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·论　著·
Ret n 基因表达对 3T32L1 脂肪细胞葡萄糖摄取的影响及其机制探讨

李雅慧2 △3 ,黎怀星1 △ ,董诗源2 ,余 　超2 ,姜 　雨2 ,孙树汉3

(1. 中科院上海生命科学研究院营养科学研究所 ,上海 200031 ; 2. 国家食品药品监督管理局保健食品审评中心 ,北京

100061 ; 3. 第二军医大学基础医学部医学遗传学教研室 ,上海 200433)

[摘要 ] 　目的 :观察 Resistin 蛋白对 3 T32L1 脂肪细胞葡萄糖摄取的影响并探讨其引发胰岛素抗性的可能机制。方法 : (1)

采用放射免疫测定法检测低、正常及高表达 Retn 基因的 3 T32L1 脂肪细胞在基础状态及胰岛素刺激下的葡萄糖摄取水平。

(2)采用 RT2PCR 和实时荧光定量 RT2PCR 法测定低、正常和高表达 Retn 基因的 3 T32L1 脂肪细胞中几种葡萄糖转运信号蛋

白 ,包括胰岛素受体底物 1 ( IRS21) 、磷脂酰肌醇 3 激酶 ( PI23 K) 、丝/ 苏氨酸激酶 2 (A KT22) 、葡萄糖转运子 4 ( GL U T24) 、丝裂原

活化蛋白激酶 p38 (p38MA P K)及糖原合成酶激酶 3β( GSK23β)的表达。结果 : (1) 在基础状态及胰岛素刺激下 ,3 T32L1 脂肪

细胞葡萄糖摄取随 Retn基因表达的升高而降低。(2) PI23 K和 A KT22 两个信号蛋白 mRNA 的表达随着细胞内 Retn 基因表

达水平的升高而降低 ; GSK23β和 p38MA P K两个信号蛋白 mRNA 的表达随着细胞内 Retn 基因表达水平的升高而升高。结

论 : (1) Resistin 蛋白可以导致脂肪细胞产生胰岛素抗性 ,其机制可能与胰岛素信号通路中的 PI23 K和 Ras 通路中一些信号蛋

白表达的变化有关。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To investigate the influence of high expression of Retn gene on glucose uptake by 3 T32L1 cells and to

study it s mechanism in inducing insulin resistance. Methods : (1) Radioimmunoassay was used to determine the glucose uptake

by 3 T32L1 cells with low2 , normal2 and high2level Retn expression under basal and insulin2stimulated states. (2) RT2PCR and re2
al2time RT2PCR were used to determine the mRNA levels of several glucose t ransport p roteins in 3 T32L1 cells with different ex2
pression of Retn , including insulin receptor subst rate21 ( IRS21) , phosphatidylinositol 32kinase ( PI23 K) , A KT22 , glucose t rans2
porter24 ( GL U T24) , p38 mitogen2activated protein kinase (p38MA P K) , and glycogen synthase kinase23β( GSK23β) . Results :

The uptake of glucose decreased with the increase of Retn expression under basal and insulin2stimulated conditions. The mRNA

expression of 2 signal protein PI23 K and A KT22 decreased with the increase of Retn expression ; and the expression of GSK23β

and p38MA P K increased with the increase of Retn expression. Conclusion : Resistin protein can induce insulin resistance in adi2
pocytes , which might be related to the expression changes of some proteins in PI23 K and Ras pathways.
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　　肥胖是引发胰岛素抵抗和 2 型糖尿病的最常见

的也是最重要的因素。许多胰岛素敏感性药物的作

用机制就是通过对脂肪细胞进行转录调控而起到增

加胰岛素敏感性的作用 ,提示脂肪细胞在调节胰岛

素敏感性方面发挥着重要作用[1 ,2 ] 。Resistin 蛋白

是新发现的脂肪细胞特异性分泌因子 ,属于富含半

胱氨酸的分泌型蛋白家族的一员[3 ] ,编码该蛋白的

基因为 Retn 基因。研究表明 , Resistin 蛋白在体内

可能有调节内部新陈代谢[ 4 ] 和能量平衡的作用[5 ] ,

被认为是胰岛素抗性形成的重要信号分子 ,但其作

用机制并不十分清楚。为此 ,本研究以正常表达

Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞为对照 ,观察了高表

达 Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞在基础状态及胰岛

素刺激下葡萄糖摄取的变化 ,并采用R T2PCR及实
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时荧光定量 R T2PCR 法测定了高表达 Ret n 基因的

