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TNF一 抑制成熟 3T3一L1脂肪细胞分泌 RBP4 

未友能，青 华，段 炼，梅 玫，程庆丰，李启富 

(重庆医科大学附属第一医院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察肿瘤坏死因子一 (TNF_ )对体外培养的成熟3T3一L1脂肪细胞分泌视黄醛结合蛋白4(Retinol Binding 

Protein 4，RBP4)的影响。方法：体外培养 3T3一L1细胞，待细胞完全融合后两天进行诱导分化为成熟脂肪细胞，应用不同浓度的 

重组 TNF一 干预，采用放射免疫分析法检测干预后不同时间成熟脂肪细胞 RBP4的分泌量。结果：(1)不同浓度 TNF_ (0．2、 

1．0、5．0、10ng／m1)对脂肪细胞 RBP4的分泌均有抑制作用，其抑制效应呈剂量依赖性：随着 TNF一 浓度的增加，RBP4水平降低 

越加明显。(2)各实验组随着干预时间延长，RBP4虽有降低之趋势，但组内各时间点差异无统计学差异。(3)二元回归分析提示 

TNF_ 对 RBP4有影响。结论：TNF一 能抑制成熟脂肪细胞 RBP4的分泌，其抑制效应有剂量依赖性，而与干预时间无关。 
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The tumor necrosis factor-13(inhibits retinol binding protein 4 secretion in 

mature 3T3-L1 adipocytes 

W EI You—neng et al 

(Department of Endocrinology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effects of tumor necrosis factor- (TNF一 )on retinol binding protein 4(RBP4)secreted 

by mature 3T3-L1 adipocytes in-vitro．Methods：3T3-L1 preadipocytes were cultured and differentiated into the mature 

adipocytes after 2 days of confluenence．Recombinant TNF- at different concentrations was added to the culture medium of 

fully differentiated adipocytes．Total protein of RBP4 secreted by these adipocytes was evaluated by radioimmunoassay(RIA)at 

various times．Results：(1)Treatment of mature 3T3一L1 adipocytes with TNF- at different concentrations(0．2，1．0，5．0， 

lOng／m1)decreased RBP4 secretion．The inhibitive effect of TNF一 on RBP4 was in dose dependent manner．The level of 

RBP4 decreased along with the elevated TNF一 concentration in the culture medium． (2)Almost the RBP4 secretion in all 

experiment groups had a decreasing tread at different time points．but there was no statistical difference in each group．(3) 

Regression analysis indicated TNF_ had significant associations with RBP4．Conclusion：TNF一 inhibits mature adipocytes 

RBP4 secreti0n in-vitro in dose-response effects．but there is no time-response effects． 

【Key words】Retinol binding protein 4(RBP4)；Tumor necrosis factor- (TNF一 )；Adipocyte． 

RBP4以往一直被认为只是结合、转运视黄醇 

(维生素 A)的载体蛋白ll】。2005年，Young等嘲发现 

它还是一种参与胰岛素抵抗 (Insulin Resistance， 

IR)的重要脂肪因子，与肥胖、糖尿病及多种心血管 

危险因子密切相关。在不同的胰岛素抵抗模型小 

鼠、2型糖尿病以及胰岛素抵抗患者中，血清RBP4 

浓度均呈不同程度的升高12一。现已证实肥胖可导致 

RBP4分泌增多，后者能引起和加重机体 IR[2．4]。而 

作者介绍： 

通讯作者： 

基金项目： 

未友能(1981一 )，女，硕士， 

研究方向：2型糖尿病与胰岛素抵抗。 

李启富，男，教授，E—mail：liqifu@yeah．net。 

重庆市卫生局资助项目(07一l一014)。 

TNF—d在肥胖和糖尿病及胰岛素抵抗患者体内水 

平增高已是不争的事实。目前已有研究表明，TNF— 

d能调节数种脂肪因子的表达，如使脂联素、瘦素 

分泌减少，白细胞介素 一6、单核细胞趋化蛋白一1分 

泌增加l 5】。作为新发现的脂肪因子 一RBP4是否同样 

受到TNF—d的调节报道甚少，因此本课题将探讨 

TNF—d对脂肪细胞分泌 RBP4的影响。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

3T3一L1前体脂肪细胞株(小鼠)购于上海中科院细胞 
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所 ，重组 TNF— 购于美国Peprotech公司，DMEM培养基购 

于美国 Gibco公司，胎牛血清购于杭州四季青生物材料有限 

公司，胰岛素、地塞米松、3一异丁基 1一甲基黄嘌呤(IBMX)购 

自美国Sigma公司，RBP4放免试剂盒购于北京康肽生物科 

技有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 3T3一L1前体脂肪细胞的培养 ，诱导分化和鉴定 根 

据 3T3一L1细胞培养方案，3T3一L1前体脂肪细胞用完全培养 

液(DMEM+10％胎牛血清 +青霉素 lOOU／ml+链霉素 lOOU／m1) 

