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波形纤维蛋白在前体脂肪细胞分化中的表达
Ξ

田志华,杨公社
(西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　采用免疫组化 (H IGH 2SABC)法对前体脂肪细胞分化中波形纤维蛋白的表达进行了定性和定量检

测,并结合计算机图像分析系统对细胞形态参数值 (细胞总面积、胞核面积、细胞周长、等效直径及胞核质比)进行

了分析。结果表明: (1)波形纤维蛋白参与前体脂肪细胞分化的全过程,而且其表达具有明显的时间依赖性——随

分化的进行呈下降的趋势,染色模式为细胞质; (2)在前体脂肪细胞积聚脂滴向脂肪细胞分化的过程中,细胞总面

积、胞核面积、细胞周长和等效直径总的呈上升趋势,胞核质比呈下降倾向。
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　　波形纤维蛋白 (vim en t in )是细胞骨架成分之

一,属于Ë型中间纤维。波形纤维蛋白不仅在中胚层
起源的细胞有表达,而且在体外培养的细胞中和许

多未分化的细胞中表达[1, 2 ]。部分终末分化细胞用其

特异的中间纤维蛋白部分或完全代替波形纤维蛋

白[3 ]。脂肪细胞属于中胚层来源的细胞,其中间纤维

蛋白为波形纤维蛋白。国外早在 20世纪 50年代就

已开始对脂肪细胞中间纤维的研究,而国内对这方

面的研究尚未见文献报道。本试验采用免疫组化技

术和图像分析仪,对波形纤维蛋白在前体脂肪细胞

分化中的变化进行定性、定量研究,探索脂肪细胞分

化过程中细胞形态参数的变化规律,以期为体脂过

多沉积的调控研究提供新的线索。

1　材料和方法

1. 1　试验动物

　　SD (Sp rague2D aw ley)大鼠 (白色, 雄性, 20 日

龄, 体重 70 g 左右)购自第四军医大学实验动物研

究中心。脂肪组织取材于腹股沟、附睾远端和肾周

围。将大鼠断颈处死,用体积分数 75%酒精浸泡消

毒, 无菌状态下取出脂肪组织, 除去血管和结缔组

织,剪成 1 mm 3 的碎块。

1. 2　主要试剂和仪器

鼠抗大鼠 vim en t in 单克隆抗体 (M cA b V im ,

V 9 )、免疫组化 (H IGH 2SABC)染色试剂盒 (武汉博

士德生物工程有限公司) ; DAB (华美生物工程公

司) ; H P IA S2100高清晰度彩色图文分析系统 (上海

同济大学)。

1. 3　方　法

1. 3. 1　细胞爬片的制备　将切碎的脂肪组织块加

入 2倍体积的消化液 (M 199+ 20 göL 牛血清白蛋
白,临用时加入胶原酶É ,质量浓度为 1 göL ) , 37 ℃

消化 60 m in, 然后依次过孔径为 0. 074 和 0. 027

mm 的尼龙网, 2 000 röm in 离心 10 m in,弃上清液。

加红细胞裂解液 (154 mmo löL N H 4C l+ 10 mmo löL
KHCO 3 + 0. 1 mmo löL ED TA ) ; 室温放置 10 m in,

然后换无血清培养液洗 3遍,再将 5×104 cm - 2的细

胞悬液直接滴于载玻片上,放置于体积分数为 5%

CO 2 培养箱培养 (35～ 37 ℃, 加湿至90%～ 95%饱

和度) 2～ 3 h 后, 再加入适量的培养液, 1 d 后换培

养液 (M 199+ 50 nmo löL 胰岛素) ,此后 2 d 换 1次,

直到 8～ 10 d 后出现成熟的脂肪细胞。

1. 3. 2　波形纤维蛋白的免疫组化特异性染色　自

接种日起, 每隔 1 d 取一批细胞爬片用 H IGH 2
SABC 法进行波形纤维蛋白的免疫组化特异性染

色,显色用DAB。所设阴性对照以正常兔血清替代

一抗。观察阳性的标准:光镜下胞浆出现棕黄色物质

者为阳性。

1. 3. 3　计算机图像定量分析　用H P IA S2100高清

晰度彩色图文分析系统, 40倍物镜下对免疫组化染

色不同时间点细胞波形纤维蛋白表达的平均灰度

(灰度分级为 0～ 255 级, 0 级为最黑的灰度, 255 级
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为最浅的灰度,灰度值愈小表明染色强度愈强)及形

