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维生素 C 对 TNF-α 诱导的原代培养大鼠

脂肪细胞凋亡的影晌

林亚秋卢建雄陈国柱杨公社*

(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 以 5 、 10 、 50 、 100μmol/L维生素 C (vit C)及其与 10 ng/ml TNF-α联合处理体外培

养的大鼠脂肪细胞 24h，采用流式细胞仪检测脂肪细胞凋亡率，光学显微镜和透射电镜观察脂肪

细胞形态学变化。结果表明，高浓度 vit C (1 00μmol/L)单独作用及与 TNF-α联用，均能显著提

高脂肪细胞凋亡率(P<0.01) ， 且联用纽凋亡率显著高于单用 TNF-α 处理组(P<O.OI); 低浓度 vit C 

(5 、 10 、 50μmol/L)单独作用未检测到凋亡，且与 TNF-α联用组凋亡率显著低于单用 TNF-a.处

理组(P<O.OI); 光学显微镜和透射电镜观察可见 100μmol几 vit C 处理组出现凋亡的形态学特征，

细胞收缩变圆，染色质致密j农染聚集在核膜边缘，核碎裂成多个凋亡小体，随即被邻近细胞吞噬。

结果提示高浓度 vit C (1 00μmol/L)可以引起脂肪细胞凋亡，并有效地增强 TNF-α 对脂肪细胞的

凋亡作用。

关键词 维生素 C; TNF-α; 脂肪细胞;凋亡;大鼠

凋亡是维持哺乳动物组织内环境稳定的重要因

素，机体内环境稳定-旦被打破就会产生各种疾

病。肥胖是脂肪细胞数目增多和体积增大共同作用

的结果，人类过于肥胖可引发其他相关疾病，如高

血压、 II 型糖尿病、心脑血管疾病、高血脂症、

癌症等。动物主要表现为体脂过多、背瞟过厚、瘦

肉率下降等问题。因此为了提高畜牧业生产的经济

效益和产品质量、保护人类健康，减肥降脂己成为

当前世界范围内所面临的重大科学问题，体脂沉积

及其调控机制是核心问题。过去人们一直把注意力

集中在脂肪细胞增殖与分化的研究上，自 1994 年

Prins 等川发现人类脂肪细胞凋亡后，通过凋亡来调

整脂肪细胞的数目被认为是脂肪组织生长和发育过

程中正常生理活动的一部分，有关脂肪细胞凋亡的

研究也受到广泛重视。

TNF-α 是脂肪组织的重要调控因子，可由脂肪

细胞分泌产生，具有促进脂肪分解，抑制脂肪合

成，诱导前体脂肪细胞、脂肪细胞凋亡等作用 [2] 。

维生素C(vitamin C , vit C)是一种重要的水榕性抗

氧化物质，是细胞外液的主要抗氧化剂。可以诱导

或抑制某些种类细胞凋亡[叫，但在脂肪细胞凋亡中

的作用至今未见报道。本文主要观察不同浓度 vit C 

及其与 TNF-α 联用对大鼠脂肪细胞凋亡的影响，以

期为调控体脂沉积提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用雄鼠为 20 日龄二级 SD(Sprague

Dawley)大鼠，购自第四军医大学实验动物中心:

重组大鼠 TNF-α 购白 Pepro Tech 公司; M199 购自

Gibco BRL 公司:胎牛血清购白兰州|民海生物工程

有限公司:日丫陡橙、牛血清白蛋白购自华美生物工

程公司:其他试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 脂肪细胞培养 将 SD 大鼠断颈处死，用

75% 酒精浸泡消毒，无菌状态下取腹股沟、附辜远

端、肾脏周围的白色脂肪组织，剪成 1 mm3 小块，

加消化液(M199 + 20 g/L牛血洁白蛋白，临用时加入

1 g/L的胶原酶 1)37 "C消化 60-70 min(每 5 min 振荡

一次)，然后依次过孔径为 150 目和 600 目的不锈钢

细胞筛， 1000 r/min 离心 10 min，弃上清液，加

红细胞裂解液(154 mmollL NH4Cl + 10 mmoνLKHC03 
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+ 0.1 mmol/L EDT A) ，室温放置 10 min，离心 5

