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脂肪因子
234546#,

体外表达与妊娠期糖尿病胰岛素抵抗研究"

潘宝龙!马润玫#

"昆明医科大学研究生部
!

)7%%'$

#

!!

"摘
!

要#

!

目的
!

探讨脂肪因子
234546#,

与妊娠期糖尿病"

89:

#胰岛素抵抗"

;<

#的内在联系$方法
!

复苏%传代及诱导

分化
89:

前脂肪细胞!构建
234546#,

过表达载体!进行载体转化%培养和提取&以
'

个过表达梯度"

$&%

!

=

%

1&7

!

=

%

7&%

!

=

#转染

传代脂肪细胞!以无转染组为对照&

>.?2<

检测
234546#,

%胰岛素受体底物
.$

"

;<@.$

#%

;<@.1

磷脂酰肌醇
.'

激酶'

?;'A

"

?/7B

#(

5<CD

表达!

E4+F46,GH"F

检测
234546#,

%

;<@.$

%

;<@.1

%

?;'A

蛋白表达及
;<@.$

%

;<@.1

酪氨酸磷酸化水平!'

'I

(

.1.

脱氧
.9.

葡萄

糖摄取测定法检测不同浓度转染组细胞葡萄糖摄取率的变化$结果
!

"

$

#

234546#,5<CD

及蛋白表达随转染浓度梯度升高而表

达量增加!所构建
234546#,

过表达载体有效&"

1

#随
234546#,

表达增加!

;<@.$

)

1

%

?;'A5<CD

及蛋白表达未出现明显变化!但存

在
;<@.$

磷酸化程度稍有增加!

;<@.1

磷酸化程度变化不明显&"

'

#脂肪细胞葡萄糖摄取率与
234546#,

过表达浓度变化无明显关

系$结论
!

234546#,

在
89:

血清及网膜脂肪组织中的高表达与
89:

胰岛素抵抗的发生无必然联系$

"关键词#

!

妊娠&

234546#,

&胰岛素抗药性&动力传导!细胞

"中图分类号#

!

<-$0&10

"文献标识码#

!

D

"文章编号#
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/
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=
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=

4+FBF#",BH!#BG4F4+54HH#FN+

$

89:

%

#,+NH#,64.

+#+FB,O4&9)"(&$.

!

<4O"K46#4!

#

4PF4,!4!B,!!#QQ464,F#BF4!F3489:

L

64B!#

L

"O

R

F4O4HH+

#

GN#HF234546#,"K464P

L

64++#",OB66#46

#

F6B,+Q"654!

#

ONHF#KBF4!B,!4PF6BOF4!F34

L

HB+5#!

#

N+#,

=

'"K464P

L

64++#",H4K4H+

$

$&%

#

1&7

#

7&%

!

=

%

F"F6B,+Q4OFB,!4PF4,!F34QBF

O4HH+

#

M#F3,"F6B,+Q4OF#",

=

6"N

L

B+O",F6B+F

(

F345<CD4P

L

64++#","Q234546#,

#

#,+NH#,64O4

L

F"6+NG+F6BF4.$

"

1

$

;<@.$

"

1

%#

L
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L
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R
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$
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%
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R

>.?2<

#

L
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L

64++#","Q234546#,

#

;<@.$

"

1

#
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1
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3"+

L

3"6
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R

E4+F46,GH"F

#
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&
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=

HNO"+4N

L

FBS4B++B

R
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=
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$

%
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"QF34O",O4,F6BF#",

=

6B!#4,F

#

M3#O3MB+4QQ4OF#K4F"O",+F6NOFF34234546#,K4OF"6&

$

1

%

E#F3F34234546#,4P

L

64++#",#,O64B+4!

#

F34

5<CDB,!

L

6"F4#,4P

L

64++#","Q;<@.$

"

1B,!?;'A3B!,"+#

=

,#Q#OB,FO3B,

=

4+

#

;<@.1F

R

6"+#,4

L

3"+

L

3"6

R

HBF#",H4K4H3B!,""GK#"N+

O3B,

=

4GNFF34;<@.$

L

3"+

L

3"6

R

HBF#",MB++H#

=

3FH

R

#,O64B+4!&

$

'

%

8HNO"+4N

L

FBS46BF4"QQBFO4HH+3B9,""GK#"N+O"664HBF#",M#F3

234546#,&4&':+#.-&'

!

