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曲格列自同对人网膜前脂肪细胞分化过程中基因表达

和脂肪细胞因子分泌的影晌
阴津华 l 杨静 l 黎明 2 *

( 1 山西医科大学第一医院， 太原 030001 ; 2 中国医学科学院中国协和医科大学北京协和医院，北京 100730 )

摘要 采用肢原酶消化法分离培养人大网膜前脂肪细胞。 曲格列嗣干预细胞，油红O 染色鉴

定分化状态， ELISA 测定脂肪细胞因子分泌水平 ， RT-PCR观察分化转录因子和脂肪细胞因子mRNA

表达，以期从内脏脂肪的储脂和内分泌功能角度探讨哮哇;民二自同类药物的作用机制 。 结果发现，曲

格列嗣能促进人前脂肪细胞分化，提高脂肪细胞储脂能力;显著增加脂联素分泌，调节瘦素分泌;抑

制抵抗素分泌，提示哮口坐坑二自同类药物可通过调节脂肪细胞因子谱改善机体月夷岛素抵抗和夫症状态。

其作用机制可能主要通过促进 PPARy2、 CÆBPα和脂蛋白酣酶(Lipoprotein lipase, LPL)等基因的表

达。 脂肪细胞的增加和瘦素分泌的改变可能部分解释P塞吐炕二画同类药物增加体重的负面效应 。

关键词 曲格列酣;前脂肪细胞; 分化;脂肪细胞因子;转录因子

肥胖，尤其以内脏脂肪增多为主的中心性肥胖，是

腆岛素抵抗及其相关的 2 型糖尿病 、 动脉粥样硬化

和代谢综合征等疾病的危险因素。 肥胖在细胞水平

， 是由脂肪细胞数量过度增多和体积异常增大所致[l] ，

因此研究内脏脂肪细胞的增殖和l分化以及在细胞水

平进行干预是靶向治疗肥胖和膜岛素抵抗的关键环

节[2] 。 目前认为脂肪组织不仅是储脂器官而且也是

内分泌器官，分泌的众多脂肪细胞因子， 各具不同的

重要生理功能 ， 参与维护机体内环境的稳定。 内脏

脂肪细胞内分泌功能失调是连接中心性肥胖、 腆岛

素抵抗与其相关疾病的基础 [3 ] 。

唾 |哇皖二酣类(TZDs)药物为膜岛素增敏剂，通

过激活过氧化物酶体增殖物激活受体y(PPARγ)增加

膜岛素敏感性，广泛应用于治疗2型糖尿病和膜岛素

抵抗相关疾病[4] ， 但其作用机制仍有待深入研究 。

PPARγ 有两个 N- 末端不同的异构体， PPARy1 和

PPARy2，属于同一基因选择性剪切的结果， 两者在

脂肪组织内均表达丰富。 但 PPARy2 基本上是脂肪

组织专一性表达，而PPARγ1 则在骨髓肌和肝脏细胞

中等各种组织中均有低水平表达[5J 。 因此， 哇哇炕

二酣类药物主要作用于脂肪细胞， 也作用于骨陆肌和

其它膜岛素敏感组织。

由格列酣是第一个唾瞠;民二酣类药物， 具有代

表性 。 我们前期工作通过建立人前脂肪细胞培养模

型[旬， 初步观察到曲格列酣对人大网膜前脂肪细胞的

增殖和分化都有影响 [7 ， 8] 。 本文进一步探讨曲格列嗣

对人网膜前脂肪细胞分化相关基因表达和脂肪细胞

