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摘要：为了解罗格列酮对猪脂肪前体细胞诱导分化过程的影响，利用胶原酶消化法分离猪皮下脂肪前体细胞，

采用含50 nmol/L胰岛素、100 nmol/L地塞米松及0.25 mmol/L 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤的分化培养液Ⅰ(对照组)和
在分化培养液Ⅰ中添加100 nmol/L罗格列酮的分化培养液Ⅱ(实验组)两种诱导分化方法对脂肪前体细胞进行诱

导分化，借助实时定量RT-PCR方法检测了细胞分化过程中聚脂相关基因的表达。结果显示：罗格列酮对PPARγ、
C/EBPα、FABP4、FASN和GPAT基因的表达有显著的上调作用，而对PPARα有一定的下调作用。试验组中PPARα、
PPARγ、C/EBPα、FABP4、FASN和GPAT等基因分别于48 h、48 h、48 h、108 h、60 h和24 h达到表达高峰，此时

的表达量分别是诱导前的1.7、48、3.3、487.5、5.8和3.6倍，GPAT同PPARα和FASN基因表达量间均达到显著相关

(P<0.05）；而对照组中PPARα、PPARγ、C/EBPα、FABP4、FASN和GPAT等基因分别于84 h、96 h、48 h、96 h、
36 h和36 h达到表达高峰，此时的表达量分别是诱导前的2.1、11、1.6、216.5、3.5和2.8倍，GPAT同PPARα和FASN
基因表达量间均达到极显著相关(P<0.01）。本实验结果表明：罗格列酮不仅可以极大的促进PPARγ和C/EBPα基
因的表达，还能让其协同达到表达高峰；PPARγ和C/EBPα可能是调控猪脂肪前体细胞分化的关键转录因子；在

脂肪形成过程中，甘油脂类的生物合成可能发生较早，同时PPARα可能主要参与甘油脂类生物合成的调控。 
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Abstract: To investigate the effects of rosiglitazone on porcine preadipocyte during the induced differentiation process,  
we isolated subcutaneous adipose from two days old piglets by using collagenase-digestion method and cultured 
preadipocyte cells in the control and experimental medium, respectively. The control group was under the conditons of 
10% fetal calf serum in DMEM/F-12 (1:1), insulin (50 nmol/L), dexamethasone (100 nmol/L) and 1-methyl- 
3-isobutylxan- thine (0.25 mmol/L), while the experimental medium was added with 100 nmol/L rosiglitazone. The 
expression changes of genes associated with adipogenesis between the two different conditons were measured by using 
qRT-PCR. The results revealed that, in the experimental group, the expression levels of PPARα, PPARγ, C/EBPα, 
FABP4, FASN and GPAT were up-regulated to the maximum at 48 h, 48 h, 48 h, 108 h, 60 h and 24 h after induction, 
respectively, and the change folds of these genes were 1.7, 48, 3.3, 487.5, 5.8 and 3.6, respectively. While, in the control 
group, the expression levels of these six genes were up-regulated to the maximum at different time points (84 h, 96 h, 
48 h, 96 h, 36 h and 36 h, respectively) after induction, and the change folds of these genes were also different (2.1, 11, 
1.6, 216.5, 3.5 and 2.8, respectively). In addition, a good correlation among the expression changes of GPAT and PPARα, 
FASN were all observed at P<0.05 in the experimental group and at P<0.01 in control group. These results indicated 
that the expression of PPARγ, C/EBPα, FABP4, FASN and GPAT were strongly up-regulated, and the expression of 
PPARα was down-regulated under the effects of rosiglitazon. These results suggest that rosiglitazone has a promotive 
effect on PPARγ and C/EBPα. Here, we present three tentatively conclusions. First, PPARγ and C/EBPα might be the 
key transcriptional factors for preadipocyte differentiation. Second, the phospholipids biosynthesis might appear more 
earlier during the process of adipogenesis. Third, PPARα might play an important role in the regulation of phospholipids 
biosynthesis. 
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脂肪前体细胞是一类具有增殖和向脂肪细胞分化能力的特异化了的前体细胞，它的存在和

作用持续于人的一生，与肥胖及Ⅱ型糖尿病都有密切的关系[1,2]。近年来，脂肪前体细胞的诱导

分化方法和脂肪细胞的发育机制受到越来越多研究人员的关注，随着研究的深入广泛开展，各

种诱导方法和诱导因子对脂肪前体细胞进行诱导分化获得成功，其中大多采用胰岛素(Insulin, 
In)、3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(1-methyl-3-isobutylxanthine, IBMX)、地塞米松(Dexamethasone, 
DEX)、碘甲腺氨酸(Triiodothyronine, T3)、罗格列酮(Rosiglitazone, RSG)、胰岛素样生长因子

