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目的
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研究罗格列酮对胰岛素抵抗"

A7

%
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脂肪细胞脂联素'瘦素及抵抗素的分泌及
C769

表达的影响&方

法
!

将
'4'.W$

脂肪细胞分为
2

组#

9

组为对照组!
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'

:
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组为不同水平罗格列酮处理的
A7

组!分别给予终浓度为
%

'

%&$
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%&2

'
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C"D

(

W

的罗格列酮&检测各组细胞培养液的葡萄糖消耗量!分别采用酶联免疫吸附试验"

5WA@9

%及实时荧光定量聚合酶链

式反应"

].74.3:7

%检测瘦素'脂联素及抵抗素的分泌及
C769

表达水平&结果
!

与
8

组比较!

;

'

5

组细胞分泌的瘦素及抵抗

素水平及其
C769

表达水平均降低!分泌的脂联素及其
C769

表达水平与葡萄糖消耗量均升高!差异均有统计学意义"

!

$
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组与
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组细胞分泌的瘦素'脂联素及抵抗素水平比较!差异均无统计学意义"
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罗格列酮可以通过调

节瘦素'脂联素及抵抗素的表达及分泌减轻脂肪细胞的
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型糖尿病$

41;S

%是最常见的内分泌疾病之一#随着生

活水平的逐渐提高和饮食结构的改变#

41;S

的发病率逐年升

高&

$

'

#胰岛素抵抗$

A7

%是患者的重要生理病理变化之一&

1

'

*脂

肪组织不仅是内分泌器官#也是免疫器官*随着研究的深入#

脂肪组织被证实具广泛的分泌谱#可分泌大量的生物活性物质

如脂肪酸)脂蛋白脂酶)类固醇激素)生长因子)血管紧张素原

及前列腺素#也可分泌大量细胞因子及类细胞因子样分子#其

分泌的脂联素)瘦素)抵抗素等因素在
A7

的发生)发展中发挥

重要作用 &

'.0

'

*罗格列酮属噻唑烷二酮类胰岛素增敏剂#已广

泛应用于
41;S

的治疗#可改善
A7

作用#但其对脂肪细胞因

子的影响尚缺乏相关报道&

2

'

*本研究旨在探讨罗格列酮对
A7

'4'.W$

脂肪细胞脂联素)瘦素及抵抗素的分泌#以及
C769

表达的影响*

D

!

材料与方法

D&D

!

细胞来源
!

'4'.W$

细胞株购自赛齐$上海%生物工程有

限公司*

D&E

!

仪器与试剂
!

奥林巴斯显微镜
:g0$

$上海西努光学科技

有限公司%#

]]./%9.

!

型二氧化碳$

:?

1

%培养箱$上海启前电

子科技有限公司%#

'.$/7

高速冷冻离心机$湖南恒诺仪器设备

有限公司%#

;[2%''9

酶标仪$南京华东电子集团医疗装备有

限责任公司%#

ACI

P

B.3>"A,+#

P

FE

图像分析软件$广州市明美光

电技术有限公司%*主要试剂见表
$

*

D&F

!

方法

D&F&D

!

'4'.W$

脂肪细胞的培养及诱导分化
!

'4'.W$

前脂肪

细胞接种于
)

孔培养板#于
'-\2Y :?

1

培养箱中培养*待

细胞融合后接触抑制
0/F

#换用含
%&2CC"D

"

W'.

异丁基
.$.

甲

基黄嘌呤$

A8Sg

%)

$

#

C"D

"

W

地塞米松)

$%C

P

"

W

胰岛素的培

养基培养
0/F

#再换用含
$%C

P

"

W

胰岛素的培养基培养
0/F

#

随后换用
;S5S

培养基继续培养#每
1

天换液
$

次#培养
0!

#

(%Y

前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞*

$%(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期

"

基金项目$河北省衡水市科技支撑计划资助项目$

$2%10

%*

!

