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黄芩素对猪前体脂肪细胞增殖分化的影响
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摘 要 研究黄芩素（D6T）对猪前体脂肪细胞增殖分化的影响，并探讨其可能的作用机制。原代培养猪前体脂肪细胞，采用

油红 X 染色观察细胞分化的形态学变化；3<< 检测细胞增殖状况；油红 X 染色提取定量分析细胞内脂肪生成及细胞分化程

度；分光光度法测定脂肪酸合酶（L6K）的活性；逆转录N聚合酶链反应（/<NEF/）检测分化特异基因过氧化物酶体增殖物激活受

体!!（EE6/!!）,/)6 表达变化。结果显示，前体脂肪细胞在分化成脂肪细胞的过程中，其形态由梭形变成椭圆形、圆形，细胞

内充满大小不一的脂滴；D6T 浓度在 $"# Y ";#",&’ZQ 时显著抑制其增殖（B [ #\#J）、D6T 浓度为 ;# Y I!#",&’ZQ 时显著抑制

EE6/!! ,/)6 表达和 L6K 的活性，并抑制细胞分化（B [ #\#J）。以上结果说明，D6T 对前体脂肪细胞增殖分化均有一定抑制

作用，D6T 可能通过抑制 EE6/!! ,/)6 表达和降低 L6K 活性，从而抑制猪前体脂肪细胞分化。
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体脂过度沉积能导致肥胖，肥胖症作为一种全

身性内分泌代谢性疾病，与冠心病、高血压、!型糖

尿病、脂肪肝和动脉硬化等密切相关，严重影响人类

身心健康，目前已成为医学界、生物学界迫切需要解

决的问题［!］。体脂沉积及其调控机制的研究作为人

类健康的核心问题之一而成为当今生命科学领域的

焦点。研究发现，脂肪组织的总体积取决于脂肪细

胞数目的多少和脂肪细胞体积的大小。前体脂肪细

胞增殖与分化失常可引起脂肪组织的过多沉积。因

此，研究前体脂肪细胞增殖与分化的机理，调节脂肪

细胞的数目和体积，能够有效调控体脂沉积。"#$
是中药黄芩的有效成分之一，近来研究显示，"#$ 可

调节多种细胞的增殖、分化与凋亡［% & ’］。但对猪前

体脂肪细胞的作用及具体机制尚未见报道。猪的营

养和代 谢 生 理、肥 胖 相 关 候 选 基 因、基 因 组 大 小

等［(，)］与人类具很大的相似性，使猪与其他动物相比

成为研究人类肥胖及其相关疾病合适的动物模型之

一。本研究主要通过探讨 "#$ 对猪前体脂肪细胞增

殖与分化的影响，为肥胖病及相关疾病的防治提供

重要的理论依据。

! 材料和方法

!"! 主要材料和试剂

猪前体脂肪细胞取自本校实验猪场 ! 日龄长白

仔猪；黄芩素对照品（中国药品生物制品检定所）；

*+,+-.!%（! / !）培养基、"型胶原酶，均购自 01234
公司；56$748 总 69# 提取试剂盒、反转录试剂盒、5:;
*9# 聚合酶（.<=><?@:A）；9#*BC、乙酰辅酶 #、丙二

酰辅酶 #（D1E>: 公司），其余试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 猪前体脂肪细胞的原代培养：采用本实验室