min , M199 培养液洗后，再以 5 X 104 个 Icm2 浓度

接种到放有盖玻片和不放盖玻片的六孔细胞培养

板，再加适量培养液，置 37 oC 、 5% CO 2 培养箱

培养 ， 1 天后换液，此后每 2 天换一次，直到 8-10

天出现成熟脂肪细胞。

1.2.2 脂肪细胞鉴定 PBS 冲洗培养第 8 天爬满

细胞的盖玻片，在 10% 甲醒中国定 30 min ，油红

0 染色 9 min , 60% 异丙醇分色 20 s ，自来水冲洗

后，苏木精染液 1 min ，甘油明胶封片。

1.2.3 脂肪细胞处理 取培养第 8 天的脂肪细胞

随机分为实验组和对照组。实验组各处理分别为添

加 5 、 10 、 50 、 100μmol/L vit C 及各浓度 vit C 

与 10 ng/ml TNF-α 联用，在 37 oC 、 5% CO2 条件

F培养 24 h。以未加处理相应时间段的脂肪细胞作

为对照。

1.2.4 脂肪细胞凋亡检测

(1 )HE 染色 取实验组和对照组培养至第 8 天、爬

满细胞的盖玻片，按以下步骤操作: PBS 洗 3 次→

10% 甲醒固走 30 min • PBS 洗 2 次→浸入苏木精染

液 5-10 min →白来水浸洗→稀盐酸分色 10-30 s • 

自来水浸洗→浸入淡氨水3-5 min使细胞核蓝化→自

来水浸洗→甘油明胶封片，显微镜下观察。

(2)荧光染色 收集对照组和实验组的脂肪细胞，制

备活细胞悬液(1 X 10 7 个 Iml) ， 与日丫陡橙以 10 : 1 

泪合后滴加于 0.8 mm 载玻片上，力fl _t 0.17 mm 盖

玻片封片，随后在荧光显微镜下观察形态学变化并

计数。

(3)透射电镜观察 用 2.5 glL膜蛋白酶消化经过处理

的脂肪细胞，收集细胞到尖底离心管中， 2000 rl 

min 离心 10 min , 2% 戊二醒固定 4 h，备用。 1%

饿酸固定 2 h，梯度丙酣脱水，将样品浸入包埋剂

EPON-812 中。超薄切片后，用乙酸铀染色，透

射电镜观察并照相。

(4)流式细胞术 收集对照组和实验组的脂肪细胞，

调整细胞浓度为 1 X 106 个 Iml ， 经膜联蛋白 VIPI 双

染色， Elite 流式细胞仪采集数据，并用 Cell Quest 

专用软件分析，通过计数凋亡区细胞数量得出凋亡

率。

1.2.5 统计学分析 采用 SPSS11.5 统计软件进行

单因素方差分析与技著性检验。实验数据以平均数

士标准差(王:t s)表示。

·研究论文

2 结果

2.1 油红 0 染色结果

在光学显微镜 F观察经过油红 0 染色苏木精复

染后的玻片，可见脂滴被亲脂的油红 0 着色而旦桶

红色，细胞核因苏木精着色呈兰色，细胞液兀色。

脂滴大小不，胞核位于细胞一侧，核/浆比例变

小(图 1 )。

2.2 HE 染色结果

HE 染色可见调亡脂肪细胞收缩变圆、变小，

细胞核固缩、碎裂，染色质致密浓染，细胞 rJ莫皱

折、卷曲和出泡，以及芽生形成膜包裹的凋亡小体

(图 2) 。而正常脂肪细胞经染色显示仍保持细胞Jh{

有的生长形状(如圆形或椭圆形)，细胞核被染成均

一蓝色(图 3) 。根据这个标准在光学 511微镜 f 'lJ 见

100μmol/L vit C 组出现凋亡的细胞， 5 、 10 、 50

μmol/L vit C 组未观察到饲亡细胞 ， Ij TNF-α 联旧

组均可观察到凋亡细胞，且 100μmol/L vit C l_ j 

TNF-α 联用组调亡的细胞数目最多。

2.3 日丫昵橙染色结果

