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Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ抑制３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的增殖与分化
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［摘要］　目的：观察ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖分化的影响。方法：应用不同浓度的ｏｂｅｓｔａｔｉｎ（１０－８、１０－９、１０－１０、

１０－１１、１０－１２ｍｍｏｌ／Ｌ）和１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ干预体外培养的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，ＭＴＴ法观察其对细胞增殖的影响，并与空白

对照组比较；分别应用１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ全程干预３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化成熟过程（分化第１～１０日），采用油红

Ｏ染色法鉴定脂肪细胞分化并测定分化成熟脂肪细胞的脂肪含量，ＲＴＰＣＲ法检测分化过程中及成熟脂肪细胞过氧化物酶体增

殖物激活受体γ２（ＰＰＡＲγ２）ｍＲＮＡ的表达水平，并与对照组（加常规诱导剂）比较。结果：与空白对照组相比，不同浓度ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
组细胞数量均明显降低（Ｐ＜０．０５）；１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ连续作用１０ｄ的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞与对照组相比，脂肪产量明显减

少（Ｐ＜０．０５）；脂肪细胞分化过程中ＰＰＡＲγ２基因表达逐渐增多；在成熟脂肪细胞中，与对照组相比，ｏｂｅｓｔａｔｉｎ组ＰＰＡＲγ２基因表

达显著降低（Ｐ＜０．０５）。Ｇｈｒｅｌｉｎ的作用与之完全相反。结论：Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ抑制３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的增殖和分化。

［关键词］　ｏｂｅｓｔａｔｉｎ；ｇｈｒｅｌｉｎ；ＰＰＡＲγ２基因；３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞；细胞增殖；细胞分化
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ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０７００３８０）．
［作者简介］　张　征，硕士生，主治医师．现在解放军第４１１医院内分
泌科，上海２０００８１．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｚｗｊｄ２２＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ是研究人员新近在大鼠胃内发现的
含２３个氨基酸的多肽，它由ｇｈｒｅｌｉｎ前体原产生，

ｇｈｒｅｌｉｎ基因编码产物经翻译后剪切和修饰，其乙酰
化产物为ｇｈｒｅｌｉｎ，其Ｃ末端酰胺化产物为ｏｂｅｓｔａ
ｔｉｎ。两者通过结合不同的Ｇ偶联蛋白受体亚型而
发挥生物效应［１］。外源性ｇｈｒｅｌｉｎ可增加食物摄入
及体质量，降低能量消耗［２］，而外源性ｏｂｅｓｔａｔｉｎ则
明显抑制其摄食量及体质量的增加，且相同剂量的

ｏｂｅｓｔａｔｉｎ可以完全拮抗ｇｈｒｅｌｉｎ促进小鼠摄食和增
加体质量的作用；ｏｂｅｓｔａｔｉｎ可以明显延长小鼠的胃
排空时间，减少空肠收缩活动，恰恰抵消了ｇｈｒｅｌｉｎ

在这两方面中的作用［１］；ｏｂｅｓｔａｔｉｎ经中枢给药后促
进大鼠睡眠，而ｇｈｒｅｌｉｎ则诱导大鼠觉醒［３４］。各种
研究均提示来源相同的ｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ可能是
调节机体食欲和体质量的一对正、反调节因子，两者
功能完全相反。有研究［５］表明ｇｈｒｅｌｉｎ促进脂肪细
胞增殖和分化。但ｏｂｅｓｔａｔｉｎ是否对脂肪细胞增殖
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和分化有影响，与ｇｈｒｅｌｉｎ的作用是否相反，都是值
得探讨的问题。因此，本研究应用ｏｂｅｓｔａｔｉｎ干预体
外培养的３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞，观察ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对

３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞增殖、分化的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　３Ｔ３Ｌ１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；ｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ购自Ｐｈｏｅ
ｎｉｘ制药公司；地塞米松、３异丁基１甲基黄嘌呤购
自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ 细胞培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公
司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、小牛血清购自上海实生细
胞生物技术有限公司；ＤＭＳＯ为宜兴市化工厂产
品。ＲＴＰＣＲ实验试剂中，ＴＲＩｚｏｌ为美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司产品。ｄＮＴＰ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ、ＭＭＬＶ
逆转录酶为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，Ｔａｑ酶、ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００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。

