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胰岛素诱导3T3-L1脂肪细胞胰岛素
抵抗模型的建立

刘晓华，江 湖， 李海星，李超波，曹郁生*
(南昌大学中德联合研究院，食品科学与技术国家重点实验室，江西  南昌 330047)

摘 要：为建立胰岛素抵抗脂肪细胞模型，以3T3-L1前脂肪细胞为研究材料，通过3-异丁基-1-甲基黄嘌呤、地塞米

松和胰岛素联合诱导其分化为3T3-L1脂肪细胞，通过葡萄糖消耗实验研究胰岛素诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素

抵抗的作用浓度和时间关系，发现10-7mmol/L胰岛素诱导处理48h是3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素抵抗的最适条件，

该细胞模型的胰岛素抵抗状态可维持48h。通过高浓度胰岛素成功诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素抵抗，具有建模

周期短、重复性好、操作简便的优点，该细胞模型可以用于抗胰岛素抵抗天然产物的筛选研究。
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Establishment of Insulin-Resistant 3T3-L1 Adipocyte Cell Model Induced by Insulin
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Abstract：3T3-L1 preadipocytes were differentiated into 3T3-L1 adipocytes with combined 3-isobutyl-1-methylxanthine, 
dexamethasone and insulin for establishing an insulin-resistant adipocyte cell model. Treatment with 10-7 mmol/L insulin for 
48 h was the best condition for induction of insulin resistance as determined by glucose consumption experiments. Insulin 
resistance could be kept in the developed model for 48 h. High concentration of insulin could successfully induce insulin 
resistance in 3T3-L1 adipocytes with the advantages of time saving, good repeatability and ease operation. This model will 
be also available for screening of natural products that improve insulin sensitivity.
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肥胖、脂肪肝、2型糖尿病、高血压和动脉粥样硬

化等疾病的发病率在我国正在逐年上升，严重危害人们

的身心健康[1-2]。研究表明，这些代谢疾病的发生和发展

均与机体的胰岛素抵抗有着密切联系[3-5]。胰岛素抵抗是

机体对生理浓度的胰岛素的反应性低于正常的一种病理

状态，主要表现为胰岛素抑制肝脏释放葡萄糖能力以及

促进外周组织(脂肪和肌肉)利用葡萄糖能力的下降，为维

持血糖在正常水平，机体代偿性分泌过多胰岛素，形成

高胰岛素血症[6]。胰岛素抵抗的形成与遗传和环境因素有

关，目前其发生机制尚不明确。

建立合适的胰岛素抵抗细胞模型将有助于从细胞水

平研究胰岛素抵抗的形成机制，以及体外筛选改善胰岛

素抵抗的天然产物和药物[7-8]。胰岛素抵抗发生的主要靶

器官和靶组织是肝脏、肌肉和脂肪，尤其是脂肪组织。

游离脂肪酸、地塞米松、高糖、高浓度胰岛素和炎症因

子等都可诱导这些胰岛素靶细胞产生胰岛素抵抗[9-11]。Jin 
Lina等[12]通过肿瘤坏死因子诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰

岛素抵抗，王丽静[13]、张召锋[14]等分别通过地塞米松诱

导3T3-L1脂肪细胞和大鼠肌细胞L6产生胰岛素抵抗。

脂肪组织是胰岛素抵抗发生的最主要靶组织，体内高浓

度胰岛素的刺激是脂肪细胞产生胰岛素抵抗的主要因素

之一 [15]。因此，本实验采用高浓度胰岛素诱导3T3-L1
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脂肪细胞建立脂肪细胞胰岛素抵抗模型，并检验其稳定

性，用于筛选能改善胰岛素抵抗的天然产物。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

3T3-L1前脂肪细胞购自中国科学院上海细胞库。

DMEM培养液(含4.5g/L葡萄糖、5958mg/L Hepes、
100U/mL青霉素和0.1mg/mL链霉素)、胰蛋白酶-EDTA消

化液、油红O染料 北京Solarbio公司；小牛血清 杭

州四季青公司；地塞米松(Dex)、牛胰岛素 美国Sigma
公司；3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX) 加拿大BBI公
司；二甲亚砜(DMSO)、四甲基偶氮唑盐(MTT) 美

