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MicroRNA-185改善非酒精性脂肪肝小鼠胰岛素敏感性
并调节脂代谢基因的表达 *
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摘要目的：探讨 microRNA-185(miR-185)对高脂饮食的小鼠模型的 HepG2肝细胞脂质代谢和胰岛素信号通路的调节作用。方法：

应用定量反转录聚合酶链反应评估过表达或抑制 miR-185表达脂质合成相关基因的 mRNA水平。此外，应用Western Blot方法

测定转染 HepG2细胞 pre-mir-185后的关键信号通路组分(IRS-1，IRS-2，PI3K、AKT2)和磷酸化 PI3K和 AKT2的表达情况。结果：

诱导的人类 HepG2细胞的软脂酸对 mir-185水平的下降具有时间和剂量依赖性。经过 mir-185转染的 HepG2细胞显著降低脂肪

酸合成酶，3-hydroxy-3-methylglutaryl-coa还原酶，固醇调节元件结合蛋白和固醇调节元件结合蛋白 -1c的 mRNA水平，而使用

anti-mir-185寡核苷酸抑制 mir-185在 HepG2细胞中产生相反的作用。在高脂饮食的小鼠模型，与对照组动物相比，mir-185处理

后脂质积累明显改善。mir-185诱导后通过上调胰岛素受体底物 2增强胰岛素信号通路。结论：miR-185在体内和体外调节肝细胞

脂肪酸代谢和胆固醇平衡，以及在改善胰岛素敏感性中起重要作用，miR-185可能成为非酒精性脂肪肝和胰岛素抵抗的新靶点和

治疗非酒精性脂肪肝药物作用新靶标。
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MicroRNA-185 Improves Insulin Sensitivity and Regulates Expression of
Lipid Metabolism Genes in Mice with Non-alcoholic Fatty Liver Disease*

To investigate the effects of microrna-185 (miR-185) on lipid metabolism and insulin signaling pathway in

human HepG2 liver cells in a high-fat diet mouse model. Methods: quantitative reverse transcription polymerase chain reaction was used

to evaluate overexpression or inhibition of miR-185 expression in lipid synthesis related genes at mRNA levels. In addition, the critical

signaling pathway components (IRS-1, IRS-2, PI3K, AKT2) and phosphorylated PI3K and AKT2 were measured by Western Blot assay

after transfection of HepG2 pre-mir-185 cells. miR-185 levels decreased in time and in response to the dose dependence of

palmitic acid in HepG2 hepatocytes. With miR-185 transfected HepG2 cells significantly decreased the level of mRNA

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase of fatty acid synthase, sterol regulatory element binding protein and sterol regulatory element

binding protein -1c, and inhibition of miR-185 produced the opposite effect using anti-miR-185 oligonucleotides in HepG2 cells. In a

high-fat diet mouse model, mir-185 improved significantly after lipid accumulation, compared with controls. Induction of miR-185

enhances insulin signaling pathways by up regulation of the insulin receptor substrate -2. Induction of miR-185 enhances insulin signaling

pathways by up regulation of the insulin receptor substrate -2. These results suggest that MiR-185 plays an important role in

regulating fatty-acid metabolism and cholesterol homeostasis in hepatocytes，as well as improving insulin sensitivity in vitro and in vivo.

MiR-185 may be a new target for nonalcoholic fatty liver disease and insulin resistance and a new drug target for the treatment of

nonalcoholic fatty liver disease.
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胰岛素信号传导障碍和脂代谢异常是非酒精性脂肪肝

