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槲皮素对肉鸡脂肪细胞内分泌因子水平的影响

王明昊　李　篧　赵　伟　欧阳文文　金　芳
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摘　要：本试验旨在探讨槲皮素对爱拔益加（ＡＡ）肉鸡脂肪细胞内分泌因子水平的影响。取１０
日龄 ＡＡ肉仔鸡腹部脂肪，采用机械破碎和酶消化相结合的方法分离脂肪细胞，并采用油红 Ｏ
染色和细胞中甘油三酯（ＴＧ）含量检测的方法鉴定所分离的细胞。将脂肪细胞随机分５组（每
组６个重复），空白组为基础培养液，溶剂对照组在基础培养液中添加２‰二甲基亚砜，试验组分
别添加１０、２０、４０ｍｇ／Ｌ槲皮素，于２４、４８、７２ｈ收集细胞及培养液，利用酶法测定ＴＧ含量，放射
性免疫法测定肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）含量，酶联免疫吸附测定法测定脂联素（ＡＤＰ）和过氧化
物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）蛋白含量，实时定量 ＰＣＲ法测定 ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ表达。
结果表明：１）对所取脂肪组织进行分离提纯后，显微镜下可见悬浮细胞存在。贴壁后细胞内存
在可被油红 Ｏ染成鲜红色的液滴，同时 ＴＧ检测显示细胞中存在 ＴＧ，由此鉴定所取细胞为脂肪
细胞。２）基础培养液中添加１０、２０、４０μｇ／ｍＬ槲皮素后，与空白组相比，脂肪细胞 ＴＧ含量显著
降低（Ｐ＜０．０５）；脂肪细胞中 ＴＮＦα和 ＡＤＰ含量显著增加（Ｐ＜０．０５），且存在一定的剂量和时
间依赖性；脂肪细胞ＰＰＡＲγ基因ｍＲＮＡ表达和蛋白含量受到抑制（Ｐ＜０．０５），其中对ｍＲＮＡ表
达的影响存在时间和剂量依赖性，而蛋白含量的变化规律不明显。综上所述，槲皮素可通过调

节脂肪细胞内分泌因子 ＴＮＦα、ＡＤＰ和 ＰＰＡＲγ的生成水平来降低脂肪细胞 ＴＧ含量。
关键词：槲皮素；脂肪细胞；甘油三酯；肿瘤坏死因子 α；脂联素；过氧化物酶体增殖物激活受
体 γ
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　　根据最新世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉ
ｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）报告，全球肥胖成年人数已超过 ５
亿，超重人数已达１６亿之多。肥胖已被定义为目
前世界上影响最严重的一种流行性疾病。摄入脂

肪性食物过多无疑是导致肥胖的最重要原因之

一。因此，通过选用可控制脂肪沉积的饲料添加

剂，研制脂肪含量低、营养均衡的优质畜产品是畜

牧业发展的方向。本课题组前期试验显示，沙棘

黄酮可抑制动物脂肪细胞增殖、调控脂肪代谢的

内分泌因子，最终达到降脂的目的［１］。槲皮素是

沙棘黄酮的主要有效成分之一，具有抗癌、抗菌、

抗炎、抗病毒及保护心血管等多种生物学功

能［２－６］。动物的脂肪组织不仅仅是储能仓库，同时

也是重要的内分泌组织。肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、脂 联 素 （ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＤＰ）和过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉ
ｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）等细
胞因子均是脂肪细胞的重要内分泌因子，这些脂

肪细胞因子可控制脂肪细胞自身的能量储备，调

节脂肪细胞体积，传递脂肪组织与其他组织器官

之间的信息，对动物肥胖，尤其对腹脂沉积、糖尿

病等有很大作用。本试验拟利用脂肪细胞体外培

养技术，在前期试验的基础上，进一步研究沙棘黄

酮主要成分之一———槲皮素对脂肪细胞内分泌因
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子的作用，旨在明确槲皮素在脂肪组织最小单元

