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FTO通过 m6A调控 3T3-L1细胞分化的作用及其机制研究 *
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摘要 目的：探究 m6A去甲基化酶 FTO及其下游基因 CLK2对 3T3-L1细胞成脂分化的影响，以及 FTO影响 CLK2表达水平的

分子机制。方法：（1）通过成脂分化诱导和后续的油红染色以及油红定量探究 FTO和 CLK2对 3T3-L1细胞成脂分化的影响；（2）

通过蛋白免疫印迹和实时荧光定量 PCR测定 FTO和 CLK2蛋白水平和 mRNA水平的改变；（3）通过生物信息学分析筛选不同

分化时期的 3T3-L1细胞差异化 m6A修饰位点；（4）通过MeRIP-qPCR测定 CLK2 mRNA上的 m6A修饰水平；（5）通过放线菌素

D抑制新生转录本合成探究 CLK2 mRNA的降解速率；（6）通过胰岛素刺激探究 3T3-L1细胞 Insulin-AKT通路激活情况。结果：

（1）3T3-L1细胞的成脂分化依赖 FTO的去甲基化酶活性和 CLK2的激酶活性；（2）CLK2 5'UTR区域存在可被 FTO去甲基化的

m6A修饰，且该位点 m6A修饰提高 CLK2 mRNA的降解速率；（3）CLK2表达水平与 FTO表达水平存在正相关，且 CLK2和

FTO抑制剂均抑制 3T3-L1细胞 Insulin-AKT通路的激活。结论：FTO通过降低 CLK2 5'UTR区域的 m6A 修饰水平从而抑制

CLK2 mRNA的降解，促进 CLK2的蛋白表达，CLK2进而通过维持 Insulin-AKT通路活性促进 3T3-L1细胞成脂分化。
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Effect and Mechanism of FTO in Regulating 3T3-L1 Cell Differentiation
through m6A*

To investigate the effects and the molecular mechanism of m6A demethylase FTO and its downstream gene

CLK2 on adipogenic differentiation of 3T3-L1 cells. (1) The effects of FTO and CLK2 on adipogenic differentiation of 3T3-L1

cells were explored by adipogenic differentiation induction, subsequent oil red staining and oil red quantification; (2) The changes of

FTO and CLK2 protein levels and mRNA levels were determined by Western blot and real-time PCR; (3) The differential m6A

modification sites of 3T3-L1 cells at different differentiation stages were screened by bioinformatics analysis; (4) M6A modification

levels on CLK2 mRNA were determined by merip qPCR; (5) The degradation rate of CLK2 mRNA was explored by inhibiting the

synthesis of nascent transcripts by actinomycin D; (6) Objective to explore the activation of insulin Akt pathway in 3T3-L1 cells by

insulin stimulation. (1) Adipogenic differentiation of 3T3-L1 cells was depened on the demethylase activity of FTO and the

kinase activity of CLK2; (2) The m6A modification in the 5 'UTR region of CLK2 could be demethylated by FTO, and the m6A

modification at this site increased the degradation rate of CLK2 mRNA; (3) There was a positive correlation between CLK2 expression

level and FTO expression level, and both CLK2 and FTO inhibitors inhibited the activation of insulin Akt pathway in 3T3-L1 cells.

FTO inhibits the degradation of CLK2 mRNA and promotes protein expression of CLK2 by reducing the m6A modification

level in the CLK2 5'UTR region. CLK2, in turn, promotes adipogenic differentiation of 3T3-L1 cells by maintaining insulin AKT

