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　　构建脂肪细胞体外培养体系 ,研究脂肪细胞分化过程 ,

是探讨动物脂质代谢规律的重要手段。目前 ,哺乳动物方

面 ,自 20世纪 60年代起至今 ,国内外已成功构建了大

鼠 [ 1, 2 ]、人 [ 3, 4 ]、牛 [ 5, 6 ]和猪 [ 7, 8 ]的前体脂肪细胞体外培养模

型 ,鱼类方面的工作则开始不久。国外已开展了虹鳟 [ 9 ]、大

西洋鲑 [ 10 ]、真鲷 [ 11, 12 ]脂肪细胞培养的研究 ,而淡水温水性鱼

类脂肪细胞培养体系的建立尚未见到报道 ,国内相关工作刚

刚起步。本研究在对草鱼脂肪细胞的提取和保存方法进行

研究的基础上 [ 13 ] ,参考在哺乳动物及其他鱼类方面的相关

研究成果 ,初步探讨了淡水温水性鱼类原代前体脂肪细胞的

培养技术 ,以期为研究淡水温水性鱼类脂质沉积规律及其调

控提供新的技术和思路。

1　材料与方法

111　材料

11111　试验材料 　试验鱼购自陕西杨凌康乐市场 ,体重

0. 6—0. 8 kg。选择体质健壮、游动活泼的草鱼作为试验鱼。

11112　主要试剂 　DMEM /F12培养基、Ⅰ型胶原酶均购自

Gibco公司 ,胎牛血清 (杭州四季青 ) ,牛胰岛素、转铁蛋白、

亚硒酸钠、氢化可的松均购自 Sigma公司 ,其他试剂均为分

析纯。

11113　培养液及主要试剂的配制 　有血清培养液 :称取

1156 g DMEM /F12, 0135 g NaHCO3 , 20mL胎牛血清 ,加入各

100 IU /mL青、链霉素 ,双蒸水定容至 100 mL。不加入胎牛

血清即为无血清培养液。消化液 :称取 40 mg I型胶原酶 ,

018 g牛血清白蛋白溶于 40 mL无血清培养基。诱导液 :牛

胰岛素 5μg/mL, 转铁蛋白 50μg/mL, 亚硒酸钠 5 ng/mL,

氢化可的松 50 ng/mL 。

112　方法

11211　草鱼前体脂肪细胞的获得和培养　无菌采集草鱼腹

腔脂肪组织 , PBS缓冲液 (含 5%BSA )冲洗 3次 ,剪至 1 mm3

的脂肪小块时向其中加入 1 mg/mL的Ⅰ型胶原酶消化液 ,置

28℃振荡摇床内消化 50m in, 1000 r/m in离心 5m in去上清 ,

以含 5% BSA的 PBS重悬 ,过孔径为 200目尼龙筛 , 1000

r/m in离心 5m in去上清 ,以无血清培养液洗 3次后 ,去上清 ,

将下层沉积的细胞用有血清培养液重悬 ,即获得草鱼前体脂

肪细胞。以 510 ×104个 / cm2密度接种于涂有 1%明胶的培

养皿内 ,于 28℃, 5% CO2培养箱内培养 , 3d后换液 ,分别换

为有血清培养液和分化诱导液 ,此后每 2天换液一次 ,并在

显微镜下进行观察、照相。

11212　油红 O染色 　参照文献 [ 14 ]的方法分别取培养至

第 3天 (诱导 0天 )、第 5天 (诱导第 2天 )、第 7天 (诱导第 4
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天 )、第 9天 (诱导第 6天 )的细胞 , PBS洗 3次 , 10%甲醛固

定 30m in后 , PBS漂洗 2次 ,油红 O染色 8m in, 60%异丙醇分

色 10—20 s,自来水冲洗 ,甘油明胶封片。

11213　总 RNA的提取　分别收集培养至第 3天与第 9天

的细胞各 3皿 ,用 TR Izol进行总 RNA的提取 ,核酸定量仪

(NANODROP 1000, Thermo公司 )测定 RNA纯度。提纯的

RNA,通过琼脂糖电泳鉴定后 ,贮存于 - 70 ℃冰箱备用。

11214　引物设计与合成　分别根据 GenBank中登录的草鱼

LPL ( FJ612596)、PPARγ( EU847421)和β2actin (DQ211096 )

