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川芎嗪对 3T3- L1 增殖分化及分泌 Lep tin、PAI- 1 的影响
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［摘要］ 目的：研究川芎嗪 （Tetramethylpyrazine，TMP） 对小鼠前脂肪细胞 3T3-L1 增殖分化和分泌瘦素 （Leptin）、纤溶酶原

激活物抑制剂 （PAI-1） 的影响。方法：培养 3T3-L1 细胞，并分别用川芎嗪 5 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL 3 个浓度进行干预，

四甲基偶氮唑盐 （MTT） 测定 3T3-L1 的增殖；油红 O 进行染色以及染色比色法测定细胞分化程度；酶联免疫吸附法 （ELISA） 测

定细胞培养上清中 Leptin、PAI-1 含量。结果：川芎嗪 100 μg/mL 浓度组能明显抑制 3T3-L1 细胞的增殖，差异有统计学意义 （P ＜
0.01）；3 个浓度组对细胞分化均无明显影响；TMP 3 个浓度组对 Leptin 的分泌和 50 μg/mL、100 μg/mL 浓度组对 PAI-1 的分泌均

有明显抑制作用，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。结论：川芎嗪对脂肪细胞的调节作用以影响其分泌功能为主。
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Effect of Tetramethylpyrazine on Proliferation and Differentiation and Secreting Leptin
and PAI-1 of Preadipocyte 3T3-L1

LIU Xinying，ZHOU Lian，WANG Peixun
Abstract：Objective：To research the effect of tetramethylpyrazine (TMP) on proliferation and differentiation and secreting

Leptin and plasminogen activator inhibitor type 1(PAI- 1) of preadipocyte 3T3- L1 in rats . Methods：Cultured 3T3- L1 cells，and
intervene with TMP of 5 μg/mL，50 μg/mL and 100 μg/mL. Proliferation of 3T3- L1 was detected by methyl thiazolyl te trazolium
(MTT). Dying with Oil Red O and detected cell differentiated degree by s taining and colorimetric method， detected levels of
Leptin and PAI- 1 in cell culture supernatants by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA). Results：TMP with concentration
of 100μg/mL could inhibit cell proliferation obvious ly，3 groups of TMP with different concentrations had no obvious effect on
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川芎嗪(TMP)是从活血化瘀类中药川芎中提取的一种生物

碱单体，具有扩张血管，拮抗血小板凝集，清除氧自由基，加

快血液循环等作用[1～3]，目前研究还发现，在脂肪颗粒移植方

式隆胸手术中，川芎嗪对提高脂肪的成活率具有较明显的作

用[4]。前脂肪细胞(3T3- L1)是从小鼠胚胎的 Swiss3T3 细胞中

诱导分化出来的，能特异性地分化成脂肪细胞，是目前被广

泛应用于脂肪细胞研究的前脂肪细胞系。本试验以 3T3- L1
细胞为细胞模型探讨 TMP 对脂肪细胞增殖、分化、分泌功

能等方面的影响。
1 实验材料

1.1 细胞株 小鼠前脂肪细胞 3T3- L1，来源于上海细胞研究

所。
1.2 药物与试剂 TMP 来源于中国药品生物制品检定所；高

糖 DMEM 培养基(H- DMEM)，Gibco 公司产品；胎牛血清，

PAA 公司产品；地塞米松，ICN 公司产品；合成人胰岛素，

Novo Nordisk 公司产品；1- 甲 基 - 3- 异 丁 基 - 黄 嘌 呤

(IBMX)，Sigma 公司产品；油红 O，AMRESCO 公司产品；

小鼠 Leptin 检测试剂盒(ELISA)，武汉博士德生物工程有限公

司产品；小鼠 PAI- 1 检测试剂盒(ELISA)，Uscn Life Science
& Technology Company 公司产品。TMP 用纯水溶解，再用完

