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(57)摘要

本发明属于生物医药技术领域，具体为依他

尼酸在制备预防和治疗肥胖及相关代谢性疾病

药物中的用途。该用途，包括依他尼酸抑制剂在

制备预防或治疗肥胖及其相关代谢性疾病药物

中的用途；其生物学靶标GSTM1在促进白色脂肪

棕色化中的用途；GST的其他抑制剂在制备预防

或治疗肥胖及其相关代谢性疾病药物中的用途

等；小鼠在腹腔注射依他尼酸后，表现出明显的

体重降低及脂肪组织含量的降低。分别在体外前

脂肪细胞分化模型及在小鼠白色脂肪组织中敲

减GSTM1，可增强细胞及脂肪组织的棕色化水平。

说明依他尼酸可以通过靶向GSTM1来预防及治疗

由高脂饮食诱发的机体肥胖及代谢异常，可用于

开发及制备新的抗机体肥胖及代谢异常的小分

子制剂。
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依他尼酸在制备治疗和预防肥胖及相关代谢性疾病药物中的

应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药技术领域，具体涉及依他尼酸在制备治疗和预防肥胖及相关

代谢性疾病药物中的用途。

背景技术

[0002] 随着全球经济的快速发展、人民生活水平的提高，加上不合理的膳食结构、不良生

活方式等的出现，肥胖症的患病率日趋增加且发病愈发低龄化。资料显示，近30年全球肥胖

和超重人口的数量和比例一直在增加。全球肥胖和超重总人口已由1980年的8.57亿人增至

2013年的21亿，整体成人肥胖和超重人口增加了27 .5％，儿童肥胖和超重人口增加了

47.1％。根据2013年发表在柳叶刀上的统计数据，在我国，虽然成年人的肥胖发病率比较

低，但患有中心性肥胖或周围性肥胖的总人数位于全球第二，成为仅次于美国的世界肥胖

人口大国。另外，儿童及青少年肥胖问题在我国也较为突出，青少年肥胖可引起发育迟缓、

心肺功能受损、高血压甚至早逝，使得儿童及青少年自信心下降，社会适应能力降低。肥胖

症及其伴随的各种代谢性疾病如Ⅱ型糖尿病、高血压、高脂血症、脂肪肝等已成为威胁人类

身心健康的全球性焦点问题。

[0003] 研究显示，肥胖是由于能量代谢平衡失调，摄入过多或耗能不足致使脂肪容量增

多的状态。脂肪组织是机体内部巨大的能量贮备系统，在肥胖症的发生发展过程中处于核

心地位，对于维持机体的能量代谢平衡发挥着举足轻重的作用。目前已知人体存在三种脂

肪组织：白色脂肪、棕色脂肪和米色脂肪。白色脂肪组织广泛分布在机体的皮下和内脏周

围，主要负责将能量以甘油三脂的形式储存于大脂滴中,同时分泌不同类型的内分泌激素，

如瘦素(leptin)、抗素(resistin)和脂联素(adiponectin)等来调节人体能量平衡。机体内

的棕色脂肪细胞分为两种：经典的棕色脂肪细胞和分散在白色脂肪细胞间的棕色样脂肪细

胞，即米色脂肪细胞。棕色脂肪细胞来源于表达Myf5细胞系的棕色脂肪细胞,主要分布在颈

背、肩胛、腋窝、肾脏等，细胞内含有大量的脂肪小滴和高浓度的线粒体，是哺乳动物非颤栗

性产热的主要场所，线粒体中含有大量的标志分子解偶联蛋白1(uncoupling  protein  1，

UCP1)。UCP1定位于线粒体内膜，可以将质子从线粒体内膜渗漏到线粒体基质中，减少ATP的

合成，将化学能转变为热能，从而使氧化磷酸化进入空转状态，是棕色脂肪细胞激活的标

志。当机体处在低温环境中，体温调节中枢下丘脑引起交感神经兴奋，通过细胞内脂肪酸的

非偶联性氧化磷酸化分解产热为机体供能，维持机体体温平衡。研究发现当机体交感神经

兴奋时，如运动或处于低温环境，白色脂肪会发生棕色化，转变为米色脂肪。白色脂肪组织

的棕色化带来的产热效应现已成为预防和治疗肥胖症及相关代谢性疾病研究的新方向,激

活体内棕色脂肪来增加机体能耗将为治疗肥胖症提供新的助力，成为肥胖症研究的重点。

[0004] UCP1在棕色脂肪线粒体内膜上特异性表达，通过切断电子传递链和ATP合成的偶

联，阻断呼吸作用而产热。UCP1不仅参与棕色脂肪组织的产热调节和能量代谢，还是产热性

脂肪组织的表型标志。除了UCP1之外，PGC1α，PRDM16和Cytochrome  C也是参与棕色化过程
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的重要分子。

[0005] 谷胱甘肽巯基转移酶(Glutathione  transferase,GSTs)超家族主要包括α、μ、π、θ

等亚型，是体内生物转化最重要的Ⅱ相代谢酶之一，是细胞抗损伤、抗癌变的主要解毒系

统。依他尼酸(Ethacrynic  acid，EA)是一种临床使用的利尿药，也是GST同工酶的抑制剂，

通过α，β‑不饱和羰基化合物的碳碳双键的亲核加成方式与GSH竞争性或者非竞争性结合，

抑制GSH代谢作用。但是依他尼酸在治疗肥胖及其相关的糖代谢、能量代谢失衡方面并无研

究。

[0006] 本发明基于上述理论，探讨依他尼酸在预防及治疗肥胖症及其相关的糖代谢、能

量代谢异常方面的应用。

发明内容

[0007] 本发明的目的在于提供依他尼酸在制备治疗和预防机体肥胖及相关代谢性疾病

药物中的用途。

[0008] 本发明提供的依他尼酸在制备预防或治疗肥胖及相关代谢性疾病药物中的用途，

包括：

[0009] 依他尼酸抑制剂在制备预防或治疗肥胖及其相关代谢性疾病药物中的用途；

[0010] 依他尼酸的生物学靶标GSTM1在促进脂肪分解中的用途；

[0011] GST的其他抑制剂在制备预防或治疗肥胖及其相关代谢性疾病药物中的用途。

[0012] 其中，所述依他尼酸(Ethacrynic  acid)为GST抑制剂；所述的促进脂肪分解指促

进白色脂肪棕色化；所述的肥胖及其相关代谢性疾病包括由肥胖诱发的机体高血糖、葡萄

糖耐受、胰岛素耐受、能量代谢失调等。

[0013] 所述GST的其他抑制剂，具体为：依他尼酸及其类似物，金诺芬，筚拨明碱，NBDEHX，

TER199，槲皮黄素，奎尼丁，乙嘧啶，氯贝特，棉子酚，吲哚美辛，1‑(2‑羟基‑3‑甲氧丙基)‑2‑

硝基咪唑，吡前列素，柳氮磺吡啶。其结构式分别为如下所示：
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[0014]
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[0015]

