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应用高通量基因表达谱芯片研究替米沙坦对成熟脂肪细胞的影响

陈康 窦京涛 潘长玉 邓斌 闰文华 邢光 汪保安 母义明 陆菊明

【摘要】 目的 应用基阅表达谱芯片技术筛查替米沙坦独市干预下成熟脂肪细胞的差异表达基因，进而对替

米沙坦作用下成熟脂肪细胞的功能变化进行预测。方法 将3T3一LI前脂肪细胞诱导为成熟脂肪细胞并进行替米

沙坦(O．1ing／L)干预，Trizol一步法提取总RNA并纯化，反转录合成荧光分子(Cy3／Cy5)标记的cDNA探针，分别

与含有36 000个基因或基冈片段的高通量小鼠伞基因组寡核苷酸微阵列芯片杂交，杂交信号经扫描和数字化处理，

筛选替米沙坦干预组与对照组成熟脂肪细胞间的差异表达基因，进而通过生物信息学数据分析推测替米沙坦独立

作用下对于成熟脂肪细胞功能的影响以及可能信号途径。结果共筛选157个差异表达基因，其中表达上调的基因

86个，表达下调的基因71个，这些基因涉及脂质代谢、细胞分化及成脂过程以及脂肪细胞分泌，其基因功能町能参

与替米沙坦对于脂肪细胞功能的独。诳影响。通过信号通路的生物信息学分析，包括细胞一细胞受体相互作用、细胞黏

附分子、脂肪细胞因子信号途径、氧化应激等与脂肪细胞分泌有关的途径均受到影响。此外，替米沙坦还可能作用

于脂肪细胞增殖、分化与成脂过程相关途径如Wnt信号途径、伊catenin相关途径以及Notch信号途径等。结论替

米沙坦对成熟脂肪细胞可能具有独立于AT受体的特殊作用，并对细胞脂质合成、代谢产生影响。

【关键词】 血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂；寡核苷酸序列分析；脂细胞

Effect of telmisartan OR mature adipocytes investigated with

microarray based high throughput gene expression profile
CHEN Kang。DOUJingtao，PAN Changyu，et al

Department of Endocrinology，Chinese PLA General Hospital，Beijing 100853，China

[Abstract] Objective To screen the differentially expressed genes related to lipid metabolisms in the mature adipo—

cytes and to investigate the effect of telmisartan on the cells丽th mieroarray based high throughput gene expression profile．

Methods The 3T3一L1 preadipocytes were induced into the mature adipocytes。which was then intervened with telmisartan

(O。ling／L)．The totaI RNAwas iSolated from the ceils with or without telmi8artan intervention with Trizol method．After

purification．reverse transcription was carried out to synthesize Cy3／Cy5 labeled eDNA probe．The probe was hybridized with

microarray based high throughput gene expression profile(36 000 genes or gene fragments)to∞reen the differentially ex-

pressed genes in the cells with and without telmisartan intervention．The effect of telmisartan on the function of the mature

adipocytes and the possible signal pathway were analyzed．Results A total of 157 differentially expressed genes were

screened OUt，including 86 up-regulated genes and 71 down-regulated ones，which were involved in lipid synthesis，catabolism

and transport in the adipocytes．The changes in the expression level of these genes might be related to the effects of telmisar-

tan on function of mature adipocytes。such as cytokine-cytokine receptor interaction，cell adhesion molecules，adipocytokine

signaling pathway，o菇dafive stress，etc．In addition，telmisartan played some roles in certain pathways related to the prolif—

eration，differentiation，and lipid synthesis of mature adipocytes，such as Wnt，pcatenin，and Notch signaling pathways．

Conclusion Telmisartan exerts its effect on mature adipoeytes in a manner which is independent of AT receptor．

Telmisartan may affect the lipid synthesis，catabolism and transport of the mature adipoeutes．

[Key words]angiotensinⅡreceptor blocker；gene expression microarray analysis adipocyte

