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摘要 目的：探索组蛋白 H3K27me3甲基转移酶 Ezh2对小鼠白色、棕色和米色脂肪细胞分化的影响。方法：构建诱导型 Ezh2全身

敲除小鼠（Ezh2flox/floxCAGcre）并于 6周龄时腹腔注射他莫昔芬诱导敲除，以同窝、同性别、相同基因型假诱导（腹腔注射玉米油）小

鼠作为对照。诱导完成后在光镜下观察脂肪细胞形态，采用Western Blot法检测脂肪组织中 H3K27me3、Ezh2和 Ucp1的蛋白表

达量。采用 Realtime PCR法检测不同部位脂肪组织的脂肪分化相关基因（Ppar酌、Adipoq和 Fabp4）、棕色脂肪标志基因（Ucp1、

Cidea和 Prdm16）和米色脂肪标志基因(CD137、Tmem26和 Tbx1)的表达。检测敲除组小鼠的冷耐受能力，并予以高脂饮食诱导肥

胖，观察小鼠体重增长情况、诱导结束后小鼠的糖耐量和胰岛素敏感性指标。结果：Ezh2敲除小鼠 Ezh2和 H3K27me3的蛋白含

量降低，背部棕色脂肪细胞脂滴明显小于对照组，Ucp1的基因和蛋白表达明显高于对照组（P＜0.05）；敲除组小鼠白色脂肪细胞

分化较差，米色脂肪分化增加，米色脂肪的 Ucp1和 Tbx1基因表达增加（P＜0.05）。敲除小鼠可以更好地耐受冷刺激，并抵抗高脂

饮食诱导的肥胖和胰岛素抵抗。结论：Ezh2在体内促进白色脂肪细胞的分化，抑制棕色和米色脂肪细胞分化。
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Study on the Relationship between Histone H3 Methyltransferase Ezh2
and Adipocyte Differentiation in Mice*

To explore the effect of histone H3K27me3 methyltransferase Ezh2 on the differentiation of white, brown

and beige adipocytes in mice. Ezh2 whole body knockout mice (Ezh2flox/floxCAGcre) were constructed and induced by intraperi-

toneal injection of tamoxifen at the age of 6 weeks. The same litter, same sex and same genotype pseudoinduction mice (intraperitoneal

injection of corn oil) were used as control. After induction completion, the morphology of adipocytes was observed under light micro-

scope, and the expression of H3K27me3, Ezh2 and Ucp1 in adipose tissue was detected by Western Blot method. Realtime PCR was

used to detect the expression of adipose differentiation-related genes (Ppar酌, Adipoq and Fabp4), brown adipocyte markers (Ucp1, Cidea
and Prdm16) and beige adipocyte markers (CD137, Tmem26 and Tbx1) in different parts of adipose tissues. The cold tolerance of knock-

out mice was tested, and obesity was induced by high fat diet. The weight gain, glucose tolerance and insulin sensitivity of mice were ob-

served after induction. The protein content of Ezh2 and H3K27me3 in Ezh2 knockout mice decreased, the lipid droplets of

brown adipocytes in interscapular region were significantly smaller than those in control group, and the gene and protein expression of

Ucp1 were significantly higher than those in control group (P<0.05); the differentiation of white adipocytes in Ezh2 knockout mice was
poor, the differentiation of beige adipocytes increased, and the expression of Ucp1 and Tbx1 genes in beige adipocytes increased(P<0.05).
Ezh2 knockout mice were better able to tolerate cold stimulation and resist obesity and insulin resistance induced by a high-fat diet.

