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模牛前脂肪细胞的原代培养
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摘要 为了建立特牛前脂肪细胞原代培养模式，以使深入地研究奶牛脂肪组织增生的生物

学特征。选用特牛小肠网膜，采用原代消化细胞培养法培养出梭形细胞;同时以皮肤组织的成纤

维细胞培养作为对照。结果显示:培养出的梭形细胞成分均一，增殖旺盛，分化率高。经形态学

动态变化的观察，生长曲线及油红O脂肪染色抽取法测定，证明是功能活跃的前脂肪细胞，并在

体外重现了其增殖的全过程。因此，在耕牛小肠网膜中存在着可分化成熟的、生成脂肪的前脂肪

细胞。为进一步研究与肥胖、月夷岛素抵抗相关的疾病如奶牛嗣病、脂肪肝等打下了基础。

关键词 棋牛前脂肪细胞:原代细胞培养:小肠网膜

脂肪细胞是膜岛素作用的经典靶细胞之一，与

人、动物的肥胖及膜岛素抵抗相关疾患如多囊卵巢

综合症、脂肪肝等的研究关系密切，近年来受到内

分泌领域的重视。前脂肪细胞是一类具有增殖和|句

脂肪细胞分化能力的特异化的前体细胞，它的存在

和作用持续于人、动物的一生。目前，有关鼠、

人和猪的前脂肪细胞的原代培养己有报道[1~3] ，但

是牛的尚未见报道。因此，本研究对黑白花棋牛前

脂肪细胞进行原代培养，从而为应用体外脂肪细胞

培养技术探索奶牛脂肪代谢疾病如酣病、脂肪肝的

发病机制打下了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织来源 选取临床检查无异常的新生 1

日龄公棋牛 1 头。颈动脉放血致死，无菌开腹切取

腹腔内小肠网膜、腹部皮肤组织。

1.1.2 主要试验用品和化学试剂 DMEMlF12 培

养基(1 : 1) ，小牛血洁， 1 型胶原酶， HEPES , 

牛转铁蛋白，青、链毒素粉剂均购自 Gibco BRL 公

司:生物素、泛酸钙、月夷岛素均系 Sigma 公司产

品。培养皿购自 Gibco BRL 公司。

1.1.3 培养基及主要试剂的配制 基础培养基

(BCM): 按产品说明取 DMEM/FI2 培养粉 10 g，加

入 10% 小牛血洁，四蒸馆水定容至 1000 mL。分

化培养基(DCM): 在 BCM 内，加入终浓度分别为

15 mmollLNaHC03 , 15 mmolILHEPES , 33μmollL 

泛酸钙， 17μmol/L 牛转铁蛋白， 100 mg/L 青霉

素， 100 mg/L 链霉素， 10 mg/L 膜岛素，蒸t留水

定容至 1000 mL。消化液(1 mg/mL): 称取 100 mg 

I 型胶原酶， D-Hanks 溶液定容至 100 mL。上述

洛液均经调整 pH 值至 7 .4-7.6 ， 0.22μm 微孔滤膜

正压过滤除菌，分装置一20 'c保存。油红 0工作液

[4]. 称取 4.2 g 油红 0溶于 1200 mL 异丙醇中室温静

置过夜，分析滤纸过滤后收集滤液，并加入 900 mL

三蒸惰水，于 4 'C再次静置过夜后过滤两次即可于

室温贮存备用。

1.1 .4 仪器 CO2 培养箱购自日本 Sanyo 电子仪

器有限公司，倒置显微镜购自上海光学仪器有限公

司，数码相机为 Nikon E5700 。

1.2 方法

1.2.1 特牛前脂肪细胞、皮肤成纤维细胞的原代培

养 采用人、鼠和猪的前脂肪细胞培养方式[1-3] 。

手术无菌切取腹腔内小肠网膜组织约 60 g，同时切

取皮肤组织约 0.5 cm X 3 cm 进行成纤维细胞培养

作为对照。 D-Hanks 液洗涤，分离去除脂肪组织中

肉眼可见的纤维成份及血管，皮肤组织则需去除表

皮、皮下脂肪，剪碎成约 2 mm X 2 mm 的小块或

更细，加入 D-Hanks 液连同切碎组织吸入 50mL 的

离心管内，加入等体积的 1 mg/mL 1 型胶原酶，置
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37 "C 空气摇床内，以 150 次 /min 摇动消化， 1.5 h 量 细胞培养 、 接种方法见 1.2.2 和1. 2 .3 ， 根

