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大鼠前脂肪细胞消化酶原代培养方法改良的探讨 

蒋茂莹，张 艳，刘友学 

(重庆医科大学附属儿童医院儿童营养研究中心，重庆 400014) 

【摘 要】目的：改进大鼠前脂肪细胞的原代培养方法。方法：对 Poznanski胶原酶消化法进行改良，包括延长胶原酶消化法时 

间、3次离心和 2次滤网过滤，分化培养后采用油红 O染色对细胞进行鉴定，通过形态学观察、生长曲线的绘制确定原代培养 

大鼠前脂肪细胞的细胞学特性。结果：用改良后的方法获得大量成份均一 、生长旺盛的前脂肪细胞 ，细胞活力测定 90％为活细 

胞；前脂肪细胞 5 d左右进入指数增长期 ，8 d左右达到平台期，倍增时间约为 60 h；在分化培养基的诱导下可以向脂肪细胞分 

化。结论：实验成功地建立了前脂肪细胞培养体系，较原方法更加有效。 
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Modification of collagen digestion method on isolation and culture of rat 

preadipocyte 

JIANGMao-ying，etal 

(Nutrition Center，the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To establish a better method for isolating and culturing preadipocytes from rat white adipose tissue．Methods：The 

adipose tissue was digested by collagen I and preadipocytes were collected by centrifugations and filtrations．Cells were cultured using 

basic and differentiation media．Preadipocytes were detected by morphologic method，auxodrome study and stained with Oil red O for 

determining the cell identity．Results：Using our modified method，primary preadipocytes can be harvested in greater amount compared 

with the original method．The primary preadipocytes could differentiate into adipocytes under the induction of differentiation medium．The 

preadipocytes obtained by our method had the characteristics of preadipocytes．Conclusion：We have established an efficient preadipocyte 

culture method．Our medication method is better than the original method． 
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肥胖已经成为严重威胁人类健康的疾病，儿童 

肥胖在全世界已经开始流行，在经济发达地区和城 

市化发展好的地区尤为明显Ilj。肥胖在生理上表现 

为脂肪细胞数 目的增多和体积的增大 ，新生的脂肪 

细胞主要由前脂肪细胞分化而来，而前脂肪细胞是 

脂肪组织中一类具有增殖和向脂肪细胞分化能力 

的特异化细胞 ，持续存在和作用于人和动物的一 

生，在肥胖的发生中具有重要的作用嘲。由于在体内 

对前脂肪细胞增殖分化的机制进行研究相对困难， 

人们大多数在体外对前脂肪细胞的增值分化机制 

进行研究。一般的消化酶法获得细胞量少，且不易 
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成功[31。因此，本研究对大鼠前脂肪细胞原代培养体 

系进行改良，提供更为稳定的大鼠原代前脂肪细胞 

培养体系，为前脂肪细胞向脂肪细胞分化机制的研 

究和肥胖病因的探索，提供更为有利的技术支持。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 组织来源 重庆医科大学动物中心清洁级 8—10周雌 

性 SD大鼠，断颈处死，无菌取出卵巢、肾脏周围脂肪组织。 

1．1．2 主要实验用品和化学试剂 DMEM／F12培养基(Hy— 

clone公司 美国)，胎牛血清(Hyclone公司 美国)，HEPES、I 

型胶原酶和胰蛋白酶(Gibco公司 美国)，泛酸钙、转铁蛋白、 

胰岛素、青霉素、链霉素均是 Sigma公司产品，其他试剂均为 

分析纯。 
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1 ． 1 3 培 养基 及 主 要 试 剂 的 配 置 基 础 培 养基 ( B C M ) ：取 9 0