Ezh2 promotes the differentiation of white adipocytes and inhibits the differentiation of brown and beige adipocytes in vivo.
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前言

肥胖与胰岛素抵抗、心脑血管疾病和部分癌症的发生密切

相关，给当今社会造成了巨大的医疗负担[1-4]。除了通过控制饮

食和增加运动减轻肥胖外，有必要对肥胖及其相关疾病的发病

机制进行更深入的研究，并在此基础上研发新的治疗策略。

据报道，肥胖的形成与脂肪细胞分化密切相关[5]。哺乳动物

的脂肪细胞包括白色、棕色和米色脂肪细胞 3类[6,7]。白色脂肪

细胞以甘油三酯的形式储存过剩的能量。相反，棕色和米色脂

肪细胞通过线粒体内的解偶联蛋白 1（Ucp1）解偶联氧化磷酸

化反应产热而消耗能量[8,9]。因后两类脂肪细胞可以通过产热耗

能来缓解啮齿动物模型和人类的肥胖及胰岛素抵抗，因而被称

为 "产热性脂肪细胞（Thermogenisis Adipocytes）"，它们的分化

调控成为肥胖治疗领域的研究热点[7,10,11]。

近年来有报道表观遗传学的组蛋白 H3第 27位赖氨酸位

点的甲基化修饰在脂肪细胞分化过程中发挥着重要作用[12,13]。

目前已知的催化 H3K27甲基化的主要是多梳蛋白抑制性复合

物 2（Polycomb Repressive Complex 2，PRC2），果蝇 zeste 基因

增强子的人类同源物 2（Enhancer of zeste homolog 2，EZH2）是

PRC2的唯一催化活性亚单位[14,15]。Ezh2可以在体外促进棕色

和白色脂肪细胞的分化[12]，但关于 Ezh2在体内与脂肪细胞分

化的关系尚不清楚。本实验拟在小鼠体内探索 Ezh2基因缺失

后，对 3种类型脂肪细胞，尤其是产热性脂肪细胞分化的影响，

这将为脂肪细胞分化、肥胖及其相关疾病的深入了解及治疗提

供新的理论基础。

1 材料与方法

1.1 Ezh2基因敲除小鼠的构建

实验采用 Cre-loxp 方法构建了 Ezh2 基因敲除小鼠。

Ezh2flox/+雌雄小鼠及 CAG驱动 cre（诱导型全身条件敲除）工具

鼠由空军军医大学张丰副教授提供。通过 CAG Cre工具小鼠

与 Ezh2flox/+小鼠杂交，获得 Ezh2flox/+CAGcre 小鼠，再回交获得

Ezh2flox/floxCAGcre小鼠。待小鼠 6周龄基本发育完全后，使用他

莫昔芬腹腔注射进行诱导敲除。将他莫昔芬粉剂（美国 Sigma）

以 20 mg/mL的浓度溶于玉米油，敲除组按照 75 mg/kg体重的

单次剂量进行腹腔注射，对照组注射等量的玉米油，每日 1次，

连续注射 5日。再经 10天的等待期后进行后续实验。

1.2 小鼠基因鉴定

提取鼠尾 DNA进行 PCR，反应体系为 20 滋L，引物序列
（5'-3'） 如下：Ezh2 Forward：CATGTGCAGCTTTCTGTTCA；

Ezh2 Reverse：CACAGCCTTTCTGCTCACTG；CAG-cre For-

ward：CTCTGCTAACCATGTTCATGCC；CAG-cre Reverse：

CAGTGCGTTCGAACGCTAGAGCCTG。PCR结束后用 EB预

染的 1.6%琼脂糖凝胶 100V电泳 30 min分离 DNA，紫外光下

根据条带位置判断小鼠基因型。

1.3 小鼠冷暴露实验

取 Ezh2flox/floxCAG cre雄性诱导敲除后小鼠及对照小鼠，冷

暴露前使用甘油润滑电子体温计，测量核心体温（肛温）。接下

