
第 !! 卷第 ! 期
"##$ 年 ! 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!! 7+6!

*2)6"##$

!收稿日期""##8 9#? 9#:,!修回日期""##8 9#? 9">

!基金项目"国家自然科学基金项目资助批准号&:#?##"!:%

!作者简介"刘静#女#博士研究生#医师% 主攻方向&内分泌遗传代谢疾病%

!通讯作者"林汉华#男#教授#华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科#邮编&>:##:#%

'实验研究'

\7&20,)对 $L$MQ!前脂肪细胞增殖和分化的影响及相关机制探讨
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%%!摘%要"%目的%探讨M'3-5()对 :E:CQ! 前脂肪细胞增殖和分化的影响及作用机制% 方法%体外培养 :E:C

Q!前脂肪细胞#GEE法检测不同浓度M'3-5()对其增殖活力的影响#半定量;EC0&;检测M'3-5()对IC.NI和胸苷激

酶.;7=表达水平的影响,同时在利用胰岛素或 M'3-5() 诱导分化的不同时段#通过油红 F染色测定细胞分化程

度#半定量;EC0&;检测过氧化物体增殖剂活化受体
-

(00=;

-

)$&==EH增强子结合蛋白
/

(&HP@0

/

).;7=的表

达% 结果%!#

9B

m!#

9!<

.+5HQM'3-5()作用 "> '明显促进前脂肪细胞增殖#M'3-5()组IC.NI和胸苷激酶.;7=表达

水平明显升高#与对照组相比差异均有显著性意义(9c#6#<)% \'3-5() 干预后#可诱导前脂肪细胞向成熟脂肪细

胞的形态转变#但诱导分化率仍少于胰岛素,同时其 00=;

-

和 &HP@0

/

.;7=表达水平较对照组明显升高(9c

#6#<)#M'3-5()组和胰岛素组00=;

-

和&HP@0

/

.;7=表达量随着分化时间的延长而增加#分化 8 1与 " 1相比#差

异均有显著性意义(9c#6#!)% 结论% \'3-5() 明显促进 :E:CQ! 前脂肪细胞增殖与分化% \'3-5() 可能通过增加

IC.NI的含量#进而引起胸苷激酶的活化#从而导致细胞周期的激活#促进细胞增殖,同时 M'3-5() 可能通过增加

00=;C

-

$&HP@0C

/

.;7=的表达#促进细胞分化#从而提高脂肪细胞对胰岛素的敏感性%

!中国当代儿科杂志##EEI#!!$!%&^I HY$"

!关%键%词"%\'3-5(), 胰岛素, 细胞增殖, 细胞分化, 前脂肪细胞

!中图分类号"%;9::%%!文献标识码"%=%%!文章编号"%!##8 988:#("##$)#! 9##?$ 9#<

O332-+*'3(7&20,)')+726&'0,32&/+,')/)88,332&2)+,/+,')'3$L$MQ! 6&2/8,6'-4+2*

/)8,+*6'**,:0252-7/),*5*

$"+'%)-# $"073)&7(3# :7#0*92%&6(3)# 7+6%(&S2)# $+7(%&$%)-L12;3<=>2)=,?92E%3=<%CG# !,)-O%7,G;%=3@# !,)-O%

52E%C3@:,@@2-2# 7(3TD,)- +)%H2<G%=A,?.C%2)C23)E !2CD),@,-A# K(D3) >:##:## :D%)3 ($%) 7&7# #>3%@& DD@%)^=ODL

=O>(L2E(LC))

%% ?:*+&/-+& @:A2-+,.2% E+()J-L,(M2,-,'--UU-I,L+UM'3-5() +) ,'-/3+5(U-32,(+) 2)1 1(UU-3-),(2,(+) +U:E:CQ!