因子分泌的影响，从调节内脏脂肪储脂和内分泌功能

角度探讨哇哇炕二酣类药物的作用机制 。

1 材料与方法

1.1 原代培养和鉴定

选择择期开腹知情同意的手术病人，无全身代

谢及内分泌疾病，无服用干预糖及脂肪代谢的药物

史， 年龄<50 岁，体重指数<25 。 切取新鲜的大网膜

脂肪组织约 5-10 g，采用本实验室已建立的方法[6] ，

剪脂肪组织为 0.5 rnrn3_1 mm3 的小块， 加含有 2 g/L 

I 型胶原酶 5 时， 37
0

C 7}(浴振荡消化 1 h 。 消化液用

孔径 200 i=I 的筛网过滤， 滤液 200 g 离心 5 min 后弃

上清 。 沉淀细胞用含 15%FCS 的 DMEM/F12(l : 1 )基

础培养基混悬接种 。 通过增殖培养和诱导分化可以

观察到细胞浆内出现脂质聚集符合经典前脂肪细胞

鉴定的 3 个标准[9 ] 。 本课题组在系列的研究中亦证

实所培养的前脂肪细胞可分化诱导成为具有完整内

分泌功能的成熟脂肪细胞[ I OJ 。
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Table 1 PCR primer, annealing temperature and number of amplification turns 

Genes Upstream primer Downstream primer Amplification Annealing Turns 
(5'-3 ') (5 '-3') fragment(bp) temperature(C) 

1且pun ACC CTG TGC GGA TTC TTG TGG CTC TGT CTC TGT GGA GTA GCC TGA AGC 417 55 35 

Adiponectin CTG GGA GCT GTT CT A CTG C GTC TCC AAT CCC ACA CTG A 353 56 35 

Resistin A TG AAA GCT CTC TGT CTC CTC GCA CTG CGC GCG ACC TCA 341 68 40 

PPAR12 GCG A TT CCT TCA CTG ATA CAC TAATAAGGTGGAGATGCAGGC 307 ω 32 

C/EBPα GCAAGGCCAAGAAGTCGGTGGAC TGC CCA TGG CCT TGA CCA AGG AG 252 70 35 

LPL ACA CAG CTG AGG ACA CTT GC CAC TGG GTA ATG CTC CTG AG 227 59 35 

ß-actin GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA CTT CCT T AA TGT CAC GCA CGA τTI C 540 56 26 

