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摘要 目的 探讨白藜芦醇对高脂血症小鼠 2 种白色脂肪

组织胰岛素抵抗相关基因瘦素(Leptin)、肿瘤坏死因子 α
(TNF-α)和葡萄糖调节蛋白 78(GＲP78) 表达的影响。方法

24 只雄性 C57BL /6 小鼠随机分为标准饮食组(SCD)、高
热量高胆固醇饮食组(HCD) 及高热量高胆固醇饮食 + 白藜

芦醇组［HCD + ＲES，白藜芦醇 400 mg /(kg·d)，12 周］。葡

萄糖耐量实验和胰岛素耐量实验分析胰岛素抵抗的改善作

用，检测血脂指标，称取皮下脂肪(SAT) 和肾周脂肪组织

(VAT)重量，HE 染色检测脂肪组织的病理学变化，免疫组化

和实时荧光定量 PCＲ 分析 Leptin、TNF-α、GＲP78 的胞内分

布和基因表达的改变。结果 HCD 组小鼠出现明显的胰岛

素抵抗，血清总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)、低密度脂蛋白

C(LDL-C)显著增高，高密度脂蛋白 C(HDL-C) 明显降低，体

重、SAT、VAT 的重量均明显增加，脂肪细胞体积明显增大，

Leptin、TNF-α、GＲP78 的 mＲNA 和蛋白表达显著增加，且均

位于胞质中;白藜芦醇能显著改善胰岛素抵抗，明显降低体

重和逆转血脂水平变化，明显下调 SAT 和 VAT 中 Leptin、
TNF-α、GＲP78 的蛋白表达和分布，显著降低 SAT 中 Leptin、
TNF-α、GＲP78 和 VAT 中 Leptin、TNF-α mＲNA 的表达。结

论 白藜芦醇具有明显的改善胰岛素抵抗和降脂作用，其机

制可能是通过抗炎、减少 Leptin 表达和内质网(EＲ) 应激有

关，但对不同部位白色脂肪组织基因表达的影响差异不大。
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脂肪组织不仅参与能量的储存，也是重要的内

分泌器官，能分泌多种不同的生物活性物质，如瘦素

(Leptin)、肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α，

TNF-α)、视黄醇结合蛋白 4( retinol binding protein，

ＲBP4)、抵抗素( resistin) 等多种脂肪因子
［1 － 2］。研

究
［3］

表明胰岛素抵抗与脂肪组织中激活的内质网

(endoplasmic reticulum，EＲ)应激有关
［4 － 5］。脂肪细

胞具有 EＲ，过度的 EＲ 应激可能会导致细胞功能受

损甚至凋亡，并伴随脂肪因子、炎症细胞因子表达的

改变，最终导致胰岛素抵抗的发生
［6］。白藜芦醇是

一种天然的非黄酮类多酚化合物，具有抗炎、抗氧

化、抗肿瘤和延缓衰老等功效
［7］。既往报道

［8］
称白

藜芦醇抑制前脂肪细胞增殖和向成熟脂肪细胞分

化，且由于其毒性较小，可能开发成有效的减肥降脂

药物，但是关于白藜芦醇是否能同时改善不同部位

脂肪组织中炎性激活、Leptin 表达和 EＲ 应激的研究

较少。该研究以高脂血症小鼠为研究对象，探讨白

藜芦醇对高脂血症小鼠 2 种典型的白色脂肪组织:

皮下脂肪组织( subcutaneous adipose tissue，SAT) 和

肾周脂肪组织( visceral adipose tissue，VAT) 中炎性

激活、Leptin 表达和 EＲ 应激相关基因的表达的影

响;由于白藜芦醇是天然无毒化合物，但作用较缓

慢，因此参照文献
［9］

选取单一的较高剂量白藜芦醇

400 mg /(kg·d)。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 8 周龄 C57BL /6 小鼠 24 只，清洁

