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小鼠3T3-L1前脂肪细胞分化过程中过氧化物酶增殖物激活受体γ与
CCAAT/增强子结合蛋白α的表达★

陈思凡，孙 健，郑 琳，张子丽，孙延双，冯 翔

Expressions of peroxisome proliferator-activated receptor gamma and CCAAT/enhancer binding
protein alpha during the differentiation process of mouse 3T3-L1 preadipocytes

Chen Si-fan, Sun Jian, Zheng Lin, Zhang Zi-li, Sun Yan-shuang, Feng Xiang

Abstract
BACKGROUND: Few studies were concerned about the molecular mechanisms in the process of adipocyte differentiation at
present. The transcription factors of peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) and CCAAT/enhancer binding protein
(C/EBP) family can induce and promote the differentiation, but the mechanisms were rarely reported.
OBJECTIVE: To investigate PPAR γ and C/EBP α expression during the process of murine 3T3-L1 preadipocytes differentiating
into mature adipocytes, and explore the mechanisms in the differentiation process of adipocytes.
METHODS: Murine 3T3-L1 preadipocytes was cultured in vitro and induced by using the classic hormone-cocktail method
(1-methyl-3-butyl-anthine + dexamethasone + insulin). At 0, 2, 4, 6 and 8 days following induction, oil red O staining method and
spectrophotography were applied to analyze the differentiation of adipocytes. Real time polymerase chain reaction (PCR) and
Western blot methods were applied to detect the expression of PPARγ and C/EBPα at different time points.
RESULTS AND CONCLUSION: In the process of cell differentiation, the difference of relative fat content, expression levels of
PPARγ and C/EBPα were significantly increased (P < 0.01). These indicated that PPARγ and C/EBPα play a promoting effect in
adipocyte differentiation from 3T3-L1 preadipocytes.
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摘要

背景：目前关于脂肪细胞分化的分子作用机制的研究较少。过氧化物酶增殖物激活受体和 CCAAT/增强子结合蛋白家族的

转录调控因子可诱导前脂肪细胞表达促进其分化成熟的多个转录因子，但其作用机制却罕见报道。

目的：观察小鼠 3T3-L1前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞过程中过氧化物酶增殖物激活受体γ和 CCAAT/增强子结合蛋白α
的表达，以及在脂肪细胞分化过程中的变化。

方法：体外培养 3T3-L1前脂肪细胞，采用经典激素鸡尾酒诱导法诱导细胞分化，诱导剂为 1-甲基-3-异丁基-黄嘌呤、地塞

米松和胰岛素。诱导后 0，2，4，6和 8 d，用油红 O染色和染色比色法分析脂肪细胞的分化程度，采用实时 PCR和Western
blot技术检测不同时间点的过氧化物酶增殖物激活受体γ和 CCAAT/增强子结合蛋白α的表达。

结果与结论：在前体脂肪细胞的分化过程中，随时间的延长相对脂肪含量、过氧化物酶增殖物激活受体γ与 CCAAT/增强子

结合蛋白α表达水平均明显升高(P < 0.01)。说明在小鼠 3T3-L1前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞过程中，过氧化物酶增殖物

激活受体γ与 CCAAT/增强子结合蛋白α对细胞分化可能起促进作用。

关键词：脂肪细胞；细胞培养；细胞分化；过氧化物酶增殖物激活受体γ；CCAAT/增强子结合蛋白α
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0 引言

脂肪组织不仅是被动的能量储存器官，而

且还可以分泌多种脂肪细胞因子[1]。脂肪细胞分

化异常可导致脂肪过度蓄积，是代谢综合征的

主要危险因素之一[2]。因此有关脂肪细胞的分化

机制及其调控的研究，对于探讨上述疾病的预

防与治疗具有重要意义。

过氧化物酶增殖物激活受体(Peroxisome
proliferator-activated receptor，PPAR)是核激

素受体超家族中的一员，C/EBP是CCAAT增强

子 结 合 蛋 白 (CCAAT/enhancer binding
protein，C/EBP)，此二者被认为是脂肪细胞分

化的早期标记物[3]。过氧化物酶增殖物激活受体

γ(PPARγ)和CCAAT/增强子结合蛋白α分别是

此二者的家族成员之一，但它们在脂肪细胞分

化过程中的表达如何随时间变化？蛋白表达变

化与细胞的脂质积累在时间上是否具有同步

性？

实验以体外培养的小鼠3T3-L1前脂肪细胞

为研究对象，从基因转录和蛋白表达水平分别
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检测细胞分化过程中PPARγ和C/EBPα的mRNA和蛋白

