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白藜芦醇对猪原代前体脂肪细胞的增殖与分化及 !"#$3 基因转录表达时
序的影响
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摘 要 分别以 #!/’(YX（对照组）、J#!/’(YX（低剂量组），!#!/’(Y X（中等剂量组），"#!/’(YX，J##!/’(Y X（高剂量组）的白藜芦
醇（2,@5,18.1’(，2S+）处理体外培养 J Z M日龄健康仔猪前体脂肪细胞，采用 7??比色法检测细胞活性及增殖状况；油红 [染色
化学比色法定量分析细胞内脂肪生成及细胞分化程度；2?QGH2法分析 +41.J（@41.=4>J）/2*; 表达情况，探讨 +41.J对猪前体脂
肪细胞增殖分化的影响及其分子机制。结果表明，脂肪细胞经 2S+处理后，各组 7??和油红 [染色测得的光密度值（C9 值）
均低于对照组，"#!/’(YX，J##!/’(YX组在 %$ Z J!#9作用极显著（D \ #]#J），与中低剂量组差异显著（D \ #]#"）；以!#!/’(YX，
J##!/’(YX 2S+处理细胞后，+41.J /2*;表达量随细胞分化的进行而逐渐升高，J##!/’(YX组均显著高于对照组和 !#!/’(YX组
（D \ #]#"）。2S+对猪前体脂肪细胞增殖分化均有一定抑制作用，高剂量 2S+（"#!/’(YX和 J##!/’(YX）可显著减少细胞内脂肪
的合成、抑制脂肪细胞增殖与分化，+41.J /2*;表达量显著升高可能是 2S+抑制细胞分化的重要原因之一。
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脂肪细胞是动物脂肪组织主要组成单位，由前

体脂肪细胞增殖分化而来。前体脂肪细胞增殖分化

状况直接影响细胞数量和体积，进而影响体脂沉积。

白藜芦醇（!"#$"%&’%()，!*+）是一种在葡萄酒中发现
的多酚类化合物［,］，并被认为是有益于健康的重要

活性营养物质，广泛存在于水果、蔬菜和其他植物

中，以葡萄和中药材虎杖中含量尤为丰富。!*+具
有顺式和反式两种结构，反式具有生物活性，其化学

名为反-.，/0，1-三羟基芪［2］。研究表明，!*+具有抗
氧化、抗炎和类雌激素活性，能够诱导肿瘤细胞生长

抑制和凋亡，从而被认为具有潜在的化学预防和化

学治疗癌症的作用［. 3 4］。+5%’,（ #5%’657,）是依赖于
89:;蛋白脱乙酰基转移酶家族成员之一，对脂肪

酸代谢，细胞增殖与分化，细胞周期调节和延长生命

期发挥重要的作用［< 3 =］。+5%’,是一种新发现的重要
细胞增殖与分化因子，研究表明，!*+是体内和体外
+5%’,酶的激活剂，抑制大鼠 .>.前脂肪细胞系的增
殖分化［<，,?］，可能促进脂肪动员，减少脂肪生成，但

其具体剂量效应和作用机理还不清楚。目前，尚未

见 !*+对猪原代前体脂肪细胞增殖分化作用的相
关研究。猪的生理特点与试验鼠相比更接近人类，

是研究人类肥胖病的理想模式动物。为此，本研究

将以培养的猪前体脂肪细胞为研究对象，探讨 !*+
对猪原代前体脂肪细胞增殖和分化的影响，及其分

化中 +5%’,基因的转录表达时序作用，为调控猪体脂
沉积和人类减肥降脂提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料
选用 2?头 , @ .日龄健康仔猪，白藜芦醇（+5AB&