(NAFLD)的发病基础。为了研究 NAFLD发病中影响胰岛素信

号传导和脂代谢调控网路的确切分子机制，我们利用生物信息

学方法对正常小鼠、高脂喂养的非酒精性脂肪肝小鼠与敲除

ob/ob基因的胰岛素抵抗的小鼠肝脏组织的基因芯片进行筛

选，筛选出共同差异表达基因 21个，随后利用 miRecords整合

数据库预测调控此 21个共同差异表达基因的 miRNAs，并进

行排序，发现 miR-185调控这 21个共同差异表达基因中的 7

个，是调控基因数最多的 miRNA。因此，本研究进一步检测了

miR-185在非酒精性脂肪肝小鼠肝组织中的表达情况，进而采

用转染技术降低或提高 HepG2细胞中 miR-185的表达细胞，

旨在探讨 miR-185对非酒精性脂肪肝小鼠肝脏脂代谢和胰岛

素信号传导的影响。

1 材料与方法

1.1 HepG2细胞的培养和转染

HepG2细胞在含 10%胎牛血清的 DMEM培养液中进

行培养，培养液包括 1%含有青霉素(10000 U／mL)和链霉素

(10000 滋g/mL) 的抗生素混合物，1%非必需氨基酸谷氨酰胺溶
液，1%谷氨酰胺和 5 mmol/L葡萄糖。mir-185、对照 microRNA

和 anti-mir-185控制反义寡核苷酸(ASOS)是由中国广州锐博生

物科技有限公司合成；利用脂质体转染试剂(Invitrogen公司，美

国)转染 HepG2细胞。

1.2 动物饲养

动物研究是由哈尔滨医科大学伦理委员会批准和实验是

根据对实验动物的人道待遇，八周龄的雄性 C57BL／6小鼠由

哈尔滨医科大学实验室获得并安置一个 12 小时的光 / 暗周

期，允许自由饮水和实验室饲料。评估 miR-185 表达水平，

C57BL／6小鼠随机分为两组，正常饲料组和高脂饮食组(30%

脂肪，15%的蛋白质，45%的碳水化合物，1.15%胆固醇)，分别饲

养 12周。在 4、8周和 12周，肝组织标本作定量反转录聚合酶

链反应(qRT-PCR)实验。

选择 20只高脂饮食 12周得八周龄雄性 C57BL／6小鼠。

然后，一半的小鼠(n=10)静脉注射 20毫克 / 公斤的 miR-185，

另一半作为对照组 (n=10) 每周给予等量的控制 microRNA 8

周，每周记录小鼠体重。

1.3 实时定量 RT-PCR

为了明确 mir-185是否调节脂质代谢，我们首先定量监测

了软脂酸(PA)处理后 miR-185 表达变化情况，分别用 1× 10-4

或 5× 10-4 mmol/L PA 处理 HepG2 细胞 24、48h 后，采用

qRT-PCR检测 miR-185水平。参照说明书，从高纯度的 RNA

分离试剂盒(罗氏，德国)中分离出来自肝组织或培养细胞的总

RNA。使用 miRNA cDNA合成试剂盒(kr201-01，Invitrogen公

司，美国) 合成 cDNA。使用美国应用生物系统公司的 ABI

7900HT序列检测系统进行荧光定量 PCR检测。

为了评估 SREBP1、SREBP2、脂肪酸合酶(FAS)、3-羟基 -3

甲基戊二酰辅酶 A还原酶(HMGCR)的 mRNA水平，采用 Tri-

zol和 RNeasy迷你试剂盒(Qiagen公司)提取并纯化总 RNA(In-

vitrogen公司，美国)反转录，用 DNase I提纯 RNA并应用MM-

LV逆转录酶链 cDNA合成试剂盒(Invitrogen公司，美国)逆转

录。所有的反应进行了三次，和 RNU6-2或 茁-actin作为内参。
用 2-△ △ Ct方法[1]确定基因表达相对倍数变化。

1.4 HepG2细胞脂肪酸氧化和甾醇合成率的评价

HepG2 细胞在 12 孔板中培养和转染 miR-185 (20

