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摘要 研究新近发现的猪 Ghrelin (porcine ghrelin，pGhrelin)对猪前体脂肪细胞 Caspase-3活性及其基因表达的影响．采用细
胞培养技术，以仔猪背部皮下前体脂肪细胞为靶细胞，经 0、1、10和 100 nmol/L pGhrelin处理细胞 48 h后，于倒置生物显
微镜下进行脂肪细胞形态学观察．利用 MTT法测定 pGhrelin对细胞增殖的影响．采用分光光度法检测 Caspase-3活性．以
实时荧光定量 RT-PCR方法测定 Caspase-3的基因表达．结果显示，10 nmol/L pGhrelin可以显著降低脂肪细胞 Caspase-3的
活性与 mRNA的表达水平(P < 0.05)，100 nmol/L pGhrelin对猪脂肪前体细胞增殖有极显著促进作用(P < 0.01)．上述结果表
明，pGhrelin可以下调 Caspase-3的活性与基因表达，促进脂肪细胞增殖，抑制脂肪细胞凋亡，其机制可能与 Caspase-3依赖
性凋亡调节信号通路有关．
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脂肪代谢是指脂肪在体内的降解和合成过程及

其调节，与机体内多种生理功能联系密切，并影响

其正常运转．而脂肪代谢紊乱是指正常的脂肪代谢

由于多种因素的综合作用发生异常，是影响健康和

寿命的主要因素之一，也会直接导致代谢综合征与

各种疾病产生[1]．机体内脂肪代谢过程受到多种因

素的调控，诸如营养物质、激素与多种生理活性物

质等．脂肪的沉积是脂肪合成代谢与分解代谢的一

种平衡状态，依赖于脂肪前体细胞的增殖、分化与

凋亡状况，其调控同样受到多种生理机制的参与．

Ghrelin是 Kojima等[2]从鼠与人的胃分泌细胞

中提取纯化出来的，由 28个氨基酸残基构成的多
肽，并被认为是生长激素释放激素受体(GHS-R)的
内源性配基，具有强烈刺激脑垂体前叶释放生长激

素[3～5]、调节机体生长发育[6]、增加食欲[7, 8]、影响能

量平衡[9]和细胞增殖分化与凋亡等生物学效应[10, 11].
而 Caspase-3是在细胞凋亡过程中的具体执行者[12].
因此，研究 pGhrelin对离体猪脂肪细胞 Caspase-3
活性与基因表达影响，有助于进一步揭示 pGhrelin
影响脂肪代谢的分子机制，为代谢综合征与脂肪代

谢紊乱寻找新靶点及其调控途径．

1 材料和方法

1.1 主要材料与仪器

pGhrelin(美国 Phoenix pharmaceuticals 公司 )；
胰蛋白酶、玉型胶原酶、新生牛血清、青霉素、链
霉素、DMEM 及 DMEM/F12(美国 Gibco 公司 )；
HEPES、油红 O(美国 Amresco公司)；牛血清白蛋
白(BSA)、胰岛素和地塞米松(dexamethasone，Dex)
(美国 Sigma公司)；Realtime PCR Master Mix(日本
Toyobo公司)；Trizol总 RNA 抽提试剂盒(广州赛
百盛公司 )；M-MLV 反转录酶 (美国 Promega 公
司 )； RNasin、反转录随机引物、 DNA Maker
DL-2000(日本 Takara 公司 )；Taq DNA 聚合酶、
dNTPs等 PCR反应体系(立陶宛 Fermentas 公司)；
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引物由北京赛百盛公司合成；测序由上海生工生物

技术公司完成．

IX70型倒置生物显微镜(日本 Olympus公司)；
HBPX220 型梯度 PCR 仪 (英国 Hybaid 公司 )；
GDS8000PS 型凝胶成像系统 (美国 UVP 公司 )；
ABI7500型实时荧光定量 PCR仪(美国 ABI公司).
1援2 实验方法

1援2援1 细胞分离与纯化．参照 Akanbi等[13]方法改

进，将 7日龄长白仔猪颈部放血处死，经 75%(体
积比)酒精消毒、晾干，稍后于无菌条件下取出背
部皮下的脂肪组织，以 DMEM培养液漂洗，去除
结缔组织和血管，尽量剪碎至 1 mm3左右，移入