(Insulinlike growth factor, IGF-I)等单独或联合进行诱导[3~5]，也有采用亚油酸(Conjugated linoleic 
acid, CLA)[6]、促酰化蛋白(Acylation stimulating protei, ASP)[7]等进行诱导。 

前体脂肪细胞分化又称为脂肪形成，是伴随着细胞形态学、激素水平和基因表达协调变化

的一个复杂的生物进程，这些变化受到过氧化物酶体增殖物激活受体α (Peroxisome proliferator- 
activated receptor alpha, PPARα)、过氧化物酶体增殖物激活受体γ (Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma, PPARγ)和CCAAT增强子结合蛋白α (CCAAT enhancer binding protein alpha, 
C/EBPα)等几个转录因子的协同调控 [8~10]。此外，研究发现甘油3磷酸酰基转移酶(Glycerol- 
3-phosphate acyltransferase, GPAT)是甘油脂类生物合成(Glycerolipid biosynthesis)途径的第一酶和限

速酶[11,12]。 
罗格列酮(Rosiglitazone, RSG)属于噻唑烷二酮类(Thiazolidinedione, TZD)，研究表明它通过

结合和活化PPARγ，从而诱导前脂肪细胞分化并增强脂肪聚积，同时可增强细胞对胰岛素作用

的敏感性，减轻胰岛素抵抗[13,14]。但罗格列酮对前脂肪细胞分化过程中聚脂相关基因表达模式

的影响还未见报道，文章通过分离培养猪皮下脂肪前体细胞，采用目前较通用的诱导方法(胰岛

素+3-异丁基-1-甲基黄嘌呤+地塞米松)及该方法补加罗格列酮两种诱导方式对猪脂肪前体细胞

进行诱导，并检测了与脂肪细胞分化启动(PPARα、PPARγ和C/EBPα)、脂肪酸合成(Fatty acid 
synthase, FASN)、转运(Adipocyte fatty acid binding protein 4, FABP4)和甘油脂类生物合成(GPAT)
相关基因的表达模式，旨在了解罗格列酮对猪脂肪前体细胞诱导分化过程中的调控特点，为筛

选更好的诱导方法，继而探索动物脂肪沉积的调控途径提供理论依据。 
1 材料和方法 
1.1 材料 

1.1.1 实验动物 

选择2日龄长白猪与荣昌猪的二元杂交健康仔猪，购自四川农业大学教学实习猪场。 

1.1.2 主要试剂 

DMEM/F12(1:1)培养基、胎牛血清购自Hyclone；I型胶原酶、胰岛素(In)、地塞米松(DEX)、
3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX)和罗格列酮(RSG)购自Sigma；SYBR® PrimeScript™ RT-PCR KIT 
购自TaKaRa。 
1.1.3 培养液的配制 

完全培养液：DMEM/F12基础培养液+10% FBS+100 IU/mL双抗（青霉素＋链霉素）；维持

培养液：完全培养液+50 nmol/L In+100 nmol/L DEX；分化培养液Ⅰ(对照组)：维持培养液+0.25 
mmol/L IBMX；分化培养液Ⅱ(试验组)：分化培养液Ⅰ+100 nmol/L RSG。 
1.2 方法 

1.2.1 猪脂肪前体细胞的原代培养和诱导分化[15]

无菌状态下取2日龄仔猪背部皮下脂肪组织，用含103 IU/mL双抗的PBS漂洗去除血污，剔除

肉眼可见的结缔组织和血管，并剪成1 mm3大小的碎块，用0.1% (w/v)Ⅰ型胶原酶消化液于37℃
水浴锅内消化25 min，通过100 µm尼龙筛过滤，离心5 min(1 000 r/min)，沉淀用完全培养液漂洗

后，用红细胞裂解液室温静置10 min以裂解红细胞，离心5 min(1 000 r/min)，沉淀用完全培养液

漂洗2～3次，将消化分离出的细胞用适量完全培养液稀释，吹打均匀，采用细胞计数系统(Scharfe 
system)进行细胞计数（左光标7.2，右光标11.4），以2×105个/瓶密度接种于细胞培养瓶置培养箱