nmol/L)、反 -miR-185 (40 nmol/L)和阴性对照组 (con-miR and

con-anti-miR)。48小时后，通过 1-14C油酸氧化成 14CO2测定脂

肪酸氧化率，如前所述 (Yu et al，1997)。通过 [14C] 乙酸加入

HepG2细胞固醇量确定了甾醇的合成率，每个实验一式三份。

1.5 蛋白质免疫印迹反应

转染 48小时后，细胞在 PBS和溶解的 300 滋L RIPA裂解

缓冲液(solarbio、北京)含有一种蛋白酶抑制剂混合物，蛋白质

经 SDS-PAGE处理后转移到 PVDF膜上。膜与 5%的脱脂奶粉

封闭一抗。用 TBS-T洗三次后，膜与适当的辣根过氧化物酶标

记的二抗孵育(圣克鲁斯，美国)。

1.6 临床化学参数评价

血浆总胆固醇(CHOL)、甘油三酯(TG)、丙氨酸氨基转移酶

(ALT) 用分光光度法测定试剂盒在最后一次注射后测定(Sig-

ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)。

1.7 腹腔胰岛素耐量试验

小鼠禁食 8小时，腹腔注射胰岛素(1 U/kg)，尾静脉取血测

量血糖，分别在 0, 15, 30, 60, 120 min时测量血糖值，制作 ITT

曲线。

1.8 组织学分析

为评估 miR-185 对脂肪肝的影响，在最后一次注射

miR-185后取小鼠肝组织，10%福尔马林溶液固定，石蜡包埋。

切片苏木精 -伊红染色。

1.9 统计学分析

统计分析采用 SPSS统计软件 12版，数据以平均± 标准差

(SD)表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两组间比

较采用 t检验，以 P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 软脂酸对 HepG2细胞中 mir-185表达的影响

与对照组相比，miR-185的表达经 1× 10-4 mmol/L PA(P＜

0.01)处理 24小时后下降了约 20%，经 5× 10-4 mmol/L PA(P＜

0.05)处理 24小时后下降了约 35%，处理 48小时后，与对照组

相比，mir-185表达下降约 42%(1× 10-4 mmol/L PA，P＜0.01)和

60%(5× 10-4 mmol/L PA，P＜0.05)。这些数据表明软脂酸可降低

HepG2细胞中 miR-185的表达。

2.2 mir-185对 HepG2肝细胞脂质代谢的影响

为了 评 估 miR-185 对 脂 质 代 谢 的 调 节 作 用 ，用

pre-miR-185或 anti-miR-185转染 HepG2细胞，测定脂肪酸氧

化和甾醇的合成率。与对照组相比，过表达 miR-185的 HepG2

细胞甾醇合成率明显减少约 30%(P＜0.01，图 2A)，脂肪酸氧化

率增加 1.9倍(P＜0.01，图 2B)；而 anti-miR-185处理的 HepG2

细胞甾醇合成率增加 2.2倍(P＜0.01，图 2C)，与对照组相比，脂

肪酸氧化率降低约 38%(P＜0.01，图 2D)。

多项研究表明 Fas、HMGCR、SREBP2和 SREBP1c与脂质

代谢密切相关，因此我们在诱导或抑制 miR-185后，进一步检

测 Fas、HMGCR、SREBP2和 SREBP1c的基因表达。结果显示
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过 表 达 miR-185 的 HepG2 细 胞 Fas、HMGCR、SREBP2、

