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研究报告                                                               

地塞米松和胰岛素调节猪脂肪细胞 SOCS-3、OB、 
GLUT4和 PPARγ 基因的表达 

张浩卫, 吴江维, 王博, 吕真, 杨公社 
西北农林科技大学动物脂肪沉积与肌肉发育实验室, 杨陵 712100 

摘  要: 猪是研究糖尿病最理想的模型动物, 研究胰岛素和胰岛素抵抗是研究糖尿病的重要环节。为明确 SOCS-3 在胰

岛素抵抗中的作用, 分别用 100 nmol/L 的胰岛素, 300 nmol/L 的地塞米松处理原代培养的猪脂肪细胞诱导胰岛素抵抗; 

利用半定量 RT-PCR 技术分别检测 SOCS-3、OB、GLUT4 和 PPARγ 基因表达变化。结果发现, 胰岛素增加了 GLUT4、

SOCS-3 和 PPARγ 基因的表达, 对 OB 基因表达变化没有显著性影响; 地塞米松诱导的胰岛素抵抗状态下 OB 和 SOCS-3

基因表达水平升高, 而 GLUT4 和 PPARγ基因表达水平显著下调。研究结果表明, GLUT4 基因表达量水平的升高可能是

由于 PPARγ的高表达引起, SOCS-3 基因的不同表达水平对胰岛素信号的抑制效果不同。地塞米松诱导的胰岛素抵抗不仅

表现在对葡萄糖转运的抑制, 也反映在抑制了胰岛素信号; 而 SOCS-3 基因可能是消除胰岛素抵抗的一个有效靶基因。 

关键词 : SOCS-3, GLUT4, PPARγ, OB, 胰岛素抵抗 , 地塞米松  

Regulation of SOCS-3, OB, GLUT4 and PPARγ Gene Expression 
by Insulin and Dexamethasone in Porcine Primary Adipocyte 
Haowei Zhang, Jiangwei Wu, Bo Wang, Zhen Lü, and Gongshe Yang 

College of Animal Science and Technology, Northwest A & F University, Yangling 712100, China 

Abstract: Swine is an ideal model for diabetes studies. Insulin and insulin resistance are closely related with diabetes. To investigate 
the effect of SOCS-3 in insulin resistance, porcine primary adipocyte was treated with insulin (100 nmol/L) and dexamethasone (300 
nmol/L) to induce insulin resistance. The simi-quantitative PCR results suggested that insulin increased GLUT4, PPARγ and SOCS-3 
gene expression in primary culture porcine adipocytes and no change of OB gene expression. Under insulin resistance conditions, 
SOCS-3 and OB gene expression were up-regulated, whereas GLUT4 and PPARγ gene expression were down-regulated in primary 
porcine adipocytes. The overexpression of PPARγ gene resulted in the increase of GLUT4 expression by insulin. Different expression 
levels of SOCS-3 determined the inhibitory effects of insulin signaling. Induction of insulin resistance by dexamethasone was not 
only due to inhibition of glucose transportation, but also repression of insulin signaling. SOCS-3 might be a potential gene to block 
the insulin resistance. 

Keywords: SOCS-3, GLUT4, PPARγ, OB, insulin resistance, dexamethasone 
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猪和人在遗传背景和生理生化特点上有许多的

相似性, 特别是心血管、代谢、脂蛋白表型、肥胖

的趋势等与人极为相似 [1]。这些特点使得猪成为研

究糖尿病理想动物模型 [2]。Ⅱ型糖尿病在啮齿动物

和人类都表现为胰岛素抵抗[3,4]和瘦素抵抗[5,6]。因此, 

原代培养的猪脂肪细胞是研究胰岛素抵抗和瘦素抵

抗的理想材料。 

胰岛素信号通路参与了多种生理调节。脂肪细

胞中胰岛素信号通路可以引起葡萄糖转运子 4 

(Glucose transporter 4, GLUT4)表达量升高和转位, 

引起葡萄糖吸收增加 [7]。过氧化物酶增殖受体 γ 
(Peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma, PPARγ) 
能够调控前体脂肪细胞的表型和存活[8,9]。在胰岛细

