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　　［摘要］　目的　探讨高浓度全反式视黄酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ａｔＲＡ）抑制大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）向脂肪细胞分化的机制。方法　 体外分离、培养和诱导大鼠 ＢＭＳＣｓ；在成脂诱导液中加
入０１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ，光学显微镜下观察细胞形态及油红Ｏ染色变化；油红Ｏ染色提取法分析不同浓度ａｔＲＡ
对ＢＭＳＣｓ成脂分化的影响；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定细胞视黄酸受体（ＲＡＲα、ＲＡＲγ）、ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白 α（ＣＥＢＰα）及过
氧化物酶体增殖激活受体γ２（ＰＰＡＲγ２）ｍＲＮＡ水平的变化。结果　 细胞形态及油红 Ｏ染色观察发现，在０．１、０．５、１．０、
５０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ作用下大鼠ＢＭＳＣｓ向脂肪细胞分化受到抑制，且呈浓度依赖性；油红 Ｏ染色提取法半定量测定结果显
示，随着ａｔＲＡ浓度升高，分化细胞内脂肪含量降低（Ｐ＜０．０１）；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测显示与血清组（未加 ａｔＲＡ）相比，加入
ａｔＲＡ后，大鼠ＢＭＳＣｓ的ＣＥＢＰα和ＰＰＡＲγ２表达显著降低（Ｐ＜０．０５），ＲＡＲα表达无显著差异［血清组ｖｓ１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ
组：（０．００８４±０．００１９）ｖｓ（０．００９１±０．００１３），Ｐ＞０．０５］，但 ＲＡＲγ表达显著增加［血清组 ｖｓ１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ组：
（００２２６±０．００１２）ｖｓ（０．０５３１±０．００２３），Ｐ＜０．０１］。结论　０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ可抑制大鼠ＢＭＳＣｓ向脂肪
细胞分化，其机制可能与ＲＡＲγ的上调及ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２的下调有关。
　　［关键词］　 全反式视黄酸；骨髓间充质干细胞；成脂分化；视黄酸受体
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　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ），是骨髓基质系统中具有多向分化
潜能的细胞，在体内外可被诱导为成骨细胞、软骨细胞

及脂肪细胞等［１－２］。目前已公认脂肪细胞来自间充质

干细胞（ＭＳＣｓ）［３］，且高脂饲料诱导的肥胖大鼠体内存
在ＭＳＣｓ向脂肪细胞分化被异常激活的现象，因此进
一步研究ＢＭＳＣｓ向脂肪细胞分化的干预机制及调控
因子对于肥胖的预防和治疗具有重要意义。

　　视黄酸（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）是维生素 Ａ在体内发
挥生物学作用的活性形式，影响细胞分化进程。Ｂｅｒｒｙ
等［４］研究发现 ａｔＲＡ使３Ｔ３Ｌ１细胞维持在前脂肪状
态，阻止其向脂肪细胞分化。林亚秋等［５］研究发现高

浓度（１～１０μｍｏｌ／Ｌ）ＲＡ抑制猪前体脂肪细胞向脂肪
细胞分化。ＰＰＡＲγ是调控脂肪分化的重要核受体，其
ＰＰＡＲγ２亚型主要存在于脂肪组织，在调节脂肪分化
过程中起重要作用［６］。在 ＲＡ对 ＢＭＳＣｓ向脂肪细胞
分化过程中如何发挥作用还缺乏深入研究。本实验采

用高浓度ａｔＲＡ干预 ＢＭＳＣｓ成脂分化模型，探讨 ａｔＲＡ
对大鼠ＢＭＳＣｓ成脂分化的调节作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　细胞培养基ＤＭＥＭ／Ｆ１２、胎牛血清（ＦＢＳ）、成脂诱导液、全
反式视黄酸（ａｔＲＡ）、油红 Ｏ购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胰酶替代物
（Ｔｒｙｐｌｅ）购自Ｇｉｂｃｏｌ公司，青链霉素混合液购自北京鼎国昌盛
公司，高纯度总ＲＮＡ快速提取试剂盒（离心柱型）购自百泰克公
司，反转录试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，ＳｓｏＦａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ
购自ＢｉｏＲａｄ公司，引物委托北京华大公司合成。