口丫皖橙染色后可见正常脂肪细胞核呈均匀的黄

色或黄绿色荧光，细胞质呈均匀的桶红色或桶黄色

荧光，细胞大小基本一致:处理组细胞核呈绿色或

暗绿色荧光，细胞体积缩小， I-1J见核ì~Jt茸;或醉裂(图

的。在荧光显微镜下观察， 5 、 10 、 50μmol/L vit 

c 组未观察到细胞的调亡特征改变， 100μmol/L vit 

C 组可见凋亡的细胞，与 TNF-α 联用组均口J观察到

凋亡细胞，且 100μmol/L vit C 与 TNF-α 联用组调

亡的细胞数目最多。

2.4 透射电镜观察 TNF-α 对大鼠脂肪细胞超微

结构的影响

透射电镜观察结果显示，正常脂肪细胞呈圆形

或椭圆形，表面有微绒毛，胞质内细胞器丰富，核

不规则位于一侧，细胞内可见脂滴(图 5) 。经 vit C 

及其与 TNF-α 联合处理发现， 100μmol!L vit C 处

理组脂肪细胞出现典型的调亡形态学变化，即微绒

毛消失，细胞表面光滑，胞质密度增加，核膜清

晰，染色质凝集成块状并聚积在核膜边缘，细胞膜

完整，细胞内脂滴儿子消失，最后细胞核裂解成多

个凋亡小体并从细胞表面出芽脱落，散在细胞间，

最后被邻近脂肪细胞所吞噬(图 6，图 7); 5 , 10 、

50μmol/L vit C 组未见凋亡的形态学改变; vit C 与

TNF-α 联用组均可见调亡细胞的形态学变化。
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林业秋寄: 生(t'上东 C 对 TNFα i先导的原代珩养大鼠脂肪绍1 JlliUJ可亡的影响 47 1 

图 1 油红 O 染色( X 1000) 

图 2 HE 染色凋亡的脂肪细胞(X 400) 

图 3 HE 染色正常的脂肪细胞(X 400) 

图 4 日、(q走橙染色结果( X 200) 

图 5 透射电镜下正常的脂肪细胞(X 5000) 

图 6 透射电镜下凋亡的脂肪细胞(X 7500) 

图 7 凋亡小体(X 15 000) 

2.5 流式细胞仪检;~IJ结果(表 1)

流式细胞仪检测结果见丘 1 ， 由表 l 可以看出，

高浓度 vit C( 100μmollL)单独及其lj TNFα 联用 ，

脂肪细胞凋亡率比对照组罩著捉向 (P<O.O 1 ) ， 且联

用纽凋亡率显著高于 1'(1. fIJ TNF-α 处JI!I (P<O.O 1 ); 较

低浓度 vit C(5 、 10 、 50μmol/L) 单独作) 1]未检测到

调亡， 且与η、JF-α联ru的调亡率显著低于制U TNFα 

处理(P<O . O 1 ) 。

3 讨论
卑，在 |二个世纪中期J Kerr 等 [5]就描述了调亡细胞

表 1 Vit C 与 TNF-α联用 24 h 后的脂肪细胞;用亡率

TNF-α j农 };(( ( n g/ml)
0 5 

V古℃ 京工主(面no l/L)

10 50 l 00 

。 3.79 土 0.05 '

l o 16 . 95 士 0 . 03 C 1 5. 74 土 0 . 07 "

J二 '1 ' 宁 J:} +1川;J r， 之 ("II) .ð(心 注异 !ul. ~: ( P<O . O J ) 。

14 .3 1 :I:: 0.44' 1 J . 07 士 。 1 2 '

1 2 . 5 4 土 0 .09 b

29.63 :I:: 0 .3 5 ε 
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的形态学特征，例如I细胞皱缩、细胞膜起泡、染

