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猪前体脂肪细胞的分离培养

张国华杨公社屈长青孙世锋*

(西北农林科技大学，动物脂肪沉积与肌肉发育实验室，杨凌 712100)

摘要 在比较组织块法和消化法分离培养猪前体脂肪细胞的基础上，通过对前体脂肪细胞

增殖与分化过程中细胞的形态学变化、生长曲线、油红0 染色以及脂肪细胞特异性标志基因脂蛋

白脂酶(lipoprotein lipase, LPL)和过氧化物体增殖剂活化受体 y (peroxisome proliferators-activated 

recepωr y, PPAR1>表达的研究，证明用消化法可从猪的脂肪组织中分离获得大量的前体脂肪细胞，

其生长旺盛，可见自发充脂;传代细胞经诱导培养后，充脂率大幅度提高，脂肪特异性标志基因

表达增强。这为深入研究脂肪细胞增殖与分化以及猪体脂肪沉积提供了一个较好的模型。

关键词 猪:前体脂肪细胞:传代:诱导

脂肪细胞的体外培养始于 20世纪60年代初。目

前，最常用的有两种体外培养系统，即前体脂肪细

胞系(preadipocyte cellline)和原代前体脂肪细胞(p由n缸y

preadipocyte culture)。现己建立的最有代表性的两

个前体脂肪细胞系是从小鼠胚胎的 Swiss3T3 细胞中

诱导分化出来的，即 3T3-F442A 和 3T3-L1 前体脂

肪细胞系，经诱导培养二者均能分化为脂肪细胞。

几十年来，利用啃齿类前体脂肪细胞系在研究脂肪

细胞分化和代谢机制方面已取得一定的成果[1]。在

研究 3T3-L1前体脂肪细胞系以及人、大鼠的前体脂

肪细胞增殖与分化时，发现cAMP 信号通路在分化

过程中发挥着重要的作用，但在猪上的研究却发

现， cAMP 信号通路在促进猪前体脂肪细胞分化时

作用并不明显[2]。说明脂肪细胞增殖与分化存在种

属差异。

猪具有肥胖的自然属性，也是最主要的肉用家

畜，其脂肪沉积量直接关系着肉的品质。在体外培

养条件下，猪脂肪细胞生脂调控具有其种属特异

性。目前，国内己经有了在人口.4] 、大鼠[5]1之牛 [6]

等动物上建立前体脂肪细胞培养模式的报道，但在

猪上相关研究还未见有报道。因此摸索建立猪的前

体脂肪细胞培养体系，对于研究其脂肪沉积与组织

发育规律，具有重要的理论和现实意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 脂肪组织 取自本校实验农场种猪场 7 日

龄仔猪，取材部位位于颈部皮下。

1.1.2 试剂和仪器 DMEM 培养基和 I 型胶原酶

购自 Gibco BRL 公司:胎牛血清购白杭州四季青公

司:牛血洁白蛋白购自 Amersco 公司:反转录试

剂盒购自 Fermentas 公司; TRlzol 购白天为时代:

引物由上海生工合成;其他试剂均购自华美生物工

程公司:培养瓶和培养皿购白 Corning 公司。 CO2

培养箱(REVOC， USA) , filJ置相差显微镜(Olympus，

Japan)、酶联免疫检测仪(华东电子集团医疗装备有

限责任公司)、超低温冰箱(Sanyo ， Japan) 、 PCR 仪

(MJ-RES EARCH ，USA)等。

1.1.3 主要试剂的配制 完全培养基:按说明取

5 gDMEM 培养粉， 1.83 g NaHC03, 1.2 g HEPES , 

溶于 450 ml 四蒸水中，加入 50 ml 胎牛血清。诱

导培养基:含 50 ng/ml 氢化可的松、 10μg/ml 膜

岛素、 10μg/ml 转铁蛋白，用完全培养基配制。胶

原酶消化液:称取 100 mg 1 型胶原酶， 1 g 牛血

洁白蛋白溶于 100 ml 的 PBS 中。腆蛋白酶消化液:

称取 0.25 g 膜蛋白酶溶于 100 ml 的 PBS 中。上述

溶液均经调整 pH 值至 7.2-7 .4， 0.22μm 微孔滤膜

正压过滤除菌，分装后置一20 oc保在。油红 0 五作

液:称取 4.2 g 油红 0 溶于 1 200 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

m1三蒸水，于 4 oc再次静置过夜后过滤两次即可于

室温贮存备用。

1.2 猪前体脂肪细胞的分离培养
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1.2.1 组织块培养法 无菌状态下取仔猪颈部和

背部皮下约 3 g 脂肪组织，用含高浓度青霉素和链

霉素的 PBS 缓冲液冲洗 3 次，剪去脂肪组织中可见

的血管和结缔组织，将脂肪组织剪成 1 mm3 左右的

小块，整齐地摆放在 25 ml 培养瓶中(叮摆放 20-40

块).将培养瓶翻转过来加入 4 ml 完全培养基(避免

组织块漂浮).再放入 CO2 培养箱中 • 4 h 后将培养

瓶小心翻转过来，让培养液浸注组织块，继续放入

CO2 培养箱中培养。
1.2.2 肢原晦消化培养法 按上述方法取得脂肪

组织冲洗井剪去脂肪组织中可见的血管和结缔组织

后，将脂肪组织剪成 1 mm3 左右的小组织块，加

入 I 型胶原酶消化液消化 1 h (37 "C. 每 5 min 振荡

一次).再用 100μm 和 25μm 的双层尼龙筛过滤消

化物，将滤液 1 500 r/m 离心 10 min. 弃上清液，

加入红细胞裂解液，吹打均匀，室温静置 10 min. 

再 1 000 r/m 离心 5 min. 弃上清液，加入无血清

培养液，吹打均匀. 1 000 r/m 离心 5 min. 弃上

清液，加入完全培养基，吹打均匀，即可获得猪

前体脂肪细胞，台盼蓝染色，用计数板计数后，按

5x104个 Icm2 的密度将前体脂肪细胞接种于 6孔培养

板中，放入 CO 2 培养箱中培养。

1.3 细胞传代培养

原代培养至细胞达到 80%-90% 汇合时，用膜蛋

白酶消化液在 37"C下消化 3-5 min。等体积完全培

养液终止消化. 1 500 r/m 离心 5 min. 然后按 1 : 

3 的比例进行传代接种培养，并标记为 Pl 。传代培

养过程中，每 2-3 天换一次完全培养液，直至细胞

汇合并铺满整个培养皿后，再重复上述操作。

1.4 细胞生长曲线测定

原代培养至细胞达到 80%-90% 汇合时，传代等

量接种至 30 个直径 35 mm 培养皿内，随机分成 10

组，每组 3 皿，每天检测→组中每皿的细胞总数，

取 3 个皿的均值，如此至第 10 组结束。细胞计数

参照司徒镇强等[7J方法。

1.5 脂肪细胞诱导分化

传代细胞接种 24 h 后，换用诱导培养液(诱导

第一天记为 0 天) .每 3 天换→次液，第 10 天提取

总 RNA. 观察脂滴出现情况。

1.6 脂肪细胞的鉴定

1.6.1 油红 0 染色 参照文献[坷的方法，取培

养至第 10 天的培养皿. PBS 冲洗 3 次， 10% 甲醒

固定 35 min , PBS 冲洗 2 次，油红 0 染色 8 min , 

60% 异丙醇分色 10-20 s ，自来水冲洗，苏木精染

·研究论文·

色 1 min ，自来水冲洗，甘油明版、封片。

1.6.2 RT啡PCR检测 传代细胞培养至第 10 天抽

提细胞总 RNA. 以 Fermentas 试剂盒反转录为

cDNA 。根据 GenBank 公布的挤 IJ~蛋白脂酶

(lipoprotein lipase, LPL)和过氧化物体增殖剂活化受体

y (peroxisome proliferators-activated receptor y, PPAR1J 
和自肌动蛋白基因序列，设计上 F游叶物。 LPL 上

游引物: 5'-GCAGGAAGTCTGACCAATAAG-3' , F 
游引物: 5'-GGTT TCTGGATGCCAATAC-3'; 

