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#诱导的分化后的
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细胞

脂滴代谢的影响%方法
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肥胖是全世界范围内重要的公共卫生问题&

$
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#从

细胞层面看#肥胖发生的原因在于脂肪细胞体积肥大

和增生所造成#而这些现象的主要原因之一就是细胞

内脂肪过度的堆积&

1

'

#其在形态上主要表现为中央超

大脂滴的形成)细胞形态的改变#脂滴作为脂肪细胞

内一种特殊的细胞器#在调节细胞内脂质代谢过程中

起到关键作用#其过度的膨大将会导致生物体脂质代

谢紊乱&

'

'

#是胰岛素抵抗*

1

型糖尿病*非酒精性脂肪

-'(

重庆医学
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肝病等疾病的重要特征之一&
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'在骨骼中

的作用早已被大量且深入的研究#而近些年#越来越

多的证据表明
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的缺乏是肥胖的独立危

险因素&
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)细胞研究也发现
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可在体外

培养的脂肪细胞中起到调节脂肪代谢的作用#并明显

抑制脂肪生成#减少细胞内脂肪含量&
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)虽然
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对脂肪细胞脂质代谢的研究已有很多#但结

果并不一致#且其对脂肪细胞脂滴融合能力影响的研

究还未见报道)本研究观察其对细胞脂滴形态和脂

肪细胞脂滴融合相关基因的影响#为其有效地防治提

供新的思路)
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材料与方法
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司#用含
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胎牛血清和
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双抗的
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养基#在
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*
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1

的无菌培养箱中进行细胞培

养#每隔
1!

更换
$

次培养基)当细胞生长至
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$
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时进行传代)

?&?&@

!
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$美国
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H8

公

司%#胰岛素注射液$江苏万邦生化医药股份有限公

司%#二甲基亚砜$

6S>̀

#上海生工生物工程股份有

限公司%#棕榈酸$

Q?

#北京
>"G8KM#"

公司%#牛血清白

蛋白$
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#德国
\#"<K"OO

公司%#油红
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法蛋白

检测试剂盒*三酰甘油$
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术研 究 所%(
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和
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$日本
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公司%#
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反转录试
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?
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公司%#酶标仪$美国
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公司%#

4̀

1

培养箱*离心机*超净工作台*

Q42

仪$美国
@C9KH"

公司%#倒置显微镜$日本
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公司%#水浴锅$北京永光明医疗仪器有限公

司%#电子天平$上海天美天平仪器有限公司%)
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诱导液的配置
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诱导液
+

#在含
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不同浓度
Q?

溶液
!

取
'%Y \>?

溶液#置于

55^

水浴中
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置于
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溶液中配成
$% HH"G
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储存液#于
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水浴中
'%H#,

#在
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溶液迅速与
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储存

液混合振荡#用
$%YB\>

高糖
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定容于
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培养液#现用现配)
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诱导分化
!

采用.鸡尾酒法/#将细胞以每毫

升
1_$%

5 个接种于
)

孔板中#待细胞接触抑制
0/C

后#将细胞培养基换为诱导液
+

$计为分化第
%

天%#

每
1

天换
$

次液)

0!

后换诱导液
!

#每
1

天换
$

次

液)至分化第
/

天时#

(%Y

以上细胞分化为成熟脂肪

细胞)

?&@&B

!

肥大脂肪细胞模型的建立
!

将细胞以每毫升

1_$%

0 个接种于
()

孔板中#当细胞接触抑制后按上

述方法进行诱导分化#待
'@'.;$

细胞分化为成熟脂

肪细胞后#分别用
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培养液干预
10C

后#进行
S@@

细胞活力检测)同样

将细胞以每毫升
1_$%

5 个接种于
)

孔板中#待细胞分

化为成熟脂肪细胞后#用不同浓度的
Q?

培养液干预

10C

后#测细胞质
@X

#根据试剂盒说明书进行)筛选

出最佳干预浓度)

?&@&C
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不同浓度
$

#
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干预
!

将正常培养

的
'@'.;$

细胞按照每毫升
1_$%

5 个接种于
)

孔板

中#当细胞接触抑制
0/C

后进行诱导分化)待细胞分

化为成熟脂肪细胞后#根据筛选出的最佳
Q?