已建立的方法［F］。获取的细胞以 ( G !H’ 个-3>% 密

度接种于 I)、%’ 和 ) 孔培养板，置 JFK、(L MN% 培

养箱中培养。

!"#"# +55 法检测 "#$ 对前体脂肪细胞增殖的影

响：参照司徒镇强等［O］的方法。细胞接种第 % 天分

别更换为含不同浓度 "#$ 的培养液，使各组药物终

浓度分别为 H、’H、OH、!)H、J%H、)’H#>48-P，隔日换 !
次培养液。

!"#"$ 油红 N 染色提取法检测 "#$ 对前体脂肪细

胞分化的影响：参照 6:>1=<7 !" #$［I］报道的方法。%’
孔培养板中培养至第 ’ 天的细胞，更换为含不同浓

度 "#$ 的培养液，分别培养 J)Q 和 F%Q 后检测。

!"#"% 65RBM6 检测 BB#6$% >69# 表达：基础培养

液培养至 OS 的细胞，分别添加不同浓度的 "#$，使

各组药物终浓度分别为 H、’H、!)H#>48-P。继续培养

’OQ，用 56$748 提取细胞总 69#。按反转录试剂盒说

明书，以随机六聚体为引物合成 3*9# 第一链。引

物设计 B=1><= B=<>1<= (TH 软件设计下列引物：%R:3@1?
内参基因 D<?A<：(U#M50MM0M#5MM5M5 5MM5M JU；
#?@1A<?A<：(UM5MM50M550M50#5M#5M JU，产物长度

JII 2V。 BB#6$% 基 因 D<?A<： (U 55#550#M
MM#0###0M0#5 JU；#?@1A<?A<：(U 5#500M#M5550
05#05MM50 JU，产 物 长 度 %IH2V。BM6 扩 增 后 用

!L琼脂糖凝胶电泳，*48VQ1?R*NM 凝胶成像系统分

析图像。结果用 BB#6$% 和%R:3@1? 电泳带相对吸光

度的比值表示。

!"#"& .#D 活性测定［!H］：%’ 孔培养板细胞达到汇

合后（记为 HS），以 "#$ 处理 F%Q（每隔 %’Q 更换 ! 次

培养液），收集细胞，超声波处理在 ’K以 !)HHH=->1?
离心 )H >1?，收 集 上 清，用 于 .#D 活 性 分 析。在

OTH>>48-P 9#*BC，)TO>>48-P 乙 酰 辅 酶 #，)TH
>>48-P丙 二 酰 辅 酶 # 底 物 液 中 加 入 上 清 液，于

J’H?> 波长下连续测定吸光度变化。以每分钟氧化

9#*BC 为一个 .#D 活性单位。

!"$ 统计方法

应用 DBDD!JTH 统计软件 N?<RW:X #9NY# 进行

方差分析与显著性检验。试验数据以均值 Z 标准差

（+<:? Z D*）表示，方差分析采用 PD* 法。

# 结果

#"! 猪前体脂肪细胞分化的形态学变化及油红 ’
染色

猪前体脂肪细胞接种后第 % 天即可观察到细胞

成梭形（图 !R#），随培养时间的延长梭形细胞大量

增殖。第 ’ 天时可见积聚有脂肪颗粒的细胞增多

（图 !R"），细胞形态由梭形渐变成椭圆形、圆形或多

边形，大小不等。分化 OS 时细胞充满脂滴，脂滴大

小不等（图 !RM）。分化 !HS 时，表现为典型的成熟脂

肪细胞形态，胞体更大，更圆，且小脂滴融合成大小

不等的脂泡，脂滴数量变少（图 !R*）。经油红 N 染

色后脂滴被亲脂的油红 N 着色而呈红色，细胞质不

着色（图 !R,、图 !R.）。

#"# ()* 对前体脂肪细胞增殖的影响

各浓度 "#$ 处理猪前体脂肪细胞，+55 法测定

对细胞增殖的影响（见表 !）。由表 ! 可见，与对照

组 相 比，在 细 胞 培 养 的 %、’、)、O S，!)H、J%H、

)’H#>48-P "#$ 显著抑制前体脂肪细胞的增殖（% [
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图 ! 猪前体脂肪细胞分化的形态学变化及油红 " 染色

#$%& ! ’()*+(,(%- .+/0%1 (2 *(.$01 *)1/3$*(.-41 3$221)104$/4$(0 /03 "$, 513 " 64/$0$0%
7：8 3/-6 .9,49)1，*)1/3$*(.-416 6+(: 903$221)104$/413 /03 ,$;1 4+1 6+922,1 () $))1%9,/) 4)$/0%,1（ < 8==）；

