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大鼠成熟脂肪细胞原代培养方法比较 

张 艳，张晓萍，刘官信，刘友学 

(重庆医科大学附属儿童医院儿保科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探寻体外分离培养大鼠成熟脂肪细胞的最佳方法。方法：采用器官培养法、天花板培养法和改良天花板培养法3 

种不同的原代培养方法，体外培养大鼠成熟脂肪细胞。通过观察显微镜下细胞形态及油红 O染色结果，比较 3种培养方法所培 

养的脂肪细胞的差异。结果：3种培养方法均培养出成熟的脂肪细胞 ，细胞形态一致，其中改良天花板培养法的培养效率最高， 

培养出的细胞形态最好。结论：改良天花板培养方法是一种长期稳定的大鼠成熟脂肪细胞原代培养方法，为进行脂肪细胞的相 

关研究提供良好的技术平台。 
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Efficacy comparison of three primary cell culture methods for 

mature rat adipocytes 

zHANG Yen、et 

(Department of Child Health Care，￡ e Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To identify the best method for isolating and culturing mature rat adipocytes in vitro．Methods：Three 

different primary culture method s，i．e．organ culture，ceiling culture，and mod ified ceiling culture were,used in the present study． 

Mature Sprague-Dawley rat adipocytes were cultured in vitro．Th e cells were observed under microscope and oil red 0 staining 

to compare the distinction of cells with different culture methods in the same condition．Rusu／ts：Adipocytes were successfully 

cultured by the three primary cell culture methods．Cells cultured were highly homogenous．Modified ceiling culture method was 

the best in terms of the efficiency of culturing and cell morphology．Conclusion：Modified ceiling culture，is a long-term  stable 

primary culture method for mature rat adipocyte，providing a good technique platform  for the studies related to adipocytes． 
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单纯性肥胖症是目前世界范围内最受瞩 目的 

营养性疾病 ，近年来由于其发病率急剧增高，被认 

为是本世纪严重危害人类健康的问题【11。肥胖的发 

生是多种生理生化和行为因素综合作用的结果 ，其 

核心在于脂肪细胞的过度增殖和分化 ，生成了过多 

的脂肪细胞。近来越来越多的研究结果表明脂肪组 

织不仅仅是被动的能量储存器官，而且是能分泌多 

种激素类物质的内分泌器官，并与许多慢性非传染 

性疾病的发生、发展密切相关。为了深人了解脂肪 

组织和脂肪细胞的的结构功能及其调节机制 ，有必 

要在体外培养获得成熟的脂肪细胞。 
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目前体外得到成熟的脂肪细胞主要有 2种方 

法：1是诱导前脂肪细胞系分化为脂肪细胞，2是脂 

肪细胞的原代培养。原代脂肪细胞培养是从脂肪组 

织中分离出脂肪细胞，将得到的脂肪细胞作体外培 

养的 1种方法。培养前脂肪细胞并诱导其分化为脂 

肪细胞有助于研究脂肪细胞的分化机制，而为了研 

究完全分化的、成熟的脂肪细胞的功能则主要依赖 

脂肪细胞的原代培养。目前原代脂肪细胞的培养方 

法主要有 2种：器官培养法和细胞培养法。本研究 

对脂肪细胞两种体外培养方法进行比较研究，以寻 

找 1种方便、快捷、高效的脂肪细胞原代培养方法。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器试剂及动物 
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1．1．1 主要仪器和器械 2K15型离心机 为 Sigma公司产 

