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摘要# 目的!研究绿原酸对 &.&)M" 前脂肪细胞分化的抑制作用& 方法!第 " 天# 细胞培养皿中加入不同质量浓度绿
原酸 "+’’ "’’’ #’’ "=>2M$# 以氯化锂为阳性对照& 第 - 天# 油红S染色观察细胞内脂质沉积情况# 生化法检测细
胞内甘油三酯 ".Q$ 水平# D/LF/XE \08F’ A.)BCA法测定HHA>"#’ (H#’ BHB 2AGJ和蛋白表达# 免疫荧光染色观察
BBJA## 在细胞浆及细胞核中的表达# CCa)( 法分析绿原酸对 &.&)M" 细胞的细胞毒作用& 结果!绿原酸无细胞毒作
用& 随着绿原酸质量浓度增加# 脂质沉积逐渐减少# .Q水平逐渐下降# 细胞核中 BBJA## 蓝色荧光逐渐变淡& 与诱
导分化组比较# 绿原酸组 "+’’ "’’’ #’’ "=>2M$ HHA>"#’ (H#’ BHB 2AGJ和蛋白表达显著降低 "Hh’<’+$# 并呈
量效关系& 结论!绿原酸可抑制 &.&)M" 前脂肪细胞分化# 可能是该成分抑制脂肪生成’ 安全有效减肥的机制&
关键词! 绿原酸( &.&)M" 前体脂肪细胞( 分化
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!!肥胖症是一种以体内脂肪堆积过多为主要特点
的慢性代谢性疾病# 据统计目前美国肥胖患者占总
人口的 &+! "近 " 亿$# 预计这个数字将在 #’&’
年上升为 "<#+ 亿)"* ( 亚洲是肥胖重灾区# 尤其是
儿童# 一项由D@S实施的调查发现# 将近有一半
超重>肥胖儿童& 根据中国成人超重和肥胖症预防
与控制指南# 体质量指数 "c]N$ h#% ?=>2#为非
超重# #% ( c]Nh#( ?=>2# 为 超 重# c]N)
#( ?=>2# 为肥胖)#* & 中青年肥胖率也已接近
"’!)&* & 肥胖对健康危害巨大# 其远期并发症包
括冠心病’ 糖尿病’ 脑血管意外等)%* # 已成为 #"
世纪全球最大的公共卫生问题# 目前治疗方案包括
饮食控制’ 运动’ 口服药物’ 手术等# 但手术治疗
创伤较大’ 费用高)+* ( 口服减肥西药有不同程度
副作用# 如心血管病风险’ 胃肠道反应)** ( 中医
药在肥胖诊治方面有特殊优势# 如副作用相对较
少’ 不易反弹’ 兼顾肥胖并发症等&

课题组前期采用中医复方%健脾化痰方治疗肥
胖症# 取得良好疗效# 它能明显减轻患者体质量#
降低c]N# 减少内脏脂肪),* ( 动物研究证实该方减
轻大鼠体质量’ 减少内脏脂肪的作用机制可能与抑
制脂肪细胞分化有关)(* ( 进一步药理研究发现#
该复方的主要成分之一为绿原酸# 是许多水果’ 蔬
菜’ 中药材的有效成分# 具有多种生物活性# 如抑
制肿瘤生长’ 降血脂’ 调节血糖’ 保护血管内皮功
能’ 抗炎’ 抗氧化应激等)-)"’* & 为进一步明确其作
用机制# 本实验在前期研究基础上以 &.&)M" 前脂
肪细胞为研究对象# 观察该成分对脂肪细胞分化的
作用&
GH材料

大鼠 &.&)M"前脂肪细胞株 "广州速聚生物科技
有限公司$& 绿原酸 "成都瑞芬思生物科技有限公
司$( 氯化锂 "美国 ^4=23公司# jI-’’’*,$& CCa)
( 溶液 "上海碧云天生物技术有限公司# C’’&,$(
V]1]高 糖 培 养 基 " ^@&’’##<’"c$’ 链 霉 素
"^@&’’"’$’ Bĉ 磷酸盐缓冲液 " ^@&’#+*<’"c$
"美国@:C08E/公司$( "*%’ 培养基"CĈ&’’"*<’"$’
’<#+!胰酶)1V.J"CĈ&’’&"<’#$ "美国 ]AC公
司$( 胎牛血清 "美国 Q4\78公司# "’#,’)"’*$(
&)异丁基)")甲基黄嘌呤 "N),’"( $’ 地塞米松
"V",+*$ "美国 ^4=23公司$( 胰岛素 "以色列
BX8̂Z/7公司# CO.)#,’$& ^D)CU)N_V洁净工作台
"苏州安泰空气技术有限公司$( ^C&*"% 低速离心
机 "安徽中科中佳科学仪器有限公司$( Ca‘%">