/3-21(/+IN,-# 2)1 L,R1N,'-/+LL(K5-.-I'2)(L.L6B2+7'8*% :E:CQ! /3-21(/+IN,-L -̀3-IR5,R3-1 %) H%=<,6E'-

/3+5(U-32,(+) /+,-),(25L+U:E:CQ! /3-21(/+IN,-L,'2,̀-3-,3-2,-1 (̀,' 1(UU-3-),I+)I-),32,(+)L+UM'3-5() -̀3--J25R2,-1 KN

GEE.-,'+1L6E'-5-J-5L+UIC.NI2)1 ,'N.(1()-_()2L-.;7= -̀3-1-,-I,-1 RL()M;EC0&;6:E:CQ! /3-21(/+IN,-L̀ -3-

1(UU-3-),(2,-1 (),+,'-.2,R3-1 21(/+IN,-L̀ (,' ()LR5() (O7A) +3M'3-5()6E'-.+3/'+5+M(I25I'2)M-L+U:E:CQ! 21(/+IN,-L

-̀3-+KL-3J-1 2)1 ,'-1(UU-3-),(2,(+) 32,-̀ 2L2LL2N-1 KN+(5C3-1 FL,2()()M6E+,25;7= 2̀L-[,32I,-1 U3+.21(/+IN,-L2,

J23(+RL,(.-L# 2)1 ,'-5-J-5L+U/-3+[(L+.-/3+5(U-32,(+) 2I,(J2,-1 3-I-/,+3

-

(00=;

-

) 2)1 &==EH-)'2)I-3K()1()M

/3+,-()(&HP@0

/

) .;7=-[/3-LL(+)L̀ -3-1-,-I,-1 RL()M;EC0&;6C2*10+*%\'3-5() 2,I+)I-),32,(+)L+U!#

9B

,+!#

9!<

.+5HQL(M)(U(I2),5NL,(.R52,-1 /3-21(/+IN,-/3+5(U-32,(+) (9c#6#<)6E'-5-J-5L+UIC.NI2)1 ,'N.(1()-_()2L-.;7=

L(M)(U(I2),5N()I3-2L-1 () :E:CQ! /3-21(/+IN,-L̀ (,' !#

9$

.+5HQ2)1 !#

9!!

.+5HQM'3-5() ,3-2,.-),(9c#6#!)6E'-:E:C

Q! /3-21(/+IN,-L,3-2,-1 (̀,' !#

9!!

.+5HQM'3-5() '21 5+,L+U5(/(1 13+/5-,L() ,'-IN,+/52L.2# KR,,'-1(UU-3-),(2,(+) 32,-

2̀L5+̀-3,'2) ,'+L-,3-2,-1 (̀,' O7A6\'3-5() +U!#

9!!

.+5HQL(M)(U(I2),5N()I3-2L-1 ,'-.;7=-[/3-LL(+) +U00=;

-

2)1

&HP@0

/

() ,'-I+R3L-+U:E:CQ! /3-21(/+IN,-1(UU-3-),(2,(+)# I+./23-1 (̀,' ,'-)+3.25I+),3+5M3+R/ (9c#6#<)6E'-

00=;

-

2)1 &HP@0

/

.;7=-[/3-LL(+) ()I3-2L-1 (̀,' ,'-/3+5+)M-1 1(UU-3-),(2,(+) +U/3-21(/+IN,-L()1RI-1 KNM'3-5() +3

O7A6E'-3-̀ -3-L(M)(U(I2),1(UU-3-)I-L() ,'-5-J-5L+U00=;

-

2)1 &HP@0

/

.;7=-[/3-LL(+) K-,̀--) ,'-")1 2)1 8,'

12NL+U1(UU-3-),(2,(+) (9c#6#! )6>')-01*,')*% \'3-5() /3+.+,-L,'-/3+5(U-32,(+) 2)1 1(UU-3-),(2,(+) +U:E:CQ!

/3-21(/+IN,-L6E'-/3+5(U-32,(+) +U:E:CQ! /3-21(/+IN,-L()1RI-1 KNM'3-5() .2NK-2LL+I(2,-1 (̀,' ()I3-2L-1 IC.NI5-J-5L6

\'3-5() .2N/3+.+,-1(UU-3-),(2,(+) +U:E:CQ! /3-21(/+IN,-LKN()I3-2L()M.;7=-[/3-LL(+) +U00=;

-

2)1 &HP@0

/

# ,'RL

-)'2)I-L,'-L-)L(,(J(,N+U21(/+IN,-L,+O7A6 !>7,)D >')+256%28,/+&# #EEI# !! (!)&^I HY$"

%%J24 9'&8*&%\'3-5(), O)LR5(), &-55/3+5(U-32,(+), &-551(UU-3-),(2,(+), 03-21(/+IN,-

'$?'
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%%胰岛素抵抗是 " 型糖尿病发病的重要机制之

一#尚未找到有效的控制措施!!"