国Amresco公司；葡萄糖检测试剂盒(葡萄糖氧化酶法) 
中生北控生物科技股份有限公司；多聚甲醛 生工生

物工程(上海)股份有限公司；25cm2细胞培养瓶 美国

Corning公司；48孔细胞培养板 美国Costar公司。

1.2 仪器与设备

Cell 240二氧化碳培养箱 美国Thermo Scientifi c公
司；CKX41倒置显微镜 日本Olympus公司；RS-232C
酶联免疫检测仪 芬兰Labsystem公司；超净工作台 
吴江市净化设备总厂；TGL-16G离心机 上海安亭科学

仪器厂；电子天平 日本A&D公司。

1.3 方法

1.3.1 3T3-L1前脂肪细胞的培养

3T3-L1前脂肪细胞用体积分数10%小牛血清的

DMEM培养液，在5% CO2、37℃饱和湿度下培养，形

成单层贴壁细胞，2d更换1次培养液，当细胞汇合达

80%～90%时，用胰蛋白酶-EDTA消化液消化成单细胞，

接种到新培养瓶内传代，用体积分数10% DMSO和10%小

牛血清的DMEM培养液重悬细胞，于液氮中保存。

1.3.2 3T3-L1前脂肪细胞的诱导分化

将3T3-L1前脂肪细胞接种至48孔培养板上，每孔

5×103个细胞，用含10%小牛血清DMEM培养液培养

至细胞完全汇合2d后，进行诱导分化，加含0.5mmol/L 
IBMX、1μmol/L地塞米松、10mg/L胰岛素和10%小牛血

清的DMEM培养液培养2d，再用含10mg/L胰岛素和10%
小牛血清的DMEM培养液培养2d，随后用含10%小牛血

清的DMEM培养液继续培养4～6d，诱导分化至95%以上

的细胞呈成熟脂肪细胞表型，细胞内可见明显脂滴。

1.3.3 成熟脂肪细胞鉴定

采用油红O染色法，以1 0 %多聚甲醛固定细胞

10min，PBS清洗后晾干，加0.5%油红O染液染色10min，
用PBS清洗残留的油红O溶液，37℃干燥细胞，倒置显微

镜下观察，拍摄照片。

1.3.4 胰岛素抵抗脂肪细胞模型的建立

将分化成熟的3T3-L1脂肪细胞分为两组，空白组加

入DMEM完全培养液，模型组分别加入终浓度为10-8、

10-7、10-6mmol/L胰岛素的DMEM完全培养液，每24h测
定1次培养液上清中的葡萄糖含量，计算各组细胞的葡

萄糖消耗量，同时测定脂肪细胞活性，根据空白组和模

型组的葡萄糖消耗差值以及胰岛素对脂肪细胞活性的影

响，确定最佳造模所需胰岛素的浓度和诱导时间。

1.3.5 脂肪细胞活性

采用MTT测定法，MTT用PBS溶液配制成终质量浓

度为5mg/mL，弃去待测样品细胞培养板中的培养液，每

孔加入20μL MTT溶液，继续培养4h后，吸除培养孔中的

液体，每孔加入100μL DMSO终止反应，充分振摇，立即

在酶联免疫检测仪上测定吸光度，检测波长为490nm。

1.3.6 胰岛素抵抗脂肪细胞的鉴定

将造模成功的胰岛素抵抗脂肪细胞和空白组细胞分

别用终浓度为10-9、10-8、10-7mmol/L胰岛素的DMEM完

全培养液温育30min，弃去培养液，加入DMEM完全培养

液培养24h，测定培养液上清中的葡萄糖含量，计算不同

处理后的葡萄糖消耗量，根据空白组和模型组的葡萄糖

消耗差值的变化，确定胰岛素抵抗脂肪细胞模型是否造

模成功。

1.3.7 胰岛素抵抗脂肪细胞的稳定性

在最佳造模条件下获得胰岛素抵抗脂肪细胞，将空

白组和模型组细胞分别置于不含胰岛素的DMEM完全培

养液中继续培养，每隔24h测定培养液上清中的葡萄糖含

量，计算各组细胞的葡萄糖消耗量，根据各组的葡萄糖

消耗差值变化，确定胰岛素抵抗脂肪细胞的稳定时间。

1.3.8 葡萄糖含量测定

取细胞培养液上清，按操作说明书，用葡萄糖检测

试剂盒测定其葡萄糖含量。

1.3.9 数据处理

每组实验重复3次，数据以 ±s表示，用SPSS 13.0
软件进行单因素方差分析与显著性检验。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 3T3-L1前脂肪细胞的诱导分化及鉴定

