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性激素对 3T3鄄L1 脂肪细胞 Visfatin 表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察雌二醇、睾酮和孕酮对 3T3鄄L1 脂肪细胞 Visfatin mRNA 和蛋白表达的影响。 方法 摇 10 - 8

mol / L ~ 10 - 6 mol / L 雌二醇、睾酮或孕酮作用于 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪细胞,孵育过夜后收集细胞,分别采

用 RT鄄PCR 和 Western blot 检测 Visfatin mRNA 和蛋白的表达情况。 结果摇 在 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞,与对照组相

比,雌二醇和睾酮分别使 Visfatin mRNA 表达增加 24% (1郾 74 依 0郾 31 比 1郾 40 依 0郾 18,P < 0郾 05)和 28% (1郾 65 依 0郾 90
比 1郾 29 依 0郾 69,P < 0郾 05);而孕酮不影响成熟脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达。 雌二醇轻度增加成熟脂肪细胞 Visfa鄄
tin 蛋白表达,但无统计学差异;10 - 6 mol / L 睾酮使成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达增加 134% (0郾 61 依 0郾 40 比 0郾 26
依 0郾 05,P < 0郾 05)。 与雌二醇和睾酮不同,孕酮使成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达下调 32% (0郾 19 依 0郾 02 比 0郾 28 依
0郾 02,P < 0郾 05)。 在前脂肪细胞,与对照组相比,10 - 7 mol / L 和 10 - 6 mol / L 雌二醇使 Visfatin mRNA 表达增加 70%
(1郾 04 依 0郾 38 比 0郾 61 依 0郾 16,P < 0郾 01)和 123% (1郾 36 依 0郾 41 比 0郾 61 依 0郾 16,P < 0郾 01);睾酮使 Visfatin mRNA 表达

增加 76% (1郾 02 依 0郾 24 比 0郾 58 依 0郾 36,P < 0郾 05);孕酮使前脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达增加 2郾 6 倍(1郾 53 依 1郾 01
比 0郾 42 依 0郾 14,P < 0郾 05)。 结论摇 性激素通过促进或抑制脂肪细胞 Visfatin 基因或蛋白的表达,参与调节上述激素

引起的脂肪细胞胰岛素抵抗的病理生理过程。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To examine the effect of estradiol, testosterone and progesterone on Visfatin gene and protein
expression in cultured 3T3鄄L1 adipocytes and preadipocytes. 摇 摇 Methods摇 0 mmol / L (sex hormones鄄free DMEM / F12),
10 - 8 mol / L, 10 - 7 mol / L and 10 - 6 mol / L estradiol or testosterone or progesterone were added to cultured 3T3鄄L1 adipo鄄
cytes or preadipocytes overnight. 摇 Total RNA and proteins were extracted. 摇 Then the expression of Visfatin mRNA and
protein was measured by RT鄄PCR and Western blot, respectively. 摇 摇 Results 摇 Overnight incubation with estradiol in鄄
creased Visfatin mRNA expression in both adipocytes (24% to 21% , P < 0郾 05) at the concentration of 10 - 8 mol / L to
10 - 7 mol / L and preadipocytes (70% to 123% , P < 0郾 01) at 10 - 7 mol / L to 10 - 6 mol / L, respectively. 摇 Visfatin mRNA
expression increased by 28% (P < 0郾 05) at 10 - 8 mol / L testosterone in adipocytes, 76% (P < 0郾 05) at 10 - 7 mol / L testos鄄
terone in preadipocytes. 摇 Progesterone did not affect Visfatin mRNA expression on adipocytes, but had a marked increase
in Visfatin expression in preadipocytes by 2郾 6鄄fold (P < 0郾 05). 摇 In 3T3鄄L1 adipocytes, estradiol had small but insignifi鄄
cant effects on Visfatin protein expression, whereas testosterone had a much greater effect, increasing Visfatin protein by
134% at 10 - 6 mol / L (P < 0郾 05). 摇 However, progesterone significantly decreased Visfatin protein by 32% at 10 - 6 mol / L
(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 These data suggest that Visfatin may play a physiological role in the insulin resistance
caused by estradiol, testosterone or progesterone in 3T3鄄L1 adipocytes and preadipocytes.
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摇 摇 脂肪组织具有活跃内分泌功能,脂肪组织功能

