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蛋白酪氨酸磷酸酶１Ｂ在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中表达的变化

陈　月，邹大进，张　征，王　淼，吴　捷
（第二军医大学长海医院内分泌科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中蛋白酪氨酸磷酸酶１Ｂ（ＰＴＰ１Ｂ）ｍＲＮＡ表达及其蛋白水平的变化，探讨

ＰＴＰ１Ｂ与脂肪细胞分化的关系。方法：体外培养３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化成熟过程中（第１～１０日），

采用油红Ｏ染色及ＲＴＰＣＲ法检测过氧化物酶体增殖物活化受体γ２（ＰＰＡＲγ２）基因表达评价脂肪细胞分化成熟情况，ＲＴ

ＰＣＲ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测脂肪细胞分化过程中ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ表达及其蛋白水平的变化。结果：随着脂肪细胞诱导分

化逐步深入，油红Ｏ染色显示其中脂滴形成逐渐增多，至占全视野９０％以上；同时ＰＰＡＲγ２基因表达逐步增多，均提示脂肪细

胞分化逐步成熟，至最终分化为成熟脂肪细胞。ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ和蛋白水平在前脂肪细胞中表达较高，随着脂肪细胞的逐步成

熟，其表达逐渐降低，至分化成熟时表达水平降至最低。结论：在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化成熟过程中，ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ及其蛋

白表达水平逐渐减低，ＰＴＰ１Ｂ可能参与了脂肪细胞分化。
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　　作为最早被纯化的蛋白酪氨酸磷酸酶之一，蛋
白酪氨酸磷酸酶１Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
１Ｂ，ＰＴＰ１Ｂ）一直被认为是胰岛素受体后信号转导
的主要负性调控因子［１３］，近年来更是成为治疗肥
胖、２型糖尿病等胰岛素抵抗相关疾病的新靶点。
多项研究［４］证实，ＰＴＰ１Ｂ水平降低可使实验小鼠肝
脏和肌肉组织中胰岛素受体（ＩｎｓＲ）和胰岛素受体底
物（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ＩＲＳ）蛋白的磷酸化增
强，胰岛素信号转导增强，提高胰岛素敏感性。然而
在同样是胰岛素主要作用靶点———脂肪组织的研究
中，ＰＴＰ１Ｂ对脂肪组织胰岛素敏感性的影响不完全
相同。在ＰＴＰ１Ｂ基因敲除小鼠中，脂肪组织中胰岛
素受体的去磷酸化丝毫未受影响［４］。Ｒｏｎｄｉｎｏｎｅ

等［５６］研究发现，低ＰＴＰ１Ｂ对ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪组织
胰岛素相关的蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ）磷酸化无影响，对
脂肪细胞中胰岛素介导的葡萄糖转运亦无明显作

用。然而，一项最近的研究［７］显示，在脂肪组织中特
异性敲除ＰＴＰ１Ｂ基因可导致小鼠体质量增加。相
关研究结论迥异，存在争议，无法弄清ＰＴＰ１Ｂ对脂
肪细胞的作用。为此本课题组选用３Ｔ３Ｌ１前脂肪
细胞进行体外培养诱导分化，观察在脂肪细胞分化
成熟过程中ＰＴＰ１Ｂ基因及蛋白表达的变化，以探讨

ＰＴＰ１Ｂ在脂质合成和成脂过程中的作用。
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１　材料和方法

１．１　材料　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞株由上海市瑞金医
院内分泌科实验室惠赠；重组人普通胰岛素购自

ＮｏｖｏＮｏｒｄｉｓｋ公司；地塞米松（ＤＥＸ）、３异丁基１
甲基黄嘌呤（３ｉｓｏｂｕｔｙｌ１ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，ＭＩＸ）购
自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ 细胞培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公
司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自上海实生细胞生物技术有
限公司，ＤＭＳＯ为宜兴市化工厂产品。ＲＴＰＣＲ实
验试剂中，ＴＲＩｚｏｌ为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，

ｄＮＴＰ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ、ＭＭＬＶ 逆转录酶为美
国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 产 品，Ｔａｑ 酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００购自大连宝生物工程有限公司，二乙基焦碳
酸乙酯（ＤＥＰＣ）、琼脂糖、ＲＮａｓｉｎ购自上海生工生物
工程技术服务有限公司，引物由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验试剂
中，抗小鼠多克隆ＰＴＰ１Ｂ抗体购自 Ｕｐｓｔａｔｅ生物技
术公司，羊抗小鼠二抗购自华舜公司。

