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甲状腺相关眼病 ( thyroid associated ophthal-

mopathy, TAO) 是一种器官特异性自身免疫性疾

病 ,与甲状腺的功能密切相关。眶后脂肪组织增生

是 TAO发病机制之一 [1]。关于眼眶脂肪组织增生

机制的研究意义深远 , 眼眶前脂肪细胞培养及分

化技术成熟[2]为本研究打下好的基础。抵抗素是由

脂肪细胞分泌的一种脂肪细胞因子 , 其在腹部、大

腿等脂肪组织中的基因及蛋白表达早有研究 [3], 但

在眼眶脂肪组织中的表达尚无研究报道。本课题

旨在研究抵抗素在 TAO 患者眼眶脂肪组织及体

外培养分化的脂肪细胞中的表达。
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摘 要 :【目的】通过检测抵抗素在甲状腺相关眼病患者及对照组眼眶脂肪组织和脂肪细胞中的表达 , 为

进一步探讨抵抗素与甲状腺相关眼病的相关性打下基础。【方法】通过体外原代培养获得前脂肪细胞 , 前脂肪

细胞在分化液的作用下转化为成熟脂肪细胞。用 RT—PCR 法检测眶脂肪组织、前脂肪细胞及成熟脂肪细胞中

抵抗素 mRNA的表达 , 并进行免疫组化检测抵抗素蛋白的表达。【结果】前脂肪细胞中无抵抗素 mRNA及蛋白

的表达。成熟脂肪细胞及眶脂肪组织中有抵抗素 mRNA及蛋白的表达。免疫组化结果显示抵抗素蛋白位于成

熟脂肪细胞胞浆中。【结论】甲状腺相关眼病患者眶脂肪中抵抗素 mRNA及蛋白表达丰富 , 说明甲状腺相关眼

病患者眶脂肪增多是因成熟脂肪细胞所占比例增加、脂肪细胞分化增强所致。
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Expression of Resistin in Orbital Adipose Tissue and Adipocyte of Patients with

Thyroid Associated Ophthalmopathy
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Abstract:【Objective】To investigate the expression of resistin mRNA and protein in orbital adipose tissues and

adipocytes in the patients with and without thyroid associated ophthalmopathy (TAO) .【Methods】The preadipocytes

were cultured from the orbital adipose tissues. The preadipoytes stimulated by a differentiation media were

differentiated into adipocytes in vitro. The expression of both resistin mRNA and resistin protein in preadipocytes ,

adipocytes, and adipose tissues were measured by RT- PCR and immunohistochemistry. 【Results】 There was no

expression of resistin mRNA and protein in preadipocytes, but they were expressed in mature adipocytes and

adipose tissues. Immunohistochemistry of mature adipocytes and orbital adipose tissues showed that the resistin

protein was abundant in adipocyte cytoplasm. 【Conclusion】 The resistin is an adipocytokine secreted by mature

adipocytes. In our results, the expression of resistin mRNA and resistin protein were abundant in the orbital adipose

tissue of TAO patients,which implicated that the orbital adipose tissue of TAO patients was mostly consisted of

mature adipocytes, the diffentiation of preadipocytes was enhanced.
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1 材料与方法