态参数 (细胞总面积、胞核面积、细胞周长、等效直

径)进行定量分析,共 10 个试验组,每组 4 个重复,

每重复随机选取 6个视野,每视野观察 20个细胞。

1. 3. 4　统计学处理　各组实验数据以均值±标准

差即 (x±s)表示。采用 SPSS 统计软件进行单因素

方差分析 (O ne W ay ANOVA ) ,有显著性差异者再

进行多重比较。

2　结　果

2. 1　波形纤维蛋白免疫组化特异染色定性观察

　　波形纤维蛋白免疫组化染色结果显示, 40例细

胞爬片 (包括 1～ 10 d,每天 4例)均呈不同程度的阳

性反应,胞浆呈棕黄色 (见图 1)。1～ 2 d 的前体脂

肪细胞呈波形纤维蛋白强阳性反应,大量深棕黄色

阳性物质围绕胞核分布; 3～ 4 d 染色程度次强, 随

脂滴的出现, 阳性物质深浅不一, 胞核周围染色较

深; 5～ 10 d 细胞染色较浅,主要分布在脂滴间和核

周围,细胞周边呈弱阳性。而阴性对照则无棕黄色物

质存在。

2. 2　波形纤维蛋白免疫组化特异染色定量分析

细胞波形纤维蛋白免疫组化特异染色分析检测

结果如图 2 (为增强图的直观性,采用灰度值倒数作

纵坐标)。从图 2可见,波形纤维蛋白在前体脂肪细

胞 (接种后 1 d)中表达强阳性,其灰度值为134. 87±

19. 41, 2～ 5 d 波形纤维蛋白表达明显下降,但与第

1天无明显差异。8 d 时灰度值显著增加为208. 91±

3. 79 (P < 0. 01) ,维持在较高的水平; 成熟脂肪细胞

(10 d)呈弱阳性,其灰度值为 215. 42±18. 7,与第 1

天 相 比 灰 度 值 降 低 59. 60% , 差 异 极 显 著

(P < 0. 01)。

图 1　前体脂肪细胞分化中细胞波形纤维蛋白免疫组化染色 ×400
1～ 10代表细胞培养天数, 11代表阴性对照

F ig. 1　 Imm uno2H isto2Chem ical dyeing of vim entin during differen tia t ion of p readipocyte
N o. 1- 10 rep resen t the day of cell cu ltu re, N o. 11 rep resen t negative con tro l

图 2　前体脂肪细胞分化过程中细胞免疫灰度的变化
F ig. 2　Greyness changes of cellu lar imm uno logy

during differen tia t ion of p readipoctye

2. 3　前体脂肪细胞分化过程中细胞形态的化规律

由于前体脂肪细胞分化中波形纤维蛋白的免疫

组化染色在细胞边缘部分明显,清晰勾勒出细胞的

整个轮廓,因而利用彩色图像分析仪,可量化脂肪细

胞分化进程中主要细胞形态参数 (细胞总面积、胞核

面积、细胞周长、等效直径、胞核质比)的变化规律,

测定结果如图 3～图 5。图 3显示,在前体脂肪细胞

的分化中,细胞总面积呈增大的趋势。在分化早期
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(1～ 5 d) , 细胞总面积变化比较平缓, 从第 1 天的

( 761. 9±13. 26) Λm 2 到第 5 天的 (847. 15±33. 16)