级，雄性，体重(21. 43 ± 2. 08) g，由安徽医科大学实

验动物中心提供，适应性饲养 1 周后实验。
1． 2 主要试剂 白藜芦醇( 南京泽朗医药科学技

术有限公司);ＲNAStore 样品保存液(北京天根生化

科技有限公司);兔抗鼠葡萄糖调节蛋白 78(glucose
regulated protein，GＲP78) 一抗( 美国 Abcam 公司);

兔抗鼠 Leptin、TNF-α 一抗、山羊抗兔及山羊抗鼠辣

根过氧化物酶抗体( 武汉博士德生物技术有限公

司);TＲIzol 试剂(大连宝生物工程有限公司);逆转

录试 剂 盒 ＲevertTM First Strand cDNA Synthesis Kit
(立陶宛 Fermentas Life Sciences 公司);GＲP78、Lep-
tin、TNF-α、GAPDH 引物(上海生工生物工程公司);

iTaqTM Universal SYBＲ Green supermix ( 美 国 Bio-
Ｒad 公司)。
1． 3 造模及分组 将 C57BL /6 小鼠随机分为标准
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饮食组(SCD)、高热量高胆固醇饮食组(HCD，20%
猪油、20%蔗糖、10% 蛋黄粉、1% 胆固醇) 和高热量

高胆固醇饮食 + 白藜芦醇组(HCD + ＲES)。除 SCD
组外，其余两组均为 HCD 喂养，HCD + ＲES 组在

HCD 的同时灌胃白藜芦醇 400 mg /(kg·d) 治疗 12
周。操作均遵守安徽医科大学实验动物伦理委员会

要求。
1． 4 葡萄糖耐量(glucose tolerance test，GTT) 和

胰岛素耐量实验( insulin tolerance test，ITT) 小

鼠禁食 12 h 后，灌胃给予葡萄糖 2 g /kg，分别于 0、
30、60、90、120 min 鼠尾采血测定血糖水平，行 GTT;

小鼠禁食 4 h 后，腹腔注射胰岛素 0． 1 U /kg，分别于

0、30、60、90、120 min 采血测定血糖值，行 ITT。采

血量约为 5 μl，采血过程中小鼠生命体征平稳。
1． 5 小鼠血标本及组织留取 所有小鼠禁食 12 h，

称重，麻醉，腹主动脉采血，常规制备血清，测定总胆

固醇( total cholesterol，TC)、三酰甘油 ( triglyceride，

TG)、高密度脂蛋白( high density lipoprotein-choles-
terol，HDL-C) 和低密度脂蛋白( low density lipopro-
tein-cholesterol，LDL-C) 的浓度 (Olympus AU640 全

自动生化分析仪)。完整分离小鼠 SAT 及 VAT(代

表内脏脂肪组织)，电子天平称重，计算 2 种脂肪组

织占体重的比例( g /g)。一部分甲醛中固定，另一

部分在预冷的 1‰DEPC 水中清洗后置于 ＲNAStore
样品保存液中，4 ℃过夜后倾去保护液，储存在 － 80
℃冰箱中备用。
1． 6 病理形态学观察 每只小鼠的 2 种脂肪组织

均以 10%中性多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，常规

HE 染色，光镜下观察并拍照，每个组织随机取 5 个

视野( × 200)，测定约 300 个细胞的大小。
1． 7 免疫组化分析 石蜡包埋脂肪组织以 4 μm
连续切片，SABC 法进行 Leptin、TNF-α、GＲP78 的免

疫组化分析，一抗为羊抗兔的多克隆抗体，DAB 显

色，脱水、透明和封片，光镜下观察并拍照，每张切片

随机选取 5 个视野，再用 metamorph 生物图像软件

计算各组免疫阳性细胞的平均光密度值 ( integral
optical density，IOD)。
1． 8 实时荧光定量 PCＲ 分析 从 100 mg 脂肪组

