
肥胖主要起因于能量摄入和消耗的失衡，脂质

大量聚集在白色脂肪细胞［1］。长期过量的白色脂肪

沉积不仅改变体型，同时增加慢性疾病包括心血管疾

病、糖尿病和高血脂等的发生风险。与白色脂肪细胞

相反，棕色脂肪细胞主要负责产热代谢，抑制肥胖的

发生，但棕色脂肪细胞主要存在于婴儿时期，随年龄

增加而减少。有意义的是，白色脂肪组织中存在的米

色脂肪细胞［2］，结构和功能与棕色脂肪细胞类似：脂

滴较白色脂肪细胞小，且多呈串状或环状；富含线粒

体；高表达产热关键因子解偶联蛋白 1（uncoupling
protein 1，Ucp1）［3］。增加米色或棕色脂肪细胞的量，

将增加机体能量消耗。因此，积极寻找诱导白色脂肪

细胞转变成米色脂肪细胞（棕色化或者褐变）的方法，

将成为防治肥胖的新手段。

当机体受到寒冷、运动等刺激时，交感神经末

梢释放去甲肾上腺素，作用于脂肪细胞表面的β3肾
上腺素能受体（β3 adrenergic receptor，β3⁃AR），促进

脂肪产热的关键调控因子Ucp1等的转录表达［4］。

PPARγ 共 激 活 因 子 ⁃ 1α（PPARγ coactivator ⁃ 1α，
PGC1α）是β3⁃AR下游关键的脂肪细胞核内转录因

子，参与脂肪细胞线粒体生物合成以及白色脂肪棕

色化的过程［5］。姜黄素（curcumin，C21H20O6，图 1）是

一种姜科植物姜黄中提取出的具有生物活性的黄

酮类多酚物质，相对分子量368.37，日常用作食用香

料及天然的可食用色素，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤

等作用［6］。大量研究表明，姜黄素具有减轻体重、改

善胰岛素抵抗和血脂异常等作用［7-8］。本研究拟通

过体外研究，探讨姜黄素促进白色脂肪细胞棕色化

的作用及潜在机制。

1 材料和方法

1.1 材料

C57BL/6J雄性小鼠购于南京大学模式动物中

心。本研究经南京医科大学实验动物伦理委员会

批准。DMEM/F⁃12细胞培养基、胎牛血清（fetal bo⁃
vine serum，FBS）、PBS缓冲液、青⁃链霉素、胰酶（Gibco
公司，美国）；Ⅱ型胶原酶、牛血清白蛋白（bovine serum

albumin，BSA）、地塞米松（dexamethasone，DEX）、胰

岛素、罗格列酮（Rosi）、姜黄素、油红O染料、3⁃异丁

基 ⁃1⁃甲基次黄嘌呤（3 isobuty1⁃methyl xanthine，
IBMX）、β3⁃AR 拮抗剂 SR59230A（Sigma 公司，美

国）；Mito SOXTM Red、Mito Tracker Green（Invitrogen
公司，美国）；三磷酸腺苷（aenosine triphosphate，
ATP）检测试剂盒（杭州碧云天公司）；TRIzol、逆转录

试剂盒（TaKaRa公司，日本）；SYBR green PCR混合

液（南京诺唯赞公司）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠皮下前脂肪细胞分离和培养

取 SPF级 3~4周龄C57BL/6J雄性小鼠，颈椎脱

臼法处死后于 75%酒精浸泡约 10 min，在生物安全

柜内小心取出小鼠腹股沟皮下白色脂肪组织置于预

冷的PBS缓冲液中。用眼科剪将取下的脂肪组织尽量

剪碎成1 mm×1 mm×1 mm大小的脂肪块，将剪碎的组

织转移到无菌15 mL离心管中，加入配好的组织消化

液（DMEM/F⁃12+Ⅱ型胶原酶1.5 g/L+BSA 20 g/L），约
为组织总体积的3~5倍，然后置于150 r/min、37 ℃摇

床中消化1 h。待脂肪组织消化完全后，将消化液经

200 目筛网过滤后转移至新的 15 mL 离心管中，

2 000 r/min 离心10 min；去除上清，用PBS洗涤沉淀

2次，2 000 r/min离心 10 min。去除上清后，用前脂

肪细胞完全培养基（DMEM/F⁃12+10%FBS+1%青⁃链
霉素）重悬沉淀并转移至培养瓶中，摇晃均匀后置

37 ℃、5% CO2细胞培养箱培养。过夜后使用PBS冲
洗未贴壁细胞，并更换前脂肪细胞完全培养基，隔天

换液，密切观察细胞形态，待细胞长至80%~90%后冻

存细胞，待用。

1.2.2 小鼠皮下前脂肪细胞的诱导分化

分离的小鼠皮下前脂肪细胞均匀接种于 12孔

板中，待2~3 d细胞接触抑制后，更换完全培养基为

分化诱导液（完全培养基中再加入0.5 mmol/L IBMX、

1 μmol/L DEX、5 μg/mL胰岛素、1 μmol/L Rosi），培

养 4 d，隔天换液。细胞分化第 4天，用PBS清洗细

胞 1次，更换为分化维持液（完全培养基+5 μg/mL
胰岛素）继续培养。至细胞分化第 6~7天，80%~
90%的细胞体积增大，胞内含有大量脂滴，即为成熟

白色脂肪细胞。弃去培养基，用PBS清洗1次，分别加

入含不同浓度姜黄素（0、10、20、40 μmol/L）的分化维

持液继续培养 48 h，以确定姜黄素的最佳干预剂

量。进一步，使用含最佳干预浓度的姜黄素和/或
SR59230A（0.5 μmol/L）的分化维持液干预成熟白色

脂肪细胞48 h（图2）。

图1 姜黄素的化学结构

Figure 1 Chemical structure of curcumin
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图2 小鼠皮下原代脂肪细胞诱导分化及干预方案