１．２　大鼠ＢＭＳＣｓ的分离培养
　　ＳＤ大鼠购自第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心，在重庆医科大学附属儿童医院实验动物中心ＳＰＦ级
饲养。原代ＢＭＳＣｓ取自４周龄ＳＤ大鼠，具体分离培养参照江
和碧等［７］的方法。当细胞达到９０％融合时用胰酶替代物进行
消化传代（３～５ｄ长满）。后续实验均用第４代细胞。

１．３　大鼠ＢＭＳＣｓ成脂诱导及油红Ｏ染色
　　取第４代细胞，以２×１０６接种于６孔板，培养至细胞融合，
每孔加入含 １０％ ＦＢＳ和双抗的成脂诱导液 ２ｍＬ，记为诱导
第１天，每３天换１次液，至诱导第１５天结束。取诱导结束的
细胞进行油红Ｏ染色：弃去诱导液，用ＰＢＳ洗３次，１０％甲醛固
定６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，油红Ｏ工作液染色１０ｍｉｎ，６０％异丙醇
分色２０ｓ，三蒸水冲洗至澄清。显微镜观察拍照。

１．４　ａｔＲＡ对大鼠ＢＭＳＣｓ成脂分化的影响
　　将细胞分为空白对照组（未加诱导液），血清组（不加
ａｔＲＡ），０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ组（分别于成脂分化开始时加
入成脂诱导液，并加入相应浓度的ａｔＲＡ，每３天换液，维持ａｔＲＡ

浓度至分化第１５天）。

１．５　油红Ｏ染色提取法测定细胞内脂肪含量
　　取培养至１５ｄ的６孔板，吸净培养基，用 ＰＢＳ洗３次。用
１０％甲醛固定６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，加油红 Ｏ工作液染色２ｈ，吸
去工作液，ＰＢＳ洗净残余的工作液，加入１ｍＬ纯异丙醇萃取与
胞内脂肪结合的油红 Ｏ，分光光度计在波长５１０ｎｍ处比色记
录光密度值［Ｄ（５１０）］。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测视黄酸信号通路和脂肪细胞
分化标志基因

　　取诱导前（第０天）及诱导后第１、３、５、１５天培养的ＢＭＳＣｓ
提取总ＲＮＡ，以ＴａＫａＲａ试剂盒反转录 ｃＤＮＡ第１链。根据本
实验室设计的ＲＡＲα、ＲＡＲγ引物［８］进行扩增，ＲＡＲα上游：５′
ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＣＡＧＡＴＴＡＣＣ３′，下游：５′ＡＡＡＧＣＣＡＧＣＧＴＴＧＴＧＣ
３′，产物长度为 １４７ｂｐ；ＲＡＲγ上游：５′ＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＣ
ＣＧＡＡＣＣ３′，下游：５′ＣＡＣＡＧＡＴＧＡＧＧＣＡＧＡＴＡＧＣＡ３′，产物长
度为１４２ｂｐ。根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的大鼠 ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２和
ＧＡＰＤＨ基因序列，Ｐｒｉｍｅｒ３设计上下游引物。ＣＥＢＰα上游：５′
ＧＧＴＧＧＡＴＡＡＧＡＡＣＡＧＣＡＡＣＧＡ３′，下游：５′ＴＣＡＡＣＴＣＣＡＡＣＡＣ
ＣＴＴＣＴＧＣＴ３′，产物长度为１２２ｂｐ；ＰＰＡＲγ２上游：５′ＣＣＴＣＣＣＴ
ＧＡＡＴＡＡＡＧＡＴＧＧ３′，下游：５′ＣＡＣＡＧＣＡＡＡＣＴＣＡＡＡＣＴＴＡＧＧＣ
３′，产物长度为１２５ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游：５′ＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣ
ＣＡＡＧ３′，下游：５′ＣＡＣＡＧＧＡＧＡＣＡＡＣＣＴＧＧＴＣＣ３′，产物长度
为１１０ｂｐ。反应体系包括 ｃＤＮＡ、ＰＣＲ上下游引物、ＳｓｏＦａｓｔ
ＥｖａＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ、去离子水。反应条件：９５℃预变性 ３０ｓ、
９５℃ 变性５ｓ、退火３０ｓ、６５～９５℃每上升０．５℃采集荧光。
用２－△△Ｃｔ分析，以ＧＡＰＤＨ作为内参。

