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研究
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二羟基维生素
[

对人大网膜脂肪细胞分化过程的作用&方法
#

培养人大网膜脂肪细胞#在其生长

的不同阶段加入
$

#

%&6

二羟基维生素
[

#观察其对细胞的分化过程中的三酰甘油和细胞内脂肪积聚的作用&结果
#

$

#

%&6

二羟基

维生素
[

对人脂肪细胞的分化有抑制作用#并抑制三酰甘油的合成&结论
#

该研究结果可为肥胖人群人体合理地摄入维生素
[

提供理论指导&
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脂肪组织不仅是体内主要的能量储存器官#而且具有重要

的内分泌功能#在维持机体的能量及糖.脂肪代谢稳定方面具有

十分重要作用(

$

)

*脂肪细胞作为脂肪组织的主要组成成分#其

增殖与分化异常可导致肥胖或者脂肪组织发育不良#尤其是肥

胖#其发病率呈逐年上升趋势#已成为世界性的健康问题(

%

)

*
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#
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二羟基维生素
[

是一组具有生物活性的脂溶性类固醇衍生

物#具有广泛的生理作用*除调节体内钙离子.磷代谢外#还影

响免疫.神经.生殖.内分泌.上皮及毛发生长等*近来研究发现

补充钙和维生素
[

有助于纠正肥胖患者的脂质代谢紊乱(

P

)

*

C

#

材料与方法

CHC

#

材料
#

[G=G

(中科院血研所$

N*;7)

&)%胰酶$中科院血

研所&%胎牛血清$中科院血研所&%二甲基亚砜$

[GLB

&(中科

院血研所$

L*

0

@1

&)%

<

型胶原酶(中科院血研所$

N*;7)

&)%牛血

清清蛋白$中科院血研所&%

$

#
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二羟基维生素
[

(上海基星

$

L)914;*)

&)%胰岛素(上海基星$

I-7/)+

&)%地塞米松(上海基星

$

L)914;*)

&)%转铁蛋白(上海基星$

L)914;*)

&)%油红
B

(上海基

星$

L)914;*)

&)%苯酚红($上海基星$

L)914;*)

&)%异丙醇(上海基

星$

L)914;*)

&)*

CHD

#

方法

CHDHC

#

人大网膜前脂肪细胞原代培养(

#

)

#

大网膜组织取材于

剖腹产孕妇#无全身代谢及内分泌疾病#无服用糖及脂肪代谢

药物史*$

$

&超净台内取新鲜切除的大网膜脂肪组织#磷酸盐

缓冲液$

KIL

&冲洗#剔除结缔组织和血管%$

%

&充分剪碎脂肪组

织为
$@@

P 的小块%$

P

&加入
%

倍体积的
'H%]

的
.

型胶原酶#

P!e

振荡
&'@*+

%$

#

&加入
[G=G

#吹打混匀后
$''

目筛网过

滤%$

&

&

$'''4

"

@*+

离心
$'@*+

#弃上清%$

U

&加入完全
[G=G

吹打混匀#分瓶于
P!e

#

&]MB

%

培养箱中培养*

%#3

后换液#

以后每
%:

换液
$

次*取
#

代细胞进行实验*

CHDHD

#

人大网膜前脂肪细胞的形态观察
#

$

$

&制作细胞爬片

置于
MB

%

培养箱中培养(

&

)

%$

%

&分别于
$

.

%

.

P

.

&

.

!:#]

多聚甲

醛固定细胞爬片%$

P

&行
Z=

染色#中性树胶封片#镜下观察%

$

#

&行油红
B

染色'将爬片置于油红
B

染剂中
%'@*+

#水洗#水

溶性封片剂封片#立即拍照$油红
B

染色会很快消退&%$

&

&显

微镜下观察诱导分化过程中细胞形态学改变以及细胞内脂滴

产生情况*

CHDHE

#

三酰甘油含量的测定
#

按照实验设计分组'未分化组.

诱导分化组.分化
a$'

h#维生素
[

组.分化
a$'

hU维生素
[

组.

分化
a$'

h"维生素
[

组.分化
a$'

h$'维生素
[

组%诱导分化
&:

后
#]

多聚甲醛固定细胞爬片%磷酸盐缓冲液$

KIL

&洗
P

次#每

次
&@*+

%

'H$] (4*/)+_6$''

孵育
$&@*+

%

KIL

洗
P

次#每次
&

@*+

%

P]

