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[摘要] 目的　探究长链非编码RNA(lncRNA)AI662270调控衰老小鼠脂肪细胞胰岛素抵抗的机制。方法　(1)20只雄

性C57BL/6小鼠随机分为青年组与老年组(n=10)，青年组小鼠饲养至4月龄后采用乌拉糖麻醉后眼球取血处死，老年组饲

养至 18 月龄后采用相同处死方式，分离附睾白色脂肪组织(eWAT)和肝组织。采用 Western blotting 检测肿瘤抑制基因 1

(p16ink4a)、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子p21(p21kip1)的表达情况，RT-qPCR检测4个差异 lncRNAs(C4a、AI662270、

BATE1、Gm29719)的表达情况。取小鼠胚胎成纤维细胞3T3-L1，设置正常对照组(诱导分化为成熟脂肪细胞后不做处理)

与衰老模型组[即阿霉素处理(ADR)组，采用0.2 μmol/L阿霉素诱导构建衰老脂肪细胞模型]，采用β-半乳糖苷酶染色检测

脂肪细胞的染色情况；RT-qPCR检测AI662270和衰老标志物(p16ink4a、p21kip1、p53)的表达情况；Western blotting检测磷

酸化H2A组蛋白家族成员X(gama-H2AX)、p16ink4a、p21kip1蛋白的表达情况。(2)采用己糖激酶法检测小鼠血清和3T3-L1

脂肪细胞培养基中的葡萄糖含量；RT-qPCR检测小鼠 eWAT和脂肪细胞中胰岛素敏感性关键基因蛋白激酶B(Akt)、胰岛

素受体底物 1(IRS1)、磷脂酰肌醇 3 激酶(PI3K)、葡萄糖转运体 4(GLUT4) mRNA 的表达情况；Western blotting 检测 IRS1、

PI3K、Akt、p-Akt蛋白的表达情况。(3)采用 Spearman相关分析探讨AI662270表达水平与 IRS1、PI3K mRNA表达水平的相

关性；构建衰老脂肪细胞AI662270低表达模型，采用RT-qPCR验证AI662270的敲低效率；采用己糖激酶法检测衰老脂肪

细胞敲低 AI662270 后，细胞培养基中的葡萄糖含量，RT-qPCR 检测 Akt、IRS1、IRS2、PI3K mRNA 的表达情况，Western 

blotting 检测 Akt、p-Akt 蛋白的表达情况。(4)采用生物信息学分析预测 AI662270 的下游靶基因及二者的结合位点，RT-

qPCR和Western blotting验证AI662270敲低后，其下游靶基因的表达情况。结果　(1)与青年组比较，老年组小鼠 eWAT中

p16ink4a、p21kip1 蛋白表达水平明显增高，eWAT 和肝组织中 C4a、AI662270、BATE1、Gm29719 的表达水平明显增高

(P<0.05)。β-半乳糖苷酶染色结果显示，与正常对照组比较，阿霉素处理的衰老脂肪细胞中蓝绿色增强，呈扩大、扁平的

细胞形态；与正常对照组比较，ADR组脂肪细胞中AI662270及 p16ink4a、p21kip1 mRNA表达水平明显增高，gama-H2AX、

p16ink4a、p21kip1蛋白表达水平明显增高(P<0.05)。(2)与青年组比较，老年组小鼠血清中葡萄糖含量明显增加(P<0.01)；

与正常对照组比较，ADR组脂肪细胞培养基中葡萄糖含量明显增加(P<0.05)；与青年组比较，老年组小鼠 eWAT中 IRS1、

PI3K 等的表达水平明显降低(P<0.01)；与正常对照组比较，ADR 组脂肪细胞中 IRS1、PI3K 等的表达水平也明显降低

(P<0.05)。(3)Spearman 相关分析结果显示，AI662270 表达水平与 IRS1、PI3K mRNA 表达水平均呈负相关(P<0.05)；RT-

qPCR检测结果显示，与 siNC组比较，siAI662270组脂肪细胞中AI662270的表达水平明显降低(P<0.05)，即成功构建了衰

老脂肪细胞AI662270低表达模型；己糖激酶法检测结果显示，衰老脂肪细胞敲低AI662270后，细胞培养基中的葡萄糖含

量明显降低(P<0.05)；敲低AI662270后，衰老脂肪细胞中 IRS1、IRS2、PI3K mRNA的表达水平(P<0.05)以及p-Akt/Akt比值

明显增高(P<0.01)。(4)生物信息学预测结果显示，AI662270下游的靶基因为miR-3073b-3p；血红素加氧酶1(Hmox1)为miR-
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3073b-3p的靶基因；与 siNC组比较，siAI662270组衰老脂肪细胞中miR-3073b-3p的表达水平明显增高，Hmox1 mRNA和蛋

