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肥胖小鼠脂肪组织外泌体中
脂质代谢相关蛋白的差异表达分析

禚鑫?１，王　凯２，时玉男１，王　响１，余　娇１，李嘉丽１，刘一丹３，王秀云１

（１安徽医科大学基础医学院生物化学教研室，合肥　２３００３２；
２安徽第二医学院医学技术学院生物化学与临床检验教研室，合肥　２３０６０１；
３安徽医科大学生命科学学院生物化学与分子生物学系，合肥　２３００３２）

摘要　目的　通过蛋白质组学技术分析肥胖小鼠与野生型小鼠脂肪组织外泌体中脂质代谢相关蛋白表达水平的差异以探讨
其调控肥胖相关代谢并发症的分子机制。方法　选取同周龄的野生型（ＷＴ）小鼠与肥胖模型（ｏｂ／ｏｂ）小鼠，每组８只，将两组
小鼠脂肪组织剪碎后培养４８ｈ，收集培养上清液，采用差速离心法分离外泌体。利用液相色谱 －串联质谱技术（ＬＣＭＳ／ＭＳ）
进行蛋白质组学分析，筛选差异表达蛋白（ＤＥＰｓ），并进行基因本体论（ＧＯ）富集分析和京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）
通路富集分析。利用热图可视化ＤＥＰｓ表达模式，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＤＥＰｓ的表达水平。结果　成功从ＷＴ组与ｏｂ／ｏｂ组
小鼠脂肪组织培养上清液中提取外泌体。质谱分析共鉴定到２５６２９条肽段、３３７６个蛋白质。与ＷＴ组相比，ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂
肪组织外泌体中高表达的蛋白质有６９９个，低表达的蛋白质有６３２个。ＧＯ与ＫＥＧＧ分析均提示ＤＥＰｓ主要富集于代谢通路。
热图分析可视化代谢相关ＤＥＰｓ的表达模式，长链酰基辅酶Ａ合成酶１（ＡＣＳＬ１）、载脂蛋白Ｅ（ＡｐｏＥ）和白蛋白（Ａｌｂ）等脂质代
谢相关蛋白的表达水平在肥胖状态下发生改变（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证结果显示，ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外泌体中ＡｐｏＥ
与Ａｌｂ蛋白表达降低（Ｐ＜００１）。结论　肥胖状态下小鼠脂肪组织外泌体中脂质代谢相关蛋白的表达水平发生显著改变，这
些差异表达的脂质代谢相关蛋白或可作为治疗肥胖及其相关代谢并发症的潜在分子靶点。
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ｗａｎｇｘｉｕｙｕｎ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　近年来，我国肥胖患病率持续上升，肥胖已成为
重大公共卫生问题［１－２］。肥胖可诱发胰岛素抵抗、

高血压、非酒精性脂肪性肝病、心血管疾病以及骨关

节炎等多种代谢并发症［３］。肥胖以内脏脂肪组织

与皮下脂肪组织的异常堆积为特征，且二者比例差

异会对机体代谢产生不同的影响［４］。脂肪组织通

过多种途径调控机体代谢，其中外泌体介导的细胞

间通讯是其调控途径之一［５］。外泌体是由脂肪组

织在内的多数细胞分泌的、直径３０～１５０ｎｍ的脂质
双层囊泡，其内包裹 ｍｉＲＮＡ、蛋白质等多种生物活
性物质，这些物质能够经体液循环靶向递送至远端

器官，实现跨器官的信号传递［６］。然而，当前研究

主要集中于肥胖状态下脂肪组织外泌体的非编码

ＲＮＡ组学［７］，针对其蛋白质组学的研究仍相对有

限［８］。

　　脂质代谢相关蛋白通过调控脂肪酸合成、分解
及转运来维持脂质代谢平衡。研究［９］表明，脂质代

谢失衡是肥胖及其相关代谢并发症发生的重要诱

因。该研究采用蛋白质组学技术，分析比较 ＷＴ小
鼠与ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织外泌体中脂质代谢相关蛋
白的表达差异，探讨这些外泌体蛋白介导肥胖相关

代谢并发症的发病机制，为筛选潜在的治疗靶点提

供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　１０只８周龄 ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，体质量２１～２５ｇ，１０只８周龄ＳＰＦ级雄性ｏｂ／
ｏｂ小鼠，体质量３８～４２ｇ。均购自江苏集萃药康生
物科技有限公司，并于２５℃、１２ｈ／１２ｈ光照／黑暗
条件下饲养。所有动物实验均经安徽医科大学实验

