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　　［摘要］　目的　探讨３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖、分化的影响及其机制。方法　培养３Ｔ３Ｌ１细胞，用
３′羟基染料木素干预，用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法和细胞计数法检测其对细胞增殖的影响，用５溴脱氧尿嘧啶（ｂｒｏｍｏｄｅ

ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）掺入法检测其对前脂肪细胞内ＤＮＡ合成的影响；用油红Ｏ染色法检测其对前脂肪细胞分化过程中脂质的

堆积的影响；采用ＲＴＰＣＲ和蛋白免疫印迹技术检测过氧化物酶体增殖子活化受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐ

ｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）和ＣＡＡＴ／增强子结合蛋白α（ＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎα，Ｃ／ＥＢＰα）的 ｍＲＮＡ以及蛋白的表达情况。

结果　用１０～５０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素分别处理前脂肪细胞２４、４８和７２ｈ，能促进前脂肪细胞增殖（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１），且呈一定的量效关系；３′羟基染料木素能浓度依赖性地促进前脂肪细胞内ＤＮＡ合成（Ｐ＜０．０５）；３′羟基染料木素与噻

唑烷二酮类药物罗格列酮（ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＲＯＺ）相似，在１０和５０μｍｏｌ／Ｌ浓度下能使前脂肪细胞的胞浆中出现较大量的脂滴

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；３′羟基染料木素处理组中ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的 ｍＲＮＡ与蛋白的表达增加（Ｐ＜０．０１）。结论　３′
羟基染料木素能够促进前脂肪细胞的增殖与分化，增加脂肪细胞分化过程中脂质的堆积，其机制可能与其促进ＰＰＡＲγ、和

Ｃ／ＥＢＰα的ｍＲＮＡ与蛋白表达有关。

　　［关键词］　３′羟基染料木素；前脂肪细胞；细胞增殖；细胞分化；ＰＰＡＲγ

　　［中图分类号］　Ｒ５８７　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１１）１１１１８１０５

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ＣＨＥＮＬｉ１，２，ＳＡＮＧＨａｏ２，ＬＩＪｕｅ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｕｈｕｉＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３１，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００９２，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１１０６２１　　　　［接受日期］　２０１１１０１８
［基金项目］　上海市卫生局青年科研基金（２００９Ｙ０６９）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＹｏｕｔｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２００９Ｙ０６９）．
［作者简介］　陈　莉，博士，讲师、药师．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１３１２７０８１０，Ｅｍａｉｌ：ｍｙｃｈｅｎｌｉ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１

ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｏｅｌｕｃｉｄａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｏｓａｇｅｓｏｆ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ．ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｃｏｕｎｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｎｄＭＴＴａｓｓａｙ；ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ

３Ｔ３Ｌ１ｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＢｒｄＵ）ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ；ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗａｓ

ｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ；ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ（ＰＰＡＲγ）ａｎｄＣＡＡＴ／

ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃ／ＥＢＰα）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ（１０５０μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈｍａｒｋｅｄｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄ３Ｔ３Ｌ１

ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎａｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．Ｉｔａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄｔｈｅ

ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ （Ｐ＜０．０５）．Ｓｉｍｉｌａｒｔｏｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ （ＲＯＺ），３′

ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ（ａｔ１０ｏｒ５０μｍｏｌ／Ｌ）ａｌｓｏｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｍｏｒｅｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．

Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｇｒｅａｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγａｎｄＣ／ＥＢＰαｉｎ３Ｔ３Ｌ１

ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ３Ｔ３Ｌ１

ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ；ｉｔｃａｎａｌｓｏｅｎｈａｎｃｅｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｓ，

ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｔｓａｂｉｌｉｔｙｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγａｎｄＣ／ＥＢＰα．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ＰＰＡＲｇａｍｍａ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１１）：１１８１１１８５］



·１１８２　 · 第二军医大学学报　２０１１年１１月，第３２卷

　　胰岛素抵抗是肥胖和２型糖尿病的共同的发病

基础，在治疗肥胖、糖尿病等代谢疾病时严密监控脂

肪细胞的增殖分化过程具有重要意义［１］。据文献报

道，过氧化物酶体增殖子活化受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ， ＰＰＡＲγ）和

ＣＡＡＴ／增强子结合蛋白α（ＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎα，Ｃ／ＥＢＰα）在前脂肪细胞分化过程中起着