白表达水平明显降低(P<0.01)。结论　衰老可增加小鼠 eWAT中AI662260的表达，且AI662260的表达与胰岛素敏感性呈负

相关；AI662260敲低可降低衰老脂肪细胞培养基中的葡萄糖含量，上调 IRS1、PI3K的表达，增加衰老脂肪细胞的胰岛素

敏感性，其机制可能与AI662270/miR-3073b-3p/Hmox1通路有关。

[关键词] 衰老；附睾白色脂肪组织；胰岛素抵抗；长链非编码RNA AI662270
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[Abstract] Objective　 To investigate the mechanism by which long non-coding RNA (lncRNA) AI662270 regulates insulin 

resistance in adipocytes in aging mice. Methods　(1) Twenty male C57BL/6 mice were randomly divided into youth (4-month-old) group 

and aged (18-month-old) group (n=10). Mice in youth group were raised to 4 months of age and euthanized by orbital exsanguination 

under urethane anesthesia, while aged mice were euthanized at 18 months using the same sacrifice method. Epididymal white adipose tissue 

(eWAT) and liver tissue were rapidly dissected. Western blotting was employed to detect the protein expression levels of tumor suppressor 

gene 1 (p16ink4a) and cyclin-dependent kinase inhibitor p21 (p21kip1), RT-qPCR was used to measure the expression of 4 differentially 

expressed lncRNAs (C4a, AI662270, BATE1 and Gm29719). Mouse embryonic fibroblasts (3T3-L1) were cultured and divided into a 

normal control group (no treatment after induced differentiation into mature adipocytes) and a senescence model group [doxorubicin 

(ADR) -treated group; 0.2 μmol/L ADR was used to induce senescent adipocytes]. β -galactosidase staining was performed to assess 

adipocyte senescence. RT-qPCR was applied to evaluate the expression of AI662270 and senescence markers (p16ink4a, p21kip1, p53), 

while Western blotting was utilized to detect the expression levels of phosphorylated H2A histone family member X (γ-H2AX), p16ink4a, 

and p21kip1 proteins. (2) Hexokinase method was adopted to measure glucose content in mouse serum and 3T3-L1 adipocyte culture 

medium. RT-qPCR was performed to analyze mRNA expression levels of insulin sensitivity-related gene protein kinase B (Akt), insulin 

receptor substrate 1 (IRS1), phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) and glucose transporter 4 (GLUT4) in mouse eWAT and adipocytes. 

Western blotting was conducted to determine the protein expression levels of IRS1, PI3K, Akt, and p-Akt. (3) Spearman correlation analysis 

was applied to examine the correlation between AI662270 expression levels and IRS1/PI3K mRNA expression levels. A low-expression 

model of AI662270 in senescent adipocytes was constructed, and RT-qPCR was used to verify the knockdown efficiency. Hexokinase 

method was employed to assess glucose content in the cell culture medium of senescent adipocytes after AI662270 knockdown. RT-qPCR 

was performed to measure the mRNA expressions of Akt, IRS1, IRS2, and PI3K, while Western blotting was utilized to detect the expressions 

levels of Akt and p-Akt proteins. (4) Bioinformatics analysis was performed to predict downstream target genes of AI662270 and their 

binding sites. RT-qPCR and Western blotting were subsequently applied to validate the expression of these downstream target genes 

following AI662270 knockdown. Results　 (1) Compared with youth group, the protein expression levels of p16ink4a and p21kip1 in 

eWAT of aged mice were significantly increased (P<0.05). Additionally, the expression levels of C4a, AI662270, BATE1, and Gm29719 in 

both eWAT and liver tissues were significantly increased in aged group (P<0.05). β -galactosidase staining revealed enhanced blue-green 

coloration and enlarged, flattened cellular morphology in ADR-treated senescent adipocytes compared with normal control group. 

Compared with normal control group, ADR-treated senescent adipocytes significantly increased the mRNA expression levels of AI662270, 

p16ink4a, and p21kip1, and significantly elevated protein expression levels of γ-H2AX, p16ink4a, and p21kip1 (P<0.05). (2) Serum glucose 

content was significantly higher in aged group mice compared with youth group (P<0.01), and glucose content in the adipocyte culture 

medium in ADR group was significantly increased (P<0.05). The expression levels of IRS1 and PI3K in eWAT in aged group were 

significantly reduced compared with youth group (P<0.01). Compared with normal control group, the expression levels of IRS1 and PI3K in 

adipocytes in ADR-treated group were also significantly reduced (P<0.05). (3) Spearman correlation analysis demonstrated that the 

expression level of AI662270 was negatively correlated with the mRNA expression levels of IRS1 and PI3K (P<0.05). RT-qPCR showed that 

AI662270 expression level was significantly reduced in the siAI662270-transfected senescent adipocytes compared with siNC group (P<0.05), 
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indicating the low expression model of aged adipocytes AI662270 was successfully constructed. Hexokinase assay results showed that 

glucose content in the cell culture medium was significantly reduced after the AI662270 was knocked down by senescent adipocytes

