
超重乃至肥胖已经成为危害人类健康的重要因素，

与心血管疾病、2型糖尿病、高血压和高血脂等多种慢性

疾病密切相关，给个人和社会带来巨大的健康和经济负

担［1, 2］。脂肪组织与肥胖的发病密切相关，它主要包括负

责能量贮存的白色脂肪组织和负责在寒冷环境产热的

棕色脂肪组织两种［3, 4］。在寒冷的刺激下，白色脂肪组织

内会出现线粒体上高表达UCP-1蛋白的脂肪细胞，被称

为棕色脂肪细胞，这一现象也被称为白色脂肪棕色

化［5］。白色脂肪棕色化能明显提高机体的能量消耗水

平，因此是近年来肥胖研究中的重要方向和干预靶点。
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摘要：目的 探究黏膜相关恒定T（MAIT）细胞与脂肪棕色化之间的关系以及调节脂肪棕色化的分子机制。方法 构建MAIT细

胞功能缺陷小鼠模型，对比野生型小鼠及MAIT细胞缺陷小鼠，通过Western blot和RT-PCR检测冷刺激前后小鼠脂肪棕色化标

志物的水平差异，并通过流式细胞术检测了小鼠脂肪组织内MAIT细胞在冷刺激前后数量、活化水平以及细胞因子分泌能力的

差异。采用MAIT细胞与脂肪细胞共培养的方式，通过Western blot和RT-PCR检测是否存在MAIT细胞以及是否加入白介素4

（IL-4）封闭抗体的条件下脂肪细胞棕色化标志物的表达差异。利用MAIT细胞缺陷的小鼠模型，通过代谢笼、免疫组化、

Western blot和Seahorse方法检测MAIT细胞缺陷小鼠在冷刺激条件下的脂肪棕色化相关指标。结果 Western blot和RT-PCR

结果显示小鼠冷刺激后脂肪组织棕色化标志物UCP-1、PGC1-α的表达水平均上调，在此情景下小鼠脂肪组织内MAIT细胞数量

差异无统计学意义（P>0.05），CD69的表达水平上调（P<0.05），效应细胞因子 IL-4的表达水平上调（P<0.05）。体外共培养实验

显示，脂肪细胞与MAIT细胞共培养后的棕色化水平上调（P<0.05），若阻断 IL-4信号则棕色化水平下调（P<0.05）。对MAIT细

胞缺陷的小鼠进行冷刺激后，其能量消耗水平低于野生型小鼠（P<0.05），脂肪棕色化水平低于野生型小鼠（P<0.05），且脂肪细

胞代谢水平低于野生型小鼠。结论 本研究首次通过MAIT细胞功能缺陷小鼠模型验证MAIT细胞参与脂肪棕色化，动物实验

及体外实验进一步显示冷刺激通过促进MAIT细胞分泌IL-4调控脂肪细胞棕色化。
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Abstract: Objective To investigate the role of mucosal-associated invariant T (MAIT) cells in the regulatory mechanism of
adipose browning. Methods A mouse model with functional deficiency of MAIT cells was established for comparison with the
wild-type mice for levels of brown adipose tissue markers in response to cold stimulation using Western blotting and RT-PCR.
Flow cytometry was used to analyze the changes in the number, activation level and cytokine secretion ability of MAIT cells in
mouse adipose tissue after cold stimulation. In a co-culture system of MAIT cells and adipocytes, the effect of interleukin-4
(IL-4) blocking antibodies on the expressions of brown adipose tissue markers in the adipocytes was evaluated using Western
blotting and RT-PCR. In a mouse model of MAIT cell deficiency, the changes in adipose browning-related indicators in
response to cold stimulation were analyzed using metabolic cages, immunohistochemistry, Western blotting and the Seahorse
method. Results In both the mouse models of functional deficiency of MAIT cells and wild-type mice, cold stimulation
significantly increased the expression levels of brown adipose tissue markers UCP-1 and PGC1-α and upregulated CD69 and
IL-4 expressions in the adipose tissue without significantly affecting the number of MAIT cells in the adipose tissue. In the co-
culture experiment, the adipocytes showed obviously increased browning level after co-culture with MAIT cells (P<0.05), but
blocking IL-4 signaling strongly downregulated the browning level (P<0.05). The MAIT cell-deficient mice showed obviously
lower levels of energy expenditure, adipose browning and metabolism of the adipocytes compared with the wild-type mice in
response to cold stimulation (P<0.05). Conclusion MAIT cells participate in adipose browning in mice, and cold stimulation
promotes MAIT cell secretion of IL-4 to positively regulate adipose browning.
Keywords: mucosal-associated invariant T cells; obesity; brown adipose tissue
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近年来，免疫细胞对脂肪组织功能调节的重要性逐

