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型糖尿病患者脂肪间充质干细胞成脂肪分化能力的实验研究
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#摘要$
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目的
!

探讨
1

型糖尿病"

F1W;

$患者与健康者脂肪间充质干细胞"

>W4<+

$成脂肪分化能力%方法
!

取
F1W;

患者

与健康者脂肪组织!分离培养出
>W4<+

%取第
'

代细胞接种!比较两组细胞细胞表型及生长速度的差异%加入成脂肪诱导液!观

察两组细胞成脂肪分化情况!于第
$0

天加入油红
`

对细胞进行染色并观察!用异丙醇对油红
`

进行萃取并比较两组细胞吸光度

值!通过实时荧光定量"

9<E

$法比较两组细胞成脂肪分化
$0!

时
99>E.

!

&
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=39.

&

和
<

'

=39.

(

的表达水平%结果
!

F1W;

患

者和健康者
>W4<+

在细胞表型及生长速度方面比较差异无统计学意义"

!

$

%&%8

$!成脂肪诱导分化
$0!

时
F1W;

患者
>W4<+

油红
`

吸光度值明显高于健康者
>W4<+

!

F1W;

患者
>W4<+99>E.
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=39.
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表达水平明显高于健康者
>W4<+

%结

论
!

F1W;

患者
>W4<+

成脂肪分化能力明显高于健康者!其可能是
F1W;

患者容易并发肥胖的原因之一%
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糖尿病$

!#AQ@H@+C@PP#HR+

#

W;

&是指由多种病因引起的以

慢性高血糖为特征的代谢紊乱性疾病#其中
1

型糖尿病$

H

N?

@1

!#AQ@H@+C@PP#HR+

#

F1W;

&以胰岛素抵抗和胰岛
(

细胞功能障

碍为特征)肥胖是
F1W;

的独立危险因素#有研究表明#中国

F1W;

患者的肥胖发病率明显升高'

$

(

#且
F1W;

患者肥胖发

病率与总体人群相比明显提高'

1

(

)然而#目前
F1W;

患者肥

胖发病率升高的病因尚未明确)间充质干细胞$

C@+@,LJ

N

CAP

+H@CL@PP+

#

;4<+

&是指来源于中胚层的具有多向分化潜能的

一类多能干细胞#是干细胞家族的重要成员之一)脂肪
;4W+

$

A!#

?

"+@.!@B#G@!;4<+

#

>W4<+

&是指存在于脂肪组织的多能

干细胞#具有向成骨细胞*软骨细胞*脂肪细胞等分化的多向分

化能力#在临床和组织工程学中得到了广泛的研究'

'.0

(

)然而#

作为人体脂肪组织的主要来源细胞#

>W4<+

在
F1W;

患者中

的成脂肪分化能力尚少有相关报道)本研究探讨
F1W;

患者

来源的
>W4<+

成脂肪分化能力#可为
F1W;

患者肥胖发病率

的升高提供理论依据和研究基础)
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材料与方法

C&C
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主要仪器与试剂
!

胎牛血清$

534

&*

%&18_

胰酶细胞消

化液*

W;=;

培养基*青霉素链霉素溶液$

a#QL"

公司#美国&%

抗人
<W$%8

*

<W$0

*

<W1(

*

<W'0

*

<W00

*

<W08

*

<W(%

*人类白细

胞抗原
WE

$

T7>.WE

&抗体$

3@LH",W#LO#,+",

公司#美国&%

934

$上海博谷生物科技有限公司&%油红
`

*

'.

异丁基
.$.