动物伦理委员会批准（编号：ＬＬＳＣ２０２３０６２７）。
１．１．２　主要试剂　４％多聚甲醛通用型组织固定液
货号：（ＢＬ５３９Ａ）购自北京兰杰柯科技有限公司；
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Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓＭｅｄｉｕｍ培养基（货号：
３１９０１０ＣＬ）、血清（货号：０８６１５０）购自南京维森特
生物科技有限公司；脱脂奶粉（货号：Ｐ０２１６１５００ｇ）、
ＲＩＰＡ裂解液（货号：Ｐ００１３Ｄ）、５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白
上样缓冲液（货号：Ｐ００５Ｌ）、ＰＭＳＦ（货号：ＳＴ２５７３
５ｇ）购自上海碧云天生物技术有限公司；ＴａｎｏｎＴＭ

ＦｅｍｔｏｓｉｇＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇＳｕｂｓｔｒａｔｅ（货号：１８０
５０１）购自上海天能科技有限公司；ＡｐｏＥＲａｂｂｉｔｐＡｂ
（货号：Ａ１６３４４１）、ＡｌｂＲａｂｂｉｔｍＡｂ（货号：Ａ２４１６１）
购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；ＴＳＧ１０１Ｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔＲａｂｂｉｔＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ（货号：ＥＴ
１７０１５９）、ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗（货号：ＨＡ１００１）
购自杭州华安生物技术有限公司。

１．１．３　主要仪器　智能型超速离心机（型号：ＯＰＴＩ
ＭＡＸＥ１００）购自美国贝克曼库尔特有限公司；高速
冷冻离心机（型号：ＳｏｒｖａｌｌＳＴ１６Ｒ）购自美国赛默飞
世尔科技有限公司；电泳仪及 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
装置（型号：ＶＥ１８６）购自上海天能科技有限公司；
纳米颗粒跟踪分析仪（型号：ＮＳ３００）购自英国马尔
文仪器有限公司。

１．２　方法
１．２．１　组织切片苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅ
ｏｓｉｎ，ＨＥ）染色　新鲜组织样本使用４％多聚甲醛固
定４８ｈ后，进行石蜡包埋并切片，将组织切片置于
温水中浸泡，待组织充分伸展后转移至载玻片，烘干

备用。切片在二甲苯中浸泡 １０ｍｉｎ后，依次放入
１００％、９５％、８５％、７０％乙醇中各脱水５ｍｉｎ。使用
磷酸盐缓冲（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗 ３
次，每次 ５ｍｉｎ。随后放入苏木精染液中染色 １０
ｍｉｎ，洗去多余染液。使用弱碱性促蓝液将细胞核染
成蓝色，随后使用伊红染液染色３ｍｉｎ，待风干后使
用中性树胶封片。

１．２．２　脂肪组织外泌体提取　取小鼠脂肪组织称
重，将等质量组织使用预冷的 ＰＢＳ清洗３次，转移
至基础培养基中备用。在细胞工作台中使用无菌眼

科剪将组织剪碎，随后将其培养于含有２％无外泌
体血清及１％青链霉素双抗生素溶液的细胞培养基
中，培养４８ｈ。培养结束后收集细胞培养液，依次经
差速离心（１６５５ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，４２７２ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ，
９５５３ｒ／ｍｉｎ、３０ｍｉｎ）后收集上清液。将上清液以
２５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ７０ｍｉｎ，使外泌体沉淀于管底。
使用２００μＬＰＢＳ将外泌体重悬后测定其蛋白浓度，
用于后续分析。

１．２．３　外泌体粒径分析　收集的外泌体使用 ＰＢＳ

进行梯度稀释后，用 １ｍＬ注射器推入 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
ＮＳ３００纳米颗粒跟踪分析仪中，得到合适的稀释倍
数后进行正式实验，得到粒径分析结果。

１．２．４　外泌体蛋白质组学分析　外泌体样本的液
相色谱 －串联质谱技术（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎ
ｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／ＭＳ）分析使用杭州景
杰生物科技股份有限公司的 ＥＡＳＹｎＬＣ１２００超高
效液相系统与ＯｒｂｉｔｒａｐＥｘｐｌｏｒｉｓＴＭ４８０高分辨质谱仪
进行。获得的质谱数据导入搜库软件，使用 Ｐｒｏ
ｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ（ｖ２４１１５）进行检索，检索数据
库为 Ｍｕｓ＿ｍｕｓｃｕｌｕｓ＿１００９０＿ＳＰ＿２０２１０７２１．ｆａｓｔａ
（１７０８９条序列）。由杭州景杰生物科技股份有限
公司利用软件对质谱原始数据进行标准化处理，基

