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%%!摘%要"%目的%人 4N;*"Q 基因是一个参与胰岛素敏感性调节的肥胖相关差异表达基因$本研究旨在探讨

胰岛素抵抗相关脂源性细胞因子L7e

(

对人成熟脂肪细胞中 4N;*"Q 基因的调节作用% 方法%体外培养人前体脂

肪细胞$在诱导人前体脂肪细胞分化成熟的基础上$应用不同浓度(#*V*!#*"V*V# )Yc.K)人重组 L7e

(

干预成熟

脂肪细胞 "Q '$采用实时荧光定量>LM0&>技术*f-A,-3) F5+,技术检测干预后人成熟脂肪细胞 4N;*"Q 基因在核酸

和蛋白表达水平的变化% 结果%不同浓度 L7e

(

(V*!#*"V*V# )Yc.K)干预 "Q ' 能显著上调人成熟脂肪细胞中

4N;*"Q 基因的.>7H表达$与未干预对照组差异有显著性("O#6#V)#V# )Yc.KL7e

(

干预时 4N;*"Q 基因在人

成熟脂肪细胞中的.>7H表达水平最高% 与基因表达结果相一致$不同浓度L7e

(

(V*!#*"V*V# )Yc.K)干预 "Q '

能显著上调人成熟脂肪细胞中 4N;*"Q 蛋白的表达$与未干预对照组差异有显著性("O#6#V)#干预浓度提高到

"V )Yc.K时干预效果最为明显% 结论% L7e

(

能显著上调人成熟脂肪细胞中 4N;*"Q 基因核酸和蛋白的表达%
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!关%键%词"%4N;*"Q 基因#细胞分化#肿瘤坏死因子#人前体脂肪细胞
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%%>=704*60& ?=@-6023-%DT.2) 4N;*"Q$ 2)+X-5+F-A(,BM3-52,-1 Y-)-$ (A2AA+9(2,-1 ](,' ()AT5() A-)A(,(X(,B3-YT52,(+)

() 'T.2) 21(/+9B,-A6L'(AA,T1B2(.-1 ,+-̂/5+3-,'-3-YT52,(X-3+5-+@L7e

(

+) 4N;*"Q Y-)-() .2,T3-1 'T.2)

21(/+9B,-A6A-01.87%DT.2) /3-21(/+9B,-A]-3-9T5,T3-1 2)1 1(@@-3-),(2,-1 (),+.2,T3-1 21(/+9B,-A.! J.@?'6eT55B

1(@@-3-),(2,-1 21(/+9B,-A(82B!=) ]-3-,3-2,-1 ](,' 1(@@-3-),9+)9-),32,(+)A+@L7e

(

(#$ V$ !#$ "V 2)1 V# )Yc.K) @+3

"Q '3A6L+,25>7H2)1 /3+,-() ]-3--̂,329,-1 @3+.,'-21(/+9B,-A6K-X-5A+@4N;*"Q .>7H2)1 /3+,-() -̂/3-AA(+) ]-3-

1-,-3.()-1 FB3-25M,(.-_T2),(,2,(X->LM0&>2)1 f-A,-3) F5+,3-A/-9,(X-5B6B-7,+07%8(@@-3-),9+)9-),32,(+)A(V$ !#$ "V

2)1 V# )Yc.K) +@L7e

(

,3-2,.-),@+3"Q '3A3-AT5,-1 () 2A(Y)(@(92),()93-2A-() ,'-4N;*"Q .>7H-̂/3-AA(+) +@'T.2)

.2,T3-1 21(/+9B,-A6L'-.2̂(.25-@@-9,]2AA--) () ,'-V# )Yc.K+@L7e

(

,3-2,.-),Y3+T/6C) /23255-5$ 4N;*"Q /3+,-()

AB),'-A(A() .2,T3-1 21(/+9B,-A()93-2A-1 () 3-A/+)A-,+L7e

(

,3-2,.-),+@1(@@-3-),9+)9-),32,(+)A(V$ !#$ "V 2)1 V# )Yc

.K) @+3"Q '3A6L'-.2̂(.25T/M3-YT52,-1 -@@-9,]2AA--) () ,'-"V )Yc.K+@L7e

(

,3-2,.-),Y3+T/6C.56+,72.57%L7e

(

92) T/M3-YT52,-4N;*"Q .>7H-̂/3-AA(+) () 'T.2) .2,T3-1 21(/+9B,-A6

!C125D C.50-<:E-82*04$ !""#$ $$ ($!)&$""X '$"$$"

%%F-; G.487&%4N;*"Q Y-)-# &-551(@@-3-),(2,(+)# L7e

(

# DT.2) /3-21(/+9B,-

%%近年来$

+

型糖尿病在各国肥胖儿童中的发病

率逐渐增高*呈现明显低龄化趋势的现象已经引起

儿科学者的深切关注% 随全球肥胖儿童人数持续升

高其发病率逐渐增高的特征可能使这一疾病在未来

演变成为全球性的公共卫生问题!!$""

