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"基础研究#

;54*7./对脂肪细胞自噬及磷脂酰肌醇HE 激酶O丝氨酸苏氨酸

蛋白激酶通路的影响

李凤丽!

! 李茂山,

! 何D丽!

! 罗D方!

! 康志强!
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摘要!D目的D探讨W<=?K58对脂肪细胞自噬及磷脂酰肌醇2' 激酶(丝氨酸苏氨酸蛋白激酶"GC'F(WF̀ #通路的

影响% 方法D 将小鼠胚胎成纤维前脂肪细胞 ' '̀2]! 诱导分化为成熟脂肪细胞&随机分为对照组)W<=?K58组)自噬激

动剂组) W<=?K58 k自噬激动剂组% 对照组细胞不予特殊处理& W<=?K58 组细胞加入 W<=?K58 "终浓度为

! """ 83?6*]

.!

#&自噬激动剂组加入西罗莫司"终浓度为 !"" 83?6*]

.!

#&W<=?K58 k自噬激动剂组细胞加入W<=?K58

"终浓度为 ! """ 83?6*]

.!

#和西罗莫司"终浓度为 !"" 83?6*]

.!

#&继续培养 , ;$采用单丹磺酰尸胺染色检测各组

细胞中自噬空泡情况&细胞免疫荧光染色法检测各组细胞微管相关蛋白轻链 '"]M'#表达&采用QLRSL=8 +6?S法检测各

组细胞自噬相关蛋白 dL:6582!)]M'2

!

)K%, 及 GC'F(WF̀ 通路蛋白 GC'F)磷酸化 GC'F"K2GC'F#)WF̀ )磷酸化 WF̀

"K2WF̀ #的表达% 结果D与对照组比较&W<=?K58 组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞比例及 ]M'2

!

)dL:6582!

蛋白相对表达量显著降低"!U"#"/#&K%,)K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著升高"!U"#"/#% 与对照组比较&自噬

激动剂组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞比例及]M'2

!

)dL:6582! 蛋白相对表达量显著升高"!U"#"/#&K%,)

K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著降低"!U"#"/#% W<=?K58 k自噬激动剂组与对照组细胞中自噬空泡相对含量)

]M' 阳性细胞比例及]M'2

!

)dL:6582!)K%,)K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量比较差异无统计学意义"!T"#"/#% 与

W<=?K58组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞比例及 ]M'2

!

)

dL:6582!蛋白相对表达量显著升高"!U"#"/#&K%,)K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著降低"!U"#"/#% 与自噬激动

剂组比较&W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞比例及 ]M'2

!

)dL:6582! 蛋白相对表达量

显著降低"!U"#"/#&K%,)K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著升高"!U"#"/#% 0 组细胞中GC'F)WF̀ 蛋白相对表达

量两两比较差异均无统计学意义"!T"#"/#% 结论DW<=?K58 可抑制脂肪细胞自噬&其机制可能是通过激活 GC'F(

WF̀ 通路而实现%

关键词!DW<=?K58$脂肪细胞$磷脂酰肌醇2' 激酶(丝氨酸苏氨酸蛋白激酶通路$自噬
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;0)(42'(!D"0<&'(.3&D ?̀58aLRS594SLS;LLbbL:SR?bW<=?K58 ?8 4<5K?:*SL4HS?K;49*48< K;?RK;4S5<*658?R5S?6' P584RL(

K=?SL58 P584RLd"GC'F(WF̀ # K4S;74*#=&(1*5)DE?HRLL3+=*?85:b5+=?+64RS24<5K?RL65PL:L66658L"' '̀2]!# 74R58<H:L<

S?<5bbL=L8S54SL58S?34SH=L4<5K?:*SLR&S;L8 S;L:L66R7L=L=48<?36*<5a5<L< 58S?:?8S=?69=?HK&W<=?K58 9=?HK&4HS?K;49*

49?85RS9=?HK 48< W<=?K58 k4HS?K;49*49?85RS9=?HK#̀;L:L66R58 S;L:?8S=?69=?HK 7L=L8?S95aL8 RKL:546S=L4S3L8S#̀;L

:L66R58 S;LW<=?K58 9=?HK 7L=L95aL8 W<=?K58 "b5846:?8:L8S=4S5?8 74R! """ 83?6*]

.!

##̀;L:L66R58 S;L4HS?K;49*49?85RS

9=?HK 74R95aL8 R5=?653HR"b5846:?8:L8S=4S5?8 74R!"" 83?6*]

.!

##̀;L:L66R58 S;LW<=?K58 k4HS?K;49*49?85RS9=?HK 7L=L

95aL8 W<=?K58 "b5846:?8:L8S=4S5?8 74R! """ 83?6*]

.!

