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体内研究脂肪酸摄取新方法的建立和评估 

刘 军 ，左国庆z，阮雄中 ，陈压西 ，杨 萍 

(1．重庆医科大学脂糖代谢『生疾病重庆市重点实验室，重庆 400016；2．重庆市中医院消化内科，重庆 400021) 

【摘 要】目的：利用荧光标记的长链脂肪酸，建立一种用于评估动物外周组织游离脂肪酸摄取能力的新方法，为研究体内脂肪 

酸代谢提供新途径。方法：小鼠腹腔注射和尾静脉注射氟化硼二吡咯荧光标记脂肪酸类似物(BODIPY FL C16)，荧光显微镜下 

观察肝脏和脂肪组织荧光强度。对肝脏和脂肪组织进行脂质抽提，并用酶标仪检测血清、肝脏和脂肪组织相对荧光强度。结果： 

腹腔和尾静脉注射 BODIPY FL C16后均能在小鼠血清『(32 096±2 053)RFU；(22 933±2 430)RFU]，肝脏【(40．90±5．08)RFU／ 

mg；(25．70±6．53)RFU／mg]和脂肪组织[(576±90)RFU／mg；(4．990±0．586)RFU／mg]检测到增强的荧光信号(P=-O．000)；腹腔注 

射 BODIPY FL C16的浓度与外周组织的荧光强度呈正相关( 0．000)；腹腔注射 BODIPY FL C16在 30—100 rain能够维持一个 

相对脂肪酸代谢的稳态。结论：成功建立了一种体内研究荧光标记脂肪酸摄取的新方法，该方法具有稳定性、重现性，能够准确 

地反映外周组织脂肪酸摄取情况。 
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【Abstract]Objective：To establish a new method for assessing fatty acid uptake of peripheral tissues in animals by using the fluores一 
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cence labeled long chain fatty acid，and to provide a new way to 

study fatty acid metabolism in vivo．Methods：The fluorescence 

intensity of the liver and adipose tissue was observed under a 

fluorescence microscope after intraperitoneal(ip)or intravenous 

(iv)injection of Dipyrromethene Boron Difluoride fluorescence 

labeled fatty acids analog(BODIPY FL C16)in mice．While 

the relative fluorescence intensity of the sclqlm，liver and adipose 

tissue was detected with a microplate reader．Results：Enhanced 
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fluorescence intensity was observed in the serum[ip(32 096±2 053)RFU；iv(22 933-I-2 430)RFU]，liver[ip(40．90±5．08)RFU／mg； 

iV(25．70±6．53)RFU／mg]and adipose tissue[ip(576±90)RFU／mg；iv(4．990±0．586)RFU／mg】after both ip and iv injection of 

BODIPY FL C16(P=-O．ooo)．The relative fluorescence intensity in tIle pedpheral tissues was positivelv correlated with the concen- 

tration of the injected BODIPY FL C16(P--O．ooo)．Besides．the BODIPY FL C16 after ip injection could maintain metabolically stable 

between 30 to 100 min．Conclusion：A new method for investigating the fatty acid uptake in vivo by using fluorescence labeled fat— 

ty acid is successfully established． This method is stable，reproducible and can accurately reflect the ability of peripheral tissues to 

