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NF-KB p65 在高糖诱导 3T3-Ll 脂肪细胞

膜岛素抵抗中的作用
易屏 l 陆付耳 2* 陈广 2 徐丽君 2 王开富 2

(华中科技太学同济医学院附属同济医院， l 中医科， 2 中西医结合研究所，武rX 430030) 

摘要 建立高糖诱导月夷岛素抵抗的细胞模型，研究高糖对 3T3-L1脂肪细胞 NF-KB p65 表

达及转位的影响。诱导成熟的 3T3-L1脂肪细胞与 5.0 mmol/L的葡萄糖含或不含 0.6 nmol/L 的月夷

岛素(LGIns+ 组与 LGIns-!且)或者与 25.0 mmollL葡萄糖含或不含 0.6 nmol/L的月夷岛素(HGIns+ 纽与

HGIns 组)培养 18 h，以 2- 脱氧 -[3H]-D- 葡萄糖摄入法观察葡萄糖的转运卒，用 Western 印迹检测

总 NF-KB p65 及核 NF-KB p65 的表达，用激光扫描共聚焦(CLSM)对 NF-KB p65 进行定位显示。结

果显示，仅 HGIns+ 组，即 3T3-L1脂肪细胞与 25.0 mmol/L 葡萄糖含 0.6 nmol/L的政岛素培养 18 h 

后，膜岛素剌激的葡萄糖转运减少 55% (P<O.O l)， 同时 Western 印迹和 CLSM 均显示 NF-KB p65 核

转位增加(P<0.01)， 但对 3T3-L1脂肪细胞总 NF-KB p65 的表达元明显影响(P>0.05)。研究结果表

明，只有在块岛素(0.6 nmol/L)存在的条件下，高糖(25.0 mmol/L)才可以诱导块岛素抵抗，其分子机

制可能与其剌激 NF-KB p65 的核转位，调节相关基因的表达有关。

关键词 高糖; NF-KB p65; H夷岛素抵抗; 3T3-L1脂肪细胞

高血糖在膜岛素抵抗(insulin resistance, IR)、高

血压病、 2 型糖尿病(T2DM)等发病过程中起着非常

重要的作用。最新研究显示， IKKß 的活化与月夷岛素

抵抗的发生密切相关，是治疗膜岛素抵抗的重要分子

靶点[l]， IKKß的主要功能之→是调节NF-KB的转位活

化[2-4]。高血糖是 IKKß 的重要激活物之一，也是促

进IR发病的关键因素[坷，那么NF-KB 的核转位是否是

高糖诱导』夷岛素抵抗的分子机制之一呢?本研究以

高糖加膜岛素琦导3T3-L1脂肪细胞产生膜岛素抵抗，

观察高糖对核因子NF-KB表达和转位的影响，探讨其

在高糖诱导 3T3-L1脂肪细胞膜岛素抵抗中的作用。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

3- 异丁基 -1- 甲基黄嘿岭(IBMX)、地塞米松、

膜岛素、乙酷水杨酸铀(阿司匹林)、 DMSO、细

胞松弛素B 为 Sigma公司产品;牛血清白蛋白(BSA) 、

DMEM、胎牛血清(FBS)为 Gibco BRL 公司产品; 2-

脱氧-[3H]-D- 葡萄糖(北京原子高科股份有限公司);

3T3-L1前脂肪细胞(3T3-L1 preadipocyte)(中国医学科

学院基础医学研究所细胞中心); NF-KB p65 抗体

(Neomarkers 公司);辣根酶标记山羊抗兔 IgG(Pierce

公司);蛋白质 marker(Fermentas 公司); BCA 蛋白检

测试剂盒、增强化学发光法(ECL)试剂盒为 Pierce 公

司产品; Cy-3 标记的羊抗兔 IgG(博士得公司); DAPI 

(Sigma公司);其他化学试剂均为分析纯。 SH87261616

型 CO2 培养箱(美国 Sheldon 公司);倒置相差显微镜

(日本 01ympus CHK 公司); YJ-1450 型医用净化工作

台(苏州净化设备公司); Micro Beta 1540 型液闪仪(美

国 PE 公司); FV500 型激光扫描共聚焦显微镜(日本

01ympus 公司)。

1.2 细胞培养及诱导分化

在 37 0C 、 5%C02 的条件下， 3T3-L1前脂肪细

胞在含lO%FBS 的高糖 DMEM 中培养，待细胞汇合

2 天后，加入含 0.5 mmol/L 3- 异丁基 -1- 甲基黄嘿岭

(IBMX) 、 1μmol/L 地塞米松、 10 mg/L 膜岛素和

10%FBS 的高糖DMEM培养48 h，然后换上含lO mg/

L膜岛素和 10%FBS 的高糖DMEM再培养48 h，随后

以lO%FBS 的高糖DMEM继续培养， 2天换培养液→

次，诱导分化 8-12 天的 3T3-L1细胞 90%-95% 呈脂

肪细胞表塑，可用于实验[6] 。
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1.3 3T3-Ll 细胞的分组处理