1.2 曲格列酬对人前脂肪细胞分化的影响

原代培养的细胞以 1()5个 1m] 的密度接种于 24 孔

培养板，设对照组(D-Ma饵12分化培养基含 0.5 阳。比

膜岛素 、 0.2 μmol/L 地塞米松、 0.2 μmol/L T3 、

33μmol/L 生物素 、 1 7μmol/L 泛酸钙和 10 mg/L 转

铁蛋白)和三组干预组(分化培养基分别含 0.1μmoνL、

1μmo l/L 和 10 μmo l/L 曲格列酣) 。 前 3 天均 以

0.5 mmo l/L 3- 异丁基 -1- 甲基黄嘿岭(lBMX)诱导

启动分化 。 以上主要试剂均购 自 Sigma 。 分组干

预至第 18 天，倒置相差显微镜(IX-71 ， Olympus，日

本)下观察并照相，油红 0 染色抽提法[61测定吸光度

值(测定波长 490 nm) 。 实验重复 3 次 (N=匀，每次

取 4 孔均值(n=4) 。

1.3 曲格列酣对人前脂肪细胞分化过程中分泌脂

肪细胞因子的影晌

1.3.1 实验设计 原代培养的细胞以 105 个 Iml 的

密度接种于 24 孔培养板，设对照组 1(D-MEM/F-12

的基础培养基) 、对照组 2(分化培养基)和干预组

(含 10 μmol/L 曲格列酬的分化培养基)。在诱导细胞

分化过程中，从第三天后隔日取上清 -80 .C冻存，至

21 天诱导完成后同期同批测定脂联素、瘦素和抵抗

素水平。实验重复 3 次， 每组设 5 孔重复(N=3 ， n=5) 。

1.3.2 瘦索、脂联素和抵抗素 ELISA 瘦素测定

采用北京协和医院内分泌科建立的 BA-ELISAl川， 灵

敏度为 0.03μg/L ， 批内和批间变异系数分别为<7%

和<9 % 。 脂联素测定采用美国 Phoenix Pharmaceu­

ticals 公司试剂盒(EK-ADI-01 ) ， 灵敏度为 0.15μg/L，

批内和批间变异系数分别为<3%和<8% 。 抵抗素测

定采用美国 Phoenix Pharmaceuticals 公司试剂盒(EK-

028-36) ， 灵敏度为 0.016 问IL， 批内和批间变异系数

分别为<3 % 和<1 0% 。

1.4 曲格列国同对己分化脂肪细胞表达转录因子和

脂肪细胞因子rnRNA 的影响及脂肪细胞因子蛋白

分泌的变化

1.4.1 实验设计 原代培养的细胞以 106 个 1m] 的

密度接种于 6 孔培养板，分化诱导至第 16 天，收集细

胞上清 -80 .C冻存，用无血清 D-MEM/F-12(1:1)的基

础培养基冲洗细胞，设基础培养基为对照组， 含终浓

度为 10μmol/L曲格列酣的基础培养基干预组， 干预

细胞 24 h 后收集上清 -80 .C冻存，同期同批测定上请

中脂联素、瘦素和抵抗素的蛋白含量。同时提取干

预后细胞内 RNA， RT-PCR 分析 PPARy2 、 LPL ， CI 

EBPα、脂联素、 瘦素和抵抗素的 mRNA 表达。 实

验重复 3 次，每组设 3 孔重复(N=3 ， n=3) 。

1.4.2 半定量反转录 PCR 采用 Trizol 试剂提取细

胞总 RNA。逆转录反应体系为 20 μ1，其中 10xBuffer

RT2μl 、 2.5 μmoνL 的 dNTP2 μl 、 OligodT(10 μM)

2μl 、 总 RNA2μg、 RNase inhibitor(10 UIμ1) 2 μl 和

Omniscript Reverse Transcriptase 1μ1 0 PCR 反应采

用的特异引物、扩增片断、相应退火温度和循环圈

数见表 1 。基本反应条件: 94 .C预变性 5 min , 94 .C 

变性 50 s，特异退火温度 50 s, 72 .C延伸 1 min，循环

相应圈数后 72 .C延伸 8 rnin o PCR反应体系为 25μ1 ，

含 cDNA 1 阳， 目的片段及内参照基因上下游引物

各25μmol/L(上海生物技术工程服务有限公司合成)，

2xPfu PCR MasterMix 1 2.5μ1 0 PCR 反应结束后，取

5μl 扩增产物 1% 琼脂糖凝胶电泳， 经紫外凝胶图像

扫描仪(UVI 公司，英国)扫描 。 PCR 产物送上海生物

技术工程服务有限公司测序验证。

1.5 统计学分析

数据用王 :i: S 描述， 采用 spssl3.0 软件，采用独立

样本 t检验和单向方差分析 P<O.05 有统计学意义 。 "

2 结果

2.1 曲格列酣对人前脂肪细胞分化的影晌

与对照组相比，不同浓度的曲格列酣均促进细
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化组有增加，之后差别显著且呈高分泌状态。

