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%%"摘%要#%目的%观察肥胖相关新基因 )$!!9= 过表达对脂肪细胞的胰岛素敏感性及分泌功能的影响'

方法%体外培养稳定转染)$!!9= 基因$)$!!9=G/9N7C;6!&的 ;H;GD! 前体脂肪细胞(以转染空载体$/9N7C;6!&

的 ;H;GD! 细胞为对照(胰岛素加地塞米松加 !G甲基G;G异丁基黄嘌呤$AN[&方案诱导细胞分化成熟(液闪仪测定

;L标记的葡萄糖摄取率(n-R,-3) T5+,检测葡萄糖转运体 =$_DhH=&的表达及转位#采用JD[ZC双抗体夹心法检测

培养上清中H7@G

-

*[DG>*脂联素*抵抗素 = 种细胞因子的水平' 结果%)$!!9= 过表达显著降低胰岛素刺激的葡萄

糖摄取率$Lc"6"<&' )$!!9= 过表达对总的_DhH= 的表达量没有影响(但明显降低胰岛素刺激的_DhH= 由细胞

浆向细胞膜的转位$Lc"6"<&' 过表达)$!!9= 的脂肪细胞其培养上清中 H7@G

-

*[DG>*脂联素及抵抗素的分泌水

平与对照组相比差异无显著性$Ld"6"<&' 结论% )$!!9= 基因过表达通过下调胰岛素刺激的 _DhH= 的转位而

减少脂肪细胞的葡萄糖摄取率(提示脂肪细胞对胰岛素的敏感性降低(而对脂肪细胞的分泌功能无明显影响'

"中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"P! )"P%#

"关%键%词#%肥胖# )$!!9=# 葡萄糖转运体 =# ;H;GD! 脂肪细胞

"中图分类号#%O;;<%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B=> :"=

W001/36,0'())*= .1;1,>15=1a<5166+,;,;371+;64-+;61;6+3+>+3? 2;861/513,5? 04;/=

3+,;,028+<,/?316

.'4)!&8*3+,%-( Q;"2-%( &'()1-/0+'*-( 64)!D-3( .'4)!,-3( !"#1-+O03A:)/3I-3A ,/=%M3/@/3C &8-@C

'%/@=8 &/M%'0<F-=/@( )/3I-3A ,%C-G/@"3-N%M<-=B( )/3I-3A #!""#$( &8-3/ $!*01+O( (?/-@% KMA*0P3I?*:%C*:G3&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%H+R,V1X,'--UU-9,+U2)-Y+T-R(,XG3-52,-1 S-)-)$!!9= +) ,'-()RV5() R-)R(,(Q(,X2)1

R-93-,+3XUV)9,(+) +U21(/+9X,-R6D137,86%;H;GD! /3-21(/+9X,-R,32)RU-9,-1 Y(,' -(,'-32) -./,X-\/3-RR(+) Q-9,+3

$/9N7C;6!# 9+),3+5S3+V/& +32) )$!!9= -\/3-RR(+) Q-9,+3$)$!!9=G/9N7C;6!& Y-3-9V5,V3-1 -3 N-=M02)1 1(UU-3-),(2,-1

(),+,'-.2,V3-1 21(/+9X,-RY(,' ,'-R,2)1231 ()RV5() /5VR1-\2.-,'2R+)-/5VR;G(R+TV,X5G.-,'X5\2),'()-$AN[& ()1V9,(+)

9+9W,2(56#G1-+\XGNG!;L" S5V9+R-V/,2W-Y2R1-,-3.()-1 TX5(eV(1 R9(),(552,(+) 9+V),()S6n-R,-3) T5+,Y2R/-3U+3.-1 ,+

1-,-9,,'-/3+,-() 9+),-),2)1 ,32)R5+92,(+) +US5V9+R-,32)R/+3,-3= $_DhH=&6H'-RV/-3)2,2),9+)9-),32,(+)R+UH7@G

-

(

[DG>( 21(/+)-9,() 2)1 3-R(R,() Y-3-.-2RV3-1 VR()SJD[ZC6E164-36%)$!!9= +Q-3G-\/3-RR(+) () ;H;GD! 21(/+9X,-R

3-1V9-1 ()RV5()GR,(.V52,-1 S5V9+R-V/,2W-6)$!!9= +Q-3G-\/3-RR(+) (./2(3-1 ()RV5()GR,(.V52,-1 _DhH= ,32)R5+92,(+)

