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摘要 目的：探讨 AMPK在脂肪细胞分化过程中的作用以及与脂滴相关表面蛋白 Cidec的表达关系，为肥胖发生及其防治肥胖及

肥胖相关性疾病提供重要的理论依据。方法：通过免疫组织化学、Real-time PCR和Western blot等方法分析 AMPK和 Cidec在脂

肪细胞分化中的作用，明确二者的相关性。结果：在不同分化程度的脂肪源性肿瘤组织中，AMPK表达随着脂肪细胞分化程度的

升高而表达降低，而 Cidec的表达是逐渐增高的；在不同发育阶段的胎儿脂肪组织中，AMPK随着胎龄的增加表达逐渐降低（P<0.

01），而 Cidec的表达则呈逐渐增高的趋势（P<0.01）；以上 AMPK琢的表达均与 Cidec的表达水平呈负相关。结论：AMPK可能在

脂肪细胞分化过程中扮演重要角色，研究其与 Cidec的表达与作用关系可能为脂肪细胞发育及分化提供重要线索及依据。
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The Role of AMPK in the Differentiation of Human Adipocyte and the
Expressing Features in Human Lipoma or Liposarcoma*

In this study, we would emphatically study the role of AMPK in the process of adipocyte differentiation and

dig out its possible relationship with Cidec during adipogenesis, in order to provide a potential role for AMPK琢 as a target in treating

obesity or obesity-related diseases. Using IHC staining, real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) and western blot analysis

to detect AMPK and Cidec expression in different differentiation phase of human adipocytic tumors, as well as different developmental

stages of human fetal adipose tissue. The results showed that AMPK was gradually increased with a decrease in differentiation of

the tumor cells, while Cidec was gradually decreased; and in the fetal adipose tissues, AMPK decreased (P<0.01) and Cidec increased

(P<0.01) significantly with the birth age increased. It was implied that AMPK was closely related with adipocytes differentiation, and

showed a reverse trend compared with Cidec during the differentiation course of human adipocytes. In this study, we demon-

strated that AMPK played a key role during the differentiation of adipocytes, thus might propose important clues to discover new possible

mechanism for human adipogenesis.
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前言

AMP 活化的蛋白激酶 （AMP-activated protein kinase，

AMPK）广泛存在于真核生物中，就结构组成而言，AMPK由

琢、茁和 酌三个亚基组成。其中 琢亚基是 AMPK的功能单位，为

催化亚基；茁和酌亚基的主要功能是维持 AMPK的整体结构，

为结构亚基[1]。由于 AMPK对机体内能量状态的改变具有高度

的敏感性，因而被称做机体的代谢感受器，其目的为维持能量

的稳态[2]。研究指出，机体内 AMPK被激活后将开放产生 ATP

的代谢途径（促进葡萄糖转运和脂肪酸氧化）而关闭消耗 ATP

的代谢途径（抑制糖原、脂肪和胆固醇合成）[3]。此外，在脂肪组

织中，AMPK可通过控制脂肪酸氧化、糖摄取和脂肪分解等来
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调节能量稳态[4]。因此，AMPK对脂肪细胞能量代谢以及脂肪

细胞分化等方面可能发挥重要作用。我们实验室前期研究指出

Cidec是与脂肪细胞分化相关的重要蛋白[5,9]，在脂肪细胞分化

过程中扮演重要角色，然而现有的研究中关于 AMPK与脂肪

细胞分化方面的关系尚不清楚，因此本研究旨在明确 AMPK

在脂肪细胞分化中的作用及其与 Cidec在脂肪细胞分化中的

作用关系，从而为探索脂肪细胞分化的分子机制提供重要依据。

1 材料与方法

1.1 组织来源

新鲜人胎儿脂肪组织为本实验室 2009年收集所得，所获

取人胎儿脂肪组织均为臀部皮下脂肪组织，孕周分别为

18W，23W和 33W。50例脂肪源性肿瘤组织标本均来自第四军

医大学西京医院病理科，每个病例均由至少两名有经验的病理

医生得出诊断。包括 10例正常脂肪组织、10例脂肪瘤组织和

30例脂肪肉瘤组织（10例高分化脂肪肉瘤，10例中分化脂肪

肉瘤，10例低分化 /去分化脂肪肉瘤）；其中男性 27例，女性

23例；年龄范围 21-69岁，中位年龄 45岁（Table1）。

1.2 抗体

Cidec鼠抗人单克隆抗体为美国 Abcam公司产品（货号：

ab3581）；AMPK琢 兔抗人单克隆抗体为美国 Cell Signaling

Technology公司产品（货号：#5832）；PPAR酌兔抗人多克隆抗
体为 Abcam（货号：ab19481）；茁-actin鼠抗人单克隆抗体为西安
中杉生物科技有限公司产品。