上的作用效果，为开发新型饲料添加剂扩展思路，

对减少畜禽脂肪过度沉积、改善肉品质、提高人类

肉质食品的营养价值、控制肥胖的发生具有重要

意义。

１　材料与方法
１．１　试验材料
　　试验动物：１０日龄爱拔益加（ＡｒｂｏｒＡｃｒｅｓ，
ＡＡ）肉仔鸡（购自哈尔滨市呼兰东旭种禽孵化养
殖厂）；试验样品：槲皮素（纯度≥９８％，美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司）。
１．２　试剂
　　试剂包括高糖 ＤＭＥＭ无酚红培养液、胰蛋白
酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ，杭州四季青公司）、四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、
青霉素 Ｇ钠盐、硫酸链霉素、二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）、谷氨酰胺（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００
细胞裂解液（碧云天生物科技研究所）、甘油三酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）试剂盒（北京北化康泰临床试剂
有限公司）、酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒
（上海蓝基公司）、实时定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂
盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．３　仪器
　　仪器包括超净工作台（苏州净化设备有限公
司）、二氧化碳培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、离心机
（上海安亭科学仪器厂）、高压干热灭菌箱（上海福

玛）、立式高压蒸汽灭菌锅（上海博迅）、Ｍｏｄｅｌ６８０
型酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）、７５００ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＰＣＲ 仪 （美 国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公 司 ）、

ＵＶ２４０１ＰＣ紫外分光光度计（美国ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ
Ｂｉｏｍａｔｅ）、倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）、６孔细
胞培养板（美国 Ｃｏｓｔａｒ公司）。
１．４　试验设计与方法
１．４．１　ＡＡ肉鸡脂肪细胞的分离、培养与鉴定
　　１０日龄 ＡＡ肉仔鸡腹部脂肪组织经机械破
碎、胶原酶Ⅰ消化、裂解红细胞等步骤，分离并提
纯细胞。将细胞以２×１０５个／ｍＬ密度接种于６孔
培养板，用１５％ＦＢＳ高糖 ＤＭＥＭ无酚红培养液于
５％ＣＯ２、３７℃条件下培养，隔天换液，待细胞在培
养板中贴壁生长至完全汇合，用０．０２％乙二胺四
乙酸（ＥＤＴＡ）－０．２５％胰蛋白酶消化传代。第 ４

代生长良好的细胞接种培养２４ｈ后移去生长培养
液，改由加入油酸盐的分化培养液继续培养，诱导

分化后隔天换液。采用油红 Ｏ染色鉴定和 ＴＧ含
量２种方法鉴定脂肪细胞。
１．４．２　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＴＧ沉积及内
分泌因子的作用

　　每孔２×１０５个／ｍＬ细胞贴壁后，随机分为 ５
组，每组６个重复。空白组为基础培养液（含５％
ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ无酚红培养液），溶剂对照组
为含２‰ＤＭＳＯ的基础培养液，试验组分别为含
１０、２０、４０ｍｇ／Ｌ槲皮素的基础培养液。培养２４ｈ
后，吸取细胞培养液冻存于 ＥＰ管中，用于 ＡＤＰ含
量的测定。将孔中细胞消化后用含 ＦＢＳ的培养液
终止消化，转移至 ＥＰ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）将沉淀吹
起再次３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，将细胞沉
淀冻存，用于 ＴＮＦα、ＰＰＡＲγ和 ＴＧ含量的测定。
ＴＧ含量测定参照 ＴＧ试剂盒说明书，ＴＮＦα含量
测定参照放射性免疫试剂盒说明书，ＡＤＰ及
ＰＰＡＲγ蛋白含量检测参照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，
ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ检测参照 ＲＴＰＣＲ试剂盒说
明书。

１．５　数据处理
　　试验结果均以平均值 ±标准差表示，试验数
据采用 ＳＰＳＳ１８．０软件的 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ进行
方差分析，采用Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较，以Ｐ＜
０．０５作为差异显著性判断标准，以 Ｐ＜０．０１作为
差异极显著判断标准。

