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胰升糖素样肽 1 通过 PKA 途径促进 3T3鄄L1
脂肪细胞内脂素的表达

刘瑞摇 彭永德摇 董维平摇 张爱芳摇 王熠非摇 丁晓颖

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 检测胰升糖素样肽 1(GLP鄄1)是否调节内脂素的合成,并探讨其作用机制。 方法 以

3T3鄄L1 分化成熟脂肪细胞为模型,GLP鄄1 干预后,提取总 RNA 定量检测内脂素转录水平,收集培养液酶联

免疫法检测内脂素分泌水平; PKA 通路抑制剂 H89 预处理 30 min,检测内脂素的转录水平。 结果

GLP鄄1 呈剂量依赖性增加 3T3鄄L1 细胞表达内脂素,10-10mol / L 时显著提高(P<0. 05), 10-9mol / L 时达峰值

(P<0. 01);并呈时间依赖性,作用 18 h 时内脂素显著升高(P<0. 05)。 H89 部分阻断 GLP鄄1 刺激的内脂素

表达。 结论摇 GLP鄄1 通过 PKA 途径提升脂肪细胞表达内脂素,进而可能提升胰岛功能和周围组织胰岛素

敏感性。
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揖Abstract铱摇 Objective 摇 To test whether glucagon like peptide鄄1 (GLP鄄1) would regulate the expression of
visfatin in adipocytes, and to explore the mechanism of this effect. Methods Fully differentiated 3T3鄄L1 adipocytes
were treated with GLP鄄1. Total RNA was extracted for analyzing the level of visfatin mRNA by quantitative
RT鄄PCR. The media were collected for measuring the level of visfatin protein by enzyme linked immuno鄄assay
(ELISA). In order to test the involvement of PKA pathway, the adipocytes were pretreated with a specific
pharmacological PKA inhibitor H89 for 30 min before GLP鄄1 was added. Results GLP鄄1 increased visfatin
expression in a time鄄 and dose鄄dependent manner. The level of visfatin significantly increased at the concentration of
10-10mol / L GLP鄄1 (P<0. 05), and reached the peak at 10-9mol / L(P<0. 01) . After incubation for 18 hours, GLP鄄1
dominantly increased the level of visfatin(P<0. 05) . Inhibition of PKA pathway by H89 partially blocked the effect of
GLP鄄1 on visfatin expression. Conclusions GLP鄄1 may enhance the expression of visfatin in 3T3鄄L1 adipocyte via
the PKA pathway, which might contribute to the improvement in glucose homeostasis.

揖Key words铱摇 Glucagon like peptide鄄1; Visfatin; Adipocyte; Diabetes
(Chin J Endocrinol Metab, 2013, 29: 977鄄980)

摇 摇 胰升糖素样肽 1( glucogon鄄like peptide鄄1, GLP鄄1)
是由肠黏膜内分泌 L鄄细胞受进食营养素刺激而分泌

的多肽类激素[1]。 GLP鄄1 能增加糖依赖性的胰岛素分

泌,抑制胰升糖素分泌和改善外周胰岛素抵抗[1,2]。
外源给予 GLP鄄1 可以减轻 2 型糖尿病患者的高糖血

症[3]。 因此,GLP鄄1 类似物已成为目前最有潜力的糖

尿病治疗新型药物。
脂肪组织既是能量储存场所,也分泌大量的细胞

因子。 内脂素是 Fukuhara 等[4]发现的一个脂肪因子,
因其在内脏脂肪中高表达而得名。 内脂素具有胰岛素

样作用[5鄄7]。 GLP鄄1 除了可以增加脂肪组织的胰岛素

敏感性外,对脂肪细胞的内分泌功能也有直接作用。
GLP鄄1 可以增加脂联素表达[8], 抑制白细胞介素

(IL)鄄6 和肿瘤坏死因子鄄琢 表达[8,9]。 因此,本研究的

目的是检测 GLP鄄1 是否调节内脂素的合成,并探讨其

作用机制。

材料和方法

一、 实验细胞及主要试剂

小鼠源性脂肪细胞 3T3鄄L1 细胞株为实验室保存。
细胞培养液、小牛血清、胎牛血清、DNase I、TRIzol 购自

Life Technologies 公司。 GLP鄄1、H89、内质网特异诱导

剂 thapsigargin(Tg)购买于 Sigma Chemical 公司。 内脂

素酶联免疫检测试剂盒购于上海江莱生物科技有限公
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司。 逆转录试剂 TaKaRa PrimeScriptTMRT 和荧光定量

