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摘要 目的 研究水飞蓟宾( Silibinin) 对小鼠 3T3-F442A前
脂肪细胞分化的影响及作用机制。方法 采用 3-( 4，5-二甲
基噻唑-2 ) -2，5-二苯基四氮唑溴盐( MTT) 法检测 0 ～ 400
μmol /L的 Silibinin在 24、48、72 h对 3T3-F442A脂肪细胞增
殖的影响; 通过油红 O染色法观察 Silibinin对 3T3-F442A脂
肪细胞脂肪生成的影响; 采用 ＲT-qPCＲ技术、Western blot和
ELISA实验检测 Silibinin 对 3T3-F442A 脂肪细胞分化相关
转录因子 CCAAT /增强子结合蛋白( C /EBP) α、C /EBPβ、过
氧化物酶体增殖物激活受体 γ( PPAＲγ) 和脂肪细胞蛋白 2
( aP2 ) 、脂肪生成相关血管内皮生长因子 ( VEGF ) -α 和
VEGF 受体 2 ( VEGFＲ-2 ) 、基质金属蛋白酶 ( MMP ) -2 和
MMP-9、丝裂原活化蛋白激酶( MEK ) 和磷酸化 MEK ( p-
MEK) 、细胞外调节蛋白激酶( EＲK) 和磷酸化 EＲK( p-EＲK)
表达的影响。结果 MTT 实验显示，与对照组相比，经过
100、200、400 μmol /L Silibinin 处理后，3T3-F442A 前脂肪细
胞的细胞增殖率下降( P ＜ 0. 001) ; 油红 O染色实验显示，与
对照组相比，160 μmol /L Silibinin实验组中的细胞红色脂滴
堆积明显减少; ＲT-qPCＲ实验显示，与对照组相比，经过 160
μmol /L Silibinin处理后的 3T3-F442A脂肪细胞，C /EBPα、C /
EBPβ、PPAＲγ、aP2、VEGF-α、VEGFＲ-2、MMP-2 和 MMP-9 的
mＲNA表达量下调( P ＜ 0. 001) ; Western blot实验显示，与对
照组相比，经过 160 μmol /L Silibinin处理后的 3T3-F442A脂
肪细胞，C /EBPα、C /EBPβ、PPAＲγ和 aP2 的蛋白表达量下调
( P ＜ 0. 001) ，p-MEK/MEK 和 p-EＲK/EＲK 蛋白的磷酸化水
平下调( P ＜ 0. 001) ; ELISA实验显示，经过 160 μmol /L Silib-
inin处理后的 3T3-F442A脂肪细胞，细胞上清液中的 MMP-2
和 MMP-9 的蛋白浓度下调( P ＜ 0. 001) 。结论 Silibinin 通
过抑制 MEK/EＲK通路和 MMP活性抑制 3T3-F442A前脂肪
细胞分化与脂肪生成。
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肥胖是体内脂肪( triacylglycerol，TGs) 过度蓄
积所导致的慢性代谢性疾病，可以引起Ⅱ型糖尿病、
高血压、心血管、炎症等疾病［1］。在体内脂肪堆积
过程中，机体通过脂肪生成、血管生成和细胞外基质
重塑等活动调节脂肪组织的代谢［2］。尤其是，作为
脂肪生成的主调节因子—过氧化物酶体增殖激活受
体 γ ( peroxisome proliferators-activated receptors，
PPAＲγ) 启动前脂肪细胞的分化并影响脂肪的生
成［3］。此外，脂肪组织还可以促进毛细血管的生
长，并通过血管内皮生长因子( vascular endothelial
growth factor，VEGF) 加速前脂肪细胞的分化［4］; 基
质金属蛋白酶( matrix metalloproteinase，MMP) 通过
重塑细胞外基质影响脂肪组织发育和微血管成

熟［5］。
水飞蓟宾( Silibinin) 是从水飞蓟的种子中提取

出来的主要活性植物类黄酮，具有良好的保肝活

性［6］。体外的研究［7 － 8］证实，Silibinin 通过在脂肪
细胞分化的早期阶段上调 insig-1 和 insig-2 来抑制
脂肪细胞分化。尤其是 Silibinin 在饮食诱导的肥胖
模型中可以缓解脂肪组织炎症并逆转肥胖及其并发