血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂(angiotensinⅡrecep—

tor blockers，ARBs)作为一类疗效确切的降压药

物，其降压以外的作用也越来越受到重视。近年几
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个大型的临床试验如HOPE、LIFE、AI。LHAT、

CHARM、VALUE等大都表明血管紧张素转换酶

抑制剂(angiotensin-converting enzyme inhibitos,
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ACEIs)或ARBs类药物可显著减少2型糖尿病的

发生。Abuissa等[1]对2005年以前包括上述试验

的12个临床随机对照试验进行的荟萃分析表明，与

安慰剂、利尿剂、p受体阻滞剂以及钙离子通道阻

滞剂相比，ACEIs和ARBs可以减少25％的新发2

型糖尿病。这一现象的机制并不明确。脂肪组织作

为机体能量储存的重要场所，也通过其脂质代谢和

分泌作用发挥对机体能量平衡和血糖稳态的调节作

用[2]。脂肪组织中存在肾素一血管紧张素系统，因此

也是ARBs药物作用的重要靶组织。本实验利用小

鼠来源的3T3一L1前脂肪细胞进行诱导分化成为成

熟的脂肪细胞后，采用高通量表达谱基因芯片一晶

芯@小鼠全基因组寡核苷酸微阵列芯片(CapitalBio，

China)对替米沙坦(telmisartan)影响脂肪细胞功能

的可能基因在mRNA水平进行全基凶组筛查，并采

用生物信息学方法对结果进行分析。

1材料和方法

1．1 3T3一L1细胞培养和诱导分化 参考Muneya

等口]的方法进行3T3一L1小鼠前脂肪细胞(中科院

上海生命研究所)的培养和诱导分化。于诱导的第

12天观察脂肪细胞形态和脂滴形成情况，只有分化

率超过90％的样品用于进一步的实验。

1．2 药物干预 取诱导分化后的3T3一L1细胞分

为2组，替米沙坦干预组将替米沙坦(Sigma-

Aldrich，USA)溶于DMS0，加入培养液(10％FCS

的DMEM)中，替米沙坦终浓度为0．1mg／L；应用

DMSO作为对照，终浓度为0．01％。37℃、5％CO：

条件下孵育12h。

1．3样品RNA的准备干预结束吸干培养液，洗

涤细胞后应用Trizol(Invitrogen，USA)一步法提

取细胞中的总RNA，通过异丙醇沉淀法浓缩RNA，

并进一步采用NucleoSpi∥RNA clean-up试剂盒

(Macherey-Nagel，Germany)对总RNA进行过柱纯

化后用紫外分光光度计定量，甲醛变性胶电泳质检。

1．4对样品I矾A进行荧光标记和基因芯片杂交按

CapitalBio公司实验操作流程进行，将Cy3一dCl、P和

Cy5 dCTP(GE Healthcare，USA)分别标记来源于

替米沙坦干预细胞和对照组细胞总RNA的转录产

物，标记产物纯化后溶于80“l杂交液中(3 x SSC，

0．2％SDS，5×Denhart7S，25％甲酰胺)，于42℃杂

交过夜。杂交结束后，在42℃左右含0．2％SDS，2

×SSC的液体以及室温0．2×SSC中分别洗5min。

1．5芯片的扫描、芯片图像的采集与数据分析芯

片杂交后用LuxScan 10KA双通道激光扫描仪进行

扫描，用LuxScan 3．0图像分析软件分析Cy3和

Cy5两种荧光信号的强度和比值并进行片问线性校

正和片内归一化[4]。表达基因的判定标准为Cy3

或Cy5信号值至少其中之一必须>1500；差异表达

基因必须符合以下两条标准：(1)符合表达基因的判

定标准；(2)基因点信号值的比值Cy3／Cy5>1．5或

<O．5。

1．6表达基因的筛选和差异基因的信息学分析

删除荧光信号弱的基因(<1500)，以及芯片上的阴

性对照、内标、外标等冗余的数据，以2倍标准筛选