[0016] 实验表明，高脂饮食饲养的小鼠在腹腔注射依他尼酸后，表现出明显的体重降低

及脂肪组织含量的降低。另外，小鼠的糖代谢水平有明显的改善，氧气消耗以及能量消耗增

强，小鼠在寒冷环境中保持自身体温的能力增加。此外，分别在体外前脂肪细胞分化模型及

在小鼠白色脂肪组织中敲减GSTM1，可增强细胞及脂肪组织的棕色化水平。这说明依他尼酸

可以通过靶向GSTM1来预防及改善由高脂饮食诱发的机体肥胖及代谢异常，可用于开发及

制备新的抗机体肥胖及代谢异常的小分子制剂。

[0017] 本发明的有益效果是：

[0018] 依他尼酸可以通过抑制GSTM1来促进脂肪分解从而改善高脂饮食诱发的体重增

加、脂质累积以及糖代谢、能量代谢失衡，具有良好的临床治疗潜能，为肥胖症及其相关糖

代谢、能量代谢失衡的治疗提供了一种新途径。

附图说明

[0019] 通过结合附图来详细说明本发明的实施方案，其中：

[0020] 图1‑3示出了依他尼酸使罗格列酮定向的C3H10T1/2出现棕色脂肪样的形态特征。

其中，图1示出了依他尼酸处理的罗格列酮定向的C3H10T1/2的细胞形态特征。图2‑3示出了

Western  Blot检测了罗格列酮定向的C3H10T1/2以及不同浓度的依他尼酸处理后的BMP4定

向的C3H10T1/2的棕色脂肪相关基因UCP1、PGC1a、PRDM16的转录组水平和蛋白表达水平。*p
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<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0021] 图4‑7示出了腹腔注射依他尼酸一周诱导的高脂饲养的小鼠皮下脂肪出现棕色

化。其中，图4示出了腹腔注射依他尼酸一周后，高脂饲养的小鼠在4℃环境中的体温变化。

图5示出了皮下脂肪组织的HE染色及UCP1染色。图6‑7出示腹腔注射依他尼酸一周，对高脂

饲养的小鼠进行冷暴露8小时处理后，腹股沟部脂肪组织中UCP1及其他棕色脂肪相关基因

的mRNA及蛋白的表达。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0022] 图8‑10示出了在小鼠各脂肪组织中，GSTM1家族蛋白的表达情况。图8出示了在正

常小鼠的皮下脂肪组织中，GST家族蛋白各亚型的mRNA表达情况。图9显示了在小鼠腹股沟

白色脂肪、附睾白色脂肪和在肩胛部棕色脂肪组织中，Gstm1、Gstp1的mRNA表达情况。图10

出示了在使用不同浓度的CL316,243对成熟C3H10T1/2进行棕色化诱导时，GSTM1与GSTP1的

蛋白表达水平。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0023] 图11‑13示出了在SVF原代脂肪前体细胞分化过程中敲减GSTM1可使SVF原代脂肪

前体细胞获得棕色脂肪样形态特征。其中，图11示出了在分化过程中敲减GSTM1后，SVF细胞

形态的变化。图12‑13示出了在SVF细胞分化过程中敲减GSTM1后，棕色相关基因PRDM16、

PGC1α和UCP1的表达水平及UCP1的蛋白表达水平。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0024] 图14‑16示出了使用腺病毒技术在小鼠腹股沟脂肪中敲减GSTM1，并对小鼠进行冷

暴露处理后，可增强小鼠腹股沟脂肪组织的棕色化表型。其中，图14出示了在小鼠腹股沟脂

肪组织中敲减GSTM1并对小鼠进行冷暴露处理8小时后，HE染色及UCP1染色的情况。图15‑16

示出了在对小鼠进行冷暴露处理后，腹股沟脂肪组织中棕色相关基因mRNA及UCP1的蛋白表

达情况。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0025] 图17示出了依他尼酸抑制高脂饮食诱发的C57BL/6小鼠体重增加。其中，图17A示

出了腹腔注射依他尼酸的C57BL/6小鼠在高脂饮食条件下的体重增加情况；图17B示出了各

处理组小鼠在高脂饮食条件下的体重增长幅度。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0026] 图18示出了腹腔注射依他尼酸可减少高脂食物饲养的小鼠的脂肪组织。其中，图

18A示出了腹腔注射依他尼酸的小鼠与对照组小鼠的体型比较；图18B示出了腹腔注射依他

尼酸的小鼠与对照组小鼠的腹股沟部脂肪、附睾部脂肪和肩胛间区的棕色脂肪的体积；图

18C示出了腹腔注射依他尼酸的小鼠与对照组小鼠的脂肪含量及肌肉含量的比较，*p<

0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0027] 图19示出了高脂饮食饲养小鼠八周后，腹腔注射依他尼酸的实验组小鼠与对照组

小鼠相比，血清中脂质代谢相关指标的变化。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0028] 图20示出了腹腔注射依他尼酸可以改善高脂饮食饲养的小鼠的糖代谢情况。其

中，图20A示出了高脂饲养的小鼠，腹腔注射依他尼酸8周后，葡萄糖耐量的情况；图20B则示

出了不同处理组小鼠胰岛素耐量的情况。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0029] 图21示出了腹腔注射依他尼酸可增强高脂饮食的小鼠的氧耗及能量产生情况。其

中，图21A示出了高脂饲养的小鼠，腹腔注射依他尼酸8周后，小鼠的氧气消耗情况；图21B示

出了各处理组小鼠的热量产生情况。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0030] 图22‑23示出了腹腔注射依他尼酸8周后，高脂饮食饲养的小鼠皮下脂肪出现棕色

化。其中，图22示出了腹腔注射依他尼酸8周后，高脂饲养的小鼠在冷暴露过程中的体温变

化。图23A‑23B出示腹腔注射依他尼酸8周后，对高脂饲养的小鼠进行冷暴露8小时处理后，
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腹股沟部脂肪组织中UCP1的mRNA及蛋白水平的表达。图23C示出了各处理组小鼠皮下脂肪

组织的HE染色及UCP1染色情况。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0031] 图24示出了依他尼酸可显著改善由高脂饮食诱发的小鼠肥胖。在进行两个月的高

脂饮食诱导的小鼠肥胖模型(DIO)中，依他尼酸的处理可显著降低肥胖小鼠的体重，降低比

例高达20％。

[0032] 图25示出了腹腔注射依他尼酸可减少DIO小鼠的脂肪组织。其中，图25A示出了腹

腔给予依他尼酸的DIO小鼠与对照组小鼠的体型比较；图25B示出了腹腔给予依他尼酸的小

鼠与对照组小鼠的腹股沟部脂肪、附睾部脂肪和肩胛间区的棕色脂肪的体积；图25C示出了

腹腔给予依他尼酸的小鼠与对照组小鼠的脂肪含量及肌肉含量的比较。*p<0 .05，**p<

0.01，***p<0.001。

[0033] 图26示出了在DIO小鼠模型中，依他尼酸对小鼠糖代谢的影响。图26A示出了腹腔

注射依他尼酸对小鼠空腹血糖及随机血糖的影响，图26B、C分别示出了腹腔注射依他尼酸

葡萄对小鼠糖耐量及胰岛素耐量的影响。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0034] 图27示出了腹腔注射依他尼酸可增强DIO小鼠的氧耗及能量产生。其中，图27A示

出了腹腔注射依他尼酸4周后，DIO小鼠的氧气消耗情况；图27B示出了腹腔注射依他尼酸4

周后，小鼠的热量产生情况。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0035] 图28示出了腹腔注射依他尼酸4周后，DIO小鼠皮下脂肪出现棕色化。其中，图28A

示出了腹腔注射依他尼酸4周后，对DIO小鼠进行冷暴露8小时处理后，腹股沟部脂肪组织中

UCP1的mRNA水平的表达情况；图28B示出了皮下脂肪组织的HE染色色及UCP1染色，*p<

0.05，**p<0.01，***p<0.001。

具体实施方式

[0036] 实施例1、依他尼酸诱导C3H10T1/2间充质干细胞在分化成脂肪细胞的过程中出现

棕色脂肪样特征

[0037] 1.1材料

[0038] 1.1.1C3H10T1/2间充质干细胞系

[0039] 1.1.2DMEM培养基(Gibco)

[0040] 1.1.3胎牛血清(Gibco)

[0041] 1.1.4小牛血清(sigma)

[0042] 1.1.5生物素(Sigma)

[0043] 1.1.6青霉素和链霉素

[0044] 1.1.7依他尼酸(北京中科质检)