10 ml离心管，4℃离心(800 g) 5 min，弃去 DMEM
液，将剩下组织移入 25 cm2玻璃培养瓶中，用含

0.1% 玉型胶原酶消化液 (10 mmol/L HEPES、
118 mmol/L NaCl、 50 mmol/L KCl、 1 mmol/L
CaCl2、l5 mmol/L D-葡萄糖、1.5% BSA) 37℃水浴
消化 60～70 min，每 15 min用吸管轻轻吹打组织
使其分散，当组织块成絮状后，用 100目网筛过滤
去除未消化的组织块，4℃离心(800 g) 5 min，过
滤，DMEM漂洗，4℃离心(800 g)沉淀后，加入红
细胞裂解液 (154 mmol/L NH4Cl、 5.7 mmol/L
K2HPO4、0.1 mmol/L EDTA)处理 10 min，4℃离心
(800 g)剔除红细胞，用含 10%新生牛血清的
DMEM/F12培养液重悬细胞，计数，台盼蓝检测
细胞活率，按 1伊105 个 /ml 接种，置 37℃、5%
CO2培养箱培养，隔日换液，观察细胞生长情况．

1援2援2 细胞形态学观察．台盼蓝检测细胞活率，并

细胞计数后，用含 5% 胎牛血清及双抗的

DMEM/F12培养液将细胞悬液稀释为 1伊105个 /ml，
在 6孔板中接种 2 ml，在 37℃、5% CO2和饱和湿

度的条件下细胞培养箱内培养．24 h细胞贴壁后，
用无血清培养液[含 5伊10 -7 mol/L 地塞米松、1伊
SITE(Sigma- Aldrich 公司，含 10 mg/L牛胰岛素、
5.5 mg/L人转铁蛋白、2.9伊10-8 mol/L亚硒酸钠、
2 mg/L乙醇胺)、10 mg/L维生素 C、0.15% BSA和
双抗的 DMEM/F12基础培养液]全量换液，以后每
24 h更换培养液，倒置生物显微镜下观察脂肪细胞

形态及生长情况，继续培养至细胞铺满培养板

80%～90%时，用磷酸盐缓冲液洗净后，加入 2 ml
含有 0、1、10和 100 nmol/L pGhrelin等药物的无
血清培养液，37℃培养箱中培养．
1援2援3 细胞鉴定．参照 Ram侏rez等[14]的方法，采用

油红 O染色对背部皮下前体脂肪细胞进行鉴定．
取 1.2.2中无血清培养液培养 216 h的成熟体脂肪
细胞，去除培养液后加甲醛固定液固定 2 h，经
PBS清洗，加油红 O染色，倒置生物显微镜下观
察细胞内聚脂，并拍照．

1援2援4 细胞增殖．利用 MTT法[15]对细胞增殖进行

测定． 将 1援2援1 中分离到的背部脂肪细胞 (1 伊
105个 /ml)按 100 滋l/孔接种于 96孔培养板中，按
照 1.2援2的培养方法换液，48 h后，加入 15 滋l 5 g/L
MTT溶液(终浓度为 0.65 g/L)，放回培养箱继续培
养 4 h 后，终止培养，1 500 r/min 离心并移除上
清，用 PBS清洗 1遍后每孔中加入 150 滋l DMSO，
室温下低速振荡 30 min，选择波长 490 nm，在酶
联免疫检测仪上读取吸光值(A 490)．
1援2援5 Caspase-3活性．采用 1援2援2中细胞培养与处
理方法，经 0、1、10和 100 nmol/L pGhrelin处理
48 h后收集细胞，采用 Caspase-3比色法试剂盒按
照厂家说明进行测定(Medical & Biological Laboratories
Co., LTD, Japan)．
1援2援6 Caspase-3基因表达．
采用实时定量 RT-PCR方法检测了猪脂肪前体