Λm 2,差异不显著; 从第 6天开始直至第 10天,细胞

总面积增加幅度加大,由 (1 190. 55±37. 48) Λm 2 上

升到 (3 618±14. 82) Λm 2,均分别与第 1天差异极显

著 (P < 0. 001)。而胞核面积变化在分化过程中,依

次出现一小、一大峰,但总趋势为上升趋势: 从第 1

天 (200. 1±13. 48) Λm 2 增大到第 2 天的 (205. 75±

42. 13) Λm 2,随后 2 d 则小幅度下降,第 5 天又开始

回升, 第 6 天胞核面积对应最大高峰为 (216. 3±

24. 17) Λm 2, 此后又开始下降, 直到第 10 天达到

(215. 1±32. 47) Λm 2。

前体脂肪细胞向脂肪细胞转化的过程中,细胞

周长和等效直径呈上升趋势 (见图 4)。细胞周长在

1～ 5 d增加缓慢,在第 6天出现 1个折点,细胞周长

增长速度明显变快,此后几天又继续平稳上升。第 6

天 (214. 2±11. 36) Λm ,第 7天 (226. 2±21. 36) Λm ,

第 8 天 ( 242. 6± 42. 15) Λm , 第 9 天 ( 266. 75±

24. 18) Λm , 第 10 天 (278. 3±43. 21) Λm , 细胞周长

同第 1 天 ( (106. 6±14. 89) Λm )相比, 差异极显著

(P < 0. 01)。1～ 6 d 的细胞等效直径所构成的这一

段曲线较为平坦,在第 7天变化速度逐渐加快,第 8

天、第 9天和第 10天细胞等效直径分别是 (71. 84±

15. 62) Λm , (98. 06±24. 56) Λm 和 (108. 18±54. 68)

Λm ,与第 1天细胞等效直径差异显著 (P < 0. 01)。

图 3　前体脂肪细胞分化过程中胞核面积和细胞总面积的对比
□胞核面积;□细胞总面积

F ig. 3　Comparation betw een cellu lar and cell vo lum ns
during differen tia t ion of p readipocyte
□A rea of nucleus;□ T he w ho le area of cell

图 4　前体脂肪细胞分化过程中细胞
周长和等效直径的变化

- ◇- 细胞周长; - △- 等效直径

F ig. 4　Changes of cell perim eter and equ ivalen t

diam eter during differen tia t ion of p readipocyte
- ◇- Cellu lar perim eter; - △- Cell d iam eter

图 5　前体脂肪细胞分化过程中

胞核质比的变化

F ig. 5　Changes of ra t io (nucleusöp lasm a) during

differen tia t ion of p readipocyte

　

　

　　从图 5 可知,在前体脂肪细胞分化中, 胞核质

比呈下降的总趋势。前体脂肪细胞第 1天的胞核质

比为 0. 356 2,第 2天 0. 359 0,随着胞浆中脂滴的少

量出现, 第 3 天减小为 0. 315 9, 第 4 天上升了

0. 015 0, 从第 5 天后开始下降, 第 10 天为最低点

0. 050 8。这与光镜下脂肪细胞胞核被挤压在胞膜下

形成狭窄的环形,仅占细胞总容积的 1ö40相一致。

3　讨　论

3. 1　波形纤维蛋白在前体脂肪细胞分化中的表达

本研究曾用兔抗鼠角蛋白抗体对分化中的前体

脂肪细胞进行免疫组化特异性染色,结果均呈阴性
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反应; 而对于抗波形纤维蛋白抗体免疫组化特异性

染色,细胞均呈不同程度阳性反应,这提示在前体脂

肪细胞和脂肪细胞中,中间纤维蛋白的类型为波形

纤维蛋白,而不是角蛋白。

3. 2　波形纤维蛋白与前体脂肪细胞分化程度的关系

波形纤维蛋白的蛋白质表达水平在分化早期处

于高水平, 而在分化的末期则下降, 由此本研究认

为,波形纤维蛋白的表达量与前体脂肪细胞分化程

度有关。脂肪细胞 (10 d)波形纤维蛋白表达减弱的

原因,目前尚不清楚,可能与前体脂肪细胞分化中相

关基因的表达有关,这还有待于进一步从分子水平

上研究。

3. 3　细胞形态参数与前体脂肪细胞分化程度的关系

本研究首次应用图像分析仪定量分析前体脂肪

细胞的分化中细胞形态参数的变化规律,结果表明:

在前体脂肪细胞积聚脂滴向脂肪细胞分化的过程

中,细胞总面积、细胞周长、胞核面积和等效直径呈

上升的总趋势,胞核质比则有下降倾向。以上细胞形

态参数的变化可能与分化前期脂滴较少,而后期脂

滴数目的增多和体积的增大有关。

3. 4　波形纤维蛋白对脂肪细胞生成的调控

早期研究发现,在肾上腺细胞中,脂滴与线粒体

相连接[4 ]。在大鼠L eydig 细胞,波形纤维和光滑内

质网 ( smoo th endop lasm ic ret icu lum , sER ) 相结

合[5 ]。人 SW 213肾上腺肿瘤细胞中波形纤维对胆固

醇的胞内转移有功能性作用[6 ]。在促肾上腺皮质激

素 (A CTH )作用下,胆固醇向线粒体的转移离不开

中间纤维、肌动蛋白和微丝的协调作用[3, 7, 8 ]。ER

(endop lasm ic ret icu lum )内分离的微粒体中包含参

与甘油三酯等生物合成的酶系,是大部分细胞脂类

合成的重要场所。 rER (rough ER )和 sER ( smoo th

ER )两者都能合成脂类。在许多类型的细胞中, rER

合成蛋白质,而 sER 合成脂类。在正常情况下,肝细

胞 ER 内合成的许多脂类与蛋白质复合成脂蛋白小

滴,这些小滴大部分或全部经过高尔基体的囊泡分

泌出去。其中有一种称为极低密度脂蛋白 (VLDL )

的脂蛋白能运输胆固醇,携带甘油三酯到储存脂肪

的脂肪组织。中间纤维蛋白与脂类的亲和性,也使人

们推测其可能扮演与生脂有关的角色。以上资料表

明,重要生脂细胞器如线粒体、内质网、高尔基体与

波形纤维结构上存在特异性连接,这对脂滴的生成

意义重大。L evasseu r等[9 ]认为,波形纤维还参与细

胞的有丝分裂过程。综上所述,本研究推测波形纤维

蛋白参与脂肪细胞的形成,与脂滴的形成存在一定

的关联。其作用方式主要有:①通过其形态和分布的

改变,支持脂肪细胞内脂滴的积聚,在脂滴周围形成

不连续的致密笼状物; ②通过中间纤维结合蛋白与

生脂相关的重要细胞器 (核糖体、ER )相互作用,参

与脂滴内甘油三酯的生成和运输; ③波形纤维蛋白

调控基因表达[10 ]。波形纤维蛋白进入细胞核的一个

可能途径是 IF 蛋白的N 端对核膜具有亲合性, 因

而N 端可以与核膜外的受体蛋白识别,从而越过核

膜进入受体部位[11, 12 ]。

4　结　论

从蛋白质水平证实,波形纤维蛋白不仅参与了

前体脂肪细胞分化的全过程,而且其表达具有较明

显的时间变化特点——呈下调趋势,其在脂肪细胞

形成过程中可能发挥重要作用。
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Exp ression of vim en t in du ring the d ifferen t ia t ion of ra t p read ipocyte

TIAN Zh i-hua ,YANG Gong- she
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of d ifferen t ia t ion of ra t p readipocytes in to adipocytes on vim en t in p ro tein exp res2

sion w as determ ined by imm unoh istochem istry, u sing a monoclonal an t i2ra t vim en t in an t ibody, on the mo r2

pho logic param eters (w ho le cell area, nucleu s area, cell perim eter, equ ivalen t d iam eter, and N : C rat io ) of

the cells oberserved by cell im age analysis. T he resu lts demon stra ted (1) : the imm unopheno type of IF w as

vim en t in+ , sta in ing in ten sity varied as cu ltu red ra t p readipocytes becam e differen t ia ted, u sually show ing

mo re in ten se sta in ing fo r the vim en t in system s at the p readipocytes du ring early differen t ia t ion compared to

the rounded lip id filled adiopocytes undergo ing changes in mo rpho logy. Dow n regu la t ion of vim en t in w as re2

qu ired fo r adipo se conversion and exp ression of vim en t in show ed a t im e2dependence; (2) the differen t ia t ion

of grow ing p readipocytes in to adipocytes led to a st rong increase in the cell equ ivalen t d iam eter, perim eter,

su rface area and vo lum e and a reduct ion of N : C rat io.

Key words: p readipocyte; ad ipocyte; imm unoh istochem istry; vim en t in; celluar mo rpho logy
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