在 37~C孵箱(5％CO：、95％空气)中培养 ，每 2d换 1次液，直 

至传代。待细胞生长至数量足够时，计数后将其以 10s个种 

于24孔板，种板后第 1d换液 1次，以后每 2d换液 1次，直到 

细胞生长至完全融合后2d时开始诱导分化，将培养液换为 

含 0．5mmol／L IBMX、10 g／ml胰岛素、1 mol／ml地塞米松的 

完全培养液培养。48h后，撤去地塞米松和 IBMX，将培养液 

换为只含 10 g／ml胰岛素的完全培养液培养。再培养 48h后 

将培养液换为完全培养液继续培养 ，每 2d换液 1次，直到第 

8～12d 90％以上的3T3一L1细胞分化为成熟脂肪细胞。光镜 

下见细胞由原来的长梭形变为圆形或者是椭圆形，内含脂 

滴。油红 O染色后 ，313一L1成熟脂肪细胞内脂滴成亮红色。 

1．2．2 TNF— 干预和标本采集 当细胞分化为成熟脂肪细 

胞后 ，将培养液换为含不同浓度 TNF— (0．2ng／ml、1．Ong／ml、 

5．0ng／ml、lOng／m1)(实验组)和不含 TNF— (对照组)的完全 

培养液，继续培养，分别在换液后的 1、4、8、12、24h收集培养 

液，离心后取上清保存于 一80℃。 

1．2．3 标本的测定 将标本从 一80℃取出，室温下溶解，混 

匀后采用放射免疫方法测定 RBP4浓度。 

1．3 统计学处理 

计量资料用x±s表示，各组间均数及组内均数的比较均 

采用方差分析，对各指标做二元相关分析和多元回归分析。 

所有数据分析在 SPSS12．0软件中完成，P<O．05判定为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 TNF一仅浓度对 RBP4分泌量的影响 

不同浓度的TNF一仅干预均能抑制成熟脂肪细 

胞分泌 RBP4，其总体抑制效应呈剂量依赖性：随着 

TNF一仅浓度的增加，RBP4水平降低越加明显。除 

1h和 8h外 ，各时间点的 RBP4浓度均随 TNF一仅干 

预浓度的增加而降低(见表 1)。 

2．2 时间对 RBP4分泌量的影响 

TNF一仅高浓度组(1．0n ml、5．0ng／ml、10ng／m1) 

的RBP4随着时间延长有分泌减少的趋势，如：TNF一 

仅1．Ong／ml组从 8h开始 RBP4有分泌逐渐下降的 

趋势；TNF一仅5．0ng／ml组和TNF一仅10ng／ml组从 12h 

开始，RBP4也有分泌减少的迹象；但经检测并无统 

计学意义，亦无时间效应关系。除 TNF一仅10ng／ml 

组 24h与 1 hRBP4分泌量的差别有统计学意义外 ， 

各实验组 内各时间点 比较均无统计学意义(见表 

1)。 

2I3 RBP4与TNF一仅、时间的相关分析 

二元相关分析提示 RBP4与 TNF一仅显著相关 

( 一0．339 7，P=-0．000 5)，而与时间无显著相关陛。以 

RBP4为应变量，TNF一仅和时间为自变量，进行多 

元回归分析，发现 TNF一仅是 RBP4的独立影响因 

素，回归方程为y=14．01—0．23x(y：RBP4浓度， g／ml； 

：TNF一仅浓度 ，ng／m1)。 

3 讨 论 

RBP4是机体内的一种转运蛋白，相对分子质 

量为 21ku，在生理条件下，肝脏是机体内 RBP4的 

首要来源，脂肪组织是第二主要来源(约为肝脏的 

21YV~～40％)，机体约213％的视黄醇存储在脂肪组织【2．61。 

但在多种 IR动物模型中，肝脏 RBP4表达无变化， 

而是脂肪组织分泌RBP4的增加导致了机体产生胰 

表 1 不同浓度 TNF— 培养基中成熟脂肪细胞 RBP4的分泌量(p~g／m1) 

与对照组(TNF— Ong／m1)RBP4分泌的均值比较，．P<0．05。 
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岛素抵抗闭。尽管多项研究都显示在肥胖、糖尿病和 