渐得到认识［6, 7］。免疫细胞对脂肪棕色化的调控主要依

赖于以 IL-4/IL-5/IL-13为中心，ILC2、嗜酸性粒细胞、

M2型巨噬细胞为效应细胞的调控网络［8, 9］。黏膜相关

恒定T（MAIT）细胞最初被发现定植于人类、小鼠和牛

的组织黏膜表面，属于固有免疫细胞的新亚群［10, 11］。研

究证实，MAIT细胞也参与了自身免疫性代谢疾病的发

生［12-14］。最新研究发现，人体脂肪组织内也存在MAIT

细胞，而肥胖人群脂肪组织内MAIT细胞数量显著减

少［15］。然而，MAIT细胞是否参与脂肪组织功能的调控

乃至肥胖的发生发展仍不清楚。本研究拟通过基因敲

除动物模型，在细胞和动物水平进行研究，探究MAIT

细胞在脂肪棕色化过程中的作用，并阐明其调控脂肪细

胞棕色化的方式及相关信号通路，为进一步理解肥胖发

生的原因以及探寻治疗肥胖的方法提供帮助。

1 材料和方法

1.1 实验动物

SPF级8~10周龄健康雄性C57BL/6小鼠、Mr1-/-小

鼠（苏州赛业公司及南京集萃药康公司）。按照最佳饲

养空间将小鼠随机分笼，饲养温度23~25℃，湿度55%~

63%，12 h光照/12 h黑暗循环，定期更换垫料，保证所有

小鼠可自由饮食。动物实验的所有操作均由浙江省人

民医院实验动物福利委员会批准（批准号2022-145）。

1.2 主要试剂及仪器

DMEM/F12培养基、RPMI 1640培养基、胎牛血清

（Gbico），Lymphoprep 淋巴细胞分离液（Stem cell），

FACS缓冲液（BD Biosciences），Foxp3固定/渗透试剂

盒（Thermo Fisher Scientific），胰蛋白酶、青链霉素、

RIPA蛋白裂解液、蛋白酶抑制剂、4%多聚甲醛组织固

定液（生工生物），Trizol 裂解液、逆转录试剂盒（Takara）；

IL-4 mab（BD Biosciences），实时荧光定量PCR试剂盒

（Thermo），Seahorse XF细胞线粒体压力测试试剂盒（安

捷伦）；FACS Aria II流式细胞仪（BD Bioscience）, 超声

破碎仪，Seahorse XF分析仪（安捷伦）。

1.3 实验方法

1.3.1 流式细胞术 在表面染色前，使用CD16/32抗体

（Biolegend）阻断Fc受体的非特异性结合。表面染色

时，将细胞重悬于含有抗体鸡尾酒的100 μL FACS缓冲

液中，在4℃避光条件下染色30 min。细胞内染色：使

用Foxp3固定/渗透试剂盒（Thermo Fisher Scientific）在

4℃下固定和渗透45 min，用100 μL含抗体混合的渗透

缓冲液在4℃避光条件下染色45 min。

1.3.2 Western blotting 采用超声破碎仪将组织在冰上

充分均浆，加入含有蛋白酶抑制剂的RIPA蛋白裂解液

中冰上裂解30 min。将悬液置于4℃以10 000 g离心

5 min，取上清先测定蛋白浓度后再加入 Loading

buffer，充分混合后煮沸10 min。变性后的蛋白经凝胶

电泳后转膜至PVDF膜上，先4℃孵育一抗过夜后，再室

温孵育二抗1 h，显影分析。

1.3.3 mRNA的抽提以及RT-PCR RNA提取按照10 μL

体系，参照说明书使用 Takara 逆转录试剂盒逆转录

cDNA，使用Light Cycler480II定量PCR仪检测，采用β-

actin作为内参基因。定量RT-PCR在40个重复的热循

环中进行，使用 SYBR green（94 ℃ 30 s，57 ℃ 20 s，

72℃ 20 s），随后在72℃下进行最后的延伸5 min。

1.3.4 冷刺激小鼠模型的建立 构建冷刺激的小鼠模

型：6周龄C57BL/6雄鼠，分为正常对照组和寒冷刺激

组，6只/组，均提供足量的饮水和食物。正常对照组饲

养环境为25℃；寒冷刺激组每日25℃饲养20 h后转移

至4℃环境中饲养 4 h，以适应寒冷刺激，4 d后将小鼠转

移至4℃环境中，持续寒冷刺激1周。

1.3.5 免疫组化 组织经固定、脱水后包埋，制成冰冻切

片。4℃孵育对应的一抗过夜，PBS 漂洗3次；室温孵育

二抗1 h，PBS 漂洗3次。DAPI 染核，ddH2O漂洗，封片

后光学显微镜观察。

1.3.6 脂肪组织细胞分离及培养 将脂肪组织称重后在

冰上剪成小块，转移至15 mL离心管中，用1640 RPMI

培养基定容至8 mL，加入0.2%的1型胶原酶，37℃水浴

消化30~40 min，期间每5 min上下颠倒离心管使组织

与酶溶液充分接触。消化结束后加1640 RPMI培养基

至15 mL终止消化，室温下500 g离心5 min，吸去最上

层油脂和中层培养基。采用10% FBS的DMEM高糖

培养基复悬细胞，接种至培养皿中。细胞因子及抗体直

接按照目标浓度加入培养基中。