pathway activity.
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前言

表观遗传调控由于不改变基因序列和高度可逆性，成为一

种独特的基因表达调控方式。表观遗传学研究范畴包括：DNA

甲基化、RNA修饰、组蛋白修饰、染色质重塑、非编码 RNA调

控和核小体定位等[1，2]。RNA修饰是表观遗传学的重要分支，已

发现 150 种以上不同类型的化学修饰，其中 6- 甲基腺嘌呤

（m6A）是丰度最高的 RNA 修饰 [3，4]。m6A 的 " 写入 " 与

pre-mRNA的转录过程偶联，由一类称为Writer的甲基转移酶

完成，METTL家族成员是最为常见的 m6A Writers，主要包括

METLL3、METTL14、METTL5和METTL16等[5-7]。m6A的 "擦

除 "由一类称为 Eraser的去甲基酶完成，ALKBH是经典的去

甲基化结构域，主要包括 ALKBH5和 FTO[8，9]。m6A阅读蛋白

Reader能够识别并结合 mRNA上 m6A修饰，并调控 mRNA

的核转运、降解和翻译等过程，主要包括 YTH 家族蛋白、

IGF2BP家族和 HNRNP家族等[2，5，10，11]。m6A在脂肪中的研究

起源于 FTO（Fat mass and obesity-associated protein，脂肪质量

和肥胖相关基因）去甲基化功能的发现，虽然 FTO最早被筛选

出与肥胖表型强相关，然而直至 2011年，研究人员才开始从表

观遗传的角度解释 FTO对肥胖的调控途径[9，12]，并发现 FTO作

为 m6A修饰的去甲基化酶，以 m6A依赖途径调控 RUNX1T1

和 PPARG等脂肪分化关键因子，影响脂肪组织的发育[13-16]。与

FTO类似的是METTL3/14对脂肪的调控，它们都基于对下游

mRNA的 m6A修饰水平动态调控从而改变下游基因的表达水

平，例如棕色脂肪早期发育过程中 PPAGR和 UCP1等功能基

因的正常表达，很大程度上取决于 METTL3对其转录本的高

度修饰[17]。阅读蛋白是 m6A修饰发挥功能的效应蛋白，通过特

异识别 RNA分子中的 m6A，对 RNA的丰度和功能进行调控[5]。

YTHDC1是 YTH家族中唯一的细胞核阅读蛋白，它可以招募

剪接因子 SRSF3促进 pre-mRNA剪接和协助甲基化的 mRNA

转运出核 [18，19]。其他定位于细胞质的 YTH家族蛋白主要调控

mRNA的衰减和翻译[20，21]。Huang等研究证实 IGF2BPs是 m6A

阅读蛋白，以依赖 m6A的方式增加癌基因（如 Myc）mRNA的

稳定性，促进肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma, HCC）增殖[2]。

目前的脂肪 m6A研究聚焦于脂肪组织病理状态下的异常

修饰，而从细胞分化和组织发育角度对脂肪的 m6A相关研究

相对不足。实际上，Yang等研究者[22]已通过高通量MeRIP测序

绘制出相对完整的 3T3-L1细胞分化过程中的 m6A修饰时间

图谱。对于上述在成脂分化过程中存在的差异化 m6A修饰基

因，仍需进一步筛选与探究，以对其在脂肪分化过程中的功能

与调控关系做出阐释。

本研究以 3T3-L1脂肪前体细胞为模型，利用 3T3-L1细胞

能够进行成脂分化的特性，探究 FTO在 m6A的介导下通过哪

些下游基因影响成脂分化，以及 FTO影响下游基因表达进而

影响成脂分化的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 Lipofectamine 2000 CD 转染试剂（Invitrogen，

