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摘要　低功率激光照射（ＬＰＬＩ）可以激活细胞内多种信号途径促进细胞增殖、迁移、分化等，但是ＬＰＬＩ能否调节脂

肪细胞内胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）和蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）促进甘油三酯的合成却尚未见报道。利用ＬＰＬＩ刺激前脂

肪细胞和成熟脂肪细胞并结合蛋白质免疫印迹法分析处理后细胞内ＥＲＫ和 Ａｋｔ活性的变化。研究结果表明

ＬＰＬＩ处理后前脂肪细胞内ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性增高，而ＬＰＬＩ处理成熟脂肪细胞后ＥＲＫ活性下降而 Ａｋｔ活性增

高，说明ＬＰＬＩ在脂肪细胞内可以差异性调节ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性。此外，ＬＰＬＩ能通过抑制ＥＲＫ、激活Ａｋｔ而增加

胰岛素抵抗脂肪细胞内甘油三酯的含量。该结果暗示ＬＰＬＩ可能通过调节ＥＲＫ与 Ａｋｔ信号缓解脂代谢紊乱造成

的胰岛素抵抗。
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１　引　　言

低功率激光照射（ＬＰＬＩ）可以激活细胞内多种信

号途径从而促进细胞增殖、迁移、分化等。ＬＰＬＩ已经

被广泛应用于再生缺陷疾病的治疗和促进伤口的愈

合［１］。然而ＬＰＬＩ调节生理过程的分子机制仍未不清

楚。一种可能的机制是ＬＰＬＩ处理后光能被胞内发色

基团吸收导致代谢能的改变，细胞内三磷酸腺苷

（ＡＴＰ）水平增加
［２］。另外一些研究表明ＬＰＬＩ可诱导

细胞膜释放Ｃａ２＋，导致胞内Ｃａ２＋浓度瞬时增高
［３］，激

活蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）
［４］。目前的研究表明ＬＰＬＩ可能

激活细胞膜上的Ｇ蛋白偶联受体
［５］或激活细胞膜上

的酪氨酸激酶［６］，从而引起胞内信号分子如原癌基因

编码的酪氨酸蛋白激酶（Ｓｒｃ）、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）、蛋

白激酶Ｂ（Ａｋｔ）、大鼠肉癌蛋白（Ｒａｓ）和胞外信号调节

激酶（ＥＲＫ）等活化
［７－８］，进而引起多种细胞生理过

程。最新的研究表明，ＬＰＬＩ可以通过激活血管内皮

细胞中的Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路促进转录因

子ＳＰ１的转录活性并诱导细胞增殖
［９］。此外，ＬＰＬＩ

还可以通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号以配体非依赖的方

式诱导核转录因子———雌激素受体在细胞核内的重

分布及转录活性的升高［１０］。

不同细胞内相同信号蛋白的功能不尽相同。如

在前脂肪细胞中，活化的ＥＲＫ能促进细胞的增殖
［９］，

而在成熟的脂肪细胞中，活化的ＥＲＫ能磷酸化生脂

基因ＰＰＡＲγ而促进其降解
［１１－１３］，进而促进甘油三酯

的分解。活化的Ａｋｔ除了能促进细胞摄取葡萄糖外，

还能抑制甘油三酯脂肪酶的活性，减少甘油三酯的分

解，促进能量储存［１４］，与ＥＲＫ共同维持脂肪细胞内甘

油三酯合成与分解的平衡。有研究表明，胰岛素抵抗

的脂肪组织中，Ａｋｔ的活性被抑制，ＥＲＫ 过度激

活［１５－１６］，导致脂肪细胞内甘油三酯大量分解，产生过多

游离脂肪酸并加重胰岛素抵抗，导致２型糖尿病
［１７－１８］。

ＬＰＬＩ通过激活 Ａｋｔ和ＥＲＫ促进细胞增殖已

被证实，但在脂肪细胞中，ＬＰＬＩ是否可以差异性调

节ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性，促进甘油三酯的合成还尚

未见报道。因此，本文利用ＬＰＬＩ刺激前脂肪细胞

和成熟脂肪细胞并结合蛋白质免疫印迹法分析

ＬＰＬＩ处理后细胞内ＥＲＫ和 Ａｋｔ活性及甘油三酯

含量的变化。

２　材料与方法

２．１　实验材料

细胞培养基ＤＭＥＭ／Ｆ１２购于英国 ＧＩＢＣＯ公