中(37℃，饱和湿度，5% CO2)培养。对过滤后尼龙筛上的组织块重复消化处理2~3次以保证收获

细胞的数量。 
待原代细胞增殖到足够数量时，用0.25%胰蛋白酶37℃消化收获，细胞按0.5×105个/孔密度

接种于12块6孔细胞培养板，分为2组，每组6块。待细胞长到80%愈合时，分别用分化培养液Ⅰ、

Ⅱ诱导培养48 h，继而用维持培养液继续培养，隔天换液。 
1.2.2 基因表达检测 



各组分别在诱导前12 h(-12 h)，诱导后每隔12 h收集细胞直至120 h，每个时间点均抽取3个
孔(3个重复)提取总RNA。总RNA提取和cDNA的合成、PCR引物的设计及合成、标准品制备，

标准曲线和溶解曲线分析均参照郭玉娇等[16]的方法。引物由上海生工合成，相关信息见表1。PCR
反应体系为25 μL：12.5 μL SYBR® Premix Ex TaqTM，0.4 μL引物(10 μmol/L)，2 μL cDNA模板。

PCR循环参数为：第一阶段95.0℃预变性3 min；第二阶段95.0℃ 10 s，58℃ 30 s，共40个循环。 
1.2.3 统计分析 

采用相对定量解析方法，以ACTB(beta actin)[17~19]作为内参，对扩增效率达到要求的样品，根

据iQTM 5(Bio- Rad)自带分析软件计算各基因各时间点的拷贝数，以目的基因mRNA的拷贝数(最大

拷贝数设为1)与对应样品内参基因mRNA的拷贝数(最大拷贝数设为1)的比值表示基因mRNA的相

对表达量。扩增产物的特异性通过琼脂糖凝胶电泳回收克隆测序确定。运用SAS8.2软件的PROC 
GLM程序进行最小二乘均值分析，结果以最小二乘均值±标准差或最小二乘均值±标准误表示，

均数间的多重比较用Duncan法并进行相关分析[16]。 

 

表1 荧光定量RT-PCR 目的基因引物的相关信息 

基因 引物序列 产物大小（bp） GenBank序列号 

PPARα F: CAGCCTCCAGCCCCTCGTC 
R:GCGGTCTCGGCATCTTCTAGG 381 DQ437887 

PPARγ F: TGACCATGGTTGACACCG 
R: AAGCATGAACTCCATAGTGG 381 NM_214379 

C/EBPα F: AACAACTGAGCCGCGAACTGGA 
R: CTTGAGATCTGGAGACCCGAAACC 170 AF103944 

FABP4 F: TGGAAACTTGTCTCCAGTG 
R: GGTACTTTCTGATCTAATGGTG 148 AJ416020 

FASN F: GGGCCCAGCATCACCATAGACA 
R: GTTCGTGCCCGCATTGAGGAT 228 NM_001099930 

GPAT F: CTCCCCTGCCAGACATTTTACC 
R: ATCGCTGTCTTCATCTTCCTCATC 189 AY284842 

ACTB F: GGACTTCGAGCAGGAGATGG 
R: GCACCGTGTTGGCGTAGAGG 233 SSU07786 

 
2 结果与分析 

两种诱导分化培养液对猪脂肪前体细胞进行诱导分化过程中相关基因不同分化时间点mRNA

相对表达量结果见表2（最小二乘均值±标准差），直观变化趋势图见图1，两种诱导分化方法间

各基因表达量间的比较结果见表3（最小二乘均值±标准误）。 
 

表2 两种方法诱导分化过程中相关基因mRNA表达量的最小二乘均值及多重比较 

基因 
组别 

时间
(h) PPARα PPARγ C/EBPα FABP4 FASN GPAT 
-12 0.40±0.03Eb 0.02±0.00Gc 0.30±0.02C 0.002±0.00Dcd 0.17±0.00Fc 0.26±0.00CDc

