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GLP鄄1 受体激动剂对小鼠棕色脂肪细胞基因
表达和细胞分化的研究

沈山梅摇 石欢摇 毕艳摇 冯文焕摇 王维敏摇 金玺摇 韩小娟摇 胡明玥摇 朱大龙

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 研究胰升糖素样肽 1(GLP鄄1)受体激动剂对小鼠棕色脂肪细胞功能基因表达和分化

的作用。 方法摇 体外培养小鼠棕色脂肪前体细胞,诱导分化前分 4 组:GLP鄄1(10-8 mol / L)组、GLP鄄1(10-9

mol / L)组、L鄄NAME(一氧化氮合酶抑制剂, 10-3mol / L)组和对照组。 干预结束后对细胞进行形态学观察研

究,应用荧光定量 PCR 检测棕色脂肪细胞基因的表达,采用单因素方差分析进行多组间均数比较。 结果

形态学研究发现 GLP鄄1 组细胞内脂滴数目较对照组明显增加,荧光定量 PCR 检测显示 GLP鄄1 组棕色脂肪

特异性基因[解耦连蛋白 1(UCP1)、细胞死亡介导的 DNA 碎片因子样受体 a(Cidea)、过氧化物酶增殖物激

活受体 酌 共激活因子 1琢(PGC1鄄琢)]、分化基因[PR 包含域 16 区(PRDM16)、过氧化物酶增殖物激活受体 酌
(PPAR鄄酌)]、一氧化氮途径基因[内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、诱导型一氧化氮合酶( iNOS)]的表达均高

于对照组,F 值分别为 17. 36、29. 57、66. 76、13. 78、4. 14、105. 47、346. 57(均 P<0. 05)。 结论摇 GLP鄄1 受体

激动剂可能通过某些途径促进棕色脂肪细胞功能基因表达的增加,增强棕色脂肪组织的功能,促进棕色脂

肪前体细胞向成熟的棕色脂肪细胞分化,且高浓度 GLP鄄1 的作用更明显。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effects of glucagon鄄like peptide鄄1(GLP鄄1) receptor agonist on the
function and differentiation of brown adipocytes in mice. Methods Primary brown adipocytes in mice were cultivated
in vitro. Before the induction, brown adipocytes were assigned to four groups: GLP鄄1 10-8mol / L group, GLP鄄1 10-9

mol / L group, L鄄NAME 10-3 mol / L group, and control group. Finally, adipocytes were put under morphological
observation. The expression levels of genes of brown adipocytes in different groups were detected by RT鄄PCR. The
single factor analysis was used for data analysis. Results The lipid droplets of brown adipocytes in GLP鄄1 group
increased significantly compared with the control group under morphological observation. The expressions of specific
genes[ uncoupling protein 1 ( UCP1 ), cell death鄄inducing DFFA ( DNA fragmentation factor a)鄄like effector a
(Cidea), peroxisome proliferator鄄activated receptor 酌 coactive 1琢( PGC1鄄琢)], differentiation genes[ PRD1鄄BF1鄄
RIZ1 homologous domain containing 16 ( PRDM16), peroxisome proliferators鄄activated receptor鄄酌 ( PPAR鄄酌)],
nitric oxide pathway genes[ endothelial nitric oxide synthase( eNOS), inducible nitric oxide synthase( iNOS)] in
brown adipocytes in GLP鄄1 group were significantly increased as compared with the control group, F values were
17. 36, 29. 57, 66. 76, 13. 78, 4. 14, 105. 47, 346. 57 respectively(all P<0. 05) . Conclusions GLP鄄1 receptor
agonist may improve the differentiation and function of brown adipocytes in mice, thereby enhance the function and
induce the differentiation of brown adipocytes, the effect is more evident in high concentration of GLP鄄1.

