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摘　 要： 本试验旨在研究高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡和脂肪沉积的影响。 选择 ３Ｔ３⁃Ｌ１
前体脂肪细胞为研究材料，分别以 ３７．０ 和 ４１．５ ℃处理细胞，４ ｄ 后观察细胞凋亡情况，分化处理

６ ｄ 后，油红 Ｏ 染色观察脂滴的数量，采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）技术测定热休克蛋白

家族基因热休克蛋白 ６０（ＨＳＰ６０）、热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）、热休克蛋白 ９０（ＨＳＰ９０），细胞凋亡

相关基因半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－９（Ｃａｓｐａｓｅ⁃９）、
Ｂ 细胞淋巴瘤－２（Ｂｃｌ⁃２）和 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ），脂肪合成相关基因过氧化物酶体增殖剂激

活受体 γ（ＰＰＡＲγ）、脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）、乙酰辅酶 Ａ 羧化酶（ＡＣＣ）、脂肪酸结合蛋白 ２（ＡＰ２）、
ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋 α（ＣＥＢＰα）和脂肪分解相关基因激素敏感脂酶（ＨＳＬ）、脂肪甘油三酯脂

酶（ＡＴＧＬ）的 ｍＲＮＡ 表达量。 结果显示：高温处理后，ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０ 的 ｍＲＮＡ 表达量

极显著上调（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．００１），同时 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ 表达量也极显著上调（Ｐ＜
０．０１），而 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值极显著降低（Ｐ＜０．００１）。 细胞内脂滴大量聚集，油红 Ｏ 染色脂

滴着色明显，进一步的研究显示，ＰＰＡＲγ、ＦＡＳ、ＡＣＣ、ＡＰ２ 和 ＣＥＢＰα 的 ｍＲＮＡ 表达量也极显著

上调（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．００１），ＡＴＧＬ 和 ＨＳＬ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著下调（Ｐ＜０．００１）。 上述结果说

明高温会引起 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的凋亡，促进脂肪酸的合成，抑制脂肪酸的分解，进而增加

３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的脂质累积。
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　 　 高环境温度是影响畜禽生长性能的最重要的

气候因素之一［１］ 。 随着全球气候变暖的加剧，高
温成为了影响畜牧业生产的主要威胁之一［２］ 。 当

生物体遭受高温时，热休克蛋白（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）会迅速合成［２］ 。 休热克蛋白按分子质

量的大小分为热休克蛋白 ６０ （ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ
６０，ＨＳＰ６０）、热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０，
ＨＳＰ７０）、热休克蛋白 ９０ （ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０，
ＨＳＰ９０）等。 热休克蛋白在应激细胞的存活和内部

环境的稳定中起着重要作用［３］ 。 同时，高温可作

为细胞凋亡的诱导因子。 细胞凋亡是一个复杂的

过程。 细胞凋亡反应由 ２ 个重要的蛋白质家族半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）家族和 Ｂ 淋巴

细胞瘤－２（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）蛋白家族调

控［４］ 。 已有研究报道高温可导致 ＤＮＡ 损伤［５－６］ 和

蛋白质错误折叠［７］ ，可引起组织损伤和细胞凋

亡［８］ 。 然而关于高温是否会引起 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂

肪细胞的凋亡目前鲜有报道。
　 　 脂肪含量对畜禽肉质的感官品质具有十分重

要的影响［９］ 。 脂肪沉积过程受到多种转录因子和

脂肪分泌因子的级联调控，其中调控脂质代谢的

相关基因包括脂肪合成基因过氧化物酶体增殖剂



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３３ 卷

激活受体 γ （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ γ，ＰＰＡＲγ）、脂肪酸合成酶 （ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎ⁃
ｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）、乙酰辅酶 Ａ 羧化酶（ ａｃｅｔｙｌ ＣｏＡ ｃａｒ⁃
ｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）、脂 肪 酸 结 合 蛋 白 ２ （ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＡＰ２）、ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋 α
（ＣＣＡＡＴ ／ ｅｎｈａｎｃｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ α，Ｃ ／ ＥＢＰα）等，
调控脂肪分解的相关基因包括激素敏感脂酶（ ｈｏｒ⁃
ｍｏｎｅ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｒｉｇｌａｙｃｅｒｉｄｅ ｌｉｐａｓｅ，ＨＳＬ）、脂肪甘油