% 由于胰岛素

抵抗是肥胖儿童
+

型糖尿病的主要特征$而肥胖是

胰岛素抵抗发生的重要因素% 因此探讨肥胖致胰岛

素抵抗的机制也已经成为儿科研究领域的一个重要

研究内容%

人 4N;*"Q 基因是本研究小组 "##Q 年应用抑

'<##!'
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制性差减杂交技术(AT//3-AA(+) ATF,329,(X-'BF3(1(Z2M

,(+)$EED)筛选肥胖与正常人网膜脂肪组织获得并

克隆到的一条肥胖相关全长新基因% 前期研究发

现!J"

&4N;*"Q 定位于细胞膜$肥胖者脂肪组织中该

基因表达显著下调$人脂肪细胞中该基因过表达能

显著提高成熟脂肪细胞胰岛素刺激下的葡萄糖摄取

率$提示 4N;*"Q 基因与肥胖及胰岛素敏感性的调

节可能相关% 深入了解 4N;*"Q 基因的生物学特征

将有助于揭示其在肥胖及胰岛素抵抗中的可能功

能% 由于目前对该基因的调节规律尚无文献报道$

而肿瘤坏死因子
(

(,T.+3)-93+A(A@29,+3

(

$ L7e

(

)

是体内重要的脂源性细胞因子$不但与肥胖密切相

关$而且参与胰岛素敏感性调节!Q"

% 因此本研究选

择L7e

(

为干预因子$体外干预分化成熟的人脂肪

细胞$分析了 L7e

(

对成熟脂肪细胞 4N;*"Q 基因

的调控作用$现将结果报告如下%

$H材料与方法

$6$H材料

人前体脂肪细胞株('T.2) /3-21(/+9B,-AMX(A9-3M

25$D0HMX)购自美国 E9(-)9-55公司$8dgd培养基*

胎牛血清购自美国NCG&?公司$胰岛素*地塞米松*

!M甲基MJM异丁基
$

嘌呤(dCk)*罗格列酮*人重组

L7e

(

购自美国 E(Y.2公司$油红 ?染料购自上海

化学试剂厂$逆转录试剂购自美国03+.-Y2公司$实

时荧光定量0&>中d2A,-3d(̂购自美国HGC公司$

0&>引物及探针由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成*标记$兔抗人 4N;*"Q 抗体购自武汉三

鹰公司$兔抗人
*

MH&LC7及鼠抗兔二抗抗体均购自

武汉博士德生物工程有限公司%

$6!H方法

!6"6!%人前体脂肪细胞培养与诱导分化%%用完

全培养液(8dgdl!#U胎牛血清l青霉素*链霉素

!## Pc.K)在 J=i孵箱(VU &?

"

*$VU空气)中培

养人前体脂肪细胞$每两天换液一次% 细胞生长至

完全融合时开始诱导分化$培养液换用含 #6V .d

dCk*!

'

d地塞米松和 V

'

Yc.K胰岛素的无血清

8dgd培养液% Q< ' 后$换液并加用 !

'

d罗格列

酮#于第 Q 天起撤去dCk*地塞米松*罗格列酮$使培

养液中只含有 V

'