12566014），DMEM 高糖培养基（Gibco，C11995500BT），新生

牛血清（Gibco，16010142），青霉素 -链霉素（Gibco，15140122），

RIPA 细胞裂解液（碧云天，P0013B），RNAiso Plus（Takara，

9108），HiScript II Q RT SuperMix for qPCR（诺唯赞，R223-01），

ChamQ SYBR qPCR Master Mix（诺唯赞，Q331-02），IBMX

（MCE，HY-12318），地塞米松（MCE，HY-B1829A），胰岛素

（CME，HY-P0035），罗格列酮（MCE，HY-17386），油红 O 染色

试剂（碧云天，C0157S），FB23-2（MCE，HY-127103），CC-671

（MCE，HY-108709），放线菌素 D（MCE，HY-17559），CLK2 一

抗（Santa Cruz，sc-393909），m6A一抗（Active Motif，91261），

FTO 一抗（Proteintech，27226-1-AP），ACTB 一抗（碧云天，

AF0003），Tubulin一抗（碧云天，AF5012），HRP标记山羊抗小

鼠 IgG（碧云天，A0216），HRP标记山羊抗兔 IgG（碧云天，

A0208），鼠 IgG（碧云天，7208）。

1.1.2 仪器 CO2 细胞培养箱 （Thermo），生物安全柜

（Airstream），Nanodrop 2000 （Thermo），倒置荧光显微镜

（Nikon），琼脂糖凝胶电泳仪（Tanon），凝胶显像仪（Tanon），垂

直蛋白电泳槽（Tanon），酶标仪（Biotek），实时荧光定量 PCR仪

（Thermo），化学发光成像系统（Tanon）。

1.2 方法

1.2.1 蛋白免疫印迹 为了定量不同方法处理的 3T3细胞中

FTO、CLK2，以及 pAKT/AKT的蛋白表达，我们进行蛋白免疫

印迹实验，以在同一内参 ACTB的标准下比较蛋白质表达。将

配制好的分离胶加入玻璃板中并用无水乙醇将胶面压平，分离

胶完全凝固后，去除无水乙醇，倒入 4%浓缩胶并插入梳子。待

浓缩胶凝固后将玻璃板及凝胶一并取下，放入电泳槽中，加入

1伊电泳缓冲液，拔出梳子并将蛋白样品加入上样孔中，同时需
加入蛋白Marker以指示蛋白质相对分子量大小。先以 80 V恒

定电压进行电泳，待蛋白样品进入分离胶后，再以 120 V继续

电泳，待蛋白Marker充分分离后结束电泳。根据覆盖区域，剪

取合适大小及形状的 PVDF膜，用甲醇激活 30 s后浸泡在预冷

的电转液中。从玻璃板上取下凝胶，只保留分离胶。按照黑色夹

板、海绵、三层滤纸、分离胶、PVDF膜、三层滤纸、海绵、白色夹

板的顺序放入夹板中，插入电转槽，300 mA恒流电转 120 min。

将 PVDF膜取出，于 5%脱脂奶中浸泡，于摇床上摇动封闭 2 h。

将封闭后的 PVDF膜裁剪成合适大小，放入抗体稀释液稀释的

一抗，于摇床上 4℃孵育过夜。将过夜的 PVDF膜用 TBST在摇

床上清洗 5 min，重复三次。以 5%脱脂牛奶稀释二抗，将清洗后

的 PVDF膜浸泡在二抗稀释液中，于摇床上常温孵育 1h。将二

抗孵育后的 PVDF膜用 TBST在摇床上清洗 10 min，重复三

次。以 1: 1的比例配制化学发光工作液，将其滴加于 PVDF膜

上并用凝胶成像仪曝光显影。

1.2.2 实时荧光定量 PCR 为了定量不同方法处理的 3T3细

胞中 FTO和 CLK2 的 mRNA 表达，我们进行实时荧光定量

PCR 实验，在同一内参 ACTB 的标准下比较 mRNA 表达。

RNA的反转录按照诺唯赞 HiScript III RT SuperMix for qPCR

(+gDNA wiper)试剂说明书进行。实时荧光定量 PCR按照诺唯

赞 ChamQ SYBR qPCR Master Mix（Low ROX Premixed）说明

书进行，以稀释 10倍后的体外反转录产物为模板。反应完成后

记录 Ct值，按△ △ Ct方法计算相对表达量。
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1.2.3 细胞培养 3T3-L1细胞培养使用生长培养基（45 mL