于蛋白质表达的差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ），筛选
差异表达蛋白 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＤＥＰｓ），筛选标准为｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１５且校正后 Ｐ＜
００５。对筛选出的ＤＥＰｓ使用ｅｇｇｎｏｇｍａｐｐｅｒ（ｖ２０）
软件进行基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析
并使用 ｄｉａｍｏｎｄ（ｖ２０１１１４９）软件进行京都基因
与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析，判定 ＤＥＰｓ主要影
响的生物学功能和通路。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　使用差速离心法分离外
泌体后，使用８０μＬ含有 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液（１：
１００）重悬外泌体沉淀，加入２０μＬ５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋
白上样缓冲液，涡旋振荡混匀，置于金属浴加热孔中

１００℃变性 １０ｍｉｎ。取 ５０μＬ变性蛋白样品进行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，使用５％的脱脂奶粉室
温封闭１ｈ，加入一抗４℃敷育过夜。次日室温孵育
辣根过氧化物酶标记的二抗１ｈ，化学发光显影液显
影，蛋白条带使用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值分析。
１．３　统计学处理　所有数据的处理均使用 Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ９０软件进行统计学分析。进行方差齐性检验、
正态性检验。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用
单因素方差分析，数据统计学分析采用成组ｔ检验，
多组资料之间的比较采用单因素方差分析；Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　脂肪组织外泌体的提取　取８周龄的 ＷＴ小
鼠及ｏｂ／ｏｂ小鼠的肝脏组织及附睾脂肪组织制备石
蜡切片，经ＨＥ染色后，光学显微镜下可清晰观察到
ｏｂ／ｏｂ小鼠肝脏组织细胞内出现明显的空泡（图
１Ａ），且ｏｂ／ｏｂ小鼠白色脂肪细胞体积较ＷＴ小鼠显
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著增大（图１Ｂ）。取相同质量的 ＷＴ小鼠及 ｏｂ／ｏｂ
小鼠脂肪组织剪碎后置于培养箱中培养４８ｈ，收集
上清液并通过差速离心法分离外泌体（图１Ｃ）。经
纳米颗粒跟踪分析，外泌体颗粒直径介于１００～２００
ｎｍ区间，属于正常外泌体的粒径范围（图１Ｄ）。
２．２　脂肪组织外泌体蛋白质组学质量分析　利用
ＬＣＭＳ／ＭＳ对ＷＴ小鼠及 ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织外泌
体进行蛋白质组学分析，结果显示：大部分鉴定蛋白

的分子量分布于１０～６０ｋｕ，属于正常范围（图２Ａ）。
多数蛋白对应１～１０条或大于２０条肽段（图２Ｂ）。
将搜库分析结果需要做进一步的数据过滤。在谱

图、肽段、蛋白 ３个层面鉴定的假阳性率设定为
１％；鉴定蛋白至少需要包含１个特异性肽段。经过

数据过滤后的鉴定出２５６２９条肽段，３３７６个蛋白
质（图２Ｃ）。ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外泌体中表达
量上调的蛋白质有６９９个，表达量下调的蛋白质有
６３２个（图２Ｄ）。
２．３　脂肪组织外泌体ＤＥＰｓ富集分析　ＧＯ富集分
析结果 显 示，ＤＥＰｓ在 生 物 学 过 程 （Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｐｒｏｃｅｓｓ）中显著富集于细胞过程、生物调节、代谢过
程等条目；在细胞组分（ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔ）中显著
富集于细胞、细胞内结构等条目；在分子功能（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎ）中显著富集于结合条目（图 ３Ａ）。
进一步的ＫＥＧＧ通路富集分析结果表明，ＤＥＰｓ显著
富集于代谢通路、过氧化物酶体通路、细胞黏附分子

图１　ＷＴ小鼠和ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织外泌体分离
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图２　脂肪组织外泌体蛋白质组学质量分析
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ｍｉｃｅ；ａ：Ｐｅｐｔｉｄｅ；ｂ：Ｕｎｉｑｕｅｐｅｐｔｉｄｅ；ｃ：Ｐｒｏｔｅｉｎ；ｄ：Ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；ｅ：Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｆ：Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ．

信号通路（图３Ｂ）。两种分析结果均显示，ＤＥＰｓ主
要富集于代谢通路。基于ＦＣ值对代谢相关的ＤＥＰｓ
进行排序，筛选排名前５０位的ＤＥＰｓ，并运用热图对
ＷＴ组与ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外泌体中这５０个蛋
白质进行可视化。热图（图３Ｃ）中，色块颜色从蓝色
到红色表示蛋白表达的丰度由低到高，其中长链酰

基辅酶 Ａ合成酶 １（ａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｌｏｎｇｃｈａｉｎ
ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１，ＡＣＳＬ１）ＷＴ组色块为蓝色 、ｏｂ／ｏｂ
组色块为红色，载脂蛋白 Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）
与白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，Ａｌｂ）ＷＴ组色块为红色、ｏｂ／ｏｂ
组色块为蓝色，此三种脂质代谢相关蛋白表达水平