公司），溶于二甲基亚枫（:C+D，+5AB& 公司），浓度
稀释为 ,?!B()EF、2?!B()EF、1?!B()EF、,??!B()EF，
3 2?G备用；胎牛血清（HI+）由杭州四季青生物有
限公司生产；C>>购于华美生物工程公司，溶于 , J
KI+（,?BB()EF，LM<N/）使浓度为 1AEF，?N22!B 的滤
膜过滤除菌后 /G备用；油红 D（D5) !"O D）购自华美
生物工程公司；:C*CEH ,2（:C*CPH ,2为 , P,）和"
型胶原酶（Q())&A"7&#""）为 R5SQ( 公司产品；牛血清
白蛋白（I+9）和胰蛋白酶（’%TL#57）为华美生物工程公
司产品；总 !89提取试剂盒 >%5U() 和 !>-KV! 试剂盒
为 H"%B"7’&#公司产品；+5%’, 和#-&Q’57（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。

!"# 方法
!"#"! 猪前体脂肪细胞原代培养：在无菌状态下取

, @ .日龄健康仔猪背部和颈部皮下脂肪约 ,?A，将
猪脂肪块剪碎至 ,BB. 左右，,型胶原酶消化 1?B57。
4??目不锈钢尼龙筛过滤，收集滤液于离心管中，
2???%EB57离心 1B57，弃上清液，加入 1BF无血清培
养液混匀，,???%EB57 离心 1B57，再加入含 ,? W血清
的 :C*CEH,2培养液吹打均匀，即获得猪前体脂肪
细胞悬液，细胞计数，分别以 1 J ,?/ Q"))#EQB2 密度将

细胞接种于 4孔和 =4培养板中，置 .<G、饱和湿度，
1W VD2 培养箱中培养，每隔 2O换液 ,次。

!"#"# C>>法检测 !*+对细胞增殖的影响：前体脂
肪细胞接种于 =4 孔培养板，每孔加 2??!F培养液，
培养板移入 VD2 培养箱中培养，细胞贴壁后按预设

!*+浓度（,?!B()EF，2?!B()EF，1?!B()EF，,??!B()EF）
加入培养液，每组 1 孔。分别于处理后 2/X、/YX、
<2X、=4X 和 ,2?X 进行 C>>比色测定。即每孔加入
2?!F 新鲜配置的 C>> 溶液，.<G继续培养 /X后终
止培养，弃去孔内培养液，每孔加 ,1?!F :C+D，恒温
摇床振荡 ,?B57。选择波长 /=? 7B，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 D 染色法检测 !*+ 对细胞分化的影
响：在细胞分化的第 ,天，更换培养液，按设计好的
浓度将 !*+加入 2/孔培养板与猪前体脂肪细胞共
孵育，!*+ 处理 <2X 后，取出各组细胞，弃去培养
液，KI+ 洗涤细胞 . 次，,?W甲醛固定 .?B57，KI+
洗 .次，?N1W油红 D染色 2?B57，KI+洗 .次，.< G
下干燥细胞，显微镜下观察，细胞内脂滴呈红色。每

孔加 21??!F的 ,??W异丙醇，振荡萃取 ,?B57，紫外
分光光度计在 1??7B下以空白对照调零，测各孔光
密度值（!"）。
!"#"% !>-KV!法检测 !*+作用于细胞分化中 +5%’,
表达时序：收集各组细胞，用 >%5U() 核酸提取试剂盒
提取各组细胞中总 !89，紫外分光光度计测定 !89
纯度。取 2!F总 !89逆转录合成 Q:89，再取逆转
录产物 2!F进行 KV!扩增。+5%’,（R"7I&7Z序列号：
9H?Y.,?4）引物序列：上游 10 V>9V>RR>V>>9V>
>>R9RRR.0，下游 10 V99RRR9>RR>9>>>9>RV>.0，
扩增条件为 =1G预变性 1B57，=/G变性 ,B57，1,G
复性 ,B57，<2G延伸 ,B57，共 ./ 个循环，<2G延伸
,?B57，产物长度为 122 SL。#-&Q’57 引物序列：上游
10 >>R>RVV>>R9>9R>>VRV.0，下 游 10 9R>VV>>
V>R9VVV9>9VVV.0，扩增条件为 =1G预变性 1B57，
=/G变性 ,B57，1/G复性 ,B57，<2G延伸 ,B57，共 .?
个循环，<2G延伸 <B57，产物长度为 .==SL。取同一
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样品的 !"#$%和!&’($") *+,产物各 -./"0，%.12的琼
脂糖凝胶电泳。34567")&38+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