胰岛素抵抗患者体内，脂肪组织表达 RBP4增加，导 

致其循环水平也相应升高 ，但 RBP4增加的原因 

目前尚不清楚。 

TNF— 是由多种细胞分泌的一种细胞因子， 

相对分子质量为 17ku。血清中的TNF— 80％来源 

于巨噬细胞，而仅 20％以下由脂肪细胞产生。在肥 

胖状态下，脂肪细胞和巨噬细胞之间的反馈调节是 

引起机体内高水平 TNF— 的重要机制 J。因此多 

数肥胖、糖尿病和胰岛素抵抗患者，其体内TNF— 

是升高的。TNF— 又可通过多种机制调节其他脂 

肪因子的表达，使脂源性因子分泌紊乱 ，介导胰岛 

素抵抗的发生发展，加快糖尿病的进程l6J。目前，关于 

RBP4的分泌及表达是否受到其他细胞因子调节的 

报道甚少。因此本实验选用影响多种脂肪因子表达 

的TNF— ，探讨它对体外成熟脂肪细胞 RBP4分泌 

的影响。 

实验发现：虽各实验组随着干预时问延长，在 
一 定时问后，RBP4的分泌有降低之趋势，但组内各 

时间点经检测并无统计学意义，亦无时间效应关 

系。而总体上，实验中不同浓度的TNF— 均能抑制 

脂肪细胞分泌 RBP4，且呈剂量依赖性。这样的结果 

完全出乎我们的意料，因为 TNF— 处理脂肪细胞 

能引起胰岛素抵抗 ，并使多种炎症相关脂肪因子 

如：抵抗素、白细胞介素 一6、单核细胞趋化蛋白等表 

达增~H[6J，而实验却发现TNF— 能使与胰岛素抵抗、 

糖尿病正相关的脂肪因子一RBP4分泌降低。此结果 

与另一项发表于我们实验后期的研究一致，该研究 

对体外培养的人乳房脂肪细胞进行 TNF— 干预后 

引起了RBP4表达的下调ll1】。而在肥胖、糖尿病、胰 

岛素抵抗患者体内，脂肪组织分泌 RBP4是增加的， 

血清 RBP4水平也升高，这提示 RBP4分泌增加可 

能并非 TNF— 所致，而是其他炎症因子或是信号 

分子共同作用的结果。这种体内整体水平和体外单 

因素影响的不同导致结果迥异，既说明了生命的复 

杂性，又为我们提供了研究思路，也正是我们不断 

探究的方向。 

目前，TNF— 引起脂肪细胞 RBP4分泌减少的 

研究甚少，其具体机制还不清楚。最近的一研究证 

实，RBP4浓度在分离的人脂肪前体细胞里面是很 

低的，在细胞分化为成熟脂肪细胞中表达增加 。而 

另一细胞因子 一心房利钠肽(ANP)能促进人体脂肪 

细胞的脂解㈣，实验发现它也能减少体外培养的脂 

肪细胞 RBP4的分泌l1 4_。因此我们推测可能是随着 

脂肪细胞的分化成熟 ，RBP4逐渐分泌增多，加入 

TNF— 干预后，由于 TNF— 抑制脂肪细胞分化， 

促进脂肪细胞凋亡，抑制脂质合成，促进脂解等作 

用特点与 ANP一致，最终使得脂肪细胞内脂滴减 

小，所以两者均导致了脂肪细胞分泌 RBP4减少。另 
一 可能是 TNF— 影响了细胞代谢的其他途径，干 

扰了 RBP4的产生，最终致使其分泌减少。本研究结 

果显示 TNF— 能使体外培养成熟的3T3一L1脂肪 

细胞分泌 RBP4减少，但这一现象的其内在机制还 

有待于进一步的探讨。 
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一 系列细胞因子如：血管内皮生长因子 、色素细胞 

衍生因子等大量分泌，促使新生血管大量生成，导 

致 ROP[“。对 0～7d的小鼠玻璃体动脉消退和视网 

膜血管形成的研究表明，7d的小鼠视网膜血管发育 

最接近早产儿视网膜血管的特点【z惰这种小鼠置于 

高氧环境中会出现视网膜血管增生等类似与 ROP 

的表现，我们选择 7d龄 wistar新生鼠研究 ROP，是 

因为这种鼠具备的特性适合制备氧诱导的血管增 

生性视网膜病模型 。建立早产儿视网膜病变动物 

模型的关键是箱内的氧浓度是否稳定。预实验中我 

们发现氧浓度过低对新生血管的形成不利，而氧浓 

度过高 >80％则会使小鼠及哺乳母鼠的死亡率明显 

上升。同时箱内温度、湿度的控制也是影响小鼠存 

活的重要因素。本实验采用由市售整理箱改制成高 

氧箱，箱底铺钠石灰颗粒可保持干燥 ，使用透明胶 

密闭便于观察和换母鼠和饲料等物，且密闭性高。 

通过控制室内的温度和湿度间接控制箱内温度． 

3．2 视 网膜新生血管指标的量化 

由于正常的视网膜血管不会突破内界膜，故突 

破内界膜进入玻璃体腔的血管应视为新生血管 ， 

计数突破内界膜的内皮细胞核来反映视网膜血管 

的增殖具有科学性I 2l。HE染色可很好的显示视网膜 

结构和突破内界膜的血管内皮细胞核，使计数工作 

简便易行。为和玻璃体动脉内皮细胞核区别，我们 

仅计数与内界膜有联系的血管内皮细胞细胞核。视 

网膜铺片能直接反映视网膜血管的形态和分布，更 

加直观。视网膜 VEGF免疫组化的检测能半定量反 

映在高浓度氧环境中引起视网膜相对缺氧从而引 

起一系列细胞因子如 ：血管内皮生长因子大量分 

泌，促使新生血管大量生成。最后导致 ROP。 

此模型的建立简便经济，易于实施，结果稳定， 

可重复性强。是研究早产儿视网膜病新生血管发生 

机制及相关治疗的合适模型。 
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