症［8］。然而，目前关于 Silibinin 对脂肪细胞分化相
关转录因子的蛋白表达和血管生成相关 MMP 活性
的影响及其机制研究的文献甚少。该研究以 3T3-
F442A前脂肪细胞为模型，检测 Silibinin 对细胞分
化和脂肪生成的影响及其作用机制，这为认识和探

索 Silibinin 的作用机制提供了参考并为开发缓解和
预防肥胖相关疾病的药物提供潜在新策略。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 主要试剂和仪器 3T3-F442A 细胞株购自
中科院上海细胞库; 水飞蓟宾( Silibinin) 、3-( 4，5-二
甲基噻唑-2) -2，5-二苯基四氮唑溴盐( 3-( 4，5-dime-
thylthiazol-2-yl ) -2， 5-diphenyltetrazolium bromide，
MTT) 检测试剂盒购自美国 Sigma 公司; 杜氏改良
Eagle培养基( Dulbecco's modification of Engle's me-
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dium dulbecco，DMEM) 购自美国 Gibco 公司; 胎牛
血清、胰蛋白酶购自天津市康源生物有限公司;
PD98059 购自日本 FUJIFILM WAKO 公司; 逆转录
cDNA检测试剂盒购自武汉赛维尔生物科技有限公
司; 胰岛素、地塞米松、3-异丁基-1-甲基黄嘌呤( 3-
Isobutyl-1-methylanxthine，IBMX) 购自北京索莱宝生
物技术有限公司; 油红 O 染液购自福州飞净生物科
技有限公司; TＲIzol 购自美国 Invitrogen 公司; 酶联
免疫吸附剂测定试剂盒( enzyme-linked immunosor-
bent assay，ELISA) 购自杭州联科生物技术股份有
限公司; 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 ( glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase，GAPDH) 、过氧化物酶体
增殖物激活受体 γ ( peroxisome proliferator-activated
receptor γ，PPAＲγ) 一抗以及辣根酶标记山羊抗兔
和山羊抗鼠 IgG 购自北京博奥森生物技术公司; 脂
肪细胞蛋白 2( adipocyte protein 2，aP2) 、CCAAT /增
强子结合蛋白( CCAAT /enhancer binding protein，C /
EBP) α、C /EBPβ一抗购自美国 Novus Biologicals 公
司; 丝裂原活化蛋白激酶抗体( mitogen-activated pro-
tein kinase，MEK ) 、磷酸化 MEK 抗体 ( phospho-
MEK，p-MEK) 、细胞外调节蛋白激酶( extracellular
regulated protein kinase，EＲK) 抗体、磷酸化 EＲK抗
体( phospho-EＲK，p-EＲK ) 购自美国 Cell Signaling
Technology公司; BCA 试剂盒购自上海碧云天生物
技术有限公司; 超敏 ECL化学发光试剂盒购自苏州
新赛美生物科技有限公司。
超净工作台( 型号: SW-CJ-2FD) 购自苏州泰安

空气技术有限公司; CO2 培养箱( 型号: LS-CO230 )
购自美国 Thermo公司; 倒置荧光显微镜( 型号: Ti-S
734534) 、倒置显微镜( 型号: TS200) 购自日本 Nikon
公司; 灭菌锅( 型号: LS-200A) 购自上海博讯有限公
司; 细胞成像微孔板检测系统( 型号: 170524B) 购自
美国 Biotek 公司; 实时荧光定量 PCＲ ( real-time
quantitative PCＲ，ＲT-qPCＲ) ( 型号: ABI 7500 ) 购自
美国 Applied Biosystems 公司; 蛋白电泳仪( 型号:
Mini-PＲOTEAN) 购自美国 Bio-Ｒed 公司; 化学发光
成像系统( 型号: 6300) 购自上海勤翔科技仪器有限
公司。ＲT-qPCＲ反应引物由生工生物工程( 上海)
股份有限公司合成。ＲT-qPCＲ 基因引物序列见表
1。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 3T3-F442A 前脂肪细胞在
37 ℃、5% CO2浓度、95%湿度的条件下使用DMEM