过氧化氢孵育
$&@*+

%

KIL

洗
P

次#每次
&@*+

%参照

G844

O

等(

U

)的方法测定三酰甘油含量#并略加改进*以每细胞

总蛋白中所含三酰甘油的量表示细胞三酰甘油的含量*分每组

U

孔#相同试验重复
P

次#并以
P

次实验结果的均数做统计学分

析$表
$

&*

D

#

结
##

果

DHC

#

人大网膜脂肪细胞的培养.分化的形态学观察
#

原代培

养的人大网膜前脂肪细胞#倒置相差显微镜镜下观察细胞形态

类似成纤维细胞#呈棱形.不规则形等%经分化培养基培养#形

态逐渐变圆#前脂肪细胞逐渐分化为内含反光脂滴的脂肪细胞

$彩插
-

图
$

&*经油红
B

染色细胞内脂质着色#而未分化细胞

胞质内无着色#提示诱导分化的细胞内有富含脂肪的液滴#证

实为脂肪细胞*在倒置显微镜放大
%''

倍下数每个视野下分

化细胞占总细胞数的比例#共数
$'

个视野计算平均数#约有

!']

的细胞可以分化为脂肪细胞*

表
$

#

不同浓度
$

$

%&6

二羟基维生素
[

对脂肪细胞

##

三酰甘油含量的影响

组别
$

三酰甘油含量

未分化组
U 'H%$c'H'&

分化组
U

%H&$c'H'!

)

分化
a$'

h#维生素
[

组
U

%H'Pc'H$#

)

分化
a$'

hU维生素
[

组
U

$HT!c'H$'

)

分化
a$'

h"维生素
[

组
U

$HP#c'H$"

)

分化
a$'

h$'维生素
[

组
U

$H%Tc'H'&

)"

DHD

#

不同浓度
$

#

%&6

二羟基维生素
[

对人大网膜脂肪细胞分

化过程的抑制作用
#

油红
B

为脂质染色剂#通过对分化细胞

进行油红
B

染色后在显微镜下观察#可以定性地看出分化细

胞脂滴的变化*脂肪细胞分化成成熟脂肪细胞#形态由最初的

梭形或三角形变成椭圆形充满脂滴*培养至第
!

天的脂肪细

P%$%

重庆医学
%'$$

年
!

月第
#'

卷第
%$

期



胞经油红
B

染色后#脂滴被亲脂的油红
B

着色而呈红色#细胞

质不着色$彩插
-

图
%

&*

$'

h"

.

$'

h$'维生素
[

组的细胞内脂

滴较多#

$'

h#

.

$'

hU维生素
[

组细胞内脂滴明显减少#但均少

于分化组#而未分化组无着色*

$

#

%&6

二羟基维生素
[

是以剂

量依赖的方式抑制人大网膜脂肪细胞的分化*

E

#

讨
##

论

在正常个体中#脂肪组织内的脂肪细胞数目基本保持在一

个相对稳定的范围内#脂肪细胞的增殖分化与衰老死亡处在一

个动态的平衡中(

!

)

*而肥胖患者体内的这种平衡被打乱#脂肪

细胞出现异常增殖和分化#或者是脂肪细胞衰老死亡减少#最终

出现脂肪细胞数目的增加和体积的增大#临床上表现为肥胖(

"

)

*

当个体的体质量增加时#其脂肪组织的体积增加显著#而骨骼和

肌肉体积几乎无明显变化(

T

)

*这一方面是由于过多的能量在体

内被合成三酰甘油#并储存于脂肪细胞#而三酰甘油的不断积累

则会使脂肪细胞体积增大*有研究发现
$

#

%&6

二羟基维生素
[

通过
C[5

抑制脂肪形成过程中的关键分子过氧化物酶体增殖

物活化受体
!

及
MMDD(

增强子结合蛋白仅来调节脂肪形

成(

$'

)

*本实验发现#前体脂肪细胞的形态与成纤维细胞相似#

经适当分化诱导剂的刺激#其细胞骨架和细胞外基质逐渐发生

变化#细胞开始进入由不成熟脂肪细胞向成熟脂肪细胞的转变*

此时#细胞形态由椭圆型逐渐趋于圆形或类圆形#胞体逐渐增

大#胞质中开始出现小脂滴#标志脂质开始积累#小脂滴不断增

多并融合为较大的脂滴#可经油红特殊染色呈红色#获得成熟脂

肪细胞的形态特征*一般来说#分化进展越好#脂质含量越高#

使用油红染色时着色越多*本研究证实维生素
[

是以剂量依

赖的方式抑制人大网膜前脂肪细胞的分化*

$

#

%&6

二羟基维生

素
[

呈剂量依赖性地抑制体外培养的细胞三酰甘油的积聚*

细胞油红染色显示#由于
$

#

%&6

二羟基维生素
[

的作用#细胞着

色明显减少#表明
$

#

%&6

二羟基维生素
[

可以抑制细胞向成熟脂

肪细胞分化*这也许可以拓宽科研人员对维生素
[

药理作用

的认识#在临床上为给予肥胖人群提供维生素
[

提供理论支持*
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