失调被认为是肥胖和胰岛素抵抗发生的中心环

节[1]。 由 Fukuhala 等[2] 发现的新型脂肪细胞因子

Visfatin 可促进前脂肪细胞的分化和脂肪蓄积,参与

糖脂代谢平衡调节。 许多研究表明,生理浓度范围

内性激素有助于维护机体正常的胰岛素敏感性,然
而在高于或低于生理浓度范围时,这些激素可促进

胰岛素抵抗[3],但目前对其引起糖、脂代谢紊乱的

机制,尤其是对 Visfatin 在其中作用的研究尚少。 本

研究观察雌二醇、睾酮和孕酮诱导 3T3鄄L1 脂肪细胞

产生胰岛素抵抗状态下的 Visfatin mRNA 和蛋白表

达规律,旨在对 Visfatin 在脂肪细胞胰岛素抵抗中的

作用做进一步探讨。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 3T3鄄L1 前脂肪细胞株购于美国 ATCC 公司,分
化诱导剂 1鄄甲基 3鄄异丁基黄嘌呤 ( 1鄄methy1鄄3鄄
isobuthylxanthine,IBMX)、地塞米松(dexamethasone,
DEX)、胰岛素( insulin,INS)、雌二醇、睾酮和孕酮购

于 Sigma 公司。 引物由北京奥科生物有限公司合

成,100 bp DNA Ladder 购自北京天为时代科技有限

公司。 RT鄄PCR 试剂盒购于 TaKaRa 公司。 兔抗

Visfatin 多克隆抗体购自 Abcam 公司。 兔抗 茁鄄actin
多克隆抗体和辣根酶标记山羊抗兔 IgG 购自北京博

奥森公司。 辣根酶标记山羊抗兔 IgG (H + L) 和

ECL 化学发光试剂盒购自美国 Pierce 公司。
1郾 2摇 细胞培养、诱导分化

3T3鄄L1 前脂肪细胞置于含 10% 胎牛血清的

DMEM / F12 培养基中培养,2 天换液 1 次,细胞汇合

达 70%时,0郾 25%胰蛋白酶消化,传代至培养瓶,当
细胞完全汇合后 2 天(诱导分化第 0 天),加入 0郾 5
mmol / L IBMX、1 滋mol / L DEX、10 mg / L INS,2 天后

换用含 10% 胎牛血清和 10 mg / L INS 继续培养 2
天,然后换成仅含 10%胎牛血清的 DMEM / F12 至诱

导分化第 7 ~ 8 天。
1郾 3摇 性激素干预

将融合时前脂肪细胞和诱导分化成熟脂肪细

胞置于无血清的雌二醇、睾酮或孕酮培养液中孵育

过夜(18 h)后收集细胞,浓度分别为 0 mol / L、10 - 8

mol / L、10 - 7 mol / L 和 10 - 6 mol / L。
1郾 4摇 总 RNA 的提取和测定

严格按照 TRI reagent 试剂说明书步骤和条件

提取上述状态下细胞总 RNA,测定其吸光度(A)

值,A260 / A280 = 1郾 8 ~ 2郾 0。
1郾 5摇 Visfatin mRNA 表达水平的测定

以 RNA 为模板,以 Oligo(dT)为引物进行逆转

录,然后按照说明书进行 PCR 扩增。 Visfatin 上游

引物序列 5爷 鄄CAG TGC CTG TGT CTG TGG TCA鄄3爷,
下游引物序列 5爷 鄄CTA ATG AGG TGC CAC GTC
CTG鄄3爷,产物 665 bp;内参 茁鄄actin 上游引物序列

5爷 鄄ATG GGT CAG AAG GAC TCC TAT G鄄3爷,下游

引物序列 5爷 鄄ATC TCC TGC TCG AAG TCT AGA G鄄
3爷,产物 542 bp。 RT 体系 20 滋L,PCR 体系 25 滋L。
PCR 反应条件为:94益预变性 2 min,94益变性 30 s,
60益退火 30 s,72益延伸 1 min,循环 35 次,72益终

末延伸 5 min。 PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳,紫
外灯观察并照相,利用英国 UVP 公司 GDS8000 型