１．７　统计学分析
　　采用Ｐｒｉｓｍ５进行数据分析和作图，数据以珋ｘ±ｓ表示，各组
与血清组比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　成脂分化形态学观察
　　原代大鼠ＢＭＳＣｓ呈梭形，细胞核椭圆，核仁２～３个清晰可
见（图１Ａ）。大鼠ＢＭＳＣｓ经成脂诱导７２ｈ后，镜下观察可看到
细胞由梭形变为椭圆或圆形；诱导５ｄ时可见个别细胞细胞质
内有折光性强的小脂滴，多出现在细胞核周围。随着诱导时间

的延长，脂滴逐渐增多增大并融合（图１Ｂ）。经油红Ｏ染色后，
脂滴呈红色，细胞核、细胞质不着色（图１Ｃ）。

２．２　ａｔＲＡ对大鼠ＢＭＳＣｓ成脂分化的影响
２．２．１　不同浓度ａｔＲＡ对大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂分化的影响　　在
成脂诱导培养基中加入０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ后，成
脂分化受到显著抑制（图２）。在不同浓度 ａｔＲＡ持续作用下，
与血清组相比，除０．１μｍｏｌ／Ｌ差异不显著外，其余各浓度均抑
制成脂分化，且呈浓度依赖性；在１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ时，成脂分化
出现明显抑制（Ｐ＜０．０１）。经油红Ｏ染色提取法半定量测定细
胞内脂肪含量，检测到与镜下观察相一致的抑制效应（图３）。
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Ａ：原代培养５ｄ的大鼠ＢＭＳＣｓ；Ｂ：成脂诱导第１５天未染色；Ｃ：成脂诱导第１５天油红Ｏ染色
图１　大鼠ＢＭＳＣｓ原代培养及成脂分化染色观察　（倒置显微镜 ×２００）
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Ａ：空白对照组；Ｂ：血清组；Ｃ～Ｆ：分别为０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ组
图２　不同浓度ａｔＲＡ对大鼠ＢＭＳＣｓ成脂分化的影响　（倒置显微镜 ×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与血清组比较
图３　不同浓度ａｔＲＡ抑制ｒＢＭＳＣｓ成脂分化

２．２．２　ａｔＲＡ对大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂分化过程中 ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２
的调控作用　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ａｔＲＡ对大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂
诱导分化细胞培养１５ｄ后的ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２ｍＲＮＡ转录水平
的影响。与血清组相比，随着 ａｔＲＡ浓度的升高，ＣＥＢＰα、

ＰＰＡＲγ２受到抑制愈加明显（Ｐ＜０．０５），呈浓度依赖性，即ａｔＲＡ
浓度越高，抑制作用越强（图４）。
２．２．３　ａｔＲＡ作用不同时间对 ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２的影响　　从
油红Ｏ染色提取法检测 ａｔＲＡ对大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂诱导分化的
抑制效果发现，当ａｔＲＡ浓度为１．０μｍｏｌ／Ｌ时明显抑制了成脂
分化。因此我们选取在１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ的条件下观察其在不
同时间对 ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２的调控作用。发现，无论是 ＣＥＢＰα
还是ＰＰＡＲγ２，从开始诱导到成脂诱导的第５天，ａｔＲＡ对它们
的表达影响并不明显，而第１５天时其抑制效果非常显著（Ｐ＜
０．０１，图５）。