|守 ~j5 \J士分化成熟的 3T3-Ll 月旨!的细胞换 1'.含 0.2%

BSA 的 DMEM 无血 ~í与 Jì}Jl叶如;~:1i主 12 h Jr;句分别换上

含 5.0 mmol/L 筒j 均腑， 0.6 n日101/L 的 IJ夷岛素， 1%FBS

的 DMEM(低**阴阳;f; ~LI 、 LGlns+);含 5.0 mmol/L 葡

萄糖， 1%FBS的DMEM(低椭元月亮岛东组，即正常对照

姐， LGIns );台 25.0 mmol/L 葡萄糖， 0.6 nmol/L 膜岛

素， 19毛FBS 的 DMEM( I';;jt}，阳也山东细， HGlns+)介 25.0

mmol/L 葡也腑， 1 %FBS (!<J DMEM(白糖 λ~~夷岛京组，

HGIns );培养 18 h 0 

葡萄糖转运实验

将 24孔板巾的导分化成熟的 3T3-Ll脂肪细胞以

含 0.2%BSA 的 DMEMl击养液培养 12 h , t负以~0.2%

BSA 的台药培养液~r\it 内 定时间币，移去培养液，以

KRP 缓冲液(1 3 1.2 mmol/L NaCI , 4.71 mmol/L KCI , 

2 .47 mmol/L CaCI2, 1.24 mmol/L MgSO~， 2.48 mmol/L 

Na3P04, 10 mmol/L HEPES , pH 7.4)洗 3 次，再以含或

不含 100 nmol/L 帧岛东的 KRP 绥冲液 37 oc温自 30

min, )Jrl入 1 ml ?, 0.5μCi/m12- 脱氧 -13HJ- D- 葡萄糖

的 KRP 缓冲液 37 oC 1t',rfJ 10 min，以甜i冷含 10 mmol/ 

L葡萄糖的 PBS快地洗3 次 11 1 11:反!忆力rJ 1 ml 0.1 mol/ 

LNaOH 作用 2 h，以纠11)血裂解液，Jl]液闪仪计数其每

分钟衰变数 o FJ 设 立I I)JlI 10μmol/L 细胞松弛京 B

作为 2- 脱rr{ -[3H]-D- 简萄糖的 11一特异摄取J芋，所有数

据减去此俏，作为忏细细胞的葡甸、精摄取率[71 0 i~J次

实验设王复孔，共 ip~复 3 以实验。日用 CCK-8 法 l监测

细胞的数日不n而 )J[ 也 I

1.5 Western 印迹

分化成熟约不同处卫i!的得吉113T3-Ll脂脑细胞JtJ

细胞裂解液裂解Jri分另iJ捉取总蛋白和核tlf Íl，丹jBCA

试剂盒测定蛋(!)t]U~'(皮〈以咛怪的蛋白质样品 50

μg 用样品缓冲液处Jlll ， lli 白质变性、 SDS-PAGE 胶

电泳分离蛋白质、 IU.转移法使蛋白质转移罕 PDVF

膜上，fIJ含5%脱阳奶粉的TBST(50 mmol/L Tris-HC1, 

150 mmol/L NaCl , pH 7 .4, 0.1 %Tween-20)亨且4下封

闭 2h 以减少非特异''t't纣台，封)j莫 Jn )JU入 NF-KB p65 

抗体(1 : 1 (00) , 4 oC 过伐， TBST 1jt膜盯以躁根过氧

化化物隅(HRP) t/JdLl的;抗(l : 3 0(0) 温育，电温

下轻摇 2 h , TBST 1jt膜)川iJ ECL 化学发光法曝光臣

影，洗片后用 Bio-Rad r零lf象分析系统对 Western 印迹

同的条带illhf!拙，然后JI] Quantity One 软件进行分

析。

1.6 

-研究论文·

将 6 孔板巾生长了 i在坡) \ [二分化成熟经不同处

理-的 3T3-Ll脂肪细胞líX 山，将盖玻片HJI内|忘液(x水