Figure 2 Induction and differentiation of mouse primary preadipocytes and intervention methods

姜黄素（10、20、40 μmol/L）
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表1 RT⁃PCR引物序列

Table 1 Primers of RT⁃PCR
产物名称

GAPDH
β3⁃AR
Ucp1
PGC1α

正义链（3′→5′）
GTCTTCACTACCATGGAAGG
TCTCTGGCTTTGTGGTCGGA
AGGCTTCCAGTACCATTAGGT
AGACGGATTGCCCTCATTTGA

反义链（5′ →3′）
TCATGGATGACCTTGGCCAG
GTTGGTTATGGTCTGTAGTCTCG
CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT
GGTCTTAACAATGGCAGGGTTT

1.2.3 油红O染色

油红O 工作液配制：油红O 粉剂溶于异丙醇配

成0.5％油红O 贮备液，以3∶2（体积比）的比例将贮

备液与双蒸水混匀后过滤 2次，至液体澄清为止。

吸尽细胞上清，用PBS洗涤 2次，4％多聚甲醛室温

固定 30 min，每孔加 500 μL油红O工作液，于 37 ℃
染色30 min，洗净背景，在显微镜下观察细胞形态及

脂滴形成。

1.2.4 线粒体数量测定

Mito Tracker Green是线粒体特异性染料，能特

异地积聚在线粒体中。因此，利用此染料检测细胞

内线粒体数量。姜黄素干预细胞后，吸尽细胞上

清，PBS 洗涤 2 遍，用含有 50 nmol/L Mito Tracker
Green的DMEM/F⁃12在 37 ℃避光孵育 30 min，PBS
洗涤细胞 2遍。使用荧光显微镜观察 490 nm处的

绿色荧光强度。使用 Image J 图像分析软件进行

Mito Tracker Green 荧光强度定量分析。

1.2.5 线粒体ROS定性分析

Mito SOX Red线粒体超氧化物检测试剂盒是一

种特异性靶向活细胞线粒体ROS的荧光染料。姜

黄素处理终止后，吸尽培养基，PBS洗涤 2遍，用含

有5 μmol/L Mito SOX Red的DMEM/F⁃12，37 ℃避光

孵育10 min。用PBS洗涤细胞2 遍。使用荧光显微

镜观察510 nm处的红色荧光强度。

1.2.6 线粒体ROS定量分析

干预终止后，胰酶消化收集细胞，使用DMEM/F⁃12
轻柔洗涤细胞3遍，用含有5 μmol/L Mito SOX Red的

DMEM/F⁃12重悬细胞，37 ℃避光孵育 10 min，每隔

3 min混匀1次，使细胞和探针充分作用。流式细胞

仪检测，使用PE⁃A 通道测定平均荧光强度，激发波

长为510 nm，发射波长为580 nm。

1.2.7 细胞内ATP含量测定

吸尽培养基，用PBS洗涤细胞2次，加入裂解液

充分裂解细胞。离心后，取部分上清液，根据试剂

盒说明书，使用化学发光仪检测细胞内ATP含量。

剩余部分上清液用BCA 法蛋白定量试剂盒进行蛋

白定量。最后以每克蛋白浓度校正ATP 含量。

1.2.8 检测棕色化标志性基因的mRNA表达水平

细胞干预终止后每孔加入 TRIzol 0.5 mL，提取

细胞总RNA，进一步逆转录成cDNA，建立PCR 反应

体系，上机扩增，相关引物序列见表1。
1.3 统计学方法

应用 SPSS22.0进行统计学分析，结果以均数±
标准误（x ± Sx）表示，采用单因素方差分析比较组间

差异，两两比较采用 LSD⁃ t检验。使用 Graph Pad
Prism 6.0软件进行制图。P ＜ 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 姜黄素作用后白色脂肪细胞脂滴形态的变化

分化第 6天，视野中 90%以上的小鼠皮下原代

脂肪细胞分化为含有单个大脂滴的成熟白色脂肪

细胞。此时，在维持分化液中加入10、20、40 μmol/L
姜黄素孵化48 h后，细胞中大脂滴数量较对照组明
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图4 不同浓度姜黄素干预后细胞线粒体数量

Figure 4 Mitochondrial mumbers of cells treated with curcumin of different concentrations