品 ，IX70一l1l型 倒 置 显 微 镜 为 OLYMPUS公 司产 品 ， 

SHK-99—2型恒温水浴摇床购自北京北方同正生物技术发展 

公 司 ，FORMA31l1型 CO 培 养 箱 为 111errno公 司产 品 ， 

BS—DDS、BBS—SSC型生物洁净工作 台为 BIOBASE公 司产 

品，25cm 一次性塑料培养瓶 、6孑L培养板为丹麦 Nunc公司 

产品。 

1．1．2 主要试剂 DMEM／F12培养基 、新生小牛血清 、I型 

胶原酶购自GIBICO公司，油红 O，异丙醇，多聚赖氨酸购 自 

Sigma公 司。 

PBS缓~ ：pH7．2—7．4，NaCI，KCI，KH2PO4，Na2HPO4"12H20。 

消化液：I型胶原酶 lg／L。 

油红 0工作液：混合 0．7g油红 0与 200ml纯异丙醇，摇 

动 ，室温中过夜，用 Wchatman滤纸过滤 ，用120ml蒸馏水稀 

释 180ml染液，置4℃过夜，滤纸过滤，置 30min后再次过滤， 

可室温放置 6～8个月。 

1．1．3 实验动物 动物来源于第三军医大学大坪医院动物 

中心，雄性 sD大鼠，年龄 6—7周，体重 150g左右。 

1．2 培养方法 

1．2．1 器官培养法 将大鼠脱颈处死，在无菌的条件下分离 

大鼠附睾、腹股沟、肾周等处的脂肪垫，放入装有 PBS的培养 

皿中，转至超净工作台，将脂肪垫移入新的培养皿后 ，仔细去 

除肉眼可见的纤维和血管组织，并用 PBS洗涤 3次，以去除 

血块。按照司徒镇强等的方法培养脂肪细胞 I：用眼科剪剪成 

0．5一lmm，大小的均匀颗粒，小心移入 15ml离心管中，加入适 

量 PBS或 DMEM／F12培养基，以 l O00r／min的转速离心 10min。 

取上层纯脂肪颗粒，轻轻的铺在干燥的25cm 培养瓶底壁上， 

静置 3-5min，脂肪颗粒黏附牢固后缓慢加入含 20％新生小 

牛血清的 DMEM／F12培养基，放入 37℃，5％CO 饱和湿度培 

养箱中进行培养。 

1．2．2 天花板培养法 将大鼠断颈处死，按照 Rodbell的方 

法从脂肪组织中分离脂肪细胞131，在无菌条件下分离大鼠附 
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睾 、腹股沟 、肾周等处的脂肪垫，放入装有 PBS的培养皿中， 

转至无菌工作台，将脂肪垫移转入新的培养皿后，仔细去除 

肉眼可见的纤维和血管组织，用 PBS洗涤 3次 ，以去除血块。 

用眼科剪剪成 0．5一lmm 大小，加入胶原酶 I，37℃水浴振 

荡(100r／min)消化 60～90min，直至形成乳糜样浓稠液体。按 

照 Sugihara等人的方法HI，将消化后的乳糜样物经过滤离心 

后 ，可在液体表面看到一层白色悬浮物，此即为脂肪细胞。以 

l o5的密度移入 25cm 培养瓶中，将培养瓶中加满含 20％新 

生小牛血清的DMEM／F12培养基，倒置放入37oC，5％CO2饱 

和湿度培养箱中培养 ，待细胞牢牢的黏附于培养瓶内表面 

后，再将培养瓶正常放置进行培养，步骤如图 l所示。 

1．2．3 改 良天花板培养法 大鼠的处死和脂肪垫的分离消 

化同天花板培养法 ，按照 Zhang等人的方法IsI，将消化后的乳 

糜样液体加入 4ml PBS，轻轻吹打混匀，通过 250 II1孑L径的 

尼龙网将细胞入离心管中，向离心管中加入 10ml PBS洗细 

胞 3次。以250g／min的转速离心5min，用吸管吸出上清液， 

加入另一试管中，加入 PBS10ml洗细胞，再次离心、去除下清 

液 ，重复此步骤 2次 。再用 lOml含 20％新生牛血清 的 

DMEM／F12细胞培养液洗涤并重悬细胞，调整密度为 2 X 10 

个 ／ml，取 5O l加入每孔 2ml的培养液的 6孔板中，盖以 

20mm X 20mm大小的用多聚赖氨酸处理过的无菌盖玻片。 

放入 37oC，5％C0 饱和湿度培养箱中培养。 

1．2．4 脂肪细胞形态学观察 形态学观察一，在倒置显微镜 

下进行观察；观察二，油红 0染色：细胞 PBS漂洗 2次，加 l 

ml 10％福尔马林固定，室温过夜。60％异丙醇去除福尔马 

林，洗 30min。油红 0染色 lh。60％的异丙醇洗 5s去除染液， 

自来水冲洗 3min。向载玻片上滴 l滴甘油明胶封片，在显微 

镜下进行观察。 

2 结 果 

UnllOCU[ar 

fat,cel[s 

u nitoC

ce．

ula 

s

r e％~ 

p
⋯

readip ocy

。

t e s_
m

Use  ． II O． 

日 一甚 ．．．日  
图 1 脂肪细胞培养方法图示 
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图2 脂肪细胞油红 0染色图片(x200。光镜 ) 图 3 脂肪细胞培养 3d(x200。光镜 ) 

图4 脂肪细胞 3d(x200。光镜 ) 

