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　　［摘　要］　目的　研究磷脂酰肌醇激酶（ＰＩ３Ｋ）抑制剂ＬＹ２９４００２对小鼠前脂肪细胞分化和ＣＣＡＡＴ增强子结
合蛋白α（Ｃ／ＥＢＰα）及过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）表达的影响，探讨胰岛素受体底物（ＩＲＳｓ）／ＰＩ３Ｋ信
号通路在前脂肪细胞分化中的作用。方法　小鼠３Ｔ３Ｌ１细胞分为实验组和对照组，实验组加入ＬＹ２９４００２（２５μｍｏｌ／Ｌ），
对照组加入同体积ＤＭＳＯ。应用０．５ｍｍｏｌ／Ｌ３异丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）、１０－６ｍｏｌ／Ｌ地塞米松和５μｇ／ｍＬ胰
岛素诱导两组前脂肪细胞分化，在培养的０ｄ、２ｄ、４ｄ、８ｄ分别收集细胞，实时ＰＣＲ法及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中
Ｃ／ＥＢＰα和ＰＰＡＲγ表达水平。培养８ｄ油红Ｏ染色，观察细胞分化情况。结果　小鼠３Ｔ３Ｌ１细胞基础状态下两组
Ｃ／ＥＢＰα及ＰＰＡＲγ表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；诱导分化时实验组 Ｃ／ＥＢＰα及 ＰＰＡＲγ表达低于对照组（分
别Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。油红Ｏ染色示实验组细胞无明显脂滴。结论　ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２能抑制小鼠前脂肪
细胞分化及Ｃ／ＥＢＰα和ＰＰＡＲγ的表达，提示ＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋ信号通路可通过调节 ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰα的表达在３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞的分化中发挥重要作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１０）：８２３－８２６］
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ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎα（Ｃ／ＥＢＰα）ａｎｄｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒγ（ＰＰＡＲγ），ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ＩＲＳｓ）／ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅ
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ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．３Ｔ３Ｌ１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＩ３ＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２（２５μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄ
ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．３ｉｓｏｂｕｔｙｌ１ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ（ＩＢＭＸ）（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ），
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｉｎｓｕｌｉｎ（５μｇ／ｍＬ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｉｎ
ｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ．Ｂｅｆｏｒｅｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄ２，４ａｎｄ８ｄａｙｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ／ＥＢＰα
ａｎｄＰＰＡＲγｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｓ．Ｔｈｅｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｏｉｌｒｅｄ
Ｏｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＰＩ３ＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２ｄｉｄｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ／ＥＢＰαａｎｄＰＰＡＲγｉｎｕｎｉｎｄｕｃｅｄ３Ｔ３Ｌ１
ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（Ｐ＞０．０５），ｂｕｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ／ＥＢＰαａｎｄＰＰＡＲγｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｉｎｄｕｃｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５ｏｒ０．０１）．Ｔｈｅｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｃｏｕｎｔｗａｓｇｒｅａｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ
ｂｙＬＹ２９４００２．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＰＩ３ＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅ３Ｔ３ＬＩｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ／ＥＢＰαａｎｄＰＰＡＲγｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３ＬＩｐｒｅａｄｉｐｏｅｙｔｅｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ／ＥＢＰα
ａｎｄＰＰＡＲγ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（１０）：８２３－８２６］
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　　儿童肥胖的发生率及其严重程度在世界范围内
呈上升趋势，肥胖儿童普遍存在胰岛素抵抗和敏感

性下降。研究表明体质量指数可作为初步筛查胰岛

素抵抗的首要指标［１］。肥胖并发症的病理基础与

脂肪细胞的增殖分化及功能改变密切相关［２］。胰

岛素受体底物（ＩＲＳｓ）在前脂肪细胞的增殖分化中
起着非常重要的作用［３］。调节脂肪细胞分化的众

多因素中，ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白 α（ＣＣＡＡＴｅｎ
ｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａ，Ｃ／ＥＢＰα）和过氧化物酶
体增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｒｓａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）为脂肪细胞最终分化所必
需［４］，但对Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ的上游调节信号研究较
少。本研究应用磷脂酰肌醇激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ
ｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）抑制剂 ＬＹ２９４００２阻碍胰岛素受
体底物下游信号通路 ＰＩ３Ｋ的活化，研究 ＰＩ３Ｋ信号
传导阻滞后 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的分化和 Ｃ／ＥＢＰα
及ＰＰＡＲγ表达的变化，以探讨ＩＲＳｓ、ＰＩ３Ｋ是否作为
Ｃ／ＥＢＰα及ＰＰＡＲγ的上游调节信号在脂肪细胞分
化中发挥决定性作用。