1.1 组织来源

收集的标本为眼眶脂肪组织 , 取自 TAO患者

开眶减压术 , 共 12 例 , 手术时患者甲状腺功能基

本正常。对照组眼眶脂肪组织取自整形手术病人 ,

共 6 例。组织标本于术中切除后一部分用于原代

培养前脂肪细胞 , 一部分用甲醛固定用作石蜡切

片 ,一部分液氮保存( 1 h 内)。

1.2 人前脂肪细胞的体外培养及分化

将获取的眼眶脂肪组织立即放于含 150 mL/L

胎牛血清的 DMEM/F12 培养液中 , 4 ℃放置 2～3 h

后采取组织块法接种于 25 cm2培养瓶中 , 当细胞

增殖至融合状态时 , 按 1∶2 传代 , 其中一部分继续

接种在培养瓶中培养 , 一部分接种于放置盖玻片

的培养皿中,Ⅱ-Ⅳ代细胞常规用于分化。分化液

的配制: A液, DMEM/F12 原液中加入终浓度为 1

μmol/L 胰岛素、17 μmol/L 泛酸、33 μmol/L 生物

素、10 μg/mL转铁白蛋白、0.2 nmol/L T3、1 μmol/

L 地塞米松、0.1 mmol/L IBMX; B 液 , A 液中撤除

地塞米松、IBMX。细胞生长至 80%融合 ,加入分化

液 A, 隔天换液 , 4 d 后换为 B液 , 以后 3～4 d 换液

1 次 , 16 d 结束分化。油红染色鉴定脂肪细胞分

化。

1.3 抵抗素 mRNA 的检测

Trizol Reagment( Invitrogen 公司) , 逆转录试剂

盒 ( Fermentas 公司 ) , 引物由北京赛百盛基因技术

有限公司合成。

采用二步法 RT- PCR 法检测前脂肪细胞、分

化脂肪细胞及脂肪组织中抵抗素 mRNA的表达。

抵抗素引物设计 : 上游引物, 5′- AGC CAT CAA

TGA GAG GAT CCA- 3′;下游引物 , 5′- TCC AGG

CCA ATG CTG CTT A- 3′。反应条件 : 94 ℃ 3

min→93 ℃ 30 s→55 ℃ 50 s→72 ℃ 50 s,共 35 个

循环 , 最后 72 ℃充分延伸 7 min,4 ℃保温;扩增片

段长度 500 bp。

1.4 抵抗素蛋白的检测

体外培养细胞采用爬片方法;脂肪组织为石蜡

切片 ,厚度 5 μm。使用免疫组化试剂盒(福州迈新

生物技术开发有限公司)进行抵抗素蛋白检测 ;兔

抗人抵抗素抗体 ( Santa Cruze 公司) 1 ∶200 稀释 ,

37 ℃ 2 h 或 4 ℃过夜 ; DAB显色 (试剂盒购自武

汉博士德 )时间 5～10 min,显微镜下观察 ; 自然干

燥后中性树胶封片 [ 4]。

2 结 果

2.1 前脂肪细胞分化油红染色结果

来自 TAO 患者及对照组眶脂肪的前脂肪细

胞 , 暴露于体外适当的条件 (分化液 )均可分化为

成熟脂肪细胞。分化第 1 天 , 前脂肪细胞呈梭形

(图 1) ; 第 2 天 , 细胞收缩呈类圆形 ; 随着分化时

间的延长 , 脂肪细胞中积聚的脂滴越来越多 ; 16 d

分化结束。已分化细胞油红染色观察细胞中的脂

滴 ,脂滴呈红色(图 2)。

2.2 RT- PCR 法检测抵抗素 mRNA

前脂肪细胞中无抵抗素 mRNA表达 , 脂肪组

织和已分化脂肪细胞中扩增出抵抗素 mRNA 片

段 ,约 500 bp(图 3)。

2.3 免疫组化检测抵抗素蛋白

12 例 TAO患者眼眶脂肪组织石蜡切片免疫

图 1 前脂肪细胞

图 2 脂肪细胞油红染色

Fig.1 Preadipocytes (10×)

Fig.2 Oil red staining of adipocytes (40×)

1 2

图 3 PCR 产物电泳结果

Fig.3 The results of electrophoresis

1: DNA Marker; 2: preadipocytes; 3: mature adipocytes; 4:

adipose tissue of TAO patients; 5: adipose tissue of control samples
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组化均显示抵抗素蛋白位于脂肪细胞胞浆 , 且丰