甲基

黄嘌呤$

23;d

&*重组人胰岛素*地塞米松*吲哚美辛$

4#

I

CA

公

司#美国&%

)

型胶原酶$

;93#"C@!#LAP+

公司#美国&%

<@PP

<"R,H#,

I

Z#H./

试剂盒$

<<Z./

#日本&%异丙醇*

-8_

乙醇$广州

化学试剂厂&%

FB#X"P

裂解液*荧光定量
9<E

管$

2,G#HB"

I

@,

公
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重庆医学
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年
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月第
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期



司#美国&%

i

9<E

引物$上海英潍捷基贸易有限公司&%

4b3E

9B@C#K=KFA

i

*逆转录试剂盒$

FAOABA

公司#日本&%培养瓶*离

心管*

)

孔培养板*移液器枪头*

=9

管*

9<E

管$上海樊克公

司&%移液枪$

3BA,!

公司#德国&%

<̀

1

细胞培养箱*离心机*酶

标仪*

9<E

仪$

FJ@BC"5#+J@B

公司#美国&%倒置相差显微镜

$

P̀

N

C

?

R+

公司#日本&%流式细胞仪$

3@LH",W#LO#,+",

公司#

美国&)

C&D

!

方法

C&D&C

!

>W4<+

的分离和培养
!

脂肪组织标本取自广州市增

城区人民医院普外科
(

例非糖尿病患者$视为健康者作为对照

组&和
(

例
F1W;

患者$

F1W;

组&腹部手术腹部皮下脂肪组

织#患者年龄
0%

#

)%

岁#无感染#未患恶性肿瘤*其他内分泌及

全身代谢性疾病)本研究已获得医院医学伦理委员会批准#患

者已签署知情同意书)无菌条件下取出脂肪组织
1%C7

后#

用
934

冲洗
'

次#去除表面结缔组织及血管#用眼科剪将其剪

碎)加入等体积含
$%_534

#

%&$_

)

型胶原酶
W;=;

培养基

在
'-^

*

8_<̀

1

培养箱中消化
$1J

)消化结束后
$%%

目筛网

过滤#

18%

I

离心
8C#,

#除去上清液#用完全培养基$含
$%_

534

*

$%%]

"

C7

青霉素和
$%%]

"

C7

链霉素&重悬细胞#接种

于
18LC

1 培养瓶中#置于
'-^

*

8_<̀

1

培养箱中培养#每
'

天换液
$

次#当细胞达到
(%_

融合以上进行传代#取第
'

代细

胞进行后续实验)

C&D&D

!

观察细胞形态及生长曲线
!

光镜下观察两组细胞从原

代至第
'

代生长形态)用
%&18_

胰酶将第
'

代
>W4<+

消化离

心后以
8h$%

' 个"孔密度接种于
()

孔培养板中#

10J

贴壁后

于第
$

#

$%

天加入
$%

'

7<<Z./

溶液#

0J

后测量其在
08%,C

的吸光度$

2;

&值)以培养时间为横坐标#

2;

值为纵坐标绘

制细胞生长曲线)

C&D&E

!

检测细胞表型
!

用胰酶将生长良好的两组细胞消化

后#

18%

I

离心
8C#,

#除去上清液#用
934

重悬成
$%%

'

7

浓度

为
$h$%

(

"

7

的细胞悬液并装入流式管中)每管分别加入
'

'

7

抗人
<W$%8

*

<W$0

*

<W1(

*

<W'0

*

<W00

*

<W08

*

<W(%

*

T7>.

WE

抗体#常温下避光孵育
'%C#,

后#用
934

冲洗#

18%

I

离心

8C#,

后用
1%%

'

7

的
934

重悬#流式细胞仪检测细胞相应表

型的表达情况)

C&D&F

!

观察细胞成脂分化情况
!