三酯脂酶（ａｄｉｐｏｓｅ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｉｐａｓｅ，ＡＴＧＬ）等。 研

究发现 ３５ ℃条件下猪皮下脂肪组织中的脂质含

量增加［１０］ 。 在高温条件下，肉鸡皮下脂肪细胞中

脂肪沉积量显著提高，脂肪合成相关基因的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达量显著增加［１１］ 。 然而，目前尚不清楚高

温在体外 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞分化模型中的作

用以及对于脂肪合成与分解相关基因的影响。 因

此，本试验旨在研究高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞

凋亡和分化过程中脂肪沉积的影响，以期为改善

高温对动物福利及畜禽肉品质的影响奠定理论基

础，并为预防由高温引起的肥胖提供潜在策略。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞由广西大学遗传育种实

验室提供。
１．２　 细胞培养和诱导分化

　 　 将 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞悬浮于 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂ⁃
ｃｏ，美国）和 １０％胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ，美国）中，
在 ３７ ℃ 、５％二氧化碳（ＣＯ２）培养箱中孵育，每 ２ ｄ
更换 １ 次培养基，完全融合后，分别在 ３７．０（对照）
和 ４１．５ ℃ （高温处理）条件下用诱导分化培养基

［１０％ ＦＢＳ、９０％ＤＭＥＭ、１％青霉素 ／链霉素 （ Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）、 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松 （ Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）、１０ μｇ ／ ｍＬ 胰岛素（Ｇｉｂｃｏ，美国）和

０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 异丁基甲基黄嘌呤（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，美
国）］培养细胞，２ ｄ 后用 １０％ＦＢＳ、９０％ＤＭＥＭ 和

１０ μｇ ／ ｍＬ 胰岛素替代分化培养基，继续培养至第

６ 天。
１．３　 油红 Ｏ 染色

　 　 诱导分化培养 ６ ｄ 后，吸弃培养基，用磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）清洗细胞 ３ 次后，用 １０％的福尔马

林溶液固定细胞 １０ ｍｉｎ，吸弃固定液，用 ＰＢＳ 漂洗

细胞 ３ 次，加入稀释好的油红 Ｏ 溶液（北京索莱宝

科技有限公司），染色 ２０ ｍｉｎ 后吸弃染料，最后用

ＰＢＳ 将多余染液清洗干净，置于倒置显微镜下观

察并拍照。
１．４　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

　 　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞中的

总 ＲＮＡ，检测总 ＲＮＡ 的浓度和纯度后，按照反转

录试剂盒（ＴａＫａＲａ，大连）说明书反转录成 ｃＤＮＡ。
反转录体系为：ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １ μＬ、５×ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ、总 ＲＮＡ １ μｇ，ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 补足体

系至 １０ μＬ，得到 Ｍｉｘ１ 溶液，４２ ℃保温 ２ ｍｉｎ。 在

Ｍｉｘ１ 溶液中加入 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅰ
１ μＬ、 ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ ４ μＬ、 ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ
Ｍｉｘ １ μＬ，ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 补足体系至 ２０ μＬ，
３７ ℃ １５ ｍｉｎ，８５ ℃ ５ ｓ，获得 ｃＤＮＡ，４ ℃保存。
１．５　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）
　 　 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ，反应体系为：
ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ（ ＴａＫａＲａ，大连）
５ μＬ、上游引物 ０．２５ μＬ、下游引物 ０．２５ μＬ、ｃＤＮＡ
２．５ μＬ、ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ２ μＬ。 反应程序为：９５ ℃
预变性 ３０ ｓ，９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃延伸 ３０ ｓ，４５ 个

循环，６５ ℃延伸 ５ ｓ，９５ ℃再延伸 ５ ｍｉｎ。 以 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 为内参，依据 ２－△△Ｃｔ 方法计算目的基因的