I#

=

34P

L

64++#","Q234546#,#,89:+46N5B,!"54,FBHB!#

L

"+4F#++N43B+,""GK#"N+H#,SM#F3F34#,+NH#,

64+#+FB,O4"Q89:&

&

?)

%

1&*$.

'

!=

4+FBF#",BH

(

234546#,

(

#,+NH#,64+#+FB,O4

(

54O3B,"F6B,+!NOF#",

#

O4HHNHB6

!!

妊娠期糖尿病$

=

4+FBF#",BH!#BG4F4+54HH#FN+

#

89:

%是在妊

娠期首次发生或发现的糖尿病#严重威胁孕妇及其子代健康)

至今为止
89:

的病因尚不清楚#众多研究一致认为
89:

是

多种因素引起的一种代谢性疾病&

$.1

'

)胰岛素抵抗$

#,+NH#,64.

+#+FB,O4

#

;<

%及由其带来的糖脂代谢紊乱是目前公认的
89:

发病的病理生理基础之一#被认为是
89:

的始发因素#而胰

岛素信号通路的异常是发生
;<

的主要原因&

'.0

'

)近年来#来源

于脂肪组织的脂肪因子$

B!#

L

"S#,4+

%与
89:

的关系备受关

注#已成为新的研究热点&

7

'

)课题组前期研究中#发现脂肪因

子
234546#,

在
89:

患者血清及体内网膜脂肪组织中明显高

表达&

)

'

#为进一步探讨这种高表达的现象与
89:;<

之间是

否存在必然的因果关系#课题组在前期研究基础上#以体外培

养
89:

脂肪细胞为载体#检测
234546#,

不同程度过表达状

态下#脂肪细胞中胰岛素受体下游信号分子胰岛素受体底物
.$

$

#,+NH#,64O4

L

F"6+NG+F6BF4

#

;<@.$

%*

;<@.1

*磷脂酰肌醇
.'

激酶

$

L

3"+

L

3BF#!

R

#,"+#F"H.'S#,B+4

#

?;'A

%

5<CD

及蛋白表达#

;<@.

$

*

;<@.1

酪氨酸磷酸化水平的变化#以及细胞葡萄糖摄取率的

变化#从胰岛素经典信号传导通路$

;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A

%探讨

234546#,

与
89:;<

的内在联系#为研究
89:

发病机理和治

疗策略提供线索)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

高糖杜尔液体培养基$

I8.9:T:

%及
)

孔细胞培

养板$美国
I

R

OH",4

公司%%#蛋白酶抑制剂$美国
:46OS5;U#.

L

"64

公司%#蛋白上样缓冲液$上海
V4

R

"F#54

公司%%#聚偏二氟

乙烯$

?W9X

#

%&07

!

5

#德国
:#HH#

L

"64

公司%%膜#人源
234546.

#,

过表达载体$广州复能基因公司%)

J3465"2Y

1

培养箱#

D;<JT2I

超净工作台#上海菁华紫外分光光度计$

-71

%#美国

DV;<J.?2<

仪#

DV;()

孔定量
?2<

板#

V#".<D9

电泳仪

$

$)0.7%7%

%)

@&A

!

人前脂肪细胞的复苏及传代培养
!

将之前冻存细胞进行

复苏和传代#具体操作方法见课题组报道文献&

)

')

89:

大网

膜前脂肪细胞的获取#符合人体试验伦理学标准#经昆明医科

(//'

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
07

卷第
1/

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$$)%%/1

%)

!

作者简介$潘宝龙$

$(-'Z

%#副主任技师#在读博士#主要从事临床围产医学研究)

!

#

!

通讯作者#

J4H

!$

%/--

%

1%17'1%

(

T.5B#H

!

L

GH)($)

"

$)'&O"5

)



大学伦理委员会批准#获得患者的知情同意)

@&B

!

人源
234546#,

过表达载体构建
!