!"#$%与!&’($") 的光密度比值。
!"#"$ 统计学分析：试验所得数据以平均数 9标准
差表示，采用统计软件 !*!! %%./ 进行单因素方差
分析与显著性检验。

# 结果与分析

#"! %&’对猪前体脂肪细胞增殖的影响
:;;测定方法为研究细胞增殖状况的有效手

段。为分析不同浓度 ,<! 对不同时期前体脂肪细
胞增殖的影响，分别于处理后 -=7，=>7，?-7，@A7和
%-17进行 :;;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，/1"B45C0 和
%11"B45C0 ,<! 在 @A7 和 %-17 作用极显著（ ! D
1.1%），且与 %1"B45C0 和 -1"B45C0 ,<! 处理组相比
差异显著（! D 1.1/），表明 ,<!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
时抑增殖效果极显著（表 %，图 %）。

表 ! ())检测 %&’对猪前体脂肪细胞增殖的作用
)*+,- ! &..-/01 2. %&’ 23 456 47-*8542/90-1 472,5.-7*0523 +9 ()) *11*9

;"BEF#4G6H -=7 =>7 ?-7 @A7 %-17

+4)$#45 1.%111 9 1.11=1I 1.%-AJ 9 1.11A%I 1.-1@1 9 1.11>1’ 1.%?JJ 9 1.11=?’ 1.%A@1 9 1.11=@’

%1"B45C0 1.1@1A 9 1.11//I 1.%%1A 9 1.11J%I 1.%?/J 9 1.11A/’ 1.%->J 9 1.11A>I 1.%-%1 9 1.11AAI

-1"B45C0 1.1>>A 9 1.11=1I 1.%1?A 9 1.11J-I 1.%/@? 9 1.11//’I 1.%1J? 9 1.11A%I 1.%11A 9 1.11A%I

/1"B45C0 1.1>?J 9 1.11J-I 1.%1=A 9 1.11/?I 1.%-A1 9 1.11/JI 1.1A>A 9 1.11=1( 1.1A-1 9 1.11=1(

%11"B45C0 1.1>=J 9 1.11J1I 1.%11A 9 1.11=-I 1.%%@1 9 1.11A-I 1.1/A1 9 1.11==( 1.1/11 9 1.11-1(
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’ PH I，! D 1.1/；I PH (，! D 1.1/；’ PH (，! D 1.1% Q

图 % :;;法检测不同浓度 ,<!对猪前体
脂肪细胞增殖的影响

R"NQ% <LLE($H 4L ,<! 4) 6"N 6#E’M"64(S$EH 6#45"LE#’$"4)
#EH%， #EH-， #EHJ， #EH= ")M"(’$E %1"B45C0， -1"B45C0，/1"B45C0，

%11"B45C0 ,<!；3"LLE#E)$ HG6E#H(#"6$H 4L $7E "H4&(45GB) M’$’ ")M"(’$E

$7E H"N)"L"(’)$ M"LLE#E)(EH IE$OEE) $7E $O4 N#4G6H，! D 1.1/；’ PH I，!
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#"# %&’对猪前体脂肪细胞分化的影响
在猪前体脂肪细胞分化的第 % 天，分别用含

%1"B45C0，-1"B45C0，/1"B45C0和 %11"B45C0 ,<!的培

养液孵育细胞 @A7后，经油红 8脂肪特异性染色发
现，/1"B45C0 和 %11"B45C0 ,<! 组细胞内被油红 8
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

-）。采用油红 8 化学比色法定量分析细胞内脂肪
的生成量，/1"B45C0 和 %11"B45C0 ,<! 处理细胞
@A7，甘油三酯生成量明显减少，与对照组和
%1"B45C0组相比差异极显著（! D 1.1%），与 -1"B45C0
组相比差异显著（! D 1.1/）（图 J），表明高浓度 ,<!
可显著降低脂肪细胞内脂肪的生成量，对猪前体脂