来将小鼠置于 4℃环境中共计 5 h，每隔 1 h测体温 1次，期间

保证正常进食饮水。

1.4 高脂饮食诱导小鼠肥胖

将诱导敲除结束后的雄性小鼠及对照小鼠用含 60%脂肪

(美国 Research Diets，D12492)的高脂饲料饲喂 8周，每周测量

体重 1次。

1.5 小鼠空腹血糖及葡萄糖耐量测定（injection Glucose

Tolrence Test，iGTT）

高脂饲料诱导肥胖结束后，去除小鼠饲料 8 h，使小鼠空

腹。尾静脉采血测空腹血糖。然后按照 1 g/kg体重的标准腹腔

注射葡萄糖溶液，在注射后 30、60、90和 120 min分别尾静脉

采血测血糖。

1.6 血清空腹胰岛素水平测定

小鼠空腹 5 h后，用 5%水合氯醛麻醉小鼠，心脏采血，置

于 1.5 mL EP管，4℃冰箱静置 1 h，并 3000 rpm离心 3 min分

离血清，采用 ELISA试剂盒（上海西唐生物）测定胰岛素含量。

1.7 胰岛素耐受能力测定（Insulin Tolrence Test，ITT）

小鼠空腹 5 h后以 1 U/kg体重短效胰岛素（诺和灵 R）腹腔

注射，在注射后 30、60、90和 120 min分别尾静脉采血测血糖。

1.8 小鼠脂肪组织 HE染色

实验结束后，脱颈椎法处死小鼠，取背部肩胛间区棕色脂

肪组织（Brown Adipose Tissues，BAT）、腹背部皮下脂肪、附睾

脂肪和肠系膜脂肪组织，用 4%甲醛溶液固定 24-48 h。装入包

埋盒后上机脱水、浸蜡、包埋、切片，切片厚度 3 滋m，进行 HE

染色。

1.9 Western blot法检测蛋白表达量

取各部位脂肪组织约 100 mg，提取总蛋白。采用 BCA法

测蛋白浓度（上海碧云天），样品上样量为 20 滋g/孔，电泳结束
后转至 PVDF膜，将膜用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，1× PBST

洗膜 5 min× 3次，置于 1抗中 4℃摇床孵育过夜（兔 Ucp1及

H3K27me3抗体，美国 Abcam；兔 Ezh2抗体，美国 CST；鼠

茁-Tubulin抗体，天津三箭）。1× PBST洗膜 5 min× 3次，将膜

置于二抗（中衫金桥羊抗兔或羊抗鼠 IgG，浓度均为 1:5000）中

室温孵育 1 h，再用 PBST洗膜 3次，ECL发光液发光。

1.10 荧光定量聚合酶链式反应（Realtime PCR）法检测 mRNA

的表达

使用 RNA提取试剂盒（日本 TaKaRa）提取总 RNA。反转

录为 cDNA，SYBR Green master mix（日本 TaKaRa）催化下，在

Real-Time PCR仪（美国 Bio-Rad）上进行扩增。待测基因的引

物由大连宝生公司设计并合成，序列信息见表 1。以小鼠

茁-actin为内参。
1.11 统计学分析

数据以均数± 标准差（x± s）表示，两组之间的比较采用独
立样本 t检验，采用 Spss 20.0统计软件进行数据分析，以 P<0.05
为差异有显著性。

2 结果

2.1 Ezh2基因敲除小鼠棕色脂肪细胞分化改善

经观察，Ezh2基因敲除小鼠的体型、体重与对照组无明显

差别，精神状态、毛发光泽度、饮食以及活动情况也如常。经检

测，诱导敲除小鼠的棕色脂肪 Ezh2基因和蛋白表达量均明显

减少（图 1A，P＜0.01；图 1B），敲除组的 H3K27me3 蛋白含量
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表 1 Realtime PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of Realtime PCR