表达变化，为进一步探讨前脂肪细胞分化的作用机制提

供理论依据。

1 材料和方法

设计：细胞培养实验。

时间及地点：于2009-03/09在中山大学公共卫生学

院中心实验室完成。

材料：3T3-L1细胞株购自中国科学院上海细胞库。

试剂、药品及仪器：

实验方法：

3T3-L1前脂肪细胞的培养：在高糖DMEM培养基中，

添加体积分数10%新生牛血清，即为完全培养基(含青、

链霉素)[4]。3T3-L1前脂肪细胞用完全培养基在37 ℃、

体积分数为5%的CO2、95%湿度的条件下培养。

3T3-L1前脂肪细胞的分化：细胞按5×107 L-1的浓度接

种于24孔培养板中，500 μL/孔，待细胞汇合后接触抑

制48 h，换用含0.5 mmol/L的1-甲基-3-异丁基-黄嘌

呤、1 μmol/L地塞米松和10 mg/L胰岛素的培养基培养

48 h，然后换用含10 mg/L胰岛素的培养基培养48 h，
随后再换用完全培养基继续培养，每隔2 d换液1次，连

续培养4 d，细胞密度达85%以上即可认为细胞已分化

为成熟脂肪细胞[5]。

实时PCR检测PPARγ和C/EBPα的mRNA表达：在细胞

诱导分化的不同时间点，用Trizol 抽提细胞总RNA[6]，
根据试剂盒的说明进行逆转录及实时PCR。扩增条件：

95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，55 ℃退火30 s，
72 ℃延伸30 s，扩增40个循环。用Sequence Detection
System软件分析各组的CT值，通过计算2－△△CT得出各

组基因的相对表达水平。

引物序列：

Western blot检测PPARγ和C/EBPα蛋白质表达：在细

胞诱导分化的不同时间点收集细胞，冰上裂解30 min，
每隔10 min振荡1次，提取细胞总蛋白[7]，采用BCA试
剂盒进行蛋白定量。灌制体积分数10%的分离胶和体