织提取总 ＲNA，取 ＲNA 3 μg 逆转录合成 cDNA，在

StepOnePlus(ABI 公司) 上进行实时荧光定量 PCＲ
分 析。内 参 GAPDH 上 游: 5'-TGTGTCCGTCGTG-
GATCTGA-3'，下 游: 5'-CCTGCTTCAC-CACCTTCTT-
GAT-3'。Leptin 上 游: 5'-GAGACCCCTGTGTCGGT-
TC-3'，下 游: 5'-CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG-3'。

TNF-α 上 游: 5'-CCCTCACACTCA-GATCATCTTCT-
3'，下游:5'-GCTACGACGTGGGCTACAG-3'。GＲP78
上游:5'-TGTGGTACCCACCAAGAAGTC-3'，下游:5'-
TTCAGCTGTCACTCGGAGAAT-3'。反 应 体 系 为 20
μl，反应条件为 95 ℃ 30 s 预变性，95 ℃ 5 s，60 ℃
30 s，40 个循环。通过计算 2 － ΔΔCt 得出各组基因的

相对表达水平。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 13． 0 统计软件进行

分析，计量资料以 珋x ± s 表示，多组间均数比较采用

方差分析(ANOVA)，两两比较采用最小显著差异法

(LSD 法)。

2 结果

2． 1 白藜芦醇对高脂血症小鼠胰岛素抵抗的影响

GTT 和 ITT 实验均表明 HCD 组小鼠空腹血糖比

SCD 和 HCD + ＲES 组高，注射葡萄糖 30 min 后血糖

达到峰值，且明显高于 SCD 和 HCD + ＲES 组;HCD
+ ＲES 各时间点的血糖值介于 SCD 和 HCD 组之

间，表明白藜芦醇有明显的改善胰岛素抵抗的作用，

见图 1。
2． 2 白藜芦醇对高脂血症小鼠血脂指标的影响

与 SCD 组比较，HCD 组小鼠 TC、TG、LDL-C 均显著

升高，HDL-C 明显降低(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01);HCD +
ＲES 组 TG、LDL-C 均显著低于 HCD 组，HDL-C 显著

升高(P ＜ 0. 05)，而 TC 与 HCD 组比较降低不明显，

差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)，见表 1。

表 1 白藜芦醇对高脂血症小鼠血脂指标的影响(n = 8，珋x ± s)

组别
TC

(mmol /L)

TG

(mmol /L)

HDL-C

(mmol /L)

LDL-C

(mmol /L)

SCD 1． 49 ± 0． 43 0． 34 ± 0． 07 1． 84 ± 0． 31 0． 18 ± 0． 05
HCD 3． 10 ± 0． 42＊＊ 0． 60 ± 0． 05* 1． 28 ± 0． 35＊＊ 0． 74 ± 0． 12*

HCD + ＲES 2． 80 ± 0． 36 0． 41 ± 0． 10# 1． 72 ± 0． 36# 0． 47 ± 0． 09#

F 值 22． 797 26． 293 6． 565 57． 712

与 SCD 组比较:* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01;与 HCD 组比较:#P ＜ 0. 05

2． 3 白藜芦醇对高脂血症小鼠体重及 SAT、VAT
的影响 与 SCD 组比较，HCD 组小鼠体重、SAT、
VAT 均显著升高;与 HCD 组比较，HCD + ＲES 组小

鼠体重 显 著 下 降 ( P ＜ 0. 05)，SAT 和 VAT 组 织、
SAT /体重和 VAT /体重的比值均降低，但差异无统

计学意义(P ＞ 0. 05)，见表 2。
2． 4 白藜芦醇对高脂血症小鼠脂肪细胞病理学的

影响 与 SCD 组相比，HCD 组小鼠的 SAT 和 VAT
中脂肪细胞的体积明显增大，且细胞大小不一，出现
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图 1 白藜芦醇对高脂血症小鼠胰岛素抵抗的影响