１．２　３Ｔ３Ｌ１细胞的培养和诱导分化　将３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞接种于６孔培养板，采用完全培养液
（１０％ＦＢＳ＋１００Ｕ／ｍｌ青霉素＋１００Ｕ／ｍｌ链霉素
的高糖ＤＭＥＭ），在３７℃、５％的ＣＯ２条件下培养，每

２ｄ换液１次。待细胞生长至完全融合后２ｄ开始
诱导分化，具体步骤为：将培养液换为含０．５ｍｍｏｌ／

ＬＭＩＸ、０．２５μｍｏｌ／ＬＤＥＸ和１０μｇ／ｍｌ胰岛素的
完全培养液孵育４８ｈ，再换以含１０μｇ／ｍｌ胰岛素
的完全培养液孵育４８ｈ，随后以不含任何诱导剂的
完全培养液继续培养，每２ｄ换培养液１次，直至第

１０日９５％以上细胞已经分化为成熟的脂肪细胞。
收集诱导分化第１～１０日处于不同分化过程的细
胞，－７０℃冻存备用。

１．３　３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞的油红Ｏ染色　采用油红Ｏ
染色鉴定分化成熟的３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞。先用０．０１
ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３次，１０％多聚甲醛固定细胞１０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗净后将细胞晾干２０ｍｉｎ，加入油红Ｏ染
液于细胞表面，静置１０ｍｉｎ后用６０％异丙醇洗细胞

２次，以去除多余的染料。再以双蒸水洗３～４次
后，用苏木精染细胞核２ｍｉｎ。用水洗５～１０ｍｉｎ，
倒置显微镜下观察结果，拍照。

１．４　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中过氧化物酶体
增殖物活化受体γ２（ＰＰＡＲγ２）ｍＲＮＡ的表达　应
用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒分别提取３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导
分化第１～１０日的细胞总ＲＮＡ。用紫外分光光度
计检测 ＲＮＡ 浓度与纯度，要求 Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在

１．８～２．０之间。采用 ＲＴＰＣＲ 法检测 ＰＰＡＲγ２

ｍＲＮＡ的表达。ＲＴ：各样本取５μｇ的ＲＮＡ，加入

ＲＮａｓｉｎ０．５μｌ，加入 ＤＥＰＣ水至总体积为１０μｌ，

７０℃水浴５ｍｉｎ、冰上５ｍｉｎ。再加入５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ
５μｌ、ＲＮａｓｉｎ０．５μｌ、ＭＬＶ１μｌ、１００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
０．５μｌ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１μｌ，加入ＤＥＰＣ水至总体积为

２５μｌ，４０℃水浴６０ｍｉｎ，７０℃水浴１５ｍｉｎ，冰上终止
反应。ＰＣＲ反应：自行设计扩增基因引物，ＰＰＡＲγ２
上游引物 ５′ＴＧＧ ＡＡＴ ＴＡＧ ＡＴＧ ＡＣＡ ＧＣＧ
ＡＣＴＴＧＧ３′，下游引物５′ＣＴＧＧＡＧＣＡＧＣＴＴ
ＧＧＣＡＡＡＣＡ３′，ＰＣＲ产物为１８２ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游
引物５′ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ３′，下
游引物５′ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ３′，

ＰＣＲ产物为２２８ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为ｃＤＮＡ１μｌ，

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰ０．５μｌ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ
ＰＰＡＲγ２、βａｃｔｉｎ上下游引物各０．５μｌ，Ｔａｑ酶０．３

μｌ，ＤＥＰＣ水补足２５μｌ。扩增条件：９４℃预变性５
ｍｉｎ，之后９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，扩增３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终
止反应。ＰＣＲ产物的检测：取ＰＣＲ产物５μｌ，加样
于１％琼脂糖凝胶，０．５×ＴＢＥ为电泳缓冲液，１００Ｖ
恒压电泳３０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物在紫外线透视仪显影拍
照。Ｋｏｄａｋｄｉｇｉｔａｌｓｃｉｅｎｃｅ３１０分析电泳条带密度
值，ＰＰＡＲγ２基因ｍＲＮＡ的表达水平以该基因条带
密度占βａｃｔｉｎ基因条带密度的百分率（％）表示。

１．５　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＴＰ１ＢｍＲ
ＮＡ表达　收集３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化第

１～１０日的细胞，ＲＮＡ抽提及检验方法同上。采用

ＲＴＰＣＲ法检测ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ的表达。ＲＴ方法
同上；ＰＣＲ 反应：ＰＴＰ１Ｂ上游引物５′ＡＧＴ ＡＣＧ
ＡＣＡＧＴＴ ＧＧＡ ＧＴＴ ＧＧ３′，下游引物５′ＴＣＧ
ＧＧＴＧＧＡ ＡＧＧＴＣＴＡＧＡＴＣ３′，ＰＣＲ产物为