由广州复能基因公司

协助构建#制作感受态细胞#

234546#,

质粒转染大肠杆菌#筛

选阳性克隆及扩大培养#抽提无内毒素级别质粒#最终得到

234546#,

质粒浓度为!

%&7-'

!

=

"

!

U

)

@&C

!

234546#,

过表达载体转染体外培养的脂肪细胞
!

将

234546#,

过表达载体分别按照
%

*

$&%

*

1&7

*

7&%

!

=

0

个浓度梯

度转染
89:

人源第
'

代传代脂肪细胞$分组为
%

!

=

组*

$&%

!

=

组*

1&7

!

=

组*

7&%

!

=

组%#每个浓度转染
)

孔#文中所有检

测均为
)

孔同时检测#以均值表示结果)

@&D

!

>.?2<

检测细胞中
234546#,

*

;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A 5<.

CD

表达
!

转染
0/3

后#提取细胞总蛋白和总
<CD

#

>.?2<

检测
234546#,

#

;<@.$

#

;<@.1

#

?;'A

的
5<CD

表达)各引物信

息为!

234546#,

上游
7[.2J8DJJ8JD D822DJ8DD8.

'[

#下游
7[.D8DDJJ8822D8J88D2JD.'[

(

8D?9I

上

游
7[.28D2D8J2D82282DJ2J.'[

#下游
7[.DJ8D8J

22J22D28DJD22DD.'[

(

?;'A

上游
7[.882J82JD8

22J82J2J8.'[

#下游
7[.2JJ22J;DD 8J2 D282D2

8DJ.'[

(

;<@.1

上游
7[.DDDD28D22D2D8J22JD22J

2.'[

#下游
7[.2D22J222D2D222DDJD2D.'[

(

;<@.$

上

游
7[.DDJ8J2J8JJ8JDDD8D8J88D82.'[

#下游
7[.

8DD2J2 D82J2D D2D J2D 88J DJ.'[

)结果判读!

1

$

Z

##

OF

%计算各样本相对拷贝值)

@&E

!

E4+F46,GH"F

检测细胞中蛋白表达
!

用
V2D

蛋白定量

试剂盒测定样品中蛋白含量#进行电泳*转膜*孵育抗体及显

影)检测细胞中
234546#,

#

;<@.$

#

;<@.1

#

?;'A

的蛋白表达)

文中所有
E4+F46,GH"F

检测图中上为待测条带#下为
#

.BOF#,

)

E4+F46,GH"F

检测不同浓度
234546#,

过表达组中
;<@.$

*

;<@.1

酪氨酸磷酸化水平)

@&F

!

&

'I

'

.1.

脱氧
.9.

葡萄糖摄取测定法检测
234546#,

不同

浓度质粒转染细胞后葡萄糖的摄取率
!

&

'I

'

.1.

脱氧
.9.

葡萄

糖摄取率
\

计数分钟衰变数
]1

"蛋白浓度

A

!

结
!!

果

A&@

!

不同浓度
234546#,

过表达组细胞中
234546#,5<CD

及蛋白表达
!

234546#,5<CD

及蛋白表达均随过表达浓度升

高而升高#所构建
234546#,

过表达载体有效#见图
$

$

1

)

图
$

!!

不同组别
234546#,5<CD

表达分析图

A&A

!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A5<CD

表达情况
!

随
234546#,

表达增加#

;<@.$

*

;<@.1

及
?;'A5<.

CD

均未见明显变化#见表
$

及图
'

$

7

)

A&B

!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A

蛋白表

达
!

随
234546#,

表达增加#

;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A

蛋白表达无明

显变化#见表
1

及图
)

)

图
1

!!

不同组别
234546#,

蛋白表达分析图

表
$

!!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

%

;<@.1

%

!!!

?;'A5<CD

表达&

< 8̂

'

项目
%

!

=

组
$&%

!

=

组
1&7

!

=

组
7&%

!

=

组

;<@.$ $&%% %&('̂ %&%- %&(/̂ %&%0 %&()̂ %&%/

;<@.1 $&%% %&(%̂ %&%0 %&(-̂ %&%' %&(-̂ %&%0

?;'A $&%% %&('̂ %&%( %&/7̂ %&%7 %&(0̂ %&$$

图
'

!!