１．２　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖的测定　将复苏传代
后的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞接种于９６孔板中（５×１０３／
孔），用含１０％小牛血清的高糖ＤＭＥＭ 培养液，在

３７℃、５％的ＣＯ２条件下培养。当细胞达到约７０％
融合时，换上含０．２％ ＢＳＡ的ＤＭＥＭ 培液培养１２
ｈ，实验组再换以含０．２％ ＢＳＡ 的含药培养液（含

１０－８、１０－９、１０－１０、１０－１１、１０－１２ ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ或

１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ），温育４８ｈ后，换上 ＭＴＴ培
液１００μｌ，继续孵育４ｈ，然后将培养液倒尽，吸干，
每孔加入２００μｌＤＭＳＯ，混匀后置酶标仪５７０ｎｍ处
光密度值（Ｄ）。同时设空白对照组。

１．３　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的诱导分化　将复苏传代

后的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞接种于培养板，用含１０％
小牛血清的高糖 ＤＭＥＭ 培养液，在３７℃、５％的

ＣＯ２条件下培养。待细胞融合２ｄ后，加含０．５

ｍｍｏｌ／Ｌ３异丁基１甲基黄嘌呤、０．２５μｍｏｌ／Ｌ地

塞米松、１０μｇ／ｍｌ胰岛素和１０％小牛血清的高糖

ＤＭＥＭ培养４８ｈ，换以含１０μｇ／ｍｌ胰岛素的培养

液再培养４８ｈ，随后以１０％小牛血清高糖ＤＭＥＭ
继续培养，每２ｄ换培养液１次。自分化第１日起，

实验组分别给予含１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ或１０－１０

ｍｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ的培养液全程干预细胞分化过程，

对照组加常规诱导剂。在细胞分化过程（第１～１０
日）以及成熟时（第１０日）分别收集细胞，－７０℃冻

存备用。

１．４　３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞的鉴定和脂肪含量的测

定　应用油红Ｏ染色鉴定分化成熟的３Ｔ３Ｌ１脂肪

细胞。先用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３次，１０％多聚甲

醛固定细胞１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗净后将细胞晾干２０

ｍｉｎ，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，拍摄照片，

鉴定脂肪细胞分化成熟。实验各组成熟脂肪细胞经

油红Ｏ染色后，加异丙醇溶解油红 Ｏ，震荡摇匀５

ｍｉｎ，用ＥＬＩＳＡ酶标仪测定各孔的Ｄ４９０。

１．５　３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞中过氧化物酶体增殖物激活

受体 γ２（ＰＰＡＲγ２）基因 ｍＲＮＡ 表达水平的测

定　应用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取诱导分化过程中及成

熟后的细胞总ＲＮＡ。用紫外分光光度计检测ＲＮＡ
浓度与纯度，要求Ｄ２６０／Ｄ２８０在１．６～２．０之间。应用

ＲＴＰＣＲ法检测ＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡ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５

ｍｉｎ。再加入５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ５μｌ、ＲＮａｓｉｎ０．５μｌ、

ＭＬＶ１μｌ、１００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μｌ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１

μｌ，加入 ＤＥＰＣ水至总体积为２５μｌ，４０℃水浴６０

ｍｉｎ，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

ＡＡＴＴＡＧＡＴＧＡＣＡＧＣＧＡＣＴＴＧＧ３′；下游引

物５′ＣＴＧＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＣＡＡＡＣＡ３′，ＰＣＲ
产物为 １８２ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＡＧＣＣＡＴ

ＧＴＡＣＧＴ ＡＧＣ ＣＡＴ ＣＣ３′；下游引物 ５′ＣＴＣ

ＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ３′，ＰＣＲ产物２２８

ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为ｃＤＮＡ１μｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

２．５μｌ，ｄＮＴＰ０．５μｌ，１０ｐｍｏｌ／ＬＰＰＡＲγ２、βａｃｔｉｎ
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３０ｍｉｎ，