DMEM高糖培养基，5 mL新生牛血清，0.5 mL青霉素 -链霉

素）。传代时使用胰蛋白酶 37℃消化 30 s，生长培养基终止消

化，吹打均匀后接种入新的培养皿。

1.2.4 细胞药物处理 为了探究 FTO的去甲基化酶活性和

CLK2的激酶活性对 3T3-L1细胞成脂分化途径的影响，我们

分别应用了 FB23-2和 CC-671两种特异性酶活性抑制剂处理

3T3-L1细胞，随后观察其成脂分化效率的改变。FB23-2 和

CC-671处理细胞时选用 80%汇合度的 3T3-L1细胞，将一定浓

度的药物加入生长培养基后对细胞进行换液，处理 48 h后进

行后续实验。为了抑制新生 RNA的合成以探究 CLK2 mRNA

的降解速率，我们应用放线菌素 D处理 3T3-L1细胞。放线菌

素 D处理细胞时选用 80%汇合度的 3T3-L1细胞，将一定浓度

的放线菌素 D加入生长培养基后对细胞进行换液，分别处理

0，2，4，6 h后进行后续实验。为了探究不同处理条件下 3T3-L1

细胞对胰岛素信号的响应，我们应用外源性胰岛素刺激细胞。胰

岛素处理细胞时选用 70%汇合度的 3T3-L1细胞，处理前 12 h

将生长培养基更换为 DMEM高糖培养基，将一定浓度的胰岛

素加入 DMEM高糖培养基后对细胞进行换液，处理 30 min后

进行后续实验。

1.2.5 细胞成脂诱导 为了探究 3T3 细胞成脂分化过程中

FTO和下游基因 CLK2的表达量变化，以及评估 FTO和 CLK2

抑制对分化途径所造成的影响，我们在不同的处理条件下对

3T3 细胞进行成脂分化诱导。3T3-L1 细胞分化处理时，待

3T3-L1细胞铺满后的第 3天，更换为分化培养基（DMEM高糖

+10%胎牛血清，1%青霉素 - 链霉素，0.5 Mm IBMX，5 滋g/mL
胰岛素，0.25 滋M地塞米松，2 滋M罗格列酮）处理 3天，之后更

换为维持培养基（DMEM高糖 +10%胎牛血清，1%青霉素 -链

霉素，5 滋g/mL胰岛素）处理 3天。对于基因表达定量，将加入

分化培养基处理记为第 0天，每隔 24小时对细胞取样进行

RNA和蛋白质提取，直至第 6天维持培养基处理结束。

1.2.6 油红染色与定量 为了反映 3T3-L1细胞的成脂分化效

率，我们应用油红染色方法将分化后的脂肪细胞脂滴进行染

色，并且进一步通过吸光度定量染色水平。油红染色按碧云天

油红 O染色试剂盒说明书进行。镜下观察完毕后，PBS洗涤细

胞 3次，之后加入 1 mL/6 cm培养皿异丙醇，摇床上震荡洗脱

10 min，收集洗脱液，用酶标仪定量 490 nm波长的吸光度。

1.2.7 甲基化 RNA免疫沉淀（MeRIP） 为了定量 CLK2 mR-

NA不同区域在不同处理条件下的 m6A修饰丰度，我们进行

MeRIP实验，通过 RNA产物的实时荧光定量循环数反映 m6A

修饰化的 mRNA水平。按照细胞 RNA提取步骤提取总 RNA，

浓度确保 1000 ng/滋L 以上。按 NEBNext誖 Magnesium RNA

Fragmentation Module说明书进行 RNA片段化以及片段回收。

取 30 滋L磁珠，用 MeRIP-Wash-Ⅰ（150 mM LiCl，10 mM Tris，

0.5% NP-40）颠倒洗涤两次。向洗涤后的磁珠加入 500 滋L
MeRIP-Wash-Ⅰ和 3 滋g抗体 /IgG，IP摇架上 4℃孵育过夜。将

过夜后的磁珠用 MeRIP-Wash-Ⅰ颠倒洗涤两次，加入 500 滋L
MeRIP-Wash-Ⅰ和 25 滋g 片段化的 RNA，IP 摇架上 4℃孵育

4h。将孵育后的磁珠依次用 MeRIP-Wash-Ⅰ，MeRIP-Wash-Ⅱ

（MeRIP-Wash-Ⅰ + 150 mM LiCl），MeRIP-Wash-Ⅲ（MeRIP-

Wash-Ⅰ + 300 mM LiCl），MeRIP-Wash-Ⅰ洗涤，共四次。向洗

涤后的磁珠加入 500 滋L RNAiso，涡旋 30 s，加入 100 滋L氯仿
后涡旋 30 s，之后 12000 rpm 4℃离心 10 min，将上层水相转移

至新的 EP管。向水相中加入 1/6上清体积的 5M乙酸铵，5%上

清体积的 7.5 M LiCl，0.5%上清体积的 5 mg/mL线性化丙烯

酰胺，2 倍上清体积的无水乙醇，于 -80℃静置 1 h。静置后

12000 rpm 4℃离心 30 min，去上清，300 滋L 75%乙醇洗涤 2次，

晾干沉淀后加入 DEPC水溶解备用。

1.3 统计分析

作图及统计分析使用 Graphpad Prism 8，采用独立样本 t

检验比较两组数据差异性，采用单因素方差分析来分析三组以

上数据差异性，利用平均值依标准差（S.D.）表示数据，*号表示
显著差异（*P < 0.05，** P < 0.01，***P < 0.001），ns表示无显著

性差异（No significance）。

2 结果

2.1 FTO在 3T3-L1细胞分化过程中表达上调

我们首先探究了 FTO在 3T3-L1细胞成脂分化过程中的

表达量变化。蛋白免疫印迹实验结果显示，第 0天分化处理后，

FTO蛋白水平开始上升，除第 1~2天 FTO蛋白水平有所下降

外，FTO的蛋白水平总体显示上升趋势（图 1A，B）。实时荧光

定量 PCR结果显示，FTO mRNA水平在第 0~5天上升，与蛋白

水平的改变基本一致，第 5~6天出现下降（图 1C）。以上结果表

明，FTO在 3T3-L1细胞中随着分化进程而表达上调，这提示

FTO可能参与了 3T3-L1细胞的正常分化。

2.2 FTO抑制剂显著抑制 3T3-L1细胞的分化

我们对 FTO去甲基化酶特异性抑制剂 FB23-2处理后的

3T3-L1细胞进行了成脂诱导。油红染色后镜下观察，结果显示

20 滋M FB23-2处理后，3T3-L1细胞的成脂分化被显著抑制（图

1D），油红定量结果显示，低浓度 FB23-2 处理（5 滋M）促进了
3T3-L1细胞的成脂分化，高浓度 FB23-2处理（20 滋M）显著抑
制了 3T3-L1细胞的成脂分化（图 1E）。以上结果表明，3T3-L1