细胞分化过程中 Caspase-3基因的表达丰度．具体
方法为：采用 1.2援2中细胞培养与处理方法，经 0、
1、10 和 100 nmol/L pGhrelin 处理 48 h 后收集细
胞，抽提总 RNA．
各取 2 滋g总 RNA，用随机引物和 M-MLV反

转录酶进行反转录，反转录产物用 1伊TE稀释 4倍
后作为 PCR扩增模板．应用 Primer premier 5.0软
件设计 Caspase-3特异性上下游引物(表 1)．实时定
量 RT-PCR 选用 茁-actin rRNA 为内标基因，在
ABI 7500 荧光定量 PCR 仪(ABI PRISM 7500，美
国)上进行 [16]．实时荧光定量 PCR 结束后，得出
Caspase-3与 茁-actin mRNA的表达丰度．

Table 1 Oligonucleotide sequences of primers
Genes GenBank No. Sequences(5忆→3忆) Product/bp

Caspase-3 AB029345 Sense: TGGGATTGAGACGGACAGT 100
Antisense: AGTAACCAGGTGCTGTAGAAT

茁-Actin AF05483 Sense: TTCCAGCCCTCCTTCCTG 94
Antisense: GGTCCTTGCGGATGTCG
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Fig. 3 Agarose gel eletrophoresis
photo of the total RNA

Fig. 1 Morphocytology observation and dyeinged by
Oil Red O of porcine back adipose layer adipocyte

(a) After cultured 4 h, 200伊 . (b) After cultured 24 h, 200伊 . (c) After

cultured 96 h, 300伊. (d) After cultured 240 h, 300伊.

1援2援7 数据处理．采用 SPSS14.0 软件 (SPSS In.,
USA)对所得数据进行单因素方差分析 (One-way
ANOVA)，并进行 Duncan’s多重比较，P < 0.05具
有显著性差异，所得结果以 x 依 s 表示．

2 结果与分析

2援1 猪皮下前体脂肪细胞的形态学观察与油红 O
染色鉴定

猪皮下脂肪组织采用玉型胶原酶消化法可分离
纯化到前体脂肪细胞，且分散性好、活力强、纯度

高、生长状态良好．本试验采用 0.1%玉型胶原酶
对猪皮下脂肪组织进行消化，可得到分离效果较好

的脂肪前体细胞，经台盼蓝染色检测，细胞成活率

达到 95%以上．分离纯化后的前体脂肪细胞以含
5%胎牛血清的完全培养液接种，2～4 h后少量脂
肪细胞开始逐渐贴壁，伸出伪足，呈圆形或不规则

的多边形，未贴壁细胞为球形(图 1a)．培养 24 h
后，大量细胞开始伸出伪足，变为梭形或多角形，

相邻细胞的伪足之间出现交错，细胞处于相对静止

期，无明显增殖(图 1b)．96 h后细胞增殖迅速，细
胞数量明显增多，脂肪细胞进入对数增长期，单个

细胞体积增大、数量增多，并出现小量的小脂滴

(图 1c)．脂肪前体细胞经诱导分化 96 h 后，细胞
数量已经大量增加，并出现单层汇合状态，出现大

量的圆形脂滴，逐渐向成熟脂肪细胞转化．继续诱

导培养至 240 h，众多的小脂滴开始聚集融合，体
积增大，在细胞内形成多个或单个大脂滴，最后占

据细胞的绝大部分，标志着脂肪前体细胞已分化为

成熟的脂肪细胞，经油红 O特异性染色鉴定发现，

所取细胞为前体脂肪细胞，纯度高，外观典型

(图 1d)．从图 1d还可见脂肪细胞膜已大量破损，
细胞开始消融，凸显凋亡小体，细胞轮廓逐渐消

失，呈现凋亡细胞的典型形态．

2援2 pGhrelin对仔猪原代脂肪细胞增殖的影响
图 2所示，1和 100 nmol/L pGhrelin组与对照组

相比的促增殖效果分别达到显著(P < 0.05)和极显著
水平(P < 0.01)，而 10 nmol/L pGhrelin组也有促增
殖作用，但差异不显著(P > 0.05)．整体趋势显示为
pGhrelin呈剂量依赖性促进猪前体脂肪细胞的增殖.

