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褪黑素受体激动剂ＮｅｕＰ１１对胰岛素抵抗３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞ＩＲＳ１和
ＧＬＵＴ４表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨褪黑素受体激动剂 ＮｅｕＰ１１对胰岛素抵抗３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞ＩＲＳ１和 ＧＬＵＴ４表达的影响。

方法　用高糖高胰岛素作用３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞２４ｈ，建立胰岛素抵抗细胞模型。分别采用褪黑素、ＮｅｕＰ１１、褪黑素＋ｌｕｚｉｎ
ｄｏｌｅ（褪黑素受体拮抗剂）和ＮｅｕＰ１１＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ处理细胞，并以未加药细胞作为对照。用葡萄糖氧化酶法检测培养液中的糖

含量并计算糖消耗量，用蛋白质印迹分析检测细胞内ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４蛋白表达变化。结果　胰岛素抵抗细胞用褪黑素和
ＮｅｕＰ１１处理后，糖消耗量较未加药对照组升高（Ｐ＜０．０５），ＧＬＵＴ４、ＩＲＳ１的蛋白表达也增高（Ｐ＜０．０５）；褪黑素和ＮｅｕＰ１１
分别与ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ联合作用于细胞后，细胞的上述蛋白表达较单用褪黑素组和单用 ＮｅｕＰ１１组降低（Ｐ＜０．０５），而与未加药对

照组相比差异无统计学意义。结论　褪黑素受体激动剂ＮｅｕＰ１１可提高胰岛素抵抗脂肪细胞的胰岛素敏感性，增加糖消耗
量，这种作用可能与上调ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４蛋白的表达有关。

　　［关键词］　ＮｅｕＰ１１；褪黑素；脂细胞；胰岛素抵抗
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　　褪黑素 （ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）是主要由松果体释放

的一种循环激素，可能通过调节胰岛素分泌影响糖

尿病及有关的代谢紊乱［１］。但褪黑素半衰期短，进

入人体后代谢很快，加上提取与合成褪黑素都相对

较难，限制了其临床应用。ＮｅｕＰ１１是一种新式褪

黑素非选择性受体激动剂，体外合成比较容易，作用

时间持久，不良反应小，可与褪黑素受体作用而发挥

广泛的生物学作用。我们前期研究发现，对高糖高

脂饲料喂养的大鼠给予 ＮｅｕＰ１１，能够抑制大鼠的

体质量增长，并改善其胰岛素敏感性［２］，但其机制尚

不清楚。

　　葡萄糖运载体４（Ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ４，ＧＬＵＴ

４是胰岛素作用下的脂肪细胞等摄取葡萄糖的重要

载体，对维持机体的糖稳态具有重要作用［３］。已有

研究确切表明：ＧＬＵＴ４的表达与转位的下调，能

减少骨骼肌、脂肪组织对葡萄糖的摄取与利用，最后

致使其发生胰岛素抵抗（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）与糖尿

病［４］。胰岛素受体底物１（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，

ＩＲＳ１）是胰岛素信号转导通路中受体后水平的重要信

号蛋白，其表达不足或者异常磷酸化可以导致胰岛素

抵抗［５６］。本研究观察了ＮｅｕＰ１１对细胞的胰岛素抵

抗及ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４蛋白表达的影响，以探讨 Ｎｅｕ

Ｐ１１改善胰岛素抵抗的可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料　３Ｔ３Ｌ１小鼠成纤维细胞株来源于中国

医学科学院基础医学研究所；ＤＭＥＭ 低糖／高糖培

养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶购自Ｇｉｂｃｏ公司；地

塞米松（ＤＥＸ）、ＩＢＭＸ、牛胰岛素、褪黑素受体拮抗剂

ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４一抗购

自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；褪黑素、Ｎｅｕ

Ｐ１１为ＮｅｕｒｉｍＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓＬｔｄ公司提供。

１．２　３Ｔ３Ｌ１细胞的培养和分化　将３Ｔ３Ｌ１细胞

放在３７℃、５％ＣＯ２条件的培养箱中用含１０％ ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ低糖培养液进行培养，当细胞长至培养瓶

的８０％～９０％时传代，每４８ｈ换液１次，等细胞长

满２ｄ后用含１μｍｏｌ／ＬＤＥＸ、１０％ＦＢＳ、０．５ｍｍｏｌ／

ＬＩＢＭＸ和５ｍｇ／Ｌ 胰岛素的 ＤＭＥＭ 低糖培养液

（经典的“鸡尾酒”法）进行诱导分化，４８ｈ后，再用

含１０％ＦＢＳ、５ｍｇ／Ｌ胰岛素的ＤＭＥＭ低糖培养液

继续作用４ｄ，中间换液１次，其后继续用含１０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ低糖培养液培养，隔天换液１次，诱