Y(,'+V,2UU-9,()S,'-,+,25/3+,-() 9+),-),+U_DhH=6H'-9+)9-),32,(+)R+UH7@G

-

( [DG>( 21(/+)-9,() 2)1 3-R(R,() () ,'-

9V5,V3-.-1(V. +U;H;GD! ,32)RU-9,-1 Y(,' )$!!9= Y-3-)+,R(S)(U(92),5X1(UU-3-),U3+. ,'+R-() ,'-9+),3+5S3+V/6

F,;/-46+,;6%)$!!9= +Q-3G-\/3-RR(+) (./2(3R,'-()RV5() R-)R(,(Q(,X+U;H;GD! 21(/+9X,-R,'3+VS' 1-93-2R()S_DhH=

,32)R5+92,(+) 2)1 '21 )+-UU-9,R+) ,'-R-93-,+3XUV)9,(+) +U21(/+9X,-R6

!F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"P! )"P%"

%%I1? J,586%%8T-R(,X# )$!!9=# _DhH=;H;GD!# ;H;GD! 21(/+9X,-

%%肥胖是一种病因复杂的能量代谢性疾病(目前

认为遗传因素在肥胖发病中的作用占 ="I E

M"I

!!"

' 随着分子生物学和分子遗传学的快速发

展(迄今为止已有两百多个与肥胖发生相关的基因

被克隆和报道!#"

' )$!!9= 是本研究小组于 #"">

年首次发现并克隆到的一条人类肥胖相关全长新基

因(该基因特异表达于肥胖与健康者腹膜后脂肪组

织(且在肥胖儿童脂肪组织中的表达显著上调!;(="

'

初步研究还发现()$!!9= 基因在体外过表达能明

显促进 ;H;GD! 前体脂肪细胞的增殖(但不影响脂肪

细胞的分化进程 !<"

'

近年来脂肪组织在肥胖发生发展中的作用受到

普遍重视' 越来越多的证据表明脂肪组织不仅是能

量代谢的场所(还是一个功能活跃的内分泌器官(分

)>=B)
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泌多种细胞因子(不仅调控体内能量平衡(而且参与

胰岛素抵抗*糖尿病和动脉粥样硬化的发生!< EM"

'

鉴于)$!!9= 是新发现的在肥胖者脂肪组织中高表

达的基因(其确切的生物学功能仍然未知(本研究拟

通过测定过表达)$!!9= 的脂肪细胞的葡萄糖摄取

率及葡萄糖转运体 =$_DhH=&的转位(以评价其对

脂肪细胞胰岛素敏感性的影响#并检测培养上清中

细胞因子的含量(从细胞因子水平探讨 )$!!9= 改

变胰岛素敏感性的可能分子机制'

&K材料与方法

&6&K材料

稳定转染 )$!!9= 基因的 ;H;GD! 脂肪前体细

胞株$)$!!9=G/9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD!&及转染空

载的对照$ /9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD!&细胞由本实

验室王玢博士构建!B"

' 达尔伯改良伊格尔培养基

$NAJA&培养基*胰蛋白酶*胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司(_=!B 购自美国 [)Q(,3+G

S-)公司(胰岛素(地塞米松和 ;G异丁基G!G甲基黄嘌

呤$;G(R+TV,X5G!G.-,'X5\2),'()-([FAK&购自美国 Z(SG

.2公司(#G脱氧G! ;L "葡萄糖购自中国同位素公

司$北京&(膜蛋白抽提试剂盒购自美国 0(-39-公

司(兔抗_DhH= 多克隆抗体购自美国&-55Z(S)255()S

公司(小鼠H7@G

-

*[DG>*脂联素*抵抗素 JD[ZC试剂

盒购自深圳晶美生物工程有限公司'

&6#K细胞培养及诱导分化

根据 ;H;GD! 细胞培养和诱导分化方案 !$"

(

将 )$!!9=G/9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD! 和 对 照

/9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD! 脂肪前体细胞接种于 >

孔板(用完全培养液$含 =6< SaD高糖 NAJA*!"I

胎牛血清*_=!B ="" .SaD&(在 ;Mk*<" .DaD&8

#

培养箱中培养(换液每两天 ! 次' 待细胞生长至完

全融合后 # 1 $第 "天&时开始诱导分化(将培养液换

成含"6< ..+5aDA[K*!