2援3 原代培养仔猪脂肪细胞总 RNA的抽提
用 Trizol抽提原代培养仔猪背部皮下脂肪细胞

的总 RNA．紫外分光光度计检测 A 260/A 280的比值介

于 1.8～2.0，说明所抽提到的总 RNA 纯度较高．
经琼脂糖凝胶电泳检测表明，总 RNA 的 28 S、
18 S两条带明亮清晰，比例适当，表明所抽提到的
总 RNA无降解、质量高，可作为后续研究应用．

2援4 Caspase鄄3 与 茁鄄actin基因 RT鄄PCR产物琼脂
凝胶电泳分析

由图 4可见，Caspase-3与 茁-actin基因 RT-PCR
产物的琼脂糖凝胶电泳条带清晰并且单一，表明无

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 2 Effects of pGhrelin on the proliferation of
piglet adipocyte in primary culture

Groups in the column diagram with *are siginificantly different (P <
0.05), **are more siginificantly different (P < 0.01), or no letter are
insiginificantly different (P > 0.05) compared with control. 1: Control;
2: 1 nmol/L pGhrelin; 3: 10 nmol/L pGhrelin; 4: 100 nmol/L pGhrelin
(n=12).

0.80

0.75

0.85

0.90

0.95

1.00

*

**

21 3 4
Adipocyte treatment

28 S
18 S
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Fig. 6 Effects of Caspase鄄3 mRNA expression in
piglet adipocyte by pGhrelin(n=6)

1: Control; 2: 1 nmol/L pGhrelin; 3: 10 nmol/L pGhrelin; 4: 100 nmol/L
pGhrelin. *P < 0.05 (n=6).

Fig. 4 Agarose gel eletrophoresis photo of Caspase鄄3

非特异扩增，且条带的大小分别为 100 bp与 94 bp，
为目标基因．

2援5 pGhrelin对猪脂肪细胞中的 Caspase鄄3活性的
影响

从图 5可见，与对照组相比，pGhrelin处理都
降低了脂肪细胞中 Caspase-3的活性，其中 10 nmol/L
与 100 nmol/L pGhrelin组分别达到显著(P < 0.05)和
极显著水平(P < 0.01)．

2援6 pGhrelin 对猪脂肪细胞中 Caspase鄄3 基因表
达的影响

由图 6可知，pGhrelin明显下调猪脂肪细胞中
Caspase-3 mRNA的表达，其中 10 nmol/L pGhrelin

与 100 nmol/L pGhrelin 组差异显著(P < 0.05)，而
1 nmol/L pGhrelin组差异不显著(P > 0.05)．

3 讨 论

3援1 离体培养脂肪前体细胞的形态学观察

体外培养前体脂肪细胞，是研究离体脂肪细胞

增殖分化规律的前题条件．诸多研究表明，脂肪细

胞的分化过程大致如下：a．多能干细胞向脂肪细
胞定向分化，形成间充质前体细胞或称前体脂肪细

胞，为一种尚未出现脂滴的梭形细胞；b．前体脂
肪细胞经过克隆性增殖，形成前脂肪细胞，此时细

胞刚开始出现脂滴；c．前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，形成多室脂

肪细胞内含大量小脂滴；d．多室脂肪细胞随着脂
类在细胞中的沉积，小脂滴逐渐汇集成一个大脂滴

充满细胞的大部分，形成单室脂肪细胞，即成熟的

脂肪细胞[17, 18]．

在本实验所得脂肪细胞的培养过程中，发现细

胞接种后 4 h 开始贴壁，并出现梭形细胞．接种
24 h，脂肪细胞基本都变成了梭形或多角形细胞．
接种 96 h，细胞数目大量增加，并出现小脂滴．接
种 240 h后，大部分脂肪细胞被大脂滴充满．以上
形态学观察基本符合脂肪细胞分化的典型规律，并

经油红 O特异性染色表明，体外培养脂肪细胞取
得成功．

3援2 原代培养仔猪脂肪细胞总 RNA的抽提
利用 Trizol对脂肪细胞总 RNA的抽提，是体

外对脂肪细胞增殖、分化和凋亡调控的重要步骤，

抽取总 RNA，通过凝胶成像系统，能检验出总
RNA的纯度，保证总 RNA的完整性，能提供足够
的 RNA进行目标基因的后续研究．
3援3 Caspase鄄3 基因反转录产物琼脂糖凝胶电泳
以总 RNA 抽提产物为模板扩增出 Caspase-3