# 48< R5=?653HR"b5846:?8:L8S=4S5?8 74R!"" 83?6*]

.!

##̀;L8 S;L

:L66R58 7L=L:H6SH=L< b?=, ;?H=R#̀;L4HS?K;495:a4:H?6LR58 :L66R?bL4:; 9=?HK 7L=L<LSL:SL< +*3?8?<48R*6:4<4aL=58L

RS458589#̀;LL)K=LRR5?8 ?b35:=?SH+H6L24RR?:54SL< K=?SL58 ! 659;S:;458 ' "]M'# 58 :L66R?bL4:; 9=?HK 74R<LSL:SL< +*

533H8?b6H?=LR:L8:LRS458589#̀ ;LL)K=LRR5?8R?b4HS?K;49*2=L64SL< K=?SL58R" dL:6582!& ]M'2

!

& K%, # 48< GC'F(WF̀
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K4S;74*2=L64SL< K=?SL58RRH:; 4RGC'F&K;?RK;?=*64SL<2GC'F"K2GC'F#&WF̀ &K;?RK;?=*64SL<2WF̀ "K2WF̀ # 58 :L66R?bL4:;

9=?HK 7L=L<LSL:SL< +*QLRSL=8 +6?S#>&),+()DM?3K4=L< 75S; S;L:?8S=?69=?HK&S;L=L64S5aL:?8SL8S?b4HS?K;495:a4:H?6LR&

S;LK=?K?=S5?8 ?b]M' K?R5S5aL:L66R&S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?b]M'2

!

48< dL:6582! K=?SL58R74R6?7L="!U"#"/#&7;56LS;L

=L64S5aLL)K=LRR5?8R?bK%,&K2GC'F48< K2WF̀ K=?SL58R7L=L;59;L=58 S;LW<=?K58 9=?HK "!U"#"/#$S;L=L64S5aL:?8SL8S?b

4HS?K;495:a4:H?6LR&S;LK=?K?=S5?8 ?b]M' K?R5S5aL:L66R&S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?b]M'2

!

48< dL:6582! K=?SL58R58 S;L

4HS?K;49*49?85RS9=?HK 7L=L;59;L="!U"#"/#&7;56LS;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?bK%,&K2GC'F48< K2WF̀ K=?SL58R7L=L6?7L=

"!U"#"/##̀;L=L74R8?R5985b5:48S<5bbL=L8:L58 S;L=L64S5aL:?8SL8S?b4HS?K;495:a4:H?6LR&S;LK=?K?=S5?8 ?b]M' K?R5S5aL

:L66R48< S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?b]M'2

!

&dL:6582!&K%,&K2GC'F48< K2WF̀ K=?SL58R+LS7LL8 S;LW<=?K58 k4HS?K;49*

49?85RS9=?HK 48< S;L:?8S=?69=?HK "!T"#"/##M?3K4=L< 75S; S;LW<=?K58 9=?HK&S;L=L64S5aL:?8SL8S?b4HS?K;495:a4:H?6LR&

S;LK=?K?=S5?8 ?b]M' K?R5S5aL:L66R&S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?b]M'2

!

48< dL:6582! K=?SL58R58 S;L4HS?K;49*49?85RS9=?HK

48< W<=?K58 k4HS?K;49*49?85RS9=?HK 7L=L;59;L="!U"#"/#&7;56LS;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?bK%,&K2GC'F48< K2WF̀

K=?SL58R7L=L6?7L="!U"#"/##M?3K4=L< 75S; S;L4HS?K;49*49?85RS9=?HK&S;L=L64S5aL:?8SL8S?b4HS?K;495:a4:H?6LR&S;L

K=?K?=S5?8 ?b]M' K?R5S5aL:L66R&S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?b]M'2

!

48< dL:6582! K=?SL58R58 S;LW<=?K58 k4HS?K;49*49?85RS

9=?HK 7L=L6?7L="!U"#"/#&7;56LS;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?bK%,&K2GC'F48< K2WF̀ K=?SL58R74R;59;L="!U"#"/##̀;L=L