胞中 PPARγ与配体结合能够促进葡萄糖刺激的胰岛

素分泌[10]。而在脂肪细胞中胰岛素可以刺激 PPARγ

基因的大量表达 , 能够提高机体对胰岛素的敏感 

性[11], 表明 PPARγ可能在胰岛素信号通路中有重要

的作用, 但是其具体的作用位点有待进一步研究。

瘦素(Leptin)是脂肪细胞分泌的激素, 其与胰岛素信

号通路密切相关, 并在能量代谢调控中发挥重要作

用[12]。对于胰岛素和瘦素之间的关系目前研究的还不

是很清楚, 在某些方面还相互矛盾[13–18]。因此, PPARγ

和 Leptin 与胰岛素之间的关系有待深入的研究。 

地塞米松处理脂肪细胞后可以诱导胰岛素抵抗

的状态[19–21]。有学者认为, 地塞米松诱导胰岛素抵

抗的状态是通过降低 GLUT4 的表达水平, 而不是调

控胰岛素信号通路引起胰岛素抵抗[21]。细胞信号抑

制因子家族(Suppressors of cytokine signaling, SOCS)

成员能够负反馈调节多种细胞信号通路。目前研究

表明, SOCS-3 是引起胰岛素抵抗和 Leptin 抵抗的重 

要因子 [22,23]。胰岛素可以促进 SOCS-3 表达量升   

高 , SOCS-3 表达升高后又会负反馈调控胰岛素信 

号[24, 25]。Leptin 也可以诱导 SOCS-3 大量表达, 高表

达的 SOCS-3 结合于 Leptin 受体磷酸化位点, 抑制

Leptin 信号通路[23,26]。在脂肪细胞中 Leptin 可以下

调胰岛素信号通路[27], 而在 HEK293 细胞系胰岛素

处理抑制了 Leptin 信号通路[28]。SOCS-3 在两者之

间的起什么样的作用需要更深入的研究。本研究用

原代培养的猪脂肪细胞 , 研究了胰岛素对 OB、

SOCS-3、GLUT4 和 PPARγ 基因表达的影响, 同时用

地塞米松诱导胰岛素抵抗后, 研究了 OB、 SOCS-3、 

GLUT4 和 PPARγ基因表达的变化 , 探讨了 OB、

SOCS-3、GLUT4 和 PPARγ在胰岛素抵抗中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
DMEM 培养基和 F12 为 Gibco 公司产品, 胎牛

血清购于杭州四季青生物制品公司。Ⅳ型胶原酶、

胰岛素和地塞米松购自 Sigma 公司, TRIZOL 及反

转录试剂盒购自 IBM 公司。3 日龄长白猪购于陕西

杨陵光明猪场。 

基础培养基配方: 10 g/L DMEM/F12(1:1)培养

基, 三蒸水, 10%胎牛血清, 100 u/mL 青霉素, 100 u/mL

链霉素, 2.2 g/L NaHCO3, HEPES 2.4g/L。 

诱导培养基配方: 100 nmol/L 重组牛胰岛素、氢

化可的松 50 ng/mL、转铁蛋白 10 ug/mL, 10 g/L 

DMEM/F12(1:1)培养基, 三蒸水, 100 u/mL 青霉素, 

100 u/mL 链霉素, 2.2 g/L NaHCO3, HEPES 2.4g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  猪前体脂肪细胞培养 