２　结　果
２．１　ＡＡ肉鸡脂肪细胞的分离、培养与鉴定
　　刚接种的脂肪细胞呈圆形，悬浮于培养液中，
２ｈ后开始逐渐贴壁。在显微镜下观察可见贴壁
的脂肪细胞呈不规则梭形、多角形或者三角形，细

胞核较小，胞质丰富，胞内存有少量球状透明液

滴。取诱导２４、７２、１２０ｈ的脂肪细胞进行油红 Ｏ
染色，细胞内透明液滴被染成鲜红色，随培养时间

的延长，红色脂滴逐渐增多，体积和密度均变大

（图１）。ＴＧ检测结果显示，培养２４ｈ后脂肪细胞
中即可检出 ＴＧ，且 ＴＧ含量随时间延长而增多
（表１）。
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图１　油红Ｏ染色的脂肪细胞
Ｆｉｇ．１　ＡｄｉｐｏｃｙｔｅｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｏｉｌｒｅｄＯ（２００×）

表１　ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＧ含量
Ｔａｂｌｅ１　ＴＧｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ

培养时间 Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｈ ２４ ７２ １２０

ＴＧ含量 ＴＧｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ／ｄＬ） ３６．７７±２．４１ａ ６６．０２±５．０５ｂ １０２．８９±５．３３ｃ

　　同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

２．２　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＧ沉积及内分泌
因子的作用

２．２．１　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＧ含量的影响
　　由表２可知，与空白组相比，各时间点溶剂对
照组 ＴＧ含量均无显著变化（Ｐ＞０．０５）；１０、２０、
４０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＴＧ含量在２４和７２ｈ时均显
著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＴＮＦα含量的
影响

　　由表３可知，与空白组相比，各时间点溶剂对
照组 ＴＮＦα含量均无显著变化（Ｐ＞０．０５）；
１０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＴＮＦα含量在４８、７２ｈ时极显

著提高（Ｐ＜０．０１）；２０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＴＮＦα含
量在２４ｈ时显著增加（Ｐ＜０．０５），在４８、７２ｈ时极
显著增加（Ｐ＜０．０１）；４０μｇ／ｍＬ槲皮素组在各时
间点 ＴＮＦα含量均极显著增加（Ｐ＜０．０１）。
２．２．３　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＡＤＰ含量的
影响

　　由表４可知，与空白组相比，各时间点溶剂对
照组 ＡＤＰ含量均无显著变化（Ｐ＞０．０５）；１０、
２０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＡＤＰ含量在７２ｈ时显著或极
显著提高（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；４０μｇ／ｍＬ槲皮
素组 ＡＤＰ含量在２４ｈ时显著提高（Ｐ＜０．０５），在
４８和７２ｈ时极显著提高（Ｐ＜０．０１）。

表２　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＧ含量的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎＴＧｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ ｍｇ／ｄＬ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白 Ｂｌａｎｋ ３７．７３±１．８６ｃ ５５．６３±５．３０ａｂ ６５．１５±５．４４ｄ

溶剂对照 Ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ３３．８６±４．５５ｂｃ ５４．５１±８．８８ａｂ ６２．０９±３．９５ｃｄ

１０μｇ／ｍＬ槲皮素 １０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３２．４２±２．８１ｂ ５３．２２±４．７５ｂ ５５．４８±２．７４ｂｃ

２０μｇ／ｍＬ槲皮素 ２０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３１．４５±２．４９ｂ ４６．９３±４．３２ａ ４６．９３±４．４８ａ

４０μｇ／ｍＬ槲皮素 ４０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ２３．７０±４．０２ａ ４８．３８±５．４２ａｂ ５２．８９±４．９９ａｂ

　　同列数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），无字母或字母相同
表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｎｏｏｒｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．
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表３　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＮＦα含量的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎＴＮＦαｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ ｎｇ／ｍＬ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白 Ｂｌａｎｋ １．０１±０．０４Ａａ １．１８±０．０４Ａａ １．０５±０．０９Ａａ