% 现在越来越多的

研究认为!""

#脂肪组织是胰岛素抵抗产生的始发部

位% 脂肪细胞分化障碍会导致胰岛素敏感性下降#

诱发胰岛素抵抗#从而引发糖尿病!:"

% \'3-5() 是一

种新近发现的胃源性促生长激素释放多肽#不仅能

有效促进生长激素的分泌#还在调节进食$能量平

衡$胃肠功能$心血管系统等方面发挥重要作用!>"

%

目前研究发现 " 型糖尿病病人血浆 M'3-5() 水平普

遍较低#这提示M'3-5()可能与 " 型糖尿病的发生发

展密切相关!<"

% 因此本研究以 :E:CQ! 前脂肪细胞

为研究对象#观察 M'3-5() 对 :E:CQ! 前脂肪细胞增

殖和分化的影响及其作用机制#从而在细胞水平上

为M'3-5()改善胰岛素抵抗$防治糖尿病提供理论依

据%

!"材料与方法

!6!"材料

:E:CQ! 前脂肪细胞株购于美国 =E&&细胞典

藏中心,TGPGHS!" 培养基$胰蛋白酶$胎牛血清

(U-,25K+J()-L-3R.# S@A)购于美国 \(KI+公司, !C

甲基 :C异丁基黄嘌呤(!C.-,'N5C:C(L+KR,'N5[2),'()-#

O@GX)$地塞米松 ( 1-[2.-,'2L+)-# TPX)$胰岛素

(()LR5()# O7A) $牛血清白蛋白(@A=)$二甲基亚砜

(TGAF)和GEE购于 A(M.2公司,油红 F染料购于

上海化学试剂厂,;EC0&;试剂盒购于大连宝生物

工程有限公司,大鼠M'3-5() 购于0'+-)([公司#并用

磷酸盐缓冲液溶解分装后 9B#p冻存#用前稀释至

所需浓度%

!6#"方法

!6"6!%细胞增殖试验%%采用 GEE法#将 :E:CQ!

前脂肪细胞按 ! f!#

>

H孔接种于 $? 孔板#在完全培

养基(TGPGHS!" o!#bS@A o青$链霉素 !## ZH

.Q) 中培养#待细胞达 ?#b mB#b汇合#加入

TGPGHS!" o#6!b@A=孵育过夜以同步细胞周期#

试验组加入不同浓度 M'3-5()(含 !#

9B

#!#

9$

#!#

9!!

#

!#

9!:

#!#

9!<

.+5HQ)#以 # .+5HQ的 M'3-5() 为对照

组#分别在作用 ? '$"> ' 时加入 "#

$

Q新鲜配制的

< MHQ的GEE培养液培养 > '% 然后将培养液倒尽#

吸干#每孔加入 !<#

$

QTGAF#振荡器上振荡

!# .()#溶解紫色结晶% 酶标仪 >$# ).波长处测定

光密度(FT)%

!6"6"%半定量;EC0&;测定 :E:CQ! 前脂肪细胞中

IC.NI&胸苷激酶基因 .;7=的表达%%将 :E:CQ!

前脂肪细胞置于完全培养基#细胞生长至完全融

合#分组培养&

!

对照组&完全培养基,

"

\'3-5()

(!#

9$

.+5HQ)组&完全培养基oM'3-5()(!#

9$

.+5HQ),

#

M'3-5() (!#

9!!

.+5HQ)组&完全培养基 oM'3-5()

(!#

9!!