司；ＥＲＫ 和 Ａｋｔ 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Ｃｅｌｌ

ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司；胰 岛 素、地 塞 米 松

（Ｄｅｘ）、ＩＢＭＸ和ＯｉｌｒｅｄＯ等其他试剂主要购于美

国Ｓｉｇｍａ公司；荧光羊抗兔二抗购自美国Ｒｏｃｋｌａｎｄ

Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ公司。甘油三酯检测试剂盒购自

普利莱基因技术有限公司。

２．２　细胞培养与脂肪细胞的分化

３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞购自ＡＴＣＣ公司。细胞培

养在含体积分数１０％小牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

基中，并置于含体积分数５％ ＣＯ２ 的３７ ℃恒温

Ｔｈｅｒｍｏ培养箱中培养。３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导

分化为成熟脂肪细胞的具体方法参考相关文献进行

操作［１９］：细胞融合２天后，加入诱导 Ａ液（５ｍｇ／Ｌ

胰岛素，１μｍｏｌ／ＬＤｅｘ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ）培养

２天，之后换诱导Ｂ液（５ｍｇ／Ｌ胰岛素）培养２天，

最后加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养至第８天。大约

８天后，３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化为成熟脂肪细

胞。胰岛素抵抗模型的建立参考相关文献进行操

作［２０］：将成熟的脂肪细胞孵育地塞米松（２０ｎｍｏｌ／Ｌ）

８天，即可诱导脂肪细胞产生胰岛素抵抗。

２．３　脂肪细胞鉴定

ＯｉｌｒｅｄＯ是一种油溶性偶氮染料，可以与细胞

中的中性脂肪滴结合而使之着色。将诱导培养８天

的脂肪细胞用ＰＢＳ清洗２遍并使用体积分数３．７％

的甲醛溶液室温固定１０ｍｉｎ，随后加入 ＯｉｌｒｅｄＯ

工作液染色３０ｍｉｎ，最后用ＰＢＳ轻轻洗２遍去除多

余的染料并置于显微镜（１００×）下观察，颜色越深

（红色）说明胞内的中性脂肪滴越多。

２．４　犔犘犔犐处理细胞

使用无血清培养基饥饿３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞和

成熟脂肪细胞过夜，之后使用６３２．８ｎｍ氦氖激光

照射细胞１０ｍｉｎ，使用ＬＰＬＩ的剂量分别为２．５，５，

１０Ｊ／ｃｍ２。

２．５　免疫印迹分析

使用无血清培养基饥饿３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞和

成熟脂肪细胞过夜，之后使用６３２．８ｎｍ氦氖激光

照射细胞，然后利用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验检测相关蛋

白表达量的变化，具体方法如下［２１］：将细胞（７５ｃｍ２

培养瓶，２×１０６ 个细胞）破碎提取总蛋白并使用

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白。将分离后的

蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上并在４℃孵育一抗过夜，随

后使用ＴＢＳＴ清洗ＰＶＤＦ膜并于室温孵育荧光二

抗２ｈ，最后利用 ＯＤＹＳＳＥＹ激光双色红外成像系

统分析结果。
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３　结　　果

３．１　犔犘犔犐以剂量依赖的方式激活３犜３犔１前脂肪

细胞内的犈犚犓和犃犽狋

为检测ＬＰＬＩ是否能激活３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞

胞内的ＥＲＫ和Ａｋｔ，将培养的细胞饥饿过夜并使用

不同剂量的ＬＰＬＩ（２．５，５，１０Ｊ／ｃｍ２）处理细胞，未处

理组（ｃｏｎｔｒｏｌ）作为对照。ＬＰＬＩ处理后０．５ｈ收集