3 T32L1 脂肪细胞中几种葡萄糖转运信号蛋白 ,包括

胰岛素受体底物 1 ( IRS21) 、磷脂酰肌醇 3 激酶 ( PI2
3 K) 、丝/ 苏氨酸激酶 2 ( A KT22) 、葡萄糖转运子 4

( GL U T24) 、丝裂原活化蛋白激酶 p38 (p38MA P K)

及糖原合成酶激酶 3β( GS K23β)的表达情况 ,以探讨

Resistin 蛋白引发胰岛素抗性的可能机制。

1 　材料和方法

1. 1 　主要材料与试剂 　DM EM 培养基购自 In2
vit rogen 公司。胰岛素、地塞米松、32甲基2异丁基黄

嘌呤 ( IBMX) 、细胞松弛素 B ( cytocalasin B) 购自

Sigma 公司 , 22脱氧2D2[ 123 H ]2葡萄糖 ( 22Deoxy2D

[123 H ]2Glucose ,3 H2D G) 购自 Amersham Life Sci2
ence 公司。牛血清白蛋白 (BSA) 购自 B2M 公司 ;牛

血清购自 Hyclone 公司 ;胎牛血清购自 Gibco 公司 ;

谷氨酰胺购自上海生工生物工程技术服务有限公

司。R T2PCR 试剂盒购自 Ta KaRa 公司 ,特异性实

时荧光定量 R T2PCR 引物和探针由上海 CASAR2
RA Y 公司合成。3 T32L1 细胞系由复旦大学医学院

医学遗传学教研室惠赠 ,低表达及高表达小鼠 Ret n

基因的 3 T32L1 细胞系为作者构建[6 ,7 ] 。

1. 2 　3 T32L1 脂肪前体细胞的诱导分化 　正常及

高表达小鼠 Ret n 基因的 3 T32L1 细胞复苏后 ,接种

于含 10 ml 生长培养基 (含 10 %牛血清和 4 mmol/ L

L2谷氨 酰 胺 的 高 糖 型 DM EM 及 10 mmol/ L

H EPES)的 100 mm 培养皿内 ,置 5 % CO2培养箱内

于 37 ℃培养。每 24 h 更换 1 次培养液。细胞达

100 %融合时继续培养 2 d ,然后进行诱导分化 ,方法

是 :将培养液更换为含有 10 %胎牛血清、4 mmol/ L

L2谷胺酰胺、10μg/ ml 胰岛素、0. 5 mmol/ L IBMX

及 0. 25 U/ ml 地塞米松的 DM EM 诱导培养基中诱

导。48 h 更换为分化培养液 ,其组成为含 10 %胎牛

血清、4 mmol/ L L2谷胺酰胺和 0. 5 %甲基纤维素的

高糖型 DM EM 培养基。经过共 8 d 的诱导分化后

3 T32L1 细胞便完全分化为脂肪细胞。

1. 3 　3 T32L1 脂肪细胞葡萄糖摄取实验 　按文

献[8 ,9 ]介绍的基本方法进行。采用放射免疫测定法 ,

根据3 H 标记率计算葡萄糖摄取量。主要步骤如下 :