(P<0.05). Furthermore, the mRNA expression levels of IRS1, IRS2 and PI3K (P<0.05) and the p-Akt/Akt ratio in senescent 

adipocytes was significantly increased after knockdown of AI662270 (P<0.01). (4) Bioinformatics analysis predicted miR-3073b-3p 

as a downstream target gene of AI662270, and heme oxygenase 1 (Hmox1) was identified as a target molecule of miR-3073b-3p. The 

expression level of miR-3073b-3p in senescent adipocytes in siAI662270 group was significantly increased, while the mRNA and protein 

expression level of Hmox1 were significantly decreased compared with siNC group (P<0.01). Conclusions　Aging significantly increases 

the expression of AI662270 in eWAT of mice, and the expression of AI662270 was negatively correlated with insulin sensitivity. AI662270 

knockdown can reduce glucose content in senescent adipocyte culture medium, upregulate the expression of IRS1 and PI3K, and increase 

insulin sensitivity in senescent adipocytes, which may be mediated through the AI662270/miR-3073b-3p/Hmox1 pathway.

[Key words] aging; epididymal white adipose tissue; insulin resistance; long non-coding RNA AI662270

自然衰老是一个退行性过程，伴随着体内代谢

环境紊乱和机体功能减退，可增高胰岛素抵抗、2型

糖尿病及代谢性综合征等的患病率[1-2]。脂肪组织作

为机体营养代谢的调节中心，参与维持能量稳态和

系统炎症反应。年龄增长或其他内、外源性刺激均

可导致脂肪组织衰老，造成脂肪组织的功能减退，

主要表现为衰老细胞蓄积、胰岛素敏感性降低[2]以

及线粒体功能障碍等[3]。同时，衰老脂肪细胞的累

积和脂肪细胞的面积增大可引发脂肪组织的病理重

塑，导致肥胖症及其相关代谢并发症的发生[4]。衰

老引起的肥胖已被认为是胰岛素抵抗发展的主要原

因之一[5]，通过减少热量摄入来限制肥胖已被证实

可缓解与年龄相关的胰岛素抵抗及炎症。脂肪组织

分泌的细胞因子可通过多种形式作用于自身或其他

组织器官[6]。脂肪组织是胰岛素底物信号传递的重

要靶器官之一[7-8]。白色脂肪细胞是白色脂肪组织中

含量最多的细胞，功能为专门储存(以甘油三酯形

式)和调动(以脂肪酸形式)能量，其代谢活动对脂肪

组织维持全身能量平衡起着重要作用[9]。因此白色

脂肪代谢功能障碍是胰岛素抵抗和相关代谢紊乱发

生发展中的重要事件[10]。非编码RNA约占灵长类基

因组转录本的 98%，参与表观遗传学的调控[11]，其

中长链非编码 RNA(lncRNA)的长度超过 200 个核苷

酸，广泛且多样化地存在于真核细胞中，具有多种

生物学功能[12]，可在细胞质中调控翻译、促进或抑

制 mRNA 的降解或作为内源竞争 RNA(ceRNA)吸附

miRNA 等[13]，在衰老脂肪细胞胰岛素抵抗的发生发

展中发挥着重要的生物学作用[14]。本研究探讨衰老

脂肪细胞中 lncRNA AI662270的表达与胰岛素抵抗的

关系，旨在为衰老小鼠胰岛素抵抗的发病机制研究

及个体化治疗分子靶点的筛选提供依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料　胎牛血清(FBS)购自浙江四季青生

物科技股份有限公司；青-链霉素(P/S)、胰酶购自北

京雷根生物技术有限公司；DMEM高糖培养基购自

美国 Gibco 公司；细胞级别 NaHCO3、3-异丁基-１-
甲基黄嘌呤(IBMX)、地塞米松(DEX)、吲哚美辛、

罗格列酮购自美国 Sigma 公司；细胞级别二甲亚砜

(DMSO)、抗兔二抗购自武汉科瑞生物技术有限公

司；焦碳酸二乙酯处理的超纯水、Lipo8000TM转染

试剂购自上海碧云天生物技术有限公司；苏木精-伊
红(HE)染色试剂盒(7101454)购自上海国药集团化学

试剂有限公司；一抗β-actin、细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子p21(p21kip1)、蛋白激酶B(Akt)、p-Akt、
磷脂酰肌醇 3激酶(PI3K)、胰岛素受体底物 1(IRS1)、
肿瘤抑制基因 1(p16ink4a)、IRS2、血红素加氧酶 1
(Hmox1)、磷酸化 H2A 组蛋白家族成员 X(gama-
H2AX)购自沈阳万类生物科技有限公司；反转录试

剂、SYBR Green PCR Premix 购自南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；β-半乳糖苷酶染色试剂盒购自北

京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； 阴 性 对 照 (MOCK)、
NCFAM、siRNA(si-AI662270)购自上海吉玛制药技术

