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【摘要】 目的 探索芦丁对 3T3-L1 前脂肪细胞分化的影响。方法 采用 3T3-L1 前脂肪细胞分化模型和油红 O 染色法，选用罗格

列酮作为阳性对照药，观察芦丁对 3T3-L1 前脂肪细胞分化的作用，于 510 nm 波长下测定芦丁对脂含量的影响。利用流式细胞仪测

定芦丁对分化的脂肪细胞吸收葡萄糖的影响。结果 芦丁在 0．5 μmol /L 和 1 μmol /L 两个浓度下均能促进 3T3-L1 前脂肪细胞分化

过程，提高脂含量，并促进了葡萄糖吸收。结论 芦丁能够促进 3T3-L1 前脂肪细胞分化，并促进了分化的脂肪细胞吸收葡萄糖。
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Abstract: Objective To investigate the influence of rutin on differentiation of 3T3-L1 preadipocytes． Methods The differentiation model of 3T3-L1

preadipocytes was established and oil red O staining was performed． Ｒosiglitazone was taken as the positive control drug． The effects of rutin on the differentiation of

3T3-L1 preadipocytes were observed，and the effect of rutin on the lipid content was detected at wavelength of 510 nm． The effects of rutin on the glucose absorption

in differentiated adipocytes were determined by flow cytometry． Ｒesults At the concentrations of 0．5 and 1 μmol /L，rutin could promote the differentiation of 3T3-

L1 preadipocytes，increase the lipid content，and promote the glucose absorption． Conclusion Ｒutin can promote the differentiation of 3T3-L1 preadipocytes and

the glucose absorption in differentiated adipocytes．
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2 型糖尿病的主要特点是胰岛素抵抗和高血糖［1］。
噻唑烷二酮类药物( 如罗格列酮和吡格列酮) 能够增强

骨骼肌和脂肪组织的胰岛素敏感性［2-4］。罗格列酮已

被证明作为单一疗法，能有效地控制 2 型糖尿病患者

血糖［5-7］。在脂肪组织中高度表达的过氧化物酶体增

殖体激活受体 γ ( PPAＲγ) ，是噻唑烷二酮 ( TZD) 类药

物的靶标，临床上用于提高 2 型糖尿病患者的胰岛素

敏感性［8-10］。
在 3T3-L1 前脂肪细胞分化过程中，PPAＲγ2 的基

因表达 被 上 调［11-13］。芦 丁 能 够 促 进 细 胞 吸 收 葡 萄

糖［14-15］，但其具体作用机制尚不完全明晰，因而，此试

验利用 3T3-L1 前脂肪细胞分化模型，以罗格列酮为阳

性对照药，研究芦丁对 3T3-L1 前脂肪细胞分化的影

响，并测定其对葡萄糖吸收的作用。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 细胞 鼠源 3T3-L1 前脂肪细胞，购于美国菌种

保藏中心( ATCC) 。
1．1．2 药物与试剂 芦丁( 批号: 20130625) ，HPLC≥
98%，上海源叶生物科技有限公司; 葡萄糖荧光示踪剂

2-［N-( 7-nitrobenz-2-oxa-1，3-diazol-4-yl) amino］-2-
deoxy-D-glucose ( 2-NBDG ) 2-NBDG，美国 Molecular
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Probes 公司; 罗格列酮 ( 批号: #074M4704V) 、油红 O
( 批 号: # SLBM4444V ) 、苏 木 素 伊 红 溶 液 ( 批 号:

SLBK4345V) 、胰岛素( 批号: I0305000) ，美国 Sigma 公

司; 胎牛血清、胰酶、DMEM 低糖培养基，美国 Hyclone
公司; 其余试剂为国产分析纯。
1．1．3 仪器 全波长酶标仪( Multiskan Go) ，美国赛默

飞世尔科技有限公司; 流式细胞仪 ( FACS Calibur flow
cytometer) ，美国 Becton Dickinson 公司; CO2 恒温培养

箱( IFS-110-8) ，新加坡 Esco Micro Pte 有限公司。
1．2 细胞培养 小鼠 3T3-L1 前脂肪细胞用 Dulbecco
改良的 Eagle 培养基，即 DMEM 添加 10%热灭活胎牛