3T3-L1前脂肪细胞是源于Swiss小鼠胚胎的成纤维细

胞，贴壁生长，呈梭形或不规则三角形，胞质向外伸出

2～3个长短不同的突起，胞内无脂滴(图 1A)。在IBMX、

地塞米松和胰岛素诱导分化时，细胞从成纤维细胞样，

胞内无脂滴，逐步变圆，开始积累脂质，胞质中形成小

脂滴，分化晚期小脂滴聚集成大脂滴，细胞变得更加透

亮，并且在培养板底面形成肉眼可见的半透明白色膜状

物，具备成熟脂肪细胞的典型形态特征，表明3T3-L1前
脂肪细胞已经诱导分化为成熟脂肪细胞(图 1B)。
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诱导分化后的脂肪细胞经油红O染色，在倒置显微

镜下观察，胞质中的脂滴被亲脂的油红O染成红色，可

清楚观察脂滴的大小、数量，进一步证实为脂肪细胞 (图 
1C)。油红O可以将脂肪特异性地染成红色，细胞诱导分

化越好，其脂质含量就越高，油红O染色时着色也就越

多。随机记数100个非重复视野内脂肪细胞占总细胞数的

比例，发现95%以上的细胞呈成熟脂肪细胞表型，可以

用于建立胰岛素抵抗脂肪细胞模型。3T3-L1前脂肪细胞

能在IBMX、地塞米松和胰岛素3种诱导剂的诱导下分化

成为成熟脂肪细胞，可以避免原代脂肪细胞纯度不一、

生存能力差和实验结果不稳定的缺点，已被广泛应用于

糖、脂代谢相关的各类研究，也是建立胰岛素抵抗细胞

模型的主要细胞材料[11-12]。

A B

C

A. 3T3-L1前脂肪细胞；B. 3T3-L1脂肪细

胞；C. 油红O染色的3T3-L1脂肪细胞。

图 1 3T3-L1前脂肪细胞的诱导分化及鉴定(×200)图 1 3T3-L1前脂肪细胞的诱导分化及鉴定(×200)

Fig.1 3T3-L1 cells before and after differentiation into Fig.1 3T3-L1 cells before and after differentiation into 

adipocytes(×200)adipocytes(×200)

2.2 胰岛素抵抗脂肪细胞模型的建立

表 1   胰岛素浓度和作用时间对脂肪细胞葡萄糖消耗的影响表 1   胰岛素浓度和作用时间对脂肪细胞葡萄糖消耗的影响

Table 1 Effect of insulin concentration and treatment time on glucose Table 1 Effect of insulin concentration and treatment time on glucose 

consumption of adipocytesconsumption of adipocytes

胰岛素浓度/
(mmol/L)

葡萄糖消耗量/(mmol/L)

24h 48h 72h

空白组 3.00±0.11aA 2.99±0.10aA 2.95±0.18aA

10-8 2.72±0.11aB 2.55±0.15abB 2.45±0.10bB

10-7 2.55±0.09aBC 2.15±0.09bC 2.05±0.09bC

10-6 2.40±0.10aC 1.85±0.08bD 1.43±0.09cD

注：同行不同小写字母表示处理间有显著差异 (P ＜ 0.05) ；同列不同大

写字母表示处理间有显著差异 (P ＜ 0.05)。下同。

机体产生胰岛素抵抗的诱导因素较多，如：游离脂

肪酸、糖皮质激素、高浓度胰岛素和炎症因子等。本实

验模拟体内高浓度胰岛素来诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰

岛素抵抗，研究胰岛素的作用浓度和时间与脂肪细胞产

生胰岛素抵抗之间的关系。根据胰岛素抵抗脂肪细胞不

能有效利用葡萄糖的特性，通过测定葡萄糖消耗量的变

化来确定胰岛素抵抗细胞的形成。由表 1可知，3T3-L1
脂肪细胞经超生理浓度的胰岛素处理后，随着胰岛素浓

度的增加，细胞在诱导处理24h时，其对葡萄糖的消耗

就开始呈现下降趋势，从空白组的3.00mmol/L下降至10-

6mmol/L胰岛素处理后的2.40mmol/L，且两者之间存在显

著差异(P＜0.05)。在同一浓度胰岛素处理下，随着处理

时间的延长，细胞对葡萄糖的消耗也呈现下降趋势，而

空白组在不同处理时间后的葡萄糖消耗没有显著变化(P
＞0.05)。这些结果表明，通过高浓度胰岛素诱导3T3-L1
脂肪细胞时，胰岛素抵抗的形成与胰岛素浓度和作用时