74R8?R5985b5:48S<5bbL=L8:L58 S;L=L64S5aLL)K=LRR5?8R?bGC'F48< WF̀ K=?SL58R+LS7LL8 S;L48*S7?9=?HKR"!T"#"/##

?*/'+,).*/DW<=?K58 :48 58;5+5S4HS?K;49*?b4<5K?:*SLR&48< 5SR3L:;485R334*+L58a?6aL58 4:S5a4S589GC'F(WF̀ K4S;74*#

@&: 9*45)!DW<=?K58$4<5K?:*SLR$K;?RK;4S5<*658?R5S?6' P584RL(K=?SL58 P584RLd$4HS?K;49*

DD随着生活水平的提高&我国居民高能量食物的摄

入不断增加&机体摄入的过剩糖类)脂质等转化为脂

类物质过量积累&导致肥胖发生率越来越高&进而引

起代谢性疾病的发生&如糖尿病)高血压)脂肪肝和冠

状动脉粥样硬化性心脏病等&严重威胁人类健康'!2,(

%

W<=?K58是由能量平衡基因"L8L=9*;?3L?RS4R5R4RR?:52

4SL< 9L8L&18;?#编码的分泌性蛋白&在不同种属间具

有高度同源性&其主要表达于胰腺)肝脏)肾脏)冠状动

脉)脐动脉和脑组织等''(

% 研究显示&W<=?K58 可抑制

脂类生成及肝脏中脂肪的合成&可能是影响机体肥胖

的重要因素之一'0(

% W<=?K58不仅具有调节脂类代谢)

改善胰岛素抵抗的作用&同时&还能通过调节葡萄糖介

导的胰岛素释放而调节蛋白质和碳水化合物的代

谢'/2$(

% 研究发现&脂类可以参与细胞自噬&而自噬可

调控脂质代谢&纠正肥胖导致的代谢紊乱&进而治疗

肥胖'&2-(

&因此&W<=?K58 可能通过调控自噬治疗肥

胖% 但目前W<=?K58对脂肪细胞自噬的影响尚不明

确% 磷脂酰肌醇2' 激酶(丝氨酸苏氨酸蛋白激酶

"K;?RK;4S5<*658?R5S?6' P584RL(K=?SL58 P584RLd&GC'F(

WF̀ #通路参与介导细胞自噬&35V2!'& 可通过靶向

抑制人黑色素瘤W,"/& 细胞中 '2磷酸肌醇依赖性蛋

白激酶 !"'2K;?RK;?58?R5S5<L2<LKL8<L8SK=?SL58 P584RL2

!&GAF!#蛋白的表达而抑制GC'F(WF̀ (雷帕霉素靶

蛋白"343346548 S4=9LS?b=4K43*:58&3̀ BV#信号通

路&进而促进细胞自噬&诱导细胞凋亡$W<=?K58 可通

过下调细胞外信号调节激酶 !(,"L)S=4:L66H64=R59846

=L9H64SL< P584RL! 48< ,&1=P!(,#表达及上调 GC'F(

WF̀ 通路而抑制人主动脉平滑肌细胞的迁移和增

殖'!"2!!(

$因此考虑&W<=?K58 可能通过调节 GC'F(

WF̀ 通路而介导脂肪细胞自噬% 本研究以 W<=?K58

处理成熟脂肪细胞&旨在探讨其对脂肪细胞自噬及

GC'F(WF̀ 通路的影响%

AB材料与方法

ACAB细胞D小鼠胚胎成纤维前脂肪细胞株 ' '̀2]!

"前体脂肪细胞#购自上海酶研生物科技有限公司&

保存于郑州市自身免疫性内分泌疾病重点实验室%

ACDB主要试剂与仪器DW<=?K58 购自美国 JL66L:P

公司&西罗莫司购自美国 EL<M;L3L)K=LRR公司&异

丁基2甲基2黄嘌呤)0n&%2二脒基2,2苯基吲哚"0n&%2<52

435<58?2,2K;L8*658<?6L&AWGC#购自上海生工生物工

程股份有限公司&地塞米松)油红 B购自上海恒斐

生物科技有限公司&胰岛素购自上海研卉生物科技

有限公司&达尔伯克改良伊格尔培养基"AH6+L::?oR

3?<5b5L< 1496LoR3L<5H3&AE1E#)胎牛血清)胰蛋白

酶)青链霉素购自美国Y5+:?公司&细胞自噬染色检

测试剂盒购自北京雷根生物技术有限公司&抗微管

相关蛋白轻链 '"48S5235:=?SH+H6L24RR?:54SL< K=?SL58 !