ｍＲＮＡ 表达量。 每个样品重复 ３ 次。 本试验用到

的实时荧光定量 ＰＣＲ 引物见表 １。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

热休克蛋白 ６０ ＨＳＰ６０［１２］ Ｆ：ＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣＡＡＡＣＧＡＡＧ
Ｒ：ＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＣ ２１０

热休克蛋白 ７０ ＨＳＰ７０［１３］ Ｆ：ＣＧＡＣＣＴＧＡＡＣＡＡＧＡＧＣＡＴＣＡ
Ｒ：ＡＴＧＡＣＣＴＣＣＴＧＧＣＡＣＴＴＧＴＣ ６６３

８８４３
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续表 １

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

热休克蛋白 ９０ ＨＳＰ９０［１４］ Ｆ：ＧＴＣＴＣＧＴＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＴＣＡ
Ｒ：ＣＡＴＴＡＡＣＴＧＧＧＣＡＡＴＴＴＣＴＧＣ １１６

半胱天冬氨酸蛋白酶－３ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３［１５］ Ｆ：ＴＧＴＣＡＴＣＴＣＧＣＴＣＴＧＧＴＡＣＧ
Ｒ：ＡＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＡ ２０１

半胱天冬氨酸蛋白酶－９ Ｃａｓｐａｓｅ⁃９［１６］ Ｆ：ＧＧＴＣＡＣＧＧＣＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧＡＴ
Ｒ：ＣＣＡＣＣＴＣＡＡＡＧＣＣＡＴＧＧＴＣＴＴ ２６０

Ｂ 细胞淋巴瘤－２ Ｂｃｌ⁃２［１７］ Ｆ：ＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣＴＡＴＡＴＧＧＣ
Ｒ：ＧＧＴＡＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣ １２０

Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 Ｂａｘ［１８］ Ｆ：ＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴＧＡＣ
Ｒ：ＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＴＡＧ １７３

过氧化物酶体增殖剂激活受体 γ ＰＰＡＲγ［１９］ Ｆ：ＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＣＡＣＴＣＧＣＡＴＴ
Ｒ：ＡＡＣＣＡＴＴＧＧＧＴＣＡＧＣＴＣＴＴＧ １１５

ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋 α Ｃ ／ ＥＢＰα［１３］ Ｆ：ＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧ
Ｒ：ＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＣ １２７

脂肪酸合成酶 ＦＡＳ［１３］ Ｆ：ＣＣＣＴＴＧＡＴＧＡＡＧＡＧＧＧＡＴＣＡ
Ｒ：ＡＣＴＣＣＡＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＣＡＡＧ １１５

脂肪酸结合蛋白 ２ ＡＰ２［１３］ Ｆ：ＴＣＡＧＣＧＴＡＡＡＴＧＧＧＧＡＴＴＴＧＧ
Ｒ：ＧＴＣＴＧＣＧＧＴＧＡＴＴＴＣＡＴＣＧＧＡ １０４

乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 ＡＣＣ［１９］ Ｆ：ＧＧＣＡＧＣＡＧＴＴＡＣＡＣＣＡＣＡＴＡＣ
Ｒ：ＴＣＡＴＴＡＣＣＴＣＡＡＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＴＡＧＣ １６９

脂肪甘油三酯脂酶 ＡＴＧＬ［１９］ Ｆ：ＡＴＧＧＴＧＣＣＣＴＡＣＡＣＧＣＴＧ
Ｒ：ＧＣＣＴＧＴＣＴＧＣＴＣＣＴＴＴＡＴＣＣ １１１

激素敏感脂酶 ＨＳＬ［１９］ Ｆ：ＣＴＴＴＧＣＧＧＧＴＡＴＴＣＧＧＧＡＡＣＡ
Ｒ：ＡＴＧＣＴＧＣＧＧＣＧＧＴＴＧＧＡ １９２

１８Ｓ ｒＲＮＡ［１９］ Ｆ：ＣＣＣＡＣＧＧＡＡＴＣＧＡＧＡＡＡＧＡＧ
Ｒ：ＴＴＧＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣＡＣＣＡ １２２