首先将诱导分化好的脂肪细胞在预先没有胰岛素的

情况下在含 10 %牛血清的高糖型 DM EM 培养基中

继续培养 3 d。然后分别吸出培养液 ,加入 5 ml PBS

将细胞洗 1 次 ;之后加入适量消化液 (含 0. 25 %胰

酶和 0. 02 %ED TA) ,在显微镜下观察细胞的形态 ,

细胞略变圆后立即吸走消化液 ,加入适量的 Krebs2

Ringer H EPES 缓冲液 (含 0. 1 %BSA ,p H 7. 4) ,用

吸管吹打瓶壁上的细胞 ,直到绝大部分细胞脱落 ,并

转入到 10 ml 试管中 , 37 ℃孵育 30 min。然后按

106 / ml 的密度加 1 ml 到试管中 ,每种样品做 3 份。

在试管中加入3 H2D G ,使反应体系的放射化学终浓

度为 18. 5 kBq/ ml (0. 5μCi/ ml) ,迅速加入胰岛素 ,

终浓度为 10μg/ ml ,同时以不加胰岛素的样品作为

基础状态。孵育 5 min 后 ,立即加入细胞松弛素 B ,

终浓度为 5μmol/ L ;将试管离心 ,吸去上清液。加

入预冷的 Krebs2Ringer H EPES 缓冲液 1 ml 洗涤

→离心 →吸去上清液 ,重复 3 次 ,使试管中的细胞完

全干燥。将干燥的试管放入闪烁杯内 ,加入闪烁液

后避光放置 12 h ,用液闪仪计数。测定时批内差异

为 4. 5 % ,批间差异为 9. 8 %。

1. 4 　3 T32L1 细胞中几种胰岛素信号蛋白 mRNA

的表达 　低、正常及高表达小鼠 Ret n 基因的 3 T32
L1 细胞经诱导分化后 ,抽提细胞总 RNA (上海华舜

公司生产的 RNA 抽提试剂盒) ,进行后续实验。

1. 4. 1 　R T2PCR 　分别取 1μg 所抽提细胞总 RNA

进行反转录 ,将所获得的全部反转录后的 cDNA 用

常规 PCR 方法进行扩增。用于 PCR 的上、下游引

物分别为 : ( 1 ) PI23 K , 5′2GA T T T T AA T CTC

AAC GGA A T G GA23′,5′2CTA GGT GTA A GA

GT G TAA TCG C23′; ( 2) A KT22 , 5′2GT G A T G

CGA A GG A GG TCA T23′, 5′2T GC T T G T GT

CCT GT G GT G23′; ( 3 ) GSK23β, 5′2A T T TA T

CA T TAA CCT A GC ACC C23′, 5′2CCA T T T

CCA A TC ACT T TC G23′; (4) p38MA P K ,5′2A GC

AAC CTA GCT GT G ACT C23′, 5′2CT G TCC

GGT TA T A GT GCA TC23′; ( 5 ) GL U T24 , 5′2
T GT CGC T GG T T T CTC CAA CT23′, 5′2CA T

A GC A TC CGC AAC A TA CT G23′; (6) IRS21 ,5′2
GCC CGA GA T A GG T GC T GA GA23′, 5′2CCT

CA G TCC CAA CCA TAA CCA23′。PCR 反应条

件以 PI23 K、A KT22、GSK23β、p38MA P K、GL U T24、

IRS21 的顺序分别为 : 92 ℃ 2 min ; 92 ℃ 30 s ;

(61 ℃; 60 ℃; 55 ℃; 58 ℃; 60 ℃; 63 ℃) 40 s ; 72 ℃ 1

min ,35 个循环 ; 72 ℃10 min。

　　最后取等体积的 R T2PCR 产物进行 1 %琼脂糖

凝胶电泳后照像 , 采用 Alp ha Innotech 公司的

Chemilmager 5500 系统进行初步定量。

1. 4. 2 　实时荧光定量 R T2PCR 分析 　取 1μg 总

RNA 用 AMV Reverse Transcrip tase XL 酶进行反

转录。上、下游引物及 T aqMan 探针分别为 : (1) PI2
3 K ,5′2GA T T T T AA T CTC AAC GGA A T G G2
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3′,5′2CTA GGT GTA A GA GT G TAA TCG C23′,

5′2A GA GAC A GC CA G CAC CA G CAC T23′; (2)

A KT22 ,5′2GT G A T G CGA A GG A GG TCA T23′,

5′2T GC T T G T GT CCT GT G GT G23′, 5′2CT G

CTC ACT CTC GGA T GC T GG CT23′; (3) GS K2
3β,5′2A T T TA T CA T TAA CCT A GC ACC C23′,

5′2CCA T T T CCA A TC ACT T TC G23′,5′2FAM2
CCT T GC T GC CA T CT T TA T CTC T GC2TAM2
RA23′; ( 4 ) p38MA P K , 5′2A GC AAC CTA GCT

GT G ACT C23′, 5′2CT G TCC GGT TA T A GT

GCA TC23′, 5′2FAM2A GA T GA CA G GCT ACG

T GG CTA CC2TAMRA23′; ( 5) GL U T24 , 5′2T GT

CGC T GG T T T CTC CAA CT23′, 5′2 CA T A GC

A TC CGC AAC A TA CT G23′, 5′2ACC T GT AAC

T TC A T T GTC GGC A T G GG23′; (6) IRS21 , 5′2
GCC CGA GA T A GG T GC T GA GA23′, 5′2CCT

CA G TCC CAA CCA TAA CCA23′,5′2T GC CAA

A GT GA T TCG CGC A G23′。以 1μl 反转录产物

cDNA 为模板进行 PCR 反应并与标准曲线比较。

PCR 反 应 条 件 以 PI23 K、A KT22、GS K23β、

p38MA P K、GL U T24、IRS21 的顺序分别为 : 92 ℃ 2

min ; 92 ℃ 15 s , ( 66 ℃; 65 ℃; 60 ℃; 63 ℃; 65 ℃;