凝胶成像分析系统测定电泳条带吸光度值,以 Vis鄄
fatin / 茁鄄actin 条带吸光度比值表示 Visfatin mRNA 表

达的相对含量。 实验重复 4 次。
1郾 6摇 免疫印迹法检测细胞 Visfatin 表达

提取细胞总蛋白,取 40 滋g 蛋白进行 SDS鄄PAGE
电泳,转膜,封闭,加入抗 Visfatin(1颐 500)和 茁鄄actin
(1颐 500)的抗体,4益过夜;洗涤后加入辣根酶标记

的二抗,避光孵育 120 min,充分洗涤后与 ECL 化学

发光试剂反应,在底片上曝光,洗片后对结果进行

吸光度扫描分析,以特异性目的条带吸光度值与 茁鄄
actin 条带吸光度值的比值表示目的蛋白表达相对

含量。
1郾 7摇 统计学方法

实验数据以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞形态学观察

摇 摇 3T3鄄L1 前脂肪细胞表现为成纤维细胞样长梭

形,胞浆中无脂滴;分化成熟后,细胞变大、变圆,胞
浆可见明显的脂滴,呈“戒环冶状。
2郾 2摇 雌二醇对 3T3鄄L1 前脂肪细胞和成熟脂肪细胞

Visfatin mRNA 表达的调节

雌二醇刺激后 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪

细胞 Visfatin mRNA 表达明显上升。 在成熟脂肪细

胞,10 - 8 mol / L 和 10 - 7 mol / L 雌二醇分别使 Visfatin
mRNA 表达增加 24%和 21% (P < 0郾 05);而在前脂

肪细胞,10 - 7 mol / L 和 10 - 6 mol / L 雌二醇分别使

Visfatin mRNA 表达分别增加 70% 和 123% (P <
0郾 01;表 1 和图 1)。
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图 1. 雌二醇对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪细胞 Visfatin
mRNA 表达的影响摇 摇 1 为 0 mol / L 组,2 为 10 - 8 mol / L 组,3 为

10 - 7 mol / L 组,4 为 10 - 6 mol / L 组,5 为 100 bp DNA Marker。

Figure 1. Estradiol effects on Visfatin mRNA expression in
adipocytes and preadipocytes

2郾 3摇 睾酮对 3T3鄄L1 前脂肪细胞和成熟脂肪细胞

Visfatin mRNA 表达的调节

10 - 8 mol / L、10 - 7 mol / L 和 10 - 6 mol / L 睾酮孵

育过夜后,成熟脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达对分别

是对照组的 1郾 28 倍(P < 0郾 05),1郾 12 倍(P > 0郾 05)
和 0郾 91 倍(P > 0郾 05);10 - 8 mol / L 不影响前脂肪细

胞 Visfatin mRNA 表达,10 - 7 mol / L 和 10 - 6 mol / L 睾

酮使前脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达分别增加了

76% ( P < 0郾 05)和 29% ( P > 0郾 05;表 1 和图 2)。
2郾 4摇 孕酮对 3T3鄄L1 前脂肪细胞和成熟脂肪细胞

Visfatin mRNA 表达的调节

孕酮轻度抑制成熟脂肪细胞 Visfatin mRNA 表

达,但无统计学差异,却显著增加前脂肪细胞 Visfa鄄
tin mRNA 表达,10 - 7 mol / L 孕酮使 Visfatin 表达增

加了 2郾 6 倍(P < 0郾 05;表 1 和图 3)。
2郾 5摇 雌二醇、睾酮和孕酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞

Visfatin 蛋白表达的调节

10 - 8 mol / L、10 - 7 mol / L、 10 - 6 mol / L 雌二醇孵

育过夜后,3T3鄄L1 成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达

分别为对照组的 1郾 08、1郾 38 和 1郾 77 倍,但无统计

学差异(P > 0郾 05)。 10 - 6 mol / L 睾酮使 3T3鄄L1 成

熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达显著增加 1郾 34 倍(P
< 0郾 05)。 与雌二醇和睾酮不同,10 - 8 mol / L、10 - 7

mol / L、 10 - 6 mol / L 孕酮刺激后,Visfatin 蛋白表达分

别下调 13% (P > 0郾 05)、26% (P > 0郾 05)和 32% (P
< 0郾 05;表 2、图 4 和图 5)。

图 2. 睾酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪细胞 Visfatin
mRNA 表达的影响摇 摇 1 为 0 mol / L 组,2 为 10 - 8 mol / L 组,3 为