m l D M E M ／F 1 2 ， 加入 1 0 m l 胎牛 血 清 ， 配 成 1 0 ％ 的基 础 培养 基 ；

分 化 培 养 基 ( D C M ) ：在 B C M 中 ， 加 人 浓 度 分 别 1 5 m m o l ／L

N a H C O 、 ， 1 5 m m o l／L H E P E S ， 3 3 I- t m o l／L 泛 酸 钙 ， 1 0 0 m g ／L 青霉

素 ， 1 0 0 m g ／L 链 霉 素 ， 1 0 m g ／L 胰 岛素 ， 去 离 子 水 定 容 至 1 0 0 0

m l ；消化液 的配置 ：称 取 胶 原 酶 1 0 0 m g ， 溶人 1 0 0 m l 去 离 子水

中 ， 用 Z e i s s 滤 器 0 ． 2 2 ¨ m 的微孑L滤 膜 正 压 过 滤 除菌 ， 分 装后

一 2 0 ℃ 保存 ；油 红 O 的配 置 ：混 合 0 ． 7 g 油 红 0 ， 溶 于 2 0 0 m l 异

丙 醇 ， 摇 匀 ， 室 温 过夜 ， 用 滤纸 过 滤 收集 ， 加入 1 2 0 m l 蒸馏 水稀

释 。 室 温储存备用 ， 临用 前再 过 滤 2 次 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 酶 消 化 法 培 养 大 鼠前 脂 肪 细 胞 P o z n a n s k i ~ 的胶 原 酶