&

.+5aD地塞米松和!" .SaD

胰岛素的完全培养液' =B ' 后(换用含 !" .SaD胰

岛素的完全培养液' # 1 后换液(撤去胰岛素(使用

不含有任何诱导剂的完全培养基(以后每两天换液

! 次(直至第 !" 天($<I以上 ;H;GD! 细胞分化为成

熟的脂肪细胞'

&6(K葡萄糖摄取实验

取诱导分化成熟$第 !" 天&的细胞(血清饥饿

= '(0FZ 洗两遍后(用含 !IFZC的 gOF缓冲液

$;" ..+5aDLJ0JZ( /LM6=( !" ..+5aD72L&8

;

(

!#" ..+5aD72&5( = ..+5aDgL

#

08

;

( ! ..+5aD

ASZ8

=

( ! ..+5aD&2&5

#

&孵育 ! '' 将细胞随机分

为加胰岛素组和不加胰岛素组(加入终浓度为

!"" ).+5aD的胰岛素继续孵育 ;" .()(每孔加入

#G脱氧G! ;L"葡萄糖$#

&

&(a.D&;Mk孵育 !" .()(

用含 !" ..+5aD葡萄糖的冰0FZ 终止反应并洗涤细

胞 ;次(吸去洗涤液(室温干燥后每孔加入 =""

&

D

! .+5aD的728L裂解细胞(收集裂解液(! """转a.()

离心 !" .()后吸取上清(液闪计数器读数'

&LPK_16315;A-,3

取诱导分化成熟$第 !" 天&的细胞(每组随机

分为加胰岛素组和不加胰岛素组' 血清饥饿 = '(加

入终浓度为 !"" ).+5aD的胰岛素孵育 ;" .() 后(

0FZ洗两遍(提取总蛋白和膜蛋白!!""

(用 F&C法测

定蛋白质浓度' !""k煮沸变性 < .() 后(等量蛋白

$#"

&

S& 上样' !"IZNZG0C_J电泳后(转膜' ;I

FZC室温封闭 ! ' 后(加入一抗$! B̂""&孵育过夜'

HFZH洗膜 ; 次(每次 !" .()' 加二抗$! #̂ """&室

温孵育 ! '(洗膜' 加J&D试剂反应(显像(成像'

&LVKWMS[@法检测培养上清中细胞因子浓度

在细胞分化成熟$第 !" 天&换用不含血清的

NAJA培养基培养 #= '(收集上清' JD[ZC双抗体

夹心法检测细胞培养上清中 H7@G

-

*[DG>*脂联素*

抵抗素的含量' 步骤%上清和标准品一起加入相应

孔中(各设 ; 个复孔(孵育 !#" .() 后洗板 < 次(加

入生物素化抗体工作液孵育 >" .()(洗板后加入酶

结合物工作液孵育 ;" .()(再加入显色剂避光显色

!" E!< .()后加终止液(酶联免疫检测仪测C=<"值'

&6!K统计学处理

采用 Z0ZZ !!6< 软件进行分析(结果以均数 ]

标准差$K]<&表示(统计分析采用单因素方差分析

和成组=检验(Lc"6"<为有显著性意义'

#K结果

#L&K'())*P 过表达对 (O(=M& 脂肪细胞葡萄糖

摄取的影响

脂肪细胞在没有胰岛素作用的基础状态下对葡

萄糖仅有低水平摄取( )$!!9= 过表达对其没有明

显影响' 胰岛素刺激使转染空载体的对照组细胞葡

萄糖摄取较基础水平增加 = 倍#而 )$!!9= 过表达

组胰岛素刺激的葡萄糖摄取水平较基础水平仅增加

# 倍左右(单因素方差分析(9b<!#6;>( Lc"6"<'

)$!!9= 过表达使胰岛素刺激的葡萄糖摄取较对照

组明显下降$Lc"6"<&(提示细胞发生了胰岛素抵

抗$图 !&'

)M=B)
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%%图 &K'())*P 对成熟脂肪细胞葡萄糖摄取的影响K

2%与胰岛素刺激的转染空载体$/9N7C;6!&对照组比较(Lc"6"<'

#L#K'())*P 过表达对 YMcOP 的表达及转位的

影响

脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖摄取主要是依靠

对胰岛素敏感的葡萄糖转运体 = 的转位来实现

的!!!(!#"

' )$!!9= 过表达对脂肪细胞内总 _DhH=

的表达量没有影响' 在基础状态下(_DhH= 大部分

位于胞质内(细胞膜上_DhH= 的含量在两组细胞间

无显著性' 胰岛素刺激后()$!!9= 过表达组的细

胞膜上 _DhH= 的含量较对照组明显减少(提示

)$!!9= 过表达降低了 _DhH= 由细胞浆内向细胞

膜的转位$图 #&'