导分化１０～１２ｄ，９０％以上的细胞呈脂肪细胞表型。

将在６孔培养板内诱导分化成熟的脂肪细胞先用

ＰＢＳ清洗２次，用３．７％～４．０％甲醛溶液固定１５

ｍｉｎ后，加ＰＢＳ洗３次，用油红 Ｏ染液染色３０ｍｉｎ
（密封），倒掉染液再用ＰＢＳ洗，直到背景透明。用图

像分析系统采集图像，在显微镜下拍照，记录细胞分

化情况。

１．３　ＩＲ细胞模型的建立　在ＤＭＥＭ 低糖培养液

中加入１％ＦＢＳ、１％ 牛血清白蛋白（ＢＳＡ），然后作

用于已经诱导分化的脂肪细胞２４ｈ，即为胰岛素敏

感（ＩＳ）细胞；在 ＤＭＥＭ 高糖培养液中加入１％

ＦＢＳ、１％ＢＳＡ、１μｍｏｌ／Ｌ胰岛素作用于脂肪细胞２４

ｈ，建立ＩＲ细胞模型。分别用５０、１００、２００ｎｍｏｌ／Ｌ
的胰岛素作用于细胞，６ｈ后收集培养液上清，以葡

萄糖氧化酶法测定培养液中的葡萄糖浓度，计算糖

消耗量，根据细胞糖消耗量的变化来鉴定建模是否

成功。实验重复３次，每次３个复孔。

１．４　ＮｅｕＰ１１ 对 ＩＲ 细胞糖 消 耗 量 及 ＩＲＳ１、

ＧＬＵＴ４蛋白表达的影响　将ＩＲ细胞分为５组：

（１）未加药组；（１）褪黑素组 （１０ｎｍｏｌ／Ｌ的褪黑素

处理细胞６ｈ）；（３）ＮｅｕＰ１１组 （１０ｎｍｏｌ／Ｌ 的

ＮｅｕＰ１１处理细胞６ｈ）；（４）褪黑素＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ组

（１０ｎｍｏｌ／Ｌ褪黑素＋１００ｎｍｏｌ／Ｌｌｕｚｉｎｄｏｌｅ联合处

理细胞６ｈ）；（５）ＮｅｕＰ１１＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ组（１０ｎｍｏｌ／

ＬＮｅｕＰ１１＋１００ｎｍｏｌ／Ｌｌｕｚｉｎｄｏｌｅ联合处理细胞６

ｈ）。分别用５０、１００、２００ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素作用于５组

细胞，６ｈ后收集培养液上清，以葡萄糖氧化酶法测

定培养液中的葡萄糖浓度，计算糖消耗量，观察药物

对脂肪细胞糖消耗量的影响。收集各组细胞，用蛋

白质印迹检测ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４蛋白表达，观察药物

对脂肪细胞这两种蛋白表达的影响。实验重复３
次，每次３个复孔。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

学分析，所得数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分

析与独立样本ｔ检验进行数据分析。检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　３Ｔ３Ｌ１细胞分化后的形态学变化　小鼠３Ｔ３

Ｌ１前脂肪细胞培养８～１０ｄ时，大部分细胞分化为

成熟的脂肪细胞 （图１Ａ），占细胞总数的９０％以上。

用油红Ｏ染液对分化成熟的脂肪细胞进行染色，在

显微镜下观察，可见其胞质内有大量的红色脂滴

（图１Ｂ），进一步确定此为脂肪细胞。
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图１　３Ｔ３Ｌ１细胞分化为脂肪细胞

Ａ：分化成熟的脂肪细胞（箭头）；Ｂ：油红Ｏ染色示红色脂滴

（箭头）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０

２．２　ＩＲ细胞模型的鉴定　用５０、１００、２００ｎｍｏｌ／Ｌ
的胰岛素作用于经高糖高胰岛素培养的脂肪细胞，

糖消耗降低（Ｐ＜０．０５），如图２所示，证明细胞模型

建立成功。

图２　胰岛素抵抗３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞的糖消耗量变化

ＩＳ：胰岛素敏感细胞；ＩＲ：胰岛素抵抗细胞．Ｐ＜０．０５与ＩＳ
细胞比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＮｅｕＰ１１对ＩＲ细胞糖消耗的影响　由图３可

