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型胶原对脂肪细胞分化的影响及其分子机制初探

刘若冰!韩峻峰!徐!淼!肖元元!陆俊茜!陆惠娟!魏!丽!包玉倩!贾伟平

摘!要!目的!观察不同浓度的
$

型胶原-;AD,

$

/5773*,)! 257

$

.对 $Z$ P_' 前脂肪细胞诱导分化为成熟脂肪细胞的影

响!初步分析其可能的作用机制" 方法!$Z$ P_' 前脂肪细胞诱导分化过程中加入不同浓度的
$

型胶原(

!

采用 1ZZ法检测

$Z$ P_' 前脂肪细胞的增殖)

"

油红 h染色法观察分化成熟脂肪细胞形态学变化)

&

免疫印迹法测定脂肪细胞分化转录因子过

氧化物酶体增殖物激活受体
,

-D,-5̀+:5T,D-57+8,-3;5-:P3/;+<3;,R -,/,D;5-

,

! OOM>

,

.和 22MMZ增强子结合蛋白
#

-22MMZL,)^3)U

/,-Pb+)R+)*D-5;,+)

#

!2L(0O

#

.蛋白表达水平" 结果!不同浓度
$

型胶原干预后!各组 $Z$ P_' 前脂肪细胞的增殖与对照组比

无显著变化" 随着
$

型胶原浓度升高!油红 h染色逐渐变浅!提示分化成熟的脂肪细胞逐渐减少" 脂肪细胞分化转录因子

OOM>

,

和 2L(0O

#

的蛋白表达水平逐渐降低!呈剂量依赖性!且浓度为 '&

PE

T57L_和 '&

PH

T57L_时与对照组比较差异有统计学

意义-)s&I&E." 结论!

$

型胶原在本实验中不影响 $Z$ P_' 前脂肪细胞增殖!但呈剂量依赖性抑制其向成熟脂肪细胞分化!

下调脂肪细胞分化转录因子 OOM>

,

和 2L(0O

#

的表达可能是其作用机制之一"

关键词!脂肪细胞分化!

$

型胶原!OOM>

,

!2L(0O

#
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$

. 5) $Z$ P_' D-,P3R+D5/A;,:R+88,-,);+3U

;,R +);5T3;6-,3R+D5/A;,:3)R ;̂,6)R,-7A+)*T57,/673-T,/̂3)+):T:I0)@H<C*!96-+)*;̂,D-5/,::58$Z$ P_' D-,P3R+D5/A;,:R+88,-,);+U

3;+5)! ?,3RR,R R+88,-,);/5)/,);-3;+5) 58;AD,

$

/5773*,)I

!

Ẑ,D-57+8,-3;+5) 58$Z$ P_' D-,P3R+D5/A;,:?3:R,;,/;,R bA1ZZT,;̂5R:I

"

Ẑ-56*̂ h+7>,R h:;3+)+)*! ?,5b:,-<,R ;̂,T5-D^575*+/3758T3;6-,3R+D5/A;,:I

&

[,6:,R ?,:;,-) b75;;5R,;,/;;̂,,̀D-,::+5) 58;-3)U

:/-+D;+5) 83/;5-:58D,-5̀+:5T,D-57+8,-3;5-:P3/;+<3;,R -,/,D;5-

,

-OOM>

,

. 3)R 22MMZL,)^3)/,-Pb+)R+)*D-5;,+)