作者简介!孙殿静$

$(/$U

%#主治医师#本科#主要从事糖尿病相关性研究*
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主要试剂

名称 厂家 批号 纯度$

Y

%

罗格列酮 大连美仑生物技术有限公司
1%$2%1%- (2&%%

无水乙醇 上海碧云天生物技术有限公司
1%$2%1%/ ((&%%

地塞米松 上海士锋生物科技有限公司
1%$2%$%( ((&((

胰岛素 上海辰玺生物科技有限公司
1%$0$$%' (/&%%

;S5S

高糖培养基 美国
[A8:?

公司
1%$2%'%$ ((&((

:BDDCIN

澳洲胎牛血清 赛澳美细胞技术$北京%有限公司
1%$2%/$$ (/&%%

%&12Y

胰蛋白酶 杭州沃森生物技术有限公司
1%$2%0$1 (/&%%

葡萄糖测试盒 上海士锋生物科技有限公司
1%$0%($0 (2&%%

瘦素)脂联素及抵抗素酶联免疫吸附试验$

5WA@9

%试剂盒 上海睿时生物科技有限公司
1%$0$1%0 ((&((

C769

引物合成 上海麦诺森生物科技股份有限公司
1%$2%$%2 ((&((

D&F&E

!

A7

模型的建立及分组
!

按每毫升
'_$%

2 个的密度将

'4'.W$

脂肪细胞悬液接种于
()

孔板培养#置于无血清培养基

中处理
$1F

同步化进行分组#每组
$1

孔*其中#

9

组为对照

组#

8

)

:

)

;

)

5

组为不同水平罗格列酮处理的
A7

组*

A7

组细

胞均添加
$

#

C"D

"

W

地塞米松制作
A7

模型&

)

'

*

:

&

5

组细胞分

别添加终浓度为
%&$

)

%&2

)

$&%

#

C"D

"

W

罗格列酮
X

无水乙醇溶

液#

9

)

8

组均加入等量的无水乙醇*

D&F&F

!

葡萄糖消耗量的测定
!

所有细胞培养
10F

后给予
$%%

,C"D

"

W

胰岛素#刺激
$2C#,

后取培养基#以葡萄糖测试盒检

测并计算培养基中葡萄糖消耗量#严格按照说明书进行操作#

评价
A7

程度*

D&F&G

!

脂联素)瘦素及抵抗素的测定
!

细胞培养
10F

后分别

收集各组细胞的培养液#采用酶联免疫吸附试验$

5WA@9

%检测

脂联素)瘦素及抵抗素水平#操作严格按照说明书进行*

D&F&H

!

实时荧光定量聚合酶链式反应$

].74.3:7

%检测
C7.

69

表达水平
!

细胞培养
10F

后分别检测各组细胞的脂联素)

瘦素及抵抗素的
C769

表达水平*按照
4>#Q"D

4S试剂盒说明

书提取总
769

#测定
769

水平及纯度#取
$

#

P

总
769

逆转

录合成
G;69

#取
2

#

WG;69

稀释
0

倍后#取
1

#

W

为模板#分

别以
<

1-

)增殖细胞核抗原$

3:69

%)

8GD.1

)

8IN

)细胞外调节蛋

白激酶$

57a

%)丝裂原活化蛋白激酶$

S93a

%及三磷酸甘油

醛脱氢酶$

[93;R

%的引物进行定量
3:7

#反应条件!

(2\

变

性
'+

(

(2\

变性
$%+

(

)%\

退火"延伸
'%+

#重复
0%

个循环(

)2

&

(2\

每增加
%&2\

进行
2+

读板#形成溶解曲线*所有样

品均设置
'

个平行管#基因表达量以平行管平均循环阈值$

G

=

.

GDB.EF>B+F"D!

#

:E

%表示#应用
1

.

''

:E法计算脂联素)瘦素及抵抗

素的相对表达量*

D&G

!