细胞，提取蛋白并利用蛋白质免疫印迹法检测不同

剂量ＬＰＬＩ处理后３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞内ＥＲＫ和

Ａｋｔ磷酸化水平。实验结果表明，ＬＰＬＩ以剂量依赖

的方式诱导３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞中ＥＲＫ和 Ａｋｔ磷

酸化水平的上升，如图１（ａ）和（ｂ）所示。此外，图１

（ａ）和（ｂ）结果显示不同剂量的ＬＰＬＩ不能影响Ａｋｔ

和ＥＲＫ总蛋白的表达。活化的ＥＲＫ可以促进转

录因子ＳＰ１的转录活性并诱导血管内皮细胞增

值［９］，而ＬＰＬＩ能否通过激活ＥＲＫ促进前脂肪细胞

增殖，抑制脂肪细胞分化有待于进一步的研究。为

检测ＬＰＬＩ激活ＥＲＫ的效应是否是瞬时效应，利用

２．５Ｊ／ｃｍ２和５Ｊ／ｃｍ２ 的ＬＰＬＩ处理细胞，分别于处

理后０．５、１、２ｈ提取蛋白并检测３Ｔ３Ｌ１前脂肪细

胞内ＥＲＫ磷酸化水平。实验结果表明ＬＰＬＩ处理

细胞后２ｈＥＲＫ的磷酸化水平仍然高于对照组，说

明ＬＰＬＩ引起细胞内ＥＲＫ活化不是瞬时效应。如

图１（ｄ）所示。

图１ ＬＰＬＩ激活３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞内的ＥＲＫ和Ａｋｔ

Ｆｉｇ．１ ＬＰＬＩａｃｔｉｖａｔｅｓＥＲＫａｎｄＡｋｔｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

３．２　３犜３犔１细胞的分化与脂肪细胞的鉴定

图２ 成熟脂肪细胞的鉴定（１００×）

Ｆｉｇ．２ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｔｕｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（１００×）

３Ｔ３Ｌ１细胞是小鼠的前脂肪细胞株，具有分

化为成熟脂肪细胞的潜能。研究中使用诱导 Ａ液

（含５ｍｇ／Ｌ胰岛素，１μｍｏｌ／ＬＤｅｘ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＢＭＸ）和诱导Ｂ液（５ｍｇ／Ｌ胰岛素）成功诱导３Ｔ３

Ｌ１前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞。细胞分化８

天后用ＯｉｌｒｅｄＯ染色，实验结果发现诱导分化后脂

肪细胞内会储存大量的中性脂肪滴，如图２所示。

３．３　犔犘犔犐差异性调节成熟脂肪细胞中 犈犚犓 和

犃犽狋的活性

为探究ＬＰＬＩ对成熟脂肪细胞中ＥＲＫ和 Ａｋｔ

活性 的 影 响，使用 不同 剂 量 的 ＬＰＬＩ（２．５、５、

１０Ｊ／ｃｍ２）处理脂肪细胞，未处理组（ｃｏｎｔｒｏｌ）作为对

照，利用蛋白质免疫印迹法检测脂肪细胞中ＥＲＫ

和 Ａｋｔ磷酸化水平的变化。实验结果显示，ＬＰＬＩ

能够诱导Ａｋｔ的磷酸化水平升高［如图３（ａ）所示］，

却降低了ＥＲＫ的磷酸化水平［如图３（ｂ）所示］。这

个结果表明ＬＰＬＩ能够在脂肪细胞中差异性调节

ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性，并暗示了ＬＰＬＩ可能促进成熟

脂肪细胞内甘油三酯的合成［２２－２３］。为探究 ＬＰＬＩ

抑制脂肪细胞中 ＥＲＫ 磷酸化是否瞬时效应，用

５Ｊ／ｃｍ２的ＬＰＬＩ处理细胞，分别于处理后０．５、１、２ｈ

提取总蛋白检测ＥＲＫ磷酸化水平的变化。实验结
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果表明ＬＰＬＩ处理后２ｈＥＲＫ的磷酸化水平仍然较

低，说明ＬＰＬＩ引起脂肪细胞内ＥＲＫ的活性降低不

是瞬时效应，如图３（ｃ）所示。

图３ ＬＰＬＩ差异性调节成熟脂肪细胞中ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性

Ｆｉｇ．３ ＬＰＬＩｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＲＫａｎｄＡｋｔｉｎｍａｔｕｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