Genes Forward（5'-3'） Reverse（5'-3'）

Ppar酌 TGCAGCAGGTTGTCTTGGATG GGAGCCTAAGTTTGAGTTTGCTGTG

Adipoq TTCTGTCTGTACGATTGTCAGTGGA GGCATGACTGGGCAGGATTA

Fabp4 TGGGAACCTGGAAGCTTGTCTC GAATTCCACGCCCAGTTTGA

Ucp1 CACTCAGGATTGGCCTCTACGAC GCTCTGGGCTTGCATTCTGAC

Cidea CTGGTTACGCTGGTGCTGGA TGCTTGCAGACTGGGACATACTTAC

Prdm16 CCTCGCCATGTGTCAGATCAA CTTTCACATGCACCAACAGTTCC

CD137 CGTGCAGAACTCCTGTGATAAC GTCCACCTATGCTGGAGAAGG

Tbx1 GGCAGGCAGACGAATGTTC TTGTCATCTACGGGCACAAAG

Tmem26 ACCCTGTCATCCCACAGAG TGTTTGGTGGAGTCCTAAGGTC

茁-actin CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA

减少（图 1B）。敲除组小鼠的棕色脂肪脂滴明显减小（图 1C）。

检测脂肪细胞分化基因 Ppar酌、Adipoq 和 Fabp4，结果显示

Fabp4的表达明显升高（图 1D，P＜0.05）。检测棕色脂肪标志基

因 Ucp1，Prdm16和 Cidea，其中 Ucp1的表达明显升高（图 1D，

P＜0.05）。

图 1 Ezh2敲除小鼠棕色脂肪表型

Fig.1 Brown fat phenotype in Ezh2 knockout mice

Note: (A) Relative expression of Ezh2 mRNA in the BAT of interscapular region of mice (n=3). (B) Ezh2 and H3K27me3 protein expression in BAT.

(C) HE staining photograph of BAT in interscapular region of mice, bar=50 滋m; (D) Relative expression of adipocyte differentiation gene and brown fat
markers in BAT of mice (n=3); *P<0.05; **P<0.01.

2.2 Ezh2敲除小鼠白色脂肪细胞较小，米色脂肪细胞分化增加

诱导敲除组小鼠的附睾、皮下和肠系膜部位脂肪 Ezh2基

因和蛋白表达量均明显减少（图 2A，均 P＜0.01；图 2B），敲除

组的 H3K27me3蛋白含量减少（图 2B）。敲除组小鼠的白色脂

肪细胞脂滴明显减小（图 2C）。在皮下和肠系膜两个部位，尤其

是皮下脂肪区域，观察到片状分布的含多个脂滴的米色脂肪细

胞（图 2C）。

2.3 Ezh2敲除小鼠白色脂肪细胞分化较差，米色脂肪细胞分化

较好

检测了各部位脂肪细胞分化基因（Ppar酌，Adipoq，Fabp4），
棕色和米色脂肪共有基因（Ucp1，Prdm16，Cidea）以及米色脂肪

特有的标志基因[16]（CD137，Tmem26，Tbx1）。结果显示，附睾白

色脂肪的 Adipoq基因表达明显降低，Fabp4 基因表达明显升

高（图 3A，均 P＜0.05）。皮下脂肪的 Ucp1、Tbx1的表达明显升

高（图 3B，均 P＜0.05）。肠系膜脂肪的 Ucp1明显升高（图 3C，

P＜0.05）。其他基因也大都表现升高趋势，但无统计学差异。

2.4 敲除组小鼠可以更好地耐受冷刺激和高脂饮食诱导的肥

胖和胰岛素抵抗

Ezh2基因敲除小鼠在暴露于寒冷环境时，在第 3和第 4 h

的体温均明显高于对照组，表明有更强的产热能力（图 4A，均

P＜0.05）。经 8周时间高脂饮食诱导，敲除组小鼠的体重增长

率明显低于对照组(图 4B，P＜0.05)。敲除组小鼠的空腹血糖水
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图 2 Ezh2敲除小鼠的附睾、皮下和肠系膜部位脂肪表型

Fig.2 Epididymis, subcutaneous and mesenteric adipose phenotypes in Ezh2 knockout mice

Note: (A) The relative expression of Ezh2 in epididymal adipose tissue (Epi.), subcutaneous adipose tissue (Sub.) and mesenteric adipose tissue (Mes.)

was detected by Realtime PCR (n=3). (B) The protein content of Ezh2 and H3K27me3 in the adipose tissue of control (con) and Knock out (KO) groups

(n=3). (C) HE staining photographs of adipose tissue sections of all parts of adipose tissue, bar=75 滋m. **P<0.01.

