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摘要摘要 为探讨腺病毒36型在人脂肪细胞分化过程中对PPARγ及CIDEC基因表达的调节作用，利用腺病毒感染人脂肪源性间

充质干细胞（hAMSC）、油红O染色和RT-qPCR鉴定Ad36诱导hAMSC分化为脂肪细胞模型；葡萄糖氧化酶法和甘油三酯终点

法测定人类腺病毒36型（Ad36）诱导hAMSC分化为脂肪细胞的过程中培养基葡萄糖浓度及细胞甘油三酯含量；RT-qPCR、
Western Blotting方法检测 Ad36诱导的人脂肪细胞中，PPARγ和 CIDEC蛋白表达水平的变化；用 PPARγ特异性抑制剂

GW9662抑制PPARγ表达后，Western Blotting方法检测Ad36诱导的人脂肪细胞中CIDEC蛋白质的表达。Ad36诱导的hAM⁃
SC定向分化成人脂肪细胞，分化过程中培养基葡萄糖含量较对照组显著降低（P<0.05），细胞内甘油三酯含量较对照组显著升

高（P<0.05），PPARγ和CIDEC基因表达水平较对照组显著升高（P<0.05），在诱导第6天表达水平最高，在使用GW9662抑制

PPARγ蛋白质表达后，CIDEC蛋白质表达水平较对照组显著降低（P<0.05）。从细胞水平证实，Ad36诱导人脂肪细胞分化过程

中，Ad36通过PPARγ上调CIDEC基因的表达水平。
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肥胖症是指体内脂肪堆积过多和（或）分布异常的多因

素慢性代谢性疾病。肥胖能引起机体代谢紊乱，导致高血

压、糖尿病、心脑血管等疾病发生 [1]。Dhurandhar等 [2]研究发

现，肥胖的发生与人类腺病毒 36型（adenouirus-36，Ad36）感

染有关。Ad36感染人群体重更大，脂肪含量更多；但具有良

好的血糖控制能力，血脂水平较低[3~5]。过氧化物酶体增殖物

激活受体γ（peroxisome proliferator-activated receptor，PPARγ）
主要表达于脂肪组织，与脂肪细胞分化关系密切。Ad36通过

激活 PI3K/AKT信号通路加速了脂肪细胞对葡萄糖的摄取，

进而增加了脂质沉积，但如何通过PPARγ促进脂肪细胞分化

的机制依然不清。细胞死亡诱导DNA断裂因子相似蛋白C
（Cell death-inducing DFF45-like effectors，CIDEC）家族与肥

胖以及脂肪细胞分化和脂代谢密切相关[6]。本课题组前期研

究发现，PPARγ在Ad36感染的维吾尔族肥胖患者的表达水平

较非感染人群显著升高 [7]。本研究探讨Ad36诱导人脂肪细

胞分化过程中对PPARγ及CIDEC基因表达的调节作用。

1 材料与方法
1.1 细胞培养

hAMSC细胞来自本课题组前期原代分离的人脂肪组

织 [8]，复苏 hAMSC，于含 10%FBS完全培养基中培养，隔天换

液，细胞汇合至80%后传代。

1.2 腺病毒感染

取对数生长期 P5代细胞，饥饿处理（不含 FBS的低糖-
DMEM）6~8 h，分别用感染复数（MOI）为 5的细胞感染Ad36
和Ad2，置37℃、5% CO2培养箱中孵育1 h，弃去病毒悬液，换