与 茁-actin 基因条带，经凝胶成像系统分析，
Caspase-3与 茁-actin基因位于 100 bp和 94 bp的位
置，说明 Caspase-3与 茁-actin目的基因扩增成功．
为后面的实时荧光定量 Q-PCR检测目标基因的表
达量提供了标准品．

3援4 pGhrelin对猪前体脂肪细胞增殖的影响
Ghrelin可通过胃肠道、垂体及下丘脑发挥对

能量平衡的调节作用，是一种促采食的脑肠肽．大

鼠脑室内注射或外周注射 Ghrelin后都有增加摄食
的作用，与脑室内注射 NPY所产生的作用相似[19].
大鼠外周注射 Ghrelin会导致脂肪利用减少而引起

Caspase-3 茁-Actin M2000 bp

2 000

1 000

750
500
250

100

Fig. 5 Effects of the Caspase鄄3 activity in
piglet adipocyte by pGhrelin

1: Control; 2: 1 nmol/L pGhrelin; 3: 10 nmol/L pGhrelin; 4: 100 nmol/L

pGhrelin. *P < 0.05, **P < 0.01(n=6).
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肥胖，脑室内注射会出现剂量依赖性摄食增多和体

重增加[20]．大量研究指出，Ghrelin能促进脂肪细
胞增殖与分化[21～24]．可见，Ghrelin对机体脂肪的
积累与代谢有调节作用．

Kim等[25]研究发现，Ghrelin作用于 3T3-L1脂
肪细胞后，与表达于脂肪细胞的 Ghrelin受体结合，
引起MAPK信号通路激活，IPS1相关的 PI3K活性
升高及 Akt磷酸化增强，此外，Ghrelin还能阻断
由肿瘤坏死因子 琢(TNF琢)激活 Caspase-3诱导的细
胞凋亡途径，从而促进细胞增殖分化，抑制细胞

凋亡．

本实验中增殖研究显示，pGhrelin呈剂量依赖
性促进猪前体脂肪细胞增殖，其机理可能与

pGhrelin降低 Caspase-3的活性与基因表达有关．
3援5 pGhrelin 对猪前体脂肪细胞中 Caspase鄄3 活
性及其基因表达的影响

细胞凋亡的调控机制十分复杂．根据引起细胞

凋亡的刺激不同，有多种途径导致细胞凋亡．目前

认为，成熟神经细胞凋亡经胞外死亡受体诱导和胞

内线粒体损伤两条途经相继激活 Caspases 家族，
并通过它们之间的级联作用调控细胞凋亡 [26]．

Caspase家族(一类天冬氨酸特异性酶切半胱氨酸蛋
白酶)是一组蛋白酶，属于半胱氨酸蛋白酶，在细
胞凋亡的启动和完成中起重要作用，是细胞凋亡的

执行者．蛋白酶一旦被激活，能将细胞内的蛋白质

降解，使细胞不可逆地走向死亡．Caspase家族分
为两类，一类为执行者，如 Caspase-3、6、7，它
们可直接降解胞内的结构蛋白和功能蛋白，引起凋

亡，但不能通过自催化或自剪接的方式激活．另一

类为启动者，如 Caspase-8、9、10接受到信号刺
激后，能通过自剪接而激活，然后引起 Caspase级
联反应[27]．Caspase-3能直接裂解多个重要的结构
与功能蛋白，是细胞凋亡性死亡的最终执行者，是

哺乳动物细胞凋亡的关键蛋白酶[26, 28, 29]．在正常状

态下，Caspase家族都以无活性的酶原(30～50 ku)
形式表达，Caspase 酶原由原结构域、大亚基
(～20 ku)和小亚基(～10 ku)构成．当细胞发生凋亡
时 Caspase可以被蛋白酶裂解，大亚基和小亚基形
成活化的 Caspase．一些 Caspase活化后可以次序
激活其他 Caspase，如 Caspase-9可使 Caspase-3酶
原激活形成具有分解蛋白质活性的 Caspase-3，形
成 Caspase级联反应，促发细胞凋亡[27]．在目前已