乙醇: jJ，j酣= 1 : 1) [耳定 10 min; 1 %Tron X-IOO 处

理 5 min，充分水洗、 PBS 洗fl::;11的ll50μl 兔HL人 NF

KB p65 抗体(1 : 1(0), 4 oC i11Ì;(; (欠门 PBSi先后滴力1I

Cy-3 标i己的羊抗兔 IgG ， 1irÎ:命 '1 1 J监 yt阳市 37 oC , 30 

min; PBS:i!lf光振洗盯淌力IIDAP!i有 11归、j 核进行复染30

s(避元， 'n~1hL 37 oC 左，ú); PBS 避 YttM~Jt 、 f点 t留水洗

涤后用 50% 级冲 U1~11J 片。采用 40 x 汕镜观察样

品， CY-3 和 DAPI 两种染料分日iJ lÌl ~iill'主5+激光器 552

nm , 358 nm 激发，分辨率为 1 024 X 1 024，发射波长

分别为 565 nm 和 460 nmo 

1.7 统计学处理

实验结果以 x:ts 表 jJ'，所有数:fhti向川 J SPSS 软件

进行统计学分析，用 Independent-samples t test 进行

均数比较，以 P<0.05 只;有统~ I 学忘义。

876 

1.4 

结果

各组 3T3-Ll 脂肪细胞葡萄糖转运的变化

以 2- 脱氧气3H]-D- 葡萄糖摄入~L检测 3T3-Ll脂

肪细胞葡萄糖转运发圳，仅 HGIns+ m，口11 3T3-Ll 脂

肪细胞(丑 25.0 mmol/L 市结柑介 0.6 nmol/LIJ壳岛主培

养 18hfri，!l先岛主剌激的葡萄椭轮运减少 55% (P< 

0.01)，而 HGIns Hl 、 LGlns+ ~R 均无明显影响(P>

0.05)( 图 1 )。

CCK-8 结果显际: 5.0 mmol/L fi<]葡萄糖含或不

含 0.6 nmol川崎亲或者 25.0 mmol/L 葡萄糖含或，+

介 0.6 nmol/L ~夷岛素培养 18 h , 3T3-L1脂肪细胞的

CCK-8 值均无明显影响(P>0.05)( .t: 1) 。

2 
2.1 

图 1 各组 3T3-L1脂肪细胞对 2- 脱氧-[3H]-D- 葡萄糖的摄取

HGlns+ 高精恢岛京剑; HGlns : I问时 JL快岛东i'II; LGlns+: 低糖 IJ夷岛

东 #11; LGlns :低糊尤帧 J冯素r1L L! Il II~ 泊. x、.J m1tllυ1] LGlns 组比较，

.P<O.OI , *P>0.05o 
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主b 屏等: NF-KB p65 {U~~糖诱导 3T3-Ll脂肪细胞膜岛紊抵抗巾的作时 877 

表 1 各组 3T3-L1脂肪细胞 CCK-8 的影响(王却)

纠1别

HGlns+ 
HGlns 

样本数(n)

9 

9 

CCK-8 值(A495 )

1. 854 士 0.024.&

1.869 ::!:: 0.038.& 
LGIns+ 9 1.839 ::!:: 0.042.& 
LGlns 9 1.855 ::!:: 0.025 
HGlns+: ，\.斗精腆岛素组; HGlnç: 高糖无月夷岛素组; LGIns+ 低糖

!快岛京吉11; LGIns 低糖无H夷岛素组，即正常对照组。与 LGIns 组

比较， .& P>0.05 0 

1.2 
a‘ 

之时
1.0 

苦r、f 0.8 
"'咱飞

F 千-

0, 6 
;z 0.4 
二E 0.2 

。

HGlns+ 

+生刊F-1(ß p6::; 