揖Key words铱 摇 Glucagon鄄like peptide鄄1; Brown adipose tissuse; Exenatide; Uncoupling protein 1; White
adipose tissue; Nitric oxide synthase

(Chin J Endocrinol Metab, 2013, 29: 895鄄899)

摇 摇 体内脂肪组织可分为棕色脂肪组织 ( brown
adipose tissue)和白色脂肪组织(white adipose tissue)。

机体内白色脂肪堆积过多会造成肥胖。 不同于白色脂

肪,棕色脂肪可在人体摄食或受寒冷刺激时,散发热

量,分解产热,维持体温。 艾塞那肽( exenatide),胰升

糖素样肽 1(GLP鄄1)受体激动剂,多用于治疗肥胖的 2
型糖尿病患者。 既往研究证实,GLP鄄1 及其受体激动

剂可以抑制肝糖原输出,通过不依赖于胰岛素和胰升
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糖素的分泌促进外周组织对葡萄糖的利用,并作用于

中枢食欲控制系统,增加饱感,降低体重[1]。 同时

GLP鄄1 具有内皮依赖性血管舒张作用,即一氧化氮

(NO)介导的血管内皮保护作用[2]。 棕色脂肪组织可

以通过 NO 促进脂肪细胞线粒体的生物合成,分解产

热,维持体温[3]。 增加体内的棕色脂肪组织,可以发

挥改善肥胖,增加能量代谢,从而改善糖脂代谢紊乱的

作用[4]。 目前,对于 GLP鄄1 在脂肪组织中作用的研究

主要集中在其对成熟脂肪细胞葡萄糖摄取能力的改变

及其对成熟脂肪细胞脂质合成和水解作用的影响。 在

人白色脂肪细胞的中,低浓度 GLP鄄1(10-12mol / L)以促

进脂质生成作用为主,而较高浓度(10-10mol / L)则表

现为脂解作用,但其脂解作用可被胰岛素扭转。 而

GLP鄄1 是否对棕色脂肪组织细胞功能、分化这一过程

存在影响尚不清楚。 本研究使用 GLP鄄1 受体激动剂

艾塞那肽干预体外培养的小鼠棕色脂肪细胞,旨在研

究不同浓度的 GLP鄄1 受体激动剂对小鼠棕色脂肪细

胞分化和功能基因表达的作用,并明确其作用通路,为
GLP鄄1 受体激动剂的作用机制补充进一步的理论基

础。

材料和方法

一、 材料

C57BL / 6J 小鼠(雄性,4 周龄,安徽蚌埠蓝晶生物

科技有限公司), 2 型胶原酶 (美国 Sigma 公司),
DMEM 高糖培养基、DMEM鄄F12 高糖培养基、胎牛血清

(美国 Gibco 公司),艾塞那肽(百泌达,美国礼来公

司),L鄄NAME、地塞米松 (美国 Sigma 公司), Trizol、
RNA 提取试剂盒及引物(美国 Invitrogen 公司),逆转

录试剂盒 (日本 Takara 公司), PCR 试剂盒 (美国

Invitrogen 公司)。 (1)棕色脂肪组织消化液:2 型胶原

酶 1. 5 g / L,牛血清白蛋白 20 g / L,HEPES 酸 1. 2 g / L,
并使用 PBS 定容调制 pH 7. 4,用时 37益预热;(2)棕

色脂肪细胞培养液:44% DMEM 高糖培养液 + 44%
DMEM鄄F12 高糖培养液+10%胎牛血清+50 UI 青霉素

+50 滋g / ml 链霉素 + 20 nmol / L 胰岛素 + 10 mmol / L
HEPES(诱导分化后再加 1 nmol / L T3);(3)棕色脂肪

细胞诱导液:44% DMEM 高糖培养液 + 44% DMEM鄄
F12 高糖培养液+10% 胎牛血清+50 UI 青霉素 +50
滋g / ml 链霉素+0. 25 mmol / L IBMX+0. 2 滋mol / L 地塞