低糖-DMEM完全培养液，置 37℃、5% CO2培养箱培养。于

Ad36诱导后第6天进行油红O染色。

1.3 培养基葡萄糖浓度及细胞甘油三酯含量测定

细胞用无酚红培养基培养，在感染Ad36第0、2、4、6、8天
分别收获细胞上清，用RIPA裂解液收取总蛋白并定量，葡萄

糖氧化酶法测定培养基葡萄糖浓度，甘油三酯测定试剂盒测

定细胞内甘油三酯含量，测定结果用总蛋白含量进行标

准化。

1.4 细胞总RNA提取及RT-qPCR反应

分别收取Ad36和Ad2病毒感染0、2、4、6、8 d的细胞，用

Trizol法提取细胞总RNA，参照Promega试剂盒说明书逆转录

合成单链 cDNA。在GenBank中寻找病毒E1A、人PPARγ、人

CIDEC和人β-Actin mRNA序列，设计引物并由上海生物工程

技术有限公司合成。病毒E1A（上游引物：5'-TGAGCAGCA
GATGGCTCTAATCTC- 3'；下游引物：5'-GGTCTTCTTCTGA
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GGGTGATGACTC-3'）；人 PPARγ（上游引物：5'-GGGATCA
GCTCCGTGGATCT-3'；下游引物：5'-TGCACTTTGGATCTC
TTGAAGTT-3'）；CIDEC（上游引物：5'-TTGATGTGGCCCGT
GTAACGTTTG-3'；下游引物：5'-AAGCTTCCTTCATGATGC
GCTTGG-3'）；人β-Actin（上游引物：5'-GAGCACAGAGCC
TCGCCTTT-3'；下游引物：5'-GAGCGCGGCGATATCATCA-
3'）。利用ABI 7500实时荧光定量PCR仪进行RT-qPCR，分

别检测各组E1A、PPARγ和CIDEC基因表达变化情况。

1.5 Western Blotting实验

分别收取MOI为5病毒梯度感染0、2、4、6、8 d的细胞，用

RIPA裂解液立即提细胞总蛋白，BCA法定量总蛋白。样品用

上样缓冲液变性处理，160 V电泳50 min，恒流80 mA湿转到

PVDF膜上（BIO-RAD）。适当比例稀释一抗，4℃缓慢摇动孵

育过夜。适当比例稀释辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，

室温在摆摇床上缓慢摇动孵育 1 h。电化学发光法显色，

BIO-RAD图像采集系统采图，Image-J软件扫描灰度值。

1.6 统计学处理

采用 SPSS 17.0软件进行统计分析。所有数据经正态性

检验呈正态分布。多组间比较均采用单因素方差分析。以

双侧P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析
2.1 Ad36诱导的人脂肪细胞模型的建立

分别用MOI为 5的Ad36、Ad2感染 hAMSC，RT-qPCR检

测病毒E1A基因的表达量，结果显示：与第0天比较，Ad36和
Ad2感染后E1A基因表达水平均升高，且差异有统计学意义

（P<0.05）（图 1（a））。于诱导后第 4、6天进行油红O染色，用

相差显微镜采图（200×），细胞内出现红色脂滴（图1（e）、（f）），
而Ad2诱导的细胞未出现红色脂滴（图1（c）、（d））。

（a）病毒E1A基因mRNA表达水平

*表示P<0.05，下同

图1 病毒E1A基因mRNA及油红O染色结果(200×)
Fig. 1 Virus E1A mRNA expression and oil red experiments (200×)

（b）未感染腺病毒 （c）Ad2感染第4天

（d）Ad2感染第6天 （e）Ad36感染第4天 （f）Ad36感染第6天

2.2 Ad36影响人脂肪细胞葡萄糖摄取及甘油三酯含量

分别用MOI为 5的 Ad36和Ad2感染 hAMSC，分别测定

感染后第 0、2、4、6、8天培养基葡萄糖浓度及细胞内甘 油三

酯含量。结果显示，与第 0天比较，感染Ad36组培养基葡萄

糖浓度在第 4、6、8天下降，差异有统计学意义（P<0.05）（图 2
（a））；细胞内甘油三酯含量在第6、8天上升，差异有统计学意

义（P<0.05）（图 2（b））。而感染Ad2的阴性对照组，与第 0天
比较培养基葡萄糖浓度以及细胞内甘油三酯水平均无统计

学差异（P>0.05）（图2（a）、（b））。

2.3 PPARγ和CIDEC基因表达水平的改变

分别用 5 MOI Ad36和Ad2感染 hAMSC，分别检测感染

后第 0、2、4、6、8天PPARγ和CIDEC的mRNA、蛋白质表达水

平。结果显示，与第 0天比较，感染Ad36组PPARγ和CIDEC

的mRNA、蛋白质表达水平在第4、6、8天升高，差异有统计学

意义（图3）（P<0.05）。而感染Ad2的阴性对照组，与第0天比

较，PPARγ和CIDEC的mRNA、蛋白质表达水平均无统计学差

异（图3）（P>0.05）。

86



科技导报2016，34（3）

2.4 GW9662干预Ad36诱导的 hAMSC后CIDEC表达水

平的变化

分别用 10、25 μmol/L的GW9662干预Ad36诱导的人脂

肪细胞，结果显示，与单独感染Ad36组比较，GW9662干预组

的CIDEC蛋白表达水平均降低，差异有统计学意义（图4）（P<
0.05）。

*表示P<0.05

图2 腺病毒感染对培养基葡萄糖浓度及细胞内甘油三酯含量的影响

Fig. 2 Effect of Adinovirus to the glucose and TG content

*表示P<0.05

图3 Ad36诱导人脂肪细胞分化的第0、2、4、6、8天PPARγ、CIDEC基因表达水平的改变

Fig. 3 PPARγ, CIDEC mRNA and protein expression in Ad36 infected hAMSC

(a)PPARγ mRNA相对表达量 (b) CIDEC mRNA相对表达量

(c) PPARγ2蛋白质相对表达量 (d) CIDEC蛋白质相对表达量
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3 讨论
随着社会的发展，生活方式的改变，肥胖已成为世界性