１　材料与方法

１．１　材料
ＤＭＥＭ高糖培养基和胎牛血清购自 Ｇｉｂｉｃｏ公

司；胰岛素、３异丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）和地塞
米松购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；实时
ＰＣＲ试剂盒购自Ｔｏｙｏｂｏ公司；引物由上海生物工程
技术服务有限公司合成；兔抗小鼠ＰＰＡＲγ单克隆抗
体购自Ａｂｃａｍ公司；兔抗小鼠 Ｃ／ＥＢＰα单克隆抗体
购自ＣＳＴ公司；兔抗小鼠 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自
Ｂｏｓｔｅｒ公司；ＢＣＡ试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ。鼠３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞购自美国标准生物品收藏中心

（ＡＴＣＣ）。
１．２　方法
１．２．１　３Ｔ３Ｌ１细胞培养和分化　　３Ｔ３Ｌ１前脂
肪细胞分为实验组和对照组，实验组用含 １０％
ＦＢＳ、２５μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２的 ＤＭＥＭ高糖培养基
培养，对照组用等体积的 ＤＭＳＯ代替 ＬＹ２９４００２
培养，生长至接触抑制 ２ｄ后（ｄ０）进行诱导分
化：用 含 有 １０％ ＦＢＳ、０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＩＢＭＸ、
１０－６ｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５μｇ／ｍＬ胰岛素的 ＤＭＥＭ
高糖培养基（鸡尾酒）诱导２ｄ（ｄ２）后，换含１０％
ＦＢＳ和５μｇ／ｍＬ胰岛素的 ＤＭＥＭ高糖培养基继续
培养２ｄ（ｄ４）。以后每隔１ｄ更换含１０％ ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ高糖培养基。
１．２．２　油红Ｏ染色检测３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化　
　诱导分化后的第８天（８ｄ）时将两组细胞进行油
红Ｏ染色。弃培养基，ＰＢＳ冲洗３次，３．７％中性福
尔马林固定 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，油红 Ｏ稀释液
（０．５％ 油红Ｏ储存液用水按 ３∶２稀释）室温孵育
１ｈ后，６０％乙醇镜下分化至间质清晰，水洗，倒置
显微镜下观察并拍照。

１．２．３　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ
ｍＲＮＡ表达的影响　　在诱导分化的第０、２、４、８天
分别收集细胞，参照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书抽提ＲＮＡ，
以ｏｌｉｇｏｄＴ１２１８为引物，使用 ＭＭＬＶ酶进行逆转录
合 成 ｃＤＮＡ。Ｃ／ＥＢＰα 上 游 引 物 ５′ＣＧＧＣＧＧ
ＧＡＡＣＧＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣ３′，下 游 ５′ＧＧＣＧＧＴＣＡＴＴ
ＧＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣ３′，ＰＣＲ产物 １０９ｂｐ；ＰＰＡＲγ
上游引物５′ＴＧＡＣＣＡＣＴＣＣＣＡＴＴＣＣＴＴＴ３′，下游５′
ＧＣＴＣＴＡＣＴＴＴＧＡＴＣＧＣＡＣＴＴＴ３′，ＰＣＲ产物 １６７ｂｐ；
内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５′ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴ
ＧＡＧＡＡＴＧ３′，下游 ５′ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ
３′，ＰＣＲ产物１４２ｂｐ。ＰＣＲ反应体系每管 ５０μＬ，扩
增条件：９５℃１ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃４５ｓ，
４０个循环；７２℃ ４５ｓ时收集数据。通过２△ＣＴ计算
将统计数据转化成线性形式后进行统计学处理。

１．２．４　ＬＹ２９４００２对脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα和 ＰＰＡＲγ
蛋白表达的影响　　在诱导分化的第０、２、４、８天分
别收集细胞抽提蛋白。用考马斯亮蓝法蛋白定量并

调整蛋白浓度，取样经ＳＤＳＰＡＧＥ转移至 ＰＶＤＦ膜，
５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，一抗４℃过夜，洗涤加二
抗室温孵育２ｈ，洗膜，胶片显影定影，图像扫描分析
各条带光密度。

１．３　统计学分析
使用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，所有数据均采用均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示。两组间比较采用独立样本
ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞脂滴形成的影响
倒置显微镜下可见，对照组３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞

分化第８天时细胞明显变大变圆，胞浆中有空泡样
改变，油红 Ｏ染色着红色，脂滴分布于核周呈“戒
环”样结构。实验组８ｄ时细胞仍呈长梭形，油红Ｏ
染色示无明显脂滴聚集，提示 ＬＹ２９４００２明显阻滞
前脂肪细胞分化，见图１。