２．３　ａｔＲＡ对ＲＡＲα、ＲＡＲγ的影响
　　在大鼠ＢＭＳＣｓ成脂诱导分化过程中，经１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ
持续作用１５ｄ后，与血清组相比，ＲＡＲα表达无明显改变（Ｐ＞
００５），而ＲＡＲγ表达明显增加（Ｐ＜０．０１）。加入１．０μｍｏｌ／Ｌ
ａｔＲＡ的大鼠ＢＭＳＣｓ在成脂诱导分化过程中，第０、１、３、５、１５天
其ＲＡＲα表达与血清组相比无明显差异（Ｐ＞０．０５）。ＲＡＲγ在
第１、１５天表达明显增强（Ｐ＜０．０１）。见图６。
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Ａ：ａｔＲＡ对 ＣＥＢＰα的调控；Ｂ：ａｔＲＡ对 ＰＰＡＲγ２的调控；ａ：Ｐ＜
００５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与血清组比较

图４　不同浓度ａｔＲＡ对ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２的调控作用
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图５　１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ作用不同时间对ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ２的影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，与血清组比较
图６　１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ作用不同时间对ＲＡＲα、ＲＡＲγ的影响

３　讨论

　　目前关于ＲＡ对成脂作用的研究大多集中在前体
脂肪细胞向成熟脂肪细胞分化这一阶段［４，９］，而体内

脂肪细胞的来源已经被证实是 ＢＭＳＣｓ，因此研究
ＢＭＳＣｓ向前脂肪细胞、脂肪细胞的分化过程、调节机
制以及调节因子将为预治肥胖的发生提供重要的理论

依据，具有明显的应用价值和前景。

　　ａｔＲＡ是维生素Ａ在体内发挥作用的活性形式，其
对细胞分化、增殖有重要作用。体外研究证实 ＲＡ对
脂肪细胞的分化形成具有调节作用。本研究发现，加

入ａｔＲＡ后（０．１～０．５μｍｏｌ／Ｌ）大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂分化
受到抑制，与血清组相比其脂滴出现时间晚，细胞内脂

滴大小及含脂滴细胞数均低。油红 Ｏ染色提取法半
定量检测显示：ａｔＲＡ对大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂分化的抑制
作用呈浓度依赖性，这与王方等［１０］用 ａｔＲＡ处理人
ＢＭＳＣｓ的结果一致。Ｔｅｂｏｕｌ等［１１］用 ＲＡ干预 ｏｂ１７前
脂肪细胞系发现：０．１μｍｏｌ／ＬＲＡ部分抑制，１．０～
１００μｍｏｌ／ＬＲＡ完全抑制其向脂肪细胞分化，低于
１０．０ｎｍｏｌ／Ｌ抑制效果不明显。本研究发现，与血清组
（１０％ ＦＢＳ含 ＲＡ约 ４２ｎｍｏｌ／Ｌ）相比，在加入 １０、
５０ｎｍｏｌ／ＬａｔＲＡ时，大鼠 ＢＭＳＣｓ成脂未受到明显抑
制；当浓度达到３．０～１０．０μｍｏｌ／Ｌ时成脂分化被完全
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抑制，出现此不同是否由实验所用细胞种类不同及细

胞所处阶段不同导致，需要进一步研究证实。

　　ＲＡ发挥作用是通过其核受体 ＲＡＲｓ实现的，
ＲＡＲα及ＲＡＲγ在脂肪组织中均表达丰富。Ｘｕｅ等［１２］

研究发现，在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞向脂肪细胞分化过程
中：ＲＡＲαｍＲＮＡ水平基本不变，ＲＡＲγｍＲＮＡ水平下
降，但加入 ＲＡ后 ＲＡＲγ的下调被阻止。日本学者用
１μｍｏｌ／Ｌ的 ａｔＲＡ处理 ３Ｔ３Ｌ１细胞后，ＲＡＲγｍＲＮＡ
表达增加了４～５倍［１３］，ＲＡ通过上调ＲＡＲγ基因的表
达以维持其处于前脂肪细胞阶段［４］。本研究也发现：