表 1 不同分化程度的脂肪肿瘤组织标本信息

Table 1 Information of adipocytic tumor cases

Histological diagnosis Male Female Total case number Age

Normal adipose tissue 5 5 10 35~55

Lipoma 6 4 10 21~45

Well differentiated liposarcoma 7 3 10 24~53

Middle differentiated liposarcoma 6 4 10 32~48

Low/De-differentiated liposarcoma 3 7 10 31~69

1.3 免疫组织化学染色法检测 AMPK琢和 Cidec蛋白的表达

组织切片常规脱蜡至水，二甲苯浸泡 3遍，时间均为 20

min；再过梯度酒精各 5 min；3% H2O2孵育 30 min，之后用 1×

PBS清洗 3次；5%BSA于室温下封闭 30 min；稀释 Cidec 抗

体，置于湿盒于 4℃过夜；次日滴加山羊抗兔或抗小鼠的二抗，

及辣根过氧化物酶标记得链霉卵白素工作液进行 DAB显色，

苏木素复染；常规脱水透明，中性树胶封片。

1.4 提取人脂肪组织总 RNA及 Real-time PCR

取脂肪组织约 100 mg，加入 1 mLTRIZOL试剂，迅速匀

浆，充分研磨，将匀浆液转移入离心管，通过离心（4 ℃ 12 000

rpm离心 5 min）沉淀组织，每 1 mL TRIZOL加入 200 滋L三氯
甲烷溶液，4℃ 12000 rpm离心 15 min，吸出约 500 滋L上清，加
入等体积异丙醇颠倒混匀后静置。4℃ 12000 rpm离心以沉淀

RNA，加入 1 mL 75%乙醇（DEPC水配制）洗涤沉淀；简单干燥

沉淀，将沉淀溶于 30～50 滋L灭菌的 DEPC水中；紫外分光光

度计测 OD值，置于 -80℃冰箱备用。

将以上提取的 RNA 使用日本 TaKaRa 公司的 Prime-

ScriptTM RT reagent Kit反转录合成 cDNA。实时定量 PCR反应

采用日本 TaKaRa公司的 SYBRTM Premix Ex Taq誖 试剂进行，
而后由 Bio-Rad MyiQTM检测系统采集荧光；目的基因相对表

达量用△ △ Ct法计算。Ct值为实时定量 PCR在扩增过程中每

管内实时测量的荧光值达到阈值时所经历的循环数。

1.5 Western Blot检测目的蛋白

称量组织，按 100 mg加入 1 mL预冷的 Repa裂解液，组织

匀浆，加入 2× 上样缓冲液冰浴。收集的蛋白组织进行Western

电泳、转膜及 5%脱脂奶粉封闭以后，以 1:2制备好的小鼠抗人

Cidec 抗体和 1:1000 稀释的兔抗人 AMPKa 抗体敷育 PVDF

膜，常规敷二抗、发光与照相。

1.6 统计学分析

全部结果均用 SPSS13.0软件进行统计学分析。使用 Bon-

ferroni correction检验分析 Real-time PCR量化结果。

2 结果

2.1 AMPK琢在不同分化程度脂肪源性肿瘤组织中的表达情况
我们首先采用免疫组织化学检测技术比较了 50例脂肪来

源的肿瘤组织（不同分化程度）中 AMPK琢和 Cidec的表达情

况。结果显示：AMPK琢在 10例正常脂肪组织和 6例良性脂肪

瘤组织中的表达几乎呈阴性而 Cidec的表达则均呈强阳性；在

10例高分化脂肪肉瘤中可在部分肿瘤细胞的胞浆内检测到

AMPK琢 的阳性表达，Cidec仅在分化较好的脂肪细胞内呈阳
性表达；在中分化脂肪肉瘤中 AMPK琢的表达进一步增强而
Cidec的表达进一步减弱；而在去分化 /低分化脂肪肉瘤的病