观察指标
!

各组葡萄糖消耗量#脂联素)瘦素及抵抗素分

泌水平#脂联素)瘦素及抵抗素
C769

表达水平*

D&H

!

统计学处理
!

采用
@3@@$'&%

统计软件进行分析#计量

资料以
0V=

表示#组间比较采用单因素方差分析#两两比较采

用
;

检验#各组细胞培养液中各项指标的相关性分析采用

3BI>+",

相关性分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

各组细胞培养液各项检测指标水平比较
!

各组细胞的葡

萄糖消耗量)瘦素)脂联素及抵抗素水平比较#差异均有统计学

意义$

!

$

%&%2

%(

;

)

5

组的上述各项指标水平与
8

组比较#差

异均有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
1

*

表
1

!!

各组细胞培养液各项检测指标水平比较%

&̀ $1

(

0V=

&

组别
葡萄糖消耗量

$

CC"D

"

W

%

瘦素

$

,

P

"

CW

%

脂联素

$

,

P

"

CW

%

抵抗素

$

,

P

"

CW

%

9

组
-&2/V%&'1 %&-0V%&$' $&2$V%&1$ %&-)V%&%-

8

组
1&0$V%&$(

"

$&(/V%&$0

"

%&'/V%&%1

"

$&20V%&$(

"

:

组
1&)1V%&$0

"

$&/2V%&$2

"

%&22V%&1-

"

$&12V%&'$

"

;

组
0&0)V%&$-

"%

$&0)V%&1$

"%

%&/2V%&1$

"%

$&$-V%&11

"%

5

组
2&(%V%&$2

"%

$&%'V%&$)

"%

$&$0V%&$/

"%

%&/(V%&%)

"%

C -&(/2 )&'-2 -&'1) )&0'1

!

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

!!

"

!

!

$

%&%2

#与
9

组比较(

%

!

!

$

%&%2

#与
8

组比较*

E&E

!

各组细胞培养液各项检测指标的相关性分析
!

葡萄糖消

耗量与脂联素水平呈正相关$

:`$&10$

#

!`%&%%2

%#与瘦素)

抵抗素水平呈负相关$

:

值分别为
U$&%/1

)

U$&-)0

#

!

值分别

为
%&%$/

)

%&%%%

%(瘦素与脂联素水平呈负相关$

:`U$&210

#

! %̀&%%%

%#与抵抗素水平呈正相关$

:̀ $&$-2

#

!`%&%$1

%(脂

联素与抵抗素水平呈负相关$

:̀ $&$/0

#

! %̀&%$%

%*

E&F

!

各组细胞瘦素)脂联素及抵抗素
C769

相对表达水平比

较
!

各组细胞的瘦素)脂联素及抵抗素
C769

表达水平比较#

差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

%(

:

)

;

)

5

组的上述各项指标

C769

表达水平与
8

组比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
'

*

表
'

!!

各组细胞的瘦素'脂联素及抵抗素
C769

相对

!!!

表达水平比较%

& $̀1

(

0V=

&

组别 瘦素 脂联素 抵抗素

9

组
$&')V%&$2 -&-'V%&)2 $&0/V%&$(

8

组
0&0-V%&2/

"

%&$$V%&%0

"

0&/1V%&-2

"

:

组
1&((V%&01

"%

%&)/V%&$1

"%

'&$0V%&21

"%

;

组
1&'$V%&00

"%

'&0$V$&$-

"%

1&02V%&2)

"%

5

组
$&-%V%&'2

"%

)&%2V$&10

"%

$&/1V%&'$

"%

C /&/20 $'&/)- /&(/'

!

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

!!

"

!

!

$

%&%2

#与
9

组比较(

%

!

!