659;S:;458'&W8S52]M'#)W8S52dL:658!)W8S52G%,)W8S52

GC'F) 抗磷酸化 GC'F" 48S52K;?RK;?=*64SL<2GC'F&

W8S52K2GC'F#)W8S52WF̀ )抗磷酸化 WF̀ "48S52K;?R2

K;?=*64SL<2WF̀ & W8S52K2WF̀ #) W8S52YWGA\) W6L)4

X6H?=0&& 标记的羊抗兔二抗购自美国W+:43公司&

二喹啉甲酸"+5:58:;?8585:4:5<&dMW#试剂盒)蛋白

裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司&单丹磺

酰尸胺"3?8?<48R*6:4<4aL=58L&EAM#染色试剂盒购

自北京雷根生物技术有限公司$B6*3KHRMF_0! 显

微镜)MF_/' 倒置相差显微镜)d_%' 自动荧光显微

镜购自日本B6*3KHR公司&ML8S=5bH9L/0,0V低温高

速离心机购自德国 1KKL8<?=b公司&!%/-""! 蛋白电

泳仪) =̀48R2d6?SJA半干转膜仪购自美国 d5?2V4<

公司%

ACEB培养基配置D/"" 3]高糖AE1E中加入体积

分数 !"f胎牛血清 /" 3])!"" l!"

'

N*]
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素 / 3]&震荡混匀后即为完全培养基$向 /"" 3]完

全培养基中加入 "#,/ 33?6异丁基2甲基2黄嘌呤)

/

"

3?6地塞米松)/

"

9胰岛素&即为诱导分化培养

基W$向 /"" 3]完全培养基中加入 /

"

9胰岛素即

为诱导分化培养基d%

ACKB细胞培养$诱导分化及分组D取原装细胞瓶中

保存的 ' '̀2]! 细胞&接种于含有 / 3]完全培养基

的 ,/ :3

, 培养瓶中&置于 '$ h)含体积分数 /f

MB

,

的恒温培养箱中培养&, < 换完全培养基 ! 次&

待细胞在瓶底铺至 $"f O&"f时&用胰蛋白酶消

化&然后接种于 ,0 孔板中&待细胞铺满培养孔&参照

文献'!,(方法进行诱导分化!将 ,0 孔板中的完全

培养基更换为诱导分化培养基W&培养 0& ; 后更换

为诱导分化培养基d&继续培养 0& ;&弃去诱导分化

培养基d&更换为完全培养基&继续培养 !" <&每 , <

更换 ! 次&诱导分化结束后弃去培养基&采用磷酸盐

缓冲液"K;?RK;4SL+HbbL=L< R?64S5?8&GdJ#冲洗 ' 次&

使用 0" 9*]

.!多聚甲醛 ! 3]固定 , ;&加入体积分

数 "#'f油红B染液 ,/"

"

]&室温染色 ! ;&吸去染

液&加入体积分数 %"f异丙醇 ,/"

"

]处理

/ 358&在 ,""倍光学显微镜下观察脂滴着色情况&观

察到细胞中有红色脂滴即表示脂肪细胞分化成熟%

取诱导分化成熟的脂肪细胞&经胰蛋白酶消化后接种

于 '个 ,0孔板中&随机分为对照组)W<=?K58 组)自噬

激动剂组及W<=?K58 k自噬激动剂组$对照组细胞不

予特殊处理&W<=?K58 组细胞加入W<=?K58"终浓度为

!

"

3?6*]

.!

#

'!'(

&自噬激动剂组加入西罗莫司"终浓

度为 !"" 83?6*]

.!

#

'!0(

&W<=?K58 k自噬激动剂组细

胞加入W<=?K58"终浓度为 !

"

3?6*]

.!

#和西罗莫司

"终浓度为 !"" 83?6*]

.!

#&继续培养 , ;&以备后续

实验使用%

ACQB=!?染色检测各组细胞自噬空泡D取 ! 个

,0 孔板的细胞&弃去培养基&GdJ 漂洗&使用 EAM

染色试剂盒染色&具体操作步骤参照说明书进行&荧

光显微镜进行观察&细胞中的自噬空泡被染为绿色%

每组细胞随机选取 / 个视野&计数自噬空泡数目&得

出各组细胞自噬空泡相对含量&以对照组自噬空

泡数为参照&设定为 !""f&实验组细胞自噬空泡

相对含量 j实验组自噬空泡数(对照组自噬空泡

数 l!""f&实验重复 ' 次&取均值%

ACVB免疫荧光染色检测各组细胞中微管相关蛋白

轻链 E %M.'4*(,0,+&2))*'.2(&574*(&./+.61('12./

E'S?E&表达D取 ! 个 ,0 孔板的细胞&以GdJ漂洗&

0" 9*]

.!多聚甲醛固定&牛血清白蛋白"含有体积

分数 "#/f =̀5S?8_2!""#封闭&然后经 ]M' 一抗)