积分数5%的浓缩胶，恒压120 V，80 mA预电泳10 min，
按30 μL/孔上样，进行SDS-PAGE电泳，用PVDF膜进

行半干式转膜。PBST配制的体积分数5%脱脂奶粉室

温封闭1h，加入兔抗小鼠PPARγ单克隆抗体(1∶500)、
兔抗小鼠C/EBPα单克隆抗体(1∶1 000)和兔抗小鼠

GAPDH单克隆抗体(1∶1 000)在4 ℃下孵育过夜，用

HRP标记的羊抗兔抗体(1∶5 000)室温孵育1 h，暗房

中滴加发光底物混合物2 mL于膜上，用X射线片曝光、

显影和定影。

主要观察指标：染色比色法分析脂肪细胞的分化程

度：以加入诱导分化液的时间为起点，于0，2，4，6
和8 d后对细胞进行油红O染色，每组平行排列3个复孔，

重复3次，观察细胞形态变化，用异丙醇处理染色后的

细胞，在490 nm波长下测定吸光度(A)值，计算不同时

间点相对脂肪含量的变化。

设计、实施、评估者：实验的设计由通讯作者和第

一作者完成，实施由第一作者及其他作者合作完成，评

估由通讯作者完成。

统计学分析：实验计量数据用
_

x±s差表示，采用

SPSS 11.0统计学软件，组间比较采用完全随机设计的

单因素方差分析法，组内差异比较采用 LSD-t 法，P <
0.05表示差异有显著性意义。

2 结果

2.1 细胞分化过程中形态学变化 3T3-L1前脂肪细胞

表现为成纤维细胞样外形，多为梭形或多角形，胞浆中

无脂滴。经诱导分化后，细胞内逐渐出现分散的脂质小

滴，随着分化的进展，细胞变大、变圆，胞内脂滴不断

增多，大小不等呈散状分布，小脂滴逐渐大量融合成大

脂滴，脂滴充满胞浆，将细胞核挤至边缘，通过油红O
染色可见染成红色的脂滴，见图1。

Figure 1 Mouse 3T3-L1 cell morphology (Oil red O staining,
×100)

图 1 小鼠 3T3-L1细胞形态 (油红 O染色，×100)

a: 3T3-L1 preadipocyte

试剂、药品及仪器 来源

1-甲基-3-异丁基-黄嘌呤，地塞米松，

合成人胰岛素，油红 O
Trizol
实时 PCR试剂盒

Sequence Detection System软件

兔抗小鼠 PPARγ单克隆抗体

兔抗小鼠 C/EBPα单克隆抗体

兔抗小鼠 GAPDH单克隆抗体

BCA试剂盒

美国 Sigma公司

美国 Invitrogen公司

日本 TaKaRa公司

美国 ABI公司

英国 abcam公司

美国 CST公司

武汉 Boster公司

上海 Beyotime公司

Prime Sequence (5，-3，)

PPARγ Forward: TGT CGG TTT CAG AAG TGC CTT G
Reverse: TTC AGC TGG TCG ATA TCA CTG GAG

C/EBPα Forward: TGC GCA AGA GCC GAG ATA AAG
Reverse: TCA CGG CTC AGC TGT TCC AC

β-actin Forward: CAT CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA
Reverse: ATG GAG CCA CCG ATC CAC A

b: Morphology of cell
differentiation after 8 d
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Control