1.3.7 Seahorse 脂肪细胞在XF96微孔板中培养并分

化。分化第 7天，细胞洗 1次，置于 37 ℃室温恒温培

养箱中孵育 1 h（XF基础培养基添加 25 mmol/L葡萄

糖、2 mmol/L谷氨酸和2%不含脂肪酸的牛血清白蛋

白，pH 7.4）。将试剂盒内对应浓度的寡霉素5 μmol/L、

FCCP 1 μmol/L、鱼藤酮2.5 μmol/L、抗霉素A 5 μmol/L

的浓度装入传感器的注射口。上机记录数据。

1.4 统计学分析

全部试验数据均采用SPSS22.0及R软件上完成统

计分析。体外实验均重复3次，采用 t检验或单因素方

差分析。非正态分布的计量资料采用两独立样本

Mann-Whitney秩和检验进行比较；率的比较采用卡方

检验或 Fisher 精确检验；相关分析采用 Pearson 或

Spearmen相关分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 冷刺激促进脂肪组织MAIT细胞分泌IL-4

经过冷刺激处理后，小鼠白色脂肪的棕色化水平上

调，体现为棕色化标志物的上调（P<0.05，图1A、B）。通
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过流式细胞术检测小鼠脂肪组织内MAIT细胞的数量

及CD69的表达水平，发现相比于未接受冷刺激的小鼠，

冷刺激后的小鼠脂肪组织内MAIT细胞数量无明显变

化（P>0.05，图1C），而MAIT细胞表面CD69的表达水平

上调（P<0.05，图1D）。冷刺激后小鼠脂肪组织内MAIT

细胞分泌IL-4的能力较对照组上升（P<0.05，图1E）。
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图1 冷刺激调控小鼠脂肪组织内MAIT细胞功能
Fig.1 Cold stimulation (4° for 1 week) regulates the function of MAIT cells in mouse adipose
tissue. A. B: Effect of cold stimulation on the browning index of fat tissue in mice. C:
Comparison of the proportion of MAIT cells in fat tissue of obese and normal mice. D:
Comparison of the proportion of CD69- positive MAIT cells in fat tissue of mice in the two
groups. E: Comparison of the proportion of IL-4-positive MAIT cells in fat tissue of mice after
cold stimulation. *P<0.05.

2.2 冷刺激后MAIT细胞通过分泌IL-4促进脂肪棕色化

对照组小鼠脂肪细胞与冷刺激后小鼠MAIT细胞

共培养后棕色化相关标志上调（P<0.05，图2A、B）。在脂

肪细胞培养体系中加入IL-4或IL-4联合IL-4的阻断抗

体（IL-4处理浓度均为10 ng/mL，IL-4 mab为10 μg/mL，

处理时间均为24 h）处理后，IL-4抗体联合处理组棕色

化相关指标低于IL-4单独处理组（P<0.05，图2C、D）。

2.3 MAIT细胞缺陷会导致脂肪棕色化受损

给予MAIT细胞功能缺陷模型鼠Mr1-/-小鼠冷刺

激后，基因敲除小鼠的能量消耗水平低于野生型小鼠

（图3A）；免疫组化以及Western blotting也显示，同样长

时间冷刺激后基因敲除小鼠的脂肪棕色化水平低于野

生型小鼠（图3B、C）。由于棕色化脂肪细胞的代谢特征

与白色脂肪存在显著差异，我们通过Seahorse的方法检

测了冷刺激后野生型/基因敲除小鼠脂肪细胞的代谢特

征，结果发现基因敲除小鼠脂肪细胞的OCR水平下降

（图3D、E），其棕色化程度下降。

3 讨论

越来越多的证据表明，免疫系统与肥胖和2型糖尿

病的发病有关，而MAIT细胞作为一群新发现的免疫细

胞在其中的作用还不完全清楚［16］。脂肪细胞棕色化的

过程被认为是影响肥胖发生发展的关键因素，该过程中

免疫细胞及其效应分子也起到了重要的调控作用。本

研究利用 MAIT 细胞功能缺陷小鼠模型，首次探索

MAIT细胞在脂肪组织棕色化过程中的作用。结果提

示在肥胖发生发展的过程中伴随着MAIT细胞功能的

受损，MAIT细胞在肥胖的发生发展过程中可能起到保

护性作用。

为了更深入地探究MAIT细胞在脂肪棕色化的过
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程中的作用，我们开展了多种动物模型以及体外实验。