uptake the fatty acid． 

【Key words]fatty acid；metabolic disease；liyer；adipose tissue ． 

脂肪酸代谢在过去半个多世纪一直是肥胖、脂 

肪肝等代谢性疾病研究中的热点_【l】o细胞的脂肪酸 

代谢稳态包含对游离脂肪酸的摄取、脂肪酸的内源 

性合成、脂肪酸的B氧化及脂肪酸酯化的动态平衡圈。 

肝脏是脂质代谢最旺盛的器官，也是最易发生脂质 

异位沉积的部位【3】。有研究结果证实，非酒精性脂肪 

肝 non—alcohol fatty liver disease，NAFLD)患者肝脏 

脂肪沉积有大约 59％来源于血循环中的游离脂肪 

酸 ．提示细胞对游离脂肪酸的摄取可能是 NAFLD 

等代谢性疾病发生发展中的关键环节。然而，目前 

对于脂肪酸摄取机制的认识仍有局限，受制于体内 

脂肪酸摄取模型的建立及发展。鉴于国内外对于 

体外脂肪酸摄取的方法学应用已日渐成熟l5J，而 

研究体内脂肪酸摄取的方法主要依赖于正电子发 

射断层显像(positron emission tomography，PET)和单 

光子发射计算机化断层显像(single photon emission 

computerized tomography．SPECT)来检测 11碳棕榈 

酸和放射性元素氟一18标记的脂肪酸类似物。由于 

这类方法具有放射性、价格昂贵以及检测设备要求 

高等特征而没有得到广泛应用[61。因此，建立和发展 
一 种更为简单的、价格低廉的、可广泛应用的体内 

研究脂肪酸摄取的新方法已迫在眉睫。与此同时， 

利用该方法来探讨脂肪酸在外周组织转运的机制， 

了解 NAFLD等代谢性疾病的发病机制以及发现新 

的治疗靶点具有非常重要的意义。本研究旨在建立 
一 种利用氟化硼二吡咯荧光标记饱和长链脂肪酸 

(BODIPY FL C16)来研究体内脂肪酸摄取的新方法。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