W6L)4X6H?=0&& 标记的羊抗兔二抗)AWGC染剂分别

避光孵育后&在荧光显微镜下观察细胞着色情况&

AWGC着色于细胞核&细胞核为蓝色$]M' 着色于细

胞质&]M' 阳性细胞的细胞质为红色% 每组随机选

取 / 个视野&分别计数总细胞数"即 AWGC阳性细

胞#)]M' 阳性细胞数&计算各组 ]M' 阳性细胞所占

比例&]M' 阳性细胞比例 j]M' 阳性细胞数(总细

胞数l!""f% 实验重复 ' 次&取均值%

ACYBF&)(&4/0+*(法检测各组细胞自噬相关蛋白

及G#E@O;@L通路蛋白表达D取 ! 个 ,0 孔板的细

胞&胰蛋白酶消化处理后&收集各组细胞&加入

,""

"

]蛋白裂解液&0 h裂解后提取总蛋白&以dMW

试剂盒测定总蛋白浓度&具体操作步骤参照说明书

进行% 蛋白置于水浴锅中煮沸/ 358&根据测定结

果&各组分别取含 ,"

"

9蛋白的样品液在电泳仪中

进行十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳&然后将

蛋白转移至聚偏氟乙烯膜上&以脱脂奶粉室温封闭

, ;后&依据目的蛋白相对分子质量截取蛋白条带

置于小盒中&加入相应一抗 "dL:6582!) ]M'2

&

)

]M'2

!

)K%,)K2GC'F)GC'F)K2WF̀ )WF̀ &以 YWGA\

作为内参&!.! """比例稀释#&0 h孵育过夜$加入

二抗"!./ """#&室温孵育! O, ;&采用增强化学发

光法显色&以 4̀8?8 软件拍摄图像并分析 dL:6582!)

]M'2

!

)K%,)K2GC'F)GC'F)K2WF̀ )WF̀ 蛋白的相对

表达量% 实验重复 ' 次&取均值%

ACXB统计学处理D应用 JGJJ ,"#" 软件进行分析&

计量资料以均数g标准差"

#

9g6#表示&采用单因素

方差分析&两两比较采用最小显著性差异法+检验&

!U"#"/ 为差异有统计学意义%

DB结果

DCABELEHSA 细胞诱导分化结果D结果见图 !%

' '̀2]! 细胞形态为梭形&贴壁生长% 诱导分化 !" <

后&油红B染色&细胞中出现红色脂滴&表明细胞已

分化为成熟脂肪细胞%

W!' '̀2]! 细胞$d!成熟脂肪细胞%

图 ABELEHSA 细胞诱导分化成熟脂肪细胞的鉴定%油红 "

染色' ZD[[&

P.6CA B #5&/(.%.'2(.*/ *%M2(,4&25.7*':(&)./5,'&50:

AELEHSA '&++)%".+4&5")(2././6' ZD[[&

DCDB各组细胞中自噬空泡相对含量比较D结果

见图 ,% 对照组) W<=?K58 组)自噬激动剂组)

W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中自噬空泡相对含

量分别为 "!""#"" g"#""#f) ",'#%' g/#,!#f)

","$#/- g/!#''#f)"-,#$& g,"#,,#f% 与对照组

比较&W<=?K58组细胞中自噬空泡相对含量降低&自噬

*","!* 新乡医学院学报DDDDDDD;SSK!((777#))*)*)+#:?3DDDDDDDDD,"!- 年D第 '% 卷



激动剂组细胞中自噬空泡相对含量升高&差异有统计

学意义"!U"#"/#$W<=?K58 k自噬激动剂组与对照组

细胞自噬空泡相对含量比较差异无统计学意义"!T

"#"/#% 与W<=?K58组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k

自噬激动剂组细胞中自噬空泡相对含量显著升高&差

异有统计学意义"!U"#"/#% 与自噬激动剂组比较&

W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中自噬空泡相对含量显

著降低&差异有统计学意义"!U"#"/#%

W!对照组$d!W<=?K58组$M!自噬激动剂组$A!W<=?K58 k自噬激动剂组%

图 DB各组细胞中自噬空泡表达结果%=!?染色' ZK[[&

P.6CDB&-74&)).*/*%2,(*7126: 32',*+&./(1&'&++)*%&2'164*,7%=!?)(2././6 ' ZK[[&

DCEB各组细胞S?E 阳性细胞比例比较D结果见图

'% 对照组)W<=?K58 组)自噬激动剂组)W<=?K58 k自

噬激动剂组 ]M' 阳性细胞比例分别为 ",&#-' g

/#!'#f)"!"#"' g,#,'#f) "%%#/$ g$#$-#f)