例中可见 AMPK琢在大部分区域呈弥漫强阳性表达，而 Cidec

的表达几乎为阴性（图 1，2）。以上结果可以提示随着肿瘤细胞

分化程度的降低，AMPK琢的表达逐渐升高，而 Cidec表达逐渐

降低。

2.2 AMPK琢在不同发育阶段脂肪组织中的表达情况
为了更进一步明确 AMPK琢 和 Cidec 在脂肪组织分化过

程中的关系，我们采用实时定量 PCR和Western Blot蛋白印迹

的方法，分别从 mRNA和蛋白水平来检测呈不同发育阶段的

胎儿脂肪组织中 Cidec和 AMPK琢的表达特征，我们同时检测
调控脂肪细胞分化过程中一个关键分子过氧化物酶体增殖物

激活受体（PPAR酌）的表达作为参考。结果显示：不论是蛋白水
平还是 mRNA水平，随着胎龄的增加，Cidec的表达水平逐渐
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增高而 AMPK琢的表达逐渐降低，并且 Cidec与 PPAR酌的表 达趋势一致（图 3, 4）。

图 1 AMPK琢在不同分化程度的脂肪来源肿瘤组织中的表达（IHC）
Fig.1 IHC staining for AMPK琢 in adipocyte-derived tumors

随着脂肪细胞分化成熟度的降低，AMPK琢的表达丰度逐渐增高。A)良性脂肪瘤；B)高分化脂肪肉瘤；C)中分化脂肪肉瘤；D)低 /去分化脂肪肉

瘤. Scale bar: 100 滋m
The expression of AMPK琢 was gradually increased with a decrease in differentiation of the tumor cells. A)lipomas/normal adipose tissue; B)

well-differentiated liposarcomas; C) middle-differentiated liposarcomas; D) de-differentiated liposarcomas. DAB was used as the color reagent (brown).

Nucleus was redyed by hematoxylin. Scale bar: 100 滋m.

图 2 Cidec在不同分化程度的脂肪来源肿瘤组织中的表达

Fig.2 IHC staining for Cidec in adipocyte-derived tumors

随着脂肪细胞分化成熟度的降低，Cidec的表达丰度逐渐降低。A)良性脂肪瘤；B)高分化脂肪肉瘤；C)中分化脂肪肉瘤；D)低 /去分化脂肪肉瘤.

Scale bar: 100 滋m
The expression of CIDEC was gradually decreased with a decrease in differentiation of the tumor cells. A)lipomas/normal adipose tissue; B)

well-differentiated liposarcomas; C) middle-differentiated liposarcomas; D) de-differentiated liposarcomas. DAB was used as the color reagent (brown).

Nucleus was redyed by hematoxylin. Scale bar: 100 滋m

图 3 不同分化程度胎儿脂肪组织中 AMPK琢及 Cidec的表达

Fig.3 Western Blot analysis of Cidec and AMPK琢 in fetal adipose tissues

随着胎龄的增加，AMPK琢的表达量逐渐降低，Cidec的表达量逐渐增高，脂肪特异性表达产物 PPAR酌也逐渐增高。
Immunoblotting results showed the expression of AMPK琢 decreased while with Cidec and PPAR酌increased during the differentiation of fetal adipose

tissue.

3 讨论

当今时代，社会经济飞速发展，人们的生活方式也随之变

化，致使现阶段超重与肥胖的人数日益增多。所谓肥胖症指的

是体内的脂肪组织堆积过多或分布异常从而导致体重增加，是

一种多因素的慢性代谢性疾病；当体内贮积的脂肪超过理想体

重的20%以上时，即可诊断为肥胖症[6]。研究表明，肥胖主要表

现为体内白色脂肪组织（WAT）含量过多，且脂肪细胞分化异

常和代谢障碍亦常与肥胖症、糖尿病、高脂血症等多种代谢性

疾病的发生关系密切，因此，研究脂肪细胞分化与代谢异常对

于防治肥胖及肥胖相关性疾病具有重要的意义。

Ailhaud等的研究发现，人一生中脂肪细胞的分化增殖主
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图 4 不同分化程度胎儿脂肪组织中 AMPK琢及 Cidec的表达

Fig.4 mRNA levels of Cidec and AMPK琢 in fetal adipose tissues

随着胎龄的增加，Cidec的 mRNA水平逐渐增高，AMPK琢1和 AMPK琢2

的 mRNA水平均显著降低（*P<0.05, **P<0.01）。

Real-time PCR analysis showed the levels of Cidec increased while

AMPK琢1/琢2 decreased with the increase of the fetal age.

