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二十二碳六烯酸对大鼠脂肪细胞增殖分化的影响
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摘 要 体外培养大鼠脂肪细胞，分别以 $!/’(TO（对照组）、G$!/’(TO（低剂量组）和 "J$!/’(TO（高剂量组）的二十二碳六烯酸

（UQ:）处理细胞。采用台盼蓝排斥试验和 7<< 比色法检测细胞活性及增殖状况；油红 V 染色化学比色法定量分析细胞内脂

肪生成及细胞分化程度；逆转录K聚合酶链反应（2<KWE2）分析过氧化物酶增殖物激活受体"!（WW:2"!）/2*: 表达情况，探讨

UQ: 对前体脂肪细胞增殖分化的影响及其可能机制。结果显示，各组细胞活力及 7<< 测得的光密度值（C8 值）均低于对照

组，"J$!/’(TO 组在 J$ X H!9 作用显著（D Y $Z$#）；脂肪细胞经 UQ: 处理后，"J$!/’(TO 组细胞油红 V 染色的 C8 值及 WW:2"!
/2*: 表达量均显著下降（D Y $Z$"）。以上结果说明，UQ: 对脂肪细胞增殖分化均有一定抑制作用，高剂量 UQ:（"J$!/’(TO）

可显著减少细胞内脂肪的合成、抑制脂肪细胞分化，WW:2"! /2*: 表达量的下降可能是 UQ: 抑制细胞分化的部分原因。
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肥胖是一种复杂的代谢失常症。肥胖不仅影响整个机