表 1 qＲT-PCＲ引物序列

基因类别 序列( 5'-3')
GAPDH F: TGGCCTTCCGTGTTCCTAC

Ｒ: GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA
C /EBPβ F: CCGGGCAGCACCACGACTTCC

Ｒ: CTTCTTGGCCTTGCTCTTGACCTG
C /EBPα F: GGCTCCTAATCCCTTGCTTTT

Ｒ: CTCTGTCTCCTACCACATGGCT
aP2 F: CATGATCATCAGCGTAAATG

Ｒ: TCACCATCTCGTTTTCTCTT
PPAＲγ F: ACCCTGACCCAGAATACCAAG

Ｒ: GTCAACAACCATAGGCGATTT
VEGF-α F: TCTCACCGGAAAGACCGAT

Ｒ: CCCAAAGTGCTCCTCGAA
VEGFＲ-2 F: GATGCAGGAAACTACACGGTCA

Ｒ: GAGATCAAGGCTTTCTCACCGA
MMP-2 F: GGCCATGCCATGGGGCTGGA

Ｒ: AGCATTCAGGGCTAACACCAACT
MMP-9 F: AGGCCTCTACAGAGTCTTTG

Ｒ: CAGTCCAACAAGAAAGGACG

完全培养基( DMEM + 10% FBS + 100 U /ml 青链霉
素) 进行培养; 当细胞达到 70% ～ 80%汇合度时，用
PBS洗涤细胞 2 次，并通过胰蛋白酶培养箱中消化
细胞 2 min传代培养，培养基每 2 d 更换 1 次，取对
数生长期的细胞用于实验。
1． 2． 2 MTT 实验 将 3T3-F442A 前脂肪细胞，以
每孔 5 × 103 个细胞的密度接种于 96 孔板内，当细
胞达到 70% ～ 80%汇合度时，细胞在含 0、25、50、
100、200、400 μmol /L Silibinin的 100 μl DMEM完全
培养基继续培养，另设不接种细胞的空白组，每组设

3 个复孔。分别在加入 Silibinin 诱导 24、48、72 h
后，每孔加入 20 μl 5 mg /ml的MTT溶液，37 ℃孵育
4 h，弃去上清液，每孔加入 150 μl的 DMSO，37 ℃继
续孵育 15 min，用酶标仪检测 490 nm 处的吸光度
( absorbance，A) 值，最后计算细胞增殖率。细胞增
殖率( % ) = ( A给药 － A空白) / ( A对照 － A空白) × 100%。
1． 2． 3 细胞分化 将 3T3-F442A 前脂肪细胞以每
孔 2 × 105 个细胞的密度接种于 6 孔板中，每 2 d 更
换 1 次培养基。待细胞汇合接触抑制后，更换为
DMEM分化培养基( 2 μg /ml胰岛素、1 μmol /L地塞
米松、0. 5 mmol /L IBMX) 开始诱导分化，诱导分化 2
d，然后用含有 2 μg /ml胰岛素的维持培养基培养 4
d，随后再换用完全培养基继续培养 2 d，实验组在诱
导分化的同时全程加入 160 μmol /L Silibinin。在
90%以上细胞变圆分化为成熟脂肪细胞后，进行油
红 O染色。
1． 2． 4 油红 O染色 配制油红 O储存液( 0. 5 g 油
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红 + 100 ml 异丙醇) ，4 ℃过夜。按照油红 O 储存
液 ∶ 超纯水 = 3 ∶ 2 的比例稀释油红 O储存液，室温
放置 20 min后，再用 0. 45 μm滤器过滤，避光保存。
将诱导成熟的 3T3-F442A 成熟脂肪细胞用 PBS 轻
轻洗 3 次，每次 5 min，再用 10%中性福尔马林室温
固定 1 h，超纯水洗 3 次，然后加入油红 O 工作液，
室温避光染色 30 min，超纯水清洗 3 次，显微镜观察
并拍照。
1． 2． 5 ＲT-qPCＲ实验 将 3T3-F442A 前脂肪细胞
以每孔 2 × 105 个细胞的密度接种于 6 孔板中，每 2
d更换 1 次培养基，待细胞汇合度达到 80%后开始
诱导分化，诱导方法同 1. 2. 3 项。待细胞诱导分化
成熟后，收集 5 × 106 个细胞，加入 1 ml 的 TＲIzol 试
剂充分裂解后，12 000 r /min 离心 5 min，弃沉淀; 加
入 200 μl 三氯甲烷振荡混匀后室温放置 15 min，4
℃、12 000 r /min离心 15 min; 吸取上层水相 500 μl，
加入 500 μl异丙醇，混匀后室温放置 10 min，4 ℃、
12 000 r /min离心 10 min，弃上清液; 加入 1 ml 75%
乙醇，悬浮沉淀，4 ℃、12 000 r /min离心 5 min，尽量
弃去上清液; 洗涤并干燥获得的沉淀后，加入不含