.+5HQ)% 弃培养上清#收集细胞 9B#p冻存

备用% 参照 E3(V+5;-2M-),试剂盒提取各组细胞总

;7=#紫外分光光度计测定总;7=浓度及="?# ).H

="8# ).比值% IC.NI$胸苷激酶基因引物序列及产

物长度见表 !% IC.NI基因 0&;反应条件&预变性

$>p < .()后#变性 $>p :# L#退火 <#p >< L#延伸

B"p " .()#共 >< 个循环#终末延伸 B"p !# .(),胸

苷激酶基因0&;反应条件&预变性 $>p < .() 后#

变性 $>p :# L#退火 <?p >< L#延伸 B"p " .()#共

># 个循环#终末延伸 B"p !# .()% 0&;扩增后产物

以 "b的琼脂糖凝胶电泳% 应用美国 @OFC;=T公

司\-5T+IX;凝胶成像系统对电泳结果进行灰度

扫描#采用tR2),(,NCF)-软件进行灰度分析% IC.NI$

胸苷激酶基因 .;7=的表达水平以该基因条带灰

度值H

0

C2I,()条带灰度值表示%

!6"6:%:E:CQ! 前脂肪细胞培养与诱导分化%%将

:E:CQ! 前脂肪细胞置于完全培养基中培养#细胞生

长至完全融合后 >8 '#加入含 #6< ..+5HQO@GX#

!

$

.+5HQTPX#! .MHQO7A的完全培养基#>8 '后撤

去O@GX和TPX#完全培养基中仅含 O7A#继续培养

" 1#随后换为仅含有 !#b S@A 的完全培养基% 在

细胞分化过程(第 ! m8 天)分别收集细胞# 9B#p

冻存备用%

!6"6>%:E:CQ! 脂肪细胞的鉴定%%:E:CQ! 前脂肪

细胞常规培养至诱导分化 " 1#各组的基本培养条

件相同即完全培养基#根据诱导刺激的不同分为

!

对照组&无分化刺激,

"

\'3-5() 组&含 M'3-5()

(!#

9!!

.+5HQ) ,

#

O7A 组&含 O7A(! .MHQ)% 培养

>8 '后#换为完全培养基#培养至收获细胞% 移去诱

导分化结束细胞的培养液##6#! .+5HQ0@A 洗 " 遍#

加入 !#b多聚甲醛溶液固定 ! '#再用 #6#! .+5HQ

0@A洗净#油红F染液染" '##6#! .+5HQ0@A洗至背

景透明% 显微镜下观察可见胞浆中脂滴呈亮红色#

经计算机扫描后进行图像分析#以红色所占的比例

表示 :E:CQ! 前脂肪细胞的分化率#对 :E:CQ! 前脂

肪细胞分化程度进行分析%

!6"6<%半定量 ;EC0&;%%测定 M'3-5() 干预后

:E:CQ! 前脂肪细胞中前脂肪细胞分化相关基因过

氧化物体增殖剂活化受体
-

(/-3+[(L+.-/3+5(U-32,+3

2I,(J2,-1 3-I-/,+3

-

# 00=;

-

)$&==EH增强子结合蛋

白
/

(&==EH-)'2)I-3K()1()M/3+,-()

/

# &HP@0

/

)基

'#B'
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因.;7=的表达#前脂肪细胞的分化培养和药物干

预分组同前#在分化 " 1#8 1 时弃培养上清#收集细

胞9B#p冻存备用% 参照 E3(V+5;-2M-),试剂盒提

取诱导分化过程中及成熟后的细胞总 ;7=#紫外分

光光度计测定总;7=浓度及 ="?# ).H="8# ).比

值% 00=;

-

#&HP@0

/

基因引物序列及产物长度见

表 !% 00=;

-

$&HP@0

/

基因 0&;反应条件&预变性

$> p < .()后#变性 $>p :# L#退火 <Bp >< L#延伸

B"p " .()#共 <# 个循环#终末延伸 B"p !# .()%

0&;扩增后产物以 "b的琼脂糖凝胶电泳% 应用美

国@OFC;=T公司\-5T+IX;凝胶成像系统对电泳

结果进行灰度扫描#采用 tR2),(,NCF)-软件进行灰

度分析% 00=;

-

$&HP@0

/

基因 .;7=的表达水平

抑该基因条带灰度值H

0

C2I,()条带灰度值表示%

!6$"统计学处理

实验数据以均数d标准差(VdG)表示#并采用

A0AA !"6# 统计软件进行数据整理和统计% 组间两

两比较用=检验#9c#6#< 表示结果有显著性意义%

#"结果

#Z!"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞增殖的影响

\'3-5()(!#

9B

m!#

9!<

.+5HQ)作用 "> ' 能明显

促进前脂肪细胞增殖#其中 !#

9!!