ＰＣＲ产物在紫外线透视仪显影拍照。Ｋｏｄａｋｄｉｇｉｔａｌ

ｓｃｉｅｎｃｅ３１０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βａｃｔｉｎ基

因条带密度的百分数（％）表示。
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１．６　统计学处理　计量资料且符合正态分布的以

表示。组间计量资料比较采用方差分析，应用ＳＰＳＳ

１１．０软件进行统计。

２　结　果

２．１　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化前后形态学的变化与

比较　诱导分化前的３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞为典型的梭

形，胞质中无脂滴，形态与成纤维细胞相似（图１Ａ）。

当细胞完全汇合后，处于生长停滞，在多个视野下均

未见处于明显分裂相的细胞，诱导分化第１０日时，

９０％的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞都分化为成熟的脂肪细

胞，表现为胞质丰富，含有大量的脂滴，脂滴分布于核

周围，形成“戒环样”结构，为典型的成熟脂肪细胞形

态，油红 Ｏ染色后脂滴着红色，细胞核着蓝色（图

１Ｂ）。

图１　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化前后油红Ｏ染色结果

Ｆｉｇ１　 ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｉａｔｉｎｇ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（×１００）

Ａ：３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ；Ｂ：Ｍａｔｕｒｅ３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

２．２　Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对前脂肪细胞增殖的影响　应用

ｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ干预同批次３Ｔ３Ｌ１前脂肪细

胞的增殖过程，不同浓度的 ｏｂｅｓｔａｔｉｎ组（１０－８、

１０－１０、１０－１１ｍｍｏｌ／Ｌ）细 胞 数 量 （Ｄ５７０ 值 分 别 为

０．４９０±０．０３８、０．４７０±０．０７８、０．４７６±０．０３５）较正

常对照组（Ｄ５７０值为０．５９６±０．０４１）明显降低（Ｐ＜
０．０１）；其他浓度的ｏｂｅｓｔａｔｉｎ组（１０－９、１０－１２ｍｍｏｌ／

Ｌ）细胞数量（Ｄ５７０值分别为０．５１９±０．０５５、０．５２０±

０．０４５）亦较正常对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）；而ｇｈ

ｒｅｌｉｎ组（１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌ）细胞数量（Ｄ５７０值为０．６６９±

０．０１３）较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．３　Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对分化成熟脂肪细胞脂肪含量的影

响　应用１０－１０ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ全程干预３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞分化过程后，成熟脂肪细胞的脂肪含量

（Ｄ４９０值为 ０．２３５±０．００６）较对照组（Ｄ４９０值为

０．２９５±０．００３）显著降低（Ｐ＜０．０５）；应用相同浓度

的ｇｈｒｅｌｉｎ干预细胞后，脂肪含量（Ｄ４９０值为０．３５７±

０．０４０）显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．４　Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对成熟脂肪细胞ＰＰＡＲγ２基因表达

的影响　本研究表明，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，至第９～１０日其表达量最

高，提示脂肪细胞分化完全成熟（图２）。应用１０－１０

ｍｍｏｌ／Ｌｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ干预后（图３），与分化

成熟（第 １０ 日）的脂肪细胞对照组 ［（４８．９２±

５．１９）％］相比，ｏｂｅｓｔａｔｉｎ组ＰＰＡＲγ２基因表达水平

［（３２．２４±５．３１）％］明显降低，ｇｈｒｅｌｉｎ组［（６７．０６±

９．６７）％］明显升高，均存在统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

图２　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化过程中ＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１１０：１１０ｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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图３　Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ和ｇｈｒｅｌｉｎ干预下成熟

脂肪细胞中ＰＰＡＲγ２基因表达的变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡｉｎｍａｔｕｒｅ

ａｄｉｐｏｃｔｙｅｓｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｏｂｅｓｔａｔｉｎａｎｄｇｈｒｅｌｉｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ；３：Ｇｈｒｅｌｉｎ

３　讨　论

　　肥胖患者由于体内脂肪细胞肥大和数量增多，
脂肪堆积和分布异常，引起脂肪细胞因子的分泌紊
乱，进而从不同层次影响胰岛素的效应，导致胰岛素
抵抗（ＩＲ）。ＩＲ被视作肥胖、２型糖尿病、高血压、脂
代谢紊乱、动脉粥样硬化等疾病的共同危险因素［６］。
因此，研究脂肪细胞调节对于防治肥胖及其相关疾
病具有重大意义。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ是新近Ｚｈａｎｇ等［１］发