知的 14 种 Caspase 中，Caspase-3、Caspase-8 和
Caspase-9与细胞凋亡的关系最为密切，在细胞凋

亡中起执行凋亡的作用[30]．

Caspase-3 在正常细胞中是以酶原形式存在，
受凋亡刺激因素作用后激活，活化的 Caspase-3可
以激活核因子、细胞骨架蛋白及 DNA修复酶等，
引起细胞形态的变化如出现细胞皱缩、DNA裂解、
染色体浓缩和凋亡小体的形成等，最终导致细胞凋

亡，Caspase-3在各种因素启动的凋亡程序中起最
后的枢纽作用[31～33]．研究证实，TNF-琢可以通过激
活 Caspase-3诱导脂肪细胞凋亡，TNF-琢、胰岛素
和 Caspase-3被认为是调节脂肪组织细胞数的途径
之一 [34]． 而 Kim 等 [25]指出，Ghrelin 可以抑制
TNF-琢 诱导的凋亡途径．Zhang 等 [35]研究发现，

Ghrelin可以降低 Bc1-2活性，减少 Bax生成，阻
碍 cytochrome C 释放，抑制 Caspase-3 活性与表
达，抑制脂肪细胞凋亡．此外，据赵宏等[36]研究发

现，酰基化 Ghrelin可以抑制高糖诱导的血管内皮
细胞凋亡及凋亡蛋白 Caspase-3的表达．因此，本
实验通过检测 Caspase-3活性及其基因 mRNA的表
达量，可以揭示 pGhrelin影响脂肪细胞凋亡的分子
机理．

本研究结果表明，猪前体脂肪细胞经 pGhrelin
处理后，Caspase-3的活性都明显低于对照组，其
中 10 nmol/L 与 100 nmol/L pGhrelin 差异显著
(P < 0.05)．而 Caspase-3基因 mRNA表达量检测结
果得出，在离体培养猪前体脂肪细胞中，加入

pGhrelin可以下调 Caspase-3 mRNA的表达．根据
上述实验结果与文献报道，我们推测，pGhrelin能
通过下调猪前体脂肪细胞中 Caspase-3基因 mRNA
的表达，进而降低脂肪细胞中活性 Caspase-3的产
生，减缓脂肪细胞的凋亡速度，从而达到促进脂肪

细胞增殖与脂肪组织的沉积作用．
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Effects of pGhrelin on Caspase鄄3 Activity and Gene Expression
of Porcine Predipocytes in Culture*

TANG Sheng-Qiu1, 2), SHU Gang1), ZHU Xiao-Tong1), WANG Song-Bo1), GAO Ping1),
WANG Xiu-Qi1), ZHANG Yong-Liang1), JIANG Qing-Yan1)**

(1) College of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China;
2) College of Y ingdong Bioengineering, Shaoguan University, Shaoguan 512005, China)

Abstract To investigate the effects of porcine Ghrelin (pGhrelin), a newly discovered peptide on porcine
preadipocyte Caspase-3 activity and gene expression, piglet subcutaneous preadipocytes treated with 0, 1, 10 and
100 nmol/L pGhrelin were cultured for 48 h, and preadipocyte morphology was observed under an inverted
biological microscope, the effects of preadipocyte prolifaration was mesured by MTT, preadipocyte Caspase-3
activity was detected with spectrophotometric method, Caspase-3 gene expression level was determined using
real-time fluorescent quantitative RT-PCR. 10 nmol/L pGhrelin significantly decreased preadipocyte Caspase-3
activity and mRNA expression level (P < 0.05), 100 nmol/L pGhrelin significantly promoted porcine preadipocyte
proliferation compared to control group (P < 0.01). pGhrelin downregulated Caspase-3 activity and expression
mRNA of porcine preadipocyte, induced preadipocyte proliferation and inhibited apoptosis. Caspase-3 dependent
apoptosis regulation signalling was supposed to be involved in the apoptosis mechanism.
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