A:GTT; B:ITT;C:GTT 曲线下面积;D:ITT 曲线下面积;1:SCD 组;2:HCD 组;3:HCD + ＲES 组

表 2 白藜芦醇对高脂血症小鼠体重和脂肪重量的影响(n = 8，珋x ± s)

组别 体重(g) SAT(g) VAT(g) SAT /体重 VAT /体重

SCD 32． 33 ± 1． 96 0． 47 ± 0． 06 0． 27 ± 0． 11 0． 015 ± 0． 001 0． 008 ± 0． 003
HCD 35． 67 ± 1． 96＊＊ 1． 46 ± 0． 29＊＊ 1． 45 ± 0． 28* 0． 041 ± 0． 008 0． 040 ± 0． 009
HCD + ＲES 31． 00 ± 3． 03# 0． 98 ± 0． 32 1． 00 ± 0． 41 0． 032 ± 0． 010 0． 030 ± 0． 010
F 值 6． 142 21． 927 24． 334

与 SCD 组比较:* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01;与 HCD 组比较:#P ＜ 0． 05

冠状结构( crown-like structures，CLS) ( 见图 2 中箭

头所示);与 HCD 组相比，HCD + ＲES 组的 SAT 和

VAT 中脂肪细胞明显变小，几乎无 CLS。脂肪细胞

大小的测量结果表明，高脂可诱导 SAT 和 VAT 中的

脂肪细胞体积显著增大，白藜芦醇则可使脂肪细胞

体积明显减小(P ＜ 0. 01)，见表 3。

表 3 白藜芦醇对高脂血症小鼠脂肪细胞大小的影响(μm，珋x ± s)

组别 SAT VAT
SCD 45． 71 ± 0． 40 67． 80 ± 0． 64
HCD 91． 47 ± 0． 81* 112． 85 ± 1． 86*

HCD + ＲES 40． 25 ± 0． 36## 70． 20 ± 0． 54##

F 值 24． 006 116． 639

与 SCD 组比较: * P ＜ 0． 05;与 HCD 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 5 白藜芦醇对高脂血症小鼠脂肪组织蛋白表达

的 影 响 与 SCD 组 相 比 ，HCD 组 小 鼠 的 SAT 和

VAT 中 Leptin、TNF-α 和 GＲP78 蛋白表达水平均明

显升高，且主要分布在胞质中;HCD + ＲES 组小鼠

SAT 和 VAT 中 Leptin、TNF-α 和 GＲP78 的蛋白表达

均明显减少，见图 3 ～ 5;免疫组化的半定量结果表

明，SCD 组和 HCD 组、HCD 组和 HCD + ＲES 组间各

基因的蛋白表达差异均有统计学意义(P ＜ 0. 05)，

见表 4。
2． 6 白藜芦醇对高脂血症小鼠脂肪组织 mＲNA 表

达的影响 与 SCD 组相比，HCD 组小鼠 SAT、VAT
中 Leptin、TNF-α、GＲP78 mＲNA 表达显著增高(P ＜
0. 05)。与 HCD 组相比，HCD + ＲES 组 SAT 中 Lep-
tin、TNF-α、GＲP78 mＲNA 表 达 明 显 降 低; HCD +
ＲES 组 VAT 中 Leptin、TNF-α mＲNA 表达明显降低

(P ＜ 0. 05)，而 GＲP78 的 mＲNA 表达虽然降低，但

差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)，见图 6。
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图 2 SAT 和 VAT 组织的 HE 染色图片 × 200

A: SCD 组;B: HCD 组;C: HCD + ＲES 组;1:SAT 组织;2:VAT 组织

图 3 SAT 和 VAT 组织的 Leptin 免疫组化图片 SP × 200
A:SCD 组;B:HCD 组;C:HCD + ＲES 组;1:SAT 组织;2:VAT 组织

