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  [摘要] 目的 探讨体外模拟动态力学刺激对SD幼鼠前脂肪细胞增殖及凋亡的影响,为推拿按摩治疗青

少年单纯性肥胖的现代医学细胞生物学机制提供理论与实验依据。方法 体外培养SD幼鼠前脂肪细胞,从细

胞生物力学角度模拟推拿治疗的按摩作用方式,对前脂肪细胞实施不同程度动态力学刺激(0、1.5、3.0
 

Hz),观

察动态力学刺激对前脂肪细胞增殖及凋亡的影响。结果 1.5
 

Hz组及3.0
 

Hz组前脂肪细胞的增殖活性较

0
 

Hz组降低(1.5
 

Hz组
 

P=0.019;3.0
 

Hz组
 

P=0.006),而1.5
 

Hz组及3.0
 

Hz组细胞的凋亡与0
 

Hz组比

较差异无统计学意义(1.5
 

Hz组
 

P=0.111;3.0
 

Hz组
 

P=0.091)。结论 推拿按摩可能通过抑制前脂肪细胞

的增殖而达到减肥的效果。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

simulated
 

dynamic
 

mechanical
 

stimulation
 

in
 

vitro
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

preadipocytes
 

in
 

SD
 

young
 

rats,and
 

to
 

provide
 

theoretical
 

and
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

simple
 

obesity
 

in
 

adolescents
 

with
 

massage.Methods The
 

preadipocytes
 

of
 

SD
 

young
 

rats
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

the
 

action
 

mode
 

of
 

massage
 

therapy
 

was
 

simulated
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

cell
 

biomechanics.Different
 

degrees
 

of
 

dynamic
 

mechanical
 

stimulation
 

(0,1.5,3.0
 

Hz)
 

were
 

applied
 

to
 

the
 

preadipocytes.The
 

effects
 

of
 

dynamic
 

mechanical
 

stimulation
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

preadipo-
cytes

 

were
 

observed.Results The
 

proliferative
 

activities
 

of
 

preadipocytes
 

in
 

the
 

1.5
 

Hz
 

group
 

and
 

the
 

3.0
 

Hz
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

0
 

Hz
 

group
 

(P=0.019
 

in
 

the
 

1.5
 

Hz
 

group;P=0.006
 

in
 

the
 

3.0
 

Hz
 

group).There
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

the
 

1.5
 

Hz
 

group
 

and
 

the
 

3.0
 

Hz
 

group
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

0
 

Hz
 

group(P=0.111
 

in
 

the
 

1.5
 

Hz
 

group;P=0.091
 

in
 

the
 

3.0
 

Hz
 

group).
Conclusion Massage

 

therapy
 

may
 

achieve
 

weight
 

loss
 

by
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

of
 

pre
 

adipocytes.
[Key

 

words] massage;dynamic
 

mechanical
 

to
 

stimulate;obesity;preadipocyte
 

cell;cell
 

proliferation;cell
 

apoptosis

  近年来,我国单纯性肥胖的发生率呈上升趋势。 单纯性肥胖是由于体内多余脂肪堆积而影响机体健
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康的一种常见疾病,它是导致糖尿病、高血脂、心脑血

管病的危险因素[1-2],所以防治肥胖症已成为医学领

域研究的重要课题。本研究运用体外细胞培养的方

法,从力学细胞生物学角度,对前脂肪细胞运用不同

频率力学刺激,模拟推拿按摩,观察推拿按摩对前脂

肪细胞增殖、凋亡的影响,为临床治疗单纯性肥胖提

供理论依据。现将实验汇报如下。

1 材料与方法

1.1 主要材料

本研究选取SD肥胖幼鼠6只,由华西医学院实

验动物中心提供(实验动物号0003014)。胰蛋白酶、
四甲基偶氮唑蓝(MTT)、油红 O染色试剂购自美国

Sigma公司;DMEM/F12培养基购自美国 Thermo
 

Fisher公司;倒置相差显微镜及组像系统购自日本

Olympus公司;CO2 培养箱购自德国 Heraeus公司,
新生牛血清购自成都哈里生物制品有限公司。

1.2 方法

1.2.1 原代培养及传代培养前脂肪细胞

参照文献[3-4]的前脂肪细胞培养方法进行。在

前脂肪细胞原代培养至5~7
 

d时观察并进行拍照(图

1A)。当传代的前脂肪细胞生长单层融合接近70%
时,可按1∶2的比例进行传代培养(图1B)。

  A:原代培养;B:传代培养。

图1  前脂肪细胞形态学观察(×50)

1.2.2 油红O染色法[5]
 