·４２８·
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　　图１　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化８ｄ，油红 Ｏ染色
倒置显微镜下观察（×４００）　Ａ：“鸡尾酒”法成功诱导３Ｔ３Ｌ１前

脂肪细胞分化，８ｄ时细胞呈圆形或椭圆形，油红Ｏ染色显示胞内大

量脂滴；Ｂ：ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２阻滞３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化，诱

导分化８ｄ时细胞仍呈梭形，部分可见双核，油红 Ｏ染色示无明显

脂滴。

２．２　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞分化过程中Ｃ／ＥＢＰα
和ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达的影响

在未进行诱导分化时，两组 ３Ｔ３Ｌ１细胞
Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。在诱导分化第 ２天至第 ８天，
实验组前脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达
水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０５或 ０．０１），见
图２。
２．３　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞分化过程中Ｃ／ＥＢＰα
和ＰＰＡＲγ蛋白表达的影响

在未进行诱导分化时，两组 ３Ｔ３Ｌ１细胞
Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ蛋白表达水平差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。在诱导分化第 ２～８天，实验组
前脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ蛋白表达水平明显
低于对照组（Ｐ＜０．０５或０．０１），见图３～４。
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　　图 ２　ＬＹ２９４００２对 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα、
ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达的影响　ａ：与同时间点对照组比较，
Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１。
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　　图３　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞分化过程中 Ｃ／ＥＢＰα、
ＰＰＡＲγ蛋白表达的影响　在诱导分化的第２～８天，实验组
Ｃ／ＥＢＰα及ＰＰＡＲγ蛋白表达明显低于对照组。
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　　图４　ＬＹ２９４００２对前脂肪细胞分化过程中 Ｃ／ＥＢＰα、
ＰＰＡＲγ蛋白表达的影响　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０５；
ｂ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１。

３　讨论

目前普遍认为脂肪细胞分化障碍可能参与胰岛

素抵抗、高脂血症、Ⅱ型糖尿病等肥胖相关并发症的
病理机制［５６］。前脂肪细胞分化成熟受多种信号途

径，尤其受Ｃ／ＥＢＰα和ＰＰＡＲγ家族转录因子的密切
调控［７］。有研究显示宫内发育迟缓大鼠发生胰岛

素抵抗与胰岛素受体底物Ⅱ（ＩＲＳ２）表达下降有
关［８］，或与ＰＩ３Ｋ及其下游靶蛋白的表达和活性降
低有关［９］，推测 ＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋ可能作为 Ｃ／ＥＢＰα和
ＰＰＡＲγ上游调节信号影响前脂肪细胞分化。

ＩＲＳｓ和 ＰＩ３Ｋ是胰岛素信号途径的关键分
子［１０］。同时ＰＩ３Ｋ也是促进前脂肪细胞分化成熟的
重要激酶，不仅促进脂滴的形成，还促进脂联素、瘦

素等激素的分泌［１１］。Ｙｕｎ等［１２］发现Ａｋｔ１／ＰＫＢα缺
陷原代小鼠胚胎成纤维细胞向成熟脂肪细胞分化障

碍，推测Ａｋｔ１／ＰＫＢα异构体在脂肪细胞分化中起决
定性作用。本研究用 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２阻碍
ＩＲＳｓ、ＰＩ３Ｋ信号转导后，３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化成
熟障碍，与Ｙｕｎ等的报道相符。

本研究发现，ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２阻碍ＩＲＳｓ、
ＰＩ３Ｋ信号转导后，经典的鸡尾酒和胰岛素诱导３Ｔ３
Ｌ１前脂肪细胞分化成熟时，Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγｍＲＮＡ
·５２８·
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及蛋白的表达水平在整个培养过程中明显低于对照

组。培养的第 ８天，油红 Ｏ染色倒置显微镜下见
ＰＩ３Ｋ活化抑制组（实验组）红色脂滴形成减少。说
明ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２不改变基础状态下３Ｔ３
Ｌ１前脂肪细胞 Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ的表达，但却能阻
碍诱导分化状态下Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ的表达，阻碍前
脂肪细胞向成熟脂肪细胞分化。Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ
并非前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞的充分条件，

至少在ＰＩ３Ｋ活化受阻的情况下，即使基础状态下
Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ表达正常，前脂肪细胞也不能被诱
导分化成熟并分泌脂滴。所以，本研究结果提示

ＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋ信号转导通路正常是前脂肪细胞分化成
熟的前提条件。ＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋ信号通路参与Ｃ／ＥＢＰα、
ＰＰＡＲγ的上游调节信号。ＩＲＳｓ／ＰＩ３Ｋ可能通过调节
Ｃ／ＥＢＰα、ＰＰＡＲγ的表达，在 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的
分化中发挥重要作用。
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