浓度进

行造模#造模
10C

后分别用
$
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的
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对模型细胞干预
10C

#并设置分化成熟的

脂肪细胞为对照组#

Q?

干预的为模型组#以及
'

个不

同浓度的干预组)

表
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引物设计和合成

项目 上游引物 下游引物
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5h.XX?XX@44X4?@4@@44?4@.'h 5h.X4?X4???@X?@?X4?X44?4?.'h

QQ?2.
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5h.X444@@@XX@X?4@@@?@XX.'h 5h.4?XX@@X@4@@XX?@X@44@4.'h

4=6:.8 5h.4XXX??@?X44?X?X@4?44.'h 5h.@X@X4?@4XX?@X@4X@?XX.'h

4=6:.E 5h.X444?X@@44@@44@@@4@X.'h 5h.??4?4@4@4@4X4?4?44@4.'h

]4Q.$ 5h.4?XX4@@44?X@?44?@@?X.'h 5h.4@@XX?4@X?X@4X@?X?X4.'h

Q;=A.$ 5h.??XX?@44@X4?44@4?4?4.'h 5h.44@4@X4@X??XXX@@?@4X.'h

!!

QQ?2

!过氧化物酶体增殖物激活受体(

4=6:

!细胞死亡诱导
6BB05

样效应物

/'(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



?&@&T

!

油红染色
!

按照上述方法诱导分化
/!

后#将

培养基吸出#每孔加
$H;

的
Q\>

冲洗
1

次#每孔加
$

H;

的
0Y

多聚甲醛固定
$5

$

1%H#,

)弃去多聚甲

醛#

Q\>

冲洗后#加入油红染色
$5H#,

#吸出染剂后加

入
Q\>

润洗#于倒置显微镜下观察各组脂滴形成

情况)

?&@&U

!

脂滴数量和平均直径
!

采用
=H8

F

9.

7

K"

7

GI+

)&%

计算干预后各组脂滴数量和平均直径)

?&@&V

!

@X

水平
!

检测干预后各组
@X

水平)

?&@&W

!

2@.

P

Q42

!

提取
2A?

#反转录成
E6A?

#稀

释
5

倍后#

2@.

P

Q42

检测
QQ?2.

"

*

QQ?2.

'

*

4=6:.

8

*

4=6:.E

*

]4Q.$

*

Q;=A.$H2A?

表达情况)

Q42

的反应条件为!

(5^'%+

#预热(

(5^5+

#

)%^'%+

#

0%

个循环)上下游引物见表
$

)
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统计学处理
!

采用
>Q>>1$&%

统计软件进行分

析)对实验所得计量数据进行正态性检验#方差齐者

多组间直接用单因素
?À 3?

分析组间整体差异#如

有差异则用
@IU9

J

法进行两两比较(方差不齐者用

\K"N,.B"K+

J

DC9

对单因素
?À 3?

结果进行校正#

如果有差异则用
X8H9+.["N9GG

法进行两两比较)如

果数据不符合正态性#则用非参数的秩和检验进行统

计分析)

!

$

%&%5

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

筛选最佳
Q?

浓度
!

S@@

检测结果表明#

)%%

%

H"G

"

;

和
(%%

%

H"G

"

;Q?

可使分化后的
'@'.;$

细胞活力下降#差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#不作为

最佳造模浓度)剩余组别中
'%%

%

H"G

"

;

组细胞
@X

水

平最高#差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#本研究最终选

用
'%%

%

H"G

"

;Q?

浓度作为造模最佳浓度#见图
$

)

!!

?

!各浓度
Q?

干预后细胞活力(

\

!各浓度
Q?

干预后
@X

水平(

"

!

!

$

%&%5

#与对照组相比

图
$

!!

筛选最佳
Q?

浓度造模

!!

?

!各组
@X

水平(

\

!各组脂滴数量(

4

!各组脂滴平均直径(

"

!

$

%&%5

#与模型组比较

图
1

!!

不同浓度
$

(

15

%

`[

&

1

6

'

对细胞脂滴的影响

!!