４５０ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物５′ＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧ
ＡＧＣＡＡＧ ＡＧＡ ＧＧ３′，下游引物５′ＧＡＴＣＣＡ
ＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣ３′，ＰＣＲ产物
为９０６ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为ｃＤＮＡ１μｌ，１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰ０．５μｌ，１０ｐｍｏｌ／ＬＰＴＰ１Ｂ、β
ａｃｔｉｎ上下游引物各０．５μｌ，Ｔａｑ酶０．３μｌ，ＤＥＰＣ水
补足２５μｌ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，之后９４℃
变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延长３０ｓ，扩增３０个
循环，最后７２℃延长１０ｍｉｎ，４℃终止反应。ＰＣＲ产
物的检测：取ＰＣＲ产物５μｌ，加样于１％琼脂糖凝
胶，０．５×ＴＢＥ为电泳缓冲液，１００Ｖ 恒压电泳３０
ｍｉｎ，ＰＣＲ产物在紫外线透视仪显影拍照。Ｋｏｄａｋ
ｄｉｇｉｔａｌｓｃｉｅｎｃｅ３１０ 分析电泳条带密度值，ＰＴＰ１Ｂ
ｍＲＮＡ的表达水平以该基因条带密度占βａｃｔｉｎ基
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因条带密度的百分率（％）表示。

１．６　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＴＰ１Ｂ蛋白
表达水平　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＰＴＰ１Ｂ蛋白
表达水平。收集３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化第１～１０
日的细胞，预冷ＰＢＳ洗涤后加入裂解液［５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌｐＨ７．５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＮＰ
４０，１ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｎａ３ＶＯ４，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＦ，２．５
ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，１ｍｍｏｌ／Ｌβｇｌｙｃ
ｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＧＴＡ，１μｇ／ｍｌｌｅｕｐｅｐｔｉｎ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ（临用
前加入）］，冰上放置３０ｍｉｎ，刮取细胞裂解物，４℃，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后收集上清即为所抽提
蛋白，Ｌｏｗｒｙ法定量，取５０μｇ样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ
蛋白电泳，通过电转仪将蛋白转移至硝酸纤维素膜
（ＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒａｎｄＳｃｈｃｅｌｌ公司），以５％脱脂奶粉封闭

１ｈ，ＴＢＳＴ［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ７．６）＋１５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０］洗３次，每次５
ｍｉｎ，再予５％ＢＳＡ稀释一抗，孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３
次，每次５ｍｉｎ，５％脱脂奶粉稀释二抗，孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ洗３次，每次５～１０ｍｉｎ，最后以化学发光法
（ＥＣＬ）显影。Ｋｏｄａｋｄｉｇｉｔａｌｓｃｉｅｎｃｅ３１０分析电泳条
带密度值，ＰＴＰ１Ｂ蛋白表达水平以该条带密度占

ＧＡＰＤＨ条带密度的百分比（％）表示。

１．７　统计学处理　计量资料且符合正态分布的以

珚ｘ±ｓ表示。组间计量资料比较采用方差分析，应用

ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分析。

２　结　果

２．１　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中形态学变
化　诱导前的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞形态与成纤维细
胞相似，呈典型的梭形，胞质中未见脂滴；当细胞完

全融合后，处于生长停滞期，多个视野下均未见处于
明显分裂象的细胞；加入诱导剂后，细胞开始由不成
熟脂肪细胞向成熟脂肪细胞类型转变，细胞形态由
梭形逐渐向椭圆、类圆及圆形转变，胞体逐渐增大，
胞质中开始出现小脂滴，标志脂质积累开始，进而小
脂滴不断增多并融合为较大的脂滴；至诱导分化第

１０日时，９０％的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞都分化为成熟
的脂肪细胞，表现为细胞质丰富，大量体积较大的脂
滴分布于细胞核周围，形成“戒环样”结构，即为典型
的成熟脂肪细胞形态，油红Ｏ染色后显微镜下观察
脂滴呈红色，细胞核呈蓝色（图１）。

图１　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化前后油红Ｏ染色结果

Ｆｉｇ１　ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（×１００）

Ａ：３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ；Ｂ：Ｍａｔｕｒｅ３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