有限公司；葡萄糖生化试剂盒(己糖激酶法)购自北

京中生北控生物科技股份有限公司。

1.2　方法　

1.2.1　实验动物及分组　20 只 8 周龄雄性 C57BL/6J
小鼠购自三峡大学实验动物中心[实验动物生产许可

证号：SCXK(鄂)2016-0006]，饲养于三峡大学实验

动物中心 SPF 级动物房，环境温度 20~22 ℃，12 h/
12 h 昼夜交替循环。将小鼠分为青年组与老年组，

每组 10 只，青年组小鼠饲养至 4 月龄后采用乌拉糖

麻醉后眼球取血处死，老年组饲养至 18月龄后采用

相同处死方式，随后迅速分离附睾白色脂肪组织

(epididymis white adipose tissue，eWAT)和肝组织，液

氮速冻后于-80 ℃超低温冰箱保存备用。本研究获

三峡大学医学实验动物伦理委员会批准(2019080D)，
实验过程遵循《实验动物福利伦理审查指南》。

1.2.2　3T3-L1 细胞诱导分化　小鼠胚胎成纤维细胞

系 3T3-L1 由美国 ATCC 细胞库提供。将细胞均匀种

植于 6 孔板中，待细胞密度达 80% 时，将 DMEM 培

养基更换为培养基Ⅰ(含 10% FBS和 1% P/S的DMEM
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高糖培养基)，于 37 °C、5% CO2环境中培养，每隔

1 d换液，至细胞完全融合后的次日更换为培养基Ⅱ
(含 10% FBS、1% P/S、1 μmol/L DEX、0.5 mmol/L 
IBMX、 5 μg/ml 胰岛素、 125 μmol/L 吲哚美辛、

1 mmol/L 罗格列酮的 DMEM 高糖培养基)，记为诱

导分化 D0；48 h 后更换为培养基Ⅲ(含 5 μg/ml 胰岛

素的培养基Ⅰ)继续培养(D2)。每2 d更换1次培养基

Ⅲ，直至大量脂滴出现，即诱导分化为成熟脂肪

细胞。

1.2.3　差异 lncRNAs 的验证　本课题组前期研究对

青年和老龄小鼠进行 RNA-seq 测序分析[15]，因此本

研 究 在 青 年 和 老 龄 小 鼠 中 验 证 差 异 lncRNAs
(AI662270、C4a、BATE1和Gm29719)的表达。

1.2.4　衰老脂肪细胞模型的构建　使用 0.2 μmol/L
阿霉素[16](23214-92-8，美国MCE公司)处理已分化成

熟的脂肪细胞 48 h，诱导成熟的脂肪细胞至衰老

状态。

1.2.5　Western blotting 检测　取 200 mg eWAT 或收集

3T3-L1脂肪细胞，加入预冷的蛋白裂解液冰上裂解

30 min，震荡3次，4 ℃下12 000×g离心25 min，吸取

中间澄清蛋白层。采用BCA法测定蛋白浓度，制备

蛋白样品；取 30 μg 上样，恒压 80 V 电泳，待蛋白

Marker进入分离胶时，电压调至120 V；恒流200 mA
冰浴转膜；PVDF膜用5%脱脂奶粉封闭2 h后添加一

抗 [β -actin(1: 2000)、 p21kip1(1: 1000)、 Akt(1: 1000)、
p-Akt(1: 1000)、 PI3K(1: 500)、 IRS1(1: 1000)、 gama-
H2AX(1:2000)]孵育过夜(>14 h)，次日用 TBST 溶液

洗膜 10 min×3 次，室温孵育兔二抗 (1: 8000) 1 h；
TBST 溶液洗膜 10 min×3 次，用 Bio-Rad 凝胶成像仪

[伯乐生命医学产品(上海)有限公司，ChemiDOCTM 
Imaging System]曝光显影， ImageJ 软件分析条带灰

度值。

1.2.6　实时定量 PCR(RT-qPCR)检测　取 eWAT 200 
mg 或收集脂肪细胞加入含 700 μl RNA 裂解液

(InvitrogeTM Trizol)的 EP 管中充分裂解，加入 200 μl
三氯甲烷剧烈摇晃 30 s 后冰上静置 5 min，4 ℃下

12 000×g离心15 min，吸取上清液；加入等体积异丙

醇，10 min后4 ℃下12 000×g离心15 min，弃上清液；

加入 1 ml 75% 乙醇，4 ℃下 7500×g 离心 5 min，弃上

清液；干燥后用10~20 μl DEPC水溶解RNA，随后检

测 RNA 浓度。取 1 μg RNA 反转录成 cDNA 后进行

PCR 扩增。反应条件：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变

性 15 s、60 ℃退火 1 min(共 40 个循环)。以β-actin 或

U6 为内参，釆用 2-ΔΔCt 法计算目的基因 mRNA 或

miRNA 的相对表达量。引物由上海生工生物工程股

份有限公司设计合成，序列见附表 1(https://dx.doi.
org/10.11855/j.issn.0577-7402.0251.2025.0319FJ)。

