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使其生物学功能'
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对猪
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成脂分化的影响及其作用机制!进一步

明确调节脂肪细胞分化的信号通路及重要因子'同

时!为调控动物胴体肌肉和脂肪组织的比例!改善肉
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健康仔猪心脏放血致死后!酒精

棉球局部消毒!切开颈部和背部皮肤!取皮下脂肪组

织!剪去可见的血管和结缔组织!用含青)链霉素的
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缓冲液冲洗
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次%将脂肪组织剪成
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信号通路抑制猪
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向脂肪细胞分化

养%根据
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比前体脂肪细胞)内皮细胞等贴壁

速度快的特性!
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后除去未贴壁的细胞!贴壁的

细胞大部分即为
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换一次完全培养液'

至细胞汇合并铺满整个培养皿后!重复上述操作!传

代纯化
)*+,-
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细胞免疫化学检测
)*+,-

细胞表面标志
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选择生长良好的传代细胞!用胰酶消化液
D%_

消化
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!制成单细胞悬液!调整细胞浓度为
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置
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块处理好的细胞玻璃爬片'将接种好的培

养皿放入
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)饱和湿度
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培养箱内

培养'在倒置显微镜下!每天观察细胞生长情况!取

出细胞生长良好!且细胞密度适中的细胞玻璃爬片!

用
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和
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免疫细胞化学

染色!用
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各组细胞!用细胞裂解液提取总蛋白!经
"&&_"&

@/2

变性后!取
(&

'

L

蛋白样品经
"#a

的
+7+!

聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离!然后被电转移到硝酸纤维素

膜上'脱脂奶粉于室温封闭
"G

后!用一抗体孵育

8_

过夜!然后用标记过氧化物酶抗兔
N

L

T

抗体室

温孵育
#G

'使用化学发光法
Q

光胶片感光'

"$#$F

!

油红
9

染色化学比色试验
!!

用
<B+

洗涤

细胞
#

次!

"&a

甲醛固定
D&@/2

!

<B+

洗
#

次!

&$(a

油红
9

染色
#&@/2

!

<B+

洗
D

次!

D% _

下干燥细

胞!显微镜下观察!细胞内脂质呈红色'每孔加

#&&&

'

.

的
"&&a

异丙醇!振荡萃取
"&@/2

!紫外分

光光度计在
(&&2@

下以空白对照调零!测各孔光

密度值"

97

#'

"$#$%

!

统计学处理
!!

所有试验均重复
D

次!试验

所得数据以平均值
b

标准误 "

#

Gb+A

#表示!采用

+<++"D$&

统计分析软件中的
926!X5

M

)S9̂ )

进

行方差分析和显著性检验!当
H

$

&$&(

时!表示差

异有统计学意义'

!

!

结
!

果

!F#

!

猪
01234

培养特性及多向分化潜能鉴定结果

经胶原酶消化后的细胞!接种后
FG

开始出现成

纤维细胞样形态细胞散在贴壁!未贴壁细胞为球形或

圆形'将未贴壁的细胞吸出接种到另一培养皿中!让

贴壁细胞生长'第
D

%

(

天!贴壁细胞数量迅速增加!

呈簇状增生灶'第
%

%

C

天贴壁细胞生长即可达

C&a

%

'&a

融合'原代培养
"&

%

"#K

可达致密层!

"8

K

左右即可形成致密单层!细胞紧密排列成漩涡状)

辐射状!有一定的方向性!细胞形态为典型梭形'

将纯化后的第
(

代细胞进行
,788

)

,7"&(

和

,7D8

免疫组织化学染色'结果显示!

'(a

的细胞

,788

和
,7"&(

呈阳性表达!而不表达
,7D8

"图
"

#'

图
#

!

免疫组化检测
01234

细胞表面标记结果$

#""G

%

H/

8

F#

!

I;.C.4J9*467,.9944*-/).@</*;,.99J9-C/DDJ)6+

,;.D/4*C

=

*.,;)/

K

J.

$

#""G

%

(#("
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!

在培养的不同时间分别进行细胞形态观察并检

测各组标志基因'结果表明$猪
)*+,-

诱导可向

成骨细胞)脂肪细胞)骨骼肌细胞等细胞分化+

C

,并表

达各自的标志基因+

%

,

'

以上结果均证明分离的细胞为具有多向分化潜

能的猪
)*+,-

细胞'

!F!

!

L/39

对猪
01234

细胞内
!

+,-*.)/)

蛋白表达

的影响

!!

./,0

处理
8CG

后!取长满细胞的处理组和对照

组细胞爬片!进行
!

!45362/2

间接荧光细胞免疫化学

染色'同时采用
16-36=2>0?3

和
+

Y

:;!<,:

方法

检测细胞内
!