3 讨论

白藜芦醇是一类天然的抗氧化剂，可降低血液

黏稠度、抑制血小板聚集等功效，有关白藜芦醇对高

图 4 SAT 和 VAT 组织的 TNF-α免疫组化图片 SP × 200

A:SCD 组;B:HCD 组;C:HCD + ＲES 组;1:SAT 组织;2:VAT 组织

图 5 SAT 和 VAT 组织的 GＲP78 免疫组化图片 SP × 200
A:SCD 组;B:HCD 组;C:HCD + ＲES 组;1:SAT 组织;2:VAT 组织

脂血症小鼠的降脂作用报道虽然较多
［10 － 11］，但尚无

其对不同脂肪组织基因表达影响的报道。本文的通

过研究白藜芦醇对高脂血症小鼠不同脂肪组织基因

表达的影响，探讨白藜芦醇改善胰岛素抵抗的机制，
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表 4 白藜芦醇对高脂血症小鼠脂肪组织蛋白表达的影响( IOD，珋x ± s)

组别
SAT

Leptin TNF-α GＲP78
VAT

Leptin TNF-α GＲP78
SCD 0． 073 ± 0． 006 0． 088 ± 0． 01 0． 085 ± 0． 008 0． 063 ± 0． 007 0． 070 ± 0． 005 0． 078 ± 0． 008
HCD 0． 124 ± 0． 010* 0． 150 ± 0． 010* 0． 101 ± 0． 018 0． 159 ± 0． 014* 0． 190 ± 0． 001* 0． 090 ± 0． 003
HCD + ＲES 0． 104 ± 0． 007# 0． 070 ± 0． 007## 0． 078 ± 0． 004 0． 110 ± 0． 011# 0． 110 ± 0． 009## 0． 075 ± 0． 008#

F 值 35． 617 54． 160 3． 146 55． 638 164． 658 4． 167

与 SCD 组比较:* P ＜ 0. 05;与 HCD 组比较:#P ＜ 0． 05

图 6 SAT 和 VAT 组织 mＲNA 表达水平分析

A:Leptin;B:TNF-α;C:GＲP78;1:SCD 组;2:HCD 组;3:HCD +
ＲES 组;与 SCD 组比较:* P ＜ 0． 05 ;与 HCD 组比较:#P ＜ 0． 05

同时比较白藜芦醇在抗炎和缓解 EＲ 应激时是否存

在差异。
本实验显示 HCD 饮食喂养 3 个月后，HCD 组

小鼠的血脂指标 TG、TC、LDL-C 显著增加，HDL-C
明显降低，体重、SAT 和 VAT 重量均明显增加，GTT
和 ITT 实验结果表明成功建立了胰岛素抵抗模型;

HCD + ＲES 组血清 TC、TG、LDL-C 与 HCD 组相比显

著下降，小鼠体重明显下降，SAT 和 VAT 重量也有

所下降，HCD + ＲES 组各时间点血糖和胰岛素水平

均低于 HCD 组，表明白藜芦醇具有较好的改善胰岛

素抵抗和高脂血症的作用。
Leptin 是成熟脂肪细胞分泌的细胞因子，当动

物和人体重增加时脂肪组织通过分泌 Leptin 作用于

中枢神经系统来降低体重，但肥胖时会出现 Leptin
抵抗。本实验中白藜芦醇减少 Leptin 表达的机制可

能是通过抑制脂肪细胞的分化
［7］。有报道

［12］
称

TNF-α 水平与体重呈正相关，肥胖者 TNF-α 水平显

著增高，体重减轻后 TNF-α 水平也随之降低，本实

验观察到 HCD 组小鼠 SAT 和 VAT 中 TNF-α、Leptin
表达均明显增加，HCD + ＲES 组小鼠 TNF-α、Leptin
表达明显降低，与 SAT 和 VAT 的改变一致，这表明