溶剂对照 Ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．１７Ａａ １．１０±０．１４Ａａ ０．９２±０．１２Ａａ

１０μｇ／ｍＬ槲皮素 １０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．６５±０．０６Ａａ １．９３±０．２５Ｂｂ ５．８０±０．２９Ｂｂ

２０μｇ／ｍＬ槲皮素 ２０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ １．３４±０．２０ＡＢｂ ３．０８±０．４６Ｃｃ ９．７８±１．２０Ｃｃ

４０μｇ／ｍＬ槲皮素 ４０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ １．５２±０．２２Ｂｂ ２．５０±０．３７ＢＣｄ ５．０２±０．１９Ｂｂ

表４　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＡＤＰ含量的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎＡＤＰｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ ｎｇ／ｍＬ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白 Ｂｌａｎｋ １．９８±０．１２ａ ２．４５±０．１２Ａａ ２．５１±０．３１Ａａ

溶剂对照 Ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ２．０８±０．２３ａ ２．３９±０．３１Ａａ ２．６３±０．３２ＡＢａｂ

１０μｇ／ｍＬ槲皮素 １０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ２．６８±０．１４ａｂ ２．６８±０．２１ＡＢａ ２．９８±０．１２ＡＢＣｂｃ

２０μｇ／ｍＬ槲皮素 ２０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ２．７８±０．２４ａｂ ２．８８±０．２４ＡＢａｂ ３．１４±０．２１ＢＣｃｄ

４０μｇ／ｍＬ槲皮素 ４０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３．１４±０．１５ｂ ３．３５±０．２６Ｂｂ ３．４３±０．２３Ｃｄ

２．２．４　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＰＰＡＲγ基因
ｍＲＮＡ表达的影响
　　由表５可知，与空白组相比，各时间点溶剂对
照组 ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ表达均无显著变化（Ｐ＞

０．０５），１０、２０μｇ／ｍＬ槲皮素组在 ４８、７２ｈ时
ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）；
４０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ表达在各
时间点均显著降低（Ｐ＜０．０５）。

表５　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＰＰＡＲγ基因ｍＲＮＡ表达的影响
Ｔａｂｌｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγｇｅｎｅｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白 Ｂｌａｎｋ １．００±０．００ｂ １．００±０．００ｄ １．００±０．００ｄ

溶剂对照 Ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ０．９５±０．００ｂ １．０４±０．０９ｄ １．０２±０．０９ｄ

１０μｇ／ｍＬ槲皮素 １０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ １．２０±０．００ｂ ０．７０±０．０８ｃ ０．６８±０．０１ｃ

２０μｇ／ｍＬ槲皮素 ２０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ １．１２±０．０２ｂ ０．８１±０．０１ｂ ０．５２±０．０１ｂ

４０μｇ／ｍＬ槲皮素 ４０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．２４±０．０１ａ ０．５４±０．０３ａ ０．２４±０．００ａ

２．２．５　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＰＰＡＲγ蛋白
含量的影响

　　由表６可知，与空白组相比，各时间点溶剂对

照组 ＰＰＡＲγ蛋白含量均无显著变化（Ｐ＞０．０５）；
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ槲皮素组 ＰＰＡＲγ蛋白含量在
４８、７２ｈ时均显著降低（Ｐ＜０．０５）。

表６　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＰＰＡＲγ蛋白含量的影响
Ｔａｂｌｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎＰＰＡＲγｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆＡＡｂｒｏｉｌｅｒｓ ｎｇ／ｍＬ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白 Ｂｌａｎｋ ０．０１２０±０．０００５ ０．０４２１±０．００２１ａ ０．０３２１±０．０００９ａ

溶剂对照 Ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ０．０１２３±０．００２１ ０．０４１９±０．００２１ａ ０．０３１９±０．００１１ａ

１０μｇ／ｍＬ槲皮素 １０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．０１１９±０．００１２ ０．０２５２±０．００３２ｂ ０．０２２１±０．０００７ｂ