ＲNase的焦碳酸二乙酯( DEPC) 水，并使用酶标仪在
A260 /280处检测 ＲNA 纯度和浓度。为了获得 cDNA，
将 1 μg 检测合格的总 ＲNA 按照 SweScript ＲTⅡ
First cDNA Synthesis kit说明逆转录成 cDNA。随后
使用 ABI 7500 ＲT-qPCＲ 系统进行 ＲT-qPCＲ。采用
20 μl ＲT-qPCＲ反应体系，反应条件为: 94 ℃预变性
30 s、94 ℃变性 5 s、60 ℃退火 15 s、72 ℃延伸 30 s，
扩增 40 个循环以获得 Ct 值。计算 mＲNA 表达时，
使用 GAPDH内参作为内部对照归一化的 Ct 值，以
2 － ΔΔct法计算 mＲNA相对表达量。
1． 2． 6 Western blot 和 ELISA 实验 将 3T3-F442A
前脂肪细胞以每孔 2 × 105 个细胞的密度接种于 6
孔板中，每 2 d更换 1 次培养基，待细胞汇合度达到
80%后开始诱导分化，诱导方法同 1. 2. 3 项。待细
胞诱导分化成熟后，进行 Western blot 和 ELISA 实
验。对于脂肪细胞分化相关转录因子 C /EBPα、C /
EBPβ、PPAＲ-γ 和 aP2 在蛋白水平的检验，采用
Western blot实验。即细胞诱导分化成熟后，每皿加
入 1 ml 4 ℃预冷的 PBS洗 3 次，置于冰上; 加入 150
μl的裂解液( 1 ml裂解液加入 10 μl 100 mmol /L的
苯甲基磺酰氟) 摇匀冰上裂解 30 min，每 10 min 振
荡 1 次; 裂解完后，使用细胞刮刀快速将细胞裂解液
刮于一侧，转移至 1. 5 ml的离心管中; 4 ℃下 12 000

r /min离心 10 min，获取上清液; 用 BCA试剂盒检测
计算浓度，将提取的蛋白浓度调整为 5 μg /μl; 按比
例加入 5 × SDS 于 100 ℃煮沸 10 min，进行蛋白变
性; 煮沸后将样品冰浴 3 min，4 ℃下 12 000 r /min
再离心 10 min，制成蛋白样品。上样: 使用浓度为
12%的分离胶，样品蛋白上样量为 40 μg; 转膜: 60 V
转移 2 h到 0. 22 μm的聚偏二氟乙烯( PVDF) 膜上;
封闭: 5%的脱脂奶粉封闭 1 h，TBST 洗 3 次，每次
10 min; 抗体杂交: 一抗 4 ℃过夜孵育，TBST 洗 3
次，每次 10 min，二抗室温孵育 1 h，TBST洗 3 次，每
次 10 min; ECL显影液进行显影拍照。用 Image J软
件分析条带灰度值。
采用 ELISA实验检测 MMP-2 和 MMP-9 其蛋白