重大健康问题。肥胖被定义为能量的摄入远超过了能量的

输出，表现为过多脂肪沉积[9]。引起肥胖的原因很多，包括遗

传因素、摄食行为、环境和心理因素等。近来研究发现，病毒

感染可能也是导致肥胖的一个原因，其中研究最多的是腺病

毒 36型。Ad36与人类肥胖以及与鼠、鸡、猕猴、小猿和兔子

等动物肥胖的关系已被许多国内外研究所证实。在人骨骼

肌细胞和骨髓间充质干细胞中，Ad36的E4orf1基因通过上调

葡萄糖转运蛋白4的表达来增加细胞对葡萄糖摄取[4-6]。尽管

如此，目前Ad36在脂肪细胞分化及脂代 谢的细胞和分子机

制尚不清楚。

脂肪细胞是由前脂肪细胞分化而来, 脂肪细胞的分化过

程主要涉及 PPARγ，C/EBPs和 SREBP-1C/ADD1这 3个关键

的转录调节因子。体内外研究均证实，C/EBPs能调控PPARγ

表达，在脂肪细胞分化全过程中具有重要作用[10]。Hamm等[11]

研究发现，在3T3成纤维细胞内PPARγ能使C/EBPα表达量增

加，从而促使其分化为成熟脂肪细胞。然而Wu等[12]在体内

研究发现，在 C/EBPα敲除的小鼠模型中，由于无内源性

PPARγ的表达，脂肪细胞分化受障碍。但在小鼠体内敲除

PPARγ基因，则小鼠在胚胎期死亡。因此PPARγ在脂肪细胞

分化过程中发挥着决定性的调控作用。PPARγ属过氧化物

酶体增殖物激活受体超家族成员，该家族有 3个成员基因：

PPARα、PPARβ/δ和PPARγ[13,14]。目前发现，PPARγ mRNA有4
种剪接体，但PPARγ mRNA只翻译两个蛋白，分别为PPARγ1
和PPARγ2[15,16]，PPARγ1主要分布于脂肪、骨骼肌、心肌和肝

脏等组织中，PPARγ2主要表达于脂肪组织中。Ren等[17]研究

发现，敲低 3T3-L1前脂肪细胞 PPARγ表达水平后，外源性

PPARγ2的表达可以使脂肪细胞继续分化，然而PPARγ1则无

此作用。本研究中选取的 hAMSC，在Ad36诱导后能定向分

化为成熟的人脂肪细胞，另外，Ad36诱导分化过程中PPARγ
2蛋白质的表达量随着诱导天数逐渐升高，表明在未使用经

典“鸡尾酒诱导”方法，Ad36可诱导 hAMSC分化为人的成熟

脂肪细胞。

研究发现，CIDE蛋白家族与肥胖以及脂肪细胞分化和代

谢密切相关 [5]。该蛋白质家族在人体内编码的蛋白分别为

CIDEA、CIDEB和CIDEC。人体内CIDEC主要表达于人的脂

肪组织中，定位于脂滴表面，参与多个小脂滴聚合成大脂

滴 [18]。同时，CIDEC促进甘油三酯合成，抑制ATGL（adipose
triglyceride lipase）、HSL（hormone sensitive lipase）将甘油三酯