.+5HQ时促增殖效

应最明显#而且同一浓度 M'3-5() 促进前脂肪细胞增

殖的效应随作用时间的延长而提高(表 ")%

#Z#"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞中-M54-'胸苷

激酶基因5CV?表达水平的影响

\'3-5()(!#

9$

.+5HQ# !#

9!!

.+5HQ)组IC.NI和胸

苷激酶.;7=表达水平均明显高于对照组#差异均

有显著性意义(9c#6#!)#但 M'3-5() 组间比较差异

无显著性意义(表 :#图 !#")%

%%表 !"-M54-'胸苷激酶'\]=CM!/'%%?C

!

和>WOT%

"

引物序列

引物 产物大小(K/) 引物序列

IC.NI ><#

上游 <YC=&\=E\\=E&&E=E&=&&=\&

==&=\&=\=\&&=\C:Y

下游 <YC=E&\=\==EE&\==E&\\=&\

=\\E=&=\\=EEE\C:Y

胸苷激酶 <<#

上游 <YC&&=E\&\\=E&&==&\=\\\&

==\=&=\E==EE\E&C:Y

下游 <YC&&=E\&\==EE&E&E&E\=\=

\E&&==&&E\\\E=\C:Y

00=;

-

"??

上游 <YC\=&&=&E&\&=EE&&EEEC:Y

下游 <YC&&=&=\=&E&\\&=&E&=C:Y

&HP@0

/

"!>

上游 <YC\\===\===&\=&E\\\=\&C:Y

下游 <YC&\=&E=\=&\&E=EE\E\=EEC:Y

%%表 #"不同浓度 (7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞增殖

$?

PIE

%的影响
(VdG#) h>)

组别
剂量

(.+5HQ)

=>$#

? ' "> '

对照组 # #6!B#: d#6#:#$ #6:""? d#6#:"8

\'3-5()组
!#

9B

#6!$$< d#6#"8>

#6>!8< d#6#"$!

2

!#

9$

#6"##: d#6#"$:

#6>"BB d#6##>$

K

!#

9!!

#6"!#! d#6#"<#

2

#6><!8 d#6#:?!

K

!#

9!:

#6!8!8 d#6#:#"

#6>"<? d#6#:<!

2

!#

9!<

#6!8!? d#6#"<8

#6>!BB d#6#<>!

2

%%2&与对照组比较#9c#6#<, K&与对照组比较#9c#6#!

%%表 $"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞-M54-'胸苷激酶

基因5CV?表达水平的影响
(VdG)

分组 例数
IC.NI基因

表达水平(b)

胸苷激酶基因

表达水平(b)

对照组 ? !6?B< < d#6!$" : !6#># < d#6"?: #

!#

9$

.+5HQM'3-5()

?

"6??"? d#6:$:"

2

!68B!# d#6>!B"

2

!#

9!!

.+5HQM'3-5()

?

"6?BB # d#6!"< $

2

!6<:"? d#6!$$>

2

%%2&与对照组比较#9c#6#!

%%图 ! "\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞 -M54-基因

5CV?表达水平的影响*

G& G23_-3L, !&对照组, "& M'3-5()

(!#

9$

.+5HQ)组,:&M'3-5()(!#

9!!

.+5HQ)组%

%%

图 #"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞胸苷激酶基因

5CV?表达水平的影响*

G& G23_-3L, !&对照组, "& M'3-5()

(!#

9$

.+5HQ)组,:&M'3-5()(!#

9!!

.+5HQ)组%

'!B'
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#Z$"$L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化前后形态学变化

比较

:E:CQ! 前脂肪细胞呈典型的梭形#胞浆中无脂

滴#形态与成纤维细胞相似% 当细胞完全汇合后#处

于生长停滞状态#在多个视野下均未见处于明显分

裂相的细胞% \'3-5()组诱导分化 8 1 时#细胞明显

变大$变圆#胞浆内出现明显的脂滴#脂滴分布于核周

围#形成*戒环+样结构#油红F染色的结果进一步显

示胞浆内有大量的脂滴积聚% M'3-5()(!#

9!!