浓度。即细胞诱导分化成熟后，收集上清液于 1. 5
ml的离心管中，3 000 r /min 离心 10 min 去除沉淀
物，即刻按照 ELISA试剂盒说明书进行检测。
1． 3 统计学处理 使用 GraphPad Prism 8. 0. 1 软
件处理数据，对于定量实验的各组数据用 �x ± s 表
示。实验均独立重复 3 次，两组间比较采用独立样
本 t检验，多组间均数比较采用 ANOVA单因素方差
分析。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Silibinin 对 3T3-F442A 前脂肪细胞增殖的影
响 采用 MTT 法检测 Silibinin 对 3T3-F442A 前脂
肪细胞增殖的影响，见图 1。Silibinin 处理 24 h 后，
与对照组( 0 μmol /L Silibinin) 相比，25、50 μmol /L
Silibinin 组的细胞增殖率差异无统计学意义( F =
5. 97，P ＞ 0. 05) ，100、200、400 μmol /L Silibinin 组的
细胞增殖率下降，差异有统计学意义( F = 215. 50，P
＜ 0. 001 ) 。Silibinin 处理 48 h 后，与对照组 ( 0
μmol /L Silibinin) 相比，25 μmol /L Silibinin 组的细
胞增殖率差异无统计学意义( F = 4. 64，P ＞ 0. 05 ) ;
50、100、200、400 μmol /L Silibinin 组的细胞增殖率
下降，差异有统计学意义( F = 98. 23，P ＜ 0. 001 ) 。
Silibinin 处理 72 h 后，与对照组( 0 μmol /L Silibi-
nin) 相比，25、50、100、200、400 μmol /L Silibinin 组
的细胞增殖率下降，差异有统计学意义 ( F =
409. 90，P ＜ 0. 001 ) 。其中 72 h 的半抑制浓度为
156. 89 μmol /L，故选择 160 μmol /L的 Silibinin作为
后续实验药物浓度。
2． 2 Silibinin 对 3T3-F442A 前脂肪细胞分化的影
响 采用油红O染色法观察Silibinin对3T3-F442A
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图 1 Silibinin对 3T3-F442A细胞增殖的影响

与同一时间 0 μmol /L Silibinin组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

前脂肪细胞分化的影响。与未经过诱导分化的细胞
相比，诱导分化成熟后的细胞形态明显变圆( 图 2A、
B) ; 经过油红 O 染色，能观察到细胞里有大量的红
色脂滴堆积( 图 2C) ; 与对照组( 0 μmol /L Silibinin)
相比，160 μmol /L Silibinin 实验组中的细胞红色脂
滴堆积明显减少 ( 图 2D ) 。以上结果表明 160
μmol /L Silibinin 有效抑制了 3T3-F442A 前脂肪细
胞分化。
2． 3 Silibinin 对 3T3-F442A 脂肪细胞分化相关转
录因子的影响 与对照组( 0 μmol /L Silibinin ) 相
比，经过 160 μmol /L Silibinin 处理后的 3T3-F442A
脂肪细胞，C /EBPα、C /EBPβ、PPAＲγ 和 aP2 的 mＲ-
NA表达量下调，差异有统计学意义 ( t = 15. 03、
16. 50、33. 60、27. 60，P ＜ 0. 001) ，见图 3A; 与对照组
( 0 μmol /L Silibinin ) 相 比，C /EBPα、C /EBPβ、
PPAＲγ和 aP2 的蛋白表达水平下调，差异有统计学
意义( t = 49. 95、68. 10、50. 60、35. 69，P ＜ 0. 001 ) ，
见图 3B、C。上述结果表明 160 μmol /L Silibinin 能
显著抑制 3T3-F442A 脂肪细胞分化相关转录因子
的表达。