1.2.7　β-半乳糖苷酶染色　取小鼠胚胎成纤维细胞

3T3-L1，设置正常对照组与衰老模型组[阿霉素处理

(ADR)组]，正常对照组细胞诱导分化为成熟脂肪细

胞后不做处理，ADR 组细胞使用 0.2 μmol/L 阿霉素

处理以构建衰老脂肪细胞模型。吸除两组中的细胞

培养液，1×PBS 洗涤 3 min，加入 1 ml β-半乳糖苷酶

固定液，室温固定15 min。吸除固定液，1×PBS洗涤

3 次后加入染色工作液，37 ℃孵育过夜。去除染色

工作液，加入 PBS 于普通光学显微镜下观察细胞及

细胞中的绿色染色情况。

1.2.8　葡萄糖含量测定　使用葡萄糖生化试剂盒(己
糖激酶法)检测小鼠血清或脂肪细胞 DMEM 高糖培

养基上清中的葡萄糖含量，依据说明书将 R1 和 R2
试剂按照 1:9的比例混合配制成工作液，混匀备用，

然后用微量加样器吸取适量待测样本加入 96 孔板

中，再加入已配制好的工作液。设置空白对照孔和

标准品对照孔，于 37 ℃恒温箱中孵育 10 min后，采

用酶标仪检测500 nm处各孔的吸光度(OD)值，并用

校准法计算葡萄糖含量。A 样品 = (OD 样本-OD 空白)/
(OD 标准品-OD 空白)。
1.2.9　siRNA 转染荧光效率验证　取 3T3-L1 细胞，

设置试剂对照(MOCK)组与转染 NCFAM(NCFAM)
组，MOCK 组细胞不做处理，NCFAM 组细胞转染

NCFAM。将 3T3-L1 脂肪细胞接种于 12 孔板中，待

细胞融合度达到70%时，将含有10% FBS的高糖培养

基更换为无血清DMEM高糖培养基，配制转染混合

液(无血清培养基 50 μl、NCFAM 40 pmol、Lipo8000™ 
1.6 μl)，室温放置 20 min 后均匀滴加至 12 孔板中，

6 h后更换为10% FBS培养基，培养期间每6 h在荧光

显微镜下观察细胞绿色荧光表达情况。

1.2.10　siRNA 转染　取 3T3-L1 细胞，设置 siNC 组

(Lipo8000TM 转染试剂转染对照 NC)与 siAI662270 组

(转染 siAI662270)。将 3T3-L1 脂肪细胞接种于 12 孔

板中，当细胞融合度达到 70% 时，将含 0.2 μmol/L
阿霉素的 10% FBS 培养基更换为无血清 DMEM 高糖

培养基，配制转染混合液 (无血清培养基 50 μl、
siAI662270 40 pmol 或 siNC 40 pmol、Lipo8000TM 1.6 μl)，
室温放置20 min后均匀滴加至12孔板中，6 h后更换

为含0.2 μmol/L阿霉素的10% FBS培养基，继续培养

至 24 h，收集细胞，提取细胞总 RNA；或培养至

48 h，收集细胞，提取细胞蛋白。

1.2.11　Spearman相关分析　选用青年组和老年组小

鼠 eWAT 中胰岛素敏感性指标基因 mRNA 的表达量

和 AI662270 的表达量进行分析。以 AI662270 的表达

量为 X 轴，胰岛素敏感性指标基因(PI3K、IRS1)的
mRNA 表达量为 Y 轴，使用 GraphPad Prism 9.0 制图，

并计算其 r值。
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1.2.12　生物信息学分析预测下游靶基因　通过生物

信息学分析网站LncRNASNP2(https://bioinfo.life.hust.
edu.cn/lncRNASNP2)预测AI662270与miR-3073b-3p的

互补结合位点[17]，ENCORI(https://starbase. sysu. edu.
cn/)预测miR-3073b-3p的下游靶基因。

1.3　统计学处理　采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析，GraphPad Prism 9.0 软件制图。所有数据均符合

正态分布且方差齐，以 x̄±s表示，两组间比较采用独

立样本 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　衰老与青年小鼠中差异 lncRNAs 的表达情况　

Western blotting检测结果显示，与青年组比较，老年

组小鼠eWAT中p16ink4a、p21kip1蛋白表达水平明显

升高(P<0.001、P<0.05，图1A)，表明衰老小鼠模型构

建成功。RT-qPCR检测结果显示，与青年组比较，老

年组小鼠 eWAT和肝组织中C4a、AI662270、BATE1、
Gm29719表达水平明显升高(P<0.05，图1B)。

2.2　衰老3T3-L1脂肪细胞中AI662270的表达情况　

β-半乳糖苷酶染色结果显示，正常对照组白色脂肪

细胞中蓝绿色较弱，细胞形态正常；与正常对照组

比较，ADR组衰老白色脂肪细胞中蓝绿色增强，呈

扩大、扁平的细胞形态(图 2A)。RT-qPCR和Western 
blotting检测结果显示，与正常对照组比较，ADR组

脂肪细胞中 AI662270 及 p16ink4a、p21kip1 mRNA 表

达水平以及gama-H2AX、p16ink4a、p21kip1蛋白表达

水平明显升高(P<0.05)，但 p53 mRNA 表达水平差异

无统计学意义(P>0.05，图2B-D)。
2.3　衰老对小鼠脂肪组织胰岛素敏感性的影响　与

青年组比较，老年组小鼠血清中葡萄糖含量明显增

加(P<0.05，图 3A)。RT-qPCR 和 Western blotting 检测

结果显示，与青年组比较，老年组小鼠 eWAT 中

IRS1、PI3K、GLUT4 mRNA 表达水平，IRS1、PI3K
蛋白表达水平，以及p-Akt/Akt比值明显降低(P<0.01
或P<0.001)，但Akt mRNA 表达水平差异无统计学意