[0045] 1.1.8罗格列酮

[0046] 1.1.9PVDF膜(Millipore  Immunobilon)

[0047] 1.1.10化学发光液(上海勤翔生物科技有限公司)

[0048] 1.2设备

[0049] 1.2.1恒温无菌孵箱Thermo  Scientific  Forma  Series  II  Water  Jacket

[0050] 1.2.2显微镜Olympus  IX711

[0051] 1.2.3电泳仪BioRad  PowerPac  HC
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[0052] 1.2.4自动化学发光仪ImageQuant  LAS4000Mini

[0053] 1.3溶液

[0054] 1.3.1培养基

[0055] C3H10T1/2细胞生长培养基：

[0056]

[0057]

[0058] C3H10T1/2诱导分化培养基：

[0059] DMEM 500ml

胎牛血清 10％

生物素 8mg/ml

青霉素 100U/ml

链霉素 100U/ml

[0060] 1.3.2依他尼酸储存液溶解在DMSO中，储存浓度为20mmol/L。

[0061] 1.3.3生物素

[0062] 80mg生物素和40mg泛酸钙溶于100ml去离子水中。加热溶解。0.22μm滤膜过滤除

菌。

[0063] 1.3.4  3‑异丁基‑1‑甲基黄嘌呤(50mMol/L)

[0064] 1.15g  3‑异丁基‑1‑甲基黄嘌呤溶于100ml  0.2M氢氧化钾中，0.22μm滤膜过滤除

菌。

[0065] 1.3.5地塞米松(1mMol/L)

[0066] 0.039g地塞米松溶于100ml水中，0.22μm滤膜过滤除菌。

[0067] 1.3.6胰岛素(1mg/ml)

[0068] 0.1g胰岛素溶于100ml水中,加几滴盐酸使之溶解，0.22μm滤膜过滤除菌。

[0069] 1.3.7细胞蛋白提取所用的裂解液

[0070] Tris‑HCL(pH6.8) 50mMol/L

SDS 2％(w/v)

Glycerol 10％(w/v)

NaF 10mMol/L

Na3VO4 100mMol/L

[0071] 1.4方法

[0072] 1.4.1C3H10T1/2的培养和分化

[0073] 在高糖DMEM培养基中加入10％的小牛血清、8mg/L生物素、100IU/mL青霉素和

100IU/mL链霉素，即为C3H10T1/2间充质干细胞的生长培养基，细胞的培养条件为37℃，
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10％CO2。待C3H10T1/2间充质干细胞接种在3.5厘米的培养皿中，待其生长至接触抑制，细

胞汇合两天后，按照标准的前脂肪细胞体外分化方案进行诱导。具体步骤如下：将形成接触

抑制两天的C3H10T1/2细胞，用含有10％的FBS、罗格列酮、0.5mM的3‑异丁基‑1‑甲基黄嘌

呤、1μg/mL胰岛素和1μM的地塞米松的高糖DMEM培养基进行分化的诱导。2天后，将培养基更

换为含有10％FBS、罗格列酮和1μg/mL胰岛素的高糖DMEM培养基继续培养2天，此后每两天

更换含有10％FBS的高糖DMEM培养基直至分化为成熟的脂肪细胞。

[0074] 1.4.2依他尼酸处理

[0075] 为了评估依他尼酸在C3H10T1/2分化过程中的作用，从分化前两天开始每次更换

培养基的同时在培养基中加入依他尼酸进行处理。在细胞分化的第6‑7天，进行油红染色并

提取细胞的总蛋白和RNA，并进行后续的western  blotting和Q‑PCR来检测相关基因的表达

变化。

[0076] 1.4.3油红染色

[0077] 将分化好的脂肪细胞用PBS洗涤两次，4％的甲醛室温固定15分钟，再用PBS洗涤两

次后，使用油红工作液室温染色4小时，去离子水洗涤两次，置于显微镜下拍照。复染过夜，

晾干。

[0078] 1.4.4提取C3H10T1/2的细胞总RNA并逆转录成cDNA

[0079] 单层贴壁细胞经PBS洗涤后，加入适量TRIzol  Reagent，移液器吹打至液体澄清，

室温静置5分钟；加入200μL三氯甲烷，剧烈晃动15秒充分混匀，室温放置3‑5分钟，4℃离心

12000g×15分钟；移液器吸取上层水相置于另一1.5mL离心管中，加入等体积的异丙醇，颠

倒混匀后室温静置10分钟；4℃离心12000g×10分钟。弃去上清，加入1mL  75％乙醇，4℃离

心7500g×5分钟进行洗涤；弃去上清后室温干燥5‑10分钟。用不含RNA酶的水(DEPC水)(约

20‑30μL)溶解，55‑60℃助溶10分钟，进行后续的逆转录反应。

[0080] RNA定量后取1μg总RNA，使用TaKaRa逆转录试剂盒进行逆转录反应，具体反应体系

如下：

[0081]

[0082] 将上述反应体系混匀后，于37℃孵育15分钟进行逆转录反应，然后85℃孵育10s来

终止反应，生成的cDNA在‑20℃冻存、备用。

[0083] 1.4.5Real  time  qPCR

[0084] Q‑PCR所用引物在上海生工合成。以cDNA为扩增模板，使用上、下游引物进行PCR扩

增目的片段。反应体系如下：

[0085]
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[0086]

[0087] 混匀后离心，在Q‑PCR仪中进行PCR反应。

[0088] 反应条件：

[0089]

[0090] Q‑PCR反应中涉及到的引物序列如下(5’‑3’)：

[0091]

[0092] 根据ΔΔCT法计算mRNA的相对量，用18S作为内参，再将对照的mRNA水平设定为1，
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各个处理组与对照组对比，得出相对量。

[0093] 1.4.6提取细胞总蛋白

[0094] 移除培养基，加入预冷的PBS洗涤细胞2次。向培养皿中加入细胞裂解液(含蛋白酶

抑制剂)，通常10cm培养皿加入1mL裂解液。冰上裂解10分钟，用细胞刮刮下裂解液并转移至

1.5mL离心管中。100℃加热裂解液10分钟，12000rpm离心10分钟，将离心后的上清冻存存储

于‑80℃备用。

[0095] 1.4.7Western  blot

[0096] (1)根据蛋白样品浓度，取等量进行SDS‑聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)；

[0097] (2)电泳结束后，将NC膜和滤纸浸泡在转膜缓冲液中。按2张滤纸－凝胶－NC膜－2

张滤纸顺序叠放，凝胶朝向负极，NC膜靠近正极，注意赶尽NC膜与凝胶之间的气泡。恒定电

流200mA转移1h；

[0098] (3)取出NC膜，放入适量封闭液(含有5％BSA或者脱脂奶粉的1×PBST)中，室温下

置于摇床上轻轻摇动封闭1h；

[0099] (4)用相应的第一抗体对NC膜进行免疫印迹反应，需要将第一抗体用封闭液稀释

至适当浓度；在放置NC膜的孵育盒中加入第一抗体，在室温下孵育2‑4h或4℃摇晃孵育过

夜；

[0100] (5)孵育完毕后用1×PBST洗膜3次，每次5分钟；

[0101] (6)再与相应的带有HRP标记的第二抗体稀释液室温下孵育1h，1×PBST洗膜3次，

每次5分钟；

[0102] (7)配制所需的显色底物(1：1)，放入化学发光仪进行显影成像。

[0103] 抗体货号和抗体稀释比例见下表：

[0104] 抗体 货号 稀释比例

β‑acting Proteintech  HRP‑60008 1：10000

UCP1 Abcam  Ab10983 1：200

二抗 Jackson  Immunology  111‑035‑003 1：10000

[0105] 1.5结果

[0106] 1.5.1依他尼酸使罗格列酮定向的C3H10T1/2出现棕色脂肪样的形态特征

[0107] C3H10T1/2是具有多向分化潜能的间充质干细胞，在罗格列酮定向的情况下分化

成棕色脂肪细胞。在罗格列酮定向的C3H10T1/2分化过程中，同时加入依他尼酸(1μmol/L和

2μmol/L)处理。观察细胞形态，发现依他尼酸处理的C3H10T1/2细胞出现了棕色样的特征，

细胞较小，脂滴小而多。(如图1所示)。

[0108] 1.5.2依他尼酸使BMP4定向的C3H10T1/2细胞分化成熟后，棕色脂肪相关基因表达

上调用Q‑PCR及Western  blot检测棕色脂肪相关基因的蛋白水平，以β‑Tubulin作为内参。

结果显示，依他尼酸使罗格列酮定向的C3H10T1/2细胞中棕色相关基因UCP1的转录水平及

蛋白水平增高，并且有浓度依赖性的趋势(如图2‑3所示)。

[0109] 实施例2、腹腔注射依他尼酸诱导高脂饲养的小鼠皮下脂肪出现棕色化

[0110] 2.1材料

[0111] 2.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6week)