#

-2L(0O

#

. 38;,-$Z$

P_' D-,P3R+D5/A;,:R+88,-,);+3;+5)I")*79@*!9+88,-,);/5)/,);-3;+5) 58;AD,

$

/5773*,) R+R )5;388,/;;̂,D-57+8,-3;+5) 58$Z$ P_' D-,3R+U

D5/A;,:/5TD3-,R ?+;̂;̂,/5);-57I[+;̂;̂,+)/-,3:,R /5)/,);-3;+5) 58;AD,

$

/5773*,)! h+7>,R h:;3+)**-3R6377Ab,/3T,:̂3775?:6**,:;+)*

;̂3;T3;6-,3R+D5/A;,:*-3R6377AR,/-,3:,RIẐ,,̀D-,::+5) 58;-3):/-+D;+5) 83/;5-:OOM>

,

3)R 2L(0O

#

?,-,*-3R6377AR,/-,3:,R +) 3R5:,

PR,D,)R,);T3)),-! 3)R :+*)+8+/3);7A?̂,) ;̂,/5)/,);-3;+5):58;AD,

$

25773*,) ?,-,'&

PE

T57L_3)R '&

PH

T57L_-,:D,/;+<,7A-)s&I&E.I

6<:297*8<:!;AD,

$

/5773*,) R+R )5;388,/;;̂,D-57+8,-3;+5) 58$Z$ P_' D-,P3R+D5/A;,! b6;+;/567R +)^+b+;3R+D5*,),:+:58$Z$ P_' D-,3R+U

D5/A;,:?+;̂ R5:,PR,D,)R,);! T3)),-3)R R,/-,3:,;̂,,̀D-,::+5) 58OOM>

,

3)R 2L(0O

#

D-5;,+) 7,<,7:I

4); D<&C*!MR+D5/A;,R+88,-,);+3;+5)) ;AD,

$

25773*,)) OOM>

,

)2L(0O

#

!!目前!全球约有 '& 亿人超重或肥胖!肥胖是由于

脂肪细胞数目增多和-或.体积增大导致脂肪组织量

增多引起!其核心环节在于脂肪细胞的过度增殖和分

化
/'!%0

"

M-3;3)+等
/$0

和 =3S3m+T3等
/H0

研究发现脂肪细胞

分化受细胞外基质!基质硬度和密度的影响" 细胞外

基质包括纤维连接蛋白!骨结合素和
$

型胶原 -;AD,

$

/5773*,)! 257

$

.等" 目前国内外尚无研究报道
$

型胶原对脂肪细胞分化作用的影响" 本文旨在研究

$

型胶原是否参与调节 $Z$ P_' 前脂肪细胞分化进

程!并且初步探讨其可能的作用机制"

材料与方法

'I主要材料( $Z$ P_' 前脂肪细胞购自 MZ22-MT,-+/3)

ZAD,267;6-,2577,/;+5).公司!91(1高糖培养基#青链霉素#

澳洲胎牛血清 -8,;37b5<+),:,-6T!N0..# &I%EJ胰蛋白酶

-@+b/5美国.!

$

型胶原#噻唑蓝/$ P-H!E PR+T,;̂A7;̂+3g57P%

PA7. P%!E PR+D^,)A7PZ,;-3g57+6Tb-5T+R,!1ZZ0#地塞米松

-R,̀3T,;̂3:5),!9c.#$ P异丁基 P' P甲基黄嘌呤-+:5b6;A7TU

,;̂A7̀3);̂+),! ]01c.-.+*T3公司!美国.#02M蛋白浓度测定

*&H*
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试剂盒-碧云天公司.!胰岛素 -礼来公司!美国.!兔抗小鼠

OOM>

,

单克隆抗体#兔抗小鼠 2L(0O

#

多克隆抗体#兔抗小鼠

b,;3P肌动蛋白-

'

P3/;+).单克隆抗体-2.Z公司!美国.!二

甲基亚砜-91.h. - .+*T3公司!美国.!辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 ]*@抗体-O-5T,*3公司!美国."

%I$Z$ P_' 细胞增殖率测定-噻唑蓝 1ZZ比色法.( $Z$

P_' 细胞经过 &I%EJ胰蛋白酶消化!用培养液稀释到 %&&&

个L孔!接种 "G 孔细胞培养板常规培养 %H^!加入不同浓度-&#

'&

P#

#'&

PG

#'&

PE

#'&

PH

T57L_.的
$

型胶原培养" 于加药后 #%^

用 1ZZ方法在酶标仪上比色" 测定前 H^!用 O0. 冲洗后更换

无血清 91(1培养液 '&& 微升L孔!同时加入 '& 微升L孔

&IEJ1ZZ-O0. 溶解配制!棕色瓶 Hu保存.!培养箱孵育 H^

后加 '&& 微升L孔二甲基亚砜-91.h.!室温摇匀后在酶标仪

上-波长 E#&.测定 h9值-吸光度.!表示细胞增殖功能"

$I$Z$ P_' 前脂肪细胞株的培养和诱导分化($Z$ P_'

前脂肪细胞生长于含 '&J胎牛血清!'J青链霉素的 91(1

高糖培养基中!置于 $#u#EJ 2h

%

饱和湿度培养箱中培养"

待细胞长至汇合时换液!继续培养 HF^ 后定义为第 ' 天!开始

诱导分化!即加入含有 &IETT57L_]01c! '