２０μｇ／ｍＬ槲皮素 ２０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．０１３０±０．０００８ ０．０３２０±０．００１２ｂ ０．０２３２±０．０００８ｂ

４０μｇ／ｍＬ槲皮素 ４０μｇ／ｍＬｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ０．０１２１±０．０００９ ０．０２８１±０．００１５ｂ ０．０１５５±０．０００９ｂ
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３　讨　论
３．１　ＡＡ肉鸡脂肪细胞的分离、培养与鉴定
　　利用体细胞分离技术，在目的动物身上提取
原代细胞进行体外培养和试验，能够为科研试验

提供纯度高、来源广、本体同一性强的原代细胞作

为试验材料，是研究机体各种生物学作用的重要

方法。本试验采用活体提取原代前脂肪细胞的方

法，取１０日龄ＡＡ肉鸡腹部脂肪进行分离、培养和
鉴定，最终成功获得试验所需的 ＡＡ肉鸡成熟脂肪
细胞。

　　脂肪细胞的体外培养分有血清和无血清２种
模式。高浓度的血清可提供给细胞更类似体内的

环境，脂肪细胞在其中生长状态较好，但是血清中

的多种不确定生物因子对体外试验结果会产生很

大影响；而无血清培养中脂肪细胞生长所需因子

不能全部供应，对细胞的自身成活能力要求较高。

本试验采用对试验结果测定和脂肪细胞生长影响

均较小的少量血清培养模式，采用高糖 ＤＭＥＭ无
酚红培养液为基础培养液，再加入５％、１５％血清
和１％双抗配制成培养液，其中１５％血清为细胞接
种和早期传代时所选，目的是让脂肪细胞更快贴

壁和增殖，而５％血清为进入加药处理后所选用的
浓度，目的是减少血清对脂肪细胞生长状态的影

响，更突出地显示受试物槲皮素对脂肪细胞的

作用。

　　一般对脂肪细胞的鉴定可通过形态学观察、
染色和酶活性等方法，也可通过某些特征基因的

表达来确定。本试验所得细胞显微镜下观察为典

型的脂肪细胞形态，可初步由形态学观察鉴定其

可能为脂肪细胞。油红 Ｏ为亲脂物质，可将细胞
内的脂滴染成红色，而没有脂滴的细胞则不会被

染色。这种方法操作简单、结果直观且特异性好，

是最常用的脂肪细胞鉴定手段，准确性与前脂肪

细胞标志性酶甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌ
ｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＰＤＨ）的测定
相似。本试验在对所取细胞进行油红 Ｏ染色后观
察到细胞内出现红色液滴，随培养时间的延长，红

色区域出现扩大、融合和加深等现象，由此可鉴定

所取细胞为含脂滴的脂肪细胞且细胞中的脂滴正

逐渐融合增多。另外，为了进一步加强脂肪细胞

鉴定的准确性，又进行了细胞中 ＴＧ含量的测定。
ＴＧ是脂肪细胞脂滴的主要成分，也是鉴定脂肪细
胞的重要指标之一。在１２０ｈ的培养过程中，均可
检测到所取细胞中有 ＴＧ存在，这也说明了所取细
胞为脂肪细胞。

３．２　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞ＴＧ沉积及内分泌
因子的作用

３．２．１　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＴＮＦα含量的
影响

　　ＴＮＦα是一种多效细胞因子，对脂质代谢也起
作用。目前已证实，ＴＮＦα能通过抑制动物的摄食
和营养物质的吸收来增加机体产热；能通过抑制

脂蛋白酯酶（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，ＬＰＬ）的活性来降低
脂肪酸合成关键酶基因 ｍＲＮＡ表达水平，促进脂
肪分解，抑制脂质合成；还能通过抑制动物脂肪细