通过上述 3种方法进行培养均可得到成熟的 

脂肪细胞。在显微镜下观察可见：分离出的脂肪细 

胞悬浮在培养板 ／培养瓶内培养基的表面，细胞大 

小不等，散在分布。在细胞培养的前 2d，细胞与内表 

面的粘附很松弛，从第 3d或第 4d开始，这种粘附 

变得紧密，这时多数细胞为球形。随后，虽然细胞体 

仍为球形 ，但胞质的边缘开始变平 ，向外凸出，其形 

态类似触手 ，在脂肪细胞周围可以见到一些小脂 

滴。这种改变多见于培养的第 5d或第 6d。 

对这 3种脂肪细胞培养方法进行 比较 ，可以看 

出改 良天花板培养法得到的脂肪数量较多，细胞形 

态好 ，体外生长 14d后，细胞仍然存活，经油红 O染 

色后 ，可见散在分布的细胞呈橘红色(见图2、图3)。 

天花板培养法和器官培养法得到的细胞数量较少 ， 

细胞形态不如改 良天花板培养法培养出的细胞 ，且 

细胞生长不是非常稳定(见图 4、图 5)，在体外培养 

过程中细胞逐渐死亡，14d后仅有少量细胞存活。因 

此可以看出改良天花板培养法是一种 良好的成熟 

脂肪细胞体外培养方法。 

3 讨 论 

图 5 脂肪细胞 3d(x200。光镜) 

脂肪组织中的脂肪细胞非常活跃 ，细胞的数量、 

体积和细胞内脂肪含量终生处于动态变化中。肥胖 

症发生的原因就在于体内脂肪细胞数量和体积的 

增加，而最近的研究发现脂肪组织不仅是能量的储 

存器官 ，同时还具有内分泌功能，其分泌的多种活 

性因子能够调控摄食、影响机体代谢活动、免疫反 

应和调节神经内分泌功能，如瘦素、脂联素、抵抗素 

等嘲。脂肪细胞的增殖、分化、凋亡失控及其分泌的 

因子是导致肥胖症及高血压、糖尿病 、高血脂等肥 

胖相关疾病发生的重要致病环节[71。因此脂肪细胞 

体外培养技术对于阐明肥胖相关疾病的发病机制 

有重要意义。 

自1964年 ，Rodbell已经成功的用胶原酶将脂 

肪细胞从脂肪组织中分离l 2l，分离得到的脂肪细胞 

在消化后仍保持有新陈代谢的活性。虽然这种方法 

可以得到新鲜分离的脂肪细胞，但这种细胞易裂解 ， 

无法进行较长时间的观察 ，因此需要建立一种长期 

稳定的脂肪细胞培养方法。 

本研究比较了 3种不同的培养大鼠成熟脂肪 

细胞的方法，结果显示 3种培养方法都可以得到成 

熟的脂肪细胞 ，但在这 3种方法中，改 良天花板培 
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养法培养的脂肪细胞数量较大，油红 O染色鉴定， 

脂肪细胞形态好，生存时间长。与天花板培养法 比 

较，改良天花板培养法去除了混杂的其他种类细胞， 

培养结果更加稳定 ，得到的细胞不仅数量多，且更 

加纯正；相对于天花板培养法需要将培养瓶充满所 

需要的培养基量(25cm2培养瓶需 50ml培养基)，改 

良天花板培养法只要每孔 2ml培养基即可(6孔板 

需 12ml培养基)，节约了大量培养基，而且培养后 

可直接在盖玻片进行如染色、免疫组化的操作，更 

简便直接。与器官培养法比较，改良天花板培养法 

培养虽然步骤较多，但其培养所得的细胞均一，形 

态一致 ，细胞存活率高，而器官培养法培养所得的 

细胞 ，除脂肪细胞外，还混杂有前脂肪细胞、内皮细 

胞等其他细胞。天花板培养法与器官培养法比较， 

器官培养法的操作虽然简便，无胶原酶消化的步 

骤，但由于脂肪细胞主要由脂滴构成，密度小于水， 

脂肪细胞悬浮于培养基表面，这样培养出的细胞仅 

有少量为脂肪细胞。这 3种方法比较，器官培养法 

步骤最少，操作最简便，但培养的细胞数量最少，天 

花板培养法与改良天花板培养法操作步骤相似，但 

天花板培养法混杂其他种类细胞 ，所需培养基较 

多，且不便于后续操作。因此，我们认为改良天花板 

培养法是一种行之有效的成熟脂肪细胞体外培养 

方法 。 

在本实验中，为了探索最合适的胶原酶 I消化 

时间，分别将脂肪组织在相同条件下用胶原酶 I消 

化了 1、3．5、7、15h后再进行培养，结果证实消化 lh 

为最适宜消化时间，所得的脂肪细胞长期培养结果 

最好。随着胶原酶消化时间的增加，从脂肪组织中 

分离出的细胞数量也有所增长，但能够长期存活的 

细胞数量却相对减少 ，当用胶原酶 I消化 15h后 ， 

分离出的脂肪细胞的数量最多，而培养 24h后 ，大 

部分细胞死亡 ，分析其为细胞被胶原酶过度作用， 

造成严重损伤 ，使细胞粘附能力和散播能力下降所 

致。 

本研究成功建立了一种长期稳定的大鼠成熟 

脂肪细胞培养方法 ，获得了形态均一、生长稳定的 

大鼠成熟脂肪细胞，为进一步研究肥胖症的发病机 

制、脂肪组织的内分泌功能奠定了基础。 
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