不同组别
;<@.$5<CD

表达分析图

图
0

!!

不同组别
;<@.15<CD

表达分析图

图
7

!!

不同组虽
?;'A5<CD

表达分析图

A&C

!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

*

;<@.1

酪氨酸磷酸

化水平
!

随
234546#,

表达增加#

;<@.$

酪氨酸磷酸化程度有

所增加#

7&%

!

=

组
;<@.$

磷酸化程度达
%

!

=

组的
$1%_

(

;<@.1

%(/'

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
07

卷第
1/

期



磷酸化程度变化不明显)见表
'

*图
-

)

表
1

!!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

%

;<@.1

%

!!!

?;'A

蛋白表达&

< 8̂

'

项目
%

!

=

组
$&%

!

=

组
1&7

!

=

组
7&%

!

=

组

;<@.$ %&()̂ %&$( %&(1̂ %&$7 %&(0̂ %&1$ %&(-̂ %&10

;<@.1 %&-%̂ %&$) %&-)̂ %&$' %&-7̂ %&%( %&-0̂ %&$$

?;'A $&00̂ %&1$ $&'(̂ %&1- $&0'̂ %&$0 $&0(̂ %&$(

图
)

!!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

%

;<@.1

及

?;'A

蛋白表达图

表
'

!!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

%

!!!

;<@.1

磷酸化水平&

< 8̂

'

项目
%

!

=

组
$&%

!

=

组
1&7

!

=

组
7&%

!

=

组

;<@.$ $&1/̂ %&$) $&'$̂ %&$- $&0%̂ %&1$ $&77̂ %&10

;<@.1 %&)1̂ %&%( %&7)̂ %&%- %&7$̂ %&%/ %&7-̂ %&%)

图
-

!!

不同浓度
234546#,

过表达组
;<@.$

(

1

磷酸化水平

A&D

!

&

'I

'

.1.

脱氧
.9.

葡萄糖摄取测定检测不同浓度
234546#,

过表达组脂肪细胞的葡萄糖摄取率
!

随
234546#,

表达增加#

脂肪细胞葡萄糖摄取率变化不明显#各组与
%

!

=

组比值分别

为!

$&%

!

=

组
%&(-

#

1&7

!

=

组
%&(-

#

7&%

!

=

组
$&%$

#见图
/

)

图
/

!!

不同浓度
234,46#,

过表达组细胞

葡萄糖摄取率分析图

B

!

讨
!!

论

!!

89:

被认为是早期的
1

型糖尿病$

J19:

%#其短期影响

往往是孕妇羊水过多*新生儿低血糖*巨大儿*产后大出血*难

产等的危险性增加#其长期影响则表现为
89:

孕妇首诊之后

$%

$

$7

年内患
J19:

的概率高达
7%_

$

)%_

#尤其集中于产

后前
7

年#是中老年女性
J19:

患者的主要来源#其子代极易

出现生长速度过快*青春期肥胖*糖耐量受损或糖尿病等#严重

威胁孕妇及其子代健康&

-

'

)近年来#全球
89:

发病率持续升

高#包括我国在内的发展中国家形势更为严峻#我国已经成为

世界第一糖尿病大国#患病人数已达
$&7

亿#

89:

发病率已上

升至妊娠妇女的
$-&7_

&

/

'

)且随着我国+全面二孩,政策的放

开#高龄孕妇的增加#预计
89:

的发病率将进一步上升#

89:

对母体和子代带来的短期和长期影响及不断上升的
89:

患病

率#将会成为困扰中国女性健康及优生优育的严重问题之一)

探索
89:

发病机制#从病因学上寻找
89:

防治的关键靶点#

为
89:

治疗策略提供依据#具有极其重要的价值和意义)

课题组前期研究中发现
234546#,

在
89:

患者血清及体

内网膜脂肪组织中都出现了明显的高表达#血清
234546#,

水

平与
89:

患者血脂类指标$

J2

!

/\%&0%1

#

!

$

%&%7

(

J8

!

/\

%&0%%

#

!