米松。
二、 方法

1. 棕色脂肪细胞原代培养[5]:4 周龄 C57BL / 6J
雄鼠断颈处死,取出肩胛间区、腋窝下棕色脂肪组织,
剪成约 1 mm3 的小块。 棕色脂肪组织消化液进行消

化,37益水浴振荡约 1 h。 消化液分别用孔径 30 目、
300 目的筛网过滤。 离心,收集细胞悬液,细胞计数,
稀释成 3伊104 / ml ~ 5伊104 / ml 后将棕色脂肪前体细胞

悬液接种到细胞培养瓶中,并用反复贴壁法除去其中

的成纤维细胞。 倒置显微镜下观察后置于 37益 5%
CO2孵育箱中培养。 2 d 后,将细胞悬浊液平均分入 6
孔板,保持最终数量为 1 只小鼠 /孔,培养液换成诱导

液,并分别加入 GLP鄄1 和 L鄄NAME。 将细胞分为:A
组:GLP鄄1 10-8 mol / L; B 组: GLP鄄1 10-9 mol / L; C 组:
L鄄NAME 10-3mol / L;D 组:对照组。 2 d 后冲洗细胞,换
成棕色脂肪细胞培养液。

2. 棕色脂肪细胞干预 4 d 后,收集细胞,提 RNA,
逆转录为 DNA,使用荧光定量 PCR 检测棕色脂肪细胞

在不同药物的作用下解耦连蛋白 1(UCP1)、细胞死亡

介导的 DNA 碎片因子样受体 a(Cidea)、过氧化物酶

增殖物激活受体 酌 共激活因子 1琢(PGC1鄄琢)、PR 包含

域 16 区(PRDM16)、过氧化物酶增殖物激活受体 酌
(PPAR鄄酌)、内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、诱导型一氧

化氮合酶(iNOS)基因的表达量。
荧光定量 PCR 中各基因引物序列见表 1。
三、 统计学处理

表 1摇 引物序列
Tab 1摇 Primer sequence

基因
Gene

上游引物
Forward primer

(5忆鄄3忆)

下游引物
Reverse primer

(3忆鄄5忆)

摇 UCP1 GTGAAGGTCAGAATGCAAGC AGGGCCCCCTTCATGAGGTC
摇 Cidea ATCACAACTGGCCTGGTTACG TACTACCCGGTGTCCATTTCT
摇 PGC1鄄琢 CCCTGCCATTGTTAAGACC TGCTGCTGTTCCTGTTTTC
摇 PPAR鄄酌 GCTGTTATGGGTGAAACTCTG ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC
摇 PRDM16 CAGCACGGTGAAGCCATTC GCGTGCATCCGCTTGTG
摇 eNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT TGCAGGGCAAGTTAGGATCA
摇 iNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG

摇 摇 注: UCP1: 解耦连蛋白鄄1 Uncoupling protein 1;Cidea: 细胞死亡介导的 DNA 碎片因子样受体 a Cell death鄄inducing DFFA(DNA fragmentation factor
a)鄄like effector a;PGC1鄄琢:过氧化物酶增殖物激活受体 酌 共激活因子 1琢 Peroxisome proliferator鄄activated receptor 酌 coactive 1琢;PPAR鄄酌:过氧化物酶增殖
物激活受体 酌 Peroxisome proliferators鄄activated receptor鄄酌;PRDM16: PR 包含域 16 区 PRD1鄄BF1鄄RIZ1 homologous domain containing 16;eNOS: 内皮型一氧
化氮合酶 Endothelial nitric oxide synthase;iNOS: 诱导型一氧化氮合酶 Inducible nitric oxide synthase
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摇 摇 注:GLP鄄1:胰升糖素样肽 1 Glucagon鄄like peptide鄄1;A:GLP鄄1 10-8mol / L;B:GLP鄄1 10-9mol / L;C:L鄄NAME 10-3mol / L;D:对照 Control
图 1摇 原代棕色脂肪细胞干预前后比较