本实验小鼠均来源于重庆医科大学动物实验中心，选取 

雄性 8周龄 C57BL／6J小鼠 36只。腹腔和尾静脉注射 BOD— 

IPY FL C16后荧光信号检测试验小鼠(各 10只)，均随机分 

为对照组及 BODIPY FL C16组(n=5)；比较腹腔注射不同浓 

度 BODIPY FL C16后小鼠外周组织荧光强度：12只试验小 

鼠随机分为 4组 ：对照组 、20 Ixmol／L组、60 txmol／L组和 200 

~mol／1组(n=3)；观察不同时间点小鼠血清中相对荧光强度 

的变化(共 4只试验小鼠)。 

1．2 主要实验试剂和设备 

荧光枥 i 旨肪酸(BODIPY FTJ C16。美国Invitrogen公司)； 

牛血清白蛋白(BSA，上海生工生物公司)；磷酸盐粉末(北京 

鼎国昌盛公司)；戊巴比妥钠(美国 Sigma—Aldrich公司)；异 

丙醇(上海生工生物公司)；正庚烷(上海生工生物公司)；浓 

硫酸(重庆川I东化工公司)；低温高速离心机(美国 Thermo公 

司Sorvall ST 16型)；酶标仪(美国BioTek公司H1MFD型)； 

正置荧光显微镜(德国 Carl Zeiss公司 Axio Imager A2型)；冰 

冻切片机(Leiea CM1950型)；全自动样品碾磨仪(上海净信 

科技有限公司 TDZS—WS型)。 

1．3 方法 

1．3．1 动物的处理 称取并记录各组小鼠体质量，按小鼠体 

质量 O．01 mL／g．用 1 mL注射器通过小鼠腹腔注射适量 2％戊 

巴比妥钠溶液，对小鼠进行麻醉处理。将 BODIPY FL C16用 

PBS配制成4 mmol／L的储存液，随后用 BSA溶液以梯度 

稀释的方式分别配成 20、60、200 p~mol／L 3个浓度的 BOD— 

IPY FL C16注射液，其 中保证 BODIPY FL C16摩尔浓度与 

BSA摩尔浓度比为 1：2rn。于解剖台上固定小鼠后，用 1 mL注 

射器向BODIPY FL C16组小鼠腹腔或者尾静脉注射 100 

BODIPY FL C16混合液，对照组小鼠注射 100 PBS溶液， 

然后闭光处理。一定时间后，用组织剪以十字切 口开腹，剪开 

膈肌开胸固定后，用 1 mL的注射器针头在心脏 10点钟方向 

穿刺人小鼠的右心房内，缓慢抽取静脉血 0．5～1．0 mL，放于 

备好的 1．5 mL EP管中，室温下静置分层。取 50 mL的注射 

器．并连接头皮针后在5点钟方向用针头刺人小鼠的左心房 

内后 ，缓慢向心房内灌注 PBS，待肝脏明显肿胀后在下腔静 

脉上剪一个小缺 口，使循环血液从缺 口中流出，继续灌注 

PBS溶液直至肝脏组织颜色变白后停止灌注。用眼科镊和眼 

科剪轻轻剥离出小鼠肝脏和脂肪组织，放入装有 PBS溶液的 

培养皿中清洗残留血液后 ，用于组织冰冻切片和脂质抽提。 

1．3．2 小鼠肝脏和脂肪组织荧光显像 闭光后取适量包埋 

后肝脏和脂肪组织于冰冻切片机上切片，厚度为 10 txm 贴于 

载破片上；每张载破片滴 10 防淬灭剂，并用盖破片封片； 

封片后于荧光显微镜 200倍下拍照。 
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133 m液相埘荧光强度的榆测 墩心脏 m于 1．5 mL EP 

管中，静置至分层后 3 000 r／min离心 10 rain：小心抽取上层 

血清 100 IL1 (ifl1．清较少【1J 稀释) 】：96孔板中，同时川 10O 1． 

PBS溶液作空rI对照， 酶标仪下(澈发波长／发射波K=488／ 

515)榆测荧光强度 

1．3．4 肝脏和脂畴组织卡I1埘荧 强度的检测 称取 50～100 

mg肝脏和脂盼组织于 2 mIJ El 僻IJl，JJJ】入 500 iLL RIPA溶液 

和消毒后的磁珠 ，置 令自动佯tl『I碾膳仪对称化置，70 Ilz， 

90 S匀浆：川镊 r墩⋯徽珠 ，l8 000 r／rain离心 5 Illin；舣 

400 Ixl I 清于 2 m1 EP僻『f1．』Jl1入 3 f 体积的Dole’̈ eagent 

溶液(正厌烷：异『人』醇：2N硫酸=10：40：1)，存 I 液小加入 5％r~9 

【I 庚烷以增』Jl1有机 ．I 下颠倒 J 进行脂质抽提I J：静置 

5 min ，18 000 rhnin离心 10 min；取 j 清中有机相 10O I 

于 96孑L板『f1， 酶标仪下(激发波K／发射波长=488／515)榆 

洲荧光强度 

1．4 统计学分析 

运Jfj Graphpadp J。ism 5．0统 汁软件对各实验结果的数 

进行统计分析，本 蛉所 ‘的数据均以均数 ±标准差(x-4- ) 

表永 采川 I大J素方蓐分析法f1l，榆验进行进一步统计分析． 

检验水准 =O．05、 

2 结 果 

2．J 小鼠腹腔和尾静脉注射 BOI)Il1、 FI cI6后均可在外周 

组织 中检测到 荧光信号 

2．1．1 腹腔注射 I{()DIPY FI Cl6 荧光信号的检测 腹腔 

注射是指将药物沣入动物[rJ肠道浆膜以外 、腹膜以内的汪身1J 

方式 ．考虑刮腹 注射 肠系腆 【：段静脉血液同流至f J静 

脉．有 ‘过效应 ，会导敛药物的损耗 ， 此给予每只小鼠 射 

200 tJbllllnO1／1 1~OI)IPY FL C16 100 I ，20 rain后迅速采取心 

脏I札、Hr脏和脂肪组织．肝脏 脂肪绀织冰冻切片后 荧)匕 

微镜下观察荧光强度 、如【皋1 l所爪，在肝脏和脂肪组织巾 

BOI)IPY FI Cl6组的荧光 度乖I r照组相 比明 增j虽 同 

时．通过脯标仪枪测m清 、肝肌 脂胁组织 rf1的十n埘荧光强 

度 ．发现 BODIPY FI C16组m清l(32 096-4-2 053)RFU VS． 

(626．0 4-59．6)I U】(，=34．27，P=0．000)、肝Jjjj=【(40．90±5．08) 