细胞成脂分化的正常进行依赖 FTO的去甲基化酶活性。

2.3 FTO下游基因的筛选

在前言部分所述 3T3-L1细胞分化过程中的差异化 m6A

修饰图谱中，我们发现 886个末期 m6A高水平修饰位点（图

2A），我们注意到 CLK2 mRNA上包含 5'UTR和 CDS在内的 6

个位点在 3T3-L1细胞分化处理后 m6A修饰水平发生改变。我

们进一步发现 CLK2 5'UTR 位点的 m6A水平在第 2~10天持

续下降，这与 FTO作为去甲基化酶在分化过程中的持续表达

上调趋势一致（图 2B）。

2.4 FTO调控 CLK2 mRNA的 m6A修饰

我们利用靶向于 CLK2 mRNA的 3个区域特异性引物（图

2C）进行了MeRIP-qPCR实验。3T3-L1细胞的MeRIP-qPCR结

果显示，5'UTR区域在对照组和 FB23-2处理条件下均存在显

著性的 m6A富集，而 NC和 3'UTR区域未显示 m6A富集（图

2D）。m6A/IgG组的 mRNA富集倍数显示，5'UTR的 m6A富集

在 FB23-2处理的细胞中显著上升，约为对照组的 2.5倍（图

2E），表明此位点的去甲基化被抑制。以上结果表明，CLK2mRNA

上 5'UTR区域的 m6A受到 FTO去甲基化酶活性的调控。
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图 1 FTO对 3T3-L1细胞成脂分化的影响

Fig. 1 Effect of FTO on adipogenic differentiation of 3T3-L1 cells

（A）蛋白免疫印迹检测 3T3-L1细胞成脂分化第 0~6天的 FTO蛋白水平；（B）蛋白免疫印迹检测 FTO蛋白水平的条带灰度值定量，n=3，*P<0.05；
（C）实时荧光定量 PCR检测 3T3-L1细胞成脂分化第 0~6天的 FTO mRNA水平，n=3，*P<0.05，**P<0.01；（D）FB23-2处理后的 3T3-L1细胞成脂

分化细胞油红染色。（E）FB23-2处理后的 3T3-L1细胞成脂分化细胞油红染色定量，n=3，***P<0.001。
(A) FTO protein levels of 3T3-L1 cells at 0-6 days of adipogenic differentiation were detected by Western blot; (B) The band gray value of FTO protein

level was quantified by Western blot, n=3, *P<0.05; (c) the FTO mRNA level of 3T3-L1 cells at 0-6 days of adipogenic differentiation was detected by

real-time PCR, n=3, *P<0.05, **P<0.01; (D) Oil red staining of adipogenic differentiated cells of 3T3-L1 cells after fb23-2 treatment. (E) Quantification
of oil red staining of adipogenic differentiated cells of 3T3-L1 cells after fb23-2 treatment, n=3, ***P<0.001.

图 2 FTO下游基因的筛选和验证

Fig. 2 Screening and validation of FTO downstream genes

（A）分化第 10天 m6A Enrichment>100的 886个 m6A位点热图；（B）CLK2的 6个 m6A位点热图；

（C）CLK2 MeRIP-qPCR引物设计，红色：m6A峰，蓝色：Input峰；（D）MeRIP-qPCR验证 CLK2不同区域的 m6A修饰，n=3，*P<0.05，**P<0.01；
（E）MeRIP-qPCR结果的差异倍数，差异倍数 =琢-m6A表达量 /IgG表达量，n=3，**P<0.01。

(A) Heatmap of 886 m6A sites with m6A enrichment>100 on day 10 of differentiation; (B) Heatmap of six m6A sites of CLK2; (C) CLK2 merip qPCR

primer design, red: m6A peak, blue: input peak; (D) MeRIP-qPCR validated m6A modification in different regions of CLK2, n=3, *P<0.05, **P<0.01;
(E) Fold enrichment of MeRIP-qPCR results, fold enrichment = 琢-m6a expression /IgG expression, n=3, **P<0.01.
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2.5 CLK2在 3T3-L1细胞分化过程中表达上调