’)C.A&’)# 倒置光学显微镜 "日本 S0:2ZPL公
司$( @1AJ7/00"+’4细胞恒温培养箱’ ]P0F4L73E
]a& 酶标仪 "美国 .H/X28_4LH/X̂ 74/EF4Y47公司$(
V]N*’’’c倒置荧光显微镜 "德国M/473公司$&
LH方法
#<"!]VN诱导剂配制!将 &)异丁基)")甲基黄嘌呤
用乙醇配制成 """<" 2=>2M"’<+ 280>M$# 将地塞
米松用乙醇配制成 " 2=>2M "#<+ 2280>M$# 将
"’ 2=胰岛素溶于 " 2M’<’" 280>M@C0中& 诱导
分化剂]VN的配方为 "’!胎牛血清# ’<+ 2280>M
&)异丁基)")甲基黄嘌呤# " "280>M地塞米松#
+ "=>2M胰岛素&
#<#!细胞复苏及培养!将 &.&)M" 前脂肪细胞接种
于培养板# 用含 "’!胎牛血清的高糖 V]1]培养
液在 &, d’ +!CS# 条件下培养# 待细胞长满至
(’!e-’!’ 融合 # 9 后开始诱导分化 "第 ’ 天$
并加入药物# 每 # 9 换液 " 次# 每次换液时重新
加入&
#<&!细胞分组及诱导分化!将细胞分为对照组
"只加 "’!胎牛血清高糖 V]1]培养基# 不加诱
导剂$’ 诱导分化组 "加入诱导剂 $’ 绿原酸
+’ "=>2M组 "加入诱导剂和 +’ "=>2M绿原酸$’
绿原酸 "’’ "=>2M组 "加入诱导剂和 "’’ "=>2M
绿原酸$’ 绿原酸 #’’ "=>2M组 "加入诱导剂和
#’’ "=>2M绿原酸$’ 氯化锂组 "加入诱导剂和
#’ 2280>M氯化锂 $& 同时# 再加入含终浓度
’<+ 2280>M&)异 丁 基)")甲 基 黄 嘌 呤’ 终 浓 度
" "280>M地塞米松’ 终质量浓度 "’ "=>2M胰岛素
的 "’!胎牛血清高糖 V]1]培养 %( H# 然后换含
终质量浓度 "’ "=>2M胰岛素的 "’!胎牛血清高糖
V]1]培养液继续培养 %( H# 每 # 9换液 " 次# 诱
导分化第 - 天后结束实验&
#<%!指标检测
#<%<"!油红S染色!紫外分光光度法检测 +"’ E2
波长处的光密度 "CF$ 值&
#<%<#!甘油三酯 ".Q$ !参照 .Q试剂盒说明书
操作步骤进行测定&
#<%<&!细胞增殖!采用 CCa)( 法& 收集各时间点
细胞 "’’ "#’ #%’ %( H$# 加入 CCa)( 溶液& 孵
育 % H 后# 酶标仪读板# Ca)( 检测读取 CF%+’ E2#
并计算增殖率和抑制率# 公式分别为增殖率n某时
间点平均CF值>’ H 平均 CF值 f"’’! "同一样
品$’ 抑制率 n "" i实验组平均 CF值>对照组平
均CF值$ f"’’! "同一时间$&
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#<%<%!BBJA##’ 3B#’ MBM表达
#<%<%<"!2AGJ表达 "A.)BCA法$ !总 AGJ抽
提后去基因组# 检测其纯度和完整性# 逆转录# 定
量BCA# 检测目标基因 "引物序列见表 "$& 反应
条件为 +’ d# # 24E( -+ d# # 24E( -+ d# "+ L(
*’ d# &# L# %’ 个循环& 融解曲线分析条件为温
度 *’ e-+ d# 每个样本重复 & 次# 反应结束后导
出CF值进行计算& 采用 # i##CF法进行数据分析#
公式为 (CFnCF目的基因)CF内参基因# ((CFn(CF干预组 i
(CF对照组# 扩增倍数 n# i##C.# 其中对照组的数值
均为 "&

表 GH引物序列
:)IJGH4+#6%+/%K’%3.%/

基因 方向 引物序列 "+b)&b$ 长度>\Z

(H# 正向 QJQCJ.CJ.JJCCC.JQJ.QQ #"

反向 QC.CJ.QCCC...CJ.JJJC #’

HHA>"# 正向 CC..CJQ..CJC.C.CJQ.JJQ ##

反向 CJCJC.C.J.Q.CJC.CCJ.JC #"