RFU／mg vs，(4．730±0．5l9)RFII／ragl(，=14．25，P--O．000)l千11目旨 

肪组 {『(576±90)RFLdmg v ．(2．570±0．728)RFU／mgl(f= 

l5．85． n0()0)nt⋯-．x0‘荧光 f 数似揶明 升高，女fJ 2所，J ．． 

2．1．2 尾静脉注射 BOI)IIW C16 荧光信 的检测 静 

脉注射足最 fJ：接的给药力‘式之一 ，药物直接进入m液循环 ， 

经 静脉 流心脏后lIf傲 ⋯，划达令身符个部位，起效快 ， 

损牦也小 给 每 小鼠尾静脉 射 20 t~mmol／l BOI)IPY 

c】6 lo0 I ．5 I11 取m清 、JJf 切旨肪组织 ．荧光 微 

镜和酶标仪检洲 ‘法均能脱察刮尾静脉注射 BODIPY F1 

C16 清『(22 933±2 430)RFU V．(846±127)RFU1(I= 

20．29，P=0．000)、H1‘』]『{：l(25．70 4-6．53)RFU／nig VS．(2．500 4- 

0．534)RFUkngI(t：5．884，P=O．ooo)及脂肪I(4．990 4-0．586)RFU／ 

mg VS．(2．570 4-0．646)RFU／nigl(『=8．112，P=O．000)组 织荧 光 

强度都叫 增强．如 3、 4所，J÷ 、 

脂肪 

Ht 『Ⅱ]· 

图 1 腹腔注射 BODIPY FL C1 6后脂肪和肝脏组织荧光显像 

(200×) 

Fig．1 Fluorescence micrographs of the adipose and liver tissue 

after ip injection of BODIPY FL C1 6(200 X) 
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Fig 2 Relative fluorescence intensity of the serum．adipose and 

liver tissue after ip injection of BODIPY FL C1 6 
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脂肪 

肝脏 

对照组 BODIPY FLCI6组 

图3 尾静脉注射 BODIPY FL C1 6后脂肪和肝脏组织荧光显像 

(200×) 

Fig．3 Fluorescence micrographs of the adipose and liver tissue 

after iv injection of BODI PY FL C1 6(200×) 

一 30 0o0 

： 2()0oo 

魁 
- -

E4 10 000 

0 

强 
-  

() 

35 

一 0 

I1．脂肪 

■■ii一  

●而一 

ir 1n  

C．HI：脏 

a ：Lj对照组比较，P<O．05 

图 4 尾静脉注射 BODIPY FL C16后血清、脂肪和肝脏组织的 

相对荧光强度 

Fig．4 Relative fluorescence intensity of the serum ，adipose and 

liver tissue after iv injection of BODIPY FL C1 6 

2．2 注射不同浓度 BODIPY FL C16对小鼠外周组织荧光强 

度的影响 

鉴于腹腔注射 BODIPY FL C16后小鼠外周组织荧光强 

度增高更为明显．本课题组决定采用腹腔注射的方式来了解 

注射不同浓度 BODIPY FI C16后外周组织荧光信号强度的 

变化，选取 20、60、200 Ixmmol／L 3种浓度，20 min后用酶标 

仪检测肝脏和脂肪组织荧光强度，肝脏组织 20~mmol／L组 、 

60 I．Lmmol／I 组 、200 Ixmmol／L组荧光强度分别为(0．283± 

0．015)、(7．070±0．776)、(38．600±1．660)RFU／mg，脂肪组织 

20 I~mmol／L组 、60 p．mmol／l 组、200 p,mmol／L组荧光强度分 

j；1为(5．420±0．814)、(21．300±2．680)、(553．000±21．900)RFU／ 

mg，可见随着 BODIPY FI C16浓度的升高，肝脏(F--]793， 

o．ooo)和脂肪组织(F=I l 18。P=0．000)的荧光信 号强度逐渐增 

强 ．如图 5所示． 

3O 

加 

10 

0 

脂 肪 

=： 

鹱 
量 

肝脏 

a：与20 txmol／L组比较，P<O．05；b：与 60 txmol／1 组比较．P<0．05 

图 5 腹腔注射不同浓度 BODIPY FL C16后脂肪和肝脏组织 

相对荧光强度 

Fig．5 Relative fluorescence intensity of the adipose and liver 

tissue after ip injection of different doses of BODIPY FL C1 6 

2-3观察不同时间点小鼠血清中相对荧光强度的变化 

为进一步了解在注射等量的 BODIPY FL Cl6以后 ，不 

同吸收时间对血清中相对荧光强度的影响，分别在注射 20 

p,mmol／L BODIPY FI C16后 0、15、30、45、60、80、100、120、 

l80、300 min l0个时间点比较血清巾FFA相对荧光强度，结 

果如图 6所示．m清巾FFA的荧光强度在 0～30 min呈现急 

剧增长．30 100 min为一个相对稳定的阶段，120 min开始下 

降．． 
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图6 腹腔注射 BODIPY FL C16不同时间点血清相对荧光强度 