.+5HQ)

诱导 :E:CQ! 前脂肪细胞的分化率可达 B#b#而O7A

组为 $#b(图 :)%

%%图 $"$L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化前后形态学变化比较*

?&:E:CQ! 前脂肪细胞#胞浆中无脂滴,T&M'3-5()(!#

9!!

.+5HQ)

诱导 8 1的 :E:CQ! 脂肪细胞#胞浆内出现明显脂滴,>&O7A诱导 8 1的 :E:CQ! 脂肪细胞#胞浆内有大量脂滴%

#ZP"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化过程

中%%?C

!

'>WOT%

"

基因5CV?表达水平的影响

分化 " 1#8 1时#M'3-5()组和O7A组00=;C

-

和

&HP@0C

/

.;7=表达量均明显高于对照组#差异有

显著性意义(9c#6#<)#但两者之间 00=;

-

.;7=

表达量同分化时间点比较差异无显著性意义(9e

#6#<)#&HP@0

/

表达量分化 " 1 时比较差异无显著

性意义(9e#6#<)#分化 8 1 时比较差异有显著性

意义(9c#6#<)% 同时 M'3-5() 组和 O7A 组 00=;C

-

和&HP@0C

/

.;7=表达量随着分化时间的延长而

增加#分化 8 1 与分化 " 1 相比#差异均有显著性

意义(9c#6#!) #(表 >#图 >#<) %

""表 P"\7&20,)对 $L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化

过程中%%?C

!

'>WOT%

"

基因5CV?表达

水平的影响
(VdG)

分组
00=;

-

基因

表达水平(b)

&HP@0

/

基因

表达水平(b)

分化 " 1对照组

分化 " 1 M'3-5()组

分化 " 1 O7A组

分化 8 1对照组

分化 8 1 M'3-5()组

分化 8 1 O7A组

#6"!!! d#6#<??

#6:B># d#6#>">

2

#6:!<" d#6#B#B

2#K

#6>!!8 d#6#B"!

#6?BB< d#6!!:!

2#I

#6B$>? d#6#8>$

2#K#1

#6"8"< d#6#>>"

#6>#<8 d#6#B!>

2

#6>8$? d#6#B>$

2#K

#6<8>$ d#6#8:8

#68>"8 d#6#<>>

2#I

!6!$$: d#6!"B:

2#-#1

%%2&与同分化时间点对照组比较#9c#6#<, K&与同分化时间点

M'3-5()组比较#9e#6#<, I&与分化 " 1 M'3-5() 组比较#9c#6#!, 1&

与分化 " 1 O7A组比较#9c#6#!, -&与同分化时间点M'3-5()组比较#

9c#6#!%

%%图 P"$L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化过程中 %%?C

!

基

因5CV?的表达*

G&G23_-3,!&对照组#诱导分化 " 1,"&M'3-5()

组#诱导分化 " 1,:&O7A组#诱导分化 " 1,>&对照组#诱导分化 8 1,

<&M'3-5()组#诱导分化 8 1,?&O7A组#诱导分化 8 1%

%%图 G"$L$MQ! 前脂肪细胞诱导分化过程中>WOT%

"

基

因5CV?的表达*

G&G23_-3,!&对照组#诱导分化 " 1,"&M'3-5()

组#诱导分化 " 1,:&O7A组#诱导分化 " 1,>&对照组#诱导分化 8 1,

<&M'3-5()组#诱导分化 8 1,?&O7A组#诱导分化 8 1%

$"讨论

脂肪组织不仅是体内巨大的储能器官#而且是

重要的内分泌器官#不仅对机体能量代谢平衡至关

重要#还与胰岛素抵抗$" 型糖尿病的发生等有密切

的联系!?"