!45362/2

蛋白及
@:S)

的表达情况'

16-36=2>0?3

结果显示处理组
!

!45362/2

蛋白表达

量增加"图
#

#!而
+

Y

:;!<,:

检测细胞内
!

!45362/2

@:S)

与对照组没有明显差异"

H

%

&$&(

#"图
D

#!

!

!

45362/2

间接荧光免疫组织化学染色也证实
./,0

处

理后细胞内
!

!45362/2

蛋白分布比对照组明显增强'

说明
123

&

!

!45362/2

通路的激活剂
./,0

稳定和增加

了猪
)*+,-

内
!

!45362/2

蛋白!从而激活了
123

&

!

!

45362/2

信号通路'并且这种稳定方式是从蛋白水

平上进行的!而不是在转录水平'

图
!

!

(.4*.C)?96*

分析
!

+,-*.)/)

表达

H/

8

F!

!

I;..M

A

C.44/6)67

!

+,-*.)/)/)

A

6C,/).01234@.+

*.,*.@?

=

(.4*.C)?96*

不同字母表示差异显著"

H

$

&$&(

#!图
(

同

7/VV6=62306336=-/2K/45363G6-353/-3/450K/VV6=6246

"

H

$

&c&(

#

$;G6-5@65-]/

L

H=6(

图
&

!

2

K

NI+:3N

分析
!

!"#$%&'&DNO0

表达

H/

8

F&

!

2

K

NI+:3N-)-9

=

4/467

!

!"#$%&'& DNO0.M

A

C.4+

4/6)

!F&

!

激活
()*

!

!

+,-*.)/)

信号通路抑制
01234

向

脂肪细胞分化

!!

./,0

处理第
"8

天!用油红
9

染色法和油红
9

染

色提取法检测脂肪细胞分化情况'结果$油红
9

染

色法和油红
9

染色提取法均显示!

./,0

处理组脂肪

细胞数目明显减少"图
8

#!脂肪含量相应降低"图
(

#!

说明
./,0

抑制了猪
)*+,-

向脂肪细胞的分化'

图
$

!

L/39

处理细胞后油红
P

染色法检测细胞内脂肪$

!""G

%

H/

8

F$

!

H-*@C6

A

9.*4/),.9944*-/).@?

=

P/9C.@P4*-/)/)

8

-7*.CL/39*C.-*D.)*

$

!""G

%

!F$

!

L/39

处理过程中脂肪转录因子表达下调

在成脂诱导过程中!即在
./,0

处理的第
&

!

#

!

8

!

C

!

"8

天!用
+

Y

:;!<,:

检测脂肪细胞分化过程中转

录因子
=

&

IJH

!

和
HH!K

"

等
@:S)

表达情况'

在处理的第
"8

天!

16-36=2>0?3

检测
!

!45362/2

)

,

&

AB<

"

和
<<):

#

的蛋白表达'结果显示!处理组

F#("



!

"#

期 李惠侠等$激活
123

&

!

!45362/2

信号通路抑制猪
)*+,-

向脂肪细胞分化

图
%

!

L/39

处理细胞后油红
P

染色提取法检测细胞甘油

三酯含量

H/

8

F%

!

IQ,6)*.)*/),.994@.*.,*.@?

=

P/9C.@P4*-/)/)

8

.M*C-,*/6)-7*.CL/39*C.-*D.)*

,

&

AB<

"

和
<<):

#

蛋白"图
F

#及
@:S)

表达与对

照组相比均明显下调"图
F

)图
%

#'

图
R

!

L/39

处理后
!

+,-*.)/)

&

3

!

ST:

"

和
::0N

#

蛋白表达

H/

8

FR

!

I;.

A

C6*./).M

A

C.44/6)67

!

+,-*.)/)

'

3

!

ST:

"

-)@

::0N

#

-7*.CL/39*C.-*D.)*

同一分化时间!与对照组相比!

"

表示差异显著"

H

$

&$&(

#%

""

表示差异极显著"

H

$

&$&"

#

+/2

L

065-36=/-[/2K/4536-5-353/-3/450K/VV6=6246

"

H

$

&$&(

#!

52KK?H>065-36=/-[-/2K/45365-353/-3/450K/VV6=6246

"

H

$

&$&"

#

XG624?@

W

5=6KX/3G4?23=?0533G6-5@63/@6?VK/VV6=623/53/?2

图
U

!

L/39

处理后检测脂肪细胞分化过程中转录因子
3

!

ST:

"

&

::0N

#

DNO0

表达变化

H/

8

FU

!

2

K

NI+:3N-)-9

=

4/4673

!