消化 法 如下 ：在无 菌条件 下 取 出皮下 脂 肪 垫 ， 0 ． 8 5 ％ 的 N a C l 溶

液 洗 净血 块 ， 取 适 量 组 织 ， 放 入 装有 一 定 比例 的 白蛋 白— 碳 酸

氢盐 缓 冲液 、 胶原 酶 和 葡萄糖溶液混 合液 的培 养瓶 中 ， 在 3 7 ℃

孵 箱 中震 荡 消化 1 h ， 低 速 离 心 ， 将 离 心 后 沉 淀 的物 质 移 人 玻

璃 培 养瓶 中 ， 换 液 观 察 。 本实验将原方 法 作如下 改 进 ：( 1 )将脂

肪 组 织 剪 成 0 ． 5 ～ 1 m m
， 大 小 颗 粒 再 进 行 胶 原 酶 消 化 ；( 2 ) 置

3 7
~

C 振 荡摇 床 内分别孵 育 消化 1 、 1 ． 5 ， 3 、 7 ． 5 h 或 1 5 h ， 确定 最

佳 消化 时 间 ；( 3 )消化后 过 滤 并 离心 ：分 别用 1 5 0 、 2 0 0 、 6 0 0 斗 ff l

孑L径 的尼 龙 网将 细胞 过 滤 ， 2 0 0 g 离心 5 ra i n 。 用 吸管 吸 出上 层

漂 浮 的 白色 絮状 物 ， 加 入 少 许 P B S 液 ， 再 以 8 0 0 g 离 心 5 m i n 。

吸 出上 清 液 ， 加 入 1 0 m l 不 含 血 清 的 D M E M ／F 1 2 培 养 基 ， 混

匀 ， 经 2 5 仙 113 尼 龙 网过 滤 ， 3 0 0 g 离 心 3 0 m i n 。 所 得 沉 积 的细

胞 用 5 m l 基 础 培 养 基 制 成细胞 悬 液 ， 吹 打均 匀 ， 接 种 于 5 0 m l

培 养瓶 内 ， 2 。 3 d 换 液 ， 每天 观 察 ， 适 时传代 。

1 ． 2 ． 2 细 胞 活 力 测 定 原 代 培 养 后 用 传 代 消 化 液 将 细 胞 制

成 悬 液 ( 1 0
6 个 ／m 1 ) ， 取 9 滴 细 胞 悬 液 移 入 小 试 管 内 ， 加 1 滴

0 ． 4 ％ 台盼 蓝 溶 液 ， 混 匀 。 在 3 m i n 内 ， 用 血 球计 数板 观 察 并 计

数 。 镜 下 观 察 ， 死 细 胞 被 染 成 蓝 色 。 活 细胞 率 ( ％ )= 活 细 胞 总

数 ／( 活 细胞 总 数 + 死 细胞 总 数 ) 。

1 ． 2 ． 3 细 胞 生 长 曲线 的 绘 制 将 细 胞 悬 液 混 匀 、 计 数 ， 调 整

细 胞 浓 度 为 1 0
s 个／孔 移 入 9 6 孑L板 ， 每孔 10 0 斗 l ， 从 第 1 d 起

每 I d 取 3 孔 细 胞 按 照 马 瑾 瑜 等 f’1的 M TT 比 色 法 法 测 定 前 脂

肪 细 胞 的生 长 曲线 。 取 各 时 相 吸 光 度 平 均 值 ， 以 时 间 为 横 坐

标 ， 吸光 度 ( 表 示 细 胞 相 对 数量 )为纵 坐 标 ， 绘 制 生 长 曲线 。

1 ． 2 ． 4 前 脂 肪 细胞 的诱 导 分 化 取 3 代 内 生 长 良好 的 前 脂

肪 细 胞 ， 常 规 消 化 传 代 于 培 养 瓶 内 ， 用 含 1 0 ％ 胎 牛 血 清 的

D M E M ／F 1 2 培 养 基 培 养 2 4 h 后 ， 用 P B S 液 洗 净 ， 换 用 分 化

培 养 基 进 行 培 养 ， 每 2 ～ 3 d 进 行 一 次 换 液 。

1 ． 2 ． 5 油 红 O 染 色 用 1 ． 2 ． 1 的 方 法 得 到 细 胞 2 4 h 后 加 入

诱 导 培 养 基 ， 细 胞 生 长 一 段 时 间 后 用 油 红 O 染 色 ， 观 察 并 照

相 。

2 结 果

2 ． 1 改 良条 件 的 确 定

组 织 孵 育 消 化 1 、 1 ． 5 ， 3 、 7 ． 5 、 1 5 h 都 可 得 细 胞 ，

消化 1 h 得 到 的细胞 数 量 较 少 ， 不 易 进 行 传代培养 ，

而 消化 1 5 h 得 到 的 细 胞 活 性 极 差 ， 几 乎 不 能用 于 传

代 。 消化 1 ． 5 、 3 和 7 ． 5 h 都 能 得 到 一 定数 量 有 活 性 的

细 胞 ， 但 消化 1 ． 5 h 得 到 的 细胞 数 量 最 多 ， 活 性 最

好 ， 在 1 0 代 以 内进 行 传代都可 以 保持较 好 的 活 性 。

消 化 后 的 细 胞 过 1 5 0 、 2 0 0 、 6 0 0 ¨ 13 3 孑L 径 的 尼

龙 网 均 可 分 离 到 细 胞 ， 1 5 0 ¨ IT l 分 离 的 细 胞 较 少 ，

6 0 0 ¨ m 分离 的细胞 含有 的 杂 细胞 较 多 ， 实验 发 现

2 0 0 u 1T 1 分 离 的 细 胞 数 目较 多 且 成 分单 一

。

2 ． 2 改 良酶 消化 法 大 鼠 前 脂 肪 细 胞 培 养形 态观 察

采 用 改 良后 的 酶 消 化 法 ， 刚接 种 的前 脂 肪 细 胞

呈 圆形 ， 具 有 回 缩 现 象 。 细 胞 接 种 2 4 h 后 大 部分贴

壁 生 长 ， 体 积 较 小 ， 表 现 为 成 纤 维 细 胞 样 的 纺 锤 形

和 不 规 则 的 三 角形 ， 核 浆 比例较 大 。 培 养 2 d 后 ， 细

胞 逐 渐 伸 展 ， 细胞 变扁 呈 梭 形 ， 数 量 开 始增 加 。 5 ～ 6 d

细胞 大 量 增 殖 ， 核 浆 比 例减 小 ， 可 见 核 分 裂像 ， 局 部

细胞 融合呈 漩 涡 状 或平 行 紧密排 列 。 8 ～ 1 0 d 细 胞 生

长 至 9 0 ％ 融 合 时 常规 消化传代 ( 图 1 ) 。

2 _3 前 脂 肪 细 胞 活 力 测 定

活 细 胞 率 在 均 在 9 0 ％ 以 上 ， 说 明 消 化 酶 法 所 得

1 d 3 d 7 d

前 脂肪 细胞 培 养 1 d 时 ， 贴 壁 生 长 ， 体 积 较 小 ， 呈 纺 锤 形 和不 规 则 三 角形 ， 到 第 3 d 可 见 细胞伸 展 变 成梭 形 ， 数量 开 始增 加 ，

到 7 d 时 ， 细 胞 融合呈 现 漩 涡 状 或平 行 排列 。

图 1 不 同培 养 时 间 大 鼠原 代 前 脂 肪 细 胞 培 养 ( x 1 0 0 )
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大 鼠前 脂 肪 细 胞 生 长 天 数 (d )