SREBP1c 的表达显著降低 (P＜0.05，图 2E)。相反，抑制

miR-185的 HepG2细胞 Fas、HMGCR、SREBP2和 SREBP1c的

mRNA水平明显增加 (P＜0.05，图 2F)。这些研究结果表明

miR-185可能通过抑制脂肪合成基因的表达来调节脂肪酸和

胆固醇平衡。

2.3 高脂饮食对 C57BL／6J小鼠 miR-185表达的影响

正常饮食或高脂肪的饮食喂养 C57BL/6J小鼠 12周，分别

在 4周、8周和 12周取肝组织进行实时荧光定量 PCR实验。与

正常对照组相比，高脂肪的饮食喂养 4 周的小鼠肝组织

miR-185表达下降约 5%, 8周的小鼠肝组织 miR-185表达下降

约 22%(P＜0.01)，12周时进一步下降(约 30%，P＜0.01)。与体

外实验数据吻合，高脂喂养组 miR-185表达以时间依赖的方式

下降(图 3)。

2.4 过表达 miR-185降低高脂饮食诱导的小鼠肝脂肪变性并

改善其胰岛素敏感性

为了阐明 miR-185对胰岛素敏感性和脂代谢的调节作用，

高脂饮食喂养 C57BL／6小鼠 12周后每周腹腔注射 miR-185

(20毫克 /千克)，连续 8周。结果显示在注射胰岛素 1U／kg后

所有时间点，HFD+miR-185 组小鼠血浆葡萄糖、HOMA-IR、

TG、CHOL、ALT水平均较 HFD+CONMIR组显著降低(图 4A，

图 4C-4F)，两组小鼠体重比较差异无统计学意义(图 4B)。此外，

HFD+CON MIR组小鼠肝脏组织 HE染色显示肝细胞气球样

变扩大(箭头)，而 HFD+miR-185组小鼠肝脏脂质积累明显下

降(图 4G)。这些数据表明过表达 miR-185可减轻高脂饮食诱导

的 C57BL／6小鼠肝脏脂肪含量。

2.5 miR-185调节体外胰岛素信号通路

为了探究 miR-185是否调节胰岛素信号通路，我们测定在

转染 HepG2细胞 pre-miR-185后的关键信号通路组分(IRS-1、

IRS-2、PI3K、AKT2)和磷酸化 PI3K和 AKT2的表达。如图 5A

所示，在过表达 miR-185 的 HepG2 细胞 IRS-2、pPI3K、pAkt2

的表达较对照组均显著升高，然而 IRS-1、PI3K、AKT2的表达

较对照组并无显著差异。这表明 miR-185可能通过诱导 IRS-2

的表达而不是 IRS-1促进 PI3K/AKT2信号通路的。

2.6 miR-185对胰岛素信号转导与脂质代谢的调节作用

miR-185一方面通过上调关键因子 IRS-2，激活磷脂酰肌

醇 3-激酶 /AKT2信号，增加胰岛素敏感性；另一方面，miR-185

抑制 SREBP-1c和 SREBP-2，降低肝脏脂质的合成。

3 讨论

胰岛素抵抗是 NAFLD发病机制的关键，两者经常同时出

现[1-4]。我们前期工作主要关注 NAFLD与胰岛素抵抗之间的分

子相互作用。虽然 NAFLD的发病机制尚不完全清楚，miRNA

作为脂肪酸和胆固醇平衡的主要调节者的重要角色值得关注

图 1软脂酸处理的 HepG2细胞 miR-185表达水平

Fig.1 MicroRNA-185 expression levels in palmitic acid-treated HepG2

cells

图 2 miR-185对肝细胞脂代谢的影响

Fig.2 Effect of miR-185 on the lipid metabolism in HepG2 cells
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图 3高脂喂养 C57BL/6J小鼠肝脏组织miR-185的表达

Fig. 3 MicroRNA-185 expression in the liver tissue of C57BL/6J mice fed

by high fat diet

图 4过表达miR-185改善胰岛素抵抗并且减少脂肪变性

Fig.4 Overexpression of microRNA-185 improves insulin sensitivity and reduces liver steatosis