",%#"& g0#-,#f% 与对照组比较&W<=?K58 组细胞

]M' 阳性细胞比例显著降低&自噬激动剂组细胞

]M' 阳性细胞比例显著升高&差异有统计学意义

"!U"#"/#$W<=?K58 k自噬激动剂组与对照组细胞

]M'阳性细胞比例比较差异无统计学意义"!T

"#"/ #% 与 W<=?K58 组 比 较& 自 噬 激 动 剂 组)

W<=?K58 k自噬激动剂组细胞 ]M' 阳性细胞比例显

著升高&差异有统计学意义"!U"#"/#% 与自噬激

动剂组比较&W<=?K58 k自噬激动剂组细胞]M' 阳性

细胞比例显著降低&差异有统计学意义"!U"#"/#%

W!对照组$d!W<=?K58组$M!自噬激动剂组$A!W<=?K58 k自噬激动剂组%

图 EB各组细胞S?E 阳性细胞染色结果%免疫荧光染色' ZK[[&

P.6CEB>&),+()*%S?E 7*).(.3&'&++)(2././6 ./&2'164*,7%.MM,/*%+,*4&)'&/'&)(2././6 ' ZK[[&

DCKB各组细胞中自噬相关蛋白相对表达量比较

D结果见图 0 和表 !% 与对照组比较&W<=?K58 组

细胞中 dL:6582!)]M'2

!

蛋白相对表达量显著降

低&K%, 蛋白相对表达量显著升高&自噬激动剂组

细胞中 dL:6582!)]M'2

!

蛋白相对表达量显著升

高&K%, 蛋白相对表达量显著降低&差异均有统计

学意义"!U"#"/# $W<=?K58 k自噬激动剂组与对

照组细胞中 dL:6582!)]M'2

!

)K%, 蛋白相对表达

量比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 " !T"#"/# % 与

W<=?K58 组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k自噬激

动剂组细胞中 dL:6582!)]M'2

!

蛋白相对表达量

显著升高&K%, 蛋白相对表达量显著降低&差异有

统计学意义"!U"#"/# % 与自噬激动剂组比较&

W<=?K58 k自噬激动剂组细胞 dL:6582!)]M'2

!

蛋

白相对表达量显著降低&K%, 蛋白相对表达量显

著升高&差异有统计学意义"!U"#"/# %

W!对照组$d!W<=?K58组$M!自噬激动剂组$A!W<=?K58k自噬激动剂组%

图 KB各组细胞中自噬相关蛋白\&'+./HA$S?E$7VD 的表达

P.6CKB$-74&)).*/*%2,(*7126:H4&+2(&574*(&./)\&'+./HA'

S?E 2/57VD ./'&++)*%&2'164*,7%F&)(&4/0+*(&

*!,"!*第 !! 期DDDD DD李凤丽&等!W<=?K58对脂肪细胞自噬及磷脂酰肌醇2' 激酶(丝氨酸苏氨酸蛋白激酶通路的影响



表 ABK 组细胞中自噬相关蛋白 \&'+./HA$S?EH##$GVD 相对

表达量比较

L20CAB?*M724.)*/*%4&+2(.3&&-74&)).*/*%2,(*7126:H4&H

+2(&574*(&./)\&'+./HA' S?EH##2/57VD ./(1&%*,464*,7)

%

$

! N"&

组别 / ]M'2CC dL:6582! K%,

对照组 ' !#"' g"#'! "#-, g"#!- "#%- g"#"$

W<=?K58组 '

"#!$ g"#"'

4

"#!' g"#",

4

!#,$ g"#,-

4

自噬激动剂组 '

,#"! g"#'-

4+

!#/- g"#,'

4+

"#!0 g"#"0

4+

W<=?K58 k自噬激动剂组 '

!#"! g"#',

+:

"#&& g"#,!

+:

"#%0 g"#!/

+:

DD注!与对照组比较4

!U"#"/$与W<=?K58组比较+

!U"#"/$与自噬激动剂组比

较:

!U"#"/%

DCQB各组细胞中G#E@O;@L通路相关蛋白相对表

达量比较D结果见图 /)表 ,% 与对照组比较&

W<=?K58组细胞中K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显

著升高&自噬激动剂组细胞中 K2GC'F)K2WF̀ 蛋白

相对表达量显著降低&差异有统计学意义 "!U

"#"/#$W<=?K58 k自噬激动剂组与对照组细胞中

K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量比较差异无统计学

意义"!T"#"/#% 与 W<=?K58 组比较&自噬激动剂

组)W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中 K2GC'F)K2WF̀

蛋白相对表达量显著降低&差异有统计学意义"!U

"#"/#% 与自噬激动剂组比较&W<=?K58 k自噬激动

剂组细胞 K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著升

高&差异有统计学意义 "!U"#"/#% 0 组细胞中

GC'F)WF̀ 蛋白相对表达量两两比较差异均无统计

学意义"!T"#"/#%

W!对照组$d!W<=?K58组$M!自噬激动剂组$A!W<=?K58k自噬激动剂组%

图 QB各组细胞中 G#E@O;@L通路蛋白 7HG#E@$G#E@$

;@L$7H;@L的表达%F&)(&4/0+*(&

P.6CQ B $-74&)).*/ *%G#E@O;@L 72(192: 74*(&./)