２．２　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＰＡＲγ２ｍＲ
ＮＡ表达变化　ＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡ水平在３Ｔ３Ｌ１前
脂肪细胞中表达极低，随着诱导分化逐步成熟，其表
达量逐步增加，至诱导分化第９～１０日其表达量最
高，提示脂肪细胞分化完全成熟（图２）。

图２　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化过程中ＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１１０：１１０ｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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２．３　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＴＰ１ＢｍＲ

ＮＡ表达变化　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化过程

中，ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ表达在第１日最丰富，随着诱导

分化的逐渐成熟，其表达也逐步减低，至第１０日脂

肪细胞完全成熟时降至最低点（图３）。诱导分化第

１～１０ 日 ＰＴＰ１Ｂ ｍＲＮＡ 相 对 表 达 量 分 别 为

（９８．１５±０．７０）％、（９８．０２±０．８１）％、（９６．６７±

０．６６）％、（８７．６４±０．１８）％、（８５．８３±０．４６）％、

（７９．６１±０．５７）％、（７５．０３±０．３２）％、（７０．０７±

５．４４）％、（２３．１５±０．３２）％和（２３．３３±１．４０）％，其

中诱导分化第１～３日、第４～８日、第９～１０日各阶

段组内表达未见明显差异，各阶段之间可见ＰＴＰ１Ｂ

ｍＲＮＡ表达差异显著（Ｐ＜０．０１）。

图３　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化过程中ＰＴＰ１ＢｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＰ１ＢｍＲＮＡｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１１０：１１０ｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＴＰ１Ｂ蛋白

水平变化　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化过程中，

ＰＴＰ１Ｂ蛋白表达情况与其 ｍＲＮＡ表达相平行，在

诱导分化第１日最丰富，随着诱导分化的逐渐成熟，

蛋白水平逐步减低，至第９日蛋白表达显著减少，第

１０日脂肪细胞完全成熟时表达最少（图４）。诱导分

化第１～１０日 ＰＴＰ１Ｂ 蛋白相对表达量分别为

（６２．２７±０．５４）％、（６１．７０±０．４４）％、（６１．４４±

０．０８）％、（４１．７７±０．５７）％、（３９．９７±０．３６）％、

（３７．３９±０．５０）％、（３５．５９±０．９８）％、（２９．０６±

１．２４）％、（１３．２８±０．７８）％和（３．５２±０．０６）％。其

中诱导分化第１～３日、第４～８日组内表达未见明

显差异，但诱导分化第１～３日、第４～８日、第９日

和第１０日各阶段之间可见ＰＴＰ１Ｂ蛋白表达差异显

著（Ｐ＜０．０１）。

图４　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化
过程中ＰＴＰ１Ｂ蛋白水平的变化

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＰ１Ｂｐｒｏｔｅｉｎｄｕｒｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

１１０：１１０ｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

　　由于ＰＴＰ１Ｂ可使ＩｎｓＲ及ＩＲＳｓ等脱磷酸化，一

直被认为是胰岛素信号转导的负性调控因子［１３］，对

于其抑制剂的研究成为近年来治疗２型糖尿病、肥

胖等代谢性疾病的新方向。近年来的多项研究［４６］

证实，在肝脏及骨骼肌中，ＰＴＰ１Ｂ水平降低可使小
鼠肝脏及骨骼肌组织中ＩｎｓＲ和ＩＲＳｓ磷酸化明显增
强，反映胰岛素敏感性的指标如胰岛素诱导的机体
葡萄糖处置力（ｉｎｓｕｌｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｈｏｌｅｂｏｄｙｇｌｕ
ｃｏｓｅｄｉｓｐｏｓａｌ，ＩＳＧＤ）显著提升。

　　然而，研究［４６］也发现，ＰＴＰ１Ｂ对胰岛素敏感性

的调控存在着明显的组织特异性。在同样表达丰
富、且同为胰岛素主要作用靶点的脂肪组织中，却有

截然不同的表现。Ｖｅｎａｂｌｅ等［８］在过表达人ＰＴＰ１Ｂ
的３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞中发现，ＰＴＰ１Ｂ水平增高可使
脂肪细胞中胰岛素刺激的ＩｎｓＲ及ＩＲＳ１磷酸化程
度及其下游的磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ
ｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）活性均减少５０％～６０％，而对
于胰岛素介导的葡萄糖转运的基础值、亚峰值还有
最大峰值均无明显影响。Ｓｈｉｍｉｚｕ等［９］在胰岛素抵