将生长良好的两组细胞消化

离心并以
$h$%

8 个"孔细胞数量接种于
)

孔板中#

10J

贴壁后

加入成脂肪诱导
W;=;

培养基$含
%&8CC"P

"

723;d

*

$%

'

I

"

C7

重组人胰岛素*

$

'

C"P

"

7

地塞米松*

1%%

'

C"P

"

7

吲哚

美辛*

$%_ 534

*

$%%]

"

C7

青霉素和
$%%]

"

C7

链霉素&#在

'-^

*

8_<̀

1

的培养箱中培养#每
'

天进行半量换液)第
-

天开始细胞在光镜下可见有脂肪液泡形成#第
$0

天镜下可见

明显脂肪液泡形成#弃去培养基#用
%&0_

多聚甲醛对细胞进

行固定后#用油红
`

染色并在光镜下观察细胞染色情况)

934

洗涤
'

次后加入异丙醇#充分震荡至染色脂滴全部脱落#转移

至
()

孔板后在
0(%,C

波长下测定其
2;

值#异丙醇标定)

C&D&G

!

实时荧光定量
9<E

检测
!

对两组细胞进行成脂肪诱

导
$0!

后#用
FB#X"P

裂解液裂解细胞并提取总
E6>

#测定

E6>

纯度及浓度#取
2;

1)%

"

2;

1/%

为
$&/

#

1&%

的
E6>

行进

一步实验)参考逆转录试剂盒说明书将
E6>

逆转录成
LW.

6>

)采用
1%

'

7

反应体系#其中
4b3E9B@C#K=KFA

i

$%

'

7

*

去离子水
/&8

'

7

*

LW6>%&8

'

7

及上下游引物$引物上下游序

列见表
$

&各
%&8

'

7

)

9<E

扩增条件!起始
(8^

预变性
'%+

#

(8^

变性
8+

#

)%^

退火
1%+

#

-1^

延伸
1%+

#共
0%

个循环)

扩增完毕得到的
8)

值通过扩增动力学曲线方程计算
1

.

##

<H

#

得到相对表达量)

C&E

!

统计学处理
!

采用
49441$&%

统计软件进行分析#实验

重复
'

次取平均值#计量资料以
LYD

表示#组间比较采用非配

对
)

检验#检验水准取双侧
!

D%&%8

#以
!

%

%&%8

为差异有统计

学意义)

表
$

!!i

9<E

引物上下游序列%

8U.'U

(

基因 引物序列

99>E.

!

a>Fa<<>a<a><FFFa><F<

$

5

&

><<<><aF<>F<FF<>aaa>

$

E

&

<

"

=39.

&

a<aaa>><a<>><>><>F<

$

5

&

aF<><FaaF<>><F<<>a<><

$

E

&

<

"

=39.

(

<FF<>a<<<aF><<Faa>a

$

5

&

aa>a>aa>>aF<aFaaFa<

$

E

&

D

!

结
!!

果

D&C

!

两组
>W4<+

细胞形态及生长曲线比较
!

原代细胞培养

10J

后开始贴壁#最初贴壁细胞呈椭圆形#后贴壁细胞逐渐增

多#细胞从椭圆形逐渐变成梭形)随着细胞分裂增殖#约
$%!

后原代细胞可长满
18LC

1 培养瓶)传代后细胞增殖速度加

快#两组第
'

代
>W4<+

为均一的成纤维细胞样形态#光镜下未

见明显区别$图
$

&)第
'

代
>W4<+

生长曲线均呈
4

形#生长

潜伏期为
$

#

1!

#对数增殖期为
'

#

)!

#第
-

天开始生长速度

减慢#进入增殖平台期)两组
>W4<+$

#

$%!2;

值比较#差

异无统计学意义$

!

$

%&%8

&#见图
1

)

!!

>

!对照组%

3

!

F1W;

组

图
$

!!

第
'

代
>W4<+

光镜下形态%

h0%

(

图
1

!!

两组第
'

代
>W4<+

生长曲线比较
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年
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期



表
1

!!