10 - 7 mol / L 组,4 为 10 - 6 mol / L 组,5 为 100 bp DNA Marker。

Figure 2. Testosterone effects on Visfatin mRNA expression
in adipocytes and preadipocytes

表 1. 雌二醇、睾酮和孕酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪

细胞 Visfatin mRNA 表达的影响(x 依 s, n = 4)
Table 1. Sex steroid hormone effect on Visfatin mRNA ex鄄
pression in 3T3鄄L1 adipocytes and preadipocytes

浓度(mol / L) 成熟脂肪细胞 前脂肪细胞

雌二醇 0 1郾 40 依 0郾 18 0郾 61 依 0郾 16

10 - 8 1郾 74 依 0郾 31a 0郾 56 依 0郾 21

10 - 7 1郾 69 依 0郾 45a 1郾 04 依 0郾 38b

10 - 6 1郾 43 依 0郾 29 1郾 36 依 0郾 41b

睾摇 酮 0 1郾 29 依 0郾 69 0郾 58 依 0郾 36

10 - 8 1郾 65 依 0郾 90a 0郾 58 依 0郾 25

10 - 7 1郾 44 依 0郾 73 1郾 02 依 0郾 24a

10 - 6 1郾 17 依 0郾 66 0郾 75 依 0郾 35

孕摇 酮 0 0郾 90 依 0郾 26 0郾 42 依 0郾 14

10 - 8 0郾 89 依 0郾 23 0郾 81 依 0郾 45

10 - 7 0郾 86 依 0郾 18 1郾 53 依 1郾 01a

10 - 6 0郾 70 依 0郾 09 0郾 59 依 0郾 23

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组(0 mol / L 组)比较。
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表 2. 性激素对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达的影

响(x 依 s, n = 3)
Table 2. Sex steroid hormone effect on Visfatin protein ex鄄
pression in 3T3鄄L1 adipocytes

浓度(mol / L) 成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白

雌二醇 0 0郾 26 依 0郾 05
10 - 8 0郾 28 依 0郾 04
10 - 7 0郾 36 依 0郾 13
10 - 6 0郾 46 依 0郾 23

睾摇 酮 0 0郾 26 依 0郾 05
10 - 8 0郾 35 依 0郾 13
10 - 7 0郾 44 依 0郾 17
10 - 6 0郾 61 依 0郾 40a

孕摇 酮 0 0郾 28 依 0郾 02
10 - 8 0郾 25 依 0郾 07
10 - 7 0郾 21 依 0郾 07
10 - 6 0郾 19 依 0郾 02a

a 为 P < 0郾 05,与对照组(0 mol / L 组)比较。

图 3. 孕酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞和前脂肪细胞 Visfatin
mRNA 表达的影响摇 摇 1 为 0 mol / L 组,2 为 10 - 8 mol / L 组,3 为

10 - 7 mol / L 组,4 为 10 - 6 mol / L 组,5 为 100 bp DNA Marker。

Figure 3. Progesterone effects on Visfatin mRNA expression
in adipocytes and preadipocytes

3摇 讨摇 论

Visfatin 是 2005 年由日本科学家 Fukuhara 等在

腹部脂肪组织中发现并命名。 尽管报道 Visfatin 模

图 4. 雌二醇和睾酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表

达的影响摇 摇 1 为对照组,2 ~ 4 为 10 - 8 mol / L ~ 10 - 6 mol / L 雌二

醇组,5 ~ 7 为 10 - 8 mol / L ~ 10 - 6 mol / L 睾酮组。

Figure 4. Estradiol and testosterone effect on Visfatin pro鄄
tein expression in 3T3鄄L1 adipocytes

图 5. 孕酮对 3T3鄄L1 成熟脂肪细胞 Visfatin 蛋白表达的影响

1 为对照组,2 ~ 4 为 10 - 8 mol / L ~ 10 - 6 mol / L 孕酮组。

Figure 5. Progesterone effects on Visfatin protein expres鄄
sion in 3T3鄄L1 adipocytes