，b.1、 'W-1(11 ptìëi 

5, 0 mmollL 自ii 句就肯

25 , 0 mmoI!L前H心粉t

0,6 nmol!LI快岛;在 + 

.t在p6i)口总p65

A‘ 

HGlns LGlns" LGIns 

+ 

十

+ 

图 2 各组 3T3-Ll 脂肪细胞总 NF-KB p65 与核 NF-KB p65 的

表达

HGlns+: 品和~M夷岛东组; HGlns-: 高糖无月1夷岛素组; LGIns+: 低糖H夷岛

素纠1; LGIns : 111特~=七月亮岛素细，即 JE常对照组。与 LGIns 纽比较，

川 P<O ， O 1. * P>O , 05. .& P>0 , 05 0 

2.2 各组 3T3-Ll 脂肪细胞总 NF-1CB p65 与核

NF- 1CB p65 的表达

采用 Westem 印迹同时检测 3T3-L1脂肪细胞总

NF-KB p65 与核 NF-KB p65 的表达，结果显示:仅

HGIns+ 组，口/]3T3-L1脂肪细胞与 25.0 mmol/L 葡萄

糖含 0.6 nmol/L膜岛素培养 18 h 后，核 NF-l也 p65 的

表达明 E增加(P<O.O l)， 而 HGIns+ 组、 LGIns+ 组均

j已明显改变(P>0.05) 0 {8, HGIns+ 组、 HGIns+ 纠、

LGIns+ 组、 LGIns 组总 NF町KB p65 的表达无显著性

差异(P>0.05)( I哥 2) 。

2.3 各组 3T3-Ll 脂肪细胞 NF-1CB p65 的核转位

(图 3)

免疫荧光激)'(;扫描共聚焦检测 NF-KB p65 显示:

兰色为 DAPI t;J~ k，1"指机核区;红色为 CY-3 标记， t旨

心 NF-KB p65; 两种荧光共聚焦重台后为粉红色，指

示 NF-KB p65 转位到核内。

如图 3 所JJ\: 仅 HGIns+ 组，即 3T3-L1脂肪细胞

与 25.0mmol/L葡萄糖含 0.6 nmol/L膜岛素培养 18 h 

后，可见到 NF-KB p65 转移到核内，图中既可见到红

色又可见到粉红色;而 HGIns 组、 LGIns+ 组、

LGIns 组 NF-KB p65 均在胞浆中表达，呈红色;这说

明在1夷岛素(0.6 nmol/L)存在的条件下，高糖(25.0

mmol/L) 可以剌激 NF-KB p65 的核转位，此结果与

Western 印迹的检测结果→致。

3 讨论

Rel/NF-KB/I KB/lKK信号转导途径广泛存在于真

核细胞，调控着炎症反应、免疫反应等相关的一系

列基因表达。新近研究表明， IKKß 的活化与 IR 的

发生密切相关，是治疗IR 的重要分子靶点[ll ， IKKß 的

主要功能之一是调节 NF-KB 的转位活化， IKKß 可能

通过促进 NF-KB 的活化转位调节相关基因的表达而

引起 IR [2-4] 0 高血糖足 IKKß 的重要激活物之斗，也

是促进IR发病的关键因素[匀，那么高血糖是否通过促

进 NF-KB 的核转位而诱导 IR 呢?

由于体内的IR是在月夷岛素和高血糖存在下发生

的慢性病理过程，为了能更好地模拟体内 IR 发生的

条件，本次试验采用葡萄糖和膜岛素处理 3T3-Ll脂

肪细胞，我们发现:只有当 3T3-LI 脂肪细胞与 25.0

mmol/L葡萄糖含 0.6 nmol/L ~夷岛素培养 18 h 后，腆

岛素剌激的葡萄糖转运显著减少，而j 3T3-Ll脂肪细

胞与 25.0 mmol/L葡萄糖不含 0.6 nmol/L H夷岛京培养

18 h 或与 5.0 mmol/L 葡萄糖含 0.6 nmollL H夷岛素培

养 18 h，月夷岛素剌激的葡萄糖转运均无明显改变。

膜岛素刺激的葡萄糖转运是衡量膜岛素敏感性、判

断 IR 的重要指标，这说明只有当膜岛素(0.6 nmol/L) 

存在时，高糖(25.0 mmol/L)才可以诱导 3T3-Ll脂肪

细胞产生 IR，这与国外报道是一致的[6]，而这也正符

合体内 IR 发生的条件。

为了进→步研究高糖诱导的膜岛京抵抗与 NF

KB p65 核转忱的关系，接 F来我们用 Westem 印边检

测了 3T3-L1脂肪细胞中总NF-KB p65和核NF-KB p65 

的衣达。试验发现，仅 HGIns+ fl1, Lt/] 3T3-Ll脂肪细

胞与 25.0 mmol/L葡萄糖含 0.6 nmol/L腆岛京培养 18

h 后，核 NF-KB p65 的表达 Iljj 显增加(P<O.OI )，而

HGIns+ 组、 LGIns+ 组核 NF-KB p65 均兀明显改变(P>

0.05); 而且葡萄糖和膜岛素对 3T3-Ll 脂肪细胞总

NF-KB p65 的表达兀明显影响(P>0.05)。我们进-步

适用 F/l:命科学各研究领域的韦尔超纯水系统，使实验数据'ii逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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HGlnS-