１．６　 统计分析

　 　 试验结果以平均值±标准误（ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，
并采用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件进行单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ 法多重比较，Ｐ＜０．０５ 表示差

异显著，Ｐ＜０．０１ 和 Ｐ＜０．００１ 表示差异极显著。

２　 结果与分析
２．１　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞分化过程中

热休克蛋白家族基因表达的影响

　 　 本试验检测了热休克蛋白家族中具有高度保

守性的 ３ 个基因 ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０ 的 ｍＲＮＡ
表达量。 由图 １ 可知，经高温处理 ６ ｄ 后，ＨＳＰ６０
的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １．６９ 倍（Ｐ＜０．００１）；
ＨＳＰ７０ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 ６． ９５ 倍（Ｐ＜
０．００１）；ＨＳＰ９０ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １．１３
倍（Ｐ＜０．０１）。 结果表明，３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞经

高温处理后，通过高度诱导热休克蛋白家族基因

的表达来起到自身保护的作用。
２．２　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡的影响

　 　 由图 ２ 可知，高温处理 ４ ｄ 后，显微镜下可观

察到细胞趋于不规则形态，在没有换液的情况下

可见死亡细胞漂浮于培养基中，在表观上说明高

温可诱导 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡。
２．３　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡相关基因

表达的影响

　 　 由图 ３ 可知，高温处理 ４ ｄ 后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的

ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １． １４ 倍 （ Ｐ ＜ ０． ０１），
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １． １３ 倍

（Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值较对照组极显著

降低 （ Ｐ ＜ ０． ００１），说明经高温处理后细胞发生

凋亡。
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　 　 “∗∗”表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），“∗∗∗”表示差异极显著（Ｐ＜０．００１）。 图 ３、图 ５ 和图 ６ 同。
　 　 “∗∗” ｍｅａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１）， “∗∗∗” ｍｅａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．００１） ． Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．３， Ｆｉｇ．５ ａｎｄ Ｆｉｇ．６．

图 １　 高温处理 ６ ｄ 后热休克蛋白家族基因的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．１　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ６ ｄａｙｓ

图 ２　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

图 ３　 高温处理 ４ ｄ 后凋亡相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．３　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ４ ｄａｙｓ

２．４　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１前体脂肪细胞成脂分化的影响

　 　 高温处理细胞后，在显微镜下观察高温对细

胞诱导分化的情况。 由图 ４ 可知，高温诱导分化

６ ｄ时，脂滴占据大部分视野，细胞的分化程度高于

对照组。 油红 Ｏ 染色后可看到细胞经过高温处理

后脂滴数量明显增多。
２．５　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞分化过程中

脂肪合成相关基因表达的影响

　 　 由图 ５可知 ，经高温处理 ６ ｄ后 ， ＰＰＡＲγ的

ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １． ５５ 倍 （ Ｐ ＜ ０． ００１）；
ＡＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 ３． ４１ 倍 （ Ｐ ＜
０．００１）；ＦＡＳ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的 １．３６ 倍

（Ｐ＜ ０． ００１）；ＡＣＣ 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照组的

１．０９倍（Ｐ＜０．０１）；ＣＥＢＰα 的 ｍＲＮＡ 表达量是对照

组的 １．６０ 倍（Ｐ＜０．００１）。 上述结果表明，经过高

温处理后，３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞中脂肪合成相关

基因的表达量极显著上调。
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６ 期 谢红月等：高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞凋亡和脂肪沉积的影响

　 　 Ｄ６ 表示高温处理 ６ ｄ。 图 Ａ 为在 ３７．０ ℃条件下分化第 ６ 天的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞；图 Ｂ 为在 ３７．０ ℃条件下分化第 ６
天的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的油红 Ｏ 染色图；图 Ｃ 为在 ４１．５ ℃条件下分化第 ６ 天的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞；图 Ｄ 为在