现由前ｇｈｒｅｌｉｎ原产生的多肽，在机体食欲和体质量
调节中的作用与来源于同一基因和前体原的ｇｈｒｅ
ｌｉｎ完全相反。已有研究表明，ｇｈｒｅｌｉｎ可以通过激活
丝裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径促
进脂肪细胞增殖和分化［５］。但目前尚未见有关

ｏｂｅｓｔａｔｉｎ对脂肪细胞增殖分化调节作用的研究。本
研究应用ｏｂｅｓｔａｔｉｎ干预３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，明确
其在脂肪细胞的增殖和分化过程所起的作用。

　　脂肪细胞的分化由ＰＰＡＲγ２、ＣＣＡＡＴ／增强子
结合蛋白（Ｃ／ＥＢＰ）及脂肪细胞分化决定因子１／固
醇调控元件结合蛋白１（ＡＤＤ１／ＳＲＥＢＰ１）共同调控。

ＰＰＡＲγ２是脂肪合成转录通路的重要调控因子，

ＰＰＡＲγ２基因的表达水平常作为反映脂肪细胞分化
程度的重要标志［７］。本研究发现ｏｂｅｓｔａｔｉｎ不仅抑
制３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的增生，降低分化成熟脂肪
细胞的脂肪含量，而且下调脂肪细胞分化成熟过程
中ＰＰＡＲγ２基因表达，提示其对脂肪细胞的分化存
在抑制作用。与ｇｈｒｅｌｉｎ的促进作用相反，ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
抑制３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的增殖和分化，二者共同
调节了脂肪细胞的增殖分化过程。

　　目前对于ｏｂｅｓｔａｔｉｎ抑制脂肪细胞增生、分化的

具体机制尚不明确。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ由ｇｈｒｅｌｉｎ前体原产
生后，结合孤儿Ｇ蛋白受体ＧＰＲ３９，后者是一种Ｇ
蛋白偶联受体，属于 Ｇ 蛋白偶联受体超家族
（ＧＰＣＲｓ），该家族成员还包括ｇｈｒｅｌｉｎ受体（促生长
激素分泌素受体，ＧＨＳＲ）和胃动素（ｍｏｔｉｌｉｎ）受体。
研究发现，ＧＰＲ３９在大鼠全身各器官组织中广泛表
达［１］。Ｃａｔａｌａｎ 等［８］也 发 现 人 脂 肪 组 织 中 表 达

ＧＰＲ３９，并且发现在２型糖尿病伴肥胖患者的脂肪
组织中 ＧＰＲ３９表达明显降低，提示ｏｂｅｓｔａｔｉｎ信号
转导与糖调节以及２型糖尿病的发生存在相关性。

Ｋｉｍ等［５］研究发现ｇｈｒｅｌｉｎ作用于３Ｔ３Ｌ１脂肪细
胞后，与表达于脂肪细胞的ｇｈｒｅｌｉｎ受体结合，引起

ＭＡＰＫ信号通路激活，ＩＲＳ１相关的ＰＩ３Ｋ活性升
高及Ａｋｔ磷酸化增强，从而促进细胞增殖分化，抑制
细胞凋亡。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ与 ｇｈｒｅｌｉｎ作用完全相反，

ｏｂｅｓｔａｔｉｎ抑制脂肪细胞增生、分化功能的实现是否
也是通过受体激活途径抑制 ＭＡＰＫ和ＰＩ３Ｋ信号
转导通路；ＭＡＰＫ和ＰＩ３Ｋ是胰岛素作用通路上重
要的信号转导途径，ｏｂｅｓｔａｔｉｎ与ｇｈｒｅｌｉｎ这对细胞因
子是否通过参与调节胰岛素信号转导通路，促进或
缓解胰岛素抵抗，进而对糖调节和糖尿病发生产生
影响，这些都有待进一步研究加以明确。
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