两组
>W4<+

表型表达率比较%

LYD

&

0D(

&

_

(

组别
<W$%8 <W(% <W08 <W1( <W$0 <W'0 <W00 T7>.WE

对照组
()&-$Y$&'/ (-&''Y%&/$ ()&-0Y1&88 (8&/'Y1&$8 %&$)Y%&$$ %&1/Y%&11 %&$(Y%&1$ %&0$Y%&1-

F1W;

组
(-&$/Y1&$1 (/&$8Y$&08 (-&$$Y1&)8 ()&%$Y1&'( %&1'Y%&$1 %&'0Y%&'- %&10Y%&'1 %&'/Y%&'1

表
'

!!

两组
>W4<+99>E.

!

"

<

'

=39.

&

"

<

'

=39.

(

CE6>

表达水平比较

组别
99>E.

!

CE6>

诱导前 诱导
$0!

后

<

"

=39.

&

CE6>

诱导前 诱导
$0!

后

<

"

=39.

(

CE6>

诱导前 诱导
$0!

后

对照组
$&%%Y%&%% $&%%Y%&%% $&%%Y%&%% $&%%Y%&%% $&%%Y%&%% $&%%Y%&%%

F1W;

组
$&%8Y%&$1 8&8)Y%&-$

A

%&(8Y%&$$ '&1(Y%&''

A

$&%'Y%&%/ '&$)Y%&0'

A

!!

A

!

!

%

%&%8

#与对照组比较

D&D

!

两组
>W4<+

表型鉴定
!

两组细胞均阳性表达
<W$%8

*

<W(%

*

<W08

*

<W1(

#阴性表达
<W$0

*

<W'0

*

<W00

*

T7>.WE

#两

组比较差异无统计学意义$

!

$

%&%8

&#见表
1

)

D&E

!

两组
>W4<+

成脂肪分化比较
!

成脂肪分化诱导第
-

天

开始在光镜下可见
>W4<+

有脂肪液泡形成#第
$0

天镜下脂肪

液泡形成明显增多#油红
`

染色后可见脂肪液泡被染成红色#

且
F1W;

组脂肪液泡数量明显多于对照组$图
'

&)用油红
`

染色提取法对两组
>W4<+

成脂肪分化进行定量分析#发现
$0

!

时对照组
2;

值为
%&-1$Y%&$$1

#

F1W;

组
2;

值为
$&$'8

Y%&$8/

#两组比较差异有统计学意义$

!

%

%&%8

&)

!!

>

!对照组%

3

!

F1W;

组

图
'

!!

两组
>W4<+

光镜下表现%

h$%%

(

D&F

!

两组对象
>W4<+99>E.

!

*

<

"

=39.

&

*

<

"

=39.

(

CE6>

表

达水平比较
!

成脂肪诱导前两组
99>E.

!

*

<

"

=39.

&

*

<

"

=39.

(

CE6>

表达水平比较#差异无统计学意义$

!

$

%&%8

&)与对照

组比较#成脂肪诱导
$0!

后
F1W;

组
99>E.

!

*

<

"

=39.

&

*

<

"

=39.

(

CE6>

表达水平明显升高#两组比较差异有统计学意

义$

!

%

%&%8

&#见表
'

)

E

!

讨
!!

论

随着我国经济的发展和人们生活方式的转变#近年来我国

W;

发病率明显升高)

1%$%

年中国国家疾病控制中心和中华

医学会内分泌学分会调查了我国
W;

的患病情况发现#

$/

岁

以上人群
W;

患病率为
$$&)_

#我国可能已成为世界上
W;

患病人数最多的国家'

8

(

#

W;

及其并发症给患者及社会带来了

沉重的健康和经济负担)其中#

F1W;

患者占
W;

患者的

)%_

以上#主要由胰岛素抵抗和胰岛素分泌不足引起'

)

(

)

F1W;

患者肥胖发病率明显增高#且随着体质量的增加#

F1W;

并发症发生风险也会增加'

-

(

)但是#

F1W;

患者肥胖发

病率升高的病因尚未明确)

;4<+

具有多向分化及免疫抑制等特性#

;4<+

的异常可

能与
W;