7HG#E@' G#E@' ;@L2/57H;@L./'&++)*%&2'164*,7

%F&)(&4/0+*(&

表 DBK 组细胞中 G#E@O;@L通路蛋白 7HG#E@$G#E@$

;@L$7H;@L相对表达量比较

L20CDB?*M724.)*/*%4&+2(.3&&-74&)).*/*%G#E@O;@L

72(192: 74*(&./)7HG#E@' G#E@' ;@L2/57H;@L./'&++)

2M*/6 (1&%*,464*,7) %

$

! N"&

组别 / K2GC'F GC'F K2WF̀ WF̀

对照组 ' "#-& g"#!, "#/' g"#!! !#-, g"#!0 "#0% g"#!'

W<=?K58组 '

!#/0 g"#,/

4

"#/! g"#!'

,#-% g"#%!

4

"#00 g"#!/

自噬激动剂组 '

"#'& g"#"/

4+

"#/0 g"#!,

"#%- g"#"'

4+

"#0/ g"#!,

W<=?K58 k自噬激动剂组 '

"#-! g"#,'

+:

"#/, g"#!!

!#0" g"#'&

+:

"#0$ g"#!0

DD注!与对照组比较4

!U"#"/$与W<=?K58组比较+

!U"#"/$与自噬激动剂组比较:

!U"#"/%

EB讨论

肥胖与多种代谢性疾病如 , 型糖尿病)脂肪肝

和心血管疾病等的发生相关&因此&对肥胖及代谢紊

乱相关疾病的研究具有重要临床意义'!/(

% W<=?K58

参与体内脂质代谢&敲除小鼠18;?基因可使小鼠脂

肪组织增加 /"f&引起小鼠肥胖$过表达 18;?基因

或以 W<=?K58 治疗后可减少脂肪合成&减轻其体质

量$因此&18;?基因编码的W<=?K58可能具有调节脂

肪细胞的作用'!%(

% 机体内的能量物质氨基酸)葡萄

糖与脂滴等可通过不同途径参与细胞自噬&研究发

现&敲除小鼠自噬相关基因 $ 可使脂肪组织的自噬

活性降低&脂肪组织减少&提示自噬对调节机体脂质

代谢平衡至关重要'!$(

%

' '̀2]!是一种胚胎成纤维细胞&可诱导分化为成

熟脂肪细胞&因此又称为前体脂肪细胞&是研究脂肪细

胞分化调控机制的经典模型细胞&' '̀2]! 需要经过 ,

个细胞周期的增殖后再在成脂分化诱导下经过 ,次诱

导分化才能培养为成熟脂肪细胞% 本研究以 ' '̀2]!

诱导分化的成熟脂肪细胞作为研究对象&将 ' '̀2]!经

过 ,次诱导分化培养基的培养&结果显示&多数 ' '̀2]!

细胞中出现被油红B着色的小液滴&表明大多数细胞

已经可以形成脂滴&分化为成熟脂肪细胞&因此&' '̀2]!

诱导分化 !" <后即可进行后续实验%

EAM是一种嗜酸性染色剂&可以染色自噬空泡

结构&用于检测自噬体的形成% ]M' 是自噬体上表

达的蛋白&可作为自噬体的检测标志物&其包含 , 种

蛋白亚基&即 ]M'2

&

和 ]M'2

!

$内质网合成的前体

]M'被WS90d剪切为]M'2

&

&自噬发生过程中&]M' 蛋

白由]M'2

&

转为]M'2

!

&]M'2

!

主要定位于自噬小

体膜结构上&稳定表达于自噬体膜上&其与自噬小体

的形成密切相关'!&2!-(

% 本研究结果显示&与对照组

比较&W<=?K58组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳

*,,"!* 新乡医学院学报DDDDDDD;SSK!((777#))*)*)+#:?3DDDDDDDDD,"!- 年D第 '% 卷



性细胞比例)]M'2

!

蛋白相对表达量显著降低&自噬

激动剂组细胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞

比例)]M'2

!