12 0.30±0.02Fc 0.03±0.00Fb 0.10±0.00Fd 0.002±0.00Dcd 0.27±0.01Eb 0.30±0.03Cc

24 0.29±0.04Fc 0.06±0.00Da 0.23±0.02D 0.002±0.00Dcd 0.14±0.00Fc 0.31±0.04Cc

36 0.82±0.01Ba 0.02±0.00FGcd 0.42±0.01B 0.001±0.00Dd 0.59±0.05A 0.73±0.18Aa

48 0.56±0.03C 0.05±0.00E 0.49±0.06A 0.003±0.00Dcd 0.48±0.07B 0.55±0.02Bb

60 0.27±0.02Fc 0.03±0.00Fbd 0.05±0.00Ge 0.047±0.00Ca 0.28±0.00Eb 0.09±0.01Ed

72 0.40±0.01Eb 0.09±0.01C 0.16±0.02Ea 0.118±0.01B 0.36±0.02CDa 0.56±0.04Bb

84 0.98±0.03A 0.11±0.00B 0.15±0.01Eab 0.025±0.00CDb 0.37±0.01Ca 0.65±0.08ABab

96 0.84±0.03Ba 0.22±0.01A 0.12±0.01EFbc 0.433±0.04A 0.38±0.02Ca 0.62±0.03ABab

108 0.49±0.04D 0.07±0.00Da 0.05±0.00Ge 0.020±0.00Dbc 0.30±0.00DEb 0.36±0.02Cc

对照组 
 
(诱导分

化液不

含罗格

列酮) 

120 0.39±0.01Eb 0.03±0.00Fb 0.03±0.00Ge 0.024±0.00CDb 0.15±0.01Fc 0.14±0.00DEd

-12 0.40±0.03Ce 0.02±0.00Ge 0.30±0.02Fb 0.002±0.00Ee 0.17±0.00G 0.26±0.00Ff

12 0.28±0.03Df 0.06±0.01FGd 0.65±0.06C 0.003±0.00Ee 0.30±0.00Fe 0.44±0.00Ed

24 0.49±0.02BCcd 0.12±0.01Db 0.75±0.03B 0.005±0.00Ee 0.56±0.02Ca 0.94±0.06Aa

36 0.44±0.05BCde 0.10±0.01DEbc 0.45±0.02E 0.016±0.00Ee 0.36±0.03DEc 0.47±0.02DEd

48 0.68±0.01Aa 0.96±0.04A 0.99±0.02A 0.454±0.01C 0.85±0.02B 0.89±0.02Ab

60 0.68±0.08Aa 0.08±0.00EFcd 0.08±0.01Gc 0.168±0.01Dd 0.99±0.02A 0.52±0.01CDc

72 0.28±0.01Df 0.11±0.01DEb 0.09±0.01Gc 0.236±0.01Dc 0.22±0.03H 0.30±0.02Fe

84 0.42±0.01Ce 0.23±0.03C 0.55±0.06D 0.603±0.06B 0.34±0.02EFcd 0.55±0.02Cc

试验组 
 
(诱导分

化液含

罗格列

酮) 

96 0.25±0.01Df 0.10±0.01DEbc 0.10±0.00Gc 0.209±0.01Dcd 0.31±0.02Fde 0.27±0.00Fef



108 0.51±0.05Bc 0.43±0.01Ba 0.31±0.02Fb 0.975±0.02Aa 0.40±0.04Db 0.53±0.01Cc

120 0.62±0.03Ab 0.42±0.02Ba 0.37±0.02Fa 0.898±0.09Ab 0.55±0.01Ca 0.72±0.04B

注：在同一诱导方法内，上标字母相同者表示同一基因不同诱导分化时间间差异不显著；字母不同者表示差异

达显著水平（P<0.05）（小写字母）或极显著水平（P<0.01）（大写字母）。 
 

2.1 对相关转录因子基因表达的影响 

图1A、B、C和表2、表3结果显示，罗格列酮对PPARγ和C/EBPα基因的表达有显著的上调作

用，而对PPARα有一定的下调作用。实验组中PPARα、PPARγ和C/EBPα均于48 h达到表达高峰，

此时的表达量分别是诱导前的1.7、48和3.3倍；PPARγ基因诱导分化后的表达量始终高于诱导前，

其他时间点均远远小于48 h时的表达量；C/EBPα基因诱导分化后的表达量持续上升，而后有波

动的表达；PPARα基因诱导分化后的表达量先下降，继而上升且有波动的表达。对照组中PPARα、
PPARγ和C/EBPα分别于84 h、96 h和48 h达到表达高峰，此时的表达量分别是诱导前的2.1、11和
1.6倍；PPARγ基因诱导分化后的表达量始终高于诱导前；PPARα和C/EBPα基因诱导分化后的表

达量先下降，继而上升且有波动的表达。
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图1 基因PPARα、PPARγ、C/EBPα、FABP4、FASN和GPAT在猪脂肪前体细胞分化过程中的表达 
M1：对照组（诱导分化液不含罗格列酮）；M2：实验组（诱导分化液含罗格列酮）。 
 