要分为三个阶段：胚胎发育后 3个月，出生后 1年以及青春期；

这些时期人体脂肪细胞的数目急剧增多并不断分化成熟，到达

青春期以后脂肪细胞的数量才能够基本稳定下来[7]。然而进一

步的研究表明，儿童时期超重或肥胖将会对日后肥胖及肥胖相

关疾病的产生于发展产生深远影响，且在成人期，脂肪细胞虽

以体积增大为主，但脂肪细胞仍保留了分化的潜能，其目的在

于维持细胞更新的动态平衡[8]。此外，传统的治疗肥胖的方法大

都通过减少细胞内的脂质储存，治疗结束后脂质往往可再次合

成导致肥胖再度发生[9]。因此，对于逆转肥胖以及防治与肥胖相

关的代谢性疾病的发生需要找寻新的治疗路径。

AMPK一直以来都处于能量代谢的焦点，是调节细胞能量

反应的中心环节，亦是生物体内蛋白激酶级联反应的中枢；研

究指出，AMPK可启动分解代谢途径（脂肪酸氧化和糖酵解）以

促进产能（ATP），同时关闭合成代谢途径（脂肪酸合成和蛋白

合成）以减少能耗；在细胞水平，AMPK既可作为能量感受器，

亦可通过激素和细胞因子（瘦素、脂联素及抵抗素等）途径参与

机体内能量平衡的调节[10-12]。由于 AMPK可参与到机体能量代

谢的多个环节中去，因此有可能成为防治肥胖症、高脂血症及

糖尿病等代谢性疾病的重要靶点之一。

诸多的研究已经表明，AMPK激活后使机体内分解代谢活

动增强和 ATP的生成增多而使体内合成代谢以及某些耗能代

谢活动减弱：在脂肪代谢过程中，AMPK通过磷酸化 ACC、甘油

磷酸酰基转移酶以及 HMG-CoA还原酶等抑制脂质的合成[13]。

还有研究发现在骨骼肌组织，活化的 AMPK能够上调己糖激

酶、GIUT-4和线粒体酶等的表达，说明 AMPK可能也参与了

基因的调控与表达 [14]；然而，现有的研究大多集中于研究

AMPK和能量代谢方面的关系，而很少有报道去揭示 AMPK

在脂肪细胞分化过程中的作用。目前只有一些间接证据：1）

AMPK激活物 AICAR可以抑制脂肪细胞分化并降低脂肪酸合

成酶和转录因子 PPAR酌、C/EBP等脂肪细胞分化后期的分子
标志；2）前脂肪细胞向脂肪细胞分化主要体现在细胞中脂肪形

成（脂滴增大和甘油三酯增多）及分化相关蛋白的表达（脂肪细

胞代谢酶类及 PPAR、C/EBP等分化调节蛋白），AMPK对脂肪

细胞糖脂代谢影响提示其在脂肪细胞分化中发挥重要作用[15]。

Mittberberger 等 [16] 在其最新的研究中发现白藜芦醇

(Resveratrol)可通过激活 AMPK而抑制 PPAR酌2的表达继而抑
制 3T3-L1小鼠前脂肪细胞系的成脂能力和组织其向脂肪细胞

方向分化。Figarola等[17]的研究发现一种与抗肿瘤作用相关小

分子化合物 COH-SR4亦可通过活化 AMPK而阻止前脂肪细

胞 3T3-L1的分化。他们的研究指出，在 3T3-L1细胞中加入

COH-SR4可明显抑制脂肪细胞分化并呈现出剂量依赖性；在

已分化的脂肪细胞中，COH-SR4可明显降低脂滴的聚积和下

调某些脂源性转录因子和与脂肪生成相关的蛋白的表达；并且

他们推测 COH-SR4的这些效应有可能是间接激活了细胞内

AMPK 通路所致。此外，Zhang 等 [18]利用 LKB1（Liver Kinase

B1，一种肿瘤抑制因子）基因敲除的小鼠发现 LKB1基因缺失

可降低细胞内 IRS1 （insulin receptor substrate 1）、PPAR酌、
C/EBP琢以及磷酸化 AMPK的表达水平从而抑制白色脂肪细

胞的生长与分化。因此他们得出结论在白色脂肪组织生长和分

化过程中，LKB1可通过抑制 AMPK的活性而促进白色脂肪细

胞的分化。

以上研究结果都是以动物细胞模型为研究对象来研究

AMPK与脂肪细胞分化的关系。在本部分实验中，我们在人体

组织中首次明确了 AMPK琢在脂肪细胞分化中的表达情况并
初步显示了与 Cidec表达程度的相关性。免疫组化、Real time

PCR和Westernblot结果均表明在脂肪组织分化过程中，AMP-

K琢的表达逐渐降低而 Cidec的表达逐渐升高，二者呈截然相

反的表达趋势，提示在脂肪细胞分化成熟过程中，Cidec有可能

与 AMPK琢存在一定的相关性，这为后续进一步研究二者的相
互作用关系提供了必要的研究基础。
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