1

T57L_地塞米松

和 '&T*L_胰岛素的 '&JN0. 的 91(1培养 HF^!换以含有

'&T*L_胰岛素的培养液再培养 HF^" 可见少数细胞形态成圆

形!并有脂滴出现" 每隔 HF^ 更换培养液!诱导分化 F Q'% 天

的细胞 "&J以上细胞质中含有丰富的脂滴!呈成熟脂肪细胞表

型" 按照上述诱导分化方法!我们的实验自诱导分化第 ' 天开

始按 &# '&

P#

#'&

PG

#'&

PE

#'&

PH

T57L_的不同浓度加入
$

型胶原!

直到细胞诱导分化成熟收集各组细胞进行相关指标测"

HI油红 h染色(油红 h燃料经异丙醇溶解后过滤!置 Hu

备用" $Z$ P_' 细胞分化成熟后弃培养液!磷酸盐缓冲液

-D^5:D^3;,b688,-,R :37+),!O0..洗 $ 次!经 '&J甲醛固定液固

定后!加油红 h染液于细胞表面 '&T+)" 用 G&J异丙醇洗细

胞 % 次!以去除多余的燃料!双氧水清洗!倒置显微镜下观察!

拍照"

EI免疫印迹技术-[,:;,-) b75;.(收集各组分化成熟的脂

肪细胞!用蛋白裂解液处理后离心取上清!分别取各组蛋白

$&

1

*行 '&J.9. POM@(电泳后转移到 OW9N膜上!用脱脂奶

粉封闭 '^!孵育相应抗体 Hu过夜!Z0.Z洗涤 $ 次!每次

'&T+)!加入辣根过氧化物酶标记二抗室温孵育 '^!洗膜后以

化学发光法-(2_.显影!成像"

GI统计学方法(采用 .O.. '#I& 软件分析数据!计量资料

以均数 t标准差-(t<.表示!组间比较采用单因素方差分析!

)s&I&E 为差异有统计学意义"

结!!果

'I

$

型胶原对 $Z$ P_' 细胞增殖及活力的影

响(1ZZ结果显示(当加入不同浓度的
$

型胶原-&#

'&

P#

#'&

PG

#'&

PE

#'&

PH

T57L_.分别干预 #%^ 后!各组

h9值与对照组比无统计学差异-)r&I&E.-图 '."

图 +,不同浓度
!

型胶原干预 I!I 3?+ 前脂肪

细胞后的增殖试验结果

与 2h=组-&T57L_.比较!

"

)r&I&E

!

%I

$

型胶原对脂肪细胞分化的影响111油红 h

染色($Z$ P_' 细胞在分化进程中经不同浓度
$

型胶

原干预后!细胞质中的脂滴明显减少!经油红 h染色

后逐渐变浅!有剂量依赖关系" 当
$

型胶原浓度达到

'&

PE

T57L_和 '&

PH

T57L_时细胞淡染区明显扩大!提

示脂肪细胞分化被显著性抑制-图 %."

图 J,不同浓度
!

型胶原干预 I!I 3?+ 前脂肪细胞分化成熟后油红 F染色结果
- v%&&.

!!$I

$

型胶原对脂肪细胞分化转录因子 OOM>

,

和 2L(0O

#

的影响([,:;,-) b75;结果显示($Z$ P_'

前脂肪细胞分化过程中给予不同浓度的
$

型胶原处

理诱导分化成熟后!随着
$

型胶原浓度的升高!成熟

脂肪细胞分化转录因子 OOM>

,

和 2L(0O

#

的表达逐

渐降低!并且存在剂量依赖关系" 当
$

型胶原浓度为

*'H*
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'&

PE

和 '&

PH

T57L_时 OOM>

,

的表达显著性降低

-'I'G t&I&H 和 'I'% t&I&'.!差异存在统计学意义

-)s&I&E." 但是当
$

型胶原浓度升高到'&

PG

T57L_

时 2L(0O

#

的表达开始明显降低 -'I&' t&I&H.!尽

管其在 '&

PE

T57L_时有所升高-'I&H t&I&H.!但差异

存在统计学意义-)s&I&E.-图 $."

图 I,R 组 //#"

"

#6YVX/

#

蛋白表达
-[,:;,-) b75;法.