[0112] 2.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)
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[0113] 2.1.3小鼠体温仪(Physitemp  BAT‑12)

[0114] 2.1.4UCP1特异性抗体(Abcam，ab10983，1:50)

[0115] 2.1.5依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0116] 2.1.6蓖麻油(Sigma)

[0117] 2.2方法

[0118] 2.2.1小鼠的饲养和给药

[0119] 小鼠在复旦大学实验动物中心SPF级动物实验室饲养，室温21℃‑23℃，每12hr光

暗循环，诱导肥胖小鼠所用的高脂饲料脂肪含量60％。小鼠成长至8‑week龄时，随机分成对

照组和给药组，每组7只。在用高脂饲料喂养的同时，腹腔注射依他尼酸7mg/kg。每天给药一

次，给药持续一周。给药结束后，小鼠禁食，置于4℃饲养箱，每隔2小时测其直肠温度。8小时

后，断颈处死小鼠，取腹股沟部脂肪，进行组织学分析。组织学分析包括组织固定、石蜡包

埋、切片和UCP1的免疫组化实验委托上海瑞雨生物有限公司代做。

[0120] 2.2.2数据分析

[0121] 数据差异性由Student  T  test方法分析，p<0.05时，认为有统计学差异。

[0122] 2.3结果

[0123] 给药一周后，当暴露在4℃环境中，腹腔注射依他尼酸的小鼠的体温略高于对照小

鼠(图4)。说明给药组小鼠的体温保存能力明显增强，皮下脂肪出现明显的棕色化。取出小

鼠的腹股沟脂肪进行UCP1的免疫组化检测、荧光定量PCR分析及免疫印迹检测，显示给药组

的小鼠的皮下脂肪出现了明显的UCP1表达(图5‑7)。这说明腹腔注射依他尼酸一周可以促

进小鼠腹股沟脂肪的棕色化。

[0124] 实施例3、在CL316,243诱导的细胞棕色化的过程中，GSTM1表达降低

[0125] 3.1材料

[0126] 3.1.1雄性C57BL/6J小鼠(6week)

[0127] 3.1.2C3H10T1/2间充质干细胞系

[0128] 3.1.3DMEM培养基(Gibco)

[0129] 3.1.4胎牛血清(Gibco)

[0130] 3.1.5小牛血清(sigma)

[0131] 3.1.6生物素(Sigma)

[0132] 3.1.7青霉素和链霉素

[0133] 3.1.8BMP4(R&D)

[0134] 3.1.9NC膜(Millipore  Immunobilon)

[0135] 3.2设备

[0136] 3.2.1显微镜Olympus  IX711

[0137] 3.2.2化学发光液(上海勤翔生物科技有限公司)

[0138] 3.2.3蛋白电泳仪

[0139] 3.3溶液

[0140] 3.3.1培养基

[0141] C3H10T1/2维持培养基：

[0142] DMEM 最多至500ml
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小牛血清 10％

生物素 8mg/ml

青霉素 100U/ml

链霉素 100U/ml

[0143] 3.3.2细胞蛋白提取所用的裂解液：

[0144] Tris‑HCL(pH6.8) 50mMol/L

SDS 2％(w/v)

Glycerol 10％(w/v)

NaF 10mMol/L

Na3VO4 100mMol/L

[0145] 3.4方法

[0146] 3.4.1提取正常小鼠腹股沟脂肪的总RNA并逆转录成cDNA

[0147] 取正常小鼠的腹股沟脂肪，Trizol溶解后，按照1.4.4提取脂肪组织的总RNA并进

行逆转录。

[0148] 3.4.2Real‑time  qPCR

[0149] 反应体系及反应条件参考1.4.5

[0150] 反应中涉及的引物序列如下：

[0151]

[0152] 根据ΔΔCT法计算mRNA的相对量，用18S作为内参，再将对照的mRNA水平设定为1，

各个处理组与对照组对比，得出相对量。

[0153] 3.4.3Western  blot

[0154] 参考1.4.6‑1.4.7对CL316,243处理细胞的蛋白样品进行免疫印迹检测。

[0155] 3.5结果

[0156] 在小鼠腹股沟脂肪的组织样品中对GST各亚型进行转录组水平的检测，发现Gstm1

与Gstp1的表达量远远高于其他亚型(图8)。其中，Gstm1在小鼠白色脂肪组织中的表达水平
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明显高于在棕色脂肪组织中的表达(图9)。在CL316,243诱导的脂肪细胞棕色化的过程中，

GSTM1的蛋白表达水平略有降低，GSTP1的蛋白表达水平几乎不变(图10)。

[0157] 实施例4、在血管基质组分(Stromal  Vascular  Fraction，SVF)分化过程中敲减

GSTM1可获得棕色脂肪细胞样特征

[0158] 4.1材料

[0159] 4.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6week，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0160] 4.1.2青霉素和链霉素(Gibco)

[0161] 4.1.3胎牛血清(Gibco)

[0162] 4.1.4生物素(Sigma)

[0163] 4.1.5DMEM/F12(1:1)培养基(Gibco)

[0164] 4.1.6NC膜(Millipore)

[0165] 4.1.7化学发光试剂(上海勤翔)

[0166] 4.1.8Si‑GSTM1寡核苷酸(吉玛生物)

[0167] 4.2设备

[0168] 4.2.1CO2细胞培养箱为Series  II  water  Jacketed  CO2incubator

[0169] 4.2.2高倍显微镜Olympus

[0170] 4.2.3超纯水系统Milli‑Q为Millipore公司

[0171] 4.2.4实时荧光定量PCR仪为Roche  LightCycler480(Switzerland)

[0172] 4.2.5蛋白电泳仪BioRad

[0173] 4.2.6自动化学发光仪ImageQuant  LAS4000

[0174] 4.3溶液

[0175] 4.3.1SVF的培养基(分化和培养)

[0176] DMEM/F12(1:1) 最多至500ml

胎牛血清 10％

生物素 8mg/ml

青霉素 100U/ml

链霉素 100U/ml

[0177] 4.3.2细胞蛋白提取所用的裂解液

[0178] Tris‑HCL(pH6.8) 50mMol/L

SDS 2％(w/v)

Glycerol 10％(w/v)

NaF 10mMol/L

Na3VO4 100mMol/L

[0179] 4.4方法

[0180] 4.4.1SVF的分离、培养和分化

[0181] 取4‑6周C57BL/6小鼠的腹股沟脂肪，剪刀轻轻剪碎，使用胶原酶在37℃消化40‑45

分钟。离心，2500rpm,5分钟。使用F12/DMEM培养基将细胞重悬，100μm的细胞滤网慢慢过滤

后，室温离心2500rpm，5分钟收集SVF细胞，并将细胞接种在含有20％FBS的DMEM/F12培养基

中。培养细胞至生长接触抑制，两天后进行分化诱导。具体过程如下：用含有10％FBS、0.5mM
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的3‑异丁基‑1‑甲基黄嘌呤、5μg/mL胰岛素、1μM的地塞米松和1μM的罗格列酮的高糖F12/