Fig．6 Relative fluorescence intensity of the serum at different 

time points after ip injection of BODIPY FL C16 
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3 讨 论 

氟化硼二吡咯(dipyrromethene boron difluoride， 

BODIPY)荧光物质是一类新兴的染料，具有高的荧 

光量子产率、高的摩尔消光系数、良好的光稳定性、 

对 pH不敏感等优点 。长链脂肪酸(1ong—chain fatty 

acid，LCFA)是合成磷脂、甘油三酯和胆甾醇酯类的 

主要原料之一，同时也是能量代谢反应的底物lJ01，了 

解细胞 LCFA的摄取和转运机制对于理解 NAFLD 

等代谢性疾病的发病机制以及发现新的治疗靶点 

具有重大意义。近年来，BODIPY标记脂肪酸类似物 

已经成为一个非常有用的工具研究细胞脂肪酸摄 

取及代谢【ll】_其中以 BODIPY FL C16在肝细胞和脂 

肪细胞中的研究最为广泛且 日渐成熟【5I ，为本课题 

组建立体内BODIPY FL C16摄取的动物试验提供 

了理论依据 

考虑到体内 BODIPY FL C16摄取方法学的准 

确性和可重复性．课题组采用了腹腔注射和尾静脉 

注射 2种不同方式，同时采用了荧光显微镜显像和 

酶标仪检测相对荧光强度 2种方法来增加试验结 

果的真实性 ，结果显示无论是腹腔注射还是尾静脉 

注射都能够在外周组织检测出增强的荧光信号。由 

于2种注射方式在体内的代谢途径不同，从实验结 

果也可以看出，腹腔注射 BODIPY FL C16主要摄取 

组织为脂肪组织，而尾静脉注射 BODIPY FL c l6主 

要摄取组织为肝脏 ，因此试验过程中可根据具体的 

试验条件和 目的选择注射方式 。由于腹腔注射 

BODIPY FL C 16后小鼠肝脏和脂肪组织荧光强度 

均呈数量级增加。同时在动物实验中腹腔注射应用 

更为广泛，因此课题组采用了腹腔注射的方式来研 

究不同浓度 BODIPY FL C16对小鼠外周组织荧光 

强度的影响和同一浓度不用时间点小鼠血清中相 

对荧光强度的变化。本课题组不仅发现体内注射 

BODIPY FL C16的浓度与外周组织的荧光强度呈 

正相关 ，而且发现了血清中荧光标记的FFA在 30～ 

100 min能够维持一个相对稳定的状态，提示脂肪 

酸代谢相对稳定的时间段 

为保证该方法的生物学重复和技术性重复．在 

实际操作过程中，有以下几方面需要注意：①整个 

实验过程中应操作迅速，严格闭光 ，防止荧光降解 ： 

②小鼠须麻醉后在相同解剖学位置注射等量 BOD— 

IPY FL C 16；③选取相同解剖学位置的肝脏和脂肪 

组织进行荧光强度检测；④用 Dole’s reagent溶液进 

行组织脂质抽提时，须上下颠倒混匀后静置。 

综上所述．本研究旨在建立一种更为简单且价 

格低廉的研究体内脂肪酸摄取的方法，在细胞荧光 

标记脂肪酸摄取实验的基础上建立了有结构、有组 

织、有系统的体内荧光标记脂肪酸摄取的新方法， 

从而更加真实地模拟人体脂肪酸代谢和稳态，同时 

也弥补了国内在体内脂肪酸摄取模型建立的空白， 

也为广大研究脂肪酸在外周组织的转运机制以及 

NAFLD等代谢性疾病的发病机制的科研工作者提 

供了新的曙光。 
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