$

%&%2

#与
8

组比较*

1%(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期
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目前研究认为#

A7

是
41;S

的主要发病机制之一#

A7

常

伴有高胰岛素血症#发生
A7

时#胰岛素的脂肪合成作用增强#

脂肪贮存增多#而腹内脂肪的增加远远大于皮下脂肪#形成内

脏或中央型肥胖&

-./

'

*

近些年研究发现#脂肪组织不仅是储存能量的器官#而且

是全身较为重要的内分泌器官*脂肪组织可分泌多种蛋白#包

括瘦素)脂联素)抵抗素)肿瘤坏死因子)纤溶酶原激活物抑制

剂
.$

)白细胞介素等多种细胞因子#这些细胞因子统称为脂肪

因子*脂肪因子通过自分泌)旁分泌)内分泌的途径参与各种

复杂的代谢过程#在
41;S

发病机制中发挥重要作用&

(.$%

'

*诸

多脂肪因子中#瘦素是肥胖基因$

"H

%的编码产物#也是迄今为

止研究最深入的脂肪细胞因子*瘦素作为一种饱食因子#与其

受体结合后可以抑制增加食欲肽$如神经肽
b

)甘丙肽)增食欲

素%的分泌#和$或%促进减少食欲肽$如前阿片黑素细胞皮质激

素)可卡因
.

安非他明调节的转录物)胰升血糖素样肽
$

及神经

降压素等%的分泌#通过上述机制共同参与食欲和能量代谢调

节&

$$

'

*瘦素受体广泛存在于包括脂肪组织在内的多种外周组

织#参与血压调节)脂质代谢及内环境的稳定#影响血管)大脑

及骨的生成*瘦素与胰岛素同为人体能量代谢的重要调节因

子#其功能紊乱与糖尿病的发生)发展密切相关#主要表现为机

体对瘦素的抵抗#患者外周血瘦素水平明显升高&

$1

'

*脂联素

也称脂肪细胞补体调节蛋白)脂肪中最丰富的基因转录物之

一)相对分子质量为
1/_$%

' 的凝胶结合蛋白#是脂肪细胞的

特异性分泌蛋白#参与体内葡萄糖和脂质代谢调节*研究发

现#脂联素具有增强胰岛素敏感性)抗炎及抗动脉粥样硬化的

作用&

$'

'

*抵抗素存在于血浆中#属于抵抗素样分子家族成员#

是脂肪细胞分泌的富含半胱氨酸的多肽类激素*有研究表明#

抵抗素可以作用于胰岛素信号转导途径#导致
A7

&

$0

'

*本研究

中#与对照组相比#

A7

组细胞的瘦素及抵抗素分泌及
C769

表达水平均明显上升#而葡萄糖消耗量及脂联素水平降低#胰

岛素脂肪细胞上述因子的合成及分泌功能均受损*对上述指

标进行相关性分析!脂联素水平与葡萄糖消耗呈正相关#瘦素

及抵抗素与葡萄糖消耗呈负相关*这一结果说明
41;S

患者

的
A7

与脂肪细胞因子的异常改变相关*

既往研究发现#罗格列酮可以通过与过氧化物酶体系激活

受体结合而上调其应答基因的表达#从而促进葡萄糖转运体
0

$

[Wf40

%的表达及周围细胞对葡萄糖的摄取#降低血糖并改

善患者的
A7

&

$2

'

*本次研究分别利用不同水平罗格列酮处理

A7

脂肪细胞#

%&2

及
$&%

#

C"D

"

W

罗格列酮均可以抑制瘦素及

抵抗素的表达与分泌#促进脂联素的表达与分泌#并通过上述

机制促进脂肪细胞对糖的利用(

%&$

#

C"D

"

W

罗格列酮仅可以

调节脂肪细胞因子的表达#而对脂肪细胞因子的分泌及葡萄糖

的利用无明显影响*这一结果说明罗格列酮对脂肪细胞的作

用呈剂量依赖性*

综上所述#罗格列酮可以通过调节瘦素)脂联素及抵抗素

的表达及分泌#减轻脂肪细胞的
A7

*
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