2.2 细胞分化过程中相对脂肪含量变化 前体脂肪细

胞经过生长抑制、克隆性增殖和一系列基因表达的变

化，逐渐分化为成熟的脂肪细胞，分化过程中相对脂肪

含量随时间的延长明显升高(P < 0.01)，见图2。

2.3 细胞分化过程中PPARγ和C/EBPα表达水平变化

实时PCR结果显示，与前脂肪细胞相比，分化过程不同

时间点PPARγ和C/EBPα mRNA表达水平上升 (P <
0.01)，呈剂量-反应关系，见图3。Western blot检测结

果与之变化趋势一致，见图4。

3 讨论

脂肪组织或细胞可在机体能量平衡中发挥重要作

用。前脂肪细胞在体内分化为成熟的脂肪细胞，脂肪细

胞数量的增多导致脂肪组织的生长[8]。脂肪细胞增殖和

分化异常可引起脂肪过多堆积，继而导致肥胖其它代谢

综合征的产生，目前已成为人类健康的重要问题 [9]。关

于脂肪细胞分化的调控机制的探讨是近年来的研究热

点。

3T3-L1前脂肪细胞系是目前应用最为广泛的细胞

系。随着分化过程的进行，细胞经历形态学上的变化，

细胞形状从成纤维细胞形逐渐变成近圆形或圆形，同时

细胞出现大小不等的脂滴，最后成为成熟的脂肪细胞。

细胞形态的变化是分化过程中的必须过程，而不仅仅是

脂类积累的结果。通过实验阻断脂肪酸的合成，减少脂

质的积聚，仍可以观察到细胞经历形态学上的变化[10]。

因此细胞形态的变化也是脂肪细胞分化的早期标记之

一。实验通过“鸡尾酒”诱导法，85%以上的前脂肪细

胞可以分化为成熟的脂肪细胞，细胞形态从梭形或多角

形变为圆形或椭圆形，显微镜下可清楚观察到细胞内的

脂滴。采用油红O染色提取法相对定量测定细胞内脂肪

含量的动态变化，结果表明细胞培养第2天开始有脂肪

的积聚，分化4 d后积聚量明显增多，8 d后脂肪积聚达

到高峰，此时3T3-L1前脂肪细胞分化为成熟的脂肪细

胞。

前脂肪细胞的分化受多种激素和细胞因子的调节，

其中包括环腺苷酸、胰岛素、甲状腺素、糖皮质激素和

胰岛素样生长因子1等可促进前脂肪细胞的分化 [11]。分

化过程以多种蛋白质基因的表达为特征。这些激素和生

长因子可诱导前脂肪细胞表达促进其分化成熟的多个

Figure 3 Expression of mRNA of peroxisome
proliferator-activated receptors (PPAR) γ and
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) α in the
process of 3T3-L1 preadipocyte differentiation

图 3 3T3-L1细胞分化过程中 PPARγ和 C/EBPα mRNA
表达
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Figure 4 Expression of protein of peroxisome
proliferator-activated receptors (PPAR) γ and
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) α in the
process of 3T3-L1 preadipocyte differentiation

图 4 3T3-L1细胞分化过程中 PPARγ和 C/EBPα蛋白质
表达
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Figure 2 Relative fat content in the process of 3T3-L1
preadipocyte differentiation

图 2 3T3-L1细胞分化过程中的脂肪含量变化
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转录因子。研究发现，脂蛋白脂酶的表达是脂肪细胞分

化的早期标记，脂蛋白脂酶的高表达提示着脂肪积累的

开始[12]。但脂蛋白脂酶的表达并不是脂肪细胞所特有

的，其他类型的间质细胞如心肌细胞和巨噬细胞也能合

成和分泌脂蛋白脂酶，说明脂蛋白脂酶并不是脂肪细胞

分化的特异性标记。目前认为，可以作为脂肪细胞分化

的早期标记的是PPAR家族和C/EBP家族的转录调控因

子。二者的主要异构体是脂肪组织或细胞中特有的，在

前脂肪细胞和成熟脂肪细胞中均可检测到[13]。

PPAR家 族 有 3个 成 员 ： PPARα ， PPARγ 和

PPARδ[14]。其中，PPARγ可调控乙酰辅酶A羧化酶、脂

肪酸合成酶和激素敏感脂肪酶等基因的表达，这些基因

都与脂肪代谢有关，PPARγ可通过作用于它们而最终促

进脂肪的合成[15]。研究发现，PPARγ纯合缺失小鼠在胚

胎发育的10 d左右死亡，10 d以内的小鼠胚胎还没有形

成可检测到的脂肪，而正常小鼠10 d以内的胚胎则可以

检测到脂肪，这表明PPARγ是体内脂肪合成所必需的[16]。

C/EBP属于亮氨酸拉链转录因子家族，是另一类脂肪细

胞分化的转录调节因子，有3个成员：C/EBPα，C/EBPβ
和C/EBPδ[17]。在分化早期出现的是C/EBPβ和C/EBPδ
的瞬时表达，而后较晚阶段C/EBPα增加表达 [18]。

C/EBPα的过表达可以加速前脂肪细胞的分化，而反义

RNA的表达则可以抑制此分化过程 [19]。C/EBPβ和
C/EBPδ也是诱导PPARγ产生的主要因子，PPARγ和
C/EBPα共同诱导脂肪细胞表达多种特异的基因，从而

使细胞得以最终分化[20]。

实验结果显示在细胞分化过程中，PPARγ与
C/EBPα的mRNA水平逐渐升高，8 d后达到高峰，而

PPARγ和C/EBPα的蛋白水平则在分化第4天明显升高，

并逐渐增加，到第8天达到高峰，这些现象与细胞脂肪

的积聚结果是一致的，表明PPARγ与C/EBPα参与了细

胞分化，对脂肪细胞的分化可能起到促进的作用。 但

PPARγ和 C/EBPα相互之间有无影响？ PPARγ与
C/EBPα的反义RNA表达能否阻断前脂肪细胞的分化？

这些问题有待于进一步的研究。而PPARγ与C/EBPα作
为调控脂肪细胞分化的潜在位点，对于开发治疗肥胖症

的新药物和进一步探讨肥胖症的发病机制具有重要意

义。
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