无菌切取 3 日龄仔猪颈、背部皮下脂肪组织, 

PBS 缓冲液冲洗 3 次, 分离去除脂肪组织中可见的

纤维及血管, 剪成约 1 mm3 的肉糜, 向剪碎的组织

块中加入 1 mg/L的Ⅳ型胶原酶消化液, 置 37oC振荡

摇床内温育 60~80 min 后取出, 200 目不锈钢细胞

筛过滤,滤液以 2000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 沉

淀物用无血清培养液重悬, 1000 r/min 离心 10 min, 

弃上清, 沉积的细胞团块用基础培养液制成细胞悬

液, 细胞以 5.0 ×104 个/cm2 密度接种至培养板内, 

置于 37oC, 5% CO2 培养箱内培养, 1 d 后换液,此后

每 2 d 换液 1 次。直到细胞出现生长抑制。 

1.2.2  油红 O 染色法检测脂肪细胞分化程度 

出现生长的脂肪细胞 , 换用诱导培养基培养 , 

每两天换一次培养液。在培养的第 0、4、6、8 天用

油红 O 染色法检测脂肪细胞的分化程度。培养的细

胞用 PBS 冲洗, 100 mL/L 甲醛固定 10 min 。PBS

漂洗后, 用油红 O 工作液染色 8 min, 自来水冲洗, 

600 mL/L 异丙醇分色 10~20 s, 自来水冲洗, 苏木

精染色 1 min。冲洗后, 200 倍光学显微镜下对染色

细胞观察计数, 确定脂肪细胞分化程度。 

1.2.3  脂肪细胞处理 

在细胞分化程度达到 90%以上时, 去除诱导培
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养基, 然后用基础培养基培养 24 h。最后分别用 100 

nmol/L insulin 和 300 nmol/L 地塞米松处理, 在处理

的 0、0.5、1.0、2.0 h 取出细胞提取 mRNA。 

1.2.4  脂肪细胞 RNA 提取 

吸出培养皿中的培养液, 每皿加 1 mL TRIzol 

提取细胞总 RNA。琼脂糖电泳检测 RNA 质量, 并

用紫外分光光度计测定浓度。 

1.2.5  RT-PCR 分析 

应用 Primer 5.0 软件, 设计 GLUT4、PPARγ、

OB、SOCS-3 和β-actin 引物。由上海生物工程技术

服务有限公司合成, 相关引物参数如表 1 所示。 

取 215 μg 总 RNA, 用反转录试剂盒合成第一

链 cDNA。2 μL cDNA 产物在 PTC-200 梯度热循环

仪中扩增, 反应体系包括β-actin (内对照) 和特异基

因 2 对引物, 反应条件为: 95oC 10 min, 94oC 1 min, 

54.7~61.8oC 45 s 和 72oC 1 min, 28 循环, 进行 PCR

扩增。2.5 μL PCR 扩增产物在 1%琼脂糖凝胶上电

泳, 加 DL2000 的 DNA Marker 确定产物大小。电泳

分离的 DNA 片段在 Wealtec 凝胶成像系统拍照 , 

并用 Dophin-1D 凝胶分析软件分析(Wealtec Corp.)。

结果用特异基因和β-actin 电泳带相对吸光度的比

值表示。 

表 1  有关基因 PCR 反应的引物及参数 
Table 1  Primers sequences and parameters for PCR amplif ication of the related genes 

Gene Oligonucleotides(5'→3') GenBank 
Accession No. Species Product size (bp) Tm (oC) 

PPARγ F: TGACCCAGAAAGCGATGC 
R: CCTGATGGCGTCGTTATGAGACA DQ437884 Sus scrofa 595 56 

OB F: CTGTGCCGATTCCTGTGGCT 
R: AGGCCAGCAGGTGGAGAAGG NM_213840 Sus scrofa 322 61.8 

SOCS-3 F: GTGCGCCATGGTCACCCAC 
R: GTCCAGGAACTCCCGAAT NM_053565 Norway rat 644 54.7 

GLUT4 F: TTGTCCTCGCCGTCTTCTCC 
R: CAGCACTGCCAGGGTGTTATT AB005285 Sus scrofa 293 55.9 

β-actin F: CTGCCGCATCCTCTTCCTC 
R: CTCCTGCTTGCTGACCACATC NM_007393 Mouse 399 55.6 

 
1.3  统计分析 

采用 SPSS 11.5 统计软件 One-way ANOVA 进

行方差分析与显著性检验。实验数据以平均值±标准

误表示。 

2  结果 

2.1  脂肪细胞分化程度 
油红 O 染色后, 脂滴被亲脂的油红 O 着色而

呈红色, 细胞质不着色(见图 1)。刚加入分化诱导培

养基的细胞未发生分化, 没有脂滴存在细胞无油红

O 沉着(A)。分化的第 4 天和第 6 天细胞中小脂滴增

多, 并且第 6 天的多于第 4 天(B, C)。分化的第 8 天

几乎所有的细胞充脂分化率超过了 90%(D)。 

2.2  胰岛素对 SOCS-3、PPARγ、OB 和 GLUT4
基因表达量的影响。 

将 2.5 uL RT-PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳, 紫外凝胶成像仪下照像如图 2A; 利用 Dolphin- 