３．４　犔犘犔犐抑制胰岛素抵抗脂肪细胞内甘油三酯的

分解

为验证ＬＰＬＩ能够抑制脂肪细胞内甘油三酯的

分解，将成熟脂肪细胞用含２０ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松培

养８天诱导其产生胰岛素抵抗，随后分别使用

１０Ｊ／ｃｍ２ＬＰＬＩ（Ｄｅｘ＋ＬＰＬＩ），ＰＤ９８０５９（ＭＥＫ抑制

剂）（Ｄｅｘ＋ＰＤ９８０５９）和 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ 抑制

剂）（Ｄｅｘ＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）处理细胞。８天后破碎细

胞提 取 胞 内 甘 油 三 酯，以 成 熟 的 脂 肪 细 胞

（ｕｎｔｒｅａｔｅｄ）为阳性对照，用胰岛素抵抗的脂肪细胞

（Ｄｅｘ）为阴性对照，试剂盒检测细胞内甘油三酯的

含量。实验结果显示，用Ｄｅｘ处理８天后，脂肪细

胞胞内甘油三酯含量明显减少，而使用１０Ｊ／ｃｍ２

ＬＰＬＩ和ＰＤ９８０５９处理细胞能显著抑制胰岛素抵抗

的脂肪细胞内甘油三酯的分解。加入 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ

处理组甘油三酯含量较胰岛素抵抗组有所减少，说

明ＬＰＬＩ能减少胰岛素抵抗的脂肪细胞内甘油三酯

的分解。胰岛素抵抗的脂肪细胞会释放过多的

ＦＦＡ，影响其他组织（肝、胰岛、肌肉）代谢平衡而加

重胰岛素抵抗。而ＬＰＬＩ能否作用于活体的脂肪组

织，减少ＦＦＡ的释放，从而缓解胰岛素抵抗还需要

更深入的探究。总而言之，此结果揭示了ＬＰＬＩ在

前脂肪细胞与成熟脂肪细胞内不仅能够差异性调节

ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性，而且能够减少胰岛素抵抗脂肪

细胞内甘油三酯的过度分解，为ＬＰＬＩ更好地运用

于临床治疗２型糖尿病提供理论依据。

图４ ＬＰＬＩ通过抑制ＥＲＫ和激活Ａｋｔ上调胰岛素

抵抗脂肪细胞内甘油三酯含量

Ｆｉｇ．４ ＬＰＬＩｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｉｎ

ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＲＫ

　　　　　　ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＡｋｔ

４　结　　论

利用ＬＰＬＩ刺激前脂肪细胞与成熟脂肪细胞发

现ＬＰＬＩ能差异性调节ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性。这种

现象可能是由于在脂肪细胞中高表达一些特殊的信

号分子，如Ｄｏｋ１蛋白。Ｄｏｋ１作为广谱酪氨酸激酶

受体的接头蛋白，能募集ｐ１２０ｒａｓＧＡＰ，从而抑制

Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路。然而，关于 ＬＰＬＩ

差异性调节脂肪细胞中ＥＲＫ和Ａｋｔ的具体分子机
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制还尚待进一步深入研究。

ＰＰＡＲγ是脂肪细胞中重要的生脂因子，能与

ＲＸＲ组成异二聚体，起始转录多种参与脂肪生成的

蛋白分子，如ＦＡＢＰ４，ａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈａｓｅ，ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ

等，促进甘油三酯合成，目前已成为治疗肥胖相关胰

岛素抵抗的重要靶点。有研究表明，活化的ＥＲＫ

能入核磷酸化ＰＰＡＲγ，促进其泛素化降解从而加速

甘油三酯的分解。另外一些研究表明，Ａｋｔ可以抑

制多种脂肪酶（甘油三酯脂肪酶、激素敏感的脂肪

酶）而抑制甘油三酯的分解。胰岛素抵抗的脂肪细

胞中 Ａｋｔ的活性被抑制，而ＥＲＫ被过度激活，因

此，ＥＲＫ和Ａｋｔ的活性异常有可能是导致胰岛素抵

抗的脂肪细胞释放游离脂肪酸的重要原因。本研究

发现，ＬＰＬＩ能通过抑制ＥＲＫ和激活Ａｋｔ从而阻抑

胰岛素抵抗的脂肪细胞内甘油三酯的过度分解，这

就有可能抑制脂肪细胞向细胞外释放过多的游离脂

肪酸。而游离脂肪酸的增加是引起肥胖相关胰岛素

抵抗和心血管疾病的重要因素。本研究暗示了利用

ＬＰＬＩ可以减少胰岛素抵抗的脂肪细胞释放过多的

游离脂肪酸，进而缓解胰岛素抵抗。
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