显减少，脂滴多呈小串珠样、花环样（图3）。
2.2 姜黄素作用对白色脂肪细胞线粒体数量的影响

姜黄素 10、20、40 μmol/L 干预白色脂肪细胞

48 h后，荧光显微镜观察，发现细胞内代表线粒体数

量的绿色荧光强度较对照组增强（图 4A）。使用

Image J 图像分析软件进行荧光强度定量分析，结果

显示 20、40 μmol/L姜黄素干预后，细胞内绿色荧光

强度显著增强（图4B）。
2.3 姜黄素干预对白色脂肪细胞线粒体功能的影响

进一步检测线粒体氧化损伤产物ROS水平和

细胞内ATP含量，明确姜黄素对白色脂肪细胞线粒

体功能的作用。结果显示，与对照组相比，姜黄素

10、20 μmol/L干预组红色荧光明显减弱，当姜黄素

浓度增加到 40 μmol/L时，红色荧光增强（图 5A）。

流式细胞术定量分析Mito SOX Red染色结果显示：低

浓度（10、20 μmol/L）姜黄素干预后，脂肪细胞线粒

体ROS水平较对照组降低，而高浓度（40 μmol/L）
姜黄素则提高线粒体ROS水平（图 5B、C）。此外，

10、20 μmol/L姜黄素能够增加脂肪细胞内ATP含量

（图5D）。

绿色方框所示为典型花环状脂滴（油红O染色，×200）。
图3 不同浓度姜黄素干预下小鼠白色脂肪细胞形态变化

Figure 3 Morphological changes of mouse white adipocytes treated with curcumin of different concentratios

20 μmol/L 40 μmol/L0 μmol/L 10 μmol/L

2.4 姜黄素干预对白色脂肪细胞棕色化标志性基

因mRNA表达的影响

白色脂肪细胞分化晚期加入 10、20、40 μmol/L
姜黄素干预 48 h后，随姜黄素浓度上升，脂肪细胞

β3⁃AR、PGC1α mRNA表达水平明显增加，但姜黄素

达到 40 μmol/L 浓度时，脂肪细胞β3⁃AR、PGC1α

mRNA 表达与正常对照组无明显差异（图6A、B）。同

样，姜黄素能够上调脂肪细胞Ucp1 mRNA表达水平，

其中，20 μmol/L效果最显著（图6C）。
2.5 β3⁃AR阻断对姜黄素调控白色脂肪棕色化标

志性基因的影响

为明确β3⁃AR在姜黄素调控Ucp1表达中的作
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A~C：线粒体ROS水平；A：荧光显微镜观察，红色荧光代表线粒体ROS着色（×200）。B：流式细胞术检测Mito SOX Red染色结果；C：定
量分析流式细胞术检测结果；D：细胞内ATP含量。与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，n=4。

图5 不同浓度姜黄素干预对脂肪细胞线粒体功能的影响

Figure 5 Effect of curcumin with different concentrations on mitochondrial function
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图6 姜黄素对白色脂肪细胞β3⁃AR、PGC1α、Ucp1 mRNA表达水平的影响

Figure 6 The mRNA expression of β3⁃AR，PGC1α and Ucp1 after curcumin treatment in white adipocytes
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用，用姜黄素（20 μmol/L）单独或联合β3⁃AR抑制剂

（SR59230A）（0.5 μmol/L）作用于分化晚期的白色

脂肪细胞 48 h。结果显示：与对照组相比较，姜黄

素显著增加 Ucp1 和 PGC1α mRNA 表达水平，而

SR59230A 则抑制 Ucp1和 PGC1α mRNA表达水平

（图 7A，B），SR59230A与姜黄素联合培养可显著抑

制姜黄素对Ucp1和PGC1α mRNA水平的上调作用

（图7A、B）。
3 讨 论

肥胖已经成为一个日益严重的全球健康问题，

根本原因是机体能量摄入大于消耗。因此，诱导白

色脂肪细胞棕色化，作为一种增加能量消耗的策

略，将有助于对抗肥胖和相关代谢性疾病［9］。研究

表明多种激素、细胞因子、饮食组分和药物可作为

褐变剂，增加Ucp1 的活性，从而增加产热，促进白

色脂肪棕色化，最终达到减轻体重的目的［10］。姜黄

素是一种从姜黄中提取的膳食多酚，由于其广泛的药

理活性而成为人们研究的热点［11］。本研究通过分化

成熟的小鼠原代白色脂肪细胞，进行不同浓度（10、
20、40 μmol/L）的姜黄素干预［12］。结果显示，姜黄素

能够显著减小脂肪细胞体积，促进脂肪细胞线粒体

生物合成并改善其功能，上调棕色化相关标志基因

的表达水平，表明姜黄素具有促进白色脂肪细胞棕色

化的作用。这种促棕色化的作用，可被β3⁃AR抑制剂

所拮抗，β3⁃AR通路可能是姜黄素诱导白色脂肪细胞

棕色化的重要途径。

姜黄素促进白色脂肪细胞棕色化作用存在一

定的剂量效应，当浓度为 20 μmol/L时效果最显著，

而当浓度高达40 μmol/L时，会增加细胞的氧化应激
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水平，因此高浓度的姜黄素可能对细胞有损伤。临