图 2 Silibinin对 3T3-F442A细胞脂肪积累的影响 × 400

A: 未分化细胞形态图; B: 分化成熟细胞形态图; C: 对照组油红

O染色图; D: 实验组油红 O染色图

2． 4 Silibinin对 3T3-F442A 脂肪细胞 MEK/EＲK
通路的影响 采用 Western blot 实验检测 Silibinin
对 3T3-F442A脂肪细胞 MEK /EＲK通路的影响。与
对照组( 0 μmol /L Silibinin) 相比，经过 160 μmol /L
Silibinin 处理后的 3T3-F442A 脂肪细胞，p-MEK /
MEK和 p-EＲK /EＲK蛋白的磷酸化水平分别下调，
差异有统计学意义( t = 12. 10、6. 75，P ＜ 0. 001 ) ; 用
MEK1 抑制剂 PD98059 处理细胞后，与对照组( 0
μmol /L Silibinin) 相比，C /EBPα、C /EBPβ、PPAＲγ和
aP2 的 mＲNA表达量下调，差异有统计学意义( t =
10. 50、9. 02、16. 40、27. 60，P ＜ 0. 001) 。上述结果表
明 Silibinin 可能通过抑制 3T3-F442A 脂肪细胞
MEK /EＲK 通路介导 C /EBPα、C /EBPβ、PPAＲγ 和
aP2 的表达来调控脂肪生成。见图 4。
2． 5 Silibinin 对 3T3-F442A 脂肪细胞的 MMP 活
性的影响 通过 ＲT-qPCＲ 实验检测 Silibinin 对
3T3-F442A 脂肪细胞的脂肪生成相关 VEGF及受体

图 3 Silibinin对 3T3-F442A细胞分化相关转录因子表达的影响

A: 分化相关转录因子的 mＲNA 表达图; B: 分化相关转录因子的蛋白表达图; a: 对照组; b: 160 μmol /L Silibinin 实验组; 与对照组比

较: ＊＊＊P ＜ 0. 001
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的影响。用 160 μmol /L Silibinin处理 3T3-F442A脂
肪细胞，VEGF-α、VEGFＲ-2、MMP-2 和 MMP-9 的
mＲNA 表达量分别下调，差异有统计学意义( t =
22. 50、46. 70、23. 40、28. 40，P ＜ 0. 001 ) 。用 ELISA
实验检测 Silibinin 对 3T3-F442A 脂肪细胞的 MMP
活性的影响，3T3-F442A 脂肪细胞上清液中 MMP-2
和 MMP-9 的蛋白酶浓度分别下调，差异有统计学意
义( t = 5. 23、4. 43，P ＜ 0. 001 ) 。上述结果表明，160
μmol /L Silibinin 抑制了 3T3-F442A 脂肪细胞分泌
到上清液中 MMP 的激活，下调了 VEGFＲ-2 与
VEGF-α 的表达; 提示 Silibinin 也可能通过抑制
3T3-F442A脂肪细胞中与血管生成相关的 MMP 的
激活来抑制脂肪生成。见图 5。

3 讨论

肥胖是一个全球性问题，导致非传染性疾病

( 包括高脂血症、2 型糖尿病、癌症和心血管疾病) 患
病率升高。肥胖的发展特征是脂肪细胞数量增加
( 增生) 和大小增加( 肥大) ，这受各种遗传、内分泌、
代谢和营养因素的调节［9］。脂肪细胞通过分泌脂

肪细胞因子执行内分泌功能，这些脂肪细胞因子调

节各种生理功能。在肥胖个体中，脂肪组织增大导
致脂肪细胞因子分泌失调，此外，脂肪细胞因子分泌

失衡与肥胖相关疾病的发作有关。因此，了解脂肪
生成的调节机制对于控制肥胖很重要。
据报道［10 － 11］，在脂肪细胞中，MEK /EＲK 信号

通路的激活，诱导 C /EBPβ、C /EBPδ、C /EBPα 和
PPAＲγ的表达并调节脂肪生成。还有研究表明，脂
肪生成与血管生成及胞外基质的重塑密切相关。
Lijnen et al［12］证实，在脂肪组织中血管化程度高，脂
肪细胞都被丰富的毛细血管包围，并从血管中获得

脂肪细胞生长和分化所需的营养和氧气。Ferrara et
al［13］证实，VEGFＲ-2 的生物学效应通过 VEGFＲ-2
与 VEGF-α 的结合来介导 VEGF-α 的激活，促进脂
肪细胞的增殖分化。
近年来，多种类黄酮已成为治疗疾病的焦点，因