?

!对照组(

\

!模型组(

4

!

$,H"G

"

;

组(

6

!

$%,H"G

"

;

组(

:

!

$%%,H"G

"

;

组

图
'

!!

各组细胞油红染色%

_1%%

&

('(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



!!

?

!

QQ?2.

"

(

\

!

QQ?2.

'

(

4

!

4=6:.8

(

6

!

4=6:.E

(

:

!

Q;=A.$

(

B

!

]4Q.$

(

"

!

!

$

%&%5

#与模型组比较

图
0

!!

各组细胞脂滴代谢相关基因
H2A?

表达情况

@&@

!

脂滴直径和计数
!

用不同浓度
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预模型细胞后油红
`

染色结果显示#模型组脂滴数

量明显多于对照组$

!

$

%&%5

%#脂滴平均直径大于对

照组$

!

$

%&%5

%(与模型组相比#

$,H"G

"

;

组无论是

脂滴数量还是平均直径差异均无统计学意义$

!

%

%&%5

%#

$%

*

$%%,H"G

"

;

组脂滴数量明显增加#脂滴平

均直径明显减小$

!

$

%&%5

%(模型组
@X

水平明显高

于对照组$

!

$

%&%5

%#而
$%

*

$%%,H"G

"

;

组
@X

水平

明显低于模型组$

!

$

%&%5

%#见图
1

*

'

)

@&A

!

脂滴相关基因
H2A?

表达情况
!

模型组

QQ?2.

"

H2A?

表达与对照组相比差异无统计学意

义$

!

%

%&%5

%(

$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预
10C

后#高*中*低

'

个浓度组的
QQ?2.

"

H2A?

表达均明显高于模型

组$

!

$

%&%5

%)

QQ?2.

'

H2A?

表达各组间差异均

无统计学意义$

!

%

%&%5

%)模型组
4=6:.8H2A?

表

达明显高于对照组$

!

$

%&%5

%#而
$,H"G

"

;

组与模型

组差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%#

$%

*

$%%,H"G

"

;

组

4=6:.8H2A?

表达明显低于模型组$

!

$

%&%5

%)

4=6:.EH2A?

表达在对照组与模型组之间差异无统

计学意义$

!

%

%&%5

%#

$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预后的各浓度

组均明显低于模型组$

!

$

%&%5

%)

]4Q.$H2A?

表

达只在
$%%,H"G

"

;

组与模型组差异有统计学意义

$

!

$

%&%5

%)

Q;=A.$H2A?

表达在对照组与模型组

之间差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%#

$%

*

$%%,H"G

"

;

组与模型组差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#见图
0

)

A

!

讨
!!

论

!!

脂滴是一个动态的细胞器#其核心主要是由
@X

和胆固醇酯构成#在表面由单层磷脂包围#脂滴作为

储存能量和代谢脂肪酸及固醇的细胞器#负责大量膜

结构和激素的合成)脂滴在不同的细胞中有不同的

表面蛋白#它们调节着脂滴的结构和功能#其中包括

QQ?2

家族*

4=6:

家族*

Q?@

家族等)

本研究中采用
'%%

%

H"G

"

;Q?

对诱导分化
/!

的
'@'.;$

细胞进行肥大效果的模拟#虽然通过油红

染色观察到细胞内形成了大量脂滴#但无论是分化后

的对照组还是模型组#都没有观察到脂肪细胞典型的

中央大脂滴出现)在其他学者对
'@'.;$

细胞成脂分

化的研究中#分化后油红染色拍照的放大倍数一般在

0%

倍甚至更小#不能观察出细胞内脂滴的形态&

).-

'

#而

\̀ >4[=

等&

/

'用与本文相同的方法对
'@'.;$

细胞进

行成脂诱导分化#

/!