肪细胞向成熟脂肪细胞分化具有较强的抑制作用。

#": %&’对猪前体脂肪细胞分化中 ’570!表达时序
的影响

以 1"B45C0，-1"B45C0，%11"B45C0 ,<! 处理细胞
后，采用半定量 ,;&*+,检测脂肪细胞中 !"#$% B,KT
表达情况。结果显示，%11"B45C0 ,<! 显著上调脂
肪细胞中 !"#$% B,KT的表达，各组以第 =天表达量
最高（表 -）。各组目的基因与!&’($")基因光密度比
值如图 /所示：%11"B45C0组与 1、-1"B45C0组比较，
!"#$% B,KT表达量显著上升（! D 1.1%）（图 =，/）。

: 讨论
脂肪细胞是与能量代谢有关的许多生理和病理

-/> "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 -11A，U45.--，K4./



图 ! 油红 "染色脂肪细胞（ # !$$）
%&’(! "&) *+, " -./&0&0’ /,&1234.+-（ # !$$）

5：1*+/,&1234.+，/**26 &0,&3/.+- 1*+/,&1234.+ .7/. 7/- 02 )&1&, ,*21 &0 3+))；8：1*+/,&1234.+ &0 ,&99+*+0.&/.&20，/**26- &0,&3/.+

1*+/,&1234.+ &0 ,&99+*+0.&/.&20 .7/. 7/:+ ;/04 -;/)) )&1&, ,*21-；<：320.*2)（02 -./&0&0’），/**26 &0,&3/.+- / ;/.=*+ /,&1234.+ .7/.

7/- 20+ )/*’+ 2* / 9+6 )&1&, ,*21-；>：320.*2)，/**26 &0,&3/.+- )&1&, ,*21 .7/. &- -./&0+, ?4 "&) *+, "；@，%：1*+/,&1234+- .*+/.+,

AB 7 ?4 !$!;2)CD /0, E$$!;2)CD F@G，/**26 &0,&3/.+- )&H+ >I

图 J 油红 "法检测 F@G对猪前体
脂肪细胞分化的影响

%&’(J @99+3.- 29 F@G 20 1&’ 1*+/,&1234.+-
?4 2&) *+, "

/ :- ?，! K $I$L；? :- 3，! K $I$L；/ :- 3，! K
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图 M G&*.E基因琼脂糖凝胶电泳
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（如肥胖，糖尿病）过程中的一个重要中介。脂肪细

胞的增殖与分化状况与细胞内甘油三脂含量直接相

关，脂肪的过度沉积导致肥胖病的发生，而肥胖是世

界关注的影响健康的问题。研究表明，脂肪细胞增

殖与分化过程大致如下［EE］：" NG< 向脂肪细胞定
向分化，形成成脂肪细胞（/,&12?)/-.），为一种尚未出
现脂滴的梭形细胞；#成脂肪细胞经过生长抑制、克
隆性增殖，形成前体脂肪细胞（1*+/,&1234.+-），此时
细胞刚开始出现脂滴；$前体脂肪细胞经过生长抑
制、克隆性增殖和一系列基因表达的变化，形成不成

熟脂肪细胞或多室脂肪细胞（;=).&)23=)/* 3+))-），内含
大量小脂滴；%多室脂肪细胞随着脂肪在细胞中的
沉积，小脂滴逐渐汇集成一个大脂滴充满脂肪细胞

的大部分，形成成熟脂肪细胞或单室脂肪细胞

（=0&)23=)/* 3+))-），成为成熟的脂肪细胞。影响这一
过程的因素很多，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。本研究认为，F@G抑制猪脂
肪细胞增殖与分化，且呈剂量，时间依赖效应。近几

年来的研究表明，F@G能通过多种途径抑制 OPJ细
胞［E!］，乳腺癌 N<%!Q［EJ］细胞等细胞增殖分化，诱导
细胞凋亡，因此起到对抗增生性疾病的作用［EM，EL］。