床研究显示姜黄素可改善存在心血管系统疾病风

险患者的血脂水平［13-14］，但在 1项姜黄素脂质体静

脉注射安全性的临床研究中发现，过高浓度的姜黄

素会短暂地改变健康受试者红细胞的形态［15］。目

前，姜黄素的安全剂量仍不确定，因此在临床中使

用姜黄素还为时过早，需要大量动物实验以及大规

模的临床实验以确定姜黄素的安全性和耐受剂量，

从而支持姜黄素的临床应用。

白色脂肪棕色化的明显表现是脂滴形态的改变，

白色脂肪细胞通常拥有单个大脂滴，而棕色脂肪细胞

多为多腔、串珠样小脂滴［16］。已有研究表明，姜黄素

是一种抗脂肪生成的膳食生物活性成分，能够在脂肪

细胞分化早期阶段抑制脂肪细胞分化［12］。本研究发

现，在白色脂肪细胞分化晚期（成熟阶段），姜黄素亦

能够显著改变脂滴形态，呈棕色样脂滴。

线粒体是重要的细胞器，以ATP的形式为细胞

代谢提供能量，被认为是细胞的“动力工厂”。研究

表明线粒体数量是区别白色和棕色脂肪细胞的关

键，白色脂肪细胞缺乏线粒体，而棕色脂肪细胞富

含线粒体。因此，线粒体数量的增加是白色脂肪细

胞棕色化的一个特征［16］。本研究通过对细胞内线

粒体进行染色，发现姜黄素能够明显增加脂肪细胞

内线粒体的数量。同时，姜黄素能够上调线粒体生

物合成相关调节因子PGC1α的mRNA表达水平。以

上均提示姜黄素具有诱导白色脂肪细胞棕色化的作

用。另一方面，肥胖导致脂肪组织线粒体功能紊乱，

不仅影响ATP的有效产生，同时将更多的能量转化为

过氧化物或ROS，进而造成线粒体氧化应激。而线

粒体氧化应激又可以直接损害线粒体DNA及线粒

体功能，从而导致氧化应激和线粒体功能损害的恶

性循环［17-19］。在阿尔兹海默病的研究中发现，姜黄素

能够抑制β⁃淀粉样蛋白诱导的神经元ROS生成，从而

保护神经细胞线粒体功能［20］。与之一致，本研究发现

低浓度姜黄素（10、20 μmol/L）能够明显减少线粒体

ROS水平，并提高细胞内ATP含量，高浓度姜黄素

（40 μmol/L）则增加线粒体ROS水平。提示低剂量

姜黄素能够改善脂肪细胞线粒体功能，但过高浓度

的姜黄素可能损害脂肪细胞线粒体功能。

米色脂肪细胞产热激活主要依赖于脂肪组织和

肾上腺髓质交感神经末梢释放的去甲肾上腺素［21］。

去甲肾上腺素通过β⁃肾上腺素能受体（主要为β3
型）和 cAMP依赖的通路，刺激 PGC1α和Ucp1的表

达，进而介导米色脂肪发生自适应生热效应［22］。多

种因素能够激活白色脂肪组织中的β⁃肾上腺素能信

号通路，进而诱导棕色化过程［10］，如冷暴露、β⁃肾上

腺素能药物［23］。近年来，有研究发现姜黄素能够增

加高脂喂养小鼠血清去甲肾上腺素水平和皮下白

色脂肪组织β3⁃AR的表达［7］。本研究亦发现姜黄

素能够增加脂肪细胞β3⁃AR、PGC1α和 Ucp1 的

mRNA表达水平。为了进一步验证β3⁃AR在姜黄

素诱导白色脂肪细胞棕色化过程中的作用，本研

究采用β3⁃AR 抑制剂 SR59230A联合姜黄素刺激

脂肪细胞。结果发现β3⁃AR阻断后，姜黄素诱导

的 Ucp1 和 PGC1α mRNA 的上调明显抑制。提示

姜黄素可通过β3⁃AR 依赖的信号通路诱导白色脂

肪细胞棕色化。

姜黄素对于体重、脂质代谢、β细胞功能的有益

作用，引起了人们对姜黄素作为肥胖和糖尿病等疾

病潜在治疗手段的浓厚兴趣。本研究观察到姜黄

素能够改变白色脂肪细胞脂滴形态；增加脂肪细胞

线粒体生物合成并改善线粒体功能；提高脂肪细胞

棕色化标志性基因的表达，并初步验证了姜黄素是

通过β3⁃AR 途径发挥促棕色化作用。这些发现证

实了姜黄素在诱导白色脂肪棕色化中的重要作用，

但仍需要进一步的动物和临床研究为姜黄素应用

于肥胖患者的治疗提供更有力的依据。

A：各组 Ucp1 mRNA表达水平；B：各组 PGC1α mRNA表达水

平。与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，与单独姜黄素干预组比较，
#P＜0.05，##P＜0.001，n=3。
图 7 姜黄素单独或联合 SR59230A干预对白色脂肪细胞

Ucp1和PGC1α mRNA表达水平的影响

Figure 7 Effects of curcumin with or without SR59230A
on the mRNA transcription levels of Ucp1 and
PGC1α in white adipocytes
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轻度增高的游离脂肪酸与脂多糖协同抑制中性神经酰胺酶诱
导 INS⁃1细胞凋亡及胰岛素分泌异常的机制

王 铮 1，张少坤 1，温洪华 1，韦 晓 2，刘 超 3，缪 珩 1，祝 群 1*

1南京医科大学第二附属医院内分泌科，江苏 南京 210011；2江苏省中西医结合医院内分泌代谢病研究中心，3内分泌科，江

苏 南京 210028

［摘 要］ 目的：探讨轻度增高的游离脂肪酸与脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）协同对大鼠胰岛β细胞株 INS⁃1凋亡及胰岛素

分泌的影响及机制。方法：采用0.125 mmol/L棕榈酸和不同浓度的LPS（1、10、50 ng/mL）单独、联合作用 INS⁃1细胞24 h，流式

细胞术检测细胞凋亡率，Western blot检测Cleaved caspase⁃3表达；棕榈酸和LPS（50 ng/mL）单独或联合刺激 INS⁃1细胞24 h后，