体的正常生理功能，还增加了!型糖尿病和心血管等病的发

生率［!］。目前认为，体内脂肪的沉积是脂肪合成和降解两方

面作用的综合结果，机体通过协调控制有关脂肪合成和分解

的酶活性和基因表达来调节体脂的沉积。二十二碳六烯酸

（"#$#%&’()&(*#+$ &$+,，简称 "-.）是一种重要的 */0 型多不饱

和脂 肪 酸（*/0 123.）。自 从 4+5%#* 等［6］发 现 日 粮 中 添 加

123. 对体内生脂酶的活性和蛋白基因的表达具有重要影响

作用后，二十二碳六烯酸（"-.）作为 123. 最重要的成员之

一而受到众多学者的关注。目前的研究主要集中在饲料级

"-. 对动物体脂沉积及肝脏生脂基因的影响上［0，7，8］，而

"-. 对脂肪细胞的作用及具体机制还不清楚。本研究以培

养的大鼠前体脂肪细胞模拟脂肪细胞生长分化过程，探讨

"-.对脂肪细胞增殖与分化及脂肪特异性基因 11.9"6 的

影响，为肥胖病的防治提供新的思路和理论依据。

! 材料和方法

!"! 材料

实验动物为 6: 日龄二级雄性 ;"（;<=&>?(/"&@5(A）大鼠，

购自第四军医大学实验动物研究中心；顺式/7，B，!:，!0，!C，

!D/二十二碳六烯酸为 ;+>E& 公司产品，用无水乙醇配制成

:F06GE#5HI 贮备液，保存于/6:J下备用；"KLK 和#型胶原

酶（$#55&>(*&%(#）为 M+N$# 公司产品；胎牛血清（3O;）由杭州

四季青生物有限公司生产；牛血清白蛋白（O;.）、油红 P（P+5
9(, P）和胰蛋白酶（ Q=A<%+*）为华美生物工程公司产品；总

9R. 提取试剂盒 S=+T#5 和 9S/1U9 试剂盒为 V*W+Q=#>(* 公司产

品；11.9"6 和$/&$Q+*（作为内参）引物由上海生物工程公司

合成，其他试剂均为国产分析纯。

!"# 前体脂肪细胞分离和培养

断颈处死 6: 日龄大鼠，用 B8X（!H!）酒精浸泡消毒，无

菌状态下取出腹股沟、附睾、肾脏周围的脂肪组织，除去血管

和其他结缔组织，剪碎。将剪好的脂肪组织块加入#型胶原

酶消化液，消化 C: Y B:E+*（每 8E+* 振荡 ! 次），然后依次过孔

径为 !8: 目和 C:: 目不锈钢细胞筛，!:::=HE+* 离心 !:E+*，弃

上清液，加红细胞裂解液，室温静置 !:E+*，离心 8E+*，弃上清

液，然后用无血清培养液洗 0 遍，加入 !:X血清的 "KLK 培

养液 吹 打 均 匀，获 得 前 体 脂 肪 细 胞 悬 液。以（8 Z !:7 ）

$(55%H$E6密度将细胞接种于培养板中，置 0B J、饱和湿度，

8X UP6 培养箱中培养，每隔 6, 换液 ! 次。

!"$ 台盼蓝染色计数测细胞活力

待细 胞 贴 壁 后，分 别 加 入 终 浓 度 为 :%E#5HI（对 照）、

7:%E#5HI 和 !C:%E#5HI "-. 培养液，使每孔容积为 6:::%I。

C:’ 后取出处理组及对照组细胞（每组 0 孔），1O; 洗 6 次，加

消化液（:F68X 胰蛋白酶 [ :F:7X L"S.）消化细胞，制成单

个细胞悬液，取一洁净试管，将细胞悬液与 :F7X台盼蓝染

液按 !\! 混匀，用吸管取少许混合液加到计数板上盖玻片的

一侧，显微镜下 0 Y 8E+* 内计活细胞及死细胞数（死细胞呈

蓝色，活细胞拒染），并用下列公式计算细胞活力：

细胞活力（X）] 活细胞数H（活细胞数 [ 死细胞数）Z
!:: X
!"% &’’ 比色

前体脂肪细胞接种于 DC 孔培养板，每孔加少量培养液，

培养板移入 UP6 培养箱中培养，细胞贴壁后按预设浓度加入

"-.培养液，每组 0 孔。分别于处理后 67’、7G’、B6’ 和 DC’
进行 KSS 比色测定。即每孔加入 6:%I 新鲜配置的 KSS 溶

液，0BJ继续培养 7’ 后终止培养，弃去孔内培养液，每孔加

!8:%I "K;P，恒温摇床振荡 !:E+*。选择波长 7D:*E，以经过

相同处理的空白孔为调零值，在酶联检测仪上测各孔光密度

值（"# 值）。

!"( 油红 )染色化学比色试验

分化第 ! 天的脂肪细胞经 "-. 处理 B6’ 后，1O; 洗涤

细胞 6 次，!:X甲醛固定 0:E+*，1O; 洗 6 次，:F8 X油红 P 染

色 6:E+*，1O; 洗 0 次，0B J下干燥细胞，显微镜下观察，细胞

内脂质呈红色。每孔加 6:::%I 的 !:: X异丙醇，振荡萃取

!:E+*，紫外分光光度计在 8:: *E 下以空白对照调零，测各

孔光密度值（"#）。

!"* 逆转录聚合酶链反应

收集各组细胞，用 S=+T#5 核酸提取试剂盒提取各组细胞

中总 9R.，紫外分光光度计测定 9R. 纯度。取 6%I 总 9R.
逆转录 合 成 $"R.，再 取 逆 转 录 产 物 6%I 进 行 1U9 扩 增。

11.9"6（M(*O&*^ 序 列 号：RK:!0!67）引 物 序 列：上 游 8_
USMUSMUSMSSSUSMSSUSU0_，下 游 8_ M.UMM.SSMUUUSU.SSS0_，
扩增条件为 D7 J预变性 0E+*，D7 J变性 !E+*，87F6 J复性

!E+*，B6 J延伸 !E+*，共 07 个循环，终末 B6 J延伸 !:E+*，产

物长度为 7CG N<。$/&$Q+* 引物序列：上游 8_SSMSMUUSSM.S.
MSSUMU0_，下游 8_.MSUUSSUSM.UUU.S.UUU0_，扩增条件为

D7 J预变性 0E+*，D7 J变性 !E+*，8CF8 J复性 !E+*，B6 J延

伸 !E+*，共 6C 个循环，终末 B6 J延伸 BE+*，产物长度为 6C!
N<。取同一样品的 11.9"6 和$/&$Q+* 1U9 产物各 !:%I，在同

