
!!!!!!目前认为眼眶内肌肉增粗及眶脂肪容积增加是引起甲
状腺相关眼病!!"#$%&’()**+,&)!-’ +./!")01+.)!/#"!"##患者

眼球突出的主要原因"其中眶脂肪受累者占 !"$ 患者一半
以上 %&’$ 研究表明 " 人体腹部脂肪组织中存在着前脂肪

细胞" 在机体内环境发生某种变化时可定向分化为成熟脂

肪细胞 %(’$ 有报道眼眶组织中同样存在着前脂肪细胞"可向

成熟脂肪细胞分化 %)’"但未作深入研究"对分化过程中基因

的调控目前还不十分明了$ 为了进一步验证前脂肪细胞在

眶脂肪组织中的存在及在 !"$ 发生%发展中的作用"我们

进行了 !"$ 患者眼眶前脂肪细胞的体外培养及初步鉴定
并将其诱导分化为成熟脂肪细胞" 对分化过程中转录调控

因子过氧化物酶增殖物激活受体! &*+,-./0-1+ *,-2/(3+,45-,

甲状腺相关眼病患者眼眶前脂肪细胞的培养及分化
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摘 要!’目的(研究甲状腺相关眼病患者&!"$)眼眶组织中是否存在前脂肪细胞"在一定条件下能否分
化为成熟脂肪细胞"探讨脂肪细胞在 !"$ 发病中的作用$ ’方法(选用 !"$ 患者眼眶中的脂肪颗粒"共 : 例&:
只眼)"采用组织块培养法培养细胞"观察细胞形态*细胞免疫组织化学方法检测前脂肪细胞因子(7 的表达"初
步验证前脂肪细胞的存在* 诱导细胞向成熟脂肪细胞分化" 油红 $ 染色观察细胞形态及细胞内脂滴形成情
况*;!(<=; 检测分化过程中转录因子过氧化物酶体增殖体激活受体 !&<<";!#表达的改变$ ’结果(原代培
养细胞为梭形" 增殖旺盛* 免疫组化显示前脂肪细胞因子(2 表达阳性* 细胞可分化为成熟脂肪细胞" 并伴有
<<";! 基因表达的增强$ ’结论(!"$ 患者眼眶组织中存在着功能活跃的前脂肪细胞*进一步验证了脂肪细胞
数量的增加在 !"$ 发病中的重要作用$
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图 ! 原代培养的眼眶前脂肪细胞图
图 " #$%&’! 阳性的眼眶前脂肪细胞
图 ( 前脂肪细胞分化为脂肪细胞
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5641A54,3 -,6,24.- !B CC’D!!的表达进行了分析"

@ 材料与方法

@E@ 主要试剂
FGHGIJ’@9 培养液购自 K1L6. 公司#前脂肪细胞因子

$2-,5312.674, <564.-’@% 2-,<’@!抗体购自 ’FM 公司 #即用型

第二代免疫组化 H01A1/1.) 20*/ 广谱试剂盒购自福州迈新
生物技术开发有限公司#DN’COD 用试剂购自 J,-+,)45/ 公
司#引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成&

@E9 眼眶前脂肪细胞的体外培养
眶脂肪组织取自严重的 N’> 患者行眼眶减压手术中 B

共 P 例$P 只眼!%年龄 9Q(R" 岁$平均 %9 岁!& 分离去除脂
肪组织中肉眼可见的纤维成分及血管% 剪成 @ ++!@ ++
小组织块 %移入塑料培养瓶中 %待组织块近干时 $静置约

)*+ ,!后加入少量含 9&& +SIS 胎牛血清的 FGHGIJ’@9 培
养液原代培养%第 " 天追加培养液约 9 +-& 以后每 9 天换
液 & 次& 观察前脂肪细胞形态%待细胞生长至接近融合时%
用 9E% ?IS 胰蛋白酶T&E9 ?IS HFN’ 溶液进行消化传代& 用
9(% 代细胞进行下面实验&