MI$Z$ P_' 前脂肪细胞分化过程中经不同浓度
$

型胶原-&# '&

P#

# '&

PG

# '&

PE

# '&

PH

T57L_.处理后 OOM>

,

和 2L(0O

#

蛋白表达

水平) 0IM的量化图) 与 2h=组比较!

"

)s&I&E!

""

)s&I&'

!

讨!!论

细胞外基质不仅是连接组织的重要结构!而且发

挥许多生物学功能!参与调节脂肪细胞分化!影响其

代谢功能
/E0

" .D+,*,7T3) 等
/G0

早在 '"F$ 年已发现

$Z$ PNHH%M细胞分化为脂肪细胞的过程可被纤维连

接蛋白抑制" 本课题组前期研究发现脂肪细胞分化

过程中伴随
$

型胶原表达降低的现象
/#0

"

$

型胶原

是细胞外基质成分之一!它是一种多糖蛋白!呈白色!

含有少量的半乳糖和葡萄糖!目前发现有 %F 种胶原

蛋白!还包括
(

型胶原#

)

型胶原#

2

型胶原等!它们

参与构成人体蛋白质总量的 $&J

/F0

" 关于
$

型胶原

在脂肪细胞分化中的作用目前尚不清楚!本研究结果

显示
$

型胶原参与调节脂肪细胞分化!脂肪细胞分化

进程中加入
$

型胶原后油红 h染色随着
$

型胶原浓

度的升高逐渐变浅!表明脂质聚集减少!脂肪细胞分

化进程被抑制" 同时 1ZZ结果证实
$

型胶原对 $Z$

P_' 细胞增殖无抑制作用!从而排除了
$

型胶原因

影响细胞增殖而阻断脂肪细胞分化的可能性" 笔者

的这一研究结果和 2̂ 6)

/"0

的研究结果一致!即小鼠

前脂肪细胞种植在富含
$

型胶原的培养基上!与种植

在软胶培养基上比!其脂肪细胞分化率明显降低"

N3-T,-等
/'&0

研究发现 22MMZ结合蛋白增强子

#

-22MMZL,)^3)/,-Pb+)R+)*D-5;,+):!2L(0O

#

. 在

脂肪细胞分化过程中发挥重要作用" 而且 >5:,)

/''0

的研究发现当缺乏核转录因子过氧化物酶体增殖物

激活受体
,

- D,-5̀+:5T,D-57+8,-3;5-:P3/;+<3;,R -,/,DU

;5-! OOM>

,

.时脂肪细胞不能进行终末分化" 这说明

分化转录因子 2L(0O

#

和 OOM>

,

在脂肪细胞分化过

程中发挥重要的作用" 本课题组进一步对
$

型胶原

抑制脂肪细胞分化作用机制进行初步探索!发现
$

型

胶原干预后分化成熟脂肪细胞中分化转录因子

OOM>

,

和 2L(0O

#

蛋白表达呈剂量依赖性降低" 尤

其
$

型胶原浓度为 '&

PE

和 '&

PH

T57L_时!差异存在统

计学意义 -)s&I&E ." 虽然
$

型胶原浓度为 '&

PE

T57L_时 2L(0O

#

蛋白表达水平较浓度为 '&

PG

T57L_

时有所升高!但差异无统计学意义-)r&I&E." 提示

$

型胶原可能通过降低 OOM>

,

和 2L(0O

#

的表达抑

制脂肪细胞分化!这一研究结果目前国内外尚无报

*%H*
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41,R >,:!M6*%&'$!W57IH% =5IF!!



道" 关于
$

型胶原抑制脂肪细胞分化的具体机制及

其影响因素尚需深入研究"

本研究首次发现
$

型胶原抑制脂肪细胞分化进程!

其机制可能与降低脂肪细胞分化转录因子OOM>

,

和2L

(0O

#

的表达有关!是否存在其他机制共同作用!目前尚

不明确!进一步深入探讨将为肥胖症的发病机制提供新

的理论依据!并可能成为肥胖症治疗的新的药物靶点"
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摘!要!目的!建立巴豆中可溶性蛋白含量的测定方法!为其质量评价提供理论依据" 方法!采用紫外 P可见分光光度
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&I'##E!%o&I"""'!+ oG.!平均回收率为 "FI$#J!>.9为 'I&'J" 结论!本方法简单#方便#专属性强!可为巴豆药材的质量控

制提供参考"
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