一块 !F: X的琼脂糖上（含 :F8%>HEI 溴化乙锭）进行电泳。

"#5<’+*/"PU 凝胶分析系统摄像分析，分别测得两个扩增产

物条带的光密度值，并计算 11.9"6 与$/&$Q+* 的光密度比

值。

!"+ 数据统计与分析

试验所得数据以平均数 ‘ 标准差（!$ ‘ %）表示，采用统

计软件 ;1;; !!F8 进行单因素方差分析与显著性检验。

# 结果与分析

#"! ,-. 对前体脂肪细胞增殖的影响

台盼蓝染色细胞后，死细胞可被台盼蓝着色，显微镜下

可见深蓝色的细胞，活细胞不被染色，镜下呈无色透明状。

这样，很容易将活细胞和死细胞分开，用血球计数板分别计

数活细胞和死细胞数，并根据公式计算细胞活力，结果见图

!。由图 ! 可知，前体脂肪细胞经 "-. 处理后，细胞活力降

低，!C:%E#5HI 组与对照组相比差异显著（ & a :F:8）。说明

"-.以剂量依赖性抑制大鼠前体脂肪细胞的增殖，高剂量
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组（!"#!$%&’(）作用显著。

图 ! 台盼蓝染色检测 )*+ 对前体脂肪细胞活力的影响

,-./! 0112345 %1 )*+ %6 7829:-7%3;425 <-9=-&-4;

=; 48;796 =&>2 2?3&>5-%6

@AA 测得的光密度值可间接反映细胞活力及增殖状况。

为了进一步分析不同浓度 )*+ 在不同时间点对前体脂肪细

胞增殖的影响，分别于处理后 BCD，CED，FBD，G"D 进行 @AA 检

测。结果表明：在不同时间点，各处理组光密度值均低于对

照组，!"#!$%&’( )*+ 在 FBD 作用显著（! H #I#J），进一步证

明 )*+ 对前体脂肪细胞的增殖有一定抑制作用，高浓度

)*+（!"#!$%&’(）长时间处理细胞时抑增殖效果显著（表 !，

图 B）。

表 ! "## 检测 $%& 对前体脂肪细胞增殖的影响

#’()* ! +,,*-./ 0, $%& 01 23*’4520-6.*/ 230)5,*3’.501

(6 "## ’//’6

K8%>75

A-$2
BC D CE D FB D G" D

L%648%& #I!JM N #I#B" #IB#! N #I#BC #IBGC N #I##E #IMMB N #I#!"

C#!$%&’( #I!J! N #I#!C #I!GG N #I#CF #IBG# N #I#CG #IMBF N #I#M#

!"#!$%&’( #I!MB N #I#!M #I!GJ N #I#!F#IBMF N #I#M"! #IMBJ N #I#M!

! ! H #I#!，<5 3%648%& .8%>7

图 B )*+ 对大鼠前体脂肪细胞增殖的影响

,-./B 0112345 %1 )*+ %6 894 7829:-7%3;425 78%&-12894-%6

787 $%& 对脂肪细胞分化的影响

在前 体 脂 肪 细 胞 分 化 第 ! 天，分 别 用 含 C#!$%&’( 和

!"#!$%&’( )*+ 的培养液孵育细胞 FB D 后，经油红 O 脂肪特

异性染色发现，!"#!$%&’( )*+ 组细胞内被油红 O 染成亮红

色的脂滴明显减少，充脂细胞数及细胞体积相应减小，而对

照组细胞则分化成了典型的成熟脂肪细胞形态，细胞大而

圆，胞内充满了脂滴（图 M）。采用油红 O 化学比色法（以 "#
值表示）定量分析细胞内脂肪（主要是甘油三酯）的生成量，

结果见表 B。由表 B 可知，!"#!$%&’( )*+ 处理细胞 FB D，甘

油三酯生成量明显减少，与对照组相比差异极显著（ ! H
#I#!），说明高浓度 )*+ 可显著降低脂肪细胞内脂肪的生成

量，对大鼠前体脂肪细胞向成熟脂肪细胞分化具有较强的抑

制作用。

图 M 油红 O 染色脂肪细胞（ P !##）

,-./M O-& 82: O 549-6-6. 9:-7%3;425

+：7829:-7%3;25 482942: FB D =; !"#!$%&’( )*+（ P !##）；

Q：3%648%&（ P !##）/

表 7 $%& 对脂肪细胞分化的影响（"! 9 "，# : ;）

#’()* 7 +,,*-./ 0, $%& 01 45,,*3*1.5’.501 0,

’4520-6.*/（"! 9 "，# : ;）

A8294$264 "#（FB D）

L%648%& #IMCJ N #I#MB

C#!$%&’( #IMMB N #I#BC

!"#!$%&’( #IB#" N #I#B!!!