差异表达基因。在进行生物信息学分析时，把筛选

出的差异表达基因对照KEGG(www．genome．jp／

kegg／)和BioCarta(www．biocarta．com)数据库进

行途径分析(Pathway analysis)。

1．7 芯片结果进行实时荧光定量PCR验证选择

基因芯片筛选的部分差异表达基因进行荧光定量

PCR验证，荧光定量PCR委托北京博奥生物有限

公司完成。

2 结 果

2．1样本和芯片质量控制结果实验中提取的总

RNA所进行的凝胶电泳(图1)显示18S、28S条带

清晰，且28S比18S rRNA条带亮度大于1：1，

0Dz。。／ODz。。在1．7～2．2之问，证实获得了高质量

的总RNA。芯片Hex(固定化阳性对照序列)、外

标(非样品相关的核苷酸序列)、内标(看家基因

M—ACTB，M—GAPD，M—I．DHA，M—RPI。5)等阳性

对照信号正常，阴性对照(50％DMSO)检测为阴

性；片内看家基因重复性好，比值的变异度不超过

0．3；无影响数据的污染，漏点率<3 o；检测率正常。

图1对照组(第l、3泳道)和替米沙坦干预组(第2、4泳道)

成熟脂肪细胞提取的总RNA凝胶电泳图
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2．2差异表达基因 以信号值变化超过2倍作为

筛选标准，差异表达基因或基因片段为157个，其中

表达上调的基因86个，表达下调的基因71个；部分

上调基因结果见表l。各基因的杂交信号强度分布

见图2，图2中每一个数据点代表芯片上一个基因

点的杂交信号，其巾黑色数据点代表非差异表达基

因，红色点为替米沙坦干预后表达上调的基因，绿色

点为替米沙坦干预后表达下调的基因。

图2表达谱芯片杂交信号强度双对数散点图

2．3途径分析通过比对KEGG和BioCarta数据

库进行差异基因的途径分析表明，替米沙坦作用于

脂肪细胞的可能相关途径列于表2中。其巾，受影

响最大的是促丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号

途径，包括细胞一细胞受体相互作用、细胞黏附分子、

脂肪细胞因子信号途径、氧化廊激等与脂肪细胞分

泌有关的途径均受到影响。替米沙坦还可能作用于

脂肪细胞增殖、分化与成脂过程相关途径如Wnt信

号途径、8一catenin相关途径以及Notch信号途径

等。

2．4 实时荧光定量PCR结果 用实时荧光定量

PCR抽检部分差异表达基因，结果显示，虽然表达

上调或下调的倍数存在差异，但芯片结果与实时定

量PCR结果在上调或下调的趋势上基本一致，证实

了芯片杂交结果的可靠性(表3)。

3讨论

基因表达谱芯片作为高通量的基因表达检测方

法在药物作用的研究中已经比较常用，具有高通量、

高灵敏度等特点，而利用以KEGG和BioCarta数据

库为来源的的途径分析可以协助发现差异表达基因所

表1 表达谱芯片筛选出的部分上调的差异表达基因

基因符号1 比值Cy3／Cy5 Ensembl基因号 Ensembl描述

Olfr663 30．5310 ENSMUSG00000060136 Olfactory receptor GA x6K02T2PBJ9—7331927—7332961

Pga5 28．5911 ENSMUSGOOOO0024738 pepsinogen F

Insl5 20．6587 ENSMUSG00000059100。 Insulin-like peptide INSL5 precursor

Ed96 11．6601 ENSMUSGOOOO0044199 Sphingosine 1一phosphate receptor Edg一6

Neurod2 10．4880 ENSMUSG00000038255 Neurogenic differentiation factor 2(NeuroD2)

Pace4 10．4019 ENSMUSG00000030513 PACE4A(Fragment)