拟胰岛素生物学作用的文章被撤回[4],但对 Visfatin
与肥胖症、胰岛素抵抗的相关性研究已取得一定进

展。 Visfatin 显著促进小鼠胰岛 beta 细胞分泌胰岛

素和增强胰岛素受体的磷酸化水平[5],诱导 3T3鄄L1
脂肪细胞葡萄糖转运体 4(GLUT4)从胞浆向胞膜转

位[6];肥胖症和 2 型糖尿病患者血浆 Visfatin 浓度升

高,并与胰岛素水平正相关[7鄄9];这些研究表明 Vis鄄
fatin 参与糖代谢和胰岛素抵抗的调节。 大量研究

证实性激素也与糖代谢、胰岛素敏感性密切相

关[3]。 性激素主要通过调节胰岛素介导的信号通

路影响胰岛素的敏感性,生理浓度的性激素有利于

胰岛素受体、胰岛素受体底物、磷脂酰肌醇鄄3 激酶

和 GLUT4 的激活,高浓度作用则相反[10鄄12]。 目前,
性激素与胰岛素敏感性的关系已经得到充分肯定。
Visfatin 与性激素均参与调节机体糖、脂代谢,它们

之间可能存在一定的关系。 大量研究证实,妊娠期

妇女存在胰岛素抵抗,这种胰岛素抵抗的发生与妊

娠后体内孕激素和 /或雌激素水平升高有关,至少

部分相关。 本研究中,雌二醇显著增强 3T3鄄L1 脂肪

细胞和前脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达,尽管蛋白表

达有增强的趋势,但无统计学差异。 孕酮促进前脂

肪细胞 Visfatin 表达,却抑制成熟脂肪细胞 Visfatin
表达。 在 Zhou 等[6] 研究中,16 滋g / L(10 - 8 mol / L)
雌二醇和 190 滋g / L(10 - 7 mol / L)孕酮仅轻度增加

3T3鄄L1 脂肪细胞 Visfatin mRNA 表达(无统计学差

异),但模拟孕期雌二醇,雌三醇和孕酮同时刺激

3T3鄄L1 脂肪细胞,Visfatin mRNA 表达增加了 13 倍,
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提示体内性激素之间存在协同作用。 虽然妊娠期

妇女 Visfatin 水平受多种因素影响,而临床研究证实

妊娠期血浆 Visfatin 水平显著升高[13],Visfatin 的升

高可能代偿胰岛素敏感性的下降和促进胎儿糖的

利用以利于胎儿的生长需要。
高胰岛素血症和高雄激素血症是多囊卵巢综

合征(polycystic ovary syndrome,PCOS)的两大基本

特征。 相关机制尚未明确。 本研究中,10 - 8 mol / L
~ 10 - 6 mol / L 睾酮在一定成程度上促进 3T3鄄L1 成

熟脂肪细胞和前脂肪细胞 Visfatin 的 mRNA 和 /或
蛋白表达,与临床上 PCOS 患者同时存在高血清睾

酮水平和高 Visfatin 水平相符[14]。 研究表明,睾酮

抑制一氧化氮合酶的生成从而减少一氧化氮的合

成,而后者抑制 Visfatin 的表达,最终使 Visfatin 的表

达增加[15],与本研究结果一致,具体机制还需要进

一步的证实。 此外,PCOS 时雌二醇生成增加,而本

研究证实雌二醇促进脂肪细胞 Visfatin 的表达。 一

方面,高浓度睾酮抑制脂肪细胞乃至机体葡萄糖利

用,损害胰岛素敏感性[14,16];另一方面,高雄激素可

导致脂肪沉积[17],合成更多 Visfatin 以代偿胰岛素

敏感性下降,并进入血液循环,引起高 Visfatin 血症。
由此推测,在高睾酮状态,如 PCOS 和绝经后妇女

等,Visfatin 和胰岛素水平升高,但其下游信号分子

GLUT4 蛋白等活性的下降,最终导致 Visfatin 和胰

岛素功能的损害,引起胰岛素抵抗,甚至 Visfatin 抵

抗,但尚有待深入研究。 而我们前期研究表明睾酮

可引起促酰化蛋白功能抵抗[16],由此可见胰岛素抵

抗和促酰化蛋白抵抗甚至可能瘦素、Visfatin 等其它

脂肪因子抵抗共同参与高雄激素诱导的脂肪细胞

功能失调。
综上,在某些高性激素状态下,如性激素替代

治疗、妊娠、PCOS 或体外研究等,Visfatin 表达的变

化,可能代偿胰岛素敏感性下降,也可能性激素导

致 Visfatin 功能受损,参与高性激素导致的糖、脂代

谢紊乱状态。
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