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［摘 要］ 目的：建立小鼠成熟脂肪细胞血管基质部分（stromal vascular fraction，SVF）与小鼠肝细胞（Hepa1⁃6）共培养模型，研

究成熟脂肪细胞对肝细胞脂质堆积以及代谢的影响。方法：从小鼠皮下脂肪分离提取原代SVF细胞，经体外分化成熟后，以

Transwell小室建立成熟SVF细胞和Hepa1⁃6细胞间接共培养48 h体系。应用逆转录⁃聚合酶链反应法（RT⁃PCR法）检测SVF细

胞PPARγ和PGC⁃1α等分化相关基因及Hepa1⁃6细胞CD36、FATP2、GPAT1等脂代谢相关基因的表达。酶法检测经共培养后的

Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平。结果：小鼠原代SVF细胞经诱导成熟后，出现明显较大脂滴；成熟SVF细胞中PPARγ和PGC⁃1α等
分化标志物较未分化 SVF细胞显著升高；Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平明显高于未共培养组；Hepa1⁃6细胞GPAT1、CD36基因

表达水平明显升高。结论：已成功建立成熟脂肪细胞与Hepa1⁃6细胞 Transwell共培养模型。肝细胞与成熟脂肪细胞共培

养可以诱导其脂质堆积增加，该过程可能通过上调肝细胞中CD36 和GPAT1的表达水平增加脂肪酸的吸收和甘油三酯的

合成通路实现。
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［Abstract］ Objective：This study aims to establish a co⁃culture system of matured stromal vascular fraction（SVF）with Hepa1⁃6
and study the effects on lipid metabolism of hepatocytes. Method：Primary SVF cells were isolated from mice subcutaneous fat and
induced to matured SVF cells with differentiation medium. Matured SVF cells were co ⁃ cultured with Hepa1 ⁃6 by using Transwell
system for 2 days. RT⁃PCR was applied to detect the expression of differentiation biomarker such as PPARγ and PGC⁃1α in SVF cells
and lipid metabolism related genes such as CD36，FATP2 and GPAT1 in Hepa1⁃6. Cellular triglyceride level of co⁃cultured Hepa1⁃6
was detected by GPO Enzyme Method. Results：Isolated primary SVF cells were successfully differentiated to mature SVF cells with
significantly large lipid droplets after treated with adipocytes differentiation medium for 6 days. The expression level of PPARγ and
PGC⁃1α of SVF cells was significantly increased. The cellular triglyceride level of co⁃cultured Hepa1⁃6 was significantly higher than
that of control group accompanied with increased expression level of GPAT1 and CD36. Conclusion：The co ⁃ cultured system of
matured SVF cells with Hepa1⁃6 in Transwell insert has been successfully established. Co⁃culture with mature SVF cells induces lipid
accumulation in Hepa1⁃6. This process may be maintained by the elevated expression level of CD36 and GPAT1，increasing fatty acid
absorption and triglyceride synthesis.
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随着生活水平的提高，肥胖作为一种全球性流