B@0 正向 Q.JQ.JQJC.QQ..Q.J.CQQ #"

反向 Q.JQ..JJJC.CC.CC.CCJ.C ##

2AHF? 正向 QQCC.CCJJQQJQ.JJQJJJ #’

反向 QCCCC.CC.Q..J..J.QQ "-

#<%<%<#!蛋白表达 "D/LF/XE \08F法$ !蛋白样品
制备*聚丙烯酰胺凝胶电泳*制胶*上样前样品处
理*转膜*封闭*孵育一抗*洗膜*孵育二抗*洗
膜*1CM化学发光显影&
#<+!统计学分析!通过 ^B̂^ ",<’ 软件进行处理#
结果以 "Gg3$ 表示# 组间比较采用 6检验& Hh
’<’+ 为差异有统计学意义&
MH结果
&<"!细胞形态学!第 - 天诱导分化组在显微镜下
可见细胞大多呈成熟脂肪细胞表型# 视野中大约
-’!分化为典型的成熟脂肪细胞# 体积增大# 胞体
变圆# 胞浆内脂滴明显# 部分融合成较大脂滴( 绿
原酸组可见细胞体积较诱导分化组减小# 胞浆中脂
滴变小# 以 #’’ "=>2M最明显&
&<#!绿原酸对成脂分化的抑制作用!图 " 显示#
第 - 天诱导分化组脂质沉积最多# CF值与对照组
比较显著增加 "Hh’<’+$( 随着绿原酸质量浓度
增加# 脂质沉积逐渐减少# 组间比较均有显著差异
"Hh’<’+$# 其中 #’’ "=>2M组与氯化锂相当& 图
# 显示# 诱导分化组 .Q水平最高# 与对照组比较
有显著差异 "Hh’<’+$( 随着绿原酸质量浓度增
加# .Q水平不断下降# 组间比较均有显著差异
"Hh’<’+$&

注! 与对照组比较#!Hh’<’+( 不同字母代表两两比较均有显著差异

图 GH各组油红@染色
N#&JGH@#(+%!@/*)#3#3& #3[)+#"’/&+"’5/

&<&!细胞毒性!图 & e+ 显示# 不同质量浓度绿原
酸在不同时间点对 &.&)M" 前脂肪细胞均无明显细
胞毒性&

&<% !绿原酸对 BBJA##! MBM! 3B# 表达的影
响!图* 显示# 诱导分化组 HHA>"#’ BHB’ (H#
2AGJ表达显著高于对照组 "Hh’<’+$# 经绿原
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注! 与对照组比较#!Hh’<’+( 不同字母代表两两比较均有显著

差异

图 LH各组:0浓度
N#&JLH:0."3.%3*+)*#"3/#3[)+#"’/&+"’5/

图 MH各组细胞()值
N#&JMH;%((()[)(’%/#3[)+#"’/&+"’5/

!!!!

图 VH各组细胞增殖率
N#&JVH;%((5+"(#-%+)*#"3+)*%/#3[)+#"’/&+"’5/

图 RH各组细胞抑制率
N#&JRH;%((#32#I#*#"3+)*%/#3[)+#"’/&+"’5/

酸干预后显著降低 "Hh’<’+$# 并呈量效关系&
D/LF/XE \08F也显示# BBJA##’ MBM’ 3B# 蛋白表
达在诱导分化组最强# 经绿原酸干预后有所下降#
其程度随着该成分质量浓度增加而更明显&

注! Je_分别为对照组# 诱导分化组# 绿原酸 +’’ "’’’ #’’ "=>2M组# 氯化锂组& 与对照组比较#!Hh

’<’+( 不同字母代表两两比较均有显著差异

图 ZH各组**+,!L( -*-( .*L 6$C7和蛋白表达
N#&JZH**+,!L% -*-% .*L 6$C7)3!5+"*%#3%U5+%//#"3/#3[)+#"’/&+"’5/

&<+!BBJA## 在细胞浆! 细胞核中的表达!图 ,
显示# 诱导分化组中BBJA## 染色最明显# 细胞核
中表达最强( 加入绿原酸后# BBJA## 蓝色荧光随
着该成分质量浓度增加而逐渐变淡&

VH讨论
肥胖发病机制复杂# 涉及遗传’ 脂肪细胞分

化’ 中枢摄食’ 胰岛素代谢等多个领域)"")"#* # 细
胞生物学认为它是脂肪细胞在数量上的异常增加和
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图 ^H各组447$#L 表达 $免疫荧光染色&
N#&Ĵ H 447$#L %U5+%//#"3/#3[)+#"’/&+"’5/