抵抗素仅由前脂肪细胞分泌，随诱导分化成熟，

蛋白分泌量从 75 士 2 . 11 pg/ml 迅速下降，到分化第

7 天至 21 天不能检测到。在相同条件下， 10μmollL 

曲格列酣组抵抗素下降趋势更明显(图 2) 。

2.3 曲格列酣对己分化脂肪细胞表达转录因子和

脂肪细胞因子 mRNA 的影响

干预组与对照组比较， 能促进 PPARγ2 、 LPL 、

CÆBPα和脂联素的mRNA表达，抑制瘦素 mRNA表

达， 未检测到抵抗素 mRNA 表达(图 3 ) 。

2.4 曲格要IJ酬对己分化脂肪细胞分泌脂肪细胞因

子的影晌

前脂肪细胞分化诱导至第 16 天，将板中细胞分

为对照组与 10μmoνL 曲格列酣干预组，测定两组间

细胞上清液的瘦素与脂联素水平，组间无明显差别， 提

示组间具有可比性;未检测到抵抗素分泌 。 不同组

间干预细胞 24 h 后，同期同批测定上请中脂联素、

瘦素和抵抗素的蛋白含量， 结果提示 : 10 Il mol/L 曲格

列酣干预己分化脂肪细胞 24 h， 瘦素分泌量较对照组

降低(*P<Ü.05) ， 月旨联素分泌较对照组明显增加(#P<ü.Ol ) ，

未检测到抵抗素分泌(图的 。
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* I I 

1.5 

0.5 

2 

胞内脂质聚集增加，油红0染色后 A值示 1. 1 -1. 8 倍

增加; 组间比较提示由格列酣促分化作用有剂量依

赖性( 图 1 ) 。

2.2 曲格列酬对人网膜前脂肪细胞分化过程中分

泌脂肪细胞因子的影响

人前脂肪细胞可以分泌瘦素，即在用基础培养

基的一组可以检测到低水平的蛋 白量，但其分泌量

随时间的延长几无变化。在用分化培养基诱导的

一组， 随细胞分化成熟， 瘦素分泌量逐渐增多。含

IOllmol/L 曲格列酣的干预组，瘦素分泌量随分化进

程逐渐增加， 后期阶段呈现下降趋势 。

人前脂肪细胞不能分泌脂联素，即用基础培养

基的一组上清收集液中未能检测到脂联素蛋白分

泌。在用分化培养基诱导的一组， 脂联素需待分化

诱导到第7天才可以检测到低水平的分泌，此时显微

镜下己可观察到有内含脂滴的脂肪细胞出现， 第 17

天分泌量达最高峰，在分化终末阶段似有下降趋势。

含 10μmol几 曲格列酣的干预组，脂联素分泌量随分

化进程显著升高，从第 7 天起，各时段的分泌量较分

Troglitazone 

o 0.1 1 10 (μmol/L) 

Effect of troglitazone on human preadipocyte 

differentiation, *p<o.os. 

。

Fig.l 

讨论

曲格列酣是第一个哇哇炕二酣类代表药物，在

体外研究中发现其促进人前脂肪细胞分化 。 此现象

使我们联想到临床服用药物后患者有体重增加的不

利结果， 但值得注意的是患者服药后肥胖的程度轻微

且无肥胖相关的膜岛素抵抗，因此， 此类药物仍以膜

岛素增敏的疗效广泛应用于临床 。 可能机制在于 :

(1 ) 最近研究[ 1 2 ， 1 3]提出，内脏型肥胖引起的 2 型糖尿
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Fig.2 Effect of troglitazone on adipocytokines secretion during the process of preadipocytes differentiation 

A: leptin (LEP); B: adiponectin (APN) ; C: resistin (RS N) . 
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病很可能并不完全是由于脂肪细胞分化过度引起，而

是由于脂肪细胞分化不良所致，即由于脂肪组织分化

障碍导致不能产生足够数量的成熟脂肪细胞来容纳

过多的能量，从而导致脂肪细胞体积增大，引起脂肪

细胞膜岛素抵抗;血浆非酶化脂肪酸(FFA)"溢出"