Fig 1摇 Cytological features of primary brown adipocytes in mice before and after the intervention

摇 摇 采用 SPSS 13. 0 统计软件进行处理,数据以 x- 依 s
表示。 各组间均值比较采用单因素方差分析,样本间

比较采用 t 检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

结摇 摇 果

一、 细胞形态学研究

诱导分化前,棕色脂肪前体细胞呈梭形的纺锤样,
当细胞融合后,则排列形成长梭形。 细胞胞浆内无脂

滴,表现为纤维母样的前脂肪细胞的形态。 诱导分化

2 d 后,部分细胞变大,变圆,并出现分散的细小脂滴;
加药干预 4 d 后,部分细胞分化为成熟的棕色脂肪细

胞,表现为细胞体积增大,呈类圆形,胞浆内含有大量

小脂滴,且脂滴体积小,数目多,脂滴聚集于细胞核周

(图 1)。
二、 荧光定量 PCR 检测棕色脂肪细胞基因表达

1. GLP鄄1 增加棕色脂肪细胞特异性基因 UCP1、
PGC1鄄琢、Cidea 的表达(图 2A):GLP鄄1 (10-8 mol / L)、
GLP鄄1(10-9mol / L)干预 4 d,A 组、B 组与 D 组相比,
UCP1、PGC1鄄琢、Cidea 表达量明显升高,差异有统计学

意义(P<0. 01),且高浓度 GLP鄄1 组的作用更加明显。
提示,GLP鄄1 可以增加棕色脂肪细胞特异性基因的表

达,从而增强棕色脂肪组织的功能,且高浓度 GLP鄄1
的作用更加明显。

2. GLP鄄1 促进棕色前体脂肪细胞分化为成熟的

棕色脂肪细胞(图 2B):在药物干预 4 d 后,A 组中棕

色脂肪分化基因 PPAR鄄酌、PRDM16 与 D 组相比表达量

升高,差异有统计学意义(P <0. 01),且 PRDM16 对

GLP鄄1 刺激的反应比 PPAR鄄酌 明显,提示 GLP鄄1 可以

通过某些途径,增加 PPAR鄄酌、PRDM16 的表达,进而促

进棕色脂肪前体细胞向棕色脂肪细胞分化。 而 B 组

中, PPAR鄄酌 的表达量与 D 组相比, 差异无统计学意

摇 摇 注:(A)棕色脂肪细胞特异性基因 Specific genes of brown adipocytes;
(B)棕色脂肪分化基因 Differentiation genes of brown adipocytes;(C)一氧
化氮途径基因 Specific genes of nitric oxide signal pathway; D:对照组
Control;C: L鄄NAME 10-3 mol / L; B: GLP鄄1 10-9 mol / L; A: GLP鄄1 10-8

mol / L;vs D,aP<0. 05,bP<0. 01; vs C,cP<0. 05,dP<0. 01
图 2摇 干预后各组基因水平

Fig 2摇 Different gene levels after the intervention in each groups
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义,考虑 GLP鄄1 剂量较低,高浓度的 GLP鄄1 效果明显。
3. GLP鄄1 可以通过激活一氧化氮合酶(NOS)的

活性,促进下游基因表达增加(图 2C):A、B 组的 NO
途径特异性基因 eNOS、iNOS 的表达与对照组相比明

显升高,差异有统计学意义。 以上结果提示,GLP鄄1 可

能通过 NO 途径促进下游基因表达增加,且高浓度

GLP鄄1 的作用更明显。
4. 抑制一氧化氮合酶(NOS)废除了 GLP鄄1 诱导

的棕色脂肪细胞基因表达升高和细胞棕色化的分化途

径:使用 NOS 抑制剂 L鄄NAME 干预细胞。 L鄄NAME 使

得棕色脂肪细胞特异性基因、分化通路基因水平下调,
进而不能促进棕色脂肪组织功能增强和脂肪棕色化。
而这些改变伴随着 eNOS、 iNOS 水平的显著降低。
L鄄NAME 的干预导致 GLP鄄1 促进棕色脂肪组织功能增