后 ， 250μm 尼龙网过滤 ， 700 g 离心 5 min ，去

除漂浮的脂肪细胞及培养液， D-Hanks 液洗涤井离

心。沉积的细胞用 BCM 液制成细胞悬浮液，接种

至培养皿(φ 6cm) 内 ，前脂肪细胞和成纤维细胞的

接种密度均约为 5 X 104个 /mL， 置于 37 "C , 5%C02 

培养箱内温育 2 天 ， 换用 DCM液诱导和维持脂肪细

胞分化，以后每 2 天更换一次 DCM 液。

1.2.2 棋牛前脂肪细胞及皮肤成纤维细胞的组织学

染色 采用人前脂肪细胞、皮肤成纤维细胞的组

织学染色法[5 ] 。 按原代培养过程 ， 待两种细胞贴壁

后每 2 天各取一个培养皿(φ6 cm)染色 。 加入 10%

甲醒的等渗盐缓冲液中固定 10 mi n 以土，然后用

PBS 缓冲液漂洗片刻，倒掉缓冲液，稍干燥后，采

用 SudanIIl 或油红 0 染色脂肪滴及 Mayer 苏木素复

染细胞核， 应用数码相机直接在倒置显微镜上拍

摄 。 直至培养到 14 天。

1.2.3 细胞生长曲线的绘制 采用血液白细胞计

数方法绘制棋牛前脂肪细胞、皮肤成纤维细胞的生

长曲线 。 将细胞悬液等量接种至 2 1 个培养皿(φ 6

cm) 内，随机分成 7 组 ， 每组 3 个， 每 2 天检测一

组中每个平皿中的细胞密度，取 3 个的均值，如此

至 14 天的第 7 组结束。

1.2 .4 油红 0 染色提取法测定细胞内的脂肪含

据 Ramirez-Zacarias 等问的方法测定细胞内的脂肪含

量。 10% 甲醒的等渗盐缓冲液固定培养皿贴壁细胞

1 h 后，蒸馆水漂洗。 l吸取油红 0 工作液 10 mL 浸

染培养皿， 2 h 后倒掉油红 0 工作液， 蒸馆水漂洗

培养皿数次， 直至完全漂洗干净。 将己染色的培养

皿置于 32 "C培养箱内蒸发掉水分，加入 1 mL 异丙

醇 ， 萃取 20 mi n 后 ， 用吸管移出染液 ， 于分光光

度计 5 10 nm 波长处测吸光度(A 值表示) 。

2 结果

2.1 原代培养的棋牛前脂肪细胞 、 皮肤成纤维

细胞形态学观察

棋牛前脂肪细胞贴壁后初为小圆形，核/ 浆比

例较大 ， 4 天后即可观察到细胞渐成梭型 ， 并开始

积聚脂肪颗粒(图 1 -1) 0 7 天左右此梭形细胞大量繁

殖，并积聚多量脂肪颗粒(图 1-2 ) 。 到 10 天左右开

始分化成含多量小脂滴的脂肪细胞，出现相互融合

的脂肪滴(图 1 -3 ) ， 到 1 4 天左右分化成大的单脂滴

的脂肪细胞(图 卜的。体外培养的脂肪细胞体积较

大 ， 光镜下观察细胞膜薄，轮廓不光滑， 胞质内

有大量圆形脂滴 ， 大小不等且多散在，也有小脂滴

融合成大脂滴的情况; 而同时培养的皮肤成纤维细

胞增殖速率较快 ， 但始终为长梭形 ， 无或很少的脂

图 1 原代培养的模牛前脂肪细胞和成纤维细胞的形态学观察

1-1 : 前脂肪细胞培养 4 天 ， Su danIII-Mayer 染色 ， X 250: 1-2: 前脂肪细胞培养 7 天 ， 汕红 O-Mayer 染色， X 400: 1-3: 前