PPARy上游引物: 5'-TGACCCAGAAAGCGATGC-

3'，下游引物: 5'-CCTGATGGCGTT A TGAGACA-

3' ;自肌动蛋白基因上游引物: 5'-ACTGCCG

CATCCTCTTCCTC-3' .下游131 物: 5'-CTCCTGCT

TGCTGATCCACAT-3'o PCR 扩增后，以 1% 琼脂

糖凝胶电脉， Dolphin-DOC 图像分析系统拍照。

2 结果

2.1 形态学观察

2. 1. 1 组织块法培养 脂肪组织块容易贴壁，翻

转后漂浮的组织块少。在培养 3 天后，其边缘开始

游出少量梭形或不规则形细胞，这些细胞均为成纤

维样细胞:培养 5 天后，小组织块周围游离出大量

细胞并开始贴壁生长。显微镜下观察，细胞以组织

块为中心成放射状或旋涡状生长(图 1) 。培养 7 天

后，少量成纤维样细胞出现脂滴，继续培养至 9 天

时，有脂滴的细胞数目增多，而且细胞中的脂滴由

少变多，出现典型的多脂滴细胞。之后，细胞体

积由小变大，出现脂滴融合现象。

2.1.2 消化法培养 经 I 型胶原酶消化接种培养，

刚接种的细胞胞质回缩，为小圆球形，呈悬浮状

态。 3 h 后，可见有大量的小三角形细胞贴哇. 12 

h 后贴壁细胞伸展。贝占壁后的细胞开始伸展变形，

多数细胞形态呈长梭形或星形，少数呈不规则三角

形。第 2 天可见少量的充脂细胞出现，从第 2 天起，

细胞生长加速，梭塑和不规则型细胞大量增加，充

脂细胞数量增多(图匀，第 5 天细胞达到 80% ，进

行传代培养。

2.2 传代细胞生长曲线分析

细胞生长曲线的测定一般可利用细胞计数进

行。细胞倍增时间的计算依下列公式求得:

TD=tlog2/(logN， 一 logNo)

TD 为细胞倍增时间， t 为培养时间， N。为接

种细胞数， N，为培养 t 小时后的细胞数。

前体脂肪细胞生长曲线近似 S 型(图 3) ，符合
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图 1 细胞以组织块为中心成辐射状j旋涡状生长(100x)

图 2 消化法培养至第 5 天出现典型的多脂滴细胞(200时
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图 3 前体脂肪细胞生长曲线

!豆代细胞的正常生长增殖规律，即经历潜伏期、指

数生长期并有进入平白期的趋势。根据生长曲线，

前体脂肪细胞的倍增时间为 60.2 h。前体脂肪细胞

接种后潜伏期约为 36 h 左右，培养 5 天后前体脂肪

细胞增加了近 2.5 倍。接种后的第 2-7 天是前体脂

肪细胞的指数增殖期，第 7 天后前体脂肪细胞的生

长进入平台期。

2.3 油红 0 染色分析

传'代细胞经诱导后，充脂细胞数显著增加(图

4)。经泊红 0 染色，口J见脂滴被亲脂的油红 0着色而

早桶红色，细胞核因苏木精着色而呈兰色(图 5)0

2.4 RT-PCR 
巾图 6可以看出，在诱导第 0天 ， LPL和 PPARy

的表达量均较低，在培养第 10 天，未诱导组 LPL

和 PPARy 的表达增加，但其表达量明显少于诱导组。
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图 4 传代细胞经诱导后，充脂细胞数增加(200x)

图 5 脂肪细胞的油红 O染色(200川

图 6 LPL和 PPARr的表达变化

1, 8: ß 肌动蛋白基因; 2 , 5: 诱导第 0 元二 LPL 、 PPARy的表达:

3 , 6: 未诱导细胞第 10 天 111 LPL 、 PPARy的农达; 4 , 7 为诱导

细胞第 10 天时 LPL 、 PPARy 的表达。

3 讨论

本实验观察到原代培养的细胞在达到80%-90%

汇合时可见白发充脂，而传代以后的细胞，在达到

汇合但并没有经过诱导，几乎观察不到充脂细胞，

加入诱导剂后，细胞迅速充脂，经过泊红 0 染色鉴

定均为脂肪细胞，说明传代可以提高细胞的纯度。

细胞体外分离培养是研究复杂的生物系统的重

要手段。本研究采用了组织块培养法和酶消化培养

法分离培养猪前体脂肪细胞。发现组织块法培养的

细胞同源性好且具有操作简便和成功率高等优点，
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但并非每个组织块都有生长能力，培养的细胞成活