68 ℃; 64 ℃) 1 min , 40 个循环 ;40 ℃5 s。

1. 5 　统计学处理 　采用 t 检验对实验数据进行分

析处理 ,所有数据均以 �x ±s 表示。

2 　结 　果

2. 1 　Ret n 基因不同表达水平对 3 T32L1 脂肪细胞

葡萄糖摄取的影响　基础状态下 ,低、正常及高表达

Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞的葡萄糖摄取量分别

为 (4 137. 00 ±1 213. 16) cp m、(1 880. 00 ±698. 68)

cp m 和 (1 065. 00 ±497. 83) cp m ,3 组间差异显著

( P < 0. 01 , P < 0. 01 , P < 0. 05) ,以高表达 Ret n 基因

者最低。在胰岛素刺激下 ,上述 3 组细胞的葡萄糖

摄取 量 分 别 为 ( 6 260. 00 ±1 252. 00 ) cp m、

(4 430. 00 ±1 012. 00) cp m和 (2 030. 00 ±525. 00)

cp m ,显示高表达 Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞葡

萄糖摄取量虽较基础状态下有所增加 ,但仍显著低

于正常 3 T32L1 脂肪细胞 ( P < 0. 05) 和低表达 Ret n

基因 3 T32L1 脂肪细胞 ( P < 0. 01) 的摄取水平。上

述结果提示 Resistin 蛋白可以抑制基础状态及胰岛

素刺激下的 3 T32L1 脂肪细胞的葡萄糖摄取。

2. 2 　低、正常及高表达小鼠 Ret n 基因的 3 T32L1 细

胞中胰岛素信号蛋白 IRS21、PI23 K 、A KT22、

GL U T24、p38MA P K和 GS K23β的 mRNA 表达

2. 2. 1 　R T2PCR 分析结果 　从图 1 中可以看出 :

IRS21 和 GL U T24 两个信号蛋白的 mRNA 表达水

平在 3 组细胞克隆中没有明显差异。在 Ret n 基因

低表达的 3 T32L1 脂肪细胞内 PI23 K mRNA 水平是

其在正常 3 T32L1 脂肪细胞内的 3. 2 倍 ,是在高表达

Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞内的 5. 3 倍 ;而 A KT2
2 mRNA 水平在 Retn 基因低表达的 3 T32L1 脂肪细

胞内也是最高 ,分别为其在正常 3 T32L1 脂肪细胞

内的 1. 7 倍和在 Retn 基因高表达的 3 T32L1 细胞内

的 5. 1 倍。GS K23β和 p38MA P K 两个信号蛋白的

mRNA 表达水平则随着细胞内 Ret n 基因表达水平

的升高而升高 ,其中在 Retn 基因低表达的 3 T32L1

脂肪细胞内几乎检测不到 GS K23β和 p38MA P K的

mRNA 的表达 ,而在正常的 3 T32L1 细胞和高表达

Ret n 基因的 3 T32L1 细胞内则可以检测到 ,而且高

表达 Ret n 基 因 的 3 T32L1 细 胞 内 GS K23β 和

p38MA P K的 mRNA 表达水平分别是其在正常的

3 T32L1 细胞内的 2. 8 倍和 2. 5 倍。

图 1 　3T32L1 细胞内不同胰岛素

信号蛋白表达的 RT2PCR分析结果

Fig 1 　Expression of insulin related signal proteins in

different 3T32L1 adipocytes detected by RT2PCR

1 : Retn gene less2expressed 3 T32L1 adipocytes ; 2 : 3 T32L1 adipo2

cytes ;3 : Retn gene overexpressed 3 T32L1 adipocytes

2. 2. 1 　实时荧光 R T2PCR 分析结果 　图 2 为低、正

常和高表达 Ret n 基因的 3 T32L1 脂肪细胞中 IRS2
1、GL U T24、PI23 K、A KT22、GS K23β、p38MA P K 的

实时荧光定量 R T2PCR 分析结果 ,显示 IRS21 和

GL U T24 mRNA 的表达在 3 组间均无统计学差异 ;

PI23 K和 A KT22 mRNA 的表达随 Ret n 基因表达量

的增加而减少 ( P < 0. 01、P < 0. 01、P < 0. 05) ; GS K2
3β和 p38MA P K mRNA 表达则随 Ret n 基因表达量

的增加而增加 ( P < 0. 01、P < 0. 01、P < 0. 05) 。
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图 2 　3T32L1 细胞内不同胰岛素信号蛋白表达的实时荧光定量 RT2PCR检测结果

Fig 2 　Expression of insulin related signal proteins in different 3T32L1 adipocytes detected by real2time RT2PCR