胞 ＰＰＡＲγ、葡萄糖转运蛋白 ４（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
４，ＧＬＵＴ４）、低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＤＬ）、ＧＰＤＨ等特异性基因的表达，抑制脂肪细胞
分化；同时，还有试验证实 ＴＮＦα可诱导脂肪细胞
凋亡。

　　目前关于槲皮素对动物体内 ＴＮＦα含量的影
响未见报道，仅见采用山楂叶总黄酮的相关试

验［７］。部分总黄酮对 ＴＮＦα的生成有抑制作用，
但由于总黄酮的成分复杂，对槲皮素的生物学作

用虽可提供一定的参考，但结果并不一定相同。

本试验结果显示，１０、２０、４０μｇ／ｍＬ槲皮素可促进
ＡＡ肉 鸡 脂 肪 细 胞 中 ＴＮＦα的 生 成，其 中
２０μｇ／ｍＬ槲皮素作用效果最显著，且有时间依赖
性。结合本试验中关于 ＴＧ含量的测定结果来看，
槲皮素在促进 ＴＮＦα生成的同时，可抑制 ＴＧ的沉
积，在 ＴＮＦα蛋白含量最高的２０μｇ／ｍＬ槲皮素组
ＴＧ含量最低，提示槲皮素可能通过促进 ＴＮＦα的
表达来调节 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＴＧ的沉积，其中
ＴＮＦα可以抑制 ＴＧ沉积这一结果与以往研究结
果一致。同时，结合 ２．２．４及 ２．２．５中的试验结
果，可以猜测槲皮素可能通过促进 ＴＮＦα的生成，
进而抑制 ＰＰＡＲγ基因表达和蛋白含量，最终降低
脂肪细胞中 ＴＧ含量。另外，由于 ＴＮＦα具有促进
细胞凋亡的能力，槲皮素也可能通过促进 ＴＮＦα
的生成来诱导 ＡＡ肉鸡脂肪细胞凋亡。
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３．２．２　槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＡＤＰ含量的
影响

　　ＡＤＰ是一种主要由脂肪组织分泌的特异性胶
原样蛋白因子，可增加脂肪酸氧化，降低肌肉与肝

脏 ＴＧ含量，调节脂质代谢，发挥抗动脉粥样硬化
等作用。它通过活化由腺苷酸所激活的蛋白激酶

途径，对体内葡萄糖利用及脂肪酸氧化产生影响。

ＡＤＰ可抑制乙酰辅酶 Ａ活性来促进棕榈酰肉碱转
移酶，进而加速脂肪酸向细胞的线粒体转移，增强

脂肪酸的 β氧化。ＡＤＰ还能增加解偶联蛋白２和
脂酰 ＣｏＡ氧化酶等基因的表达，这些分子参与体
内的脂肪酸转运、氧化和能量释放等过程，进而减

少血清 ＴＧ含量和游离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，
ＦＦＡ）浓度。
　　目前，关于槲皮素对动物体内 ＡＤＰ含量的影
响 也 未 见 报 道。在 饲 粮 中 添 加 低 浓 度

（１００ｍｇ／ｋｇ）和高浓度（２００ｍｇ／ｋｇ）的淫羊藿总
黄酮饲喂患高血脂症的大鼠后发现，其血清 ＡＤＰ
含量与对照组相比显著升高，且高浓度组比低浓

度组显著提高［８］。淫羊藿总黄酮在可显著提高患

高血脂症大鼠血清 ＡＤＰ含量的同时，还可促进大
鼠主动脉 ＡＤＰ受体 ＡｄｉｐｏＲ１和 ＡｄｉｐｏＲ２基因 ｍＲ
ＮＡ表达和蛋白水平增加［９］。在对大豆异黄酮［１０］

和黄芪总黄酮［１１］的研究中也得到相似结果。由于

各种植物总黄酮的组分多样、含量也不同，对其作

用机理影响的因素较多，因此，本试验研究了单体

槲皮素对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞中 ＡＤＰ含量的影响。
　　本试验添加的槲皮素为沙棘黄酮的主要成
分，试验所得结果与淫羊藿、黄芪等植物总黄酮的