４１．５ ℃条件下分化第 ６ 天的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的油红 Ｏ 染色图。
　 　 Ｄ６ ｄｅｎｏｔｅｄ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ６ ｄａｙｓ． Ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ⁃
ｔｉｏｎ ａｔ ３７．０ ℃ ； ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｔ
３７℃ ； ｆｉｇｕｒｅ Ｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｔ ４１．５ ℃ ； ｆｉｇｕｒｅ Ｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｔ ４１．５ ℃ ．

图 ４　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞成脂分化的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

图 ５　 高温处理 ６ ｄ 后脂肪合成相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．５　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ６ ｄａｙｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．６　 高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞分化过程中

脂肪分解相关基因表达的影响

　 　 由图 ６ 可知，高温处理 ６ ｄ 后，ＡＴＧＬ 和 ＨＳＬ
的 ｍＲＮＡ 表达量均下降，其中 ＡＴＧＬ 的 ｍＲＮＡ 表

达量较对照组降低了 ２０％ （ Ｐ ＜ ０． ００１），ＨＳＬ 的

ｍＲＮＡ表达量较对照组降低了 ６５％ （Ｐ＜０． ００１）。
上述结果表明，经过高温处理后，３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪

细胞中脂肪分解相关基因的表达量极显著下调。
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３　 讨　 论
　 　 高温是畜禽养殖业遇到的最严重的威胁之

一。 据报道，在热带或亚热带国家，持续高温，特
别是夏季高温，是畜禽生产的不利因素。 持续高

温暴 露 会 降 低 采 食 量［２０］ 、 生 长 性 能［２１］ 和 肉

质［２２－２３］ 。 例如，高温降低了肌内脂肪 （ ＩＭＦ） 沉

积［２４］ ，改变了肉的 ｐＨ［２２］ 。 前体脂肪细胞起源于

多潜能干细胞，并且尚未积累储存甘油三酯（ＴＧ）。

脂肪细胞由前体脂肪细胞分化而来，占脂肪组织

细胞总数的 １ ／ ３ ～ ２ ／ ３，脂肪细胞在脂肪组织的发

育中起着决定性的作用，脂肪组织的发育情况决

定了机体脂肪的沉积与代谢［２５］ 。 因此，在细胞水

平上探究高温对细胞凋亡和脂肪沉积与代谢的影

响，能够更清楚地了解其发生机理，可为改善高温

对畜禽的不利影响以及改善肉品质提供科学理论

依据。

图 ６　 高温处理 ６ ｄ 后脂肪分解相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．６　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｔ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ６ ｄａｙｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 　 细胞以多种方式对高温做出反应，如刺激存

活途径或触发受损细胞的死亡，这些应激细胞的

初始反应有助于细胞从应激状态中恢复［２６］ 。 热休

克蛋白的表达是机体对高温的第一反应。 热休克

蛋白是一种参与应激反应的蛋白质，它保护生物

体免受压力的伤害，帮助它们恢复，从而提高细胞

存活率［２７］ 。 高温会导致猪背最长肌 ＨＳＰ７０ 和

ＨＳＰ９０ 基因的表达量增加［２］ 。 高温条件下肉鸡心

脏、肝 脏 和 肾 脏 中 ＨＳＰ６０ 基 因 的 表 达 量 均 上

调［２８］ 。 本试验对 ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０ ３ 个基因

ｍＲＮＡ 表达量的研究结果发现，高温极显著促进 ３
个热 休 克 蛋 白 的 合 成。 此 外， Ｗａｎｇ 等［２９］ 在

ＨｅｐＧ２ 细胞上的研究同样显示出高温对热休克蛋

白合成的促进作用。
　 　 Ｃａｓｐａｓｅ 家族参与两大凋亡级联即死亡受体

途径和线粒体途径，是细胞凋亡的最终执行者。
在线 粒 体 途 径 中， 通 过 二 聚 作 用 激 活 启 动 子

Ｃａｓｐａｓｅ⁃９，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白水解激活了刽子

手 Ｃａｓｐａｓｅｓ⁃３，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 通常以 ３２ ｋｕ 的酶原形式