Cd200r3 9．6117 ENSMUSG00000036172 CD200 eell surface glycoprotein receptor 3

Rpl41 9．5102 ENSMUS(；OOOO0060143 60S ribosomal protein L41(HGl2)

Triml0 7．6748 ENSMUSGOOOO0052980 Tripartite motif protein 1 O(RING finger protein 9)

Crhbp 7．6237 ENSMUsGOOOO0021680 Corticotropin-releasing factor binding protein precursor

Olfrl031 5．7936 ENSMUSG00000043267 Olfactory receptor

Dlgh2 4．6873 ENSMUSG00000052572 chapsyn-110；discs large homolog 2

Polal 3．2797 ENSMUSG00000006678 DNA polymerase alpha catalytic subunit(EC 2．7．7．7)

Fhl3 3．0460 ENSMUSG00000032643 Skeletal muscle LIM—protein 2(SLIM 2)

HPT—MOUSE 2．8617 ENSMUSGOOOO0031722 Haptoglobin precursor

Lcn2 2．7638 ENSMUS(如OOO0026822 Neutrophil gelatinase—associated lipocalin precursor

Chi311 2．7382 ENSMUSG00000064246 Chitinase-3 like protein 1 precursor

Illrap 2．5659 ENSMUSGOOOO0022514 Interleukin-1 receptor accessory protein precursor

Sdcbp2 2．4970 ENSMUSGOOOO0027456 Syntenin 2(Syndecan binding protein 2)

Ube2jl 2．1624 ENSMUSGOOOO0028277 ubiquitin—COnjugating enzyme E2，J1

Saal 2．0955 ENSMUSG0000006 l 933 Serum amyloid A—l protein precursor

Cy3：替米沙坦；Cy5：对照
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MAPK signaling pathway

Cytokine-cytokine R interaction

Cdl adhesion molecules

Adipocytokine signaling pathway

Oxidative Stress Induced Gene Express

Wnt signaling pathway

Cell Cycle

Accumulation of p-catenin by AKT

KEGG

KEGG

KEGG

KEGG

BioCarta

KEGG

KEGG

BioCarta

Adipocytokines and proinflanunatory factors

Adipocytokines and proinflammatory factors

Adipocytokines and proinflammatory factors

Adipocytokines and proinflammatory factors

Adipoeytokines and proinflammatory factors

Differentiation and adipocity

Proliferation

Differentiation and adipocity

Notch signaling pathway 2 0．041728 0．0 KEGG Differentiation and adipocity

注：R1：在芯片结果中与对照相比；R2：在实时PCR中与对照相比(’P<0．05，“P<O．01)