分解为甘油和游离脂肪酸，降低循环中游离脂肪酸水平，进

而保护胰岛素的靶器官免受脂毒性作用，从而增加胰岛素敏

感性 [19,20]。在小鼠 3T3-L1 脂肪细胞中敲除 CIDEC 同源基

因——FSP27，则可以导致小的、弥散分布的脂滴出现，甘油

三酯储存下降，基础脂水解作用增强，葡萄糖摄取增加[21~24]。

对FSP27启动子研究结果表明，FSP27基因启动子区域存在

有PPARγ、C/EBPα等转录因子的结合位点[25,26]。本研究结果

显示，Ad36诱导的人脂肪细胞中，CIDEC蛋白质表达水平随

着诱导天数逐渐升高，表现出与PPARγ表达水平升高的一致

性，在使用了PPARγ的抑制剂GW9662后，Ad36诱导的人脂

肪细胞中CIDEC蛋白质的表达水平显著下降，提示在Ad36
诱导 hAMSC过程中，Ad36可能通过PPARγ上调CIDEC蛋白

质的表达水平。

在Ad36诱导 hAMSC分化为成熟的脂肪细胞过程中，培

养基葡萄糖浓度随着诱导天数逐渐下降、细胞甘油三酯含量

逐渐增多，提示Ad36通过增加细胞对葡萄糖的摄取，降低循

环中的葡萄糖浓度，这与感染Ad36肥胖人群具有良好的血

糖控制水平相一致。而进入细胞中的葡萄糖一方面进入分

解代谢，另一方面可能转化为甘油三酯，促进了 hAMSC向脂

肪细胞的分化过程。另外，CIDEC蛋白质表达水平在Ad36诱
导人脂肪细胞分化过程中逐渐升高，提示CIDEC可能通过抑

制参与脂肪分解的两个重要的酶ATGL和HSL，抑制甘油三

酯分解为甘油和游离脂肪酸，从而增加脂肪细胞中脂质聚

集，降低循环中游离脂肪酸的含量，增加胰岛素敏感性。因

图4 GW9662干预后CIDEC蛋白质表达水平的改变

Fig. 4 Change of CIDEC protein expression after treat with GW9662

*表示P<0.05

（a）CIDEC，PPARγ蛋白免疫印迹 （b）CIDEC，PPARγ蛋白质相对表达量
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此，推测Ad36可能通过PPARγ上调CIDEC的表达水平，促进

脂肪细胞的分化和脂质代谢过程，并且使Ad36感染的肥胖

人群出现血糖和血脂良性转化。然而Ad36是如何实现对

PPARγ表达水平的调节及PPARγ对CIDEC调控的分子机制

还不清楚，另外脂肪细胞分化和脂质代谢过程存在非常复杂

的调控网络，其他的转录因子和代谢酶的参与，以及转录后

和翻译水平的调节均有可能参与了调节过程。因此，Ad36诱
导人脂肪细胞过程不仅仅是通过调控 PPARγ，进而影响

CIDEC 表达水平而实现，有必要在后续研究中进行深入

探讨。

4 结论
利用Ad36诱导原代分离培养的hAMSC，发现Ad36能诱

导hAMSC向人成熟脂肪细胞分化。在体外分化过程中，培养

基中的葡萄糖含量减少、细胞内的甘油三酯含量增多，与此

同时，脂肪细胞分化相关的关键因子PPARγ表达水平显著升

高。CIDEC作为PPARγ下游与糖脂代谢相关的基因，其表达

水平在分化过程中显著升高。通过PPARγ特异性抑制剂抑

制PPARγ蛋白质的表达量后，CIDEC蛋白质表达水平随之降

低，说明在Ad36诱导 hAMSC过程中，Ad36可能通过 PPARγ
上调CIDEC的表达水平，进而促进脂肪细胞分化和影响糖脂

代谢。
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Regulation of PPARγ and CIDEC expressions in Ad36 induced
adipocyte differentiation

AbstractAbstract To investigate the regulation role of Ad36 on PPARγ and CIDEC in Ad36 induced adipocyte differentiation，human adipose-
derived mesenchymal stem cells（hAMSC）are infected with adenovirus and the adipocyte induced by Ad36 are identified using RT-qPCR
and oil red experiments. The expressions of PPARγ and CIDEC genes are determined by RT-qPCR and Western Blotting in Ad36 induced
hAMSC. Using GW9662, the PPARγ inhibitor inhibits the expression of PPARγ, then the CIDEC gene expression is detected by Western
Blotting in the Ad36 induced hAMSC. Ad36 induced hAMSC differentiates into human adipocyte in vitro, the glucose content in media is
reduced and TG content in cells is increased significantly during the differentiation compared to the control group (P<0.05), and the
expressions of PPARγ and CIDEC genes are upregulated gradually compared to the control group (P<0.05). CIDEC protein expression is
downregulated after treating Ad36 induced human adipocyte by GW9662, the PPARγ specific inhibitor, compared to Ad36 induced group
(P<0.05). In this study it is found that Ad36 upregulates CIDEC gene expression through PPARγ in Ad36 induced human adipocytes.
KeywordsKeywords human adipose-derived mesenchymal stem cell; adenovirus type 36; PPARγ; CIDEC
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