为它们具有各种有益的健康作用，并且似乎比商业

化学药物具有更小的副作用。既往研究揭示了植物
来源的类黄酮能够通过减少脂质积累来抑制脂肪生

成以及抗炎作用［14］。从水飞蓟获得的多酚类黄酮-

图 4 Silibinin对 3T3-F442A细胞中MEK/EＲK通路的影响

A: MEK /EＲK通路相关蛋白激酶表达图; a: 空白对照组; b: 160 μmol /LSilibinin实验组; B: 分化相关转录因子的 mＲNA表达图; 与对照组比

较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 5 Silibinin对 3T3-F442A细胞中MMP活性的影响

A: VEGF及受体的 mＲNA表达图; B: MMP的 mＲNA表达图; C: 上清液中 MMP浓度图; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001
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Silibinin，它药理活性已被广泛研究，其保肝作用与
抗氧化和抗炎作用有关［15］，然而，它在脂质生成及

其作用机制方面研究有限。
本研究通过 ＲT-qPCＲ和 Western blot 实验证实

Silibinin 下调脂肪细胞分化相关转录因子 ( C /
EBPα、C /EBPβ、PPAＲγ和 aP2) 的表达水平，抑制脂
肪生成; 同时，通过 Western blot、ELISA 实验，发现
Silibinin还降低了参与脂肪生成的 EＲK 的磷酸化、
脂肪细胞中脂肪生成相关 VEGF 及受体( VEGF-α
和 VEGFＲ-2) 的 mＲNA 表达以及 MMP-2、MMP-9 活
性。
综上所述，该研究表明，Silibinin 可能通过调节

MEK /EＲK通路和 MMP活性，抑制 3T3-F442A前脂
肪细胞的细胞增殖、分化和脂肪生成。后期可在肥
胖动物模型中进一步评估这些结果。该研究结果可
为开发缓解和预防肥胖相关疾病的药物提供潜在新

策略。
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Silibinin inhibits lipogenic differentiation of 3T3-F442A
adipocytes in murine through inhibition of MEK /EＲK

pathway and matrix metalloproteinase activity
Liu Aiping，Li Tong，Cheng Yaqing，Zhang Ｒenwen，Ge Yakun，Zhang Yuanxin

( College of Biology ＆ Food Engineering，Jilin Institute of Chemical Technology，Jilin 132022)

Abstract Objective To study the effect and mechanism of action of Silibinin on the differentiation of 3T3-F442A
preadipocytes in murine． Methods The effects of 0 － 400 μmol /L Silibinin on the proliferation of 3T3-F442A adi-
pocytes at 24，48 and 72 h were detected by 3-( 4，5-dimethylthiazol-2) -2，5-diphenyltetrazolium bromide ( MTT)
assay，and the effects of Silibinin on the adipogenesis of 3T3-F442A adipocytes were visualized by Oil Ｒed O stai-
ning; ＲT-qPCＲ，Western blot and ELISA assays were used to detect the effects of Silibinin on 3T3-F442A adipo-
cyte differentiation-associated transcription factor CCAAT /enhancer binding protein ( C /EBP) α，C /EBP β，per-
oxisome proliferator-activated receptor γ ( PPAＲγ) ，adipocyte protein 2 ( aP2) ，adipose generation-associated vas-
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cular endothelial growth factor ( VEGF) -α and VEGF receptor 2 ( VEGFＲ-2) ，matrix metalloproteinase ( MMP) -2
and MMP-9，mitogen-activated protein kinase ( MEK) and phosphorylated MEK ( p-MEK) ，and extracellular regu-
lated protein kinase ( EＲK) and phosphorylated EＲK ( p-EＲK) expression． Ｒesults MTT assay showed that the
cell proliferation rate of 3T3-F442A preadipocytes decreased after 100，200，and 400 μmol /L Silibinin treatment
compared with the control group ( P ＜ 0. 001) ; Oil Ｒed O staining assay showed that the accumulation of red lipid
droplets of the cells in the 160 μmol /L Silibinin assay group significantly decreased; ＲT-qPCＲ assay showed that
mＲNA expression of C /EBPα，C /EBPβ，PPAＲγ，aP2，VEGF-α，VEGFＲ-2，MMP-2，and MMP-9 was down-reg-
ulated in 3T3-F442A adipocytes treated with 160 μmol /L Silibinin compared with the control group ( P ＜ 0. 001) ;
Western blot assay showed that protein expression of C /EBPα，C /EBPβ，PPAＲγ and aP2 was down-regulated in
3T3-F442A adipocytes treated with 160 μmol /L Silibinin ( P ＜ 0. 001) ，and the phosphorylation level of p-MEK /
MEK and p-EＲK /EＲK proteins was down-regulated compared with the control group ( P ＜ 0. 001 ) ; ELISA assay
showed that the protein concentrations of MMP-2 and MMP-9 in the cell supernatant were down-regulated ( P ＜
0. 001) in 3T3-F442A adipocytes treated with 160 μmol /L Silibinin． Conclusion Silibinin inhibited 3T3-F442A
adipocyte differentiation and adipogenesis through inhibition of the MEK /EＲK pathway and matrix metalloproteinase
activity．
Key words Silibinin; adipocytes; cell differentiation; lipogenesis; transcription factor; matrix metalloproteinase
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海马 CＲHＲ1 调节慢性应激致
老年前期小鼠学习记忆损伤的机制
屠心茹1，徐家雯1，刘 锐1，陆雨琳2，王 书3，姚余有1，4