DOC 凝胶成像系统软件测定电泳条带的 OD 值, 以

β-actin 基因为内参, 将 SOCS-3、PPARγ、OB 和

GLUT4 基因测得的 OD 值分别与β-actin 基因测定的

OD 值相比, 所得数值利用 SPSS 软件进行 One-way 

 

图 1  猪前体脂肪细胞分化不同阶段油红 O染色(×200倍) 
Fig. 1  The morphological character of primary cultured 

pig adipocytes stained by oil red O 
 (A)0 day (B)4 days (C)6 days (D)8days 

ANOVA 方差分析与显著性检验。分析结果如图

2BCDE: 
100 nmol/L 胰岛素处理猪脂肪细胞后, 发现胰

岛素刺激的 GLUT4 基因的表达在处理 2 h 后其表达 
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    图 2  胰岛素对相关基因 mRNA 表达水平的影响 
Fig. 2  mRNA levels of related genes by insulin treated of procine adipocytes 

 (A) PCR products (B) GLUT4 (C) PPARγ (D) SOCS-3 and (E) OB. 0.00, 0.50, 1.00 and 2.00 indicated the time insulin treated, respectively. 
Averages with different letters have significant difference (P<0.05) 

 
量升高, 与对照组相比差异显著。而 PPARγ 的表达

量在处理 0.5 h 后其表达量与对照组相比差异显著, 

2.0 h 时差异极显著。SOCS-3 基因的表达在处理后

2.0 h 差异显著。但是 OB 基因的表达与对照相比没

有显著的变化, 但是有升高的趋势。 

2.3  地塞米松处理对 SOCS-3、PPARγ、OB 和

GLUT4 基因表达的影响 
将 2.5 uL RT-PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳, 紫外凝胶成像仪下照像如图 3A; 利用 Dolphin- 

DOC 凝胶成像系统软件测定电泳条带的 OD 值, 以

β-actin 基因为内标 , 将 SOCS-3、PPARγ、OB 和

GLUT4 基因测定得到的 OD 值分别与β-actin 基因测

定的 OD 值相比 , 所得数值利用 SPSS 软件进行

One-way ANOVA 方差分析与显著性检验。分析结果

如图 3 BCDE: 

由图 3 可知 300 nmol/L 地塞米松处理猪脂肪细

胞后, GLUT4 基因的表达在处理 0.5 h 开始降低, 与

对照相比差异显著, 到达 2.0 h 时与对照相比差异极

显著。PPARγ基因 1.0 h 时表达出现下降与对照相比

差异显著。而 OB 基因和 SOCS-3 基因的表达呈现上

升趋势。SOCS-3 基因在处理后的 0.5 h 其表达量与

对照相比差异显著, 2.0 h 时差异极显著, 并超过对

照组 2 倍。 

3  讨论 

肥胖和 II 型糖尿病已成为严重威胁人类健康的

疾病。胰岛素在调控糖代谢和脂代谢方面有重要作

用, 本研究发现, 胰岛素可以诱导 SOCS-3、GLUT4 
和  PPARγ基因的表达。在大量的研究中也证明在

3T3-L1 细胞系中胰岛素激活葡萄糖吸收是通过调控

GLUT4 的表达和其从细胞内到细胞膜转位来实现

的[29]。100 nmol/L 胰岛素处理猪脂肪细胞后 2 h, 其
表达量与对照相比差异显著; 在处理 0.5 h 时 PPARγ

基因的表达与对照相比差异显著, 当 2 h 时与对照

相比差异极显著; 而有研究表明, 在 3T3-L1 细胞系

中研究表明抑制 PPARγ基因的表达显著的降低了胰

岛素刺激的葡萄糖吸收, GLUT1 和 GLUT4 基因的表

达都显著下降[30]。因此推测胰岛素促进 GLUT4 基因

的表达可能是通过核转录因子 PPARγ来实现的。SOCS-3
是胰岛素信号通路重要的负反馈调控因子[24,31]。 
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图 3  300 nmol/L 地塞米松对相关基因 mRNA 表达水平的影响 
Fig. 3  mRNA levels of related genes by dexamethasone 300 nmol/L treated of procine adipocytes 