白藜芦醇减少脂肪组织 TNF-α 和 Leptin 表达可能

与减少 SAT 和 VAT 重量有关。
白藜芦醇是天然的自由基清除剂，能有效降低

高脂引起的氧化应激，而氧化应激与 EＲ 应激密切

相关，故推测白藜芦醇可能也会影响高脂血症小鼠

脂肪组织中的 EＲ 应激。GＲP78 是参与 EＲ 蛋白质

折叠 和 转 运 的 一 种 重 要 分 子 伴 侣，生 理 状 态 下，

GＲP78 与 EＲ 膜上无活性的跨膜蛋白 ATF6、PEＲK、
IＲE1 结合。在低氧、低葡萄糖、低 Ca2 + 和高脂等应

激状态下，GＲP78 与三种跨膜蛋白分离，转而与未

折叠蛋白结合，导致未折叠蛋白反应 (UPＲ)。研

究
［13］

表明 TG 是引起 EＲ 应激标志物 GＲP78 等增

加的重要因素。本实验中，由于血清 TG 的明显增

加，HCD 组小鼠 SAT 和 VAT 组织的 GＲP78 表达显

著增加，表明小鼠脂肪组织已出现明显的 EＲ 应激;

白藜芦醇组小鼠 SAT 组织 GＲP78 的表达显著下降，

VAT 组织 GＲP78 的表达也有所下降，提示白藜芦醇

可能是通过减少 GＲP78 的表达来改善脂肪组织的

EＲ 应激，但不同部位白色脂肪组织基因表达的差异

不大。
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Ｒesearch of mechanisms of resveratrol improving insulin resistance
in white adipose tissues of hyperlipidemic mice

Chen Li1，2，Chen Guanjun3，Chen Bing1，et al
( 1Dept of Biochemistry and Molecular Biology，3Dept of Chemistry，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Dept of Medical Laboratory，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To study the influences of resveratrol on insulin-resistance related gene expression of Lep-
tin，TNF-α，glucose regulated protein 78 (GＲP78) in two different adipose tissues of hyperlipidemic mice． Meth-
ods Twenty-four C57BL /6 mice were randomly divided into standard control diet (SCD)，high-calorie and high-
cholestrol diet (HCD) and high-calorie and high-cholestrol diet group treated with resveratrol ［HCD + ＲES，400
mg /(kg·d)，12 weeks］． Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test ( ITT) were used to analyze the
improvement on insulin resistance． The serum lipid indices were detected，the body weight，subcutaneous adipose
tissues (SAT) and visceral adipose tissues (VAT) were weighed respectively． The pathological changes of two adi-
pose tissues were detected with HE staining，the protein distribution and mＲNA levels of Leptin，TNF-α and
GＲP78 were measured with immunohistochemistry and real-time fluorescence quantification ＲT-PCＲ respectively．
Ｒesults Compared with SCD group mice，mice fed with HCD showed obvious insulin resistance，higher serum lev-
els of total cholesterol(TC)，triglyceride(TG)and low density lipoprotein-cholesterol(LDL-C)and lower serum lev-
el of high density lipoprotein-cholesterol(HDL-C)，the body weight，weight of SAT and VAT，cell volume of adi-
pocytes were also obviously increased． The mＲNA and protein levels of Leptin，TNF-α and GＲP78 were remark-
ably augmented，mainly distributed in cytosol． Ｒesveratrol could obviously improve insulin resistance，reverse the
serum lipid levels and body weight，decrease the protein expression and distribution of Leptin，TNF-α and GＲP78
in SAT and VAT，reduce the mＲNA expression of Letpin，TNF-α，GＲP78 in SAT，and Leptin，TNF-α in VAT re-
spectively． Conclusion Ｒesveratrol has obvious effects of improving insulin resistance and lipid-lowering． The
mechanisms are possibly related with anti-inflammatory and reduce Leptin resistance and endoplasmic reticulum
stress． Its influence on the gene expressions of white adipose tissues in different sites has no obvious differences．
Key words resveratrol; hyperlipidemia; mice; white adipose tissue; insulin resistance

·9011·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Aug;49(8)