见，褪黑素和ＮｅｕＰ１１均能够提高ＩＲ细胞的葡萄糖

消耗能力（Ｐ＜０．０５），褪黑素受体拮抗剂ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ
能够逆转这种作用（Ｐ＜０．０５）。

图３　不同药物对胰岛素抵抗

３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞糖消耗的影响

ＩＳ为胰岛素敏感细胞，其他均为胰岛素抵抗细胞．ＩＲ：未加

药组；Ｍ：褪黑素处理组；Ｎ：ＮｅｕＰ１１处理组；Ｍ＋Ｌ：褪黑

素＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ处理组；Ｎ＋Ｌ：ＮｅｕＰ１１＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ处理组．
Ｐ＜０．０５与经同浓度胰岛素作用的ＩＲ组比较；△Ｐ＜０．０５
与经同浓度胰岛素作用的 Ｍ组比较；▲Ｐ＜０．０５与经同浓度

胰岛素作用的Ｎ组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ＮｅｕＰ１１对ＩＲ细胞ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４表达的影

响　由图４可见，褪黑素和ＮｅｕＰ１１均能够使ＩＲ细

胞ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４的蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５），而

褪黑素受体拮抗剂ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ能够逆转这种作用

（Ｐ＜０．０５）。

图４　不同药物对胰岛素抵抗３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞ＩＲＳ１（Ａ）和ＧＬＵＴ４（Ｂ）表达的影响

ＩＲＳ１：胰岛素受体底物１；ＧＬＵＴ４：葡萄糖运载体４．ＩＳ为胰岛素敏感细胞，其他均为胰岛素抵抗细胞．ＩＲ：未加药组；Ｍ：

褪黑素处理组；Ｎ：ＮｅｕＰ１１处理组；Ｍ＋Ｌ：褪黑素＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ处理组；Ｎ＋Ｌ：ＮｅｕＰ１１＋ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ处理组．Ｐ＜０．０５与ＩＲ
组比较；△Ｐ＜０．０５与 Ｍ组比较；▲Ｐ＜０．０５与Ｎ组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　褪黑素刺激骨骼肌细胞葡萄糖转运主要是通过

ＩＲＳ１／磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）途径增加ＰＩ３Ｋ
的活性。有实验表明，松果体切除后会导致褪黑素

枯竭，降低胰岛素的敏感性，同时 ＧＬＵＴ４基因表

达下调［８］。ＧＬＵＴ４是胰岛素依赖型蛋白，主要存

在于脂肪细胞、组织肌肉、肾脏和大脑等组织中，是

胰岛素作用下的脂肪细胞等摄取葡萄糖的重要载

体，对维持机体的糖稳态具有重要作用［３］。当

ＧＬＵＴ４出现异常表达、活性下调、移位发生阻碍

时，可降低细胞摄取、利用葡萄糖的效率。ＩＲＳ是胰

岛素信号转导通路中受体后水平的重要信号蛋白，

被激活后将信号传递至下游的ＰＩ３Ｋ，在此信号转

导通路中ＩＲＳ１发挥主要作用。研究显示，ＩＲＳ１表

达不足或异常磷酸化可以导致ＩＲ［５，１１］。本研究也

发现ＩＲ脂肪细胞中的ＧＬＵＴ４、ＩＲＳ１蛋白表达较

ＩＳ组降低（Ｐ＜０．０５），说明这两种蛋白的表达水平

和ＩＲ密切相关。将ＩＲ脂肪细胞用药物褪黑素、

ＮｅｕＰ１１处理后，脂肪细胞的糖消耗量增加，同时

ＧＬＵＴ４、ＩＲＳ１的蛋白表达增高，与ＩＲ组细胞比较

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），这说明褪黑素、Ｎｅｕ

Ｐ１１能够提高这两种蛋白的表达，具有改善ＩＲ、提高

胰岛素敏感性的作用；但这两种药物与褪黑素受体

拮抗剂ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ联合作用于细胞后，细胞的糖消耗

量及ＧＬＵＴ４、ＩＲＳ１蛋白表达与未加阻断剂组相

比均降低，这说明褪黑素、ＮｅｕＰ１１主要通过与褪黑

素受体结合而发挥相应的生物学效应。因此，从本

实验中我们初步判断：ＮｅｕＰ１１能够提高ＩＲ脂肪

细胞ＧＬＵＴ４、ＩＲＳ１的蛋白表达，具有改善ＩＲ、提

高胰岛素敏感性的作用。
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