用１．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ处理大鼠ＢＭＳＣｓ时，ＲＡＲγｍＲＮＡ
水平较血清对照组显著增加，但 ＲＡＲα无明显变化。
而且ＲＡＲγ的表达在诱导第１天和第１５天均显著高
于血清对照组，说明 ＲＡＲγ的作用在脂肪分化过程中
持续存在。

　　Ｂｅｒｒｙ等［１４］通过３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞和在体实验
发现：视黄酸是通过 ＲＡＲ调节前脂肪细胞分化，导致
体质量下降和改善胰岛素敏感性。在脂肪分化过程

中，ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白家族（包括 ＣＥＢＰα、β等）
与过氧化物酶体增殖激活受体γ（ＰＰＡＲγ）是重要调控
因子［６］：首先早期的ＣＥＢＰβ上调，进而诱导ＣＥＢＰα和
ＰＰＡＲγ。后者不仅是脂肪形成的决定因素，也是维持
分化状态所必需的。研究表明：高浓度 ＲＡ通过抑制
ＣＥＢＰα、ＰＰＡＲγ等阻止前脂肪细胞向脂肪细胞分
化［９，１５］；本研究发现，高浓度的 ａｔＲＡ抑制 ＢＭＳＣｓ向脂
肪细胞分化，并伴随着ＣＥＢＰα和ＰＰＡＲγ２的下调。在
诱导分化的前５ｄａｔＲＡ并未表现出明显的抑制作用，
但持续作用１５ｄ时其抑制作用显著。陈国柱等［１６］用

１０．０μｍｏｌ／ＬａｔＲＡ处理猪脂肪间充质细胞２４、４８、７２ｈ
后均抑制其向脂肪细胞分化。日本学者发现：在３Ｔ３
Ｌ１细胞向脂肪细胞分化开始时加入 １．０μｍｏｌ／Ｌ
ａｔＲＡ，４０ｈ后检测到ＰＰＡＲγ２表达下降［１３］。这与本研

究结果不一致，分析原因可能是：在 ＢＭＳＣｓ成脂分化
过程中要经历不同的细胞阶段，每个阶段细胞有其特

异性基因表达高峰，且这些基因间存在相互作用［１７］。

　　ＲＡ受体位于细胞核，其发挥作用须形成二聚体，
如ＲＡＲ：ＲＸＲ、ＲＸＲ：ＰＰＡＲγ。在ＲＡ抑制３Ｔ３Ｌ１细胞
系向脂肪细胞分化的研究中发现，ＲＡ上调 ＲＡＲγ同
时下调ＲＸＲα，这可能是因为在脂肪形成过程中 ＲＡ
对ＲＡＲ：ＲＸＲ异二聚体形成的抑制强于对 ＲＸＲ：
ＰＰＡＲγ异二聚体形成的抑制。
　　既往研究认为ＲＡ是在前脂肪细胞分化早期起作
用，分化开始后就不能阻止其向脂肪细胞分化［１５］。此

差异可能是因为：前脂肪细胞已是定向分化细胞，只能

分化为成熟脂肪细胞，而ＢＭＳＣｓ是多向分化干细胞且
在诱导条件去除后部分细胞又恢复其干细胞特性。因

此，ａｔＲＡ在ＢＭＳＣｓ向脂肪细胞分化的哪个时间段发
挥作用还需进一步研究。本研究证明 ａｔＲＡ在大鼠

ＢＭＳＣｓ向脂肪细胞分化过程中是通过 ＲＡＲγ发挥其
抑制作用的。
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