Yc.K胰岛素% 每两天换液一次$

至第 !Q a!= 天约 <#U以上细胞已分化为成熟的脂

肪细胞$应用油红?染色法验证%

!6"6"%人重组 L7e

(

干预%%在人前体脂肪细胞

诱导分化的第 != 天$将细胞培养液换成分别含重组

L7e

(

#*V*!#*"V*V# )Yc.K的培养液$培养 "Q '后收

集细胞$分别观察不同浓度重组L7e

(

干预对人成熟

脂肪细胞中 4N;*"Q基因核酸和蛋白表达的影响%

!6"6J%实时荧光定量 >LM0&>检测 4N;*"Q 基因

.>7H表达水平%%用 L3(Z+5一步法提取人脂肪细

胞总 >7H% 应用实时荧光定量 >LM0&>法 (HGC

0>CEd=J## 荧光定量 0&>仪$美国 0g公司)检测

脂肪细胞中 4N;*"Q 基因 .>7H的表达水平%

4N;*"Q 基因上游引物序列&VqM&L&N&&HN&NL&L&M

&L&LMJq$ 下 游 引 物 序 列& VqM&NNLLL&LN&&LLM

NHL&LL&H&MJq$探针序列&VqM&LL&L&LNLN&&N&LM

L&LNLNL&LN&MJq$产物 !JJ F/#内参照 !<E 基因上

游引物序列&VqM&NNNL&NNNHNLNNNLHHLMJq$下

游引物序列&VqMHNL&N&&NLN&&LH&&HLMJq$探针

序列& VqM&N&&LN&LN&&LL&&LLNNHLNLNMJq$ 产

物 !"$ F/% 探针 Vq端标记荧光报告基团 eHd

(;M&23F+̂BM@5T+3-A9-())$Jq端标记荧光淬灭基团

LHd>H(;M&23F+̂BM,-,32.-,'BM3'+12.()-)% 0&>扩

增反应条件为&V#i " .()*$Vi !# .() 后$以

$Vi !V A*;;i ! .() 循环 Q# 次% 采用参照基因

的
8

&L法计算 4N;*"Q .>7H的相对表达量&

4N;*"Q .>7H相对表达量 I"

(&L(!<E)M&L(4N;*"Q))

%

!6"6Q%f-A,-3) F5+,法检测 4N;*"Q 蛋白表达水平

%%>C0H裂解液提取细胞总蛋白$G&H法测定蛋

白浓度$将蛋白变性后于 !#UE8EM0HNg上凝胶蛋

白电泳$每泳道 "#

'

Y蛋白% 然后将蛋白电泳条带

转移至经甲醇活化处理过的 048e膜上$ 室温下用

含 VU脱脂奶粉的LGEL溶液封闭 " ' $ 弃去封闭液

后$加入 !p! ### 兔抗人 4N;*"Q 多克隆抗体或

!p! ###兔抗人
*

MH&LC7抗体$Qi摇匀过夜$洗涤后

加入二抗$室温度孵育 ! '后再次洗膜$最后按g&K

试剂说明书要求显影$图像分析系统扫描灰度值%

$6&H统计学方法

采用 E0EE !J6V 软件进行统计学分析$结果以

均数b标准差(KbC)表示% 多组间均数比较采用方

差分析M检验后$进一步采用 W检验进行组间两两

比较% "O#6#V 为差异有显著性%

!H结果

!I$H人重组 KY[

"

对人成熟脂肪细胞 !1234S 基

因核酸表达水平的调控

由表 ! 可见$不同浓度 L7e

(

干预 "Q ' 均能显

著上调人成熟脂肪细胞中 4N;*"Q 基因的.>7H表

达% V )Yc.K干预 "Q ' 即能显著上调 4N;*"Q

'$##!'
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.>7H的表达("O#6#V)% 随L7e

(

干预浓度增高$

人成熟脂肪细胞中 4N;*"Q 基因的.>7H表达水平

逐渐升高$在 # aV# )Yc.K浓度范围内呈现浓度依

赖性$V# )Yc.KL7e

(

干预时 4N;*"Q 基因在人成熟

脂肪细胞中的.>7H表达水平最高$较# )Yc.K浓度

组上调约 "6Q 倍% 除 !# )Yc.K组与 "V )Yc.K组$

"V )Yc.K组与 V# )Yc.K组之间无差异显著性外$其

余任意浓度组之间差异均有显著性("O#6#V)%

%%表 $H不同浓度KY[

"

干预 !S 1对人成熟脂肪细胞中

!1234S 基因<BY>表达的影响
(KbC)

干预浓度()Yc.K) 样本数 4N;*"Q .>7H相对表达量

# ; #6##!V=J b#6###!QV

V ;

#6##"#$Q b#6###Q##

2

!# ;

#6##J#"< b#6###Q<#

2$F

"V ;

#6##JJ<J b#6###VJ<

2$F

V# ;

#6##J;$= b#6###QQ#

2$F$9

M值 "=6"V

"值 O#6#V

%%2&与无L7e

(

(# )Yc.K)干预组比较$"O#6#V# F&与 V )Yc.K组

比较$"O#6#V# 9&与 !# )Yc.K组比较$"O#6#V%

!I!H人重组 KY[

"

对人成熟脂肪细胞 !1234S 蛋

白表达的影响

由图 ! 可见$与基因表达结果相一致$不同浓度

L7e

(

干预 "Q ' 均能显著上调人成熟脂肪细胞中

4N;*"Q 蛋白的表达% V )Yc.KL7e

(

干预组与未干

预对照组(# )Yc.K)相比差异有显著性("O#6#V)%

干预浓度提高到 "V )Yc.K时干预效果最为明显$在

# a"V )Yc.K范围内 4N;*"Q 蛋白表达水平的升高

呈现浓度依赖性% 除 "V )Yc.K组与 V# )Yc.K组之

间差异无显著性外$其余任意浓度组之间差异均有

显著性("O#6#V)% 其中 V# )Yc.KL7e

(

干预后

4N;*"Q 蛋白表达较 "V )Yc.K组有下降趋势$但差

异无显著性%

!

!"#

!"#"$

%&'(!"#)*+,-$

. / 0. 1/ /.