DMEM培养基诱导，两天后更换为含有10％FBS、5μg/mL胰岛素和1μM的罗格列酮的高糖F12/

DMEM培养基，继续培养两天，此后每两天更换一次含有10％FBS的DMEM高糖培养基，直至分

化为成熟脂肪细胞。

[0182] 4.4.2在SVF分化过程中敲减GSTM1

[0183] 在SVF细胞分化过程中，在使用诱导剂处理的前两天和后两天，更换培养液的同时

进行瞬时转染GSTM1的siRNA，直至细胞分化成熟。

[0184] 4.4.3提取SVF细胞总蛋白和Western  Blot

[0185] 提取SVF总蛋白的方法同1.4.6，Western  blot方法以及抗体货号同1.4.7。

[0186] 4.4.4提取细胞中的总RNA并进行Q‑PCR

[0187] 提取方法及进行后续QPCR参照1.4.4‑1.4.5。

[0188] 4.5结果

[0189] 4.5.1在SVF原代脂肪前体细胞分化过程中敲减GSTM1可诱导SVF获得棕色脂肪样

形态特征

[0190] 在SVF原代前体脂肪细胞分化过程中，进行GSTM1的蛋白敲减，直至SVF细胞分化成

熟，进行油红染色处理。我们发现，与标准分化的对照细胞相比，GSTM1敲减组的脂肪细胞脂

滴明显缩小，并具有多腔室小脂滴的特征(如图11)。

[0191] 4.5.2在SVF在分化过程中敲减GSTM1上调了棕色脂肪相关基因的表达

[0192] 用Q‑PCR及Western  Blot检测GSTM1敲减后SVF细胞中棕色化相关基因的表达情

况。我们发现UCP1和Tbx1等棕色化相关基因的转录组表达水平升高，如图12所示。UCP1的蛋

白表达水平也增高，如图13所示。SVF是原代脂肪前体细胞，在其分化过程中进行GSTM1的敲

减，可使SVF在体外分化成具有棕色脂肪特征的脂肪细胞。

[0193] 实施例5、在小鼠腹股沟脂肪组织中使用腺病毒敲减GSTM1可促进小鼠腹股沟脂肪

出现棕色化表型

[0194] 5.1材料/试剂

[0195] 5.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6week，南京大学模式动物研究所)

[0196] 5.1.2小鼠体温仪(Physitemp  BAT‑12)

[0197] 5.1.3UCP1抗体(Abcam，ab10983，1:50)

[0198] 5.1.4Si‑GSTM1寡核苷酸(上海吉玛制药技术有限公司)

[0199] 5.2方法

[0200] 5.2.1腺病毒的包装及扩增

[0201] GSTM1敲减所用的腺病毒载体是由ViraPower腺病毒表达系统(Invitrogen ,

Carlsbad ,CA)制备,以shLacZ的腺病毒表达载体作为阴性对照。腺病毒的表达和纯化如前

所述，具体步骤为：

[0202] (1)在进行病毒包装前，用限制性内切酶Pac  I酶切腺病毒载体，暴露ITR序列，可

有利于腺病毒在HEK293A细胞内的包装；

[0203] (2)HEK293A细胞接种至3.5cm培养皿中，待其生长至90％融合度时，利用PEI转入1

μg腺病毒载体，12小时后更换培养基，转染2天后传代至10cm培养皿中继续培养。之后每隔2

天进行更换培养基，并在显微镜下观察细胞的生长状态；
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[0204] (3)转染10天左右，显微镜下观察，当转染的细胞开始变圆、变亮、状态变差，提示

此时细胞已经开始包装出重组腺病毒。待80％左右的细胞形态变圆并开始脱落时，移液器

吹打细胞并收集至15mL离心管中。将细胞悬液冻存于‑80℃(不少于40分钟)，37℃融化(不

超过15分钟)，如此反复冻融3次，3000rpm离心10分钟，收集上清并分装置于‑80℃冻存备

用；

[0205] (4)此时收集的上清为P0代病毒，一般需要进一步扩增后再用于后续实验。腺病毒

的扩增方法：HEK293A细胞传代至10cm培养皿，待细胞生长至90％融合度时加入100μL  P0代

腺病毒，2‑3天后可观察到约80％细胞状态变差或死亡。按以上步骤，收集腺病毒；

[0206] (5)腺病毒纯化使用试剂盒(Sartorius，Germany)完成。

[0207] 5.2.2小鼠的饲养和给药

[0208] 小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心动物饲养，维持室温21℃‑23℃，每12hr

进行光暗循环。小鼠成长至8周龄时，随机分成对照组和敲减组，每组6只。在用正常饲料喂

养的条件下，双侧腹股沟注射纯化的腺病毒进行GSTM1的敲减。每侧注射200μl，对照小鼠注

射相同体积的shLacZ对照病毒，两周内共注射3次。随后将小鼠禁食，置于4℃饲养箱进行冷

暴露处理，每隔2小时直肠温度，8小时后断颈处死小鼠，取腹股沟部脂肪，进行组织学分析。

组织学分析包括组织固定、石蜡包埋、切片、UCP1的免疫组化及HE染色实验委托上海瑞雨生

物技术有限公司代做。Q‑PCR的实验方法参考1.4.4‑1.4.5，western的实验方法参考1.4.6‑

1.4.7。

[0209] 5.2.3数据分析

[0210] 数据差异性由Student  T  test方法分析，p<0.05时，认为有统计学差异。

[0211] 5.3结果

[0212] 将两组小鼠同时暴露在4℃环境中8小时后，取出小鼠的腹股沟白色脂肪进行UCP1

的免疫组化检测显示敲减组的小鼠的皮下脂肪出现了明显的UCP1表达，HE染色可见显著的

脂滴变小(图14)。QPCR及western结果可见在腹股沟脂肪中敲减GSTM1后，棕色化相关基因

表达升高，UCP1的蛋白水平表达增高(图15‑16)。说明在小鼠腹股沟脂肪中敲减GSTM1后，皮

下白色脂肪组织出现明显的棕色化。

[0213] 实施例6、依他尼酸可抑制高脂饮食诱导的小鼠体重增加

[0214] 6.1材料

[0215] 6.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6week)(南京大学模式动物研究中心)

[0216] 6.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0217] 6.1.3天平(Sartorius公司，Germany)

[0218] 6.1.4依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0219] 6.1.5蓖麻油(Sigma公司，USA)

[0220] 6.2方法

[0221] 6.2.1小鼠的饲养和给药

[0222] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0223] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组
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(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在用高脂饮食饲养小鼠的同时，以

腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周，每隔三天记录一次小鼠的

体重变化情况。

[0224] 6.2.2数据分析

[0225] 数据差异性由Student  T  test方法分析，p<0.05时，认为有统计学差异。

[0226] 6.3结果

[0227] 腹腔注射依他尼酸的小鼠体重明显低于对照组小鼠，两组之间的体重差异具有统

计学差异，如图17A所示。给药组小鼠的体重增长明显比对照组慢，如图17B所示。由此可知，

在高脂饲养条件下，腹腔注射依他尼酸显著抑制了小鼠的体重增长。

[0228] 实施例7、腹腔注射依他尼酸可减少高脂饮食饲养的小鼠的脂肪组织含量

[0229] 7.1材料

[0230] 7.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0231] 7.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0232] 7.1.3多聚甲醛(4％，Sigma)

[0233] 7.1.4依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0234] 7.1.5蓖麻油(Sigma)