摘要 目的 探究海马促肾上腺皮质激素释放激素( CＲH)
受体 1 型( CＲHＲ1) 在慢性应激致老年前期小鼠学习记忆损
伤中的作用机制。方法 12 ～ 14 月龄的 C57BL /6J 小鼠根
据性别、基因型以及是否予以慢性不可预测应激( CUS) 进行
分组，对应激组施加为期 30 d 的 CUS。使用聚合酶链式反
应( PCＲ) 、琼脂糖凝胶电泳和实时荧光定量 PCＲ( ＲT-qPCＲ)
对小鼠进行基因型鉴定。新物体识别实验和 Morris 水迷宫
测定学习记忆能力。Golgi-Cox 染色观察海马神经元树突受
损情况，Western blot 测定海马组织雷帕霉素靶蛋白
( mTOＲ ) 、p-mTOＲ ( Ser2448 ) 、核 糖 体 蛋 白 S6 激 酶
( p70S6K) 、p-p70S6K( Thr389 /Thr412) 蛋白表达，ELISA 检测
血清 CＲH水平。结果 相较于慢性应激前，WT应激各组小
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鼠慢性应激后的认知系数下降，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ，而 KN应激各组小鼠慢性应激前后认知系数差异无
统计学意义。与 WT应激组相比，WT 对照组小鼠逃避潜伏
期均缩短( P ＜ 0. 05 ) 、穿越平台和目标象限次数上升( P ＜
0. 01) ，KN各组小鼠上述差异无统计学意义。相较于 WT对
照组，WT应激组小鼠海马 CA1、CA3、DG区神经元复杂性降
低( P ＜ 0. 05 ) ，海马 p-mTOＲ、p-p70S6K 表达水平均降低( P
＜ 0. 05) ; 而 KN应激组与 KN 对照组相比，除雌性组小鼠海
马 p-mTOＲ表达水平降低外( P ＜ 0. 05 ) ，其余均无显著性差
异。此外，与对照组相比，应激各组小鼠血清 CＲH水平均上
升，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。结论 海马 CＲHＲ1 调
控慢性应激所致的老年前期小鼠的学习记忆损伤和神经元

树突受损，其机制可能是慢性应激引起的高水平 CＲH 无法
与受体 CＲHＲ1 结合，减轻了高水平 CＲH 所抑制的 mTOＲ/
p70S6K信号通路表达。
关键词 慢性应激; 学习记忆损伤; CＲHＲ1; p-mTOＲ; p-
p70S6K
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阿尔茨海默病( Alzheimer' s disease，AD) 的主
要特征是大脑中神经元的逐渐丧失致认知功能受
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