@EU 前脂肪细胞的初步鉴定
应用细胞免疫组化对 2-,<’@ 进行免疫组织化学鉴定&

@E" 前脂肪细胞向成熟脂肪细胞的分化
待细胞长至 P&V融合时% 将原培养液换为不含血清的

FGHGIJ’@9$@.@!培养液%再向其加入生物素UU "+.0IS’泛
酸@Q "+.0IS’ 转铁蛋白@& "?I+S’ 三碘甲状腺原氨酸(NU!
&E9 )+.0IS’胰岛素 @ "+.0IS& 另外在分化前 " 3 还需加入地
塞米松 @ "+.0IS 及异丁基甲基次黄嘌呤 (M:GW!&E@ ++.0I
S& 诱导分化期间密切观察细胞形态学变化%@R 3 结束分
化& 进行油红 / 染色&
@E% 细胞内脂肪含量的测定
将培养的前脂肪细胞按 R!@&U 接种于 UE% 6+!UE% 6+

培养皿中%待细胞生长接近 P&V融合时%进行诱导分化%采
用油红 > 染色提取法测量每天脂肪含量%具体方法为将培
养的细胞用 @&& +SIS 甲醛固定 @ ; 后蒸馏水漂洗%油红 >
浸泡 9 ;% 三蒸水漂洗数次后 U9 0蒸发掉多余的水分%加

入 @ +- 异丙醇萃取%%@& )+ 波长分光光度计测量吸光度
(!!%画出时间’吸光度曲线&
@ER 脂肪转录因子!!"#! 基因的表达
收集分化前后培养细胞各 @!@&R 个% 提取总 DX’%以

>01?. 83NY @P为非特异性引物进行逆转录%获取 6FX’%进行

COD 反应 & 其中 CC’D! 扩增引物为 ) 上游引物 %1’’K’
O’’ O’K ’O’ ’’N O’O O’N ’U1# 下游引物 %1’ONN O’O
’KO ’’’ ONO ’’’ ONN’ U1%扩增片段长度 "&& L2%退火
温度 %%0& 内参照 K’CFZ 扩增引物为) 上游引物 %1’KKN
OKK ’KN O’’ OKK ’NN NKK NOK ’U1# 下游引物 %1’OON

OOK ’OK OON KON NO’ OO’ O’ U1% 扩增片段长度 QPP
L2%退火温度 %% 0&

9 结 果

9E@ 眼眶前脂肪细胞形态学观察
培养第 " 天所有样本均可见有细胞从组织块边缘爬

出%呈梭形%类似于纤维细胞形态%后细胞增殖迅速%大约

9& 3 即可传代(图 @!& 以后每隔 U(" 3 传代 & 次&
9E9 前脂肪细胞的初步鉴定
免疫组化显示细胞 2-,<’@ 胞浆内阳性表达% 初步表明

了培养细胞为前脂肪细胞(图 9!&

9EU 前脂肪细胞诱导分化过程中的细胞形态
诱导分化过程中%细胞停止增殖%细胞胞体逐渐变大%

形态由梭形变为椭圆形% 于第 R 天细胞浆内开始出现脂
滴%后脂滴逐渐增多融合%至分化结束时胞浆内充满脂滴%

油红 > 染色见胞浆内脂滴呈橘红色(图 U!&
9E" 前脂肪细胞分化过程中细胞内脂肪含量
经油红 > 染色提取法测定前脂肪细胞生长过程中细胞

内的脂肪含量显示% 前脂肪细胞诱导分化为脂肪细胞的过程

中%细胞内的脂肪含量于第 R天后迅速增加%约 @9 2达高峰%
与形态学上第 R天细胞内出现脂肪颗粒相吻合(图 "!&
9E% 脂肪转录调控基因!!"#! 表达的改变

DN’COD 显示在前脂肪细胞分化前后细胞内均有
CC’D! 基因的表达%分化前仅有微弱表达%分化后表达明
显增强(图 %!&
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! 讨 论