[0235] 7.1.6NMR(Bruker公司，Germany)

[0236] 7.2方法

[0237] 7.2.1小鼠的饲养、给药及脂肪组织含量检测

[0238] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0239] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，

以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0240] 给药8周后，对各处理组小鼠进行核磁共振检测。断颈处死小鼠，解剖取出小鼠的

腹股沟部脂肪(皮下脂肪)，附睾部脂肪(内脏脂肪)和肩胛间区的棕色脂肪(BAT)。

[0241] 7.2.2数据分析

[0242] 数据差异性由Student  T  test方法分析，p<0.05时，认为有统计学差异。

[0243] 7.3结果

[0244] 腹腔注射依他尼酸可显著改善高脂饮食诱导的小鼠的体型异常(图18A)。给药2个

月后，将小鼠断颈处死，分别剥离小鼠的腹股沟白色脂肪、附睾部白色脂肪及肩胛部棕色脂

肪，发现腹腔注射依他尼酸的小鼠脂肪组织的体积(图18B)显著小于对照组小鼠。另外，核

磁共振结果可见依他尼酸处理组小鼠的机体脂肪含量明显低于对照组，肌肉组织含量显著

高于对照组(图18C)。由此可见，腹腔注射依他尼酸可有效抑制高脂饮食导致的小鼠脂肪堆

积。

[0245] 实施例8、腹腔注射依他尼酸可缓解高脂饮食饲养的小鼠血糖、血脂异常

[0246] 8.1材料

[0247] 8.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)
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[0248] 8.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0249] 8.1.3微量采血管

[0250] 8.1.4依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0251] 8.1.5蓖麻油(Sigma)

[0252] 8.1.6异氟烷

[0253] 8.1.7血糖试纸(Roche)

[0254] 8.1.8血糖监测仪(Roche)

[0255] 8.2方法

[0256] 8.2.1小鼠的饲养、给药

[0257] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0258] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，

以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0259] 8.2.2小鼠血清学指标的检测

[0260] 给药处理8周后，用异氟烷麻醉小鼠，使用微量采血管进行小鼠的眼内眦静脉取

血，离心后取血清，然后利用全自动生化仪对血清中各项生化指标进行检测分析。

[0261] 8.2.3数据分析

[0262] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0263] 8.3结果

[0264] 通过实验我们发现，与对照组小鼠相比，依他尼酸处理组小鼠的随机血糖、空腹血

糖的水平及血液中甘油三酯含量都有显著性的降低(图19)。

[0265] 实施例9、腹腔注射依他尼酸可显著改善高脂饮食诱导的肥胖小鼠的葡萄糖耐量

及胰岛素耐量的降低

[0266] 9.1材料

[0267] 9.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0268] 9.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0269] 9.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0270] 9.1.4蓖麻油(Sigma)

[0271] 9.1.5血糖试纸(Roche)

[0272] 9.1.6血糖监测仪(Roche)

[0273] 9.2实验方法

[0274] 9.2.1小鼠的饲养及给药

[0275] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0276] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，
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以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0277] 9.2.2葡萄糖耐受实验(GTT)及胰岛素耐受实验(ITT)

[0278] 葡萄糖耐受实验(GTT)：对小鼠进行禁食处理16小时后，腹腔注射2mg/kg体重的葡

萄糖注射液，并分别在注射后0分钟、30分钟、60分钟、90分钟、120分钟时，检测小鼠的尾静

脉血糖高低以评估不同处理组小鼠的葡萄糖耐受情况。

[0279] 胰岛素耐受实验(ITT)：对小鼠进行禁食处理4小时后，腹腔注射0.75U/kg体重的

胰岛素，并在注射后0分钟、30分钟、60分钟、90分钟、120分钟时，检测小鼠的尾静脉血糖高

低以评估不同处理组小鼠的胰岛素耐受情况。

[0280] 9.2.3数据分析

[0281] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0282] 9.3结果

[0283] 如图20所示，在高脂饮食诱导的肥胖小鼠模型中，腹腔注射依他尼酸可显著改善

小鼠的葡萄糖耐受(图20A)及胰岛素耐受(图20B)异常情况。

[0284] 实施例10、腹腔注射依他尼酸可增强高脂饮食诱导的肥胖小鼠的氧消耗和能量消

耗

[0285] 10.1材料及仪器

[0286] 10.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0287] 10.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0288] 10.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0289] 10.1.4蓖麻油(Sigma)

[0290] 10.1.5小动物代谢监测系统：(Columbus公司，USA)

[0291] 10.2方法

[0292] 10.2.1小鼠的饲养及给药处理

[0293] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0294] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，

以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0295] 10.2.2小鼠的能量代谢情况监测

[0296] 使用小动物新陈代谢监测系统(代谢笼)对不同处理组的小鼠进行能量代谢分析

及昼夜活动监测，监测时间共为72小时。

[0297] 10.2.3数据分析

[0298] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0299] 10.3结果

[0300] 如图21所示，在高脂饮食诱导的肥胖小鼠模型中，相比于空白对照小鼠，依他尼酸

处理组小鼠在白循环中的氧耗量和能量消耗均显著增加。

[0301] 实施例11、腹腔注射依他尼酸可增强高脂饮食诱导的肥胖小鼠的冷耐受

[0302] 11.1材料及仪器
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[0303] 11.1.1雄性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0304] 11.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0305] 11.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0306] 11.1.4蓖麻油(Sigma)

[0307] 11.1.5小鼠直肠温度检测仪(Physitemp，USA)

[0308] 11.2方法

[0309] 11.2.1小鼠的饲养及给药处理

[0310] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0311] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，

以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0312] 11.2.2小鼠在冷暴露情况下的直肠温度监测

[0313] 对不同处理组的小鼠进行4℃冷暴露处理，共处理8小时，每两小时监测小鼠直肠

温度。

[0314] 11.2.3数据分析

[0315] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0316] 11.3结果

[0317] 如图22所示，在高脂饮食诱导的肥胖小鼠模型中，对不同处理组小鼠进行冷暴露

处理，虽然两组小鼠的体温都随时间延长而逐渐降低，但在冷暴露6小时及8小时时，依他尼

酸处理组小鼠的体温显著高于对照组，说明依他尼酸处理组小鼠在受到低温刺激时，保存

自身体温的能力高于对照组，冷耐受能力增加，提示机体产热性脂肪组织的功能增强，机体

产热增多。

[0318] 实施例12、腹腔注射依他尼酸可促进高脂饮食诱导的肥胖小鼠的白色脂肪发生棕

色化

[0319] 12.1材料及仪器

[0320] 12.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0321] 12.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0322] 12.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0323] 12.1.4蓖麻油(Sigma)

[0324] 12.1.5组织研磨仪(TissueLyser‑24)

[0325] 12.2方法

[0326] 12.2.1小鼠的饲养及给药处理

[0327] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0328] 将6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠随机分为2组(6‑7只/组) ,分别为空白对照组

(PBS+5％乙醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。在使用高脂饮食饲养小鼠的同时，
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以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射一次，给药持续八周。