增多， 使储脂压力转移至肝、肌肉等其它器官，造

成脂肪的异位沉积，进而诱发全身膜岛素抵抗。 本

研究提示曲格列酣可通过促进增殖分化增加内脏脂

肪细胞储脂能力，从而参与改善膜岛素抵抗。 (2) FFA 

和细胞内脂质积聚不仅通过葡萄糖-脂肪酸循环导致

经氧化和非氧化途径的糖代谢障碍，还直接抑制葡萄

糖剌激膜岛 自 细胞分泌腆岛素的能力，加快 P 细胞凋

亡， 抑制膜岛素在骨锵肌和肝脏的效应，以上环节被

称为 "脂质毒性作用"[ 1 4] 。 本研究发现曲格列酬可

防导前脂肪细胞分化成熟，从而可以减少 FFA 外溢，

阻断"脂毒性效应"。

脂肪细胞不仅仅是传统的脂肪存储库，更重要的

是具有多种复杂的内分泌功能。 瘦素可通过中枢和

外周两条途径对机体的膜岛素敏感性起双向调控作

用 。 下丘脑是瘦素作用的重要的中枢位点 。 在外周

肝脏组织，瘦素剌激肝糖原分解和脂肪组织中脂肪酸

的 。 氧化， 增加了肝糖和 FFA 的输出 。 在膜腺组织，

瘦素可直接抑制膜岛素分泌和腆岛素原 mRNA 的表 f

达[ 1 5] 。 内脏脂肪对瘦素存在高敏感性，更易释放出

游离脂肪酸(FFA)引起膜岛素抵抗[16] 。 脂联素不仅

可以直接调节糖、 脂代谢，还有抗炎和对血管的保

护作用。目前把脂联素水平看作是一种衡量全身膜

岛素敏感性的整合指标(integrator)，甚至可视为与
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HbAlc 相当的蛋白分子作为一种广泛用于流行病学

研究的诊断工具[ 171 。 有证据提示， 抵抗素是一种前

』 炎性细胞因子[ 1 8] 0 Ohmori 等[ 19]证实抵抗素是伴随冠

心病的独立危险因子，提示了抵抗素在动脉粥样硬化

性疾病的发病过程中起重要作用 。 Kintscher 等[20]最

近报道哇哇炕二酣类药物可以保证来源于脂肪组织

的脂肪细胞因子分泌产物的平衡和足量。 本研究在

前脂肪细胞分化成熟过程中给予曲格列酣干预，观察

上述重要脂肪细胞因子分泌的变化。 结果发现: 早

期阶段，曲格列酣显著减少抵抗素分泌;中期阶段，曲

格列酣同时促进脂联素和瘦素的分泌，但脂联素分泌

增加的量更多;分化成熟阶段， 在分化组脂联素水平

己下降的情况下，曲格列酣组脂联素水平仍维持高分

泌状态;在分化组瘦素水平仍维持平均水平的情况

下，曲格列酣组瘦素分泌己下降。 因此本文研究提

示曲格列酣在促进前脂肪细胞分化同时，还可以调整

抵抗素、脂联素与瘦素等脂肪因子的分泌模式，从

而发挥调节脂肪组织内分泌功能的作用 。

为探讨由格列酣对己分化的人脂肪细胞储脂和

内分泌功能的作用机制我们用无血清无分化诱导剂

的基础培养基将由格列酣配制为 10μmol/L 的浓度，

短暂作用于己分化的脂肪细胞 24 h。结果发现: (1 ) 