>：? 3/-6 .9,49)1，6(@1 (2 *)1/3$*(.-416 A1%/0 4( 3$221)104$/41 $04( /3$*(.-416 /03 2$,,13 :$4+ 6@/,, ,$*$3 3)(*,146（ < 8==）；

B：C 3/-6 .9,49)1，@(64 (2 *)1/3$*(.-416 3$221)104$/413 $04( /3$*(.-416 /03 A1 29,, (2 6@/,, ,$*$3 3)(*,146（ < !==）；

D：!= 3/-6 .9,49)1，*)1/3$*(.-416 3$221)104$/413 $04( @/49)1 /3$*(.-416 /03 6@/,, ,$*$3 29613 $04( A$% ,$*$3 3)(*,146（ < ?==）；

E："$, 513 " 64/$0$0% (0 /3$*(.-416（.(04)(,）（ < 8==）；

#："$, 513 " 64/$0$0% (0 /3$*(.-416 4)1/413 :$4+ >7F，$0 :+$.+ 4+1 /@(904 (2 3$221)104$/413 /3$*(.-416 :/6 6$%0$2$./04,- ,166 4+/0 .(04)(,（ < 8==）&

= G=H）；而 ?=!@(,IJ >7F 处理组对细胞增殖的影响差

异不显著（! K =G=H）。结果显示，>7F 浓度为 !L= M
L?=!@(,IJ 时显著抑制猪前体脂肪细胞的增殖（! N
=G=H），且随培养时间延长其抑制作用呈增强趋势。

表 ! "## 比色结果

#$%&’ ! #(’ )’*+&, -. "##
B(0.104)/4$(06 (2
>7FI（!@(,IJ）

B9,49)1 4$@1
83 ?3 L3 C3

B(04)(,
?=
C=
!L=
O8=
L?=

=G!=! P =G==8/

=G=QR P =G==?/

=G=QL P =G==?/

=G=C? P =G==8A

=G=R? P =G==!.

=G=LH P =G==O3

=G!LL P =G==H/

=G!LO P =G==C/

=G!L8 P =G==O/

=G!OQ P =G==8A

=G!8! P =G==8.

=G!=L P =G==H3

=GO!= P =G==Q/

=G8QH P =G=!=/

=G8HR P =G==LA

=G88= P =G==?.

=G!CL P =G==C3

=G!?! P =G==H1

=GO=H P =G==O/

=G8Q8 P =G=!!/

=G8H= P =G==CA

=G8!= P =G==8.

=G!RL P =G==O3

=G!8R P =G==?1

D$221)104 ,1441)6 6+(: 6$%0$2$./04 3$221)10.16（! N =G=H），6/@1 ,1441)6 6+(: 0( 3$221)10.16 :$4+$0 4+1 6/@1 4$@1（! K =G=H）（" S O）&

/01 234 对前体脂肪细胞分化的影响

由表 8 分析可知，>7F 短时间处理（OL+）后，除

8=!@(,IJ 浓 度 与 对 照 组 没 有 显 著 差 异 外（ ! K
=G=H），其余各浓度 >7F 均显著抑制前体脂肪细胞分

化（ ! N =G=H）；在 >7F 长 时 间 处 理（R8+）后，除

8=!@(,IJ 浓 度 与 对 照 组 差 异 仍 不 显 著 外（ ! K
=G=H），其余各处理组均显著抑制前体脂肪细胞分化

（! N =G=H），且不同浓度 >7F 处理组之间也呈显著

性差异（! N =G=H），依浓度增大抑制作用明显提高。

可见 ?= M O8=!@(,IJ >7F 可显著降低脂肪细胞内脂

肪的生成量，对猪前体脂肪细胞向成熟脂肪细胞分

化具有较强的抑制作用。

表 / 油红 5 比色结果

#$%&’ / #(’ )’*+&, -. 56& 7’8 5
B(0.104)/4$(06 (2
>7FI（!@(,IJ）

B9,49)1 4$@1
OL+ R8+

B(04)(,
8=
?=
C=
!L=
O8=

=G8!Q P =G==8/

=G8!? P =G==O/

=G!QL P =G==HA

=G!CQ P =G==RA

=G!8? P =G==O.