[0329] 12.2.2白色脂肪棕色化相关基因的检测

[0330] 给药8周后，对各处理组小鼠进行4℃的冷暴露处理，共处理八小时。随后断颈处死

小鼠，依次取其腹股沟脂肪组织、内脏脂肪组织及肩胛部的棕色脂肪组织。每种组织均分为

两部分，一部分通过组织研磨后抽提组织蛋白和RNA，分别进行western  blotting及Q‑PCR

来检测相关蛋白的表达，另一部分固定在4％的多聚甲醛中，进行后续的HE染色及UCP1染色

分析。

[0331] 12.2.3数据分析

[0332] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0333] 12.3结果

[0334] 如图23A，在依他尼酸处理的小鼠白色脂肪组织中，均能检测到UCP1及其他相关棕

色化相关蛋白如CD137、PRDM16的基因表达水平升高,同时依他尼酸处理组小鼠白色脂肪组

织中UCP1蛋白的表达水平也有显著上升(图23B)。对各处理组小鼠的腹股沟白色脂肪组织

进行HE染色，并使用UCP1的抗体对脂肪组织进行免疫组化染色。根据染色结果可以看出，依

他尼酸处理组小鼠的白色脂肪组织中脂肪细胞体积变小，脂质累积显著减少。另外，UCP1在

依他尼酸处理组小鼠的白色脂肪组织中呈一定程度的深染，说明UCP1的蛋白表达增加(图

23C)，腹股沟白色脂肪发生显著的棕色化。

[0335] 实施例13、依他尼酸可以降低高脂饮食诱导的肥胖小鼠(DIO)的体重

[0336] 13.1材料

[0337] 13.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6week)(南京大学模式动物研究中心)

[0338] 13.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0339] 13.1.3天平(Sartorius公司，Germany)

[0340] 13.1.4依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0341] 13.1.5蓖麻油(Sigma公司，USA)

[0342] 13.2方法

[0343] 13.2.1小鼠的饲养和给药

[0344] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0345] 使用高脂饮食饲养6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠2个月，构建二型糖尿病及肥胖

的小鼠模型(即DIO小鼠)。将DIO小鼠随机分为2组(7只/组) ,分别为空白对照组(PBS+5％乙

醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射

一次，给药持续4周，每隔三天记录一次小鼠的体重变化情况。

[0346] 13.2.2数据分析

[0347] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0348] 13.3结果

[0349] 如图24A所示，在DIO小鼠模型中，依他尼酸处理组小鼠的体重明显低于对照组。随

着给药时间的延长，DIO小鼠的体重降低愈加显著(图24B)。

[0350] 实施例14、腹腔注射依他尼酸可显著减少DIO小鼠的脂肪组织含量
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[0351] 14.1材料

[0352] 14.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0353] 14.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0354] 14.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0355] 14.1.4蓖麻油(Sigma)

[0356] 14.1.5NMR(Bruker公司，Germany)

[0357] 14.2方法

[0358] 14.2.1小鼠的饲养、给药及脂肪组织含量检测

[0359] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0360] 使用高脂饮食饲养6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠2个月，构建二型糖尿病及肥胖

的小鼠模型(即DIO小鼠)。将DIO小鼠随机分为2组(7只/组) ,分别为空白对照组(PBS+5％乙

醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射

一次，给药持续4周。

[0361] 给药4周后，对各处理组小鼠进行核磁共振检测以判断脂肪含量及肌肉含量的高

低。断颈处死小鼠，解剖取出小鼠的腹股沟部脂肪(皮下脂肪)，附睾部脂肪(内脏脂肪)和肩

胛间区的棕色脂肪(BAT)。

[0362] 14.2.2数据分析

[0363] 数据差异性由Student  T  test方法分析，p<0.05时，认为有统计学差异。

[0364] 14.3结果

[0365] 腹腔注射依他尼酸可显著改善DIO小鼠的体型异常(图25A)。给药4周后，断颈处死

小鼠，分别剥离小鼠的腹股沟白色脂肪、附睾部白色脂肪及肩胛部棕色脂肪，发现腹腔注射

依他尼酸组的小鼠脂肪组织的体积(图25B)显著小于对照组小鼠。另外，核磁共振结果可见

依他尼酸处理组小鼠的机体脂肪含量明显低于对照组，肌肉组织含量显著高于对照组(图

25C)。由此可见，腹腔注射依他尼酸可有效抑制DIO小鼠的脂肪堆积。

[0366] 实施例15、腹腔注射依他尼酸可改善DIO小鼠的糖代谢紊乱

[0367] 15.1材料

[0368] 15.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0369] 15.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0370] 15.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0371] 15.1.4蓖麻油(Sigma)

[0372] 15.1.5血糖试纸(Roche)

[0373] 15.1.6血糖监测仪(Roche)

[0374] 15.2方法

[0375] 15.2.1小鼠的饲养、给药

[0376] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。
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[0377] 使用高脂饮食饲养6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠2个月，构建二型糖尿病及肥胖

的小鼠模型(即DIO小鼠)。将DIO小鼠随机分为2组(7只/组) ,分别为空白对照组(PBS+5％乙

醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射

一次，给药持续4周。

[0378] 15.2.2DIO小鼠空腹血糖、随机血糖、GTT、ITT检测

[0379] 依他尼酸处理DIO小鼠4周后，从小鼠尾静脉采血，使用血糖仪检测小鼠的随机血

糖及空腹血糖。

[0380] GTT：DIO小鼠禁食处理16小时后，腹腔注射2mg/kg体重的葡萄糖注射液，并分别在

注射后0分钟、30分钟、60分钟、90分钟、120分钟时，检测小鼠的尾静脉血糖高低以评估不同

处理组小鼠的葡萄糖耐受情况；

[0381] ITT：DIO小鼠禁食处理4小时后，腹腔注射0.75U/kg体重的胰岛素，并在注射后0分

钟、30分钟、60分钟、90分钟、120分钟时，检测小鼠的尾静脉血糖高低以评估不同处理组小

鼠的胰岛素耐受情况；

[0382] 15.2.3数据分析

[0383] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0384] 15.3结果

[0385] 如图26A所示，在DIO小鼠模型中，相比于对照组小鼠，依他尼酸处理组小鼠的随机

血糖及空腹血糖均有显著降低。另外，腹腔注射依他尼酸也可改善DIO小鼠的葡萄糖耐受

(图26B)及胰岛素耐受(图26C)异常情况。

[0386] 实施例16、腹腔注射依他尼酸可增强DIO小鼠的氧气消耗和能量消耗

[0387] 16.1材料及仪器

[0388] 16.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0389] 16.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0390] 16.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0391] 16.1.4蓖麻油(Sigma)

[0392] 16.1.5小动物代谢监测系统：(Columbus公司，USA)

[0393] 16.2方法

[0394] 16.2.1小鼠的饲养、给药

[0395] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0396] 使用高脂饮食饲养6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠2个月，构建二型糖尿病及肥胖

的小鼠模型(即DIO小鼠)。将DIO小鼠随机分为2组(7只/组) ,分别为空白对照组(PBS+5％乙

醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射

一次，给药持续4周。

[0397] 16.2.2DIO小鼠的能量代谢情况监测

[0398] 使用小动物新陈代谢监测系统(代谢笼)对不同处理组的小鼠进行能量代谢分析

及昼夜活动监测，监测时间共为72小时。

[0399] 16.2.3数据分析
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[0400] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0401] 16.3结果

[0402] 如图27所示，在DIO小鼠模型中，相比于空白对照小鼠，依他尼酸处理组小鼠在白

循环和夜循环中的氧耗量和能量消耗均显著增加。

[0403] 实施例17、腹腔注射依他尼酸可促进DIO小鼠的白色脂肪发生棕色化

[0404] 17.1材料及仪器

[0405] 17.1.1雌性C57BL/6J小鼠(4‑6周，上海斯莱克实验动物有限公司)

[0406] 17.1.2高脂饲料(Research  Diets，USA)

[0407] 17.1.3依他尼酸(北京中科质检生物技术有限公司)

[0408] 17.1.4蓖麻油(Sigma)

[0409] 17.1.5组织研磨仪(TissueLyser‑24)