$

%&%7

%及炎症指标$

3+.2<?

!

/\%&'17

#

!

$

%&%7

%呈

正相关#说明
89:

与
234546#,

之间存在一定的联系)血清

234546#,

水平可以反映和提示患者的高脂血症$脂肪蓄积*肥

胖%和慢性炎症状态#血清
234546#,

值越高#这表明高脂血症

和慢性炎症程度就越重)提示临床可将
234546#,

血清学水平

检测作为一种常规检测#来判断患者糖脂代谢紊乱程度及慢性

炎症程度#而这二者均为
89:

发生的高危因素#及早预防和

治疗将大大降低孕妇的
89:

患病风险)

前期局限于血清和人体内组织学的研究#只是揭示了

234546#,

与
89:

之间存在的这种表象#同时#带来了新的问

题#即
234546#,

与
89:

的
;<

是否存在因果关系#如果存在#

那么是
234546#,

的升高导致了
89:;<

的发生#还是
89:

;<

的发生导致了
234546#,

的升高- 为进一步研究其内在联

系#课题组采用了体外表达实验研究)因涉及医学伦理学问

题#目前对于基因表达与疾病的关系研究多以体外实验方式进

行#常见的是细胞培养和动物模型)学术界针对脂肪展开的生

物学研究#多数实验样本均采用啮齿类动物脂肪细胞&

(.$%

'

)尤

其对于人脂肪细胞的研究#更多是采用了小鼠
'J'.U$

前脂肪

细胞)不可忽视的一个影响因素是#啮齿类动物与人类存在明

显的遗传学差异#且两者之间的代谢途径也迥然不同#因而#将

其作为实验样本往往难以避免潜在的实验缺陷问题#从而影响

数据和结论的科学性)相对而言#作为一种特异化的前体细

胞#人体中的前脂肪细胞具有增殖和向脂肪细胞定向分化的能

力#在人的一生中均存在并持续作用#且与糖尿病*肥胖*动脉

硬化等代谢类疾病的关系较为密切&

$$

'

)本课题在前期工作

中#成功建立了
89:

网膜脂肪细胞原代培养及增殖分化模

型#以人源细胞作为研究载体#进行后续有关
89:

方面的研

究#更具科学性)并且#以取自
89:

网膜组织而培养传代的

前脂肪细胞#可能更多地保留了
89:

其他的一些基因信息#

更真实地模拟地
89:

基因环境#使结果更具有说服力)这也

是本课题得以顺利进行的基础条件和特点之一)

本研究中#课题组采用了大肠杆菌表达系统#将所构建

234546#,

过表达载体转化大肠杆菌#筛选阳性克隆及扩大培

养后#抽提无内毒素级别质粒#对得到的过表达载体直接以
>.

?2<

验证相应
5<CD

表达#分别以低$

$&%

!

=

%#中$

1&7

!

=

%*

高$

7&%

!

=

%

'

个过表达载体浓度梯度转染
89:

脂肪细胞#发

现
5<CD

水平随着过表达载体浓度增加而增加#充分说明!

$

$

%所构建
89:

网膜脂肪细胞原代培养及增殖分化模型真实

有效#具有正常生理功能和表达能力($

1

%所构建
234546#,

过

表达载体有效#随梯度增加而表达增加)

目前众多研究理论认为#

;<

主要由受体后信号传导的异

常引起)胰岛素受体的信号传导主要经过两个途径#即
?;'A

途径和
<B+.

丝分裂原激活的蛋白激酶$

<B+.:D?A

%途径)

?;'A

途径是胰岛素受体信号传导的经典途径#也是胰岛素对

$(/'
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年
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期



代谢调节的主要途径#主要作用于葡萄糖摄取#糖原合成和降

解的调节(

<B+.:D?A

途径主要与基因转录的调控有关#主要

作用于细胞生长和分化的调节&

$1

'

)两条途径相互独立#在一

定条件下#也能相互激活)其中#

;<@

是胰岛素信号通路的关

键物质)目前已发现的
;<@

家族成员有
0

个$

;<@.$

*

;<@.1

*

;<@.'