十分关键的作用［２］。分布于脂肪组织中的ＰＰＡＲγ
能调节脂肪细胞的分化及对胰岛素敏感性［３］。目前

已开 发 出 的 噻 唑 烷 二 酮 类 （ｔｈｉａｚｏｌｉｄｉｎｅｄｉｏｎｅｓ，

ＴＺＤｓ）药物就是以ＰＰＡＲγ为作用靶点。ＴＺＤｓ能

够增加ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的表达，进而促进脂肪细

胞分化及增加成熟脂肪细胞对胰岛素的敏感度，因

此可逆转多种与胰岛素抵抗相关的代谢紊乱［４］。

　　最近的研究证实，食用大豆异黄酮类物质可以

改善２型糖尿患者以及肥胖小鼠的胰岛素抵抗症

状，降低三酰甘油水平［５６］。３′羟基染料木素（３′

ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）是大豆异黄酮的代谢产物之一。

体外配体竞争性结合实验以及转录激活实验发现

３′羟基染料木素具有很强的ＰＰＡＲγ结合活性和转

录激活活性［７］，因此，我们推测３′羟基染料木素可

能与罗格列酮（ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＲＯＺ）相似，能够促进

前脂肪细胞增殖分化，改善胰岛素抵抗。

　　本研究首先考察３′羟基染料木素对小鼠３Ｔ３

Ｌ１前脂肪细胞增殖和分化的影响，然后检测其对

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的表达调控作用，为探讨大豆异

黄酮类物质改善糖尿病以及肥胖患者胰岛素抵抗的

作用机制提供理论依据，并为开发基于异黄酮类结

构的新型ＰＰＡＲγ调节剂提供新的研究思路。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　３Ｔ３Ｌ１细胞株，购自中国科学院

上海细胞库。

１．１．２　试剂　３′羟基染料木素（纯度＞９８％）购自

云南西力生物技术有限公司。高糖ＤＭＥＭ 细胞培

养液购自Ｇｉｂｃｏ公司，３异丁基１甲基黄嘌呤、地塞

米松、油红Ｏ、胰岛素购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴＲＩｚｏｌ
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ、ＭＭＬＶ
反转 录 酶、ｄＮＴＰ 为 美 国 Ｐｒｏｇｅｍａ 公 司 产 品，

ＤＬ２０００、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ和Ｔａｑ酶购自大连宝生物工

程有限公司，兔抗 Ｃ／ＥＢＰα单克隆抗体购自美国

ＣＳＴ公司，兔抗ＰＰＡＲγ单克隆抗体购自英国 ＡＢ

Ｃａｍ公司，ＨＲＰ标记的抗兔二抗购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公

司，ＲＯＺ购自浙江天马医药化工有限公司，引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的培养　将３Ｔ３Ｌ１前脂

肪细胞种于用含有１０％新生牛血清、１０５ＩＵ／Ｌ青霉

素、１０５ＩＵ／Ｌ链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养液中，于

３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度的培养箱中培养，取对数生

长期的细胞用于实验。

１．３　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖

的影响　ＭＴＴ法：细胞按照１．５×１０４个／ｍｌ接种于

９６孔板，１００μｌ／孔，培养１２ｈ后分别加入不同浓度

的３′羟基染料木素（５、１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）干预培

养，分别在３′羟基染料木素干预２４、４８、７２ｈ后，去

掉培养液，用 ＰＢＳ洗２遍，加入含有０．２％ＢＳＡ、

０．５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ的ＰＢＳ，在３７℃继续孵育４ｈ后吸

干，每孔加入２００μｌＤＭＳＯ，混匀后用酶标仪在５７０

ｎｍ光密度（Ｄ）值。

　　细胞计数法：将３Ｔ３Ｌ１细胞接种于６孔板中，

３′羟基染料木素处理同前，将细胞消化下来，利用血

球计数板对细胞计数。

１．４　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞内

ＤＮＡ合成的影响　将３Ｔ３Ｌ１细胞接种于６孔板

中，培养１２ｈ后分别加入不同浓度的３′羟基染料木

素（５、１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）干预培养２４ｈ，往各组细胞

中加入１０μｍｏｌ／ＬＢｒｄＵ，３７℃孵育２４ｈ。取出培养

板，ＰＢＳ洗后，用４％多聚甲醛固定，０．４％Ｔｒｉｔｏｎ透

化，４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ使ＤＮＡ 变性，５％脱脂奶粉封闭，

用小鼠抗ＢｒｄＵ 单克隆抗体在４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗

后用ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５６８标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ 室温

孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，再用ｈｏｃｈｅｓｔ对细胞核染色，

确定总细胞数，在荧光显微镜下每组随机选取６个

视野拍照，计算ＢｒｄＵ 标记指数。

１．５　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化

的影响　待接种于培养板中的３Ｔ３Ｌ１细胞生长融

合２ｄ后，加含０．２５μｍｏｌ／Ｌ地塞米松、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

３异丁基１甲基黄嘌呤和１０μｇ／ｍｌ胰岛素和１０％
新生牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养４８ｈ，换以含１０μｇ／

ｍｌ胰岛素的培养液再培养４８ｈ，随后以１０％新生牛

血清高糖ＤＭＥＭ继续培养，每２ｄ换液１次。自诱

导分化第１天起，实验组分别给予含１０、５０μｍｏｌ／Ｌ

３′羟基染料木素或１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ的培养液全程

干预分化过程，对照组加常规诱导剂。分化第８天

进行油红Ｏ染色，并用异丙醇处理染色的细胞，用酶
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标仪在５７０ｎｍ波长下测定Ｄ值。

１．６　３′羟基染料木素对 ３Ｔ３Ｌ１ 前脂肪细胞

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ表达的影响　药物处理

同上，分化第８天采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂抽提细胞总

ＲＮＡ，使用紫外分光光度计在２６０ｎｍ波长下测定

ＲＮＡ含量，取４μｇＲＮＡ进行反转录反应，用ｃＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增。以βａｃｔｉｎ作为对照。引物序列参

考文献［８］：ＰＰＡＲγ：５′ＴＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＡＣＴ

ＣＧＣ ＡＴ３′（ｆｏｒｗａｒｄ），５′ＣＣＡ ＴＴＧ ＧＧＴ ＣＡＧ

ＣＴＣＴＴＧＴＧ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ）；Ｃ／ＥＢＰα：５′ＧＧＴＧＣＴ

ＧＧＡ ＧＴＴ ＧＡＣ ＣＡＧ ＴＧ３′（ｆｏｒｗａｒｄ），５′ＣＧＧ

ＡＡＴＣＴＣＣＴＡＧＴＣＣＴＧＧＣ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ）；βａｃ

ｔｉｎ：５′ＧＡＣ ＴＡＣＣＴＣ ＡＴＧ ＡＡＧ ＡＴＣ３′（ｆｏｒ

ｗａｒｄ），５′ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ３′（ｒｅ

ｖｅｒｓｅ）。取１０μｌＤＮＡ扩增产物，加２μｌ６×上样缓

冲液，点样，在含有０．５μｇ／ｍｌ溴乙啶、１％琼脂糖凝

胶板上８０Ｖ下进行电泳。用复日ＦＲ２００紫外可见

分析装置及ＳｍａｒｔＶｉｅｗ图像处理系统进行扫描，测

定平均光密度。

１．７　３′羟基染料木素对 ３Ｔ３Ｌ１ 前脂肪细胞

ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达的影响　同前方法对

３Ｔ３Ｌ１细胞进行分化培养和药物干预分组，分化第

８天弃培养液，用预冷的ＰＢＳ轻轻洗涤细胞后加入

总蛋白抽提液，置冰上使细胞完全裂解，将细胞裂解

液转入Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，在４℃１００００×ｇ条件下高

速离心２０ｍｉｎ，取上清，煮沸后置于－８０℃备用。紫

外分光光度计在２８０ｎｍ波长处测定标准和样本蛋

白的Ｄ值，根据标准曲线计算各样品蛋白浓度。采

用ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白电泳，转膜，封闭，

依次与相应的一抗和二抗孵育，最后显影定影。

１．８　统计学处理　实验数据用珚ｘ±ｓ表示，组间计

量资料比较采用方差分析，应用ＳＰＳＳ１５．０软件进

行统计分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖

的影响　１０～５０μｍｏｌ／Ｌ的３′羟基染料木素在２４、

４８、７２ｈ各时间段能促进前脂肪细胞增殖，且具有时

间依赖性和浓度依赖性，见表１。

表１　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖作用的量效关系

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＭＴＴｍｅｔｈｏｄ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔ（×１０６）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｔｒｅａｔｅｄ

　　５μｍｏｌ／Ｌ ０．２２±０．０４ ０．４３±０．０６ ０．７０±０．１１ ０．７３±０．１０ １．０８±０．０９ １．９８±０．２０

　　１０μｍｏｌ／Ｌ ０．２６±０．０３ ０．４７±０．０３ ０．７６±０．０７ ０．７６±０．０９ １．１８±０．１３ ２．０９±０．１１

　　２０μｍｏｌ／Ｌ ０．２８±０．０３ ０．５２±０．０４ ０．８１±０．０８ ０．７９±０．１１ １．２９±０．１２ ２．１７±０．１２

　　５０μｍｏｌ／Ｌ ０．３２±０．０４ ０．５８±０．０５ ０．８６±０．０４ ０．８５±０．１２ １．４７±０．１１ ２．２９±０．１５

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２１±０．０３ ０．４０±０．０３ ０．６２±０．０５ ０．６８±０．０５ １．００±０．１１ １．９１±０．１６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞内

ＤＮＡ合成的影响　ＢｒｄＵ掺入实验的结果表明对照

组ＢｒｄＵ的标记指数为（３５．１７±７．３６）％，３′羟基染

料木素组（５、１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）的标记指数分别为

（３６．１７±５．９５）％、（３９．８３±２．３２）％、（４４．３３±

４．４６）％、（４６．００％±４．７３）％，２０、５０μｍｏｌ／Ｌ组与

对照组比较的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。表明

３′羟基染料木素能浓度依赖性地促进３Ｔ３Ｌ１前脂

肪细胞内ＤＮＡ合成。

２．３　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化

的影响　对脂肪细胞油红 Ｏ染色后并用异丙醇处

理染色的细胞，检测光密度（Ｄ５７０）值，定量检测细胞

内脂肪的含量，判断细胞的分化程度，结果显示１０
和５０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素组Ｄ５７０值高于对照

组（０．６１±０．０６，０．７６±０．０７ｖｓ０．４５±０．０８，Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１），但１０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素组

Ｄ５７０值低于１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组（０．８６±０．０８，Ｐ＜
０．０１）。提示３′羟基染料木素能促进细胞内脂质的

聚集，促进脂肪细胞分化，但是相同剂量下，３′羟基

染料木素对脂肪细胞的促分化作用低于ＲＯＺ。

２．４　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１细胞ＰＰＡＲγ和

Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴＰＣＲ结果显示，

对照组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达量为０．１７±０．０６，１０和

５０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达
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量分别为３．４０±０．１９和６．４４±０．４８，两者均高于

对照组（Ｐ＜０．０１）。对照组Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ表达量

为０．８５±０．１４，１０和５０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素

组Ｃ／ＥＢＰαｍＲＮＡ 表达量分别为１．６０±０．１５和

２．９７±０．１７，两者也高于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）。１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰαｍＲ

ＮＡ表达量分别是７．２９±０．８２和４．００±０．２５，１０

μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素组 ＰＰＡＲγ 和 Ｃ／ＥＢＰα
ｍＲＮＡ表达量低于１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组（Ｐ＜０．０１）。

２．５　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１细胞ＰＰＡＲγ和

Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达的影响　蛋白印迹实验结果表

明，１０和５０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料木素能促进ＰＰＡＲγ
蛋白表达（Ｐ＜０．０１），使Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达也增加

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。但是１０μｍｏｌ／Ｌ３′羟基染料

木素组ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达水平低于１０

μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），见图１。

图１　３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１细胞ＰＰＡＲγ和

Ｃ／ＥＢＰα蛋白表达的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｏｆＰＰＡＲγａｎｄＣ／ＥＢＰαｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

Ｃ／ＥＢＰα：ＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎα；ＰＰＡＲγ：Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ．１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：１０μｍｏｌ／Ｌ３′

ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；３：５０μｍｏｌ／Ｌ３′ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；４：１０μｍｏｌ／Ｌ

ｒｏｓｉｇｌｔａｚｏｎｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐ２；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　导致机体内脂肪蓄积以及由此产生的肥胖、高