曲格列酣促进 PPAR怡 和 C/EBPαmRNA 的表达。

PPAR识 和 C厄BPα是调控脂肪细胞分化的主要转录

因子[21] 0 PPARy2 最具脂肪组织特异性， C/EBPα 在

脂肪细胞分化中起着关键性作用，能够促进 PPAR恒

的高表达，保持分化细胞的表型[刀] 。 因此， J摩瞠炕

二酣类药物可通过促进PPARy2和 CÆBPα mRNA 的

表达促进人前脂肪细胞分化为储脂功能完善的成熟

脂肪细胞。 (2) 曲格列酣促进 LPLmRNA 表达 。 LPL

是内源性甘油三醋(TG)代谢的关键酶之一，能加速

TG分解。 有研究发现，血浆 LPL 浓度与心血管疾病

风险显著负相关 [23] 。在 2 型糖尿病患者中，应用

TZDs 药物可改善其血脂异常， 血浆 HDL-c 水平升高，

TG 和 FFA 水平降低I叫 。 因此， TZDs 药物可通过调

节 LPL mRNA 表达发挥调节脂质代谢、降低心血管

疾患风险的作用 。 (3) 在脂肪因子分泌方面，曲格列

酣直接促进脂联素 mRNA 表达， 抑制瘦素 mRNA 表

达，蛋白分泌检测结果与之相符。但在诱导前脂肪

细胞分化成熟过程中检测到曲格列酣增加瘦素蛋白

分泌，似乎与其直接抑制分化的脂肪细胞瘦素mRNA

表达不衍 。 考虑可能与诱导分化培养基中含有高浓

度的膜岛素和地塞米松等因子有关，这些因子的整合

作用可能在诱导脂肪细胞分化的同时瘦素分泌也增

加[25-281。在去除这些因素后， 曲格列酣则直接抑制分

化的脂肪细胞瘦素表达和分泌。 瘦素是经典的饱食

信号I29] ， 鉴于其在能量稳态中的作用，对瘦素的抑制

作用可能部分解释 TZDs 药物促进食欲的负面效应。

对于己分化的脂肪细胞我们未检测到抵抗素 mRNA

表达，这也与在分化的脂肪细胞上清中未检测到抵抗

素蛋白相符。当曲格列酣作用 24 h 后 ， 仍未检测到

抵抗素 mRNA表达和蛋白的分泌，提示TZDs 药物至

少不促进人抵抗素表达和分泌，这与在咱齿类动物

TZDs 药物显著抑制抵抗素的表达不同 [30] 0 (4 ) 关于

影响脂肪因子的分泌机制:己有文献报道PPAR恒的

激活是脂联素基因转录所必需的，在脂联素的启动子

区存在 PPREl3 1]; C/EBPα 是脂联素基因转录完全激

活的一个关键因子[32]; 抵抗素基因表达的正调控机

制是由于 C/EBPα，激活的00 和 CBP，提高了抵抗

素启动子的组蛋白乙献化。 罗格列酣在成熟脂肪细

胞内减少组蛋白乙酌化和 C厄BPα 的结合，从而降低

抵抗素 mRNA 表达阳。 C/EBPα 参与介导瘦素启动

子区的转录， 是瘦素 mRNA 表达的调控因子[叫。因

此， TZDs 药物可通过促进 PPARy2 和 C厄BPα mRNA

的表达促进人前脂肪细胞分化为内分泌功能完善的成

熟脂肪细胞 。

综上所述， TZDs 类药物可以通过增加内脏脂肪

细胞储脂能力和改善脂肪细胞因子谱发挥缓解内脏

腆岛素抵抗和机体炎症状态等作用 。 其机制可能主

要在于促进 PPARy2 、 C/EBPα 和 LPL 基因的表达。

同时，脂肪细胞的增加和瘦素分泌的减少可能部分解

释 TZDs 类药物增加体重的负面效应 。
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Effect of Troglitazone on Gene Expression and Secretion of 

Adipocytokines during Human Omental Preadipocytes Differentiation 

Jin-Hua Yin' , Jing Yang' , Ming Li2* 
('First Affiliated Hospital, Shanxi Universiη of Medical, Taiyuan 030001 , China; 2Peking Union Medical CoUege Hospital, Chinese 

Academy of Medical Sciences, Beijing 100730, China) 

Abstract Omental preadipocytes were primarily cultured and interfered by collagenase digestion. Troglitazone 

intervention cells, oil red 0 staining differentiation , ELISA determination of the level of secretion of adipocytokines, 

RT-PCR observation for the differentiation transcription factors and fat cell factor mRNA expression, the purpose is 

to study mechanism of thiazolidinediones from the perspective of the visceral fat storage lipid and endocrine. The 

results showed that troglitazone increased the human preadipocyte differentiation, improved visceral adipose tissue 

storage lipid capacity; it can significantly increase adiponectin secretion; regulate leptin secretion; inhibite resisting 

factor secretion. This suggested that thiazolidinediones improved insulin resistance and inflammation in the body by 

regulating adipocytokines spectrum. The main mechanism is to promote PPAR节， CIEBPαand lipoprotein lipase 

(LPL) of mRNA. The increase in fat cells and changes in leptin secretion may partly explain the negative effects of 

thiazolidinediones in increasing body weight. 

Key words troglitazone; preadipocyte; differentiation; adipocytokines; transcription factors 
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