HPLC法检测中性神经酰胺酶（neutral ceramidase，NCDase）活性，ELISA法检测胰岛素分泌功能；并观察转染 pEGFP⁃C3⁃NC⁃
Dase重组质粒后，棕榈酸和 LPS刺激的 INS⁃1细胞凋亡率及胰岛素分泌功能的改变。结果：与对照组相比，棕榈酸或 LPS
（50 ng/mL）单独处理，对 INS⁃1细胞凋亡及胰岛素分泌无明显影响，但两者联合可明显增加凋亡率及Cleaved caspase⁃3表达

（P < 0.05）。棕榈酸联合LPS作用24 h后明显抑制基础胰岛素分泌（P < 0.01），对细胞内胰岛素含量及葡萄糖刺激的胰岛素分

泌无影响。此外，棕榈酸或LPS单独刺激不影响 INS⁃1细胞NCDase，两者联合则显著抑制其活性（P < 0.01）；而高表达NCDase
能明显缓解棕榈酸联合LPS诱导的凋亡和基础胰岛素分泌减少（P < 0.05）。结论：轻度增高的游离脂肪酸联合LPS可通过抑

制鞘脂信号分子代谢的关键酶——NCDase活性，促进胰岛β细胞凋亡并抑制基础胰岛素分泌。

［关键词］ 游离脂肪酸；脂多糖；中性神经酰胺酶；β细胞

［中图分类号］ R587.1 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2020）06⁃803⁃07
doi：10.7655/NYDXBNS20200606

Study on the mechanism of mild elevation of free fatty acid and lipopolysaccharide
synergistically inhibiting neutral ceramidase to induce apoptosis and abnormal insulin
secretion in INS⁃1 cells
WANG Zheng1，ZHANG Shaokun1，WEN Honghua1，WEI Xiao2，LIU Chao3，MIAO Heng1，ZHU Qun1*

1Department of Endocrinology，the Second Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210011；
2Research Center of Endocrine and Metabolic Diseases，3Department of Endocrinology，Jiangsu Province Hospital on

Integration of Chinese and Western Medicine，Nanjing 210028，China

［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the synergistic effects of mild elevation of free fatty acid and lipopolysaccharide
（LPS）on apoptosis and insulin secretion in rat pancreatic β ⁃ cell line INS ⁃ 1 and its mechanism. Methods：The INS ⁃ 1 cells were
cultured with palmitate（0.125 mmol/L）and different concentrations of LPS（1，10，50 ng/mL）for 24 h alone or together. Apoptosis rate
was detected by flow cytometry. Western blot was used to detect the expression of Cleaved caspase⁃ 3. Neutral ceramidase（NCDase）
activity was investigated by HPLC after INS⁃1 cells were treated with palmitate and LPS（50 ng/mL）alone or together. Insulin secretion
was detected by ELISA. After transfected with recombinant plasmids pEGFP⁃C3⁃NCDase，the changes of apoptosis rate and insulin
secretion of INS⁃1 cells stimulated by palmitate and LPS were observed. Results：Compared with the control，palmitate alone or LPS
（50 ng/mL）alone had no significant effect on apoptosis or insulin secretion. However，the combination of palmitate and LPS
significantly increased the apoptosis rate and up⁃regulated the expression of Cleaved caspase⁃3（P < 0.05）. Intracellular insulin content
or glucose⁃stimulated insulin secretion was not altered while basal insulin secretion was significantly inhibited by palmitate and LPS
for 24 h（P < 0.01）. In addition，NCDase activity was not affected by stimulation with palmitate or LPS alone while its activity was
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2型糖尿病（type 2 diabetes，T2DM）和肥胖人群

体内游离脂肪酸（free fatty acid，FFA）及革兰氏阴

性菌细胞壁的主要成分脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）水平虽然明显高于普通人群，但通常呈轻度

增高［1-2］。研究发现，高浓度的FFA或LPS可导致胰

岛β细胞凋亡及功能障碍［3-4］，而轻度增高的FFA或

LPS对胰岛β细胞并无明显影响［5-6］。棕榈酸约占FFA
的1/4，是FFA中与代谢疾病相关的重要组分［7］。近

来研究发现，轻度增高的棕榈酸（palmitate，PA）与

LPS协同可通过影响鞘脂分子代谢从而促进免疫细

胞炎症因子表达及神经细胞凋亡［8-9］。本课题组的前

期研究显示，鞘脂分子代谢亦在调控T2DM β细胞功

能中起着重要作用［10］；并且轻度增高的PA与LPS协
同影响胰岛β细胞的增殖［6］。本研究进一步探讨轻度

增高的PA与LPS协同对β细胞凋亡和胰岛素分泌的

影响以及鞘脂分子在其中扮演的角色，为阐明细菌、

FFA增高产生的脂毒性等致T2DM的机制提供新的

依据。

1 材料和方法

1.1 材料

大鼠胰岛β细胞株 INS⁃1（南京中医药大学刘超

教授惠赠）；RPMI⁃1640培养基（Gibco公司，美国），

胎牛血清（Sciencell 公司，美国），PA 和 LPS（O55：
B5，L6529）（Sigma公司，美国），Annexin⁃V⁃FITC/PI
凋亡检测试剂盒（BD公司，美国），BCA蛋白定量试