ST:

"

'

::0N

#

DNO0.M

A

C.44/6)-7*.CL/39*C.-*D.)*

&

!

讨
!

论

脂肪细胞起源于中胚层多潜能干细胞!其分化

主要经历了
#

个阶段$第一阶段为多潜能干细胞定

向分化为无脂滴的纤维状前体脂肪细胞%第二阶段!

纤维状的前体脂肪细胞终末分化为可贮存脂滴的成

熟脂肪细胞!其中!第一阶段的定向对于成脂分化起

着决定性作用'因而!间充质干细胞如何定向分化

为前体脂肪细胞是脂肪细胞分化的起点!也是目前

新的研究热点'体外分离的间充质干细胞有骨髓间

充质干细胞"

@6-624G

M

@50-36@4600-

!

*+,-

#)肌卫

星细胞和
)*+,-

等'

6̂=3/2?

等+

'

,在肌卫星细胞

中通过抑制
T+\D

!

活性或者超表达
123"&>

来激

活
123

&

!

!45362/2

信号!可导致生脂基因表达抑制!

而肌细胞分化潜能增加'抑制
123

信号也可引起

体外培养的肌细胞向脂肪细胞转分化'小剂量的

123

激活剂可扩增未分化的
*+,-

!大剂量的
123

可增加碱性磷酸酶的表达!抑制
*+,-

向脂肪细胞

分化!表明其有抑制脂肪形成)促进成骨的作

用+

"&!""

,

'本试验以新的猪成体干细胞
)*+,-

为研

究对象!用
./,0

激活
123

&

!

!45362/2

信号通路后发

现!猪
)*+,-

向脂肪细胞分化的能力受到抑制!而

%#("
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向成骨细胞分化的能力增强!与在其他成体干细胞

中的研究结果相似'

#&&%

年!

\52

L

等人+

"#

,在具有双向潜能的
+;#

细胞系中通过转染
!

!45362/2

的超表达载体短暂激

活
123

&

!

!45362/2

信号通路后!发现能够快速抑制

,

&

AB<

"

和
<<):

#

的表达!同时!

+;#

细胞向脂肪

细胞分化的能力受到阻碍%而通过超表达
,

&

AB<

"

或者
<<):

#

后可以挽救这种抑脂分化作用!从而

提出
,

&

AB<

"

和
<<):

#

可能是
123

&

!

!45362/2

信

号通路抑制成脂分化的机制'同年!

\5X5/

等+

"D

,研

究表明!用
123D5

条件培养基通过抑制
<<):

#

而

抑制了
,

&

AB<

!

&

(

诱导的
D;D!."

的分化!同时!

123D5

条件培养基削弱了
,

&

AB<

"

和
<<):

#

的表

达'该研究组还用
.:<F

缺失的小鼠胚胎成纤维细

胞作为细胞材料进行了研究!发现
.=

W

F

缺失的小

鼠胚胎成纤维细胞表现瞬时成脂分化能力增强!并

拮抗了
123D5

条件培养基的抑脂作用'提出
,

&

AB<

"

和
<<):

#

是
123

&

.:<F

&

!

!45362/2

信号通路

调控成脂分化的机制'本试验显示$激活
123

&

!

!

45362/2

信号通路下调了脂肪细胞分化的关键转录

因子
,

&

AB<

"

和
<<):

#

的表达来实现其抑制成脂

分化的!而其他转录因子如
,

&

AB<

!

和
,

&

AB<

(

并

未受到影响+

%

,

!表明
,

&

AB<

"

和
<<):

#

是
123

&

!

!

45362/2

信号通路调控
)*+,-

定向分化的主要机

制!但
123

&

!

!45362/2

与
,

&

AB<

"

和
<<):

#

间的具

体作用方式需要深入研究'

$

!

结
!

论

综上所述!本研究在体外分离获得猪
)*+,-

的基础上!用
123

&

!

!45362/2

信号通路的激活剂

./,0

来持续处理细胞!结果
./,0

激活了细胞内

123

&

!

!45362/2

信号通路%激活
123

&

!

!45362/2

信号

通路后将
)*+,-

细胞置于成脂诱导剂中诱导培养

"8K

后!发现处理组脂肪细胞数目明显减少!细胞

内甘油三酯含量显著降低!说明激活
123

&

!

!45362/2

信号通路抑制了猪
)*+,-

向脂肪细胞的分化能

力!同时!控制脂肪形成的关键转录因子
,

&

AB<

"

和

<<):

#

表达明显下调'上述结果表明!激活
123

&

!

!45362/2

信号通路抑制猪
)*+,-

向脂肪细胞分

化!其抑制作用至少部分是通过下调脂肪细胞分化

转录因子
<<):

#

和
,

&

AB<

"

的表达来实现的'
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