影响的生物学通路。KEGG和BioCarta数据库涵

盖了目前所发现的大多数细胞信号和基因调控的通

路。本实验应用晶芯@小鼠全基因组寡核苷酸微阵

列芯片(CapitalBio，China)，对小鼠来源经过诱导

的3T3-L1前脂肪细胞进行替米沙坦干预下的全基

因组表达的筛查。筛查共发现157个差异表达基

因，通过比对KEGG和BioCarta数据库进行差异基

因的途径分析，这些基因涉及多个信号转导途径以

及细胞脂质和能量代谢、细胞分泌等多个过程。提

示替米沙坦可能对成熟脂肪细胞发挥直接影响。实

验中笔者还利用实时荧光定量PCR对芯片筛选的

部分差异表达基因进行了验证，结果证实了芯片杂

交结果的可靠性。

根据以往的研究，ARBs具有对于肥胖和糖尿

病降压作用以外的影响，这种影响是在一系列的临

床观察和动物实验中获得的。笔者既往的研究已经

证实[5]，在动物实验中应用较大剂量坎地沙坦(can—

desartan)进行药物干预，在摄食量无显著变化的情

况下，动物体重和体内附睾脂肪、肾周脂肪量明显较

对照组减少。进一步观察附睾脂肪显示脂肪细胞缩

小，细胞构成增加，而单位质量组织甘油三酯含量和

总细胞数量无变化，说明ARBs对于内脏脂肪具有

一定的作用。对替米沙坦和缬沙坦(valsartan)的研

究也得到了类似的结果[6]。在临床研究中，替米沙

坦也被证明可以减少代谢综合征患者体重和脂肪组

织的量[7]。ARBs的这些降压外效应的机制尚不清

楚。笔者利用高通量的表达谱芯片对替米沙坦干预

下的3T3一I，1成熟脂肪细胞在mRNA水平进行全

基因组的表达分析，发现的157个差异表达基因，其

中一部分基因参与到Wnt／B-catenin信号途径、

Notch信号途径等(表2)与脂肪细胞增殖、分化、成

脂密切相关的信号途径中。其中，wnt信号途径和

8-catenin相关途径实际上是整合的信号途径，称为

Wnt／19一catenin信号途径，Wnt／p-catenin信号途径

在脂肪细胞的脂肪生成中起关键作用，其激活可以

抑制脂肪细胞的分化[8]。另外，差异表达基因中还

包括一些与能量物质代谢有关的基因如Nos3(内皮

型一氧化氮合酶基因)、CPTla(脂酰肉碱脂酰转移

酶1基因)等(表3)，这些基因表达产物在脂解以及

氧化磷酸化过程中发挥关键的调节作用。研究表
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明[9]，Nos3表达上调导致的N0增加，可以触发线

粒体的生物合成，促进能量物质在线粒体代谢，并调

节脂肪细胞的脂解作用；而CPT_la的表达产物是

脂肪酸G氧化的限速酶，参与线粒体能量代谢。替

米沙坦可能通过增强上述基因的表达诱导脂解、增

强线粒体氧化磷酸化，产生对肥胖个体脂质代谢的

有益影响。

脂肪组织作为机体能量储存的重要场所，在机

体能量平衡和血糖稳态也有重要的调节作用。这主

要是脂肪细胞通过分泌脂肪因子调节其他组织器

官。在本研究结果中发现，替米沙坦干预下的部分

差异表达基因参与了脂肪因子的分泌以及脂肪因子

作用的调节。其中MAPK途径(表2)与脂肪细胞

分泌尤其是促炎因子的分泌有重要的联系，也可能

参与脂肪细胞增殖分化的过程Do]，提示替米沙坦可

能通过MAPK途径而发挥对脂肪细胞以及脂肪细

胞炎症凶子分泌的调节作用。近年来，2型糖尿病

的炎症基础越来越受到重视，很多研究提示慢性炎

症是包括肥胖和2型糖尿病等代谢性疾病的重要病

理状态，与疾病的发生发展及靶器官的损害有密切

的联系。脂肪组织是某些促炎因子如II。一1、IL-6、

TNF—a等的重要来源，而促炎因子引起的胰岛素抵

抗是引起2型糖尿病的一个重要凶素。近期几项大

型的临床研究提示，ARBs可以减少新发2型糖尿

病[1]，笔者的芯片研究结果所提示的ARBs通过

MAPK途径调节脂肪细胞炎症因子分泌可能起到

一定的作用。另外，筛选的差异表达基因中某些炎

症因子前体的基因表达也发生变化，如Saal(编码

血浆淀粉样蛋白A1前体)、Saa3(编码血浆淀粉样

蛋白A3前体)、HPT(编码触珠蛋白)等。这些炎症

因子在糖尿病的发生发展中可能存在一定的作用。

脂肪组织存在自身的肾素一血管紧张素系统，可

能是ARB药物作用的重要靶点。笔者的研究利用

高通量的表达谱芯片研究ARB药物替米沙坦对成

熟脂肪细胞的影响，为深入研究ARBs作用于脂肪

细胞的机制提供线索，对涉及更多代谢途径的基因

表达谱分析工作正在进行。
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