=G=CO P =G==O3

=G8L= P =G==!/

=G8HH P =G==O/

=G8?= P =G==?A

=G!Q! P =G==H.

=G!O! P =G==83

=G=CC P =G==81

D$221)104 ,1441)6 6+(: 6$%0$2$./04 3$221)10.16（ ! N =G=H），6/@1 ,1441)6
6+(: 0( 3$221)10.16 :$4+$0 4+1 6/@1 4$@1（! K =G=H）（" S O）&

/09 234 对脂肪细胞 ::37!/ ;7<3 表达的影响

分别以对照、?=!@(,IJ、!L=!@(,IJ >7F 作用于成

熟脂肪细胞 ?C+，TT75"8 总 5U7 经 5VWTB5 后的产

?==! #$%"&’& ()*+",- ). /%)0&1$")-)23 生物工程学报 8==L，X(,G88，U(GL



物进行电泳，!"#$%&$’(!)* 凝胶成像仪成像（图 +(
,），成像系统软件测定各条带的 , 值，经内标!(
!"#$% -./, 校正，结果见图 +(0。经 !"#%&$’(!)* 凝

胶成像系统软件分析，12、342!-"#56 组与对照组比

较，77,."+ -./, 表达量显著降低（ & 8 2923），且

342!-"#56 组 与 12!-"#56 组 比 较 差 异 显 著（ & 8
292:）。表 明 0,; 处 理 后，呈 剂 量 依 赖 性 的 抑 制

77,."+ -./, 表达。

图 + 77,."+ 及内参!(!"#$% 基因 .<(7*. 产物

电泳图（,）及各组脂肪细胞 77,."+ -./, 的表达（0）

=$>?+ @#ABCD"%&"DAE$E DAEF#C "G 77,."+ H’I

!(!"#$% .<(7*. %D"IFBCE（,），H’I
-./, AJ%DAEE$"’ "G 77,."+ $’ HI$%"BKCAE（0）

,：3? B"’CD"#；+? 12!-"#56 0,; CDAHCAI；L? 342!-"#56 0,;
CDAHCAI? 0：I$GGADA’C #ACCADE IA’"CA E$>’$G$BH’C I$GGADA’BA（ & 8
292:）（% M L）?

!"# $%& 对 ’%( 活性的影响

在加入不同浓度 0,; 后 =,N 的活性见图 L。由

图可知，和对照组相比，随处理浓度的升高，=,N 的

活性 显 著 降 低（ & 8 292:），而 且 342!-"#56 组 与

12!-"#56 组比较差异显著（& 8 292:）。表明 0,; 对

脂肪细胞分化的抑制作用与 =,N 的活性降低有关，

且 0,; 成剂量依赖性抑制 =,N 的活性。

) 讨论

)"* $%& 对猪前体脂肪细胞增殖的影响

O<< 法检测结果表明，在整个培养过程中高浓

度 0,;（342 P 412!-"#56）显著抑制前体脂肪细胞的

增殖。已有研究显示，0,; 对多种细胞如血管内皮

细胞、人胃癌细胞、大鼠肝星状细胞等［+，33］具抗增殖

图 L 0,; 对 =,N 活性的影响

=$>?L <&A AGGABCE "G 0,; "’ =,N HBC$Q$CK
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（& 8 292:）（% M L）?