表3 诱导方法间基因表达量的最小二乘均值及多重比较 

基因 对照组 实验组 

PPARα 0.523±0.006A 0.460±0.006B

PPARγ 0.067±0.003B 0.239±0.003A

 B 0.422±0.005A

FASN 0.317±0.005B 0.459±0.005A

06A

C/EBPα 0.193±0.005

FABP4 0.062±0.005 0.324±0.005B A

GPAT 0.415±0.006B 0.535±0.0
注：字母不同表示差异达极显著水平（P<0.01） 

 

2.2 对FASN和FABP4基 的影响

图1D、E和表2、表 示，罗 和FA 达有显著的上调作用。

实验组中FABP4和FASN 别于108 到表达高 表达量分别是诱导前的

487.5和5.8倍；FABP4基 导分化4 量一直较 达到一个高表达峰，继

而下降，后又逐渐增强； N基因诱导分化后 续上升到 达到表达高峰，继而回

落维持一个相对稳定的 ，且表达 诱 。 ABP4和FASN基因分别于

和36 h达到表达 5和3.5倍；FABP4基因在诱导分化

 

因表达  

3结果显 格列酮对FABP4 SN基因的表

基因分  h和60 h达 峰，此时的

因在诱 8 h前的表达 低，48 h时
FAS

表达量

的表达量持

量始终高于

60 h
对照组中F导前

高峰，此时的表达量分别是诱导前的216.96 h
60 h前的表达量一直较低；FASN基因的表达模式和含罗格列酮的诱导分化培养相似。

2.3 对 AT 因表达的GP 基 影响 

图1F和表2、表3结果显示，罗格列酮对GPAT基因的表达有显著的上调作用。实验组中GPAT



基因于24 h达到表达高峰，此时的表达量是诱导前的3.6倍，诱导分化后持续上升到表达高峰，

继而回落维持一个相对稳定的表达量，且表达量始终高于诱导前；GPAT同PPARα和FASN两基因

表达间的相关系数分别为0.68283和0.64233，均达到显著水平(P<0.05）。对照组中GPAT基因于36 
h达到表达高峰，此时的表达量是诱导前的2.8倍，在60 h有一个显著的回落；GPAT同PPARα和
FASN两基因表达间的相关系数分别为0.82496和0.81231，均达到极显著水平(P<0.01)。 
3 讨 论 

本实验中，对照组3个转录因子基因表达高峰出现的顺序为C/EBPα、PPARα和PPARγ；而含

罗格

均有较

用，可能与动物种属和细胞系不同有关。张罕星等[11]以杜长大三元杂交仔猪的原代

培养

或极显著水平(P<0.01）；且GPAT基因在两种诱导方法中均最

早出

lar and hormonal mechanisms. Int J Obesity, 1991, 

 

einze E, Debatin KM, Hauner H. Characterization of a 
e differentiation. Int J Obesity, 2001, 25:8–15. 

 Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, De Ugarte DA, Huang JI, Mizuno H, Alfonso ZC, Fraser JK, Benhaim P, Hedrick MH. 
 of multipotent stem cells. Mol Biol Cell, 2002, 13: 4279–4295. 

[6]

, 

 

4
5974. 

差

[18] ns K,Van Zeveren A, Peelman LJ. Development of a new set of 

列酮的诱导分化培养中3个基因同时达到表达高峰，表明罗格列酮不仅可以极大的促进

PPARγ和C/EBPα基因的表达量，还能让三基因协同达到表达高峰。但为何罗格列酮会下调PPARα
基因的表达，有待进一步研究。 

FABP4在诱导分化早期(36 h前)的表达量极低，之后有起伏的逐渐上升，与诱导分化过程中

脂滴的变化结果相一致。Wang等[10]以3T3-L1脂肪细胞系为对象的研究表明罗格列酮对FABP4基
因的表达有上调作用，而对FASN基因的表达有下调作用，而本实验中罗格列酮对两基因

大的上调作

细胞为对象的研究表明PPARγ和FASN两基因的表达高峰分别出现在12 h和48 h，均早于本实

验所得结果，其原因可能与诱导分化的方法有关。 
GPAT主要参与甘油脂类生物合成，在实验组和对照组中GPAT同PPARα和FASN两基因表达间

的相关系数达到显著水平(P<0.05）
现表达高峰，这些结果暗示在脂肪形成过程中，甘油脂类的生物合成可能发生较早，同时

PPARα可能主要参与甘油脂类生物合成的调控。 
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