剂盒（杭州碧云天公司）；兔抗大鼠中性神经酰胺酶

（neutral ceramidase，NCDase）抗体、兔抗Cleaved cas⁃
pase⁃3抗体、兔抗 Caspase⁃3抗体（Abcam公司，美

国），鼠抗β⁃actin单克隆抗体、HRP标记的抗鼠 IgG
及抗兔 IgG（Cell Signaling Technology公司，美国）；

C12 ⁃ ceramide 和 C17 ⁃D ⁃ erythro ⁃ SPH（Avanti Polar
Lipids公司，美国）；C12⁃D⁃erythro⁃SPH（Larodan公

司，瑞典）；大鼠胰岛素ELISA剂盒（ALPCO公司，美

国）；pEGFP⁃C3空载质粒和pEGFP⁃C3⁃NCDase重组

质粒由Hannun教授（Medical University of South Car⁃

olina，美国）馈赠。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

参照本课题组先前用的方法［6］用RPMI⁃1640完
全培养基培养 INS⁃1细胞，在 37 ℃、5% CO2的培养

箱中培养。隔天换液，2~3 d传代。

1.2.2 棕榈酸配制

按照本课题组先前报道的方法［6］配制5.0 mmol/L
的 PA/BSA复合液混合液，-20 ℃保存。将 PA/BSA
的混合液与完全培养基按适当比例混合后配制成

本研究所需浓度0.125 mmol/L。
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡

取对数生长期的 INS⁃1细胞接种于6孔板中，每

组设3个复孔。待细胞贴壁后按实验分组用药物干

预24 h。实验1：①对照组；②不同浓度的LPS组（1、
10、50 ng/mL）。实验2：①对照组；②PA组；③PA联

合不同浓度的 LPS（1、10、50 ng/mL）组。实验 3：①
pEGFP⁃C3空载质粒组；②pEGFP⁃C3⁃NCDase重组

质粒组；③pEGFP⁃C3+ PA +LPS（50 ng/mL）组；④
pEGFP⁃C3⁃NCDase+ PA +LPS（50 ng/mL）组。用胰

酶消化后收集细胞，用预冷 PBS 液洗涤细胞，用 1×
缓冲液重悬细胞，分别加入Annexin V⁃FITC 和 PI，
混匀后避光室温孵育 15 min后，流式细胞仪检测

INS⁃1 细胞凋亡率，实验重复3次。

1.2.4 Western blot检测蛋白表达水平

检测凋亡相关蛋白实验分组：①对照组；②PA
组；③PA联合不同浓度的LPS（1、10、50 ng/mL）组。

检测NCDase蛋白分组：①对照组；②pEGFP⁃C3空载

质粒组；③pEGFP⁃C3⁃NCDase组。将 INS⁃1细胞接

种于 6孔板上，按照上述分组，每组设置 3个复孔。

用相应药物作用 24 h后收集细胞提取总蛋白，用

BCA法测定蛋白浓度及定量，蛋白变性后待用。根

据蛋白浓度取适量蛋白上样于 12%的聚丙烯酰胺

凝胶中，并转印至 PVDF膜上，室温下 5%脱脂奶粉

溶液封闭 2 h，加入相应一抗（Cleaved caspase⁃3、
caspase⁃3、NCDase）于 4 ℃孵育过夜，二抗于室温下

markedly inhibited by combination of palmitate and LPS（P < 0.01）. NCDase overexpression markedly ameliorated the apoptosis
induced by palmitate and LPS in INS⁃1 cells and increased basal insulin secretion（P < 0.05）. Conclusion：Mild elevation of free fatty
acid and LPS could synergistically promote β⁃cell apoptosis and decrease basal insulin secretion through inhibition of the activity of
NCDase，a key enzyme of the sphingolipid metabolism.
［Key words］ free fatty acid；lipopolysaccharide；neutral ceramidase；β⁃cells

［J Nanjing Med Univ，2020，40（06）：803⁃809］
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图1 不同浓度LPS对 INS⁃1细胞凋亡的影响

Figure 1 Effects of LPS with different concentrations on apoptosis of INS⁃1 cells

孵育 2 h，再用PBST洗膜后，ECL试剂处理曝光，显

影、定影后扫描胶片，定量分析使用 Image J软件，实

验重复3次。

1.2.5 NCDase活性检测

检测NCDase活性实验分组：实验1：①对照组；②
PA组；③LPS（50 ng/mL）；④PA联合LPS（50 ng/mL）。
实验 2：①pEGFP⁃C3空载质粒组；②pEGFP⁃C3⁃NC⁃
Dase组。INS⁃1细胞接种于 60 mm培养皿中，每组

设置 3个复孔。用相应药物干预 24 h后，收集细胞

提取总蛋白并测定蛋白含量。定量后，蛋白样品中加

入终浓度为100 μmol/L的反应底物C12⁃Ceramide，并
在 37 ℃水浴中完成酶促反应。在反应产物中加入

50 pmol C17⁃D⁃erythro⁃SPH进行有机萃取，将萃取物

用 N2吹干后可见管壁有薄膜状物，加入MeOH溶

解，-20 ℃保存待用。按照已报道过的HPLC方法测

定 INS⁃1细胞NCDase活性［10］，以C12⁃D⁃erythro⁃SPH
作为内标准品，C17⁃D⁃erythro⁃SPH作为外标准品，通

过HPLC分离及荧光探测器定量检测o⁃phthaldehyde⁃
SPH衍化物，实验重复3次。

1.2.6 胰岛素含量检测

取对数生长期的 INS⁃1细胞接种于 24孔板中，

分组同上，每组设置3个复孔。用药物干预24 h后，

按照大鼠胰岛素ELISA试剂盒说明检测细胞内胰岛

素含量、葡萄糖刺激胰岛素分泌（glucose⁃stimulated
insulin secretion，GSIS）和24 h基础胰岛素分泌，BCA
法检测细胞的总蛋白含量用作校正。GSIS的检测：