基因序列设计上下游引物 ,应用 Primer Prem ier 510软件设计

LPL与 PPARγ两对引物 ,用于检测细胞培养过程中脂肪细胞

分化标志基因的表达情况 ,并以持家基因 (β2actin)为内参。

引物由上海生工生物工程有限公司合成。引物 (表 1)。

11215　RT2PCR分析　cDNA第一链的合成 (即逆转录 RT)

按照 Fermentas RevertA idTM First Strand cDNA Synthesis Kit#

K1621试剂盒 ( Fermentas公司 ) ,以 oligo ( dT) 18为反转录引

物 ,按照说明书进行操作。取获得的 cDNA第一链为模板进行

PCR扩增。扩增时每一个样品测 3次。PCR反应体系为 :灭

菌的双蒸水 1816μL、10 mmol/ L dNTP M ix 015μL、PCR

buffer (NH ) 2 SO4 215μL、25 mmol/ L MgCl2 115μL、cDNA

1125μL、20μmol/ L PrimerⅠ0125μL、20μmol/ L PrimerⅡ

0125μL、5 U /μL Taq DNA Polymerase 0115μL。PCR反应条

件 : 95 ℃预变性 4m in, 95℃ 45 s, 55℃ 45 s (LPL )、50. 5℃ 45 s

( PPARγ) /53. 5℃ 45 s (β2actin) , 72℃ 60 s, 33个循环 , 72 ℃

延伸 10m in,指数增长期内终止反应。扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳后 ,在 W ealtec凝胶成像系统拍照 ,鉴定其亮度和特异

性。并用 Dophin21D凝胶分析软件分析。结果用目的基因

和β2actin电泳带吸光度的比值表示。

11216　数据处理 　采用 SPSS1115软件 ,用 ANOVA对不

同处理间的平均值进行统计分析 , P < 0105时 ,认为差异

显著。

2　结　果
211　脂肪细胞的形态学观察

　　草鱼前体脂肪细胞接种时为圆形 ,培养至第 3天 (诱导

表 1　寡核苷酸多聚酶链式反应引物

Tab1 1　O ligonucleotide polymerase chain reaction p rimers

基因

Genes

引物

Primers (5′- 3′)

产物长度

Product

Sizes( bp)

退火温度 Tm

Annealing

temperature (℃)

循环次

数

Times

LPL
S: CGCAACAACATTACCCAA

A: AATCCCAATAGCGATCTGG
360 55 33

PPARγ
A: TTGGTCAGGGGGAAATACT

S: TCCTCCACAGTTTGCCGA
438 5015 33

β2actin
S: GATATGGAGAAGATCTGGCA

A: CAGAGCTTCTCCTTGATGTC
410 5315 33
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0天 ) 时圆形细胞开始贴壁且呈梭形、三角形等不规则形状

(图 1) ,第 5天 (诱导第 2天 ) 形成局部单层汇合 ,部分细胞

内出现微小脂滴 (图 2) ,第 7天 (诱导第 4天 ) 分化的细胞

增多 ,脂滴大小不等且多散在 (图 3) ,第 9天 (诱导第 6天 )

脂滴逐渐汇合 ,出现融合现象 (图 4)。经油红 O染色的脂肪

细胞在显微镜下观察 ,脂滴被亲脂的油红 O着色而呈橘红

色 ,证明该细胞是脂肪细胞 (图 2—4)。

212　脂肪细胞分化过程中标志基因表达情况

在培养第 3天 (诱导 0天 ) , LPL和 PPARγ均有表达 ,培

养第 9天 (诱导 6天 ) ,诱导组 LPL和 PPARγ的表达显著高

于培养第 3天 ( P < 0. 05 ) ,且在培养至第 9天时诱导组

PPARγ表达量显著高于 ( P < 0. 05) 未诱导组 (图 5、6)。

3　讨　论
311　鱼类前体脂肪细胞体外培养体系构建

动物体脂蓄积是脂肪细胞增殖、分化和凋亡综合作用的

结果 ,即脂肪细胞数目的增多、体积的增大以及细胞的程序

性死亡。通过细胞培养的方式 ,在体外重现脂肪细胞增殖分
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化过程 ,是研究体脂沉积、脂肪组织发育的重要内容。本文

通过胶原酶消化与尼龙网分离相结合的方法获得草鱼前体

脂肪细胞 ,并成功在体外进行了原代培养。

影响前体脂肪细胞提取效率及体外培养效果的因素包

括胶原酶浓度、消化时间、血清浓度、培养基、培养温度等。

不同研究小组在进行不同物种的脂肪细胞培养时所采用的

体系不尽相同。胶原酶浓度大都采用 1% ;人 [ 3 ]、牛 [ 5 ]、猪 [ 8 ]