强和脂肪棕色变的能力丧失。 证明 GLP鄄1 在诱导棕

色脂肪组织功能增强和脂肪棕色变的过程中 NO 起了

必不可少的重要作用。

讨摇 摇 论

脂肪组织在机体的胰岛素敏感性和能量代谢平衡

等方面起着至关重要的作用。 白色脂肪组织主要功能

为储存多余的能量,而棕色脂肪组织具有代谢活性,在
抵抗肥胖上具有潜在的作用[6],其特异性基因有

UCP1、Cidea、PGC1鄄琢。 因此,为了改善能量代谢紊乱,
需要进一步了解棕色脂肪细胞分化与代谢的调节机

制,寻求促进棕色脂肪细胞高表达特异性基因和诱

导棕色脂肪前体细胞向成熟的棕色脂肪细胞分化

的方法。 棕色脂肪细胞的分化调控机制较为复杂。
PRDM16(PRD1鄄BF1鄄RIZ1 homologous domain containing
16)是公认的调节棕色脂肪细胞形成的关键转录因

子,是调控棕色和白色脂肪细胞特异性基因表达程序

的分子开关,其机制是 C 末端结合蛋白和过氧化物酶

体增殖剂活性受体 酌(PPAR鄄酌)辅助激活子 1(PPAR酌鄄
coactivator鄄1琢 and 茁,PGC鄄1琢 / 茁)竞争性结合 PRDM16,
分别形成 PRDM16 / CtBPs 和 PRDM16 / PGC鄄1s 转录复