HGl ns 

LGlns令

LGlns-

图 3 免疫荧光激光扫描共聚焦显示各组 3T3-Ll 脂肪细胞 NF-1CB p65 的核转位

HG lns+ 高糖j民岛素组; HG lns 高糖无版岛素组 ; LG l n s+ 低糖版岛索组; LGln s":低糖无!快岛素组，即正常对照组 。

用免疫荧光激光扫描共聚焦对 NF-KB p65 进行定位

显示，结果发现， 仅 HGIns+ 组，即 3T3 -Ll 脂肪细胞与

25.0 mmol/L 葡萄糖含 0. 6 nmo l/L 腆岛素培养 J 8 h 

后， 可见到 NF-KB p65 转移到核内，图中既可见到红

色又可见到粉红色; 而 HGIn s 组 、 LGIn s+ 组、

LGIns 组 NF-KB p65 均在胞浆中表达， 呈红色;这说

明在膜岛素(0 . 6 nm o l /L )存在的条件 F，高糖( 25 . 0

mmol/L)可以剌激 NF- KB p65 的核转位，此结果与

Western 印迹的检测结果一致。

由此我们认为在膜岛素(0.6 nmol/L)存在的条件

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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主，) I斤'吁: NF-KB p65 11 (;J 1')， 11 诱导 3T3-Ll脂肪细胞膜岛素抵抗巾的作)fj

下，高精(25.0 mmol/L)IIJ以的导 IR， JJ;机制可能与 Jt:

活化 NF-KB p65，使 NF-KB p65 进入核内调节相关基

因的表达，抑制借j1时庸的转运有关。至 f高糖通过

M种机iHIJ 仇:过 NF-KB 的沾化转位， NF乒-KB 又通过f

途径作川 J川工'J川l盹必丸I岛斗句古京 1:j、〕l LVJJ伞寺丰转专导相关蛋「仆|丽导致 IR 还币

Z雯z进 j步扛川J脱宋 ，京束 O 
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The Role of NF-KB p65 in Insulin Resistance Induced by 

High Glucose in 3T3-Ll Adipocytes 

Ping Yi 1, Fu-Er Lu沟， Guang Chen2, Li-Jun Xu 2, Kai-Fu 认lang2

879 

(1 Department of Traditio阳11 Chinese Medicine, 'Instiü山 ofIntegrated Traditional Chinese & Western Medicine, Tongji Hospital, 

Tongji Medical College, Huazhong University of Science & T.εchnoZogy， Wuhan 430030, China) 

Abstract This study was carried out to establish insulin-resistant cell model induced by high glucose and 

to investigate the effect of high glucose on NF-KB p65 expression and translocation in 3T3-L1 adipocytes . 3T3-Ll 

adipocytes were treated for 18 h with DMEM (1 %FBS) containing 25 mmol/L glucose with or without 0.6 nmol/L 

insulin, or 5 mmol/L glucose with or without 0.6 nmol/L insulin. 2-deoxy-[3H]-D-glucose method was used for the 

determination of glucose uptake. Western blot was used for the determination of the protein expression of total NF

KB p65 and nuclear NF-KB p65. Confocallaser scanning microscope (CLSM) was used to investigate the distribu 

tion of NF-KB p65. Only in HGIns+ group, namely 3T3-Ll adipocytes were treated for 18 h with DMEM (1 %FBS) 

containing 25 mmol/L glucose with 0.6 nmol/L insulin , the insulin-stimulated glucose transport of 3T3-Ll adipose 

cells were decreased by 55%. Both the expression of nuclear NF-KB p65 and nuclear translocation of NF-KB p65 

was increased. But total NF-KB p65 protein abundance was no change during this study. These results showed only 

in the presence of 0.6 nmol/L insulin, high glucose can induced insulin resistance and the molecular mechanism of 

which might be associated with the activation and translocation of NF-KB p65 

Key words high glucose; NF-KB p65; insulin resistance; 3T3-Ll adipocytes 
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