!2#2$

!
"
#
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%%图 $HKY[

"

干预 !S 1对人成熟脂肪细胞中 !1234S

蛋白表达的影响H

2& 与无 L7e

(

干预组比较$"O#6#V# F&与

V )Yc.K组比较$"O#6#V# 9&与 !# )Yc.K组比较$"O#6#V%

&H讨论

人 4N;*"Q 基因是本研究小组筛选并克隆到的

一条肥胖相关全长新基因$定位于染色体 =_"!6!"$

.>7H全长 Q QVQ F/$开放阅读框 !#; a! Q<V F/$编

码 QV$ 个氨基酸$预测分子量 V" [82$N-)G2)[ C8

7dw#"Q;J;% 生物信息学分析结果发现其编码蛋白

有 ; 个跨膜区$可能是个膜蛋白% 本课题组前期研

究已揭示$4N;*"Q 基因具有以下特征!J"

&!)肥胖者

脂肪组织中该基因核酸与蛋白的表达均显著下调$

与 EED结果相一致#") 4N;*"Q 基因具有在脂肪组

织高度表达的多组织表达特征#J) 4N;*"Q 蛋白亚

细胞定位于脂肪细胞膜#Q)通过构建 4N;*"Q 基因

表达载体$转染人前体脂肪细胞株$发现 4N;*"Q 基

因在人脂肪细胞中过表达能显著提高成熟脂肪细胞

的胰岛素刺激下葡萄糖摄取率% 由此可初步判定

4N;*"Q 是一个参与胰岛素敏感性调节的肥胖相关

差异表达基因$有望成为胰岛素抵抗治疗的潜在

靶标%

L7e

(

是重要的脂源性细胞因子之一$不但与

肥胖关系密切$而且还参与肥胖致
+

型糖尿病的发

病机制% 具体表现为&!)肥胖儿童血液循环中的

L7e

(

水平明显增高!V"

#")给予外源性 L7e

(

能够

诱发胰岛素抵抗的发生!;"

#J)在肥胖患者的脂肪组

织中$L7e

(

的分泌与胰岛素调节的葡萄糖代谢存

在高度负相关关系!="

#Q)用抗体中和肥胖大鼠体内

的L7e

(

可显著改善其胰岛素敏感性$而减肥则可

以降低血浆L7e

(

水平并增加胰岛素的敏感性!<"

%

因此$本研究采用人重组 L7e

(

为干预因子开展肥

胖及胰岛素相关基因的调控研究%

本研究发现$L7e

(

可上调脂肪细胞中 4N;*"Q

核酸和蛋白的表达$且随 L7e

(

干预浓度的增高

4N;*"Q 表达水平逐渐上调$V )Yc.KL7e

(

干预人

成熟脂肪细胞 "Q '即显著上调 4N;*"Q 核酸和蛋白

的表达$提示脂肪细胞中 4N;*"Q 基因的表达受

L7e

(

的调节% 从 L7e

(

与胰岛素敏感性之间的关

系理解本研究结果$不难发现 L7e

(

*4N;*"Q*胰岛

素敏感性三者关系存在相互矛盾% 研究报道$L7e

(

能干扰胰岛素信号途径而诱导脂肪细胞产生胰岛素

抵抗!$$!#"

$本研究发现L7e

(

具有上调 4N;*"Q 表达

的作用$以此推论 4N;*"Q 的功能应与降低胰岛素

敏感性有关$与本研究小组前期研究发现不一致%

然而$人 4N;*"Q 基因的鼠同源基因为LCH>0(,T.+3

)-93+A(A@29,+3M25/'2()1T9-1 21(/+A-3-52,-1 /3+,-())$

'#!#!'
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中文译名L7e

(

诱导的脂肪相关蛋白$先前已报道

LCH>0受L7e

(

调控!!!"

$且与人 4N;*"Q 具有高度

的相似性$因此本研究 L7e

(

显著上调人 4N;*"Q

表达的结论与其相符$有关L7e

(

致胰岛素抵抗*上

调 4N;*"Q 表达$而 4N;*"Q 能改善胰岛素敏感性的

合理解释应存在另外一种可能$即 4N;*"Q 表达的

上调可能属于 L7e

(

的负反馈机制$该观点正确与

否将有待做更加深入的研究来加以论证%

至于研究中发现$V# )Yc.KL7e

(

干预 "Q '

4N;*"Q .>7H表达量最高而在蛋白表达水平却有所

下降的原因目前尚不明了% 推测可能与 V# )Yc.K

干预体外培养的人脂肪细胞$浓度过高$引起细胞内

反馈系统的激活$在翻译水平上抑制了 4N;*"Q 蛋

白的表达有关% 进一步开展更高剂量研究可能有助

于分析其中的原因%
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