图 3 小鼠各部位脂肪相关因子的基因表达量

Fig.3 Gene expression of adipocyte-related factors in different parts of mice

Note: (A) Relative expression of adipocyte differentiation genes in epididymal adipose tissues (n=3). (B-C) Relative expression of white adipocyte

differentiation genes, brown and beige adipose common genes and beige adipose specific markers in subcutaneous and mesenteric epididymal adipose

tissues (n=3). *P<0.05; **P<0.01.

平明显低于对照组（图 4C，P＜0.01）。腹腔注射葡萄糖，敲除组

小鼠的血糖水平在注射后 30 min和 120 min明显低于对照组

（图 4D，均 P＜0.05）。两组小鼠的空腹血清胰岛素水平无明显

差别（图 4E，P＞0.05），给小鼠腹腔注射胰岛素，除了第 90 min，

敲除组小鼠血糖水平均明显低于对照组（图 4F，均 P＜0.05）。
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3 讨论

脂肪组织在全身能量平衡中具有中心地位。白色脂肪细胞

以甘油三酯的形式储存过剩的能量，而棕色和米色脂肪细胞以

产热的形式耗散能量。由此看来，机体具有一定的调控能量稳

态的能力，而肥胖的产生可能与机体耗能能力相对处于弱势有

关[8,9]。以往的观点认为，棕色或米色脂肪随着人体的生长发育

而逐渐减少消失，但现今的研究表明，成年人体内米色脂肪细

胞和棕色脂肪细胞是共同存在的，米色脂肪在应对寒冷刺激时

可以发生高效率的产热，几乎与棕色脂肪相等[17,18]。大规模的临

床调查研究发现，棕色或米色脂肪的增加与受试者体重和葡萄

糖耐量、高脂血症的改善密切相关[19,20]。如果能诱导人体内的棕

色和米色脂肪分化增加，则能利用其耗能作用治疗肥胖和 2型

糖尿病，特别是在那些体内 BAT含量较少的老年肥胖人群[21]。

搞清楚棕色和米色脂肪的分化调控机制，对于肥胖及其并发症

的治疗具有重要意义。

表观遗传调控包括 DNA甲基化、组蛋白修饰及非编码

RNA的调控等多种形式。最近的研究发现大约 50个转录和表

观遗传调节物正向或负向调节棕色和米色脂肪细胞的分化[22]。

本实验主要研究组蛋白 H3的甲基化修饰与脂肪细胞分化之

间的关系。前人的研究发现，在前脂肪细胞中，Ezh2 和

H3K27me3 在多个 Wnt 基因（如 Wnt1、Wnt6、Wnt10a）位点处

聚集，Ezh2对于小鼠白色和棕色前脂肪细胞的分化均是必须

的，通过抑制Wnt信号通路促进脂肪细胞生成[12]。我课题组用

Ezh2特异性酶活性抑制剂 GSK126处理高脂饮食诱导的肥胖

小鼠，可以通过增加米色脂肪细胞的分化并促进棕色脂肪细胞

的功能减轻小鼠体重，这些证据都表明 Ezh2和 H3K27me3对

棕色和米色脂肪细胞的分化具有潜在的重要作用[23]。

本实验以诱导型 Ezh2基因敲除小鼠，在体内研究了 Ezh2

对小鼠脂肪细胞分化的影响，发现 Ezh2基因敲除小鼠的棕色

和米色脂肪细胞分化改善，并填补了 Ezh2在白色和棕色脂肪

细胞的分化作用中体内研究这一空白。在实验设计中，考虑到

该敲除方式的敲除范围比较广泛，因此待小鼠成年之后才进行

诱导敲除，以避免 Ezh2缺失对小鼠骨骼、软骨或骨骼肌发育造

成影响[24]，避免这些可能的影响对脂肪细胞的结果判断带来的

偏倚。

关于白色脂肪细胞的分化，实验结果表明，敲除 Ezh2后，

小鼠体内的白色脂肪含量减少，附睾、皮下和肠系膜部位的白

色脂肪细胞的直径和脂滴直径均明显小于对照组，而脂肪细胞