图 2 大 鼠前 脂 肪 细 胞 生 长 曲线

细 胞 诱 导 分 化 5 d 时 ， 细 胞 逐 渐 由梭 形 变 成 圆 形 ，

体 积 变 大 轮 廓模 糊 ， 胞 浆 内脂 肪 颗 粒 增 多 。

图 3 前 脂 肪 细 胞 诱 导 分 化 5 d ( x 2 0 0 )

的 细 胞 活 力 较 高

2 ． 4 前 脂 肪 细 胞 生 长 曲 线

前 脂 肪 细 胞 生 长 曲线 符 合 原 代 细 胞 的 正 常 生

长 增殖 规 律 ， 根 据 生 长 曲线 ( 图 2 ) ， 前 脂 肪 细 胞 5 d

左 右 进 入 指 数 增 长 期 ， 8 d 左 右 达 到 平 台期 ， 其倍 增

时 间大 约 为 6 0 h 。

2 ． 2 前 脂 肪 细 胞 诱 导 分 化 鉴 定

原 代 培 养 细 胞 贴 壁 后 ， 前脂 肪 细 胞 换 用 分 化 培

养 基 进 行 培 养 ， 增 殖 逐 渐 停 止 ， 形 态 由梭 形 逐 渐 变

为椭 圆 形 或 圆 形 ， 体 积 逐 渐 变 大 ， 胞 膜 出 现 皱 缩 ， 凹

凸 不 平 有 褶 皱 ， 轮 廓 模 糊 ， 胞 浆 内脂 肪 颗 粒 逐 渐 增

多 ， 光 镜 下 呈 晶 莹 透 亮 的 脂 肪 小 滴 ， 部 分 可 融 合 变

大 ( 图 3 ) 。 诱 导 完 成后 ， 油 红 0 染 色 呈 大小 不 等 的橘

红 色脂 肪 滴 ， 提 示 所 培 养 的前 脂 肪 细 胞 具 有 分 化 为

成 熟 脂 肪 细 胞 的 能 力 ( 图 4 ) 。

3 讨 论

目前 ， 国 内外前 脂 肪 细胞 体外 培 养 多 采 用 来 源

于血 管基 质组 份细胞 ( S t r o m a l v a s c u l a r fr a c t i o n ， S V F ) ，

即经 典 的前脂肪 细胞 。 V a n
I‘将 培 养 的 S V F 和 培 养 的

黪 一0 m
0 = j

?

i
—

j ，

“

?

。

。 r
’ 嘲 l冁憩 ‰

一

Ⅳ

l

?

0 i
?

经 诱 导 分 化 的前脂 肪 细 胞用 油 红 0 染 色 ， 被 红 染 的

部 位 为胞 浆 内大小 不 等 的橘 红 色脂 肪 颗 粒 。

图 4 前 脂 肪 细 胞 诱 导 分 化 油 红 0 染 色 ( x 2 0 0 】

成 纤 维 细 胞 比 较 ， 两 种 培 养 以 基 本 相 同 的 速 率 增

殖 ， 倍增 时 间 2 d 左 右 。 本研 究 观 察 到大 鼠前 脂肪 细

胞 体 外 培 养 的 增 殖 速 率 与 皮 肤 成 纤 维 细 胞 的 增 殖

速 率相 近 16 1
， 也 与文 献 报道 的人 的结 果 一 致 I”