率低，到可传代的时间较长，获得的细胞较少。而

胶原酶消化法第 5 天可见细胞达到 80% 汇合，消化

法适于短期内获得大量细胞的实验。因此，我们以

后的培养均采用消化法培养，并且是在 37 0C 、 5%
CO2 及饱和湿度F培养，这与人[4]、牛[6]及大鼠[町等

的前体脂肪细胞培养条件相一致。

前体脂肪细胞的原代培养可再现其增殖与分化

过程，即生长停顿、·生长再续-细胞分化的连续过

程。生长停顿是必要的第一步，此后这些细胞至少

进行一次以上的再分裂，才继续向成熟脂肪细胞分

化。我们发现细胞贴壁后经过一段时间的潜伏期后

开始生长，到第 4 天，这些贴壁的细胞内出现许多

松散的脂滴。随着时间的延长，细胞内脂滴增大，

相互融合。这与 Akanbi 等[8]和 Ding 等[坷的报道相一

致。细胞的生长曲线是细胞生长基本规律的重要表

现。猪前体脂肪细胞在体外培养第 2 天时大量增

殖，第 7 天时细胞增殖速度逐渐下降进入平台期，

其生长曲线近似 S 型，基本符合细胞的正常生长增

殖规律。

脂肪细胞分化是由分化转录因子调控的复杂过

程。 LPL、 PPARs 及 CCAAT/增强于结合蛋白家族

(CCAAT/enhancer binding protein f，缸回1y， CÆBPs)是调

控脂肪细胞分化的主要转录因子，这些转录因子的

表达与肥胖、高脂血症和 11 型糖尿病等疾病的形成

·研究论文·

和发展密切相关[10]0 LPL 是脂肪细胞分化早期的标

志基因，与脂肪酸的合成代谢有关。 PPAR 属激素

核受体超家族成员，由不同基因编码的 3 个亚型

(PPARα 、 PPARß及 PPAR协组成。其中 PPARγ 最

具脂肪组织特异性，是脂肪细胞分化晚期的标志基

因。将PPARy基因转染入成肌细胞或成纤维细胞以

后，可诱导一系列脂肪细胞特有的基因使细胞成为

脂肪细胞[11]。本实验检测了脂肪细胞分化标志基因

LPL和 PPARy在培养不同时间的表达变化，结果表

明未经诱导的前体脂肪细胞虽然可白发向成熟脂肪

细胞分化，但分化率较低，从而在电泳条带上显示

条带较暗。而诱导后 ， LPL 和 PPARy表达量大幅

度增加，说明细胞经诱导后，分化率显著提高。其

结果与形态学观察一致。
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Isolation and Culture of Porcine Preadipocyte In Vitro 

Abstract 

Guo-Hua Zhang , Gong-She Yang, Chang-Qing QU, Shi-Duo Sun* 
(Laboratoη of Animal Fat Deposition and Muscle Development, 

Northwest Agriculture & Forestry Univers仰" Yangling 712100, China) 

Exp1ant techniques and mon01ayer cu1ture in cu1turing porcine preadipocytes were compared, 

Cells obtained from mon01ayer culture are more than from exp1ant techniques in a short period of time, but we have 

to purify cells by successive passage culture. Subcultured cells were p1ated in differentiateon medium, ana1yzed by 

their morph010gica1 changes, growth cu凹e， oi1 red 0 staining and lipoprotein lipase gene, peroxisome pr01iferators

activated receptorγgene expression. Results shown a 10t of preadipocytes cou1d be harvested from adipose tissue 

samp1es obtained from crossbreed pig1ets, these preadipocytes were typica1 fibrob1asts with norma1 morph010gy, 

proliferative and had some extent differentiation rate in primary cu1ture. Under controlled condition, especially 

purified by subclutre, these preadipocytes rep1ayed their hyperp1asia process with higher accumu1ation of drop lipid 

.This study 1aid the basis for further probing into adipocyte proliferative, differentiation and fat deposition. 

Key words porcine; preadipocyte; subcu1ture; differentiation 
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