间呈正相关。

表 2 胰岛素浓度和作用时间对细胞活性的影响表 2 胰岛素浓度和作用时间对细胞活性的影响

Table 2 Effect of insulin concentration and treatment time on cell Table 2 Effect of insulin concentration and treatment time on cell 

proliferationproliferation

胰岛素浓度/
(mmol/L)

MTT值

24h 48h 72h

空白组 0.228±0.015aA 0.233±0.025aA 0.225±0.024aA

10-8 0.226±0.016aA 0.221±0.017aA 0.223±0.012aA

10-7 0.224±0.017aA 0.218±0.017aA 0.220±0.020aA

10-6 0.221±0.012aA 0.184±0.010bB 0.157±0.070cB

高浓度胰岛素长时间处理3T3-L1脂肪细胞可能会

影响细胞的活性，为避免由于细胞失活导致的葡萄糖消

耗降低，本研究采用MTT法测定经胰岛素处理后的脂肪

细胞活性。MTT法是一种被广泛应用的检测细胞生长和

活力的方法，活细胞内的脱氢酶能将黄色的MTT还原成

蓝紫色的甲臜，甲臜产量与活细胞数和细胞活力成正相

关。由表 2可知，经10-6mmol/L胰岛素处理3T3-L1脂肪

细胞后，吸光度从24h的0.221降至48h的0.184，存在显著

差异(P＜0.05)。表明经10-6mmol/L胰岛素处理48h后，脂

肪细胞的活性显著下降，其葡萄糖消耗量的下降与细胞

失活有关。张汝学等[16]在建立胰岛素抵抗细胞模型研究

时也发现10-6mmol/L胰岛素处理HepG2细胞36h后，细胞

的活性开始下降。在10-8mmol/L和10-7mmol/L胰岛素处理

脂肪细胞的72h内，吸光度均无显著差异(P＞0.05)，表

明10-7mmol/L胰岛素处理72h对脂肪细胞的活性没有显著

影响，其葡萄糖消耗量的下降只与细胞胰岛素抵抗的形

成有关。在10-7mmol/L胰岛素处理脂肪细胞48h后，细胞

对葡萄糖的消耗降至2.15mmol/L的最低水平，并与72h后
的葡萄糖消耗量没有显著差异(P＞0.05)。因此，通过10-

7mmol/L胰岛素处理3T3-L1脂肪细胞48h是产生胰岛素抵抗

脂肪细胞的最适诱导条件。李铖铖等[17]也曾通过10-7mmol/
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L胰岛素成功诱导建立了张氏肝细胞的胰岛素抵抗模型。

2.3 胰岛素抵抗脂肪细胞的鉴定

表 3   胰岛素处理胰岛素抵抗脂肪细胞对葡萄糖消耗的影响表 3   胰岛素处理胰岛素抵抗脂肪细胞对葡萄糖消耗的影响

Table 3 Effect of insulin treatment on glucose consumption of insulin-Table 3 Effect of insulin treatment on glucose consumption of insulin-

resistant adipocytesresistant adipocytes

组别
葡萄糖消耗量/(mmol/L)