本研究结果与以上研究结果相似，但与以下等人结

果不同。殷红等［EB］人认为，F@G 双向调节 P@R!AJ
细胞增殖，即低浓度（E$S Q ;2)CD）时促进细胞增殖，
高浓度（E$S M;2)CD）时抑制细胞生长。T&20’ 等人［EQ］
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研究显示，!"# 在低浓度时（$%& $% ’()*+）促进小鼠
神经元的存活，但高浓度时（$%& , - $%& .’()*+）抑制
存活。原因可能与 !"# 作用浓度和细胞种类不同
有关。目前认为，!"#的抗增殖作用可能是通过抑
制鸟氨酸脱羧酶活性来抑制多胺生物合成的结果，

诱导细胞分化的机制可能是 !"# 能有效地动员细

胞的细胞周期从 /%0/$期进入 #期［$1，$2］。由于 !"#
是从多种可食用天然植物中提取出来的，毒副作用

小，!"#又能有效抑制前体脂肪细胞的增殖分化，
因而 !"#可作为潜在的减肥降脂肪药物的重要营
养物质，具有较高的开发价值。

前体脂肪细胞分化的实质是一系列基因时序表

表 ! "#$%& ’()* 与!+,-%#. ’()*的光密度比值
/,012 ! /32 $,%#4 45 "#$%& ’()* !" %4!+,-%#. ’()* !"

34’5/6(789 :;< ;1< ,:< 2=< $:%<

>(?@6() %A::1B C %A%$=:D %AB%%= C %A%:B$D %AB1:B C %A%$=1D %AB2,B C %A%$=1D %AB,;B C %A%$2%D
:%!’()*+ %ABB:% C %A%$;2D %A;:$B C %A%$2%D %A.;== C %A%$2.E %A=%=% C %A%$2=E %A.1=% C %A%:B:E
$%%!’()*+ %A.$2B C %A%:;;E %A=$;% C %A%:=:E %A,1;% C %A%::$F %A11=, C %A%:.;F %A1=1% C %A%$=%F

图 . !"#对猪前体脂肪细胞分化中 #46@$
表达时序的影响
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达的过程，这些基因主要有：>*"NO"、OOP!#、
#!"NO$"、P>>、DO:、GP# 和 Q#+基因等。近两年研
究发现，#46@$ 可调控脂肪细胞分化标志基因的表
达［,］，使脂肪细胞分化的研究进入了更深的层次。

#46@$是诱导细胞特异性基因表达和调节细胞分化
的重要核转录因子，为细胞分化的负调控因子［=］，

#46@$表达量升高可能对脂肪细胞分化起抑制作用。
!"#为 #46@$的促进剂，其抑制猪脂肪细胞增殖与分
化的原因，可能与 #46@$的表达量升高有关。本研究
运用比较基因组学，根据人的 #46@$基因 FRSP高度
保守区设计引物，扩增出猪的 .::E8（/5?ND?T 序列
号：RU1=1;B%）的 #46@$基因 FRSP部分序列，并以此
运用 !30O>!检测猪前体脂肪细胞分化过程中 #46@$
基因转录表达水平的情况，结果证实，高剂量 !"#
（.%!’()*+和 $%%!’()* +）可显著减少猪脂肪细胞内
脂肪的合成、抑制脂肪细胞分化；!"#影响猪脂肪细
胞分化过程中 #46@$ 基因转录表达时序，表达量与

!"#浓度呈剂量依赖关系。O4FD6L等运用染色质免
疫沉淀进一步分析发现，在大鼠 B3B0+$ 细胞系中
#46@$和 OOP!#都结合到 DO:和 O8D6H基因启动子的
相同区域，#46@$ 与 OOP!#的共因子 SF(!和维甲酸
及甲状腺受体的沉默调节子结合，从而抑制 OOP!#
的活性，降低 DO:的表达［,］，可能抑制脂肪细胞增殖
分化，减少脂肪沉积。本研究发现，#46@$ ’!SP表达
量显著升高可能是 !"# 抑制猪脂肪细胞分化的重
要原因之一，但具体作用机理，如 !"# 能否促进
#46@$蛋白表达量升高，激活 #46@$蛋白活性能力以及
#46@$如何使 OOP!#的组蛋白脱乙酰基而在脂代谢
中发挥重要生理作用有待进一步研究证实。
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