PCR 试剂盒 TaKaRa SYBR premix Ex Taq 购于 TaKaRa
Bio. 公司。

二、 3T3鄄L1 细胞的培养和诱导分化

3T3鄄L1 细胞培养在含有 10% 小牛血清,100 U 青

霉素 / ml 和 100 mg 链霉素 / ml 的 DMEM 高糖培养基

(完全培养基)中。 3T3鄄L1 细胞的分化:细胞汇合度达

100%后,完全培养基继续培养 2 d;更换培养基为含有

10%胎牛血清、0. 5 mmol / L IBMX、1 滋mol / L 地塞米松

和 1. 7 滋mol / L 胰岛素的完全培养基培养 2 d;更换培

养基为含有 10 %胎牛血清和 1. 7 滋mol / L 胰岛素的完

全培养基培养 2 d;之后细胞维持培养在含有 10% 胎

牛血清的完全培养基中 5 ~ 7 d,80% ~ 90% 的细胞分

化为成熟脂肪细胞。
三、 总 RNA 的提取和 RT鄄PCR 检测

脂肪细胞总 RNA 的提取按照 TRIzol 操作说明进

行。 取 2 滋g 总 RNA 使用 KaRa PrimeScriptTMRT 逆转

录,生成第一链 cDNA,稀释 10 倍后用做 PCR 模板。
内脂素上游引物为 5忆鄄TTGTTCAGTCCTGGTATCC鄄3忆,
下游引物为 5忆鄄ATTCCCGCCACAGTATC鄄3忆;内参 18S
核糖体 RNA 上游引物为 5忆鄄TCAAGAACGAAAGTCGG鄄
AGG鄄3忆;下游引物为 5忆鄄GGACATCTAAGGGCATCACA鄄
3忆。 PCR 混合体系经 95益 预变性 10 min 后,扩增 40
个循环,每个循环包括 95 益变性 15 s 和 60 益退火 1
min。 熔解曲线用于判断扩增反应的特异性,扩增曲线

得到的 驻驻Ct 用于相对定量内脂素的表达水平。
四、 内脂素酶联免疫分析(ELISA)
检测脂肪细胞分泌到培养基中的内脂素水平,按

照小鼠内脂素 ELISA 检测试剂盒的说明书操作。 简

述为:收集细胞培养上清,3 000 转 / min 离心 20 min;
包被有抗小鼠内脂素多克隆抗体的检测板中,依次加

入标准品和样品 100 滋l,4益孵育过夜;之后加入 HRP
标记的抗小鼠内脂素多克隆抗体室温孵育 1 h;最后加

入底物反应 15 min,在 450 nm 处检测吸光度。 每个样

品中的内脂素浓度通过标准曲线进行定量。
五、 统计学处理

所有的数据都表示为 x- 依 s。 2 组之间的比较使用

非配对 Students忆s t 检验,超过 2 组之间的比较使用单

因素方差分析( one鄄way ANOVA)。 P<0. 05 表示差异

有统计学意义。

结摇 摇 果

一、 GLP鄄1 促进脂肪细胞内脂素的表达

分化成熟的脂肪细胞,经 GLP鄄1 孵育 24 h,提取总

RNA 检测内脂素的转录水平,收集培养液检测内脂素

的分泌水平。 结果显示,GLP鄄1 孵育后,内脂素的转录

水平提高了近 8 倍,分泌水平升高了近 1. 3 倍(图 1)。

摇 摇 注:CON:对照组 Control group;GLP鄄1:胰升糖素样肽 1 Glucogon鄄like
peptide鄄1;与 CON 组比较 vs Control group,aP<0. 05,bP<0. 01

图 1摇 GLP鄄1 增加 3T3鄄L1 脂肪细胞内脂素的表达和分泌

Fig 1 摇 GLP鄄1 increased visfatin secretion and mRNA expression in 3T3鄄L1
adipocytes.

摇 摇 二、 GLP鄄1 促进脂肪细胞内脂素合成呈剂量依赖

性

分化成熟的脂肪细胞,使用不同浓度的 GLP鄄1 孵

育 24 h,提取总 RNA 检测内脂素的转录水平。 结果显

示,GLP鄄1 呈剂量依赖性地增加脂肪细胞表达内脂素,
在 GLP鄄1 浓度为 10-10 mol / L 时内脂素的表达显著提

高,在 GLP鄄1 浓度为 10-9mol / L 时内脂素水平达到峰

值(图 2)。

摇 摇 注:略语同图 1 The abbreviations are the same as Fig 1;与对照组比较

vs Control group,aP<0. 05,bP<0. 01
图 2摇 GLP鄄1 提升内脂素表达呈剂量依赖性

Fig 2 摇 Visfatin expression was up鄄regulated by GLP鄄1 in a dose鄄dependent
manner

摇 摇 三、 GLP鄄1 促进脂肪细胞内脂素合成呈时间依赖

性

分化成熟的脂肪细胞,使用浓度为 10-9 mol / L 的

GLP鄄1 孵育不同时间,收集培养液检测内脂素的分泌

水平。 结果显示,GLP鄄1 呈时间依赖性增加脂肪细胞

表达内脂素,随着孵育时间的延长,内脂素的水平持续

升高,GLP鄄1 孵育 18 h 时内脂素的表达显著提高,24 h
时进一步升高(图 3)。
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摇 摇 注:略语同图 1 The abbreviations are the same as Fig 1;与 CON 组比较
vs Control group,aP<0. 05,bP<0. 01