的发生*发展相关)多项实验和临床研究发现#

;4<+

可提高患者胰岛素及
<

肽水平'

/

(

#有效降低糖化血红蛋白水

平'

(

(

#甚至可有效促进
F1W;

患者慢性溃疡的愈合'

$%

(

)上述

研究不仅提示
;4<+

有望成为
F1W;

的治疗手段之一#也从

另一方面说明了
F1W;

患者体内
;4<+

水平存在异常#可能

参与到
F1W;

患者的疾病发生*发展中)有研究发现
F1W;

患者
>W4<+

免疫抑制能力下降#可能与
F1W;

患者体内炎症

水平的上升有关'

$$

(

)同时#

>W4<+

作为
;4<+

家族成员之一#

与人体脂肪形成密切相关)那么
>W4<+

是否参与到
F1W;

疾病发展过程中从而促进
F1W;

患者肥胖的发生呢- 于是作

者提取并分离
F1W;

患者和健康者
>W4<+

#并对其生物学特

性和成脂肪分化能力进行探讨)

拾莉等'

$1

(采用酶胶原消化法从
F1W;

患者的脂肪组织中

分离出
>W4<+

#并成功对其免疫表型进行了鉴定#成功将其诱

导成脂肪细胞%但该研究并未将
F1W;

患者
>W4<+

与健康者

>W4<+

进行比较)本研究对
F1W;

患者与健康者
>W4<+

进

行比较#发现
F1W;

患者与健康者
>W4<+

在细胞形态及生长

速度方面无明显差异$

!

$

%&%8

&#均阳性表达
;4<+

表型

<W$%8

*

<W(%

*

<W08

*

<W1(

#阴性表达造血干细胞表型
<W$0

*

<W'0

*

<W00

*

T7>.WE

#说明两组细胞均符合
;4<+

的鉴定标

准'

$'

(

)从第
-

天开始两组
>W4<+

开始向脂肪细胞分化#通过

油红
`

染色提取法发现第
$0

天
F1W;

患者
>W4<+2;

值明

显高于对照组$

!

%

%&%8

&#说明第
$0

天
F1W;

患者
>W4<+

成

脂肪分化能力明显高于健康者)

99>E.

!

*

<

"

=39.

&

*

<

"

=39.

(

是脂肪细胞的重要标志基因'

$0

(

#成脂肪诱导
$0!

后
F1W;

患

者
>W4<+

上述基因表达水平明显高于健康者#进一步说明了

F1W;

患者
>W4<+

成脂肪分化能力明显高于健康者
>W4<+

)

F1W;

的发病部分是由于机体低水平慢性炎症反应导

致'

$8

(

)相关流行病学研究已经报道炎性因子如
<

反应蛋白#

肿瘤坏死因子
.

&

#白细胞介素
.)

#白细胞介素
.$

(

等表达水平在

F1W;

患者中明显提高'

$).$(

(

#而且这些炎性因子的水平越高#

患者胰岛素抵抗程度越高#从而导致机体对胰岛素敏感性越

低#最终发展成糖代谢异常'

1%.1$

(

)相关研究已表明炎性因子

可明显提高
>W4<+

的成脂肪分化能力'

11

(

)所以#本研究认为

F1W;

患者体内的低水平慢性炎症可能会通过提高机体内

>W4<+

的成脂肪分化能力#从而促进更多的
>W4<+

向脂肪细

胞分化#最终加快肥胖的发生*发展)
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综上所述#本研究成功从健康者和
F1W;

患者脂肪组织

中提纯*培养及鉴定了
>W4<+

#并进一步证明了
F1W;

患者

>W4<+

成脂肪分化能力明显高于健康者
>W4<+

)下一步将通

过体内实验及进一步的分子生物学研究来探讨
F1W;

患者

>W4<+

成脂肪分化能力明显高于健康者
>W4<+

的相关分子

机制)
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