弃培养基，PBS洗涤细胞后，加入无糖的KRB缓冲液

500 μL/孔孵育1 h；弃上清后加入含有2.8 mmol/L或

16.7 mmol/L葡萄糖的KRB缓冲液孵育1 h后收集上

清，-80 ℃保存待测。参照相关文献报道［11］，检测胰

岛素基础分泌和细胞内胰岛素含量：检测前24 h，弃
除培养基，PBS洗涤后加入新鲜RPMI⁃1640完全培养

基孵育24 h，收集上清。收集裂解液并提取蛋白用于

细胞内胰岛素含量的检测。实验重复3次。

1.2.7 pEGFP⁃C3⁃NCDase重组质粒转染及筛选

按照本课题组先前的方法［10］，INS⁃1细胞生长

至80%进行转染，按照LipofectamineTM 2000说明书，

分别转染pEGFP⁃C3空载质粒和pEGFP⁃C3⁃NCDase
重组质粒以获得稳定表达的细胞系，用Western blot
检测转染后NCDase表达情况，其方法参照 1.2.4的

步骤。

1.3 统计学方法

数据采用SPSS 23.0软件进行统计学分析，计量

资料用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用两

独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析

LSD检验，制图使用Graphpad Prism 6.0软件，P ＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LPS对 INS⁃1细胞凋亡的影响

用不同浓度的LPS（1、10、50 ng/mL）刺激 INS⁃1
细胞 24 h后，流式细胞术检测结果示，与对照组相

比，浓度轻度增高的LPS对 INS⁃1细胞凋亡的影响差

异无统计学意义（图1）。
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图2 PA联合不同浓度的LPS对 INS⁃1细胞凋亡的影响

Figure 2 Effects of PA and LPS at different concentrations on apoptosis of INS⁃1 cells
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2.2 PA与LPS联合对 INS⁃1细胞凋亡的影响

流式细胞术和Western blot结果显示，采用 PA
（0.125 mmol/L）单独、联合不同浓度的 LPS（1、10、
50 ng/mL）共同刺激 INS⁃1细胞 24 h后，与对照组相

比，PA组对 INS⁃1细胞凋亡影响的差异无统计学意

义，但 PA联合 LPS（50 ng/mL）时可明显诱导 INS⁃1
细胞凋亡（图 2A、B），显著上调Cleaved caspase⁃3蛋
白表达（P均< 0.05，图2C~E）。因此，本研究采取PA
（0.125 mmol/L）联合LPS（50 ng/mL）进行后续实验。

2.3 PA与LPS协同抑制NCDase性

HPLC法测定NCDase活性。结果显示与对照组

相比，PA或LPS单独刺激 INS⁃1细胞24 h后，NCDase
活性无明显影响，但两者联合可明显抑制NCDase
活性（P < 0.01，图3）。
2.4 PA与LPS协同对胰岛素分泌的影响

大鼠胰岛素ELISA测定结果显示，PA、LPS单独

或者联合刺激 INS⁃1细胞 24 h后，GSIS（图 4A）和细

胞内胰岛素含量（图4B）各组间差异无统计学意义；

与对照组相比，PA或LPS单独刺激 INS⁃1细胞 24 h
后，基础胰岛素分泌无明显变化，但两者联合可显

著降低 INS⁃1细胞的基础胰岛素分泌（P < 0.01，图
4C）。
2.5 高表达NCDase缓解PA联合LPS诱导的 INS⁃1
细胞损伤

INS⁃1细胞通过转染pEGFP⁃C3⁃NCDase重组质

粒，瞬时高表达NCDase（图5A），在此基础上建立转

有NCDase重组质粒的 INS⁃1稳定细胞系，稳定高表

达NCDase（图 5B）且NCDase活性增高（图 5C）。稳

定转染pEGFP⁃C3空载质粒和pEGFP⁃C3⁃NCDase重
组质粒的 INS⁃1细胞经PA联合LPS作用 24 h后，流

式细胞术检测细胞凋亡和ELISA检测胰岛素含量结

果显示，与pEGFP⁃C3空载质粒组比较，转染pEGFP⁃
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图4 PA联合LPS对 INS⁃1细胞胰岛素分泌的影响

Figure 4 Effects of PA and LPS on insulin secretion of INS⁃1 cells

**

C3⁃NCDase重组质粒的 INS⁃1细胞凋亡明显下降（图

5D、E），基础胰岛素分泌明显增加（图 5F，P 均<
0.05）。
3 讨 论

正常人血中能检测到微量的LPS（通常<1.0 ng/mL）。
与急性炎症状态时增加数百倍不同，T2DM患者由

于肠道黏膜细胞通透性增加和高脂饮食等使LPS呈
低水平增高，称之为代谢性内毒素血症［2，12］。研究

发现，虽然高浓度的LPS（1 μg /mL）通过促进氧化应

激等诱导β细胞损害［4，13］，然而代谢性内毒素血症浓

度的 LPS却并不损伤β细胞［6］。与 LPS相似，T2DM

两组比较，*P < 0.01。
图3 PA联合LPS对 INS⁃1细胞内NCDase活性的影响

Figure 3 Effects of PA and LPS on the NCDase activity
in INS⁃1 cells
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患者血浆中FFA水平虽明显高于普通人群，但亦呈轻