#L(K'())*P 过表达对 (O(=M& 脂肪细胞内分泌

功能的影响

采用JD[ZC双抗体夹心法检测了成熟脂肪细

胞 #= '培养上清中 H7@G

-

*[DG>*脂联素和抵抗素

!"#"""

$%#"""

$"#"""

&%#"""
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%%图 #K'())*P 对成熟脂肪细胞 YMcOP 的表达量及

转位的影响K

@%细胞内总 _DhH= 含量的平均灰度值# *%细胞膜

上_DhH= 含量的平均灰度值' 2%与胰岛素刺激的转染空载体

$09N7C;6!&对照组比较(Lc"6"<

= 种细胞因子的分泌水平(如表 ! 所示%)$!!9= 过

表达的细胞培养上清中上述 = 种因子的含量与对照

组相比差异无显著性'

表 &K细胞 #P 7培养上清中OUT=

"

(SM=!(脂联素和抵抗素的分泌水平
$3 bB(K]<&

组别 H7@G

-

$/Sa.D& [DG>$/Sa.D& 脂联素$)Sa.D& 抵抗素$/Sa.D&

)$!!9=G/9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD! >; ]B <; ]M !>6; ]#6< == ]<

/9N7C;6!.X9a'(RG;H;GD! >" ]B <" ]M !M6$ ]#6M =# ]<

=值 "6$=< "6$;> :!6#"> "6$;B

L值 "6;>! "6;>< "6#=B "6;>=

(K讨论

肥胖*# 型糖尿病等疾病正在迅速发展成为全

球流行性疾病(胰岛素抵抗是它们所共有的病理生

理特征' 在先前研究中(本实验小组以抑制性差减

杂交技术筛选肥胖与正常人腹膜后脂肪组织中的差

异表达基因(筛选获得一条在肥胖患儿脂肪组织中

高表 达 的 新 基 因 )$!!9= $ _-)F2)W 登 陆 号

C?;!M!=B& ' 为进一步研究其生物学功能(本实验

室成功建立了)$!!9= 过表达的 ;H;GD! 细胞株!B"

'

在此基础上(本研究观察了 )$!!9= 过表达对成熟

脂肪细胞葡萄糖摄取的影响(发现该基因过表达对

基础状态的葡萄糖摄取无影响(但显著减少胰岛素

刺激的葡萄糖摄取(表明该基因过表达降低了脂肪

细胞对胰岛素的敏感性(细胞产生了胰岛素抵抗(该

结果提示)$!!9= 在肥胖者脂肪组织中的高表达可

能与肥胖所导致的胰岛素抵抗的形成有关' 已知在

)B=B)
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成熟的脂肪细胞(胰岛素刺激的葡萄糖摄取主要是

依靠_DhH= 的转位来实现!!!(!#"

' 本研究进一步发

现)$!!9= 过表达不影响细胞内总 _DhH= 的蛋白

表达量(但明显下调了胰岛素刺激的_DhH= 由胞浆

向胞膜的转位(进而使葡萄糖由细胞外进入细胞内

的转运率降低(细胞摄取葡萄糖减少'

近年来的研究发现(脂肪组织不仅是能量代谢

的场所还是重要的内分泌器官' 脂肪组织可分泌多

种脂源性细胞因子(如 H7@G

-

*[DG>*脂联素*抵抗素

等通过局部$自分泌&和远处$内分泌&的方式调节

外周组织及脂肪组织自身对胰岛素的敏感性!> EB"

'

为了解)$!!9= 过表达是否通过改变脂肪细胞的分

泌功能而诱发细胞产生胰岛素抵抗(本研究检测了

过表达)$!!9= 的成熟脂肪细胞培养上清中 H7@G

-

*[DG>*脂联素*抵抗素的水平(结果发现与对照组

相比(这 = 种细胞因子的含量差异无显著性(说明

)$!!9= 降低脂肪细胞胰岛素敏感性不依赖对其内

分泌功能的改变'

综上所述(本研究初步探讨了肥胖相关新基因

)$!!9= 的生物学功能(发现该基因对脂肪细胞的

内分泌功能无影响(其通过降低胰岛素刺激的

_DhH= 由胞浆向胞膜的转位从而诱发脂肪细胞产

生胰岛素抵抗' 由于针对)$!!9= 的生物信息学分

析已预测其蛋白&端有一0HF结构域!="

(且该结构

域与胰岛素受体底物 !$[OZ!&中0HF结构域的结构

相似(推测)$!!9= 可能通过参与胰岛素信号途径

的调节进而调控_DhH= 的转位(该分析结论有待进

一步验证'
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