合物,前者可激活棕色脂肪特异基因的表达,后者可抑

制白色脂肪特异基因的表达[7]。 棕色脂肪组织分化

途径中还有许多重要的转录因子, 如 PGC鄄1琢 和

PPAR酌。 PPAR酌 是体外脂肪细胞形成的关键调控因

子,在白色脂肪组织和棕色脂肪组织的形成过程中至

关重要。 PGC鄄1琢 作为 PPAR酌、PPAR琢 和 ERR琢 共协

调因子,可以驱动产热过程基因的产生[8],与 UCP1、
Cidea 共同参与棕色脂肪组织产热过程。

GLP鄄1 受体激动剂(艾塞那肽)因其对肥胖和高脂

血症的靶向作用,对肥胖的 2 型糖尿病患者有较好的

治疗效果[9]。 GLP鄄1 已被证实在小鼠和人体内应用后

均可改善胰岛 茁 细胞,增加肝糖原的摄取,葡萄糖浓

度依赖性降糖,改善血脂代谢,延迟胃排空,减轻体

重[10]。 GLP鄄1 在人及多种动物的多种组织器官中均

存在受体,包括胰腺、脑、肺、心脏、肾脏等组织器官。
然而,在葡萄糖利用的主要外周组织脂肪、肝脏、肌肉

中,目前,只能证实其结合位点的存在而未能检测出已

知的受体序列[11]。 随着对 GLP鄄1 日益深入的认识,多
种证据均提示在这些组织中可能存在与已知受体不同

的特殊受体或结合位点。
业已证明,GLP鄄1 及其受体激动剂不仅可以改善

血糖等代谢指标,还对血管内皮功能障碍具有直接的

有益效应,且该效应是通过 eNOS(endothelial NOS)由
NO 所介导的[12]。 Gu 等[13] 通过向高脂饮食诱导的肥

胖小鼠注射 GLP鄄1 类似物,发现小鼠肝脏中 PGC1鄄琢,
PPAR鄄酌 等棕色脂肪组织特异性分泌的蛋白表达增

加,且在棕色脂肪组织中葡萄糖摄取率增加,推测

GLP鄄1 可以通过某些途径促进棕色脂肪组织的功能增

强,但其具体机制尚不明确。 Lockie 等[14] 通过向小鼠

脑室注射 GLP鄄1,发现 GLP鄄1 受体的活化可以介导小

鼠肩胛区棕色脂肪组织的产热活动的增加,进而减轻

小鼠体重,说明中枢神经系统的 GLP鄄1 受体信号通路

可直接调控棕色脂肪组织的产热作用。 本研究发现

GLP鄄1 可以通过某种途径促进棕色脂肪组织功能增

加。
本研究通过培养原代棕色脂肪前体细胞,证明了

GLP鄄1 可以通过某些途径促进棕色脂肪特异性基因和

分化途径基因水平的上调,且该作用部分是通过 eNOS
介导的 NO 途径。 在使用 GLP鄄1 受体激动剂艾塞那肽

干预 4 d 后,A 组和 B 组细胞棕色脂肪组织特异性基

因(UCP1、Cidea、PGC1鄄琢)表达量与对照组相比,明显

升高,且 A 组高于 B 组,提示高浓度的 GLP鄄1 对棕色

脂肪细胞表现出更强的作用,在棕色脂肪组织细胞表

面可能存在 GLP鄄1 结合位点,GLP鄄1 与其结合可发挥

增强棕色脂肪细胞功能的作用,增加其下游基因的表

达,在高浓度组中尤为明显,这与前人研究结果一致。
A 组和 B 组细胞分化基因(PRDM16、PPAR鄄酌)与 D 组

相比,也呈上升趋势,提示 GLP鄄1 可以通过某种途径

促进上游分化基因的表达,从而促进棕色脂肪前体细

胞向成熟的棕色脂肪细胞分化。 同时,A 组和 B 组的

eNOS、iNOS mRNA 表达明显升高,考虑 GLP鄄1 可以促

进内皮细胞表达 NO,细胞外的 GLP鄄1 可以促使细胞

内 NOS 的产生,且呈浓度依赖性。 NO 可以刺激

PGC1鄄琢 的表达[3],并抑制白色脂肪组织细胞的产

生[15]。 PGC鄄1琢 是肾上腺素信号途径的下游靶点,也
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是决定体外培养细胞在寒冷刺激下棕色脂肪细胞定向

分化 的 关 键 调 节 因 子。 PGC1鄄琢 等 转 录 因 子 与

PRDM16 结合成转录复合物,诱导棕色脂肪细胞 UCP1
等特异性基因高表达。 另外,GLP鄄1 与受体结合后,鸟
苷酸环化酶可上调,抑制磷酸二酯酶 3,从而激活腺苷

酸环化酶( cAMP) [12],而 cAMP 的上调可激活 cAMP
依赖的蛋白激酶,进而磷酸化反应元件结合蛋白,参与

相关基因的转录,所以推测 NO鄄cGMP 通过 cAMP 上调

PGC1鄄琢,促进棕色脂肪前体细胞的分化[16]。 而用 L鄄
NAME 干预后,下游特异性基因及上游分化基因的表

达均明显下降,说明 L鄄NAME 抑制 NOS 系统,从而废

除了 GLP鄄1 诱导的棕色脂肪细胞基因表达升高和细

胞棕色化的分化途径。
综上所述,GLP鄄1 及其受体激动剂可以作用于棕

色脂肪组织前体细胞,通过某些途径,增加信号转导下

游棕色脂肪细胞特异性基因的表达,进一步促进棕色

脂肪前体细胞向棕色脂肪细胞的分化,增强棕色脂肪

组织的功能,最后通过快速消耗葡萄糖和脂肪来产热,
改善糖脂代谢及胰岛素抵抗,减轻体重。 本研究的结

果进一步补充了 GLP鄄1 减轻体重的作用机制。 相信

随着研究的深入,加深对各种调控因子作用机制的进

一步探讨,从而为开发和研制更为安全有效的 2 型糖

尿病及肥胖症药物提供新的理论依据。
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