存在于细胞质中，在细胞凋亡的早期被激活。 线

粒体的完整性也受 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族的控制。 Ｂｃｌ⁃２
蛋白家族中促凋亡（Ｂａｘ）和抗凋亡成员（Ｂｃｌ⁃２）之
间相互作用共同调控细胞凋亡［３０－３１］ 。 Ｂａｘ 通过结

合 Ｂｃｌ⁃２ 抑制细胞凋亡。 本试验结果表明，高温导

致 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著

上调，Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值极显著下降，说明高

温会引起 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的凋亡。
　 　 脂滴是参与脂质储存和动员的关键细胞

器［３２－３３］ 。 几乎所有的细菌和真核细胞都能积累中

性脂质，并将其储存在脂滴中。 脂滴通常呈球形，
含有多种中性脂质，并被单层磷脂和外周蛋白所

包围［３４］ 。 脂滴参与 ＴＧ 的合成，并且在降解 ＴＧ 方

面也有重要作用［３５］ 。 同时脂滴可作为前体脂肪细

胞分化成熟的标志。 Ｑｕ 等［３６］提出，猪皮下脂肪细

胞在 ４１．５ ℃温度下会刺激脂滴的形成，并且增加

血清中 ＴＧ 含量。 本试验通过油红 Ｏ 染色发现，
高温能够明显促进脂滴的生成，从表观上证明了

高温对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞成脂分化的促进作

用。 研究表明，ＰＰＡＲγ 在 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞中

以低水平表达，在正常细胞分化条件下被显著诱

导［１３］ 。 Ｃ ／ ＥＢＰα 作为关键转录因子，可促进 ＦＡＳ
和 ＡＰ２ 基因的表达，从而促进脂肪细胞分化［３７］ 。
在分化末期，参与 ＴＧ 代谢的基因 ＡＰ２、ＡＣＣ、ＦＡＳ
的表达量显著增加，导致细胞内的形态发生改变

和脂质积累［３８］ 。 高温可显著提高肉鸡肝脏中

ＡＣＣ、ＦＡＳ 和腹脂中 ＦＡＳ ｍＲＮＡ 的表达量［３９］ 。 另

外，４１．５ ℃可促进猪皮下脂肪细胞 ＰＰＡＲγ 和 Ｃ ／
ＥＢＰα 的 ｍＲＮＡ 表达，并且在第 ６ 天达到最大
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值［３６］ 。 细胞内的脂解酶包括 ＡＴＧＬ 和 ＨＳＬ［４０－４２］ 。
ＨＳＬ 是第 １ 个被发现在哺乳动物脂肪组织中水解

ＴＧ 的酶。 第 ２ 个被发现的是 ＡＴＧＬ，它是催化 ＴＧ
水解的初始步骤，在小鼠和人类的脂肪组织中高

表达，定位于脂滴上［４３－４５］ 。 研究发现，高温降低了

猪皮下脂肪组织中 ＡＴＧＬ 和 ＨＳＬ 的 ｍＲＮＡ 表达

量［４６］ 。 本试验检测了高温处理 ６ ｄ 后脂肪合成与

分解相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量，结果显示，高温处

理使得 ＰＰＡＲγ、ＡＰ２、ＦＡＳ、Ｃ ／ ＥＢＰα 和 ＡＣＣ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达量被极显著上调，ＡＴＧＬ 和 ＨＳＬ 的 ｍＲＮＡ
表达量被极显著下调，说明高温会促进脂肪合成，
抑制脂肪分解，最终导致脂质积累。 油红 Ｏ 染色

的果与此结论相一致。
　 　 本试验结果表明，高温促进了热休克蛋白的

表达，引起了 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的凋亡。 高温

刺激了脂滴的生成，促进了分化过程中参与脂肪

生成的多个基因的表达，降低了脂肪分解相关基

因的表达。 这些结果可为高温期间的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前

体脂肪细胞反应提供依据，并为改善高温对畜禽

肉品质的不良影响奠定理论基础。

４　 结　 论
　 　 高温会引起 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前体脂肪细胞的热休克

反应，导致细胞凋亡，促进脂肪酸的合成，抑制脂

肪酸的分解，增加脂质累积。
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