 (A)PCR products (B) GLUT4 (C) PPARγ (D) SOCS-3 and (E) OB. 0.00, 0.50, 1.00 and 2.00 indicated the time insulin + glucose treated, 
respectively. Averages with different letters have significant difference (P<0.05) 

 

SOCS-3 基因在胰岛素处理 2 h 时显著升高(P<0.05), 

但是同时 GLUT4 和 PPARγ基因表达量并未下降。这

种 SOCS-3 基因表达量上升而胰岛素信号未被抑制, 

可能是由于 SOCS-3 表达量未达到显著抑制胰岛素

信号通路的水平或者是作用时间不够, 有待深入研

究。有研究发现胰岛素可以刺激 OB 基因的表达[32,33], 

也有研究表明胰岛素直接作用不能增加 OB 基因的

表达, 除非在葡萄糖或者其它因素的参与下才能促

进 OB 基因表达[34]。本研究表明胰岛素处理 2 h 后的

猪脂肪细胞 OB 基因表达量变化不显著, 但是有增

加的趋势。 

SOCS-3 是细胞抑制因子家族成员, 它可以结合

与胰岛素受体 960 位酪氨酸磷酸化位点, 发生负调控

作用, 这种作用可能是通过与 Stat5B 竞争性结合产

生[24]。同时, 也有人研究发现 SOCS-3 还可以通过泛

素化途径降解 IRSⅠ和 IRSⅡ抑制胰岛素信号通路
[35]。本研究中用 300 nmol/L 的地塞米松处理[20,36]猪

脂肪细胞来诱导胰岛素抵抗。发现在地塞米松诱导

的胰岛素抵抗状态下, SOCS-3 基因表达量显著增高, 

GLUT4 和 PPARγ表达水平下降。而且处理后 0.5 h, 

SOCS-3 基因的表达显著增加, 随后出现了 GLUT4

和 PPARγ表达水平下降, 因此, 推测地塞米松诱导

的胰岛素抵抗可能是通过 SOCS-3 来实现的。地塞

米松处理后在 2 h, SOCS-3基因的表达量是对照的两

倍, 而胰岛素处理后其表达量不到对照的 1 倍。因

此, 推测 SOCS-3 引起胰岛素抵抗需要其表达达到

一定的量。由于地塞米松诱导了 SOCS-3的大量表达, 

而 SOCS-3 又能抑制胰岛素信号通路, 因此, 本研究

认为地塞米松诱导胰岛素抵抗不仅仅是通过调节

GLUT4 的表达, 而且也通过抑制胰岛素信号通路引

起胰岛素抵抗。在地塞米松处理 2 h 以后, OB 基因

的表达量也显著提高。另研究表明, Leptin 可以显著

的提高 SOCS-3 的表达[22,23]。因此, 推测在地塞米松

诱导胰岛素抵抗时, 引起了 OB 基因的表达量上升, 

进一步诱导了 SOCS-3 的表达, 也加深了胰岛素抵

抗的程度。 

在猪原代脂肪细胞中胰岛素可以诱导 GLUT4、

PPARγ和  SOCS-3 基因表达水平上升 , 但是对 OB

基因表达的影响不显著。同时推测胰岛素促进

GLUT4 基因的表达可能是通过 PPARγ来实现。胰岛

素处理促进 SOCS-3 基因的表达, 但是其表达量或

者是因为处理时间, 未能引起胰岛素抵抗。而地塞

米松处理后, 诱导 SOCS-3 基因大量快速表达, 从而

引起了胰岛素抵抗。地塞米松诱导胰岛素抵抗不仅
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是通过下调 GLUT4 基因的表达, 而且参与了抑制胰

岛素信号通路。本研究结果证实, SOCS-3 基因在胰

岛素抵抗和 Leptin 抵抗中具有重要的作用 , 提示

SOCS-3 可能是消除胰岛素抵抗的一个有效靶基因。 
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