的作用，而其作用机理大多通过诱导细胞凋亡而发

挥作用。高浓度的 0,; 对猪前体脂肪细胞的增殖具

抑制作用，这有助于降低体脂沉积。其抑制机理可

能是高浓度的 0,; 对细胞的生长也具有诱导凋亡作

用，但具体的机制尚需进一步证明。

)"! $%& 对猪前体脂肪细胞分化的影响

本研究发现，与对照组相比，12 P L+2!-"#56 浓

度的 0,; 均抑制猪前体脂肪细胞的分化，并抑制

=,N 的活性，而这可能是 0,; 影响其分化的机制之

一，因为脂肪合成是前体脂肪细胞分化为脂肪细胞

过程中重要的生化反应。6"GCFE 等［3+］报道，用 =,N
抑制剂注射使肥胖小鼠大幅度降低食欲和体重，提

出 =,N 与食欲调控之间可能存在重要联系，是治疗

肥胖症的潜在靶部位，通过调控 =,N 的表达可以用

来控制体脂沉积。成俊英等［L］研究也发现，0,; 能

剂量依赖性抑制 L<L(63 小鼠前体脂肪细胞分化和

=,N 活性。但与本实验所作用浓度明显不同，这可

能是细胞来源不同所致。前体脂肪细胞的分化是一

系列脂肪细胞分化标志基因顺次表达的过程［3L］，主

要受一系列转录因子的调控，其中 77,."在前体脂

肪细胞的分化过程中具有重要调控作用。研究表明

77,."是脂肪细胞分化必需的［31］，77,."被其配体

激活后与 .R. 形成异二聚体，结合于过氧化物酶体

增殖物反应元件（77.@），启动基因的表达，诱导脂

肪细胞的分化，尽管许多因子参与脂肪细胞的分化，

但都通过 77,."起作用，体外的 77,."的配体或激

活物也均能诱导前体脂肪细胞分化［3:］。但 0,; 调

控 77,."基 因 的 表 达 目 前 尚 未 见 报 道。杂 合 的
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!!"#!基因缺失小鼠在高脂饮食情况下不会发生肥

胖和胰岛素抵抗，说明降低 !!"#（表达能防止高脂

饮食引起的脂肪细胞过度肥大和胰岛素抵抗［$%］。

本研究发现 &"’ 抑制猪前体脂肪细胞分化可能还通

过抑制 !!"#!( 基因的表达来实现。提示 &"’ 对于

肥胖症的治疗具有重要的意义。

中药降脂的机制研究尚不够深入，其降脂作用

较复杂，通常是通过多成分、多途径而起综合作用，

&"’ 抑制猪前体脂肪细胞的分化作用正好说明了这

一点。中药降脂以其确切的疗效和安全、低毒等优

势，具有广阔的开发前景。由于本研究是 &"’ 抑制

猪前体脂肪细胞增殖分化作用的初步探讨，其确切

机制尚有待于进一步研究。
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会议消息

第五届国际纺织生物技术学术会议将于 (TTD 年在江苏无锡召开

国际纺织生物技术学术会议（’16-01;6*91;. G91O-0-1+- 91 W-N6*.- &*96-+819.9/7）是一个国际性系列学术会

议，是纺织生物技术这一交叉学科领域内规模最大、最具影响的国际会议，主要以促进现代生物技术在纤维

与纺织工业应用为目标，为加强该领域的国际合作与交流，推动国际纺织生物技术的发展发挥着重要作用。

首届会议于 (TTT 年在葡萄牙举行，之后分别在美国、奥地利和韩国举行了第二、三、四届会议。第五届会议

由江南大学、东华大学、天津工业大学、苏州大学、浙江理工大学以及中国纺织工程学会、中国生物工程学会

联合主办，将于 (TTD 年 $T 月 ($ C (B 日在江苏无锡召开。

本次会议共设六个方面主要论题，分别为酶学、合成纤维生物技术、纤维素纤维生物技术、蛋白质纤维

生物技术、纺织废水及废弃物生物处理以及前景与展望。会议将邀请到本领域国际知名学者出席会议，并

就纺织生物技术的发展及前沿问题作特邀报告，会议将面向国内外进行论文征集，并由专家审阅后推荐在

M1\7=- ;1Q _*+094*;. W-+819.9/7、&*96-+819.9/7 K9F01;. 等国际知名刊物上发表。具体论文稿件要求、提交方式、

截止时间以及其他会议详细信息请参见会议网站：866<：bb*164TD 2 576F 2 -QF2 +1b。
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