10-9mmol/L 10-8mmol/L 10-7mmol/L

空白组 3.31±0.09a 3.62±0.14b 3.93±0.07c

模型组 2.18±0.15a 2.30±0.12a 2.35±0.09a

胰岛素最主要的生物学效应是促进机体的葡萄糖代

谢，胰岛素抵抗即机体对胰岛素的敏感性下降，提高胰

岛素浓度也不能使细胞达到其相应代谢水平。为确定胰

岛素抵抗脂肪细胞模型是否造模成功，将经10-7mmol/L胰
岛素诱导48h后的3T3-L1脂肪细胞分别用终浓度为10-9、

10-8、10-7mmol/L胰岛素处理，由表 3可知，现其葡萄糖

的消耗显著低于空白组，增加胰岛素浓度对葡萄糖的消

耗没有显著影响(P＞0.05)，结果表明胰岛素抵抗脂肪细

胞模型造模成功。而空白组随胰岛素浓度的增加，葡萄

糖的消耗有显著增加(P＜0.05)，表明空白组细胞对胰岛

素敏感，没有胰岛素抵抗。本研究采用高糖培养基培养

3T3-L1脂肪细胞，葡萄糖浓度为22.5mmol/L，从葡萄

糖消耗量可以看出，脂肪细胞对葡萄糖的最大消耗量为

3.93mmol/L，如采用低糖培养基培养细胞，可以减少培

养液中剩余葡萄糖的检测误差，提高实验的灵敏度。

胰岛素抵抗是指机体对胰岛素促进葡萄糖摄取利用

的效应产生了抗性，经典方法是通过3H或14C 标记的葡

萄糖掺合(摄取)实验来检测细胞对葡萄糖的摄取利用，

该方法使用到放射性同位素，需要特殊的工作环境和仪

器[18-19]。本研究通过葡萄糖氧化酶法测定葡萄糖的消耗

量，与同位素标记的葡萄糖掺合实验相比，虽然灵敏度

稍低，但是检测后的细胞可用于后续的研究，同时具有

操作简单、经济方便、无需特殊仪器的优点。此外，在

抗胰岛素抵抗活性物质和药物筛选时，如样品中含有葡

萄糖氧化酶抑制剂或激动剂，则应先将样品中的活性物

质分离纯化，去除葡萄糖氧化酶抑制剂和激动剂后，才

能进行抗胰岛素抵抗活性研究。

2.4 胰岛素抵抗脂肪细胞的稳定性

胰岛素抵抗的稳定性是指造模成功的脂肪细胞能够

维持胰岛素抵抗特性的时间，只有稳定性好的细胞模型

才能用于抗胰岛素抵抗的天然产物和药物的筛选。将在

最佳造模条件下获得的胰岛素抵抗脂肪细胞置于不含胰

岛素的DMEM完全培养液中培养，由表 4可知，模型组

的葡萄糖消耗在48h内仍显著低于空白组，而72h的葡萄

糖消耗量显著上升(P＜0.05)，说明细胞表面的胰岛素受

体数目已经上调，细胞的胰岛素敏感性提高。研究结果

表明，3T3-L1脂肪细胞胰岛素抵抗细胞模型能在48h内
维持对胰岛素抗性的特征。同时说明机体产生的胰岛素

抵抗应该是体内高浓度胰岛素长时间作用的结果。郭晓

农等[20]通过地塞米松诱导96h建立3T3-L1脂肪细胞胰岛素

抵抗模型，其胰岛素抵抗状态可以维持216h。3T3-L1脂
肪细胞由前脂肪细胞诱导分化10d左右得到，在长时间的

培养和操作过程中容易出现细胞漂浮的现象，因此，为

了使建立的胰岛素抵抗细胞模型能用于后续的研究，诱

导建立模型的时间应越短越好。

表 4 胰岛素抵抗脂肪细胞的稳定性表 4 胰岛素抵抗脂肪细胞的稳定性

Table 4 Stability of insulin-resistant adipocytesTable 4 Stability of insulin-resistant adipocytes

组别
葡萄糖消耗量/(mmol/L)

24h 48h 72h

空白组 3.10±0.19a 3.05±0.16a 3.02±0.16a

模型组 2.18±0.08a 2.25±0.19a 2.54±0.07b

3 结 论3 结 论

本实验通过IBMX、地塞米松和胰岛素联合诱导

3T3-L1前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞，研究超生理浓

度胰岛素诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素抵抗的作用浓

度和时间关系，结果发现通过10-7mmol/L胰岛素处理3T3-
L1脂肪细胞48h是产生胰岛素抵抗脂肪细胞的最适诱导条

件。采用MTT法测定经胰岛素处理后的脂肪细胞活性，

发现10-6mmol/L胰岛素处理3T3-L1脂肪细胞48h后，脂肪

细胞的活性显著下降。通过葡萄糖消耗实验可以准确确

定细胞胰岛素抵抗的形成，与同位素标记的葡萄糖摄取

实验相比，具有污染小、经济、方便的优点。总之，本

研究通过高浓度胰岛素成功诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰

岛素抵抗，该细胞模型的稳定期达48h，具有建模周期

短、重复性好、操作简便等优点，可以用于抗胰岛素抵

抗天然产物的筛选研究。
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