我们在 3T3-L1细胞的成脂分化过程中探究了 CLK2的蛋

白和 mRNA表达。蛋白免疫印迹实验结果显示，分化第 0~2天

CLK2几乎不表达，3~6天 CLK2开始表达且蛋白水平持续升

高（图 3A，B）。实时荧光定量 PCR结果显示分化第 0~4 天

CLK2 mRNA水平持续升高，第 4天后开始下降（图 3C）。以上

结果表明，CLK2在 3T3-L1细胞中随着分化进程而表达上调，

提示其有可能参与了 3T3-L1细胞的正常分化过程，且 CLK2

表达模式与 FTO相似，提示了 CLK2作为 FTO的下游基因，可

能受 FTO表达水平的调控。

2.6 FTO抑制剂显著降低 CLK2的表达水平

我们应用梯度浓度的 FB23-2 处理 3T3-L1 细胞后，对

CLK2的表达水平进行定量。蛋白免疫印迹实验结果显示，10

滋M FB23-2 对 CLK2 蛋白水平产生了抑制，20 滋M 以上的
FB23-2对 CLK2蛋白水平的抑制效果达到最大（图 3D，E）。实

时荧光定量 PCR 结果显示，20 滋M 以上的 FB23-2 对 CLK2

mRNA水平产生显著性抑制（图 3F）。以上结果表明，CLK2的

蛋白和 mRNA水平受到 FTO去甲基化酶活性的调控。

2.7 过表达 FTO上调 CLK2的表达水平

我们随后在过表达 FTO的 3T3-L1 细胞中定量 CLK2 的

表达。蛋白免疫印迹实验结果显示，FTO过表达能显著提高

CLK2的蛋白表达水平（图 3G，H）。实时荧光定量 PCR结果显

示，FTO过表达能显著提高 CLK2 mRNA表达水平。以上结果

表明，CLK2的蛋白和 mRNA水平受到 FTO去甲基化酶活性

的调控，且 CLK2表达水平和 FTO水平呈正相关。

2.8 CLK2 5'UTR区域的 m6A修饰影响 mRNA稳定性

我们应用放线菌素 D处理 3T3-L1细胞后进行实时荧光

定量 PCR。结果显示，20 滋M FB23-2处理的细胞第 2，4，6小时

CLK2 mRNA水平显著低于对照组（图 3J），这表明 FTO的表

达可能通过降低 CLK2 5'UTR区域的 m6A水平，延缓了 CLK2

mRNA的降解，进而提高了 CLK2的蛋白表达水平。

2.9 CLK2抑制剂显著抑制 3T3-L1细胞的分化

我们对 CC-671处理后的 3T3-L1细胞进行了成脂诱导。油

红染色后镜下观察，结果显示低浓度 CC-671处理（50 nM）即

可显著抑制 3T3-L1细胞成脂分化（图 4A）。油红定量结果显

示，CC-671对于 3T3-L1细胞分化的抑制效果呈现剂量依赖性

（图 4B）。以上结果表明，3T3-L1细胞成脂分化的正常进行依

赖 CLK2的激酶活性。

2.10 CLK2抑制剂显著抑制了 3T3-L1细胞的胰岛素敏感性

我们对 FB23-2 和 CC-671 处理后的 3T3-L1 细胞进行胰

岛素刺激。结果显示，FB23-2处理后的细胞 AKT磷酸化几乎

被完全抑制（图 4C，D）；CC-671处理后的细胞 AKT磷酸化水

平在 0.2，0.4，0.8和 1.6 mM胰岛素刺激下相比对照组均显著

降低（图 4E，F）。以上结果表明 FTO的去甲基化酶活性抑制和

CLK2的激酶活性抑制均能降低胰岛素刺激下 AKT通路的活

性，进而抑制 3T3-L1细胞的成脂分化。

3 讨论

m6A是真核生物 mRNA中最常见的修饰之一，其在基因

表达调控中扮演着重要角色[23，24]。近年来，m6A修饰在脂肪生

成和分化过程中的作用逐渐受到关注，成为代谢性疾病研究的

热点[25，26]。FTO是关键的 m6A去甲基化酶，其活性与脂肪生成

和肥胖的发生发展密切相关。研究表明，FTO通过去甲基化作

用改变脂代谢相关基因的 mRNA加工和翻译，促进前脂肪细

胞向成熟脂肪细胞的分化[25，27，28]。此外，在肝脏中，FTO的过表

达促进了脂肪生成和脂滴增大，通过 SREBP1C途径抑制脂肪

酸氧化，导致脂质过度储存和非酒精性脂肪肝疾病的发展[29]。

而在脂肪中，FTO通过 C/EBP-茁通路增强前脂肪细胞分化，并
影响相关基因的表达和剪接，促进脂肪生成和脂肪沉积[30]。基

于目前报道，FTO在脂肪的分化与脂质积累过程中尚有充足的

研究潜力，并且随着下游基因的发现，FTO对脂肪的调控途径

被不断补充完善。本研究利用 3T3-L1细胞的成脂分化潜力[31]