义(P>0.05，图3B、C)。
2.4　衰老对脂肪细胞胰岛素敏感性的影响　与正常

对照组比较，ADR组脂肪细胞的培养基中葡萄糖含

量明显增加 (P<0.01，图 4A)。 RT-qPCR 和 Western 
blotting检测结果显示，与正常对照组比较，ADR组

脂肪细胞中胰岛素信号通路关键基因 IRS1、IRS2、

PI3K、GLUT4 mRNA 表达水平，IRS1、PI3K 蛋白表

达水平，以及 p-Akt/Akt 比值明显降低 (P<0.05 或

P<0.001)，但 Akt mRNA 表达水平差异无统计学意义

(P>0.05，图4B、C)。
2.5　AI662270与胰岛素敏感性指标的相关性分析　

Spearman 相关分析显示，青年和老龄小鼠 eWAT 中

AI662270 表达水平与 IRS1、PI3K mRNA 表达水平均

呈 负 相 关 关 系 (r=-0.6616， P=0.0191； r=-0.8888，
P=0.0001；图5)。
2.6　AI662270敲低对衰老脂肪细胞胰岛素敏感性的

影响　荧光显微镜下可观察到 NCFAM 组 3T3-L1 脂

肪细胞中绿色荧光蛋白表达，即 siRNA 成功转入

3T3-L1 脂肪细胞(图 6A)；RT-qPCR 验证结果显示，

与 siNC 组比较， siAI662270 组衰老脂肪细胞中

AI662270的表达明显下调(P<0.05)，表明成功敲低衰

老脂肪细胞中的 AI662270(图 6B)。与 siNC 组比较，

siAI662270组衰老脂肪细胞培养基中葡萄糖含量明显

减少(P<0.05，图 6C)。RT-qPCR和Western blotting 检

测结果显示，与 siNC 组比较，siAI662270 组衰老脂

肪细胞中 IRS1、IRS2、PI3K mRNA 表达水平以及 p-
Akt/Akt比值明显升高(P<0.05)，但Akt mRNA表达水

平差异无统计学意义(P>0.05，图6D、E)。
2.7　AI662270参与调控衰老脂肪细胞胰岛素敏感性

p21kip1. 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子p21；p16ink4a. 肿瘤抑制基因1；A. Western blotting检测衰老和青年小鼠 eWAT中p16ink4a

和p21kip1的表达(n=6)；B. RT-qPCR检测衰老和青年小鼠eWAT和肝组织中候选 lncRNAs的表达(n=6)；(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001

图1　LncRNAs在青年和衰老小鼠附睾白色脂肪组织(eWAT)和肝组织中的表达情况

Fig.1　Expression of candidate lncRNAs in epididymal white adipose tissue (eWAT) and liver tissue of young and aging mice
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的机制分析　LncRNASNP2 网站预测 AI662270 的下

游靶基因为 miR-3073b-3p，且二者具有结合位点。

RT-qPCR 验证结果显示，与青年组比较，老年组小

鼠 eWAT中miR-3073b-3p表达水平明显降低(P<0.01)，
且衰老脂肪细胞中 miR-3073b-3p 表达水平也明显降

低 (P<0.05)。 Spearman 相关分析显示，衰老小鼠

eWAT中AI662270表达水平与miR-3073b-3p表达水平

呈明显负相关(r=-0.5508，P=0.0412)。此外，与 siNC
组比较，siAI662270 组衰老脂肪细胞中 miR-3073b-3p
表达水平明显升高(P<0.01，附图 1A-E，https://dx.
doi. org/10.11855/j. issn. 0577-7402.0251.2025.0319FJ)，

提示 miR-3073b-3p 是 AI662270 的下游靶基因，且

AI662270与miR-3073b-3p呈负向调控关系。

ENCORI网站预测miR-3073b-3p下游的靶基因为

Hmox1；RT-qPCR 和 Western blotting 检测结果显示，

与青年组比较，老年组小鼠 eWAT 中 Hmox1 mRNA
和蛋白表达水平明显升高，且衰老脂肪细胞中

Hmox1 mRNA 和蛋白表达水平也明显升高(P<0.05 或

P<0.01)。 Spearman 相 关 分 析 显 示 ， IRS1、 PI3K 
mRNA 表达水平与 Hmox1 mRNA 表达水平均呈负相

关(r=-0.7979，P=0.0019；r=-0.8045，P=0.0016)；衰

老小鼠 eWAT 中 miR-3073b-3p 表达水平与 Hmox1 

ADR. 阿霉素处理；p21kip1. 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子p21；p16ink4a. 肿瘤抑制基因1；gama-H2AX. 磷酸化H2A组蛋白家族成