的前体脂肪细胞相关研究中采用的消化时间分别是 115、115

和 1h;血清浓度与培养基大多采用含有 10%胎牛血清的

DMEM / F12 (1∶1)或 M199;哺乳动物多采用 37℃作为最佳培

养温度 ,而在鱼类上培养温度因种类不同而有所差异 ,如培

养真鲷前体脂肪细胞采用 25℃[ 11 ] ,培养大西洋鲑前体脂肪

细胞采用 13℃[ 10 ] ,培养虹鳟前体脂肪细胞采用 18℃[ 9 ]。本

研究用 1%胶原酶消化脂肪组织 50m in, 1000 r/m in离心 3m in

分离细胞 ,含有 20%胎牛血清的 DMEM / F12 (1∶1)培养基

在 28℃进行培养 ,获得了大量、均一、生长旺盛的前体脂肪细

胞。同时还发现在培养皿中涂有 1%明胶有利于草鱼脂肪细

胞贴壁 ,而进行大鼠和猪前体脂肪细胞培养时不需要涂明胶

细胞即能很好的贴壁。这可能是由于物种不同 ,脂肪细胞的

黏附能力也存在一定的差异。

312　原代培养脂肪细胞分化的细胞及分子生物学特性

形态学及油红 O染色观察显示 ,草鱼前体脂肪细胞可自

发充脂 ,但强度不及诱导组。培养 3d后细胞贴壁呈梭形 ,培

养 5d后可见细胞开始充脂 , 7d后可见细胞充脂数目明显增

多 ,细胞大部分变为椭圆形 ,培养 9d时可见部分小脂滴融合

成大脂滴。这一过程符合脂肪细胞分化规律 ,即从前体脂肪

细胞到不成熟脂肪细胞 ,最后到成熟脂肪细胞 ,这与 Akanbi,

et al1[ 15 ]和 D ing, et al1[ 16 ]的报道一致。在形态学观察过程

中还发现 ,与体外培养的猪、小鼠的脂肪细胞相比 ,草鱼脂肪

细胞的脂滴小而多 ,这一现象可能与物种差异有关 ,也可能

是由于培养体系中加入较高水平的胎牛血清。有报道指出

胎牛血清中含有多种激素和生长因子可促进前体脂肪细胞

的增殖 [ 17, 18 ]。

脂肪细胞分化包括一系列表型的改变 ,其实质是一系列

基因时序表达的结果。LPL属于脂肪酶基因家族的成员 ,在

鱼类组织中广泛表达 [ 19, 20 ]。哺乳动物的研究指出 L PL是脂

肪细胞分化早期的标志基因 ,并随分化其表达逐渐增强 [ 21 ] ,

Oku, et al1在真鲷前体脂肪细胞的培养过程中亦证实了这
一点 ,即和哺乳动物一样 , L PL在脂肪细胞分化的早期即开始

表达 ,在诱导后 3d达到最高点 ,之后进入平台期 [ 11 ]。PPARγ

是脂肪组织中高水平表达的转录因子 ,它介导特异性脂肪基

因的表达 ,而且它在脂肪细胞分化诱导过程中是在大多数脂

肪细胞特异性基因的表达之前被诱导的 ,是脂肪细胞分化的

重要调控因子 [ 22 ] ,转染 PPARγ质粒可使多能干细胞诱导分

化为脂肪细胞 [ 23 ] ,在 3T32L1前体脂肪细胞和人类原代前体

脂肪细胞中沉默 PPARγ,细胞分化受到抑制 [ 24, 25 ]。本研究通

过 SQ RT2PCR方法初步检测在培养第 3天 (诱导 0天 )及培

养第 9天 (诱导的第 6天 ) LPL与 PPARγmRNA的表达情况 ,

结果表明培养第 9天与培养第 3天相比 , LPL与 PPARγ基因

表达均增加 ,且诱导组较未诱导组 PPARγ表达量高 ,这与张

国华等 [ 26 ]在猪上的研究报道相一致。Vegusda, et a l1[ 10 ]在

大西洋鲑研究中也指出鱼类脂肪细胞增殖分化过程受

PPARγ、CAAT 增强子结合蛋白 ( CAAT/enhancer binding

p roteinα, C /EBPα)的调控。

参考文献 :