来探究 m6A修饰和 FTO对脂肪分化调控的新途径。

本研究首先验证了 m6A去甲基化酶 FTO在 3T3-L1细胞

成脂分化过程中上调表达，这与部分研究报道的结果一致[32]，

然而与之不同的是，我们首次在 FTO的蛋白水平定量中发现

分化早期（第 1-2天）FTO的蛋白水平有短暂性下调，这可能意

味着 FTO对成脂分化过程有着更精细的调控节律。对于 FTO

在 3T3-L1成脂分化调控过程中的功能定位，我们应用特异性

抑制剂 FB23-2处理细胞并进行成脂分化诱导，通过结果证明

了 FTO的 m6A去甲基化功能对成脂分化过程必不可少。

目前基于 3T3-L1成脂分化过程的 m6A甲基化图谱已有

诸多报道，大量的差异化修饰基因在预示着 FTO深度参与成

脂分化调控的同时，也为我们的 FTO下游基因选择提供了足

够的空间[33]。在上述候选基因中，我们发现 CLK2 m6A甲基化

的时间变化模式与 FTO在成脂分化过程中的变化模式有一定

相关性，进而我们通过 MeRIP证实了 CLK2 mRNA 5'UTR区

域的 m6A修饰受到了 FTO的调控，即上述位点的 m6A修饰

是 FTO的去甲基化酶活性靶点之一。与此同时，我们通过

3T3-L1 的 FTO抑制剂模型和 FTO过表达模型验证了 CLK2

的表达与 FTO的表达存在正相关性，也即 CLK2 mRNA上的

m6A修饰负向调控 CLK2的蛋白表达水平。

对于 FTO正向调控 CLK2 表达的分子机制，我们根据

FTO对 CLK2 mRNA 水平和蛋白水平的双重影响推测，FTO

可能通过 m6A 修饰在转录水平之后到翻译水平之前，对

CLK2 mRNA进行调控。我们随后应用放线菌素 D对 mRNA

的降解动力学探究证实了 FTO通过去除 CLK2 mRNA 5'UTR

区域的 m6A，延长了 CLK2 mRNA在胞质中的半衰期，进而使

其能够翻译出更多的 CLK2蛋白，对 3T3-L1的成脂分化产生

促进效果。值得注意的是，m6A对 mRNA命运的影响取决于结

合 mRNA的 m6A reader种类，目前已知能够影响 mRNA降解

速率的 readers包括 YTHDF家族和 IGF2BP家族等[34，35]。此外，

不同的 m6A writer和 m6A reader家族有着差异化的 RNA保

守识别基序[36]，本研究有待进一步明确 CLK2 mRNA 5'UTR的

m6A修饰基序，以确定此处功能性 m6A修饰的来源（writer）

和 mRNA降解的执行者（reader）。

最后，我们验证了 CLK2参与 3T3-L1细胞成脂分化途径

的调控。我们首先在分化过程中验证了 CLK2与 FTO高度相

似的表达模式，这与前述的 FTO-CLK2正向调控模式高度符

合，且 CLK2的抑制也产生了与 FTO抑制相似的细胞分化结
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图 3 FTO通过mRNA降解速率影响 CLK2表达

Fig. 3 FTO affects CLK2 expression through mRNA degradation rate

（A）蛋白免疫印迹检测 3T3-L1细胞成脂分化第 0~6天的 CLK2蛋白水平；（B）蛋白免疫印迹检测 CLK2蛋白水平的条带灰度值定量，n=3，*P<0.
05，**P<0.01；（C）实时荧光定量 PCR检测 3T3-L1细胞成脂分化第 0~6天的 CLK2 mRNA水平，n=3，*P<0.05，**P<0.01；（D）蛋白免疫印迹检测
FB23-2处理后 3T3-L1细胞的 CLK2蛋白水平；（E）蛋白免疫印迹检测 FB23-2处理后 3T3-L1细胞的 CLK2蛋白水平的条带灰度值定量，n=3，

*P<0.05，***P<0.001；（F）实时荧光定量 PCR检测 FB23-2处理后 3T3-L1细胞的 CLK2 mRNA水平，n=3，**P<0.01；（G）蛋白免疫印迹检测 FTO

过表达 3T3-L1细胞的 CLK2蛋白水平；（H）蛋白免疫印迹检测 FTO过表达 3T3-L1细胞的 CLK2蛋白水平的条带灰度值定量，n=3，*P<0.05，
**P<0.01；（I）实时荧光定量 PCR检测 FTO过表达 3T3-L1细胞的 CLK2 mRNA水平；n=3，**P<0.01；（J）实时荧光定量 PCR检测放线菌素 D处