研究表明，冷刺激能直接促进小鼠白色脂肪组织的棕色

化［17］。因此本研究也采用冷刺激的模型，结果显示冷刺

激后小鼠白色脂肪的棕色化标志物明显上调，MAIT的

功能也伴随出现显著的变化，体现为数量不变的基础上

活化相关的表面标志CD69的表达上调。研究表明，多

种细胞分泌的效应因子参与了脂肪棕色化的调控，最新

研究提示ILC2细胞可以被IL-33激活，分泌Met-enk在

白色脂肪组织中促进棕色化；传统观点则认为，IL-4是

关键的调控因子［18］。而MAIT细胞也被报道可以在相

应的刺激下分泌IL-4［19］。本研究也发现，冷刺激后小鼠

脂肪组织中的MAIT细胞分泌 IL-4的能力显著上调。

图2 冷刺激促进脂肪组织内MAIT细胞分泌IL-4
Fig.2 Cold stimulation promotes IL- 4 secretion by MAIT cells in the adipose tissue. A, B: Effect of
adding MAIT cells to the co-culture system on the browning index of mouse adipose tissue. C, D:
Effect of adding IL- 4 alone and IL- 4 combined with IL- 4 mAb to the adipose tissue culture on the
browning index of mouse adipose tissue. *P<0.05.
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图3 MAIT缺陷小鼠模型存在脂肪棕
色化障碍
Fig.3 MAIT deficiency mouse model
shows disorder of adipose browning.
A: Comparison of energy consumption
between knockout mice and wild-type
mice. B, C: Comparison of brown fat
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以上实验说明，冷刺激能够促进MAIT细胞的活化以及

其效应细胞因子的分泌，进一步提示MAIT细胞可能通

过分泌IL-4参与了脂肪棕色化的调控。

为了直接证明MAIT细胞能够通过分泌 IL-4直接

促进脂肪细胞细胞的棕色化，本研究将小鼠冷刺激后的

MAIT细胞与脂肪细胞共培养，发现共培养后的脂肪细

胞棕色化标志物表达上调。为了验证这一过程中是否

存在IL-4的作用，我们在利用IL-4抗体阻断这一信号，

结果显示没有IL-4信号的情况下，MAIT细胞将不能促

进脂肪细胞棕色化，表明冷刺激后MAIT细胞可以通过

分泌IL-4促进脂肪细胞棕色化。

研究指出，MAIT细胞发育的过程依赖于MR1分

子递呈的信号，敲除这一分子将会导致MAIT细胞发育

异常，因此MRI基因敲除小鼠是经典的MAIT细胞功能

缺陷小鼠模型［20］。为了进一步验证我们的结论，我们对

Mr1-/-小鼠进行了冷刺激，通过体内实验多角度的探究

MAIT细胞的功能。我们发现，Mr1-/-小鼠冷刺激后能量

代谢异常，提示其脂肪棕色化可能存在异常。免疫组化

和Western blot实验也证明MAIT细胞缺陷后冷刺激将

不能正常地促进脂肪细胞棕色化。研究指出，棕色化后

脂肪细胞的氧化磷酸化水平显著上升，因此脂肪细胞的

氧化磷酸化水平也被认为是评估脂肪细胞棕色化的重

要指标［21, 22］；而本实验发现，MAIT细胞缺陷小鼠的脂肪

细胞氧化磷酸化的水平也存在缺陷。这说明在体内水

平上，MAIT细胞功能缺陷会导致冷刺激促进脂肪细胞

棕色化的能力降低，即MAIT细胞是调控脂肪棕色化的

重要调控者。

综合我们基因敲除小鼠模型实验，我们的研究证明

了MAIT细胞可以通过分泌 IL-4促进脂肪细胞的棕色

化，而MAIT细胞功能受损会导致脂肪细胞棕色化异常

进而导致肥胖的发生发展。但本研究也存在一定局限

性：本研究仅发现脂肪组织中MAIT细胞对棕色化存在

效应，并未探索MAIT细胞上游的调控机制；另外，除

IL-4外，MAIT细胞是否存在其他调控脂肪组织棕色化

的通路也未能发现。

综上所述，探索脂肪组织中MAIT细胞为探索干预

肥胖发生发展提供了新的机制，同时也为肥胖的治疗提

供了潜在靶点。
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