[ 1 ]　Tian Z H, Yang G S, Zhao X B, et a l1 Effects of cytop lasm m i2

croinjection of anti2vimentin monoclonal antibody on the p rolifera2

tion and differentiation of rat p readipocytes and morphology of vim2

entin [ J ] 1 A cta Zoologica S in ica, 2003, 49: 807—812 [田志

华 , 杨公社 , 赵兴波 , 等 1抗波形纤维蛋白单抗对大鼠前体

脂肪细胞增殖分化及波形纤维形态的影响 1动物学报 ,

2003, 49: 807—812 ]

[ 2 ]　Zhang J L, He J N, Luo M F, et a l1 Primary culture of rat p readi2

pocyte [ J ]1 Chin M ed B iotechnol, 2007, 2 (3) : 180—182 [张

金玲 , 何俊娜 , 罗明富 , 等 1大鼠前脂肪细胞的原代培养分

化 1中国医药生物技术 , 2007, 2 (3) : 180—182 ]

[ 3 ]　W ang Z C, L iu J Z, L i Y, et al1 Primary culture of human p read2

ipocyte [ J ]1 Academ ic Journal of Sun Yat2sen U niversity of M edi2

cal Sciences, 2001, 22 ( 6 ) : 443—446 [王竹晨 , 刘建中 , 李

燕 , 等 1人前脂肪细胞的原代培养 1中山医科大学学报 ,

2001, 22 (6) : 443—446 ]

[ 4 ]　Fang ZW , Zhu J, Mao X M, et al1 Primary culture and differen2

tiation of human p readipocyte [ J ] 1 Shandong M edica l Journal,

2007, 47 (21) : 11—13 [方振伟 , 祝骥 , 毛向明 , 等 1人前体

脂肪细胞的培养及分化研究 1山东医药 , 2007, 47 ( 21 ) :

11—13 ]

[ 5 ]　Xia C, W ang Z, Zhu S L, et a l1 Culture of calf p readipocyte and

establishment of its p roliferation and differentiation model [ J ] 1

Chinese Journal of V eterinary Science and Technology, 2004, 34

(5) : 26—30 [夏成 , 王哲 , 朱淑玲 , 等 1犊牛前脂肪细胞的

培养及其增殖与分化模型的建立 1中国兽医科技 , 2004, 34

(5) : 26—30 ]

[ 6 ]　A so H, Abe H, Nakajima I, et a l1 A p readipocyte clonal line

from bovine intramuscular adipose tissue: nonexp ression of GLUT2

4 p rotein during adipocyte differentiation [ J ] 1 B iochem B iophys

Res Comm un, 1995, 213 (2) : 369—375

[ 7 ]　Suryawan A1 L, Swanson V, Hu C1Y1 Lnsulin and hydrocorti2

sone, but not Triiodothyronine, are required for the differentiation

of p ig p readipocytes in p rimary culture [ J ] 1 J1 An im 1 Sci,

1997, 75: 105—111

[ 8 ]　Qu C Q, Zhang G H, Chen F F, et al1 Primary culture of porcine

p readipocyte [ J ] 1 Journal of Agricultura l B iotechnology, 2005,

13 (5) : 649—653 [屈长青 , 张国华 , 陈粉粉 , 等 1猪前体脂

肪细胞的原代培养 1农业生物技术学报 , 2005, 13 ( 5 ) :

649—653 ]

[ 9 ]　Bouraoui L, Gutiérrez J, Navarro I1 Regulation of p roliferation

and differentiation of adipocyte p recursor cells in rainbow trour

(O ncorhynchus m ykiss) [ J ] 1 Journal of Endocrinology, 2008,

198: 459—469



1230　 水　　生　　生　　物　　学　　报 33卷

[ 10 ]　Vegusdal A, Sundvold H, Gj«en T, et a l1 An in vitro method for

studying the p roliferation and differentiation of atlantic salmon

p readipocytes [ J ]1 L ipids, 2003, 38: 289—296

[ 11 ]　Oku H, Tokuda M, Okumura T, et al1 Effects of insulin, triiodo2

thyronine and fat soluble vitam ins on adipocyte diffentiation and

LPL gene exp ression in the stromal2vascular cells of red sea

bream, Pagus major [ J ] 1 Com p1 B iochem 1 Physiol B , 2006,

144: 326—333

[ 12 ]　Oku H, Tokuda M, Um ino T1 The effects of 22bromopalm itate on

the fatty acid composition in diffentiating adipocytes of red sea

bream ( Pagus m ajor) [ J ]1 Com p1 B iochem 1 Physiol1 B , 2009,

152: 370—375

[ 13 ]　L iu Q, J i H, Su S S, et a l1 Study on the extraction and p reserva2

tion of grass carp adipocytes [ J ] 1 R eservoir Fisheries, 2007, 27

(2) : 7—8 [刘茜 , 吉红 , 苏尚顺 , 等 1草鱼脂肪细胞提取与

保存的研究 1水利渔业 , 2007, 27 (2) : 7—8 ]