后油红染色#显微放大倍数
0%%

倍的结果中并未发现中央大脂滴#对此疑问可能还需

进一步研究探讨#体外研究用于诱导细胞成脂的方法

可能还不够完善)通过软件对显微照片中脂滴量化

后#模型组脂滴无论从数量还是平均直径上相较对照

组均明显增加)

$

#

15

$

`[

%

1

6

'

对模型细胞进行干预

后#

$%

*

$%%,H"G

"

;

组脂滴平均直径相比于模型组明

显降低)而对于
$,H"G

"

;

浓度的
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

从

油红染色的照片中并未观察到与模型组脂滴明显的

形态变化)

QQ?2+

在脂质代谢过程中的作用已经开展了大

量研究&

(

'

#其中
QQ?2.

"

是调节能量代谢和脂质氧化

的关键因素#在脂类代谢调节中起着枢纽作用(而

QQ?2.

'

是脂肪细胞分化和脂肪细胞因子表达的主要

调节剂#参与脂肪细胞分化和糖脂代谢的调节&

$%

'

)除

QQ?2+

近几年有关脂质合成代谢的研究发现
4=6:

是重要的调节蛋白#

4=6:.8

和
4=6:.E

在脂肪细胞脂

滴代谢的调控中都有重要作用&

$$

'

)同时#

Q?@

家族

中
Q;=A.$

在脂肪细胞中高度表达#并调节脂质的分

解过程)本研究中#

$%

*

$%%,H"G

"

;

组的
QQ?2.

"

和

Q;=A.$H2A?

表达明显高于模型组#而
4=6:.8

和

4=6:.EH2A?

表达相比模型组明显下降#提示
$%

*

$%%,H"G

"

;

浓度
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预可以在一定程

度上抑制
Q?

对分化后
'@'.;$

细胞造成的脂肪堆积

%0(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



作用#抑制脂滴融合#与
4[?AX

等&

1

'研究中产生促

进脂肪分解效果的剂量相同)该研究只在
$%%,H"G

"

;

组
]4Q.$H2A?

表达与模型组有统计学差异#提

示
$%%,H"G

"

;

浓度
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

能增加空热产生#

促进脂代谢)虽然
$,H"G

"

;

组与模型组相比脂滴变

化差异无统计学意义$

!

%

%&%5

%#但
QQ?2.

"

H2A?

表达相比模型组明显升高#

4=6:.EH2A?

表达明显

下降#提示
$,H"G

"

;

浓度的
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

浓度太

低#在
10C

的干预时间内还不足以对细胞脂滴的生物

代谢产生明显的变化)而在
b=

等&

$1

'研究中发现

$,H"G

"

;

的
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

就可产生明显的效果#但

还未见有用
$,H"G

"

;

浓度
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预成脂

分化后
'@'.;$

细胞的报道)

$

#

15

$

`[

%

1

6

'

干预后#

尤其是
$%

*

$%%,H"G

"

;

浓度#包括
4=6:.8

*

4=6:.E

*

Q;=A.$

等均出现明显的变化#提示其可能抑制了脂

质在细胞内的堆积)

QQ?2.

'

是调节脂肪细胞脂质代

谢的主要因子#主要表达在脂肪组织中#用于调节脂

肪细胞的活动#脂质的代谢#应答胰岛素信号#并且与

炎症相关&

$%

'

#但
QQ?2.

'

H2A?

表达在所有组之间

差异均无统计学意义$

!

%

%&%5

%#与
4[?AX

等&

1

'的

研究结果不一致)而
\̀ ;>̀ A=.;̀ Q:>

等&

$'

'用
1%%

%

H"G

"

;

的棕榈油酸干预成脂分化后的
'@'.;$

细胞#

发现棕榈油酸可以增加脂肪细胞脂质的分解#并且此

过程依赖于
QQ?2.

"

的激活#而非
QQ?2.

'

)

综上所述#本研究发现
$

#

15

$

`[

%

1

6

'

可以抑制

Q?

造成的成脂分化后
'@'.;$

细胞的脂质堆积#

$%

*

$%%,H"G

"

;

浓度效果较为明显#脂滴体积变小#数目

变多#脂滴融合受抑制#脂肪降解的速度加快#导致脂

肪细胞储存脂肪的能力降低)

$

#

15

$

`[

%

1

6

'

可能通

过激活
QQ?2.

"

来起到抑制脂肪堆积的效果#而

QQ?2.

'

可能并不参与其中)
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