鉴定前脂肪细胞

PBS冲洗细胞,培养物用10%甲醛固定1
 

h后,
蒸馏水漂洗。吸取油红O工作液10

 

mL,使培养面向

下浸染,2
 

h后倒掉瓶内的油红O工作液,蒸馏水漂洗

培养瓶数次,直至完全漂洗干净。再加入苏木素复染

10
 

min。染色后在倒置显微镜下观察并拍照。

1.2.2 力学加载前脂肪细胞的实验方法

采用自制的力学加载装置,将培养的前脂肪细胞

分为0
 

Hz组、1.5
 

Hz组和3.0
 

Hz组,共3组。分别

实施不同频率的动态力学刺激,2次/天,每次间隔

12
 

h,共3
 

d。

1.2.3 前脂肪细胞增殖及凋亡检测

0.25%胰酶消化2~3
 

min,含血清DMEM/F12
培养液终止消化,收获 细 胞,PBS反 复 洗 涤、离 心

(1
 

000
 

r/min)3次。弃尽PBS,向细胞中加入75%乙

醇1
 

mL,制成细胞悬液,4
 

℃冰箱冷藏,待检。向标本

中加入碘化丙锭(PI)染液1
 

mL,作用30
 

min后上机

检测。前脂肪细胞以60~90
 

个/秒通过流式细胞仪

的氩离子激光检测口,信号被计算机记录,得到单个

细胞的细胞周期及DNA含量变化,计算得到细胞的

增殖率和凋亡率。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计分析,计量资料用

x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析,以 P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 前脂肪细胞的鉴定

当前脂肪细胞经油红O染色后,细胞内出现红染

的颗粒,证明显微镜下可见的细胞内颗粒为脂肪滴,

见图2。

2.2 不同频率力学刺激对前脂肪细胞增殖的影响

1.5
 

Hz组 前 脂 肪 胞 的 增 殖 活 性[(28.00±

0.42)%]、3.0
 

Hz组[(26.20±1.20)%]与0
 

Hz组

[(33.55±3.80)%]比较,差异有统计学意义(P=

0.019,P=0.006)。

2.3 不同频率力学刺激对前脂肪细胞凋亡的影响

  前脂肪细胞采用流式细胞仪测定的DNA含量数

据,经细胞周期专用处理软件处理后得到前脂肪细胞

的细胞周期分布图。图中左边的第一峰为二倍体前

脂肪细胞峰,代表G0/G1 期的前脂肪细胞,第二峰为

四倍体前脂肪细胞峰,代表G2/M 期前脂肪细胞,第

一峰与第二峰之间为S期前脂肪细胞。1.5
 

Hz组前

脂肪胞 的 凋 亡 率[(18.65±3.15)%]、3.0
 

Hz组

[(5.800±1.70)%]与0
 

Hz组[(5.20±0.10)%]比

较差异无统计学意义(P=0.111,P=0.091)。
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  A:染色前;B:染色后。

图2  油红O染色鉴定前脂肪细胞

图3  流式细胞仪测定前脂肪细胞DNA含量及

细胞周期示意图

3 讨  论

  肥胖症属中医的肥满、肥人、胖人等范畴。现代

研究结果表明[6-8]:单纯性肥胖是前脂肪细胞增殖分

化失控导致的。其中脂肪代谢包括脂肪生成、分解、
脂蛋白的合成、分泌等过程,能够受到相关脂肪代谢

方面信号通路的调控[9-11]。有研究表明前脂肪细胞的

过度分化与肥胖关系密切[12-13]。抑制细胞增殖分化

或许成为治疗单纯性肥胖的有效手段。细胞增殖为

细胞分裂、再生的整个过程[14]。而细胞凋亡可以清除

不具有长久生理功能或衰老的细胞,细胞凋亡过程有

利于保持脂肪细胞数量的稳定,避免脂肪细胞增多而

产生肥胖[15]。
目前,推拿按摩减肥临床上认为是一种无副作用

且经济有效的临床治疗方法[16]。推拿按摩治疗单纯

性肥胖实质上是动态力学的不同刺激作用。从力学

角度对细胞实施不同频率动态力学刺激,动态力学刺

激可以通过调节体外细胞培养的培养液液面高度,产
生液体压力的方式进行,推拿按摩可以通过细胞培养

液的流动性对贴在培养板壁的前脂肪细胞产生的内

摩擦力形式进行模拟,前脂肪细胞主要受到外在压力

和摩擦力的双重作用,动态转动前脂肪细胞的加力装

置,使细胞培养液在细胞培养板内按照不同频率流

动,使前脂肪细胞在液压的基础上,同时受到摩擦力

的作用,即体外模拟不同频率推拿按摩的刺激。
本次实验初步研究了不同频率动态力学刺激前

脂肪细胞的作用机制。运用流式细胞仪检测动态力

学刺激对前脂肪细胞的增殖、凋亡的影响,结果表明,

1.5
 

Hz组、3.0
 

Hz组前脂肪细胞的增殖低于0
 

Hz
组,且差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01),表明

实施不同频率的动态力学刺激,前脂肪细胞的增殖减

少;1.5
 

Hz组、3.0
 

Hz组前脂肪细胞的凋亡与0
 

Hz
组比较差异无统计学意义(P>0.05),表明不同频率

的动态力学刺激对前脂肪细胞的凋亡无显著影响。
总之,本次实验研究结果证实了推拿按摩的动态

力学刺激治疗单纯性肥胖或许是通过抑制人体的前

脂肪细胞增殖而达到治疗肥胖的效果。
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