*

;<@.0

%)

;<@.$

是胰岛素信号传导的+船坞,蛋白#目前

研究认为
;@<.$

的表达可能与具有
J19:

家族史的患者密切

相关#

;@<.$

表达不足或者磷酸化异常可导致
;<

*而
;<@.1

在

;<

*

J19:

的发生中起着极其重要的作用#一旦
;<@.1

的表达

出现异常#机体将很快出现糖尿病样症状&

$'

'

)

基于上述理论#本次研究选取的是
234546#,

与
89:

胰

岛素
?;'A

信号传导途径的关系研究#通过对
234546#,

不同

过表达浓度梯度在体外培养
89:

脂肪细胞中胰岛素信号传

导通路
;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A5<CD

及蛋白表达检测#

234546#,

不同过表达浓度梯度
;<@.$

*

;<@.1

磷酸化水平检测#发现在所

培养的脂肪细胞内!$

$

%随
234546#,

表达增加#

;<@.$5<CD

及蛋白表达未出现明显变化#但存在
;<@.$

磷酸化程度有所增

加#

7

!

=

组
;<@.$

磷酸化程度达
%

!

=

组的
$1%_

($

1

%随

234546#,

表达增加#

;<@.15<CD

*蛋白表达及酪氨酸磷酸化

程度变化不明显($

'

%

?;'A5<CD

及蛋白表达随
234546#,

过

表达浓度增加无明显变化)结果提示#

234546#,

与
;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A

并不存在明显关联#

234546#,

的表达增强#并不会

导致胰岛素受体下游信号分子
;<@.$

*

;<@.1

*

?;'A

的变化#即

234546#,

与
89: ;< ?;'A

经 典 途 径 基 本 不 存 在 关 系#

234546#,

的升高不会导致
89:

的
;<

#不存在因果关系)课

题组随后的不同过表达组脂肪细胞葡萄糖摄取率实验发现#随

着
234546#,

过表达载体浓度增加#脂肪细胞的葡萄糖摄取率

无明显变化#说明
234546#,

对脂肪细胞不具有胰岛素增敏作

用#也证实了这一观点)

有理论认为脂肪的蓄积及脂肪细胞体积的增大可使脂肪

细胞
234546#,

的合成及分泌增多#

234546#,

可促进脂肪细胞

的分化成熟及脂代谢#如此反复可引起更高水平
234546#,

的

表达#肥胖及
234546#,

的高表达促进系统性炎症的发生#加剧

肥胖及脂代谢紊乱的发生#高
J8

则可促进脂肪组织分泌更高

水平
234546#,

&

$0

'

)体外实验发现#胰岛素可促进离体脂肪组

织
234546#,

的分泌#生理胰岛素水平却对脂肪组织
234546#,

的分泌无影响#长期高胰岛素血症可促进机体脂肪组织

234546#,

的分泌并使血清
234546#,

显著升高&

$7

'

)课题组先

前研究发现
234546#,

与
89:

脂代谢紊乱及慢性炎症状态有

关#结合本次研究结果#笔者认为
234546#,

在
89:

血清及网

膜脂肪组织中的高表达#很可能仅是一种肥胖*

89:

慢性炎症

状态及
;<

的补偿机制#是
89:

机体存在的脂肪蓄积*高脂血

症及慢性炎症状态与
234546#,

的一种交互影响的结果#临床

上可以此作为一种衡量孕妇脂代谢紊乱程度和是否存在慢性

炎症状态的+生物学标志,#但与
89:

的
;<

的发生无必然的

联系)

尽管如此#

234546#,

与
89:

之间是否存在其他途径的内

在联系- 本研究中发现的随
234546#,

表达增加#

;<@.$5<.

CD

及蛋白表达基本未见变化#但
;<@.$

磷酸化程度有所增加

如何解释- 如果
234546#,

在
89:

血清及网膜脂肪组织中的

高表达仅是一种肥胖*

89:

慢性炎症状态及
;<

的补偿机制#

那么这种补偿机制更深层次的内在机制是什么- 抑制
89:

中
234546#,

的表达#会不会是
89:

治疗的一种新的思路-

这些问题都有待于学术界的共同努力和进一步深入探讨)
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