色质凝集、核IJ莫碎裂形成膜包裹的问亡小体等，问

亡小体迅速被邻近细胞吞瞧，不引起周围的炎症反

应。牛;研究ifJli荧光显微镜和适射电镜观察 vit C 及

旦与 TNF-α 联合对大鼠脂肪细胞形态的影响，得到

了归仁的证据， J仁形态学变化与以上描述儿子

到(0 t:k/为明亡的形态'丁去检测是其他检测 Jj法的基

础，所以本实价目先从形态学方而对脂肪细胞进行

检测。形态学枪坦1)IJI;法中以透射电镜检测最为可

靠， /天|为它可以观察到细胞结构在凋亡不同时期的

变化， Saafi 咛 161研究表明，电镜用士研究早期间亡

比经典的生化指标更具敏感性并且有助于分子机制

的研究。

TNF-α 作为一种多效细胞因子，叮诱导不同类

型细胞调1、-[7]。己有研究报道 TNF-α 能够诱导大鼠棕

色脂肪细胞和小鼠的 3T3-Ll前体脂肪细胞间亡[7.81 。

我们前期研究应用不同浓度 TNF-α 作用大鼠白色脂

肪细胞，发现 10 ng/m1 TNFα 能明显抑制脂肪细

胞生氏、促进脂肪细胞凋亡191 。关于 vÌt C {l二脂肪

细胞中的作用， Ono 等[101发现 vit C 对 3T3-Ll前脂

肪细胞及分化成熟的脂肪细胞的町胶!岳和其他胶原

的合成与分泌均有促进作用，也可加速脂滴形成。

Cry町等[111认为， ，jíI脂肪细胞胶原合成与分泌是脂肪

组织发育不 liJ分割的-部分。然 I巾， Ellenbogen阳在

脂肪移柏时力11 入 vit C，但没有取得脂肪组织移植后

仔沾半改善的耐用j结果，可能是脂肪前向移植完全

切断了血节;供)泣， vit C 难以发挥作用之故。主|王陇

海等[ 131发现 vit C 能促进人前体脂肪细胞的增殖和分

化。 Vit C 在脂肪细胞问亡中的作用至今未见报道，

低浓度和自浓度 vit C {t:脂肪细胞凋亡中所起的作用

是否相同，与 TNF-α 以用是否可以促进脂肪细胞凋

亡，口前Jd::不清楚。凶此，本实验届用透射电镜、

.j时).~论文·

荧光染色和1流式细胞术等 111去检测小同浓度 vit C 及

其与 TNF-α 联用时脂肪细胞问亡率的变化。 约*n

Jjl1民浓度 vit C 具有抑制脂肪细胞问亡的作旧，「fu浓

度 vÌt C 具有促进脂肪细胞问亡的作用，且与 TNF

α 联用时凋 l二率显著高于单独使用 TNF-α 处埋扭。

产生此现象的原因可能是 vit C 本身且只有Jd::原作

用，但在不同条件 F显示不同的作用，口/J低浓度时

为抗氧化作用，丽J高浓度 11、l 为强氧化作HL 进入的|一

浆中的抗坏血酸被氧化成!说年HlL坏山酸甜，边j二上俑

萄糖转运体进入细胞内，通过胞内句化j土且i 系绕经

酶或非酶作用而压原，同时引起氧化还以应激，使

细胞内谷肮甘二月}\:(GSH) f 降，月旨J页过氧化增多，从

而且J使细胞出现问亡[[4]。本实验结果提斗之 100μmol/

L vit C 可降低 TNF-α 用量而不影响脂肪细胞的问亡

率，如能应用于实际生产中，口J望降低 TNFα 使

JiJ剂量而不影响其作用效果，从而降低 TNF-α 对机

体的副作用，为体月旨沉积的调控提供新的注径。
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Effect of Vitamin C on Primary Rat Adipocyte- Apoptosis Induced by TNF-α 

Ya-Qiu Lin, Jian-Xiong Lu, Guo-Zhu Chen, Gong-She Yang* 
(Laboratory of Fat Deposition and Muscle Development, Northwest Sci-tech University of 

Agriculture and Forestry, Yangling712JOO, China) 

Abstract Primary rat adipocyts were treated with 5, 10, 50, 100μmol/L vitamin C (vit C) and combination 

of vit C (5-100μmol/L) and 10 ng/ml TNF-α， respectively, to investigate their effect on adipocyte apoptosis. The 

apoptotic rate of adipocytes was measured by flow cytometry. The morphologic change of fat cells was observed 

with optical microscope and transmission electron microscope. The results show that both higher concentration of 

vit C (100 Ilmo1/L) alone and its combination with TNF-αcould significantly increase apoptosis rate of adipocytes 

(P<O.OI) and the effect of combination with TNF-αwas more apparent than TNF-αalone (P<O.OI). No apoptosis 

was detected in adipocytes treated with lower dose of vit C (5-50μmol/L) and the TNF-α-induced apoptosis was 

markedly inhibited by these concentrations of vit C. The feature of apoptosis was observed in adipocytes treated 

with 100μmol/L vit C, i.e. cellular shrinkage and round, condensation of chromatin adjacent to nuclear membrane, 

nuclear fragmentation of apoptotic bodies whichwere rapidly engulfed by neighboring cells. The data suggest that 

high dose vit C (100μmol/L) may cause adipocyte apoptosis and markedly enhance TNF-α-induced apoptosis. 

Key words vitamin C; TNF-α; adipocyte; apoptosis; rats 
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