脂肪细胞培养 1 0 天，汹红 0 染色 ， x 100 ; 1-4: 前脂肪细胞培养 14 天，油红 0 染色 ， X 25 0 : 1- 5: 成纤维细胞培养 4 天，油

红 O-Ma yer 染色 ， X 25 0 : 1- 6: 成纤维细胞培养 14 天，汹红 O-Mayer 染色， X 2 5 0 0 N: 细胞核 ， 0 汕红染色脂肪漓， S : 

SudanIII 染色的脂肪滴 。
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夏 成等:收牛 rìíJ脂肪细胞的原代培养

滴积聚(图 1-5 和图 1-6) 。

本研究采用脂肪细胞常用的 SudanIIl、油红。"

Mayer 苏木素染色法，显示细胞内脂肪滴和细胞

核。在培养的前脂肪细胞和成纤维细胞(图 1) 中可

见，由 SudanIlI、油红 0 染色的细胞质内脂肪滴，前

者呈黄色(罔 1-1) ，后者呈红色(图 1-2 、 1-3 、卜的。

Mayer 苏木素复染细胞核呈紫色(图 1-1 、 1-2 、 1-5 ，

1- 6) ，而且在其周围有黄色或红色的脂肪滴。先

SudanIlI或油红 0 染色，再 Mayer 苏木素染色，能

较好的显示出脂肪滴和细胞核，但是细胞膜不清。

图 1-1 、 1-5 、 1-6 先 SudanIII 或油红 0 染色，再

Mayer 苏木京染色，为了显示整个细胞形态、结构

及脂肪滴染色:图 1-3 、 1-4 仅用油红 0 染色，为

了显示细胞脂肪滴数量及染色效果。本实验显示随

细胞密度增高，脂肪滴数量增加，细胞核染色效果

不佳。这些染色的效果与人、鼠、猪等前脂肪细

胞的相类似[6 ， 7J 0 

2.2 模牛前脂肪细胞、皮肤成纤维细胞的生长

曲线

山图 2 生长由线可见，棋牛前脂肪细胞和皮肤

成纤维细胞在接种细胞密度均约为 5 X 104 个 /mL

下，两者倍增时间分别为 2.1 天左右和 2~ 天左右，

基本相近，而且曲线变化大致相同。

2.3 棋牛前脂肪细胞、皮肤成纤维细胞生长过

程中细胞内脂肪含量的变化

由|茎j 3 可见，胞浆内的脂肪含量于培养 7 天后

迅速增加， 14 天左右可到达高峰，而皮肤成纤维

细胞内无脂肪积聚。此油红含量的变化与图 l 中两

一_lìiJ脂肪细胞
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图 2 棋牛前脂肪细胞和皮肤成纤维细胞生长曲线

1.8: 一斗一-lìíJ 脂肪封111但
1.6' ...... I:!UIÄIJ让纤维纠illlí<l
1.4. 

。1.2，
j 1.0 • 

飞 0.8:

0.6, 
0.4, 
0 .2 1 

0.0 1 
。

14 

91 

种细胞的染色的结果基本一致。

3 讨论

3.1 体外原代培养的蟆牛前脂肪细胞的生物学特

，性

目前，国内外前脂肪细胞体外培养系统大致有

两类，其中一类来源于血管基质组份细胞(stromal

vascular fraction , SVF) ，这是经典的前脂肪细胞。

Van等问对SVF的系统研究形成了完整的前脂肪细胞

理论。将切下的脂肪组织用胶原酶处理，再将组织

悬液离心，其中的沉淀物基质血管成份即是 SVF ，

将培养的 SVF 和培养的成纤维细胞比较，这两种培

养物以差不多的速率增殖，倍增时间 2 天多。起初

SVF 细胞胞浆内无脂肪颗粒，但在形成单层汇合后

可积聚大量脂滴，而成纤维细胞的胞浆内则无脂

滴。这就证明了 SVF 是具有增殖和向脂肪细胞分化

潜能的前脂肪细胞[7] 。

本研究观察到较牛前脂肪细胞贴壁后 4 天左右

大量增殖， 1 周后开始多量的脂肪颗粒的积聚。培

养 2 周时，分化成多脂滴或单脂滴的脂肪细胞。同

时应用油红 0 染色提取法对体外培养的棋牛前脂肪

细胞转化率进行定量，在膜岛素等的作用 f，培养

的前脂肪细胞第 4天即开始有脂肪的少量积聚， 1 周

后积聚量明显增多， 2 周时达到高峰，这与形态学

上的培养 1 周后细胞内开始出现多量脂肪颗粒相吻

合。另外，体外培养的棋牛前脂肪细胞(2.1 天)与

皮肤成纤维细胞(2.5 天)的增殖速率相近。这些结果

与文献报道的人、鼠和猪的结果相类似[1-3 ， 6 ， 7J 0 

3.2 棋牛前脂肪细胞培养技术的特点

由于不同的组织细胞培养需要不同的生长条

件，尤其体外培养的细胞对生长环境要求更高。文

献指出脂肪组织来源于原始的网状结缔组织，由结

缔组织和脂肪细胞组成，细胞成分中以脂肪细胞为

主，此外还含有其他细胞。脂肪细胞和!我纤维细胞

均来自中胚层，因此脂肪细胞和成纤维细胞的培养

具有相似的体外培养条件，但是前脂肪细胞的增殖

和转化为脂肪细胞需要促脂肪形成因子的作用， 目

前己知的这类物质有:膜岛素、糖皮质激素、甲

状腺素、生长激素、转铁蛋白等[1-3 ， 6 ， 7] 。本研究显

示尽管棋牛前脂肪细胞的原代培养大致可遵循人、

鼠和猪的培养方式，如一般采用 DMEM/F12(1 : 1) 

培养基等，但是由于动物、组织的不同，在培养

基、消化酶浓度和消化时间的选择，接种的细胞数
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量等方面需要进行反复的实验摸索才能确定有利于

体外培养的细胞的生长条件。

本研究不仅确立了较牛前脂肪细胞的体外培养

的条件，而且从棋牛小肠网膜获得成分均\增殖

和分化均旺盛的梭形细胞，经生长曲线测定和l脂肪

染色，证明是具有典型特征的前脂肪细胞，符合文

献中提出的 3 个标准I61 ，即:①来自脂肪组织，

形态为梭形，胞浆内无或很少有脂肪颗粒。②增殖

迅速，与来自同一个体的成纤维细胞在倍增时间上

接近。③在形成单层汇合后能变为脂肪细胞，如脂

肪细胞特异性酶的出现或胞浆内出现脂肪颗粒，并

且膜岛素是这个过程中的主要促进因素。

综上所述，通过一系列的实验和研究分析，我

研究论文·

们初步建立特牛前脂肪细胞原代培养模式，探索了

较牛前脂肪细胞生长、士曾用及分化的生物学特征。

证明棋牛小肠网服rt1 存在着可分化成熟的、生成脂

肪的前脂肪细胞。并在体外重现了其增殖的全过

程。
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Prima巧r Culture of Calf Preadipocyte 
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Abstract To establish a primary calf preadipocyte culture method for better understanding the properties 

of hyperplasia of calf adipose tissue , fibroblast like cells from calf small intestine omentum were cultured and 

fibroblasts from cattle dermise were also cultured to serve as control. Results shown: The cells from intestine 

omentum were highly homogeneous, proliferative and have high differentiation rate , Their dynamic morphological 

changes, growth curve, extracting stained intracytoplasmic lipid with oil red 0 , all verified their preadipocyte identity, 

Under controlled conditions , the preadipocytes replayed their hyperplasia process in vitro , Conclusion: In calf omen

tum tissue , there exist preadipocytes that can differentiate into mature adipocytes. Since adipocyte is one kind of 

classic target cells to insulin, this study aid the basis for further probing into obesity and insulin resistant diseases 

such as ketosis and fatty liver in dairy cows. 
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