血压、高脂血症和糖尿病等疾病的根本原因是脂肪

细胞分化异常。在治疗或预防肥胖和胰岛素抵抗

时，通常把抑制前脂肪细胞的增殖和分化、抑制脂肪

蓄积作为策略之一，因此，近年来国内外许多研究学

者一直致力于寻找能够调控脂肪细胞分化、抑制脂

肪蓄积的化合物。寻找对脂肪细胞的增殖及分化有

调控作用的药物并探讨其机制，对于防治与肥胖和

胰岛素抵抗密切相关的血脂紊乱、高血压、２型糖尿

病、动脉粥样硬化等代谢性疾病的发病及减轻其危

害具有重要意义。

　　脂肪细胞的增殖与分化受到激素、基因和信号

转导通路的调控，是一个高度精细的过程。研究证

实在脂肪细胞分化过程中有许多转录因子（ａｐ２、

ＰＰＡＲｓ、Ｃ／ＥＢＰｓ、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＰＬ等）参与，其中最

主要的转录因子是ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα［９］。ＰＰＡＲｓ
属于核受体超家族成员，ＰＰＡＲｓ分为α、β、γ三种亚

型，其中ＰＰＡＲγ主要分布于脂肪组织，对脂肪细胞

的分化起着重要作用。ＰＰＡＲγ被小分子配体激活

后，与类维甲酸受体（ＲＸＲ）形成异源二聚体，结合于

靶基因启动子区域上的ＤＮＡ元件，通过调节靶基

因的转录而发挥多种重要的生理功能，最终促进脂

肪细胞分化成熟［１０１１］。Ｃ／ＥＢＰｓ家族由Ｃ／ＥＢＰα、β、

γ等成员构成，其中Ｃ／ＥＢＰα能促进ＰＰＡＲγ高表

达，使脂肪细胞保持分化细胞的表型，在脂肪细胞分

化中起着关键性作用［１２］。

　　目前上市的ＰＰＡＲγ的调节剂包括噻唑烷二酮

类的ＲＯＺ、吡格列酮和曲格列酮，以及非噻唑烷二

酮类的法格列扎等［１３］。ＲＯＺ是目前治疗胰岛素抵

抗的代表药物，它促进ＰＰＡＲγ表达增加和脂肪细

胞的增殖分化，促进葡萄糖转运，增加脂肪组织胰岛

素敏感性，然而长期服用此类药物，可能产生肥胖和

水肿等现象［１４］。因此，开发新型ＰＰＡＲγ调节剂成

为国际医药界努力的方向。

　　流行病学研究显示大豆异黄酮类物质可以增强

对胰岛素的敏感性，人类摄取大豆异黄酮类物质越

多，糖尿病的发病率越低［５６］。体外实验也表明大豆

异黄酮能调控ＰＰＡＲγ的激活以及下游靶基因的转

录［１５１６］。由于这些研究中使用的大豆异黄酮含有多

种不同的异黄酮类物质，发挥这些作用的确切的活

性成分及其机制还不明确。

　　染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）和大豆素（ｄａｉｄｚｅｉｎ）是大

豆异黄酮的两种主要成分，３′羟基染料木素是染料

木素的一种代谢产物［１７］。有文献报道３′羟基染料

木素具有ＰＰＡＲα转录激活活性，它能抑制巨噬细胞

分泌促炎细胞因子如ＩＬ６、ＴＮＦα等，减少ＮＦκＢ、



第１１期．陈　莉，等．３′羟基染料木素对３Ｔ３Ｌ１细胞增殖与分化的影响及其机制 ·１１８５　 ·

ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２的表达［１８］，另外，国外学者利用配

体竞争性结合实验及转录激活实验发现３′羟基染

料木素具有很强的ＰＰＡＲγ结合活性和转录激活活

性［７］。本研究证实，３′羟基染料木素能够浓度依赖

性和时间依赖性地促进前脂肪细胞增殖，而且能促

进细胞内脂质的积聚，促进前脂肪细胞分化；能够促

进脂肪细胞分化关键因子 ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰα的

ｍＲＮＡ和蛋白的表达，表现出和噻唑烷二酮类药物

ＲＯＺ类似的效应，这可能是大豆异黄酮类物质增强

胰岛素敏感性、降低糖尿病发病率的机制之一。我

们的研究结果能为开发基于异黄酮类结构的新型

ＰＰＡＲγ调节剂提供有力的支持和依据。

　　志谢　衷心感谢华山医院药剂科李群益博士、

施孝金和钟明康主任为本实验提供技术上的指导以

及实验仪器方面的帮助。
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