血清，在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 48 h。
1．3 检测指标及方法

1．3．1 3T3-L1 前脂肪细胞活力 为了明确芦丁对

3T3-L1 前脂肪细胞活力是否有影响，使用 MTT 法测定

芦丁处理细胞的吸光度值。首先用无血清 DMEM 培养

液培养对照组 3T3-L1 前脂肪细胞 48 h，同时分别用含

0．5 μmol /L 和 1 μmol /L 的芦丁或罗格列酮的无血清

DMEM 培养液培养 3T3-L1 前脂肪细胞 48 h。接着使

用全波长酶标仪在 490 nm 波长处测定各组细胞的吸

光度值，设定对照组细胞的吸光度为 100%。
1．3．2 3T3-L1 前脂肪细胞分化 参照文献［16-19］所述

方法，采用油红 O 染色法，检测芦丁对 3T3-L1 前脂肪

细胞分化的影响。首先，将 3T3-L1 前脂肪细胞以每孔

4×103个细胞的比例接种到 96 孔细胞板，培养 24 h 后，

阳性对照组分别使用终浓度为 1 μmol /L 的胰岛素和

终浓 度 为 0． 5 μmol /L 或 1 μmol /L 的 罗 格 列 酮 的

DMEM 培养液 培 养 3 天，测 试 组 分 别 使 用 终 浓 度 为

1 μmol /L 的胰岛素和终浓度为 0．5 μmol /L 或 1 μmol /L
的芦丁的 DMEM 培养液培养 3 天，对照组只用终浓度

为 1 μmol /L 的胰岛素的 DMEM 培养液培养 3 天，空白

对照组仅用 DMEM 培养液培养 3 天，然后各组细胞再

用 DMEM 培养液继续培养。7 天后对细胞进行油红

O /苏木素伊红染色，先用 10%福尔马林固定 1 h，然后

用油红 O 溶液( 油红 O 溶解于 60%异丙醇、40%水的混

合液) 室温染色 2 h，再用苏木素伊红室温染色15 min。
最后，用 60%异丙醇清洗除去未结合的染料，清洗 3 次

后在显微镜下观察并拍摄染色图像( ×400) 。
1．3．3 脂含量 使用异丙醇溶解经油红 O 染色的聚集

的脂，并使用全波长酶标仪测量其在 510 nm 处的吸光

度，即得分化后脂的含量。

1．3．4 细胞吸收葡萄糖测定 依据文献［16-19］方法操

作，应用流式细胞仪测定芦丁对葡萄糖荧光示踪剂 2-
NBDG 吸收的影响。按照每孔 1×104个细胞的密度，把

分化的 3T3-L1 脂肪细胞接种于 96 孔细胞培养板，使

用 含 1 μmol /L 胰 岛 素 的 无 血 清 高 浓 度 葡 萄 糖

( 30 mmol /L) 的 DMEM 培养 24 h，再分别用 0．5 μmol /L
和 1 μmol /L 的 芦 丁 及 罗 格 列 酮 和 10 μmol /L 的 2-
NBDG 处理 1 h，对照组则用无血清 DMEM 处理 1 h。
收集的各组细胞悬浮于预冷的 500 μl 无血清高浓度葡

萄糖( 30 mmol /L) 的 DMEM 中。利用 FACSCalibur 流

式细胞分析仪 FL1 通道，记录细胞吸收 2-NBDG 的荧

光强度，每组收集 1 000 个单细胞数据。用芦丁或罗格

列酮处理但未加 2-NBDG 进行处理的细胞组的荧光强

度分别作为其测量背景值，以排除假阳性。
1．4 统计学方法 实验数据采用 SPSS 13． 0 统计软件

进行单因素方差分析。计量资料以 x－ ± s 表示。多组均

数间的两两比较采用 LSD 法检验。以 P＜0．05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2．1 对 3T3-L1 前脂肪细胞活力的影响 以空白对照

组 细 胞 的 吸 光 度 为 100%，罗 格 列 酮 和 芦 丁 在

0．5 μmol /L 和 1 μmol /L 浓度下均未表现出显著差异，

提示罗格列酮和芦丁不影响 3T3-L1 前脂肪细胞的活

力。见图 1。

注: n= 6

图 1 各组 3T3-L1 前脂肪细胞活力比较

2．2 对 3T3-L1 前脂肪细胞分化的影响 与对照组比

较( 图 2B) ，阳性对照药罗格列酮在终浓度为 0．5 μmol /L
和 1 μmol /L 时均新生成了的脂肪细胞并被油红染色

为红色( 图 2C、图 2D) ，表明被成功诱导为脂肪细胞。
在相同浓度下，芦丁与罗格列酮对 3T3-L1 前脂肪细胞

的分化的促进程度相近，体现出诱导 3T3-L1 前脂肪细

胞分化为脂肪细胞的活性( 图 2E、图 2F) 。
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A B C

D E F

注: A．3T3-L1 前脂肪细胞; B．对照组( 只加胰岛素处理) ; C．0．5 μmol /L 罗格列酮; D．1 μmol /L 罗格列酮; E．0．5 μmol /L 芦丁; F．1 μmol /L 芦丁

图 2 3T3-L1 前脂肪细胞分化模型图像( 油红染色，×400)