度增高，为 0.40~0.66 mmol/L［1，14］，其中以PA含量（约

占 1/4）最为丰富。较高浓度的PA（0.3~0.5 mmol/L）
产生“脂毒性”致β细胞损伤和功能障碍［15-16］，而代谢

性内毒素血症浓度的PA（0.1~0.2 mmol/L）却并不影

响β细胞［6］。本课题组首次报道，轻度增高浓度的

PA或LPS单独对大鼠β细胞系 INS⁃1无影响，而两者

协同可显著抑制其增殖［6］。本研究进一步发现，浓

度轻度增高的 PA（0.125 mmol/L）或 LPS（50 ng/mL）
单独作用 24 h对 INS⁃1细胞凋亡无明显影响，而两

者联合却能显著促进细胞凋亡并且活化凋亡相关

蛋白Caspase⁃3。此外，本研究还发现，轻度增高的

PA与LPS联合作用于 INS⁃1细胞，虽然对GSIS以及

细胞内胰岛素含量无明显影响，但却显著抑制基础

胰岛素分泌，提示轻度增高的PA与LPS产生协同作

用导致β细胞凋亡以及胰岛素分泌异常。

近年有关巨噬细胞的研究发现，鞘脂分子⁃神经

酰胺（ceramide，Cer）水平增高在轻度增高的 PA与

LPS的协同作用中扮演关键角色［17］。近年发现，鞘

脂分子不仅是细胞的膜性结构成分，也是一个关键的

信号转导分子，并在调控T2DM中起着重要作用［18］。

Cer是鞘脂信号通路的中心分子。研究显示，炎症因

子及高浓度PA能够促进Cer合成，并通过诱导内质

网应激、氧化应激水平增高等促进β细胞凋亡［19-20］。

NCDase是Cer降解的关键酶，能将Cer进一步水解形

成神经鞘氨醇（sphingosine，SPH）。本课题组前期系

列报道，β细胞存在NCDase表达及活性，抑制NCDase
活性进一步导致细胞内 Cer含量增加；而 NCDase
活化通过加速Cer降解从而减轻应激下的β细胞损

伤［5，10］。本课题组前期报道，轻度增高的PA与LPS
协同能抑制NCDase表达［6］。本研究采用已报道过

的HPLC法测定NCDase活性［10］，进一步发现虽然浓

度轻度增高的 PA 或 LPS 单独并不影响β细胞

NCDase，而两者协同却显著抑制其活性；并且高表

达NCDase能明显缓解轻度增高的PA与LPS协同诱

导的β细胞凋亡与胰岛素分泌异常。上述结果提

示，与高浓度PA促进Cer合成不同，轻度增高的PA
与LPS协同通过抑制NCDase活性，导致Cer降解减

少从而损伤β细胞。未来的研究将采用Cer合成酶

抑制剂抑制Cer合成，进一步探讨轻度增高的PA与

第40卷第6期
2020年6月

王 铮，张少坤，温洪华，等. 轻度增高的游离脂肪酸与脂多糖协同抑制中性神经酰胺酶诱导 INS⁃1细胞
凋亡及胰岛素分泌异常的机制［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2020，40（6）：803-809 ··807



南 京 医 科 大 学 学 报

第40卷第6期
2020年6月

LPS是否对Cer合成有影响。有研究报道，轻度增高

的FFA或LPS刺激能诱导细胞磷脂酸水平增加［21-22］，

而一定水平增高的磷脂酸等小分子脂质分子能显

著抑制NCDase活性［23］。因此，轻度增高的FFA与

LPS协同抑制β细胞NCDase活性是否与磷脂酸增高

有关、Cer水平的具体变化，以及轻度增高的FFA与

LPS协同致β细胞胰岛素分泌异常的相关机制，尚需

进一步的研究证实。

综上所述，轻度增高的PA或LPS在糖代谢紊乱

人群中广泛并存，虽然两者单独对于β细胞凋亡及

胰岛素分泌功能无明显影响，但协同却通过抑制

NCDase活性调控鞘脂代谢进而导致β细胞损伤及

胰岛素分泌异常。本研究将为T2DM的防治提供新

的理论依据和靶点。
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A：转染重组质粒 pEGFP⁃C3⁃NCDase在 INS⁃1细胞中实现NCDase高表达。1：空白对照；2：转染 pEGFP⁃C3；3：转染 pEGFP⁃C3⁃NCDase。
B：重组质粒 pEGFP⁃C3⁃NCDase在 INS⁃1细胞中稳定表达。1：转染 pEGFP⁃C3；2：转染 pEGFP⁃C3⁃NCDase。C：HPLC检测NCDase活性。D：

流式细胞术检测细胞凋亡率。E：各组细胞凋亡率的定量分析。F：ELISA检测 24 h基础胰岛素分泌。两组比较，*P < 0.05。
图5 NCDase高表达对PA联合LPS诱导 INS⁃1细胞凋亡及功能的影响

Figure 5 Effects of NCDase overexpression on the apoptosis and function of INS⁃1 cells after incubated with PA and LPS
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