在肥胖状态下均发生显著改变，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证脂质代谢相关蛋白的差异
表达　分别提取ＷＴ组与ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外
泌体，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体中差异表达显著
的ＡｐｏＥ、Ａｌｂ蛋白表达水平，结果显示，与 ＷＴ组相
比，ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外泌体中 ＡｐｏＥ与 Ａｌｂ的

蛋白表达均降低（ｔ＝６２７８、８４１５，均 Ｐ＜００１；图
４Ａ、Ｂ），差异有统计学意义。

３　讨论

　　器官间通讯是机体内脏组织相互作用的重要方
式。脂肪组织作为机体重要的内分泌器官，可通过

分泌外泌体传递多种信号分子［１０］。脂肪组织分泌

的外泌体可与肝细胞、神经细胞等靶细胞融合并递

送内容物，实现对靶细胞功能的调控，这构成了脂肪

组织与其他内脏组织相互作用的核心机制［１１－１２］。

既往研究［１３］证实，脂肪组织外泌体中的 ｍｉＲＮＡ可
调控肝脏脂质代谢、胰岛 β细胞活性、肌肉功能、神
经认知功能。除ｍｉＲＮＡ外，脂肪组织外泌体中还富
含多种重要的功能调控蛋白，如炎症相关的脂肪因

子（脂联素、瘦素）、细胞因子（白细胞介素６）
等［１４］。这些外泌体蛋白能够调控机体肌肉、皮肤、

下丘脑和肾脏等组织的功能，表明外泌体蛋白在器

官间通讯中同样发挥着重要作用。
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图３　脂肪组织外泌体ＤＥＰｓ富集分析
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证脂质代谢相关蛋白的差异表达
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　　在肥胖病理状态下，脂肪组织异常堆积可导致
其功能重塑，进而改变其分泌的外泌体特性，影响靶

细胞的功能。因此，深入解析脂肪组织外泌体内容

物成分是阐明肥胖状态下脂肪组织功能的关键。本

研究采用差速离心法成功分离并提取 ＷＴ小鼠和
ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织分泌的外泌体，并对其内容物
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进行蛋白质组学分析，共鉴定到 ３３７６个蛋白质。
结果显示，与ＷＴ组相比，ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外
泌体蛋白表达谱发生广泛而显著的改变（６９９个蛋
白质表达上调，６３２个蛋白质表达下调），这提示小
鼠肥胖后脂肪组织分泌的外泌体在靶向调控功能上

发生了重要改变。

　　本研究中对 ＤＥＰｓ进行 ＧＯ富集分析和 ＫＥＧＧ
通路富集分析，两种分析结果均一致显示，与ＷＴ组
小鼠相比，ｏｂ／ｏｂ组小鼠脂肪组织外泌体中的 ＤＥＰｓ
主要富集于代谢通路。鉴于肥胖及其相关代谢并发

症的发生与脂质代谢紊乱密切相关，系统性分析肥

胖对脂肪组织外泌体脂质代谢相关蛋白表达水平的

影响至关重要。因此，本研究基于 ＦＣ值对代谢相
关的ＤＥＰｓ进行排序，筛选前５０位 ＤＥＰｓ，重点关注
ＤＥＰｓ中的脂质代谢相关蛋白，如 ＡＣＳＬ１、ＡｐｏＥ、Ａｌｂ
等。其中，ＡＣＳＬ１的高表达可抑制脂肪酸 β氧化，
促进三酯酰甘油累积［１５］。ＡｐｏＥ通过高亲和力结合
肝细胞表面低密度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）及低密度脂
蛋白受体相关蛋白１（ＬＲＰ１），介导富含三酯酰甘油
和胆固醇的脂蛋白从血浆循环中清除，从而维持脂

质稳态［１６］。Ａｌｂ作为脂肪酸结合蛋白，拥有约７个
脂肪酸结合位点，参与脂肪酸的转运过程［１７］，并能

够通过调控脂蛋白脂肪酶的稳定性影响富含三酯酰

甘油的脂蛋白清除［１８］。在肥胖状态下，上述脂质代

谢相关蛋白在脂肪组织外泌体中表达水平的显著改

变，均可能通过外泌体介导的器官间通讯破坏全身

脂质稳态，进而驱动肥胖及其相关代谢并发症的发

生。然而，其具体作用机制仍有待深入研究。

　　综上所述，ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织外泌体中 ＡＣ
ＳＬ１、ＡｐｏＥ、Ａｌｂ等脂质代谢相关蛋白的表达水平发
生显著改变。该研究为肥胖状态下外泌体蛋白介导

的脂肪组织－靶器官互作机制奠定了实验基础，也
为筛选肥胖相关代谢并发症的分子治疗靶点提供了

新思路。
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