富 (图 4A) ; 6 例对照组眼眶脂肪组织石蜡切片免

疫组化亦可见抵抗素蛋白表达 , 但较 TAO组少。

12 例 TAO患者及 6 例对照组爬片前脂肪细胞免

疫组化均未见阳性着色(图 5A) , 已分化脂肪细胞

胞浆阳性着色 ,抵抗素蛋白位于胞浆(图 5B)。

3 讨 论

3.1 抵抗素是一种脂肪细胞因子

抵抗素 ( resistin)是近来确认的一种脂肪细胞

因子 , 由脂肪组织分泌的大约 12 ku 的多肽 [5]。我

们的研究证明体外培养的 TAO 患者及对照组眼

眶前脂肪细胞中未检测到抵抗素 mRNA及蛋白表

达 ;但两组前脂肪细胞在体外分化液作用下 , 分化

为成熟脂肪细胞后即可检测到抵抗素 mRNA及蛋

白的表达 ,且两组之间无差别。RT- PCR 产物电泳

结果显示从成熟脂肪细胞中提取 RNA, 经逆转录

及 PCR 后扩增出 500 bp 长的抵抗素片段。免疫组

化检测到抵抗素蛋白位于成熟脂肪细胞胞浆中 ,

脂滴之间。由此可知抵抗素是由脂肪细胞分泌的

一种细胞因子 , 在前脂肪细胞中检测不到 , 但是前

脂肪细胞分化为脂肪细胞后即可检测到。根据这

一特点 , 我们可在体外研究一些影响因素对抵抗

素表达的影响。

3.2 TAO 患者眶脂肪组织以成熟脂肪细胞为主

Sorisky等[6]研究显示前脂肪细胞纤维母细胞 ,

眶纤维母细胞的一个亚群 , 暴露于适当的旁分泌

刺激能够分化成脂肪细胞。虽然导致这个效应的

激素、细胞因子仍不能详细描述 , 但已清楚 TAO

患者眼眶脂肪组织更细胞化 , 能够分化成脂肪细

胞的前脂肪细胞占更高比例。本研究亦证实由

TAO患者眼眶脂肪组织培养出来的前脂肪细胞 ,

在体外分化液的作用下可分化为成熟的脂肪细

胞 ,富含脂滴。TAO患者眼眶脂肪组织石蜡切片免

疫组化结果显示 : 脂肪细胞胞浆中存在丰富的抵

抗素蛋白 , 由上文已知抵抗素是一种由成熟脂肪

细胞分泌的细胞因子 , 说明 TAO患者眼眶脂肪组

织以成熟脂肪细胞为主 , 即前脂肪细胞在体内某

些因素影响下向脂肪细胞分化增加。而对照组眼

眶脂肪组织中抵抗素 mRNA 及蛋白的表达均较

TAO患者弱 , 说明对照组眼眶脂肪组织中成熟脂

肪细胞较 TAO患者少 ,进一步说明 TAO患者眼眶

脂肪组织以成熟脂肪细胞为主。

3.3 抵抗素可能参与 TAO 的发生发展

Kim等[7]研究发现抵抗素可抑制 3T3- L1 前脂

肪细胞向脂肪细胞分化,但Gong等[8]近来研究显示

抵抗素促进 3T3- L1前脂肪细胞分化。抵抗素可能

通过脂肪细胞分化这条途径参与 TAO发生、发展 ,

但关于抵抗素究竟是抑制还是促进前脂肪细胞分

化 , 尤其是人前脂肪细胞 , 尚需更多的实验研究来

探讨。抵抗素与炎症过程中涉及的蛋白有类似的结

构,其表达方式和生理功能与其它已知促炎症细胞

因子 , 例如 IL- 6 和 TNF-α类似 , Fantuzzi [9]研究显

示在人体中 , 抵抗素似乎是炎症状态的关键媒介。

本研究显示 TAO 患者眼眶脂肪组织中抵抗素表

达较对照组丰富 , 因此我们推测抵抗素 , 作为一种

具有促炎症特性的脂肪因子 , 可能通过上调 IL- 6

图 4 眼眶脂肪组织免疫组化染色

Fig.4 Immunohistochemistry of orbital adipose tissue

A: immunohistochemistry of orbital adipose tissue with TAO

( 40×) ; B: immunohistochemistry of orbital adipose tissue without

TAO( 40×)

A B

图 5 脂肪细胞免疫组化染色

Fig.5 The immunohistochemistry of adipocytes

A: immunohistochemistry of preadipocytes ( 20×) ;

B: immunohisto- chemistry of mature adipocytes( 40×)

A B
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Immune responses in adult rhesus monkeys vaccinated
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和 TNF-α水平参与 TAO 患者眼眶炎症的发展 ,

但具体途径需进一步研究探讨。

本研究证实抵抗素在 TAO 患者眼眶脂肪组

织中广泛表达 , 在前脂肪细胞中检测不到 , 但在前

脂肪细胞向脂肪细胞分化时很快出现。抵抗素的

促炎症特性可能在 TAO 患者眼眶炎症发展中起

一定作用。抵抗素对 TAO患者眼眶前脂肪细胞分

化的影响及在眼眶炎症发展中的作用值得进一步

研究探讨。
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