[5-8]。事实上，单个 miRNA可以通过靶向多种蛋白酶和转录因子

的生物学通路调节复杂的疾病过程；越来越多的证据支持

miRNA 在调节脂质代谢和胰岛素敏感性起关键作用，例如

miR-33a和 miR-33b靶向参与脂肪酸氧化的关键酶 [9]。此外，

miR-181d的表达降低细胞中甘油三酯和胆固醇水平[10]；过表达

miR-122诱导成人肝脏中甘油三酯和胆固醇的合成[11]；miR-126

影响肝细胞胰岛素敏感性[12]。最近有报道称，miR-185通过直接

作用于肝 B类 I型清道夫受体(SR-BI)3'-非翻译区(UTR)来调

节胆固醇代谢和降低高密度脂蛋白的摄取[13]。

我们前期利用生物信息学预测 miR-185可能调节 NAFLD

发病机制和胰岛素抵抗，在我们的研究中，发现 miR-185在调

节肝脏脂质代谢、胰岛素抵抗以及 NAFLD的发展过程中的潜

在作用。Wang等人[13]最近的研究表明高脂饮食 8周后敲除肝

组织中 ApoE基因的小鼠的 miR-185表达水平是下降的。根据

我们的研究结果显示，从第八周起高脂喂养小鼠 miR-185表达

以时间依赖的方式下降，mir-185表达水平减少对软脂酸具有

时间和剂量依赖性(图 6)。

这些研究结果表明，过表达 miR-185有助于减少脂肪酸和

胆固醇的合成，这与我们观察到的脂肪酸代谢相关基因 Fas基
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图 5 miR-185调节肝脏胰岛素信号传导通路

Fig.5 MicroRNA-185 regulates the insulin signalling pathway in HepG2 cells

图 6 miR-185对胰岛素信号转导与脂质代谢的调节作用

Fig.6 Role of microRNA-185 in the regulation of insulin signalling transduction and lipid metabolism

因，多个胆固醇代谢相关基因 (包括 HMGCR，SREBP-2 和

SREBP-1c)mRNA的表达水平减少相一致。抑制 HepG2细胞中

miR-185促进脂肪酸和胆固醇的生物合成，伴随着这些关键的

脂肪生成基因的 mRNA表达水平升高。同样，李等人 [14]发现

miR-185 通过直接结 合他们 的 3'UTRs 调控 SREBP-1、

SREBP-2基因表达来抑制前列腺癌细胞中的胆固醇和脂肪酸

的生物合成。与之相一致的是，杨等人[15]表明，miR-185转录后

抑制 SREBP-2表达。然而，经过 miR185处理 HepG2细胞后

HMGCR表达无显著变化 [15]。这种差异可能是由于他们与我们

的实验条件不同所导致的。

SREBP-1调控参与脂肪酸生物合成的基因，而 SREBP-2

主要调节胆固醇代谢[16,17]他们经常作为关键调节因子诱导脂质

相关基因的转录，包括 FASN，FDFT1和 HMGCR，导致脂肪酸

和胆固醇的生物合成增加[18-20]。我们的动物模型提供了强有力

的证据表明，mir-185通过抑制脂肪合成基因的表达来调节脂

肪酸和胆固醇平衡，miR-185可能影响肝脏细胞的脂肪酸和胆

固醇的代谢，至少部分通过抑制 SREBP-1、SREBP-2 mRNA的

表达。

miR-185 明显改善胰岛素抵抗。以前的研究没有报道

miR-185调节胰岛素信号通路。有趣的是，Vickers等人[12]研究

表明过表达 miR-126通过直接作用于肝细胞 IRS-1 mRNA引

起胰岛素抵抗。同样的，Karolina等人[21]发现 miR-144直接抑制

IRS1的 mRNA和蛋白表达水平。如上图所示，过表达miR-185

增强肝细胞 IRS-2 的表达，并且胰岛素刺激其下游的激酶

PI3K、AKT2的表达。我们发现经过 miR-185治疗后的高脂喂

养动物的胰岛素敏感性被显著改善。虽然如上图所示miR-185

影响 IRS-2蛋白的表达，但它不可能通过与基因3-UTR相互作

用直接调节 IRS-2，因为 IRS-2缺乏与 miR-185结合序列。一种

可能性是，目标基因 miR-185通过作用于别的基因反过来调节

IRS-2；这个假设值得进一步探索。

综上所述，mir-185在调节肝细胞中脂肪酸代谢和胆固醇

的动态平衡以及提高胰岛素的敏感性起着重要的作用，推测

mir-185可能是非酒精性脂肪肝和胰岛素抵抗的发病过程中的

关键基因，可以作为治疗非酒精性脂肪肝与胰岛素抵抗一个潜

在分子靶点。
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