抗大鼠中则观察到，高ＰＴＰ１Ｂ水平可引起肝脏中固
醇调节元件结合蛋白１ａ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＲＥＢＰ１ａ）及１ｃｍＲＮＡ 表达增
强，进而其后续生脂基因如脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄ
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ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）表达增强。ＰＴＰ１ＢＮ１－
／－小鼠脂肪

生成能力明显减弱，不易发生高脂饮食诱导的肥胖，

进一步研究提示这种成脂能力的下降主要体现在脂

肪细胞体积的明显减小而脂肪细胞数量并无显著减

少。而低ＰＴＰ１Ｂ水平的ｏｂ／ｏｂ小鼠则表现出肥胖

程度明显减退且脂肪细胞中三酰甘油含量显著减

少，ＳＲＥＢＰ１及其下游靶点基因ｓｐｏｔ１４和ＦＡＳ以

及其他成脂基因如脂蛋白脂酶（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，

ＬＰＬ）和ＰＰＡＲγ等表达均呈下降调节［５６］。采用微

点阵分析比较发现经ＰＴＰ１ＢＡＳＯ处理后的ｏｂ／ｏｂ
小鼠脂肪组织中参与脂肪分化及肥胖发生的基因表

达下调［６］。由此可见，虽然ＰＴＰ１Ｂ对于脂肪组织中

胰岛素信号转导、胰岛素敏感性无明显作用，但机体

中ＰＴＰ１Ｂ水平变化却可以显著影响到脂肪细胞的

分化、脂质堆积以及肥胖的发生。然而，ＰＴＰ１Ｂ对

于脂肪组织的确切作用至今仍不明了。

　　本研究采用体外培养小鼠３Ｔ３Ｌ１前脂肪细

胞，给予包含０．５ｍｍｏｌ／ＬＭＩＸ、０．２５μｍｏｌ／ＬＤＥＸ
和１μｇ／ｍｌ胰岛素的完全培养液诱导脂肪细胞分

化，并以油红Ｏ染色及脂肪细胞内ＰＰＡＲγ２基因［１０］

表达情况反映脂肪细胞分化成熟程度，发现ＰＴＰ１Ｂ
基因及蛋白在前脂肪细胞中呈高水平表达，随着脂

肪细胞分化成熟，其 ｍＲＮＡ和蛋白表达逐渐减少，

至脂肪细胞完全分化成熟时降至最低，其ｍＲＮＡ和

蛋白表达趋势与脂肪细胞分化、脂质积聚呈现出较

好的反向一致性。Ｂｅｎｃｅ等［７］采用组织特异性敲除

ＰＴＰ１Ｂ基因，发现仅神经元ＰＴＰ１ＢＮ１－／－小鼠出现

体质量下降及对饮食所致肥胖（ｄｉｅｔｉｎｄｕｃｅｄｏｂｅｓｉ

ｔｙ，ＤＩＯ）的抵抗，其他无论是肝脏、骨骼肌还是全身

性的ＰＴＰ１ＢＮ１－／－小鼠均表现出ＤＩＯ，尤其是脂肪

组织ＰＴＰ１ＢＮ１－／－小鼠体质量增加更为明显。结果

提示既往研究中所观察到的ＰＴＰ１Ｂ水平降低导致

小鼠表现出成脂能力降低可能主要是由于中枢神经

系统中神经元ＰＴＰ１Ｂ缺乏进而引发全身性瘦素敏

感性增强所致。

　　更多的研究已经表明，脂肪细胞功能障碍而非

单纯的肥胖是产生胰岛素抵抗的关键原因。研

究［１１］显示，许多在脂肪细胞分化过程中表达明显增

加的基因，包括转录因子 ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ２ 和

ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄ

ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｃ／ＥＢＰｓ）及一些与脂代谢有关的基因

如硬脂酰辅酶Ａ脱氢酶、ＡＴＰ柠檬酸裂解酶和甘油

三磷酸脱氢酶基因等在肥胖ｏｂ／ｏｂ小鼠脂肪细胞中

表达明显降低，而一些脂肪分泌蛋白如脂联素、血管

紧张素原等在肥胖小鼠脂肪细胞中也大幅减少，提

示肥胖小鼠的脂肪细胞正在发生类似于未成熟的前

脂肪细胞的变化。由此可见，ＰＴＰ１Ｂ水平的降低，

虽然对于脂肪细胞中胰岛素信号转导级联过程无明

显影响，但其对于脂肪细胞分化、脂质积聚的促进作

用，与它提高肝脏及骨骼肌中胰岛素受体后信号转

导的作用，两者相互协同，起到了改善肥胖小鼠胰岛

素敏感性的作用。
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