!! ! H #I#!，<5 3%648%& .8%>7

研究认为，脂肪细胞分化的实质是一系列基因时序表达

的结果，RR+S"是诱导脂肪细胞特异性基因表达和调节脂肪

细胞分化的重要核转录因子，许多影响脂肪细胞分化的因子

都是通 过 脂 肪 特 异 性 基 因 RR+S"B 起 作 用 的。为 了 证 明

)*+ 是否也影响脂肪特异性转录基因 RR+S"B，采用半定量

SATRLS 检测脂肪细胞中 RR+S"B $SU+ 表达情况。结果显

示，!"#!$%&’( )*+ 显著下调脂肪细胞中 RR+S"B $SU+ 的表

BCE $%&’()( *+,-’./ +0 1&+2(3%’+/+45 生物工程学报 B##J，V%&IB!，U%IJ



达（图 !）。各组目的基因与!"#$%&’ 基因光密度比值如图 ( 所

示：)*+",-./0 组与 +、!+",-./0 组比较，1123#4 ,352 表达

量显著降低（! 6 +7+)）。

图 ! 1123#4 琼脂糖凝胶电泳

8&9:! 29#;-<= 9=. =.=$%;->?-;=<&< -@ 1123#4

)：$-’%;-.；4：!+",-./0 AB2 %;=#%=C；D：)*+",-./0 AB2 %;=#%=C:

图 ( 各组脂肪细胞 1123#4 ,352 的表达

8&9:( EF>;=<<&-’ -@ 1123#4 ,352 &’ #C&>-$G%=<

! 讨论

前体脂肪细胞在分化诱导剂的刺激下，分化经历如下阶

段：$前脂肪细胞汇合前的增殖；%细胞汇合后生长停止；

&在激素刺激下进行 4 H D 代克隆增殖；’克隆增殖终止，

表达特异性分化转录因子如 1123#4，诱导脂肪细胞特异性

功能基因的转录和翻译。这些基因产物包括实现能量贮存

和能量动员所需的关键酶系、调节蛋白、激素受体、细胞骨

架、基质结构和分泌性蛋白等。胞内三酰甘油大量积聚，D"
磷酸甘油脱氢酶活性显著升高，形成典型的脂肪细胞。因

此，无论在体内还是在体外，前体脂肪细胞向脂肪细胞的分

化受诸多因素如激素、生长因子、细胞外基质、分化转录因子

等影响，而分化转录因子及生长因子是继激素之后新的研究

热点［*，I］。

前体脂肪细胞的形态与成纤维细胞相似，经适当分化诱

导，其细胞骨架和细胞外基质逐渐发生变化，细胞开始进入

由不成熟脂肪细胞向成熟脂肪细胞转变。此时，细胞形态由

椭圆型逐渐趋于圆形或类圆，胞体逐渐增大，胞质中开始出

现小脂滴，标志脂质开始积累。小脂滴不断增多并融合为较

大的脂滴，可经油红 J 特殊染色呈红色，获得成熟脂肪细胞

的形态特征。一般来说，分化进展越好，脂质含量越高，使用

油红 J 染色时着色越多，再用 )++ K异丙醇溶解着染的油红

J，通过比色，可以测定油红 J 的量，从而反映分化进行情

况。本研究以大鼠原代前体脂肪细胞为研究对象，从细胞和

分子水平上分析 AB2 对脂肪细胞增殖、分化的影响。台盼

蓝染色计数和 LMM 结果均表明，AB2 对大鼠前体脂肪细胞

活力有一定抑制作用，高剂量 AB2 在 *+ H I4 ? 作用显著，说

明 AB2 以剂量"时间性抑制前体脂肪细胞的增殖。油红 J
染色比色表明，高剂量（)*+",-./0）的 AB2 可以显著降低细

胞中脂肪的积聚，抑制细胞向成熟脂肪细胞转化。半定量

3M"1N3 结果显示，高剂量（)*+",-./0）的 AB2 可显著下调

1123#4 ,352 表达量，表明 AB2 可能是通过降低 1123#4
基因的表达来抑制脂肪细胞分化。A&’9 等［O］用 +、(+、)++ 和

D++",-./0 的 AB2 处理猪前体脂肪细胞，经油红 J 染色和

3M"1N3 检测发现，AB2 并不影响猪脂肪细胞的分化，这可能

是由于实验动物不同、取材部位不同所造成的。本研究结果

提示，AB2 可能适合于治疗肥胖和胰岛素抵抗相关的代谢

性疾病，这将为胰岛素抵抗的防治提供新的思路，但其确

切机制及能量的去处尚有待于深入研究。
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