% 脂肪细胞增殖和分化的调控是肥胖导

'"B'
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致胰岛素抵抗的一个重要影响因素#也是提高胰岛

素敏感性#改善胰岛素抵抗的途径之一% 因此#脂肪

细胞的增殖和分化的调控及其与肥胖$胰岛素抵抗

发病机制的关系成为目前国际上研究的热点%

\'3-5()是一种新近发现的胃源性促生长激素

释放多肽#是生长激素促分泌素受体(M3+̀,' '+3C

.+)-L-I3-,2M+MR-3-I-/,+3# \WA;) 的具有生物活性

的内源性配体% 它不仅能有效促进生长激素的分

泌#还参与摄食$能量代谢$心血管和免疫功能的调

节#是目前调节肽研究领域中的一个热点% 基于前

脂肪细胞增殖和分化在胰岛素抵抗和糖尿病发病机

制中的重要作用#本研究用 :E:CQ! 前脂肪细胞株作

为脂肪细胞分化模型#观察 M'3-5() 对其增殖和分化

的影响#结果发现 !#

9B

m!#

9!<

.+5HQM'3-5() 作用

"> '明显促进 :E:CQ! 前脂肪细胞的增殖#其中

!#

9!!

.+5HQM'3-5()促增殖效应最明显#这提示利用

M'3-5()可以调控前脂肪细胞的增殖% IC.NI是一种

原癌基因#是决定细胞从\#H\! 期向 A 期转化的正

性细胞周期调节因子!B"

% IC.NI蛋白可使 ;K 磷酸

化而失活#使与;K结合的转录因子 P"S解离释放#

P"S可激活一系列包括胸苷激酶等 T7=复制相关

基因#使细胞进入 A 期#促使细胞增殖!8"

% 我们研

究发现M'3-5()作用于 :E:CQ! 前脂肪细胞后能明显

增加IC.NI和胸苷激酶基因 .;7=的表达#这提示

M'3-5()可能通过提高 IC.NI的表达#进而引起胸苷

激酶的活化#从而诱导细胞由 \! 期向 A 期转化#促

进前脂肪细胞增殖%

:E:CQ! 前脂肪细胞加入诱导剂后#其分化过程

一般可分为 : 个阶段&克隆性增生阶段#短暂的生长

停滞阶段#定向分化与终末分化!$"

% 研究表明许多

核转录因子如 00=;家族$&HP@0家族等在脂肪细

胞分化中起十分重要的作用% 其中 00=;

-

是脂肪

细胞分化的主要调节因子#而 &HP@0

/

主要功能是

维持00=;

-

的表达并和胰岛素敏感性有关!!#"

% 我

们研究发现#随着 :E:CQ! 前脂肪细胞的诱导成熟#

00=;

-

与&HP@0

/

基因.;7=的表达量逐渐增加#

至第 8 日最高#提示脂肪细胞分化完全成熟%

!#

9!!

.+5HQM'3-5()干预组与对照组比较#00=;

-

与

&HP@0

/

基因.;7=表达水平均明显增加#且其表

达量随着分化时间的延长而增加#这提示 M'3-5() 可

能是通过促进脂肪细胞分化关键因子 00=;

-

和

&HP@0

/

.;7=的表达#从而促进脂肪细胞分化成

熟#这可能是其改善胰岛素敏感性的机制之一%

我们前期研究发现 \WA;C!2基因在 :E:CQ! 前

脂肪细胞诱导分化初期低水平表达#随着 :E:CQ! 脂

肪细胞逐渐分化成熟#分化 > 1 和 8 1 时 \WA;C!2

基因 .;7=的表达逐渐增加!!!"

% 因此我们推测

M'3-5()作用于 :E:CQ! 前脂肪细胞后#可能通过与表

达于脂肪细胞的 \WA;C!2结合#从而提高 00=;

-

与&HP@0

/

基因的表达进而促进 :E:CQ! 前脂肪细

胞的分化%

综上所述#M'3-5()对 :E:CQ! 前脂肪细胞有促增

殖和促分化作用#M'3-5() 可能通过增加 IC.NI的含

量#进而引起胸苷激酶的活化#从而导致细胞周期的

激活#促进前脂肪细胞增殖#同时通过增加00=;C

-

$

&HP@0C

/

.;7=的表达#促进 :E:CQ! 前脂肪细胞分

化% 目前对M'3-5()的研究尚存在多方面争议#相信

随着对M'3-5() 确切作用机制和信号传导通路研究

的进一步深入#利用M'3-5()改善胰岛素抵抗将会为

糖尿病的诊治提供新的和靶点和新的思路%
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