理后第 0，2，4，6小时 3T3-L1细胞的 CLK2 mRNA水平，n=3，*P<0.05，**P<0.01。
(A) The protein levels of CLK2 in 3T3-L1 cells at 0-6 days of adipogenic differentiation were detected byWestern blot; (B) The band gray value

quantification of CLK2 protein level was detected by Western blot, n=3, *P<0.05, **P<0.01; (C) The CLK2 mRNA level of 3T3-L1 cells at 0-6 days of

adipogenic differentiation was detected by real-time PCR, n=3, *P<0.05, **P<0.01; (D) The protein level of CLK2 in 3T3-L1 cells after FB23-2 treatment
was detected by Western blot; (E) The band gray value of CLK2 protein level of 3T3-L1 cells after FB23-2 treatment was quantified byWestern blot, n=3,

*P<0.05, ***P<0.001; (F) The CLK2 mRNA level of 3T3-L1 cells after FB23-2 treatment was detected by real-time PCR, n=3, **P<0.01; (G) the CLK2
protein level of FTO overexpressing 3T3-L1 cells was detected byWestern blot; (H) The band gray value quantification of CLK2 protein level in FTO

overexpressing 3T3-L1 cells was detected byWestern blot, n=3, *P<0.05, **P<0.01; (I) The CLK2 mRNA level of FTO overexpressing 3T3-L1 cells was

detected by real-time PCR; n=3, **P<0.01; (J) The CLK2 mRNA levels of 3T3-L1 cells at 0, 2, 4, and 6 hours after actinomycin D treatment were

detected by real-time PCR, n=3, *P<0.05, **P<0.01.
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图 4 CLK2通过胰岛素 -AKT通路影响 3T3-L1细胞的成脂分化

Fig. 4 CLK2 affects adipogenic differentiation of 3T3-L1 cells through insulin-AKT pathway

（A）CC-671处理后的 3T3-L1细胞成脂分化细胞油红染色。（B）CC-671处理后的 3T3-L1细胞成脂分化细胞油红染色定量，n=3，*P<0.05，
***P<0.001；（C）蛋白免疫印迹测定 FB23-2处理后 3T3-L1细胞的 pAKT/AKT蛋白水平；（D）蛋白免疫印迹测定 FB23-2处理后 3T3-L1细胞的

pAKT/AKT蛋白水平条带灰度值定量，n=3；（E）蛋白免疫印迹测定 CC-671处理后 3T3-L1细胞的 pAKT/AKT蛋白水平；（F）蛋白免疫印迹测定

CC-671处理后 3T3-L1细胞的 pAKT/AKT蛋白水平条带灰度值定量，n=3，**P<0.01。
(A) Oil red staining of adipogenic differentiated cells of 3T3-L1 cells after CC-671 treatment. (B) Quantification of oil red staining of adipogenic

differentiated cells of 3T3-L1 cells after CC-671 treatment, n=3, *P<0.05, ***P<0.001; (C) The pAKT / AKT protein levels of 3T3-L1 cells after FB23-2
treatment were determined by Western blot; (D) The pAKT / AKT protein levels of 3T3-L1 cells after FB23-2 treatment were determined by Western blot,

and the gray value of the bands was quantified, n = 3; (E) the pAKT / AKT protein levels of 3T3-L1 cells after CC-671 treatment were determined by

Western blot; (F) The pAKT/AKT protein level of 3T3-L1 cells after CC-671 treatment was quantified by Western blot, n=3, **P<0.01.

果。根据 Pauli等的报道[37-39]，我们推测 CLK2通过胰岛素 -AKT

通路影响了 3T3-L1细胞对于胰岛素信号的响应，进而影响了

分化途径的开启。我们通过外源性胰岛素刺激后的 pAKT/AKT

蛋白定量发现了 CLK2抑制后 3T3-L1细胞对胰岛素的反应性

下降，这会导致胰岛素 -AKT通路末端的大量基因表达受到抑

制，包括成脂分化必须的基因[40，41]。

综上，我们首次报道了 CLK2作为 FTO的下游基因，在

m6A修饰的介导下通过 mRNA降解的方式受到 FTO的调控，

进而影响了脂肪前体细胞的成脂分化效率。

基于上述发现，在未来的研究中我们将进一步探索 CLK2

mRNA上的 m6A修饰由何种 m6A writer写入，又由何种 m6A

reader 读取，以构成调控 CLK2 mRNA 完整的 writer-eraser-

reader轴，从而揭示 CLK2调控脂肪分化的完整 m6A依赖性

途径。
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炎症反应刺激等级、胶原沉积和胶原分型等组织形态学观察。

在衰老模型上组织病理学染色方法结合分子病理检测手段可

更加全面对聚乳酸面部填充剂临床前动物试验功效性考察。
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