分化相关基因 Adipoq的表达也下调，这表明白色脂肪细胞分

化不良。这与之前的两篇体外实验的文献报道结论一致[12,25]。

关于棕色脂肪细胞的分化，实验观察了小鼠肩胛间区棕色

脂肪细胞的形态和分子生物学标志物的表达变化，这个部位具

有最经典的棕色脂肪。在 6 w大 Ezh2基因缺失小鼠，棕色脂肪

细胞的脂滴小而更加均匀，产热关键蛋白 Ucp1的表达量更高。

这些结果基本说明 Ezh2抑制棕色脂肪细胞分化。通过研究和

回顾文献我们发现，棕色脂肪细胞的脂滴过大，或呈单个脂滴

是功能比较差的表现[26,27]，含有丰富而大小均匀的小脂滴的棕

色脂肪细胞功能较好。在本实验中，Ezh2敲除小鼠棕色脂肪

Ucp1的表达增加，同时存在较小而均匀的脂滴，因而其棕色脂

肪细胞的分化和功能是改善的。Ucp1位于线粒体内膜，它的表

达增加与线粒体的产热功能密切相关。经检测，基因敲除组小

鼠能更好地耐受寒冷刺激，保持核心体温。在实验过程中，未观

察到小鼠有任何寒战表现，因而产热可能主要由非颤栗产热来

完成[28]。分化改善的棕色脂肪细胞应在其中发挥了部分作用。

关于米色脂肪细胞的分化，我们在皮下和肠系膜两个部位观察

到含有多泡状脂滴的米色脂肪细胞，且敲除组呈片状分布，而

对照组则有较少的米色脂肪细胞。后续的基因检测表明，这两

个部位的 Ucp1表达均明显升高，皮下部位的 Tbx1也明显升

高。因 Ucp1也可以作为米色脂肪细胞的标志物[29,30]，因此，结合

形态学和分子生物学的改变，这两个部位的米色脂肪细胞的分

化是增加的。其与棕色脂肪共同产热，在小鼠冷暴露实验中共

同参与维持小鼠的体温。

根据前人提出的肥胖治疗理论，棕色和米色脂肪可以通过

图 4 两组小鼠的寒冷耐受能力及高脂饮食诱导后的体重、血糖和胰岛素抵抗情况

Fig. 4 Cold tolerance and body weight, blood glucose and insulin resistance of mice induced by high-fat diet in two groups

Note: (A) Temperature curve of mice exposed in cold environment (n=3). (B) Body weight growth rate after induction of high-fat diet (n=9). (C-D)

Fasting blood glucose and glucose tolerance curve in mice (n=3). (E) Fasting insulin level in mice (n=3). (F) Blood glucose curve of mice after

intraperitoneal insulin injection (1 U/kg) (n=3). *P<0.05, **P<0.01.
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增加能量消耗而减轻肥胖和胰岛素抵抗[31-33]。为了验证敲除组

小鼠是否能够耐受高脂饮食诱导的肥胖，实验随机选取了一部

分小鼠用含 60%脂肪的高脂饲料饲喂 8周。8周后敲除组体重

增长率明显低于对照组，且敲除组有更低的空腹血糖和更好的

糖耐量，胰岛素敏感性也更好，长期高脂饮食所致的胰岛素抵

抗较轻，这与小鼠改善的棕色脂肪细胞分化和增加的米色脂肪

细胞均有关。

H3K27me3是 Ezh2的催化底物，在 Ezh2缺失小鼠各脂肪

部位均观察到了减少的 H3K27me3的甲基化修饰，影响了脂肪

细胞分化相关基因的表达，因而敲除组小鼠分化出更多的米色

脂肪细胞。Ezh2可能通过其酶活性发挥作用。

综上所述，在体内，Ezh2促进白色脂肪细胞分化，抑制棕

色和米色脂肪细胞分化，是肥胖的正向调控因子。这为人类利

用棕色和米色脂肪减轻肥胖提供了新的理论基础。
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