$#66’3"-(’"+%/.%3.%/*)#3#3&&

体积上的异常增大& 脂肪细胞数量由脂肪组织中间
充质干细胞定向分化为脂肪前体细胞的程度决定#
具有多向分化潜能的间充质干细胞受适当刺激后#
可定向分化为成骨’ 软骨’ 肌肉’ 脂肪’ 神经等细
胞)"&* & 正常情况下定向分化保持平衡# 间充质干
细胞分化为上述功能各异的细胞# 发挥正常生理功
能( 当病理状态下这一平衡被打破后# 脂肪细胞异
常增殖分化将被启动)"%* # 脂肪组织沉积# 最终形
成肥胖& 另外# 脂肪细胞体积又由脂肪前体细胞向
成熟脂肪细胞分化的程度决定)"+* # 其成熟度越高#
体积越大# 细胞内脂滴越多# 因此抑制成脂分化成
为肥胖研究的重要方向)"** &

许多天然药用植物表现出多种药理作用# 引起
了广泛关注# 也逐渐成为减肥领域的研究热点)",* &
绿原酸类衍生物是由咖啡酸类’ 奎宁酸类衍生物合
成的缩酚酸类物质)"(* # 其中绿原酸又名咖啡鞣酸’
咖啡单宁酸# 在咖啡’ 绿茶’ 蔬菜’ 水果中含有量
丰富# 也是中草药中最常见的酚类化合物之一# 药
理作用广泛# 近年来发现它有明确的减肥效果)"-* &
&.&)M" 前脂肪细胞是研究成脂分化理想的细胞模
型)#’* # 本实验从脂肪细胞分化角度对绿原酸作用
进行初步探索# 通过油红 S染色发现诱导分化组
CF值最高# 显著高于对照组 "Hh’<’+$# 经绿原
酸干预后有所下降# 量效关系明显 "Hh’<’+$#
同时.Q水平测定结果也与油红S染色一致# 提示
该成分能有效减少诱导分化的 &.&)M" 前脂肪细胞
脂质沉积& 然后# 通过 CCa)( 法观察绿原酸对
&.&)M" 前脂肪细胞活力的影响# 发现在 +’’ "’’’

#’’ "=>2M质量浓度下于不同时间点 "’’ "#’ #%’
%( H$ 均未出现明显细胞凋亡# 提示该成分无细胞
毒作用&

研究证实# 氯化锂可通过激活经典 DEF信号
通路来抑制脂肪细胞分化)#"* & 本实验发现绿原酸
抑制脂质生成# 其中在 #’’ "=>2M质量浓度下的
作用与氯化锂相当# 推测该成分可能通过抑制脂肪
细胞分化来调节脂质代谢& 因此# 又检测了脂肪细
胞分化标记物 BBJA## 它是成脂分化的主要核转
录因子# 激活后可促进其他成脂分化蛋白表达# 在
脂肪细胞分化后期发挥着关键作用)##* # 其中
BBJA## 在脂肪组织特异性表达& 本实验发现# 诱
导分化组HHA>"# 2AGJ’ 蛋白表达与对照组比较
显著增加 "Hh’<’+$# 绿原酸对其有抑制作用#
并在 #’’ "=>2M质量浓度下最强# 呈现量效关系#
与前期报道)#&*一致& 但一些研究发现# 绿原酸可
促进诱导分化 &.&)M" 前脂肪细胞的 BBAJ#或
BBJA## 表达)#%* # 其原因可能在于 &.&)M" 诱导分
化方法不同# 有的研究者检测的是 BBJA#" 或
BBJA## 与本研究检测BBJA## 不同# 具体还有待
进一步考察&

脂肪细胞特异性基因MBM’ 3B# 是BBAJ#反向
靶基因)#+* # BBAJ#通过诱导两者表达来决定成熟
脂肪细胞表型# 维持脂肪细胞后期分化成熟状
态)"** # 并且两者均被认为是脂肪细胞分化的标记
物# 与细胞内脂质合成密切相关# 其中前者是脂质
代谢的关键酶# 可促进游离脂肪酸在细胞内合成甘
油三酯)#** & 本实验发现# MBM’ 3B# 在诱导分化组
呈高表达# 表明脂肪细胞分化程度最高( 绿原酸可
抑制两者表达# 并随着其质量浓度增加程度更明
显# 表明该成分有抑制脂肪细胞分化的效应# 并呈
量效关系&

综上所述# 绿原酸对 &.&)M" 前脂肪细胞分化
具有抑制作用# 并呈量效关系& 由于通过调控脂肪
细胞分化特异性基因的表达来调节脂肪生成是肥胖
治疗的策略和研究方向# 故绿原酸有望开发成为治
疗肥胖的有效成分&
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