A : IRS21 ;B : GL U T24 ;C : A KT22 ;D : PI23 K; E : GSK23β; F : p38MAP K;1 : Retn gene less2expressed 3 T32L1 adipocytes ;2 : 3 T32L1 adipocytes ;

3 : Retn gene overexpressed 3 T32L1 adipocytes. 3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 vs Retn gene less2expressed 3 T32L1 adipocytes ; △ P < 0. 05 , △△ P <

0. 01 vs 3 T32L1 adipocytes

3 　讨 　论

　　Steppan 等[9 ] 曾经报道给小鼠注射 Resistin 蛋

白可以使小鼠葡萄糖耐量下降和削弱胰岛素的功

能 ,进而用抗 Resistin 抗血清中和小鼠血浆内 Re2
sistin 蛋白水平则可以增强胰岛素的功能 ,使肥胖和

胰岛素抵抗的小鼠血浆中葡萄糖水平下降。本研究

获得了与 Steppan 相似的研究结果 ,即改变 3 T32L1

细胞内 Resistin 蛋白的表达能够影响该细胞在基础

及胰岛素刺激下的葡萄糖摄取 ,高表达小鼠 Retn 基

因的 3 T32L1 细胞在基础及胰岛素刺激下的葡萄糖

摄取率降低 ,提示 Resistin 能够降低脂肪细胞对葡

萄糖的摄取 ,进而有增加脂肪细胞胰岛素抗性的作

用。

　　Resistin 蛋白增加胰岛素抗性的分子机制至今

不清。以往研究表明 ,胰岛素对肌肉和脂肪组织摄

取葡萄糖的影响主要是通过对 GL U T24 的调控来

实现的[10 ] 。我们的研究结果表明改变 3 T32L1 脂肪

细胞内 Resistin 蛋白的表达对脂肪细胞内 GL U T24

的 mRNA 表达水平没有影响 ,提示 Resistin 对脂肪

细胞内葡萄糖摄取的影响似乎不是通过增加

GL U T24 的合成和降低 GL U T24 的降解来实现的。

　　Simp son 等[10 ] 报道在 L6 肌肉细胞内 leptin 的

过高表达直接抑制胰岛素刺激的葡萄糖摄取 ,而

GL U T24 的转运和表达量却正常。本研究发现提高

脂肪细胞内 Resistin 的表达可以增加 p38MA P K的

mRNA 表达水平 ,这表明 Resistin 对脂肪细胞葡萄

糖摄取的影响可能与 p38MA P K介导的信号转导途

径有关。

　　GL U T24 的转运涉及两条通路 : PI23 K/ A KT 途

径和胰岛素受体 ( IR) 调节的 CA P 蛋白的磷酸化以

及随后所形成的 CA F2Cb12Crk Ⅱ复合体途径[ 11 ] 。

本研究观察到 Resistin 蛋白的表达的改变使 PI23 K

的调节亚基、A KT、p38MA P K、GS K23β的 mRNA

的表达都发生了改变。即 3 T32L1 脂肪细胞内 Re2
sistin 蛋白表达的改变导致胰岛素信号转导途径中

的 PI23 K和 Ras 两条通路中的几个蛋白的表达发生

了改变 ,说明 Resistin 蛋白所调控的脂肪细胞胰岛

素抗性的产生可能与这两条途径相关。本研究观察

到随着脂肪细胞内 Resistin 蛋白表达的增加 , PI23 K

和 A KT 蛋白 mRNA 表达水平都出现了相应的降

低 ,但是并没有发现两者下游的信号蛋白 GL U T24

mRNA 表达水平的改变 , GL U T24 的转运活性是否

受到改变有待进一步的研究。

　　总之 ,我们的研究表明 Resistin 可以降低 3 T32
L1 脂肪细胞葡萄糖刺激下的葡萄糖摄取 ,即 Resis2
tin 有引发 3 T32L1 脂肪细胞胰岛素抗性的作用。最

近也有研究表明 ,胰岛素抗性是由 Resistin 的过表
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达调节的[12 ] 。这种胰岛素抗性的产生与 GL U T24

mRNA 的表达无关而与胰岛素信号通路中的调节

葡萄糖摄取的 PI23 K通路有关。此外 Resistin 蛋白

的表达导致了胰岛素信号转导途径中 Ras 通路的

p38MA P K的 mRNA 表达水平发生改变 ,因此 Re2
sistin 所诱导的脂肪细胞胰岛素抗性的形成可能与

Ras 通路也有关系。p38MA P K 蛋白是胰岛素信号

通路中一个非常重要的蛋白质 ,它在调控基因表达

和细胞生长的过程中均发挥着重要作用。
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