作用效果相似。１０、２０、４０μｇ／ｍＬ槲皮素均可对
体外培养的 ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＡＤＰ含量起不同程
度的促进作用。１０和２０μｇ／ｍＬ槲皮素对 ＡＡ肉
鸡脂肪细胞 ＡＤＰ含量的影响只在培养７２ｈ时表
现显著效应。结合本试验中关于 ＴＧ含量的测定
结果来看，各浓度槲皮素组的 ＴＧ含量均在 ＡＤＰ
含量提高时降低，这与 ＡＤＰ的促进脂质氧化、减
少 ＴＧ沉积的生物学特性一致，且与以往试验结果
相似。

３．２．３　槲皮素对ＡＡ肉鸡脂肪细胞 ＰＰＡＲγ含量的
影响

　　ＰＰＡＲγ是机体脂肪组织发育和代谢的中心调

控剂，它的信号通路可影响细胞的脂肪代谢，在脂

肪细胞分化中起关键的启动作用，可诱导前脂肪

细胞分化为成熟脂肪细胞，使脂肪细胞脂质蓄积

并诱导大量特异性基因表达，也可抑制 ＴＮＦα生
成。ＰＰＡＲγ的直接生物学功能是促进脂肪生成，
以ＰＰＡＲγ含量为检测指标可明确受试物在多条代
谢调控通路中的作用效果。

　　在本课题组前期试验中，断奶东北民猪仔猪
饲喂棘提取物后，仔猪腹脂与皮脂 ＰＰＡＲγ基因
ｍＲＮＡ表达均显著下降［１］。另有研究显示，紫萍

黄酮中复合牡荆硷和荭草素可显著抑制 ３Ｔ３Ｌ１
细胞中脂质合成和减少 ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋
白 －α（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎα，Ｃ／ＥＢＰ
α）和 ＰＰＡＲγ蛋白的生成水平［１２］。染料木黄酮和

大豆苷元还可从脂肪细胞分化中期开始以剂量依

赖方式抑制 ＡＤＭＳＣｓ细胞的成脂标记 ＰＰＡＲγ、固
醇调节元件结合蛋白１（ＳＲＥＢＰ１）和 ＧＬＵＴ４基因
的表达［１３］。

　　在本试验中，作为沙棘黄酮的主要成分之一，
槲皮素在转录和翻译水平上对 ＡＡ肉鸡脂肪细胞
ＰＰＡＲγ表现出抑制作用。对于 ２４ｈＰＰＡＲγ基因
ｍＲＮＡ表达和蛋白含量结果的差异，可能是由于
基因从转录到翻译的时序性造成的。值得注意的

是，在前几个指标中所体现的时间剂量依赖性，在

ＰＰＡＲγ蛋白含量中显示的并不突出，７２ｈ时各试
验组的数据确实比４８ｈ时要低，但在与２４ｈ时的
数据进行比较时则无这一规律。

　　总体而言，１０、２０、４０μｇ／ｍＬ槲皮素对 ＡＡ肉
鸡脂肪细胞 ＰＰＡＲγ基因 ｍＲＮＡ的表达和蛋白生
成水平起抑制作用，这与本课题组沙棘黄酮的前

期试验结果［１］一致，也与紫萍黄酮［１２］和染料木黄

酮［１３］的试验结果相似。结合本试验 ＴＧ含量结果
可知，ＴＧ含量的降低与具有促成脂作用的 ＰＰＡＲγ
含量减少相吻合。

４　结　论
　　① 本试验利用机械破碎和酶消化相结合的方
法，从 ＡＡ肉鸡腹部脂肪中获得了高纯度和高活性
的 ＡＡ肉鸡脂肪细胞。
　　② 槲皮素可以通过促进 ＡＡ肉鸡脂肪细胞
ＴＮＦα和 ＡＤＰ的生成、抑制 ＰＰＡＲγ基因的表达和
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蛋白生成来促进脂肪分解，抑制脂质过度沉积。
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