蛋白相对表达量显著升高$与 W<=?K58

组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k自噬激动剂组细

胞中自噬空泡相对含量)]M' 阳性细胞比例)]M'2

!

蛋白相对表达量显著升高$与自噬激动剂组比较&

W<=?K58 k自噬激动剂细胞中自噬空泡相对含量)

]M' 阳性细胞比例)]M'2

!

蛋白相对表达量显著降

低$此结果表明&W<=?K58 干预不仅可降低自噬空泡

相对含量&同时也可降低 ]M' 阳性细胞比例和

]M'2

!

蛋白表达&提示 W<=?K58 干预可能对自噬小

体形成具有一定的抑制作用% 但是&单独分析

,]M'2

!

含量不能有效反映自噬作用&同时&由于

细胞中的酸性物质不只包括自噬空泡&所以&本

研究通过检测细胞dL:6582!)K%, 蛋白相对表达情

况&进一步分析 W<=?K58 干预对脂肪细胞自噬的

影响%

dL:6582! 是酵母 ẀY% 的同系物&也是哺乳动物

参与自噬的特异性基因&可与
'

型 GCF' 形成复合

体&介导自噬相关蛋白 ẀY定位于自噬泡&从而促

进自噬&dL:6582! 基因表达减少或活性降低均会对

自噬产生抑制作用&因此&多位学者认为其可作为反

映自噬的指标',"2,!(

% K%, 是一种由应激诱导产生的

细胞内蛋白&可连接 ]M' 与聚泛素化蛋白&通过泛

素信号途径将受损的线粒体)聚合的蛋白及细菌等

转运到自噬小体&被自噬溶酶体降解$当自噬激活时&

自噬囊泡中 K%, 蛋白水平降低$当自噬被抑制时&自

噬囊泡中 K%, 蛋白水平升高',,(

% 本研究结果显示&

与对照组比较&W<=?K58 组细胞中dL:6582!蛋白相对表

达量显著降低&K%, 蛋白相对表达量显著升高$与对

照组比较&自噬激动剂组细胞中 dL:6582! 蛋白相对

表达量显著升高&K%, 蛋白相对表达量显著降低$与

W<=?K58组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k自噬激动

剂组细胞中dL:6582! 蛋白相对表达量显著升高&K%,

蛋白相对表达量显著降低$与自噬激动剂组比较&

W<=?K58 k自噬激动剂组细胞中dL:6582! 蛋白相对表

达量显著降低&K%, 蛋白相对表达量升高% 此结果

表明&W<=?K58 可减少 dL:6582! 蛋白表达&增加 K%,

蛋白表达&从而抑制脂肪细胞自噬%

WF̀ 是GC'F下游的丝(苏氨酸蛋白激酶&WF̀

几乎在所有组织中均有表达&可保护细胞应对损伤&

若敲除WF̀ 基因&则细胞保护作用将会被抑制&最

终导致细胞凋亡','(

% GC'F(WF̀ 通路是调节细胞自

噬的主要通路之一&该通路被激活后可抑制人前列

腺癌细胞自噬&进而促使其凋亡',0(

% 有研究显示&

敲除小鼠18;?基因可降低其血清中 W<=?K58 水平&

降低WF̀ 磷酸化&引起小鼠肺损伤',/(

% 因而推测&

W<=?K58 可调节 GC'F(WF̀ 信号活性&且可能是

W<=?K58抑制脂肪细胞自噬的作用机制% 本研究结

果显示&与对照组比较&W<=?K58 组细胞中 K2GC'F)

K2WF̀蛋白相对表达量升高&自噬激动剂组细胞中

K2GC'F) K2WF̀ 蛋白相对表达量显著降低$ 与

W<=?K58组比较&自噬激动剂组)W<=?K58 k自噬激动

剂组细胞中 K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量显著降

低$与自噬激动剂组比较&W<=?K58 k自噬激动剂细

胞 K2GC'F)K2WF̀ 蛋白相对表达量升高$而 0 组细胞

中GC'F)WF̀ 蛋白相对表达量比较差异无统计学意

义% 以上结果表明&W<=?K58 可激活 GC'F(WF̀ 信

号&揭示GC'F(WF̀ 信号通路激活可能是W<=?K58抑

制脂肪细胞自噬的作用机制%

综上所述&外源性 W<=?K58 可抑制脂肪细胞自

噬&其作用机制可能与激活 GC'F(WF̀ 信号通路有

关% 但与自噬相关的通路及机制还有许多&W<=?K58

是否通过其他通路或分子协同调控脂肪细胞自噬尚

不清楚&将是下一步研究的重点%
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