员X；A. 衰老脂肪细胞β-半乳糖苷酶染色；B. RT-qPCR检测脂肪细胞中AI662270的表达(n=4)；C. RT-qPCR检测脂肪细胞中衰老标志物

p16inka、p12kip1、p53 mRNA 的表达(n=3)；D. Western blotting 检测脂肪细胞中衰老标志物 gama-H2AX、p16inka、p12kip1 蛋白的表达(n=3)；

(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001

图2　LncRNA AI662270在衰老脂肪细胞中的表达情况

Fig.2　Expression of lncRNA AI662270 in aging adipocytes

Akt. 蛋白激酶B；IRS1. 胰岛素受体底物1；IRS2. 胰岛素受体底物2；PI3K. 磷脂酰肌醇3激酶；GLUT4. 葡萄糖转运体蛋白4；A. 小鼠

血清中葡萄糖含量(n=7)；B. RT-qPCR检测小鼠 eWAT中胰岛素信号通路关键基因的表达(n=6)；C. Western blotting检测小鼠 eWAT中胰岛

素信号通路关键蛋白的表达(n=6)；(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001

图3　衰老对小鼠附睾白色脂肪组织(eWAT)胰岛素敏感性的影响

Fig.3　Effect of senescence on insulin sensitivity in white adipose tissue (eWAT) of the epididymis in mice
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ADR. 阿霉素处理；Akt. 蛋白激酶B；IRS1. 胰岛素受体底物1；IRS2. 胰岛素受体底物2；PI3K. 磷脂酰肌醇3激酶；GLUT4. 葡萄糖转运

体蛋白4；A. 培养基中葡萄糖含量(n=3)；B. RT-qPCR检测脂肪细胞中胰岛素信号通路关键基因的表达(n=3)；C. Western blotting检测脂肪

细胞中胰岛素信号通路关键蛋白的表达(n=3)；(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001

图4　衰老对3T3-L1脂肪细胞胰岛素敏感性的影响

Fig.4　Effect of aging on insulin sensitivity in 3T3-L1 adipocytes

IRS1. 胰岛素受体底物1；PI3K. 磷脂酰肌醇3激酶

图5　衰老小鼠附睾白色脂肪组织(eWAT)中AI662270与胰岛素敏感性指标的相关性

Fig.5　Correlation analysis of AI662270 with insulin sensitivity indicators genes in opididymal white adipose tissue (eWAT) of aging mice

MOCK. 试剂对照；Akt. 蛋白激酶 B；IRS1. 胰岛素受体底物 1；IRS2. 胰岛素受体底物 2；PI3K. 磷脂酰肌醇 3 激酶；A. 转染荧光图；

B. RT-qPCR检测衰老脂肪细胞中AI662270的敲低效果(n=3)；C. 培养基中葡萄糖含量(n=3)；D. RT-qPCR检测衰老脂肪细胞中胰岛素信号

通路关键基因的表达(n=3)；E. Western blotting检测衰老脂肪细胞中胰岛素信号通路关键蛋白的表达(n=3)；(1)P<0.05，(2)P<0.01

图6　敲低AI662270的衰老脂肪细胞胰岛素敏感性增加

Fig.6　Aging fat cells have increased insulin sensitivity after AI662270 knockdown
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mRNA表达水平呈负相关(r=-0.6170，P=0.0109)。提

示 miR-3073b-3p 的下游靶基因是 Hmox1，且 miR-
3073b-3p与Hmox1呈负向调控关系。与 siNC组比较，

siAI662270组衰老脂肪细胞中Hmox1 mRNA和蛋白表达

水平明显降低(P<0.001，P<0.01，附图 1F-L，https://
dx.doi.org/10.11855/j.issn.0577-7402.0251.2025.0319FJ)。

3　讨　　论

胰岛素抵抗和 2 型糖尿病的患病率随着年龄的

增长而增高[18]。脂肪组织是在衰老过程中早期诱导

炎症和胰岛素抵抗的组织之一，同时伴有白色脂肪

的重新分布及代谢功能紊乱[19]，其中 eWAT 是在年

龄增长过程中首先出现胰岛素抵抗的白色脂肪组

织[1]。因此，深入探讨脂肪组织和脂肪细胞参与年

龄相关胰岛素抵抗的分子机制对延缓增龄性代谢性

疾病可能具有重要作用。

衰老是因持续有丝分裂刺激和细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制因子如 p16ink4a 和 p21kip1相互刺激而