!"# 人体内脂肪细胞的分化及意义
人体脂肪细胞系是由起源于中胚层的多能干细胞逐

步分化#发育而成$大致经历 $ 个阶段 %$&% 由于前脂肪细胞
的存在及其分化功能&脂肪组织保持着终身增殖能力% 通
常情况下&前脂肪细胞受抑制基因’例如 ’()*+’(的控制&保
持稳定状态&在一定条件作用下&该抑制被解除&多种信号
转导途径被激活&促使不同转录因子)(()*! 和 +,-.( 等(
调控脂肪细胞特殊性基因的表达&导致前脂肪细胞骨架及
细胞外基质蛋白表达的改变& 形状由梭形转变为椭圆形&
获得成熟脂肪细胞的形态和生化特征* 因此前脂肪细胞过
度分化&将会导致机体脂肪代谢紊乱&脂肪再生及重分布&
从而引起一系列疾病的发生* 如果眼眶中前脂肪细胞存在
并在一定病理条件下异常分化生成过多的成熟脂肪细胞&
这有可能是 /)0 发病原因之一*
!12 !"# 患者眼眶前脂肪细胞的分化及意义
有研究表明&在 /)0 患者中单纯眼外肌增粗不伴有眶

脂肪增加的占 $34 + 既有肌肉增粗又有脂肪病变者占
$54& 还有 54 的病人仅有眶脂肪的增加而没有肌肉的增
粗 %’&& 也就是说 /)0 患者中眶脂肪受累者占一半以上 *

(67896: 等 %;&通过 +/ 等检查证实 /)0 患者眼球突出程度与
眶肌肉增粗的程度不一致&但与眶脂肪的增加有很好的依
从性* 眶脂肪容积的增加可能有两方面的原因&一方面是
由于脂肪细胞分化导致脂肪细胞本身的体积和数量的增

加+ 另一方面是由于 /)0 患者眶内大量糖胺多糖,<)<=(
的合成及分泌&吸收大量水分而引起眶内容的增加- 目前
认为后者在眶脂肪增加中起着十分轻微的作用* 眼眶 +/

亦证实 /)0 患者眶脂肪密度与正常眶脂肪密度一致 %’&&从
而从宏观上初步证实了成熟脂肪细胞体积及数量的增加

是 /)0 眶脂肪容积增加的主要原因*本研究通过体外培养
眼眶脂肪组织证实&眼眶脂肪组织中可以生长出形状类似
于成纤维细胞 &并且 >:6?+# 染色阳性的细胞 &在一定条件
下该细胞可以向成熟脂肪细胞分化&从而在细胞学水平初
步证实了眼眶组织中确实存在脂肪细胞的前体*

!1! $$%&! 在脂肪分化过程中的表达
由人体脂肪分化过程可知&分化转录因子是实现脂肪

细胞终末性分化 . 完成脂肪特异性功能的关键物质 &

(()*! 既是其中一员&和其他成员一样&必须与其他核激
素受体形成二聚体并与 @A) 结合才能表现出转录活性 *

(()*! 的主要配体有过氧化物增殖剂.游离脂肪酸.前列
腺素代谢物和胰岛素增敏剂,/B@(等 %5&* (()*! 在脂肪细
胞分化的早期即在大多数脂肪细胞基因转录激活前就有表

达C在脂肪细胞分化过程中D通过正反馈调控D(()*! 表达水
平不断上升D至成熟脂肪细胞达最高D被认为在脂肪细胞分
化全过程内均起着十分重要作用* 为了进一步证明眼眶中
存在着前脂肪细胞向脂肪细胞的分化& 我们检测了分化前
后 (()*! 表达量的改变* 由 */+(+* 结果可以看出&在前
脂肪细胞分化前 (()*! 仅有微弱表达& 随着向成熟脂肪
细胞的分化&(()*! 表达明显增强& 从而从基因水平证实
了眼眶脂肪组织中确实存在着前脂肪细胞&并可向成熟脂
肪细胞分化*
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图 ! "#$%&" 检测分化前后 %%’"! 基因表达图
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图 9 前脂肪细胞分化过程中细胞内脂肪含量的变化
()*+9 #:- ;:63*- 25 )3806;<82/=61>); =)/)71 25 /0-67)$

/2;<8-1 )3 ;?=80-

王莉菲&等 9!甲状腺相关眼病患者眼眶前脂肪细胞的培养及分化第 #期 !;!