2．3 对分化过程中脂含量的影响 使用全波长酶标仪

在 510 nm 波长处测定脂的含量，设定对照组中脂的含

量为 100%。与 对 照 组 比 较，1 μmol /L 罗 格 列 酮 和

1 μmol /L 芦丁组均显著地提高了脂的含量( P＜0．01) 。
见图 3。

注: 与对照组比较，＊＊ P＜0．01; n= 6

图 3 各组脂含量比较

2．4 对分化的前脂肪细胞吸收葡萄糖的影响 与对照

组比较，罗格列酮和芦丁在 0．5 μmol /L 和 1 μmol /L 两

个浓度下均能促进 3T3-L1 前脂肪细胞吸收葡萄糖，并

且 1 μmol /L 罗格列酮和 1 μmol /L 芦丁均显著地提高

了胰岛素刺激下的葡萄糖吸收。见图 4。

3 讨论

糖尿病是由遗传因素、环境因素和免疫机制导致

的内分泌代谢异常综合征，已成为继心脑血管疾病和

恶性肿瘤之后严重危害人类健康的第三大慢性病。估计

2030 年全球糖尿病患者数目将超过 5 亿例［20-21］。目前，

注: 与对照组比较，＊＊ P＜0．01; n=6

图 4 各组对葡萄糖吸收的比较

中国糖尿病发病率比世界平均水平高出6．4%［22］。糖尿

病患者中 2 型糖尿病约占 90%以上，临床治疗 2 型糖

尿病的西药主要包括 α-葡萄糖苷酶抑制剂、磺酰脲类、
非磺酰脲类、双胍类、噻唑烷二酮类( TZDs) 等［23］，有降

血糖作用强、起效快的特点，但上述西药往往缺乏整体

协调性，并有腹胀、头痛、低血糖和体质量增加等不良

反应，不利于糖尿病患者长期使用［24-26］。而中药治疗 2
型糖尿病及其并发症在我国有着较好的临床效果和应

用前景［27］。中药的植物多糖、生物碱、黄酮、苷类以及

多肽等活性成分降糖效果明显［20，28-30］，但其作用机制

尚不十分明确。因此，从中药资源中寻找安全有效且

作用机制明确的活性物质用于预防和干预 2 型糖尿病

迫在眉睫［31］。
中药槐花为豆科植物槐 Sophora japonica L．的干燥

花及花蕾，具有清热、凉血、止血的作用。《东北药植

志》记载槐花可用于治疗糖尿病的视网膜炎，复方槐花

降压冲剂具有调节血脂、降糖的作用［32］。槐花含有的
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化学成分主要为黄酮和三萜类化合物，其中黄酮类化

合物不仅具有抗氧化和清除自由基作用，还能通过刺

激胰岛素释放、促进胰岛素与靶细胞上专一受体结合，

增 加 外 周 糖 的 利 用 等 机 制 而 发 挥 降 低 血 糖 的 作

用［33-35］。研究表明，槐花总黄酮可降低链脲佐菌素性

糖尿病大鼠模型血清葡萄糖及瘦素水平，升高血清胰

岛素水平和 C-肽水平［36］。但是，针对槐花单体黄酮类

化合物预防和干预 2 型糖尿病及其作用机制的研究几

近空白。有研究结果表明，从槐花中提取出的单体黄

酮类成分［14］具有预防和干预 2 型糖尿病的潜力，能明

显地促进体外葡萄糖吸收。
脂肪 细 胞 在 糖 和 脂 代 谢 中 起 着 非 常 重 要 的 作

用［37-38］，在前脂肪细胞分化成脂肪细胞的过程中，过氧

化物酶体增殖体激活受体 γ( PPAＲγ) 和脂肪细胞特异

性脂肪酸结合蛋白( aP2) 被活化［39］，新分化的瘦的脂

肪细胞比旧的肥胖的脂肪细胞对胰岛素更敏感［40］。因

此，脂肪细胞成为非常有潜力的治疗 2 型糖尿病的靶

点［41］。利用脂肪细胞分化模型筛选提高胰岛素敏感性

的活性物质用于预防和干预 2 型糖尿病是一个有效的

研究方法［42］。
槐花提取物具有降血糖活性［43］，槐花中的芦丁能

促进细胞吸收葡萄糖［14］，提示芦丁可能有降低血糖的

潜力。芦丁促进 3T3-L1 前脂肪细胞分化可能是加快

胰岛素刺激的葡萄糖吸收的一个原因。本研究通过

3T3-L1 前 脂 肪 细 胞 分 化 模 型，初 步 确 定 了 芦 丁 在

0．5 μmol /L 和 1 μmol /L 两个浓度下均对分化有促进

作用，并在一定程度上有利于细胞吸收葡萄糖，但具体

作用机制需进一步研究，需在此基础上从分子机制水

平探究二者之间的关系。
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