[0410] 17.2方法

[0411] 17.2.1小鼠的饲养及给药处理

[0412] C57BL/6小鼠在复旦大学SPF级实验动物研究中心实验室饲养。饲养温度维持在22

±1℃，湿度维持在45±10％，每12小时进行光暗循环。除非特殊提及，所有小鼠均可随时获

取水和食物。诱导肥胖小鼠模型所用的高脂饲料脂肪含量为60％。

[0413] 使用高脂饮食饲养6‑8周的成年雄性C57BL/6J小鼠2个月，构建二型糖尿病及肥胖

的小鼠模型(即DIO小鼠)。将DIO小鼠随机分为2组(7只/组) ,分别为空白对照组(PBS+5％乙

醇+5％蓖麻油)、依他尼酸处理组(5mg/kg)。以腹腔给药的方式对小鼠进行处理，每天注射

一次，给药持续4周。

[0414] 17.2.2白色脂肪棕色化相关基因的检测

[0415] 依他尼酸处理4周后，在4℃冰柜中对小鼠进行冷暴露8小时。随后断颈处死小鼠，

依次剖离其腹股沟脂肪组织、内脏脂肪组织及肩胛部的棕色脂肪组织。每种组织均分为两

部分，一部分通过组织研磨后抽提组织蛋白和RNA，分别进行western  blotting及Q‑PCR来

检测相关蛋白的表达，另一部分固定在4％的多聚甲醛中，进行后续的HE染色及UCP1染色分

析。

[0416] 17.2.3数据分析

[0417] 使用Student  T  test方法分析数据差异，p<0.05时，认为有统计学意义。

[0418] 17.3结果

[0419] 如图28A，在依他尼酸处理的DIO小鼠白色脂肪组织中，能检测到UCP1基因表达水

平升高。对各处理组小鼠的腹股沟白色脂肪组织进行HE染色，并使用UCP1的抗体对脂肪组

织进行免疫组化染色。根据染色结果可以看出，依他尼酸处理组小鼠的白色脂肪组织中脂

肪细胞体积变小，脂质累积显著减少。另外，UCP1在依他尼酸处理组小鼠的白色脂肪组织中

呈一定程度的深染，说明UCP1的蛋白表达增加(图28B)，DIO小鼠腹股沟白色脂肪发生显著

的棕色化。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 复旦大学

[0003] <120>  依他尼酸在制备治疗和预防肥胖及相关代谢性疾病药物中的应用

[0004] <130>  001

[0005] <160>  34

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  23

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0011] <400>  1

[0012] ggcccttgta  aacaacaaaa  tac  23

[0013] <210>  2

[0014] <211>  23

[0015] <212>  DNA

[0016] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0017] <400>  2

[0018] ggcaacaaga  gctgacagta  aat  23

[0019] <210>  3

[0020] <211>  23

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0023] <400>  3

[0024] accatgacta  ctgtcagtca  ctc  23

[0025] <210>  4

[0026] <211>  22

[0027] <212>  DNA

[0028] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0029] <400>  4

[0030] gtcacaggag  gcatctttga  ag  22

[0031] <210>  5

[0032] <211>  21

[0033] <212>  DNA

[0034] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0035] <400>  5

[0036] tgttcctctt  aatcctgccc  a  21

[0037] <210>  6

[0038] <211>  21
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[0039] <212>  DNA

[0040] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0041] <400>  6

[0042] ccaacctgca  caagttccct  t  21

[0043] <210>  7

[0044] <211>  19

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0047] <400>  7

[0048] cctttgtggg  aacctggaa  19

[0049] <210>  8

[0050] <211>  18

[0051] <212>  DNA

[0052] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0053] <400>  8

[0054] ctgtcgtctg  cggtgatt  18

[0055] <210>  9

[0056] <211>  22

[0057] <212>  DNA

[0058] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0059] <400>  9

[0060] atacataaag  tccttcccgc  tg  22

[0061] <210>  10

[0062] <211>  22

[0063] <212>  DNA

[0064] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0065] <400>  10

[0066] gtgatttgtc  cgttgtcttt  cc  22

[0067] <210>  11

[0068] <211>  19

[0069] <212>  DNA

[0070] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0071] <400>  11

[0072] ccaccagcga  ggacttcac  19

[0073] <210>  12

[0074] <211>  21

[0075] <212>  DNA

[0076] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0077] <400>  12
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[0078] ggaggactct  cgtagctcga  a  21

[0079] <210>  13

[0080] <211>  20

[0081] <212>  DNA

[0082] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0083] <400>  13

[0084] cggctaccac  atccaaggaa  20

[0085] <210>  14

[0086] <211>  18

[0087] <212>  DNA

[0088] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0089] <400>  14

[0090] gctggaatta  ccgcggct  18

[0091] <210>  15

[0092] <211>  21

[0093] <212>  DNA

[0094] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0095] <400>  15

[0096] atcttcagag  cagttcaagg  g  21

[0097] <210>  16

[0098] <211>  21

[0099] <212>  DNA

[0100] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0101] <400>  16

[0102] gctttgtccc  tttcctaaac  g  21

[0103] <210>  17

[0104] <211>  20

[0105] <212>  DNA

[0106] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0107] <400>  17

[0108] tgtgggacga  gttcaatcag  20

[0109] <210>  18

[0110] <211>  19

[0111] <212>  DNA

[0112] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0113] <400>  18

[0114] tgtcatctac  gggcacaaa  19

[0115] <210>  19

[0116] <211>  21
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[0117] <212>  DNA

[0118] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0119] <400>  19

[0120] ctctggtagc  ggacattaca  c  21

[0121] <210>  20

[0122] <211>  20

[0123] <212>  DNA

[0124] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0125] <400>  20

[0126] gagcaaggaa  tagggaaggg  20

[0127] <210>  21

[0128] <211>  22

[0129] <212>  DNA

[0130] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0131] <400>  21

[0132] gttcttgaag  accatccctg  ag  22

[0133] <210>  22

[0134] <211>  21

[0135] <212>  DNA

[0136] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0137] <400>  22

[0138] gggctcaaac  atacggtact  g  21

[0139] <210>  23

[0140] <211>  21

[0141] <212>  DNA

[0142] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0143] <400>  23

[0144] gggtggagtt  tgaagagaag  t  21

[0145] <210>  24

[0146] <211>  21

[0147] <212>  DNA

[0148] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0149] <400>  24

[0150] tggcgatgta  gttgagaatg  g  21

[0151] <210>  25

[0152] <211>  21

[0153] <212>  DNA

[0154] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0155] <400>  25
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[0156] ccagatgacc  cgtacaagaa  g  21

[0157] <210>  26

[0158] <211>  22

[0159] <212>  DNA

[0160] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0161] <400>  26

[0162] gttcggagag  tcttcctttc  tc  22

[0163] <210>  27

[0164] <211>  21

[0165] <212>  DNA

[0166] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0167] <400>  27

[0168] cgcatcctgg  aactcttcta  c  21

[0169] <210>  28

[0170] <211>  22

[0171] <212>  DNA

[0172] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0173] <400>  28

[0174] ccgcaactgc  agctttatat  tc  22

[0175] <210>  29

[0176] <211>  20

[0177] <212>  DNA

[0178] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0179] <400>  29

[0180] tgccatcttg  agacaccttg  20

[0181] <210>  30

[0182] <211>  21

[0183] <212>  DNA

[0184] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0185] <400>  30

[0186] gttggtgtag  atgagggtga  c  21

[0187] <210>  31

[0188] <211>  22

[0189] <212>  DNA

[0190] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0191] <400>  31

[0192] gatgaggtat  ccatggctga  tg  22

[0193] <210>  32

[0194] <211>  22
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[0195] <212>  DNA

[0196] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0197] <400>  32

[0198] gttgatgtga  ctgatggtag  gg  22

[0199] <210>  33

[0200] <211>  20

[0201] <212>  DNA

[0202] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0203] <400>  33

[0204] cggctaccac  atccaaggaa  20

[0205] <210>  34

[0206] <211>  18

[0207] <212>  DNA

[0208] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0209] <400>  34

[0210] gctggaatta  ccgcggct  18
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