全培养液分别稀释至 5 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL 三个浓

度；完全培养液和诱导液配制参见文献[5]。
2 实验方法

2.1 3T3-L1 细胞的培养和诱导分化 参照文献[5]进行相关实

验。
2.2 TMP 对 3T3-L1 细胞增殖的影响 将处于对数生长期的

细胞按 1×103 个细胞 / 孔接种于 96 孔培养板中，每孔体积

200 μL，待细胞完全贴壁后，分别加入 5 μg/mL，50 μg/mL，

100 μg/mL 三个浓度的 TMP，每个剂量设 3 个平行孔，同时

分别设未加 TMP 的完全培养液组以及溶媒组作对照。加药培

养后 96 h，以 MTT法测定其增殖情况。
2.3 TMP 对 3T3-L1 细胞诱导分化的影响 在 3T3- L1 细胞完

全融合 2 d 后换用诱导液开始诱导的同时，分别加入三个浓度

的 TMP，直至实验结束，同时分别设未加 TMP 的完全培养液

组、单纯诱导液组、以及溶媒组作对照。对诱导分化 8 d 的

3T3- L1 细胞进行油红 O 染色，于显微镜下观察用异丙醇处理

染色的细胞，510 nm 波长检测吸光度值(OD 值)，对分化程度

进行定量[6]。
2.4 不同浓度 TMP 对 3T3-L1 细胞 Leptin、PAI-1 分泌的测定

将细胞按 1×105 个细胞 / 孔的密度接种于 24 孔培养板，1
mL/ 孔，5% CO2 孵育箱中培养，待细胞完全融合 2 d 后，换

用诱导液培养 48 h，然后换以含 10 μg/mL 胰岛素的完全培养

液培养 48 h，随后再换用完全培养液继续培养，2 d 换培养液

1 次，培养 96 h，共诱导分化 8 d，85%以上分化为成熟脂肪

细胞，然后用含 0.5% FBS 培养液血清饥饿 12 h，用不同浓

度的 TMP 继续培养 48 h，取上清液进行检测，同时设未加

TMP 的空白组和溶媒组作对照。用 ELISA 法测定细胞培养上

清中 Leptin、PAI- 1 含量，具体方法按试剂盒说明书操作。
2.5 统计学方法 实验结果数据用统计软件 SPSS11.0 进行

处理，组间比较采用 t 检验。
3 结果

3.1 不同浓度 TMP 对 3T3-L1 细胞增殖分化的影响 见表 1。
TMP100 μg/mL浓度组能明显抑制细胞的增殖，与培养液组比

较，差异有统计学意义(P＜0.01)，而其他两个浓度组对细胞增

殖无明显影响；TMP 三个浓度组对 3T3- L1 细胞分化无明显

影响。

表 1 不同浓度 TMP对 3T3-L1 细胞增殖

分化的影响(x±s，n=3)

与培养液组比较，①P ＜ 0.01；与诱导液组比较，②P ＜
0.01

3.2 不同浓度 TMP 对 3T3-L1 细胞分泌 Leptin、PAI-1 的影响

见表 2。TMP 在 5、50、100 μg/mL 三 个 浓 度 均 明 显 抑 制

3T3- L1 细胞 Leptin 分泌，与空白组比较，差异有统计学意义

(P＜0.01)；TMP 在 50、100 μg/mL 两个浓度对 PAI- 1 分泌有

明显抑制作用，差异有统计学意义(P＜0.05，P＜0.01)；溶媒

对细胞 Leptin、PAI- 1 分泌无影响。

cell differentiation. But 3 groups of TMP with different concentrations could inhibit Leptin secretion，and TMP with concentration
of 50μg/mL，100μg/mL could inhibit PAI- 1 secretion obvious ly. Conclusion：The regulation of TMP on fat cell mainly affects
secretion function.

Keywords： Tetramethylpyrazine (TMP)； Preadipocyte 3T3- L1； Proliferation； Differentiation； Leptin； Plasminogen
activator inhibitor type 1(PAI- 1)

组 别

培养液组

诱导液组

溶媒组

TMP

剂量 /μg/mL
—
—
—
5
50

100

细胞增殖(A570nm)
0.397±0.043

—
0.398±0.007
0.363±0.016
0.344±0.024
0.298±0.008①

细胞分化(A510nm)
0.496±0.095②

1.953±0.519
1.952±0.1 46
1.674±0.204
1.580±0.031
1.756±0.207
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表 2 不同浓度 TMP 对 3T3-L1 细胞 Leptin、
PAI-1 分泌的影响(x±s，n=3)

与空白组比较，①P ＜ 0.05；②P ＜ 0.01

4 讨论

脂肪组织不仅仅是被动的能量储存器官，而且是能分泌多

种蛋白质及细胞因子的内分泌器官，同时还具有重要的组织损

伤修复功能，脂肪组织数量的平衡与稳定与机体的正常代谢密

切相关[7~8]。脂肪细胞在脂肪组织中占三分之一，脂肪细胞的

数目和体积以及能量摄入及释放之间的平衡决定了生物体内脂

肪组织的数量，脂肪细胞是一类特殊的细胞，其细胞内含有

一个或多个脂滴，脂滴是细胞储存脂肪的一种形式。脂肪细

胞在脂肪组织中非常活跃，其数目、形态、细胞内脂肪的含

量以及细胞因子的分泌均处于动态变化过程中，脂肪细胞的

增殖分化以及分泌功能异常是导致许多脂肪代谢紊乱性疾病

的生物学基础。
Leptin 是第一个分离的脂源性激素，主要由脂肪细胞合成

分泌，Leptin 的表达和分泌量与脂肪含量及肥胖程度相关，

Leptin 是经典意义上的蛋白质类内分泌激素，具有十分广泛的

生理效应，脂肪代谢调节、机体内脂肪的沉积等都与 Leptin
密切相关。PAI- 1 是组织型纤溶酶原激活物(t- PA)和尿激酶型

纤溶酶原激活物(u- PA)的特异性快速抑制剂，能抑制纤维蛋

白溶解和细胞外基质降解，血浆中高浓度的 PAI- 1 是血栓形

成的危险因素，在糖尿病、心血管病变的发生中起重要作

用。虽然许多细胞均能分泌 PAI- 1，但在肥胖、胰岛素抵抗

时，脂肪组织被认为是其主要来源，循环中的 PAI- 1 水平与

腹型肥胖相关，被认为是联系肥胖、2 型糖尿病和心血管事

件的重要纽带。
川芎嗪是川芎中提取的有效生物碱四甲基吡嗪，具有多种

生物学功效，如对心脏疾病的治疗效果，肝、肾损伤的修复保

护作用，对肥胖性高血压症状的改善等[9～12]。本研究发现川芎

嗪对 3T3- L1 前脂肪细胞的增殖有明显抑制作用，而且对脂肪

细胞分泌 Leptin 和 PAI- 1 均有明显抑制作用，说明川芎嗪对

脂肪细胞的调节作用以影响其分泌功能为主。本研究以脂肪细

胞为切入点，探讨了川芎嗪的作用机制，但由于脂肪组织以及

内分泌调节网络的复杂性，其进一步的作用靶点和机制，有待

于深入研究。
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组 别

空白组

TMP5 μg/mL
TMP50 μg/mL
TMP100 μg/mL
溶媒组

Lept in(pg/mL)
649.50±7.31
602.91±6.23②

560.60±25.88②

521.09±23.45②

644.06±6.85

PAI- 1 (ng/mL)
4.15±0.25
4.09±0.59
3.63±0.44①

3.37±0.1 3②

4.17±0.08
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