[ 14 ]　Sun C1 Regulation of m ice p readipocytes p roliferation and differ2

entiation by ECM components and cAMP [M ]1 D octoral d isserta2

tion of N orthwest A & F U niversity, 2001 [孙超 1 ECM组分和

cAMP对大鼠前体脂肪细胞增殖分化的调控 1西北农林科技

大学博士论文 , 2001 ]

[ 15 ]　Akanbi K A, B rodie A E, Svryaw A, et a l1 Effect of age on the

differentiation of porcine adipose strom al2vascular cell in culture

[ J ]1 J A nim Sc, 1994, 72: 2828—2835

[ 16 ]　D ing S T, McNeel R L, Mersmann H J, et a l1 Exp ression of por2

cine adipocyte transcrip ts: tissue distribution and differentiation in

vitro and in vivo [ J ] 1 Com p B iochem 1 Physiol1 B , 1999, 123:

307—318

[ 17 ]　Butterwith S C1 Regulators of adipocyte p recursoe cells: the de2

velopment of In vitro culture of domestic p rimary p readipocytes

[ J ]1 Poultry S icence, 1997, 76: 118—123

[ 18 ]　Ram say T G, Rao S V, Wolwerton C K1 In vitro system s for the

analysis of the development of adipose tissue in domestic animals

[ J ]1 J1 N utr, 1992, 122: 806—817

[ 19 ]　Oku H, Koizum i N, Okumura T1 Molecular characterization of

lipop rotein lipase, hepatic lipase and pancreatic lipase genes:

Effects of fasting and refeeding on their gene exp ression in red sea

bread Pagrus major [ J ]1 Com B ioche Physio Part B , 2006, 145:

168—178

[ 20 ]　Yu Y, L iang X F, L i S Y, et a l1 Molecular clonging and evolu2

tional analysis of NPY, UCP2, LPL and HL gene of largemouth

bass (M icropterus sa lm oides) [ J ] 1 A cta Hydrobiologica S in ica,

2008, 32 (6) : 900—907 [于燕 ,梁旭方 ,李诗盈 ,等 1大口黑

鲈脂代谢相关基因 NPY、UCP2、L PL、HL克隆与分子进化分

析 1水生生物学学报 , 2008, 32 (6) : 900—907 ]

[ 21 ]　A ilhaud G, Grimaldi P, Negnel R, et al1 Cellular and molecular

aspects of adipose tissue development [ J ]1 Annu R ev N utr, 1992,

12: 207—233

[ 22 ]　Rosen E D, Sarraf P, Troy A E, et a l1 PPAR gamma is required

for the differentiation of adipose tissue in vivo and in vitro [ J ] 1

M ol Cell, 1999, 4: 611—617

[ 23 ]　Takahashi H, Kato K, M iyake K, et a l1 Adeno2associated virus

vector2mediated anti2angiogenic gene therapy for collagen2induced

arthritis in m ice [ J ]1 Clin Exp Rheum atol, 2005, 23: 455—461

[ 24 ]　Hosono T, M izuguchi H, Katayama K, et a l1 RNA interference of

PPARgamma using fiber2modified adenovirus vector efficiently

supp resses p readipocyte2to2adipocyte differentiation in 3T32L1

cells [ J ]1 Gene, 2005, 348: 157—165

[ 25 ]　Xu Y, M irmalek2Sani S H, Yang X, et a l1 The use of small inter2

fering RNA s to inhibit adipocyte differentiation in human p readipo2

cytes and fetal2femur2derived mesenchymal cells [ J ] 1 Exp Cell

Res, 2006, 312: 1856—1864

[ 26 ]　Zhang G H, Yang G S, Qu C Q, et al1 Isolation and culture of

porcine p readipocyte in vitro [ J ]1 Chinese Journal of Cell B iolo2

gy, 2005, 27: 693—696 [张国华 , 杨公社 , 屈长青 , 等 1猪

前体脂肪细胞的分离培养 1细胞生物学杂志 , 2005, 27:

693—696 ]