造成的。本研究结果显示，在老龄小鼠 eWAT 中，

衰老相关基因 p16ink4a 和 p21kip1 的表达明显升高，

胰岛信号通路关键基因 IRS1和PI3K等的表达明显降

低，且磷酸化的Akt表达明显下降，表明衰老可导致

小鼠eWAT胰岛素抵抗。

LncRNA 是经典的非编码 RNA，参与调控基因

表达、蛋白质翻译等生物学过程[20]。越来越多的证

据表明，lncRNA 在衰老过程中发挥着重要的作用，

如有研究发现 lncRNA OIP5-AS1可通过海绵吸附miR-
4500 靶向抑制精氨酸酶 2，进而介导血管内皮衰老

引起的内皮功能障碍[21]；在骨骼肌衰老引起的肌肉

减少症中，Yu等[22]研究发现 lncRNA GPRC5D-AS1可

通过 ceRNA机制海绵吸附miR-520d-5p，加速成肌细

胞增殖和分化，从而促进骨骼肌发育并延缓骨骼肌

衰老。此外，在衰老相关的肝脏疾病中，调节性 T
细胞中的特异性 lncRNA参与调节衰老肝脏的免疫代

谢稳态[23]。由此可见，lncRNA广泛参与衰老所致的

疾病并在其中发挥着重要功能。

本课题组前期开展了 lncRNA通过 ceRNA海绵吸

附 miRNA 的方式参与疾病发展的分子机制研究[24]。

有研究基于 RNA-seq 测序技术发现老龄小鼠中存在

多条差异表达的 lncRNAs[24]，提示 lncRNA 可能在自

然衰老进程中发挥一定作用。本研究对差异 lncRNAs
进行分析发现，与 4 月龄小鼠比较，18 月龄小鼠

eWAT 中 AI662270、C4a、Gm29719 和 BATE1 的表达

明显上调，与测序结果一致；体外实验使用阿霉素

构建的衰老脂肪细胞模型证实AI66270在衰老脂肪细

胞中呈高表达，提示AI662270可能参与调节衰老脂

肪细胞的胰岛素敏感性。但AI662270在衰老过程中

参与胰岛素抵抗发生发展的分子机制目前仍不明确。

Hong等[25]研究发现AI662270定位于细胞质，而定位

于细胞质中的 lncRNA可作为 ceRNA内源竞争性结合

miRNA 来调控下游靶基因的表达，提示AI662270可

能通过 ceRNA机制海绵吸附miRNA进而调控基因的

表达；敲除AI662270后高脂饮食小鼠体内的代谢紊

乱缓解，主要表现为脂质积累减少、动脉粥样硬化

斑块减小、巨噬细胞胆固醇外排增加、泡沫细胞形

成减少。本研究使用 lncRNASNP2 预测 AI662270 下

游可能海绵吸附的 miRNA 为 miR-3073b-3p，并在体

内外衰老模型中验证 miR-3073b-3p 的表达，结果显

示 miR-3073b-3p 在 ADR 组中的表达较正常对照组明

显降低，且与AI662200的表达呈负相关；随后应用

ENCORI预测miR-3073b-3p的下游靶基因，其中下游

靶基因Hmox1已被证实可加剧小鼠和人体的胰岛素

抵抗[26]，且Hmox1 的表达与胰岛素信号通路相关基

因的表达呈负相关，并可降低脂肪细胞的葡萄糖摄

取率[27]。另外有研究表明，在老年小鼠的小胶质细

胞中，Hmox1呈高表达[28]，表明Hmox1与衰老密切

相关。本研究发现，衰老小鼠 eWAT 中 Hmox1 蛋白

高表达，且Hmox1在衰老脂肪细胞中的表达也明显

上调；衰老小鼠脂肪组织和衰老脂肪细胞中胰岛素

敏感性关键蛋白p-Akt的表达明显降低，衰老小鼠血

清和衰老脂肪细胞培养基中的葡萄糖含量增加，表

现为胰岛素抵抗。因此Hmox1可能在自然衰老引起

的胰岛素抵抗中发挥着重要作用。同时，在

AI662270敲低的衰老脂肪细胞中，miR-3073b-3p的表

达明显升高而Hmox1的表达明显降低，细胞培养基

中的葡萄糖含量降低，胰岛素敏感性关键蛋白的表

达升高，胰岛素敏感性增加。因此，AI662270 可能

参与调控衰老脂肪细胞的胰岛素抵抗，可能涉及的

通路为 AI662270/miR-3073b-3p/Hmox1，即 AI662270
通过靶向下调 miR-3073b-3p 的表达及上调 Hmox1 的

表达，导致衰老脂肪细胞的胰岛素抵抗。

综上所述，本研究结果表明，AI662270 在衰老

小鼠 eWAT 发生胰岛素抵抗的过程中发挥着关键作

用，且AI662270/miR-3073b-3p/Hmox1表达的相关性

符合 lncRNA竞争性抑制miRNA的作用机制，可能通

过海绵吸附 miR-3073b-3p 来调控 Hmox1 的表达，进

而参与调控衰老脂肪细胞的胰岛素敏感性。然而本

研究尚未涉及具体的机制验证，未来还需深入探究

非编码RNA在脂肪组织及其他多种组织器官衰老和

胰岛素抵抗中的作用机制，为延缓脂肪细胞衰老、

改善与年龄相关的代谢性疾病提供新的分子靶点。
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