图 3摇 GLP鄄1 提升内脂素表达呈时间依赖性
Fig 3 摇 Visfatin expression was up鄄regulated by GLP鄄1 in a time鄄dependent

manner

摇 摇 四、 GLP鄄1 对内脂素的作用通过 PKA 途径

GLP鄄1 受体是一个激活型 G 蛋白耦联受体,
cAMP鄄PKA 是其经典通路。 因此,本研究检测 PKA 通

路是否也参与 GLP鄄1 对内脂素的表达调控。 分化成

熟的 脂 肪 细 胞, 使 用 PKA 特 异 抑 制 剂 H89 ( 20
滋mol / L) [8]预处理 30 min,加入 10-8mol / L GLP鄄1 和 20
滋mol / L H89 孵育 5 h,提取总 RNA 定量检测内脂素水

平。 结果显示,GLP鄄1 提升内脂素表达约 1. 6 倍,加入

H89 后内脂素的水平基本与未处理组持平,提示 PKA
途径参与 GLP鄄1 对内脂素的作用(图 4)。

摇 摇 注:略语同图 1 The abbreviations are the same as Fig 1; 与对照组比较
vs Control group, aP<0. 05

图 4摇 PKA 途径参与 GLP鄄1 对内脂素的作用
Fig 4摇 Effect of GLP鄄1 on visfatin expression was blocked by PKA inhibitor

讨摇 摇 论

本研究证实 GLP鄄1 促进脂肪细胞内脂素的表达。
最近的研究已经证实,GLP鄄1 通过多条通路影响血糖

平衡,包括通过调节细胞因子释放改善脂肪和肝脏细

胞的胰岛素信号通路[10,11]。 GLP鄄1 对内脂素表达的刺

激作用很可能是 GLP鄄1 促进周围组织胰岛素敏感性

的一个重要途径。 内脂素又名烟酰胺磷酸核糖转移酶

(nictinamide phosphoribosyltransferase) [12] 和前 B 细胞

集落 增 强 因 子 1 ( pre鄄B鄄cell鄄colony鄄enhancing factor

1) [13],组织分布广泛,包括脂肪组织、大脑、肾脏、肺
脏、脾脏、睾丸和血管内皮细胞等。 调节内脂素表达也

呈现组织特异性,IL鄄6 在血管内皮细胞提升内脂素的

表达[14],而在脂肪细胞却降低内脂素的表达。 已有文

献报道,在脂肪细胞 10 nmol / L 的 GLP鄄1 可以促进前

脂肪细胞的增殖[15],抑制间充质干细胞向成熟脂肪细

胞分化[16]。 本研究首先选用了 10 nmol / L 的 GLP鄄1 干

预脂肪细胞,发现内脂素的合成和分泌均增加,进一步

的研究结果证实 GLP鄄1 对脂肪细胞表达内脂素的促

进作用呈时间和剂量依赖性。
GLP鄄1 受体广泛存在于胰腺管周细胞、肾脏、心

脏、胃和大脑组织中[17]。 GLP鄄1 受体特异抑制剂 EX9
可以阻断 GLP鄄1 受体拮抗剂 EX4 促进脂联素表达的

作用[9]。 GLP鄄1 受体属于激活型 G 蛋白耦联受体,与
Gs 相耦联,并能激活腺苷酸环化酶,促进 ATP 转化为

cAMP。 在胰岛 茁 细胞中,GLP鄄1 可以激活蛋白激酶

(PK)A、p44 / 42MAPK、PKB、Ca2+ /钙调蛋白调节蛋白

激酶、PI鄄3 激酶和 PKC,促进 茁 细胞增殖和存活[18]。
在脂肪细胞,GLP鄄1 通过 PKA 通路促进脂联素的表

达[8],而 PKB、PKC、MEK 和 MAPK 参与了 GLP鄄1 对前

脂肪细胞的增殖和分化的调控[15,16]。 H89 是 PKA 的

特异抑制剂,H89 可阻断 GLP鄄1 刺激的内脂素表达,提
示GLP鄄1 提升脂肪细胞内脂素表达的作用是通过 PKA
途径实现的。 最近的研究在人羊膜内皮细胞中证实

NF鄄资B 和 AP鄄1 是调节内脂素表达的转录因子[19],通
过分析 PKA 下游分子和内脂素的启动子区,本组将在

以后的工作中进一步探索参与 GLP鄄1 / PKA /内脂素信

号通路中的转录因子。
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