。

本 研 究 采 用 改 良后 的酶 消化 法 进 行 培 养 ， 得 到

了形 态 一 致 ， 增 殖 分化 旺 盛 的梭 形 细 胞 ， 经 生 长 曲线

测 定 、 分 化 培 养 、 油 红 0 染 色 ， 均 证 明是 具 有 典 型 特

征 的前脂 肪 细 胞 ， 符合 文 献 提 出 的 3 个标 准 I‘1
：( 1 )来

自脂 肪 组 织 ， 形 态 为梭 形 ， 胞 浆 内无 或很 少 有 脂 肪 颗

粒 ；( 2 )增 殖 迅 速 ， 与来 自同 一 个 体 的 成 纤 维 细 胞 在

倍 增 时 间上 接 近 ；( 3 )在 形 成单 层 汇 合后 能 变成脂 肪

细 胞 ， 胞 浆 内出现 脂 肪 颗粒 。

油 红 0 染 色 可 以 简 便 快 速 的 测 定 体 外 培 养 前

脂 肪 细 胞 的转 化 率 。 有 文献 报道 其 准确 性 和 敏感 性

同前 脂 肪 细 胞 分 化 过 程 中标 志 酶 G D P H 相 似 ， 常用

于 体外前 脂 肪 细胞 的 鉴 定 17 ． 8 1
。 因 此 ， 本研 究 采 用 该

方法 鉴 定前脂 肪 细胞 向脂 肪 细胞 的分化情 况 。

P o z n a n s k i l4 1的胶 原 酶 消化 法 进 行 前 脂 肪 细 胞 的

原 代 培 养 ， 消 化 时 间 短 ， 组 织 的前 脂 肪 细 胞 释 放 不

完全 ， 导 致 获得 的细胞数量 较少 ， 生 长周期较长 。 混

杂 的组 织 块 贴 壁 后 会 有 前脂 肪 细胞 的游 出 ， 导 致 细
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胞分布不均，有的区域已经形成接触抑制，开始分 

化 ，有的区域细胞还很稀疏，较难确定最佳传代时 

机。原方法采用低速离心，细胞沉淀中会}昆杂大量 

的成纤维细胞等杂细胞，成纤维细胞形态和前脂肪 

细胞相似，贴壁以后很难在培养过程中去除。且成 

纤维细胞生长过多，使前脂肪细胞的生长受到抑 

制。同时，正常小鼠胚胎成纤维细胞有 50％可以分 

化为脂肪细胞 。综上所述，用 Poznanski[4]的方法获 

得的细胞不利于前脂肪细胞的体外分化研究。 

胶原酶(又称间质胶原降解酶，金属蛋白酶 I) 

是专门消化细胞基质的一组蛋白酶家族，共包括 

I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ4种胶原酶，它们的作用底物是胶原， 

能使胶原的三维构像分解而成为单束纤维，然后非 

特异性胶原降解酶再对单束纤维进行降解。脂肪组 

织中含有大量胶原，因而一般采用胶原酶分离细 

胞，如用胰蛋白酶，则获得的细胞数量较少。犊牛、 

人前脂肪细胞的培养通常采用 I型胶原酶，我们也 

采用 I型胶原酶对大鼠脂肪组织进行消化。实验中 

我们将各组分别消化 1、1．5、3、7．5、15 h，确定消化 

90 min最为适合。消化时间过短，细胞不能完全释 

放，消化时间过长则会损伤细胞的活性。不问断对 

消化中的细胞进行手动震摇，可以增加组织和胶原 

酶的接触面积，一方面使所需的最佳消化时间缩 

短，一方面还能减少消化酶作用时间过长导致的对 

前脂肪细胞活性的损坏『10l。同时，本实验对前脂肪细 

胞细胞活力的测定表明：经过上述过程的处理后， 

对细胞存活没有明显影响，活细胞率均在 90％以 

上 。 

本实验中，采用 3次离心和 2次滤网过滤，这 
一 点不同于其它学者，他们在用改良酶消化法培养 

前脂肪细胞时，通常只进行 1次过滤和离j~[3,11l。 

200 m滤网过滤后 200 g5 min的离心不仅可以将 

大块的没消化掉的纤维及杂质除去，还能将脂肪细 

胞分离出去，使得到的前脂肪细胞成分均一。同时， 

分离的细胞还可以用于脂肪细胞的培养。第 2次离 

心 800 g 5 min，这种转速之下可以让大部分的脂肪 

细胞胞膜破裂，避免脂肪细胞的混入，减少了操作 

中前脂肪细胞的丢失。第 3次 25 m滤网过滤并 

离心，可以去除混杂的内皮细胞，使分离的前脂肪 

细胞在最大程度上得到纯净。 

实验中没有应用红细胞裂解液去除红细胞，而 

是通过换液来清除，避免了红细胞裂解液对细胞的 

损伤。用一般的基础培养基进行培养，方法简便，满 

足细胞的营养要求，同时避免细胞过早分化，还降 

低了实验费用。 
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