行病，已逐渐成为人们不容忽视的健康问题［1-3］。肥

胖是由于能量的摄入超过消耗所导致的能量过剩，

造成脂肪组织过度扩增引起。由于脂肪组织扩增

能力有限，无法有效储存脂质［4］，同时伴随脂肪组织

分泌功能的渐进紊乱，诱导产生大量的促炎抗炎因

子、趋化因子、生长因子等［5］。脂质的溢出以及这些

脂肪因子循环浓度的升高可诱导全身慢性炎症和

胰岛素抵抗等代谢紊乱，从而导致一系列包括非酒

精性脂肪肝等肥胖相关并发症［4，6-8］。肥胖诱导非酒

精性脂肪肝发生的分子机制，一方面在于因能量进

一步失衡，所引起的脂质从循环中溢出，并随后在

非脂肪组织（如肝脏）中堆积的现象，即发生异位脂

肪储存［9］；另一方面，脂肪以及肝脏都具有内分泌的

功能［10-11］，二者之间也存在相应的激素调节［12］，以上

两方面共同构成脂肪⁃肝脏交流［13］。探讨病理条件

下的脂肪⁃肝脏交流机制，有利于进一步理解肥胖导

致非酒精性脂肪肝的病理生理机制。因此，寻找到

能够有效研究脂肪—肝脏交流的模型已刻不容

缓。脂肪组织血管基质部分（stromal vascular fratc⁃
tion，SVF）在体内不仅具有强大的抗炎、免疫调节和

修复作用，还具有参与血管生成以及干细胞储存等

功能［14-15］，其含有丰富的、可塑性极强的脂肪组织来

源的间充质干细胞（adipose tissue⁃derived mesenchy⁃
mal stem cells，ASC），具有体外分化为成熟脂肪细胞

的潜能［16］。小鼠肝癌细胞（mouse hepatocarcinoma
cells，Hepa1⁃6）是一种常用的鼠源肝癌细胞系，能够

响应外界刺激并发生变化。

本研究致力于构建适合研究成熟脂肪细胞与

肝细胞交流的细胞模型，通过选用原代提取培养

SVF细胞，在体外进行成熟分化后，与Hepa1⁃6细胞

进行共培养，观察脂肪细胞对肝细胞的影响，从而

为研究两种细胞间的相互作用提供可靠的脂肪细

胞⁃肝细胞共培养模型，在细胞层面提供一种研究脂

肪⁃肝脏交流的可能。

1 材料和方法

1.1 材料

DMEM/F12培养基、DMEM/H+培养基、胎牛血

清、胰蛋白酶（Gibco公司，美国）；磷酸缓冲盐溶液

（武汉赛维尔）；Ⅰ型胶原酶（Sigma⁃Aldrich公司，美

国）；TRIzol Reagent总RNA提取剂、胰岛素（Invitro⁃
gen公司，美国）；3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄嘌呤、地塞米

松、罗格列酮（MCE 公司，美国）；SYBR Green Ⅰ

（SYBR Green qPCR Master Mix，南京诺唯赞公司）；

0.4 μm Transwell小室（跨细胞小室）以及细胞培养

皿、细胞培养孔板（Corning公司，美国）；70 μm滤器

（Fisherbrand公司，美国）；组织细胞甘油三酯测定试

剂盒（北京普利莱公司）；总胆固醇测试盒（南京建成

生物工程研究所）；反转录试剂盒（TaKaRa公司，日

本）；引物由上海捷瑞基因有限公司合成；C57BL/6J
小鼠（南京大学模式动物研究所）；生物安全柜、CO2

细胞培养箱（Thermo公司，美国）；普通倒置光学显

微镜（Olympus公司，美国）；LightCycler480型Real⁃
time PCR仪（Roche公司，瑞士）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠SVF细胞提取

4~6周 C57BL/6J雄性小鼠（动物试验伦理编号

IACUC⁃1601170⁃4），脱颈处死后，在超净工作台中

取出小鼠皮下脂肪（白色脂肪），在PBS中漂洗沥干

后，放入 2 mL 离心管中，加入 1.5倍胶原酶，用无菌

剪刀将组织剪成 1 mm3小块。离心管封口后放入

37 ℃水浴锅消化1 h，每5 min颠倒混匀1次。待细胞

被消化成乳糜状时取出，于超净工作台中用70 μm筛

网过滤。取滤液于20 ℃，1 500 r/min，离心10 min，弃
上清。使用PBS重悬洗涤，重复上述离心条件得到

含 SVF细胞沉淀。在生物安全柜中，使用DMEM/
F12 完全培养基（DMEM/F12 90%，澳洲胎牛血清

10%，三抗1%）重悬细胞后，种入6孔板中，置于5%
CO2培养箱中培养，每2 d换1次液。

1.2.2 小鼠SVF细胞分化

生长至100%的SVF细胞，接触抑制2 d后［17］，加

入分化液Ⅰ（含有 5 μmol/L地塞米松，0.5 μg/mL 胰

岛素，0.5 mmol/L 3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄嘌呤，1 μmol/L
罗格列酮的DMEM/F12完全培养基）。2 d后换分化

液Ⅰ。第4天加入分化液Ⅱ（含有 0.5 μg/mL胰岛素

的DMEM/F12完全培养基），第6天镜下可见明显脂

滴分化，即为成熟脂肪细胞。

1.2.3 Transwell共培养方式的建立

0.4 μm共培养小室能够允许上下层细胞的细

胞因子、营养物质等自由通过，而细胞无法从中通

过，从而达到使 2种细胞间接接触培养的目的。将

Hepa1⁃6细胞种入0.4 μm小室，在DMEM/H+完全培

养基中生长 1 d，待终密度达到 50%时，使用PBS洗

涤小室，将其置入已使用PBS洗涤 2遍后的分化成

熟的脂肪细胞上，并更换使用无血清DMEM/F12培
养基培养 48 h，收集 Hepa1⁃6 细胞进行下一步检

测。采用同时种入小室但不与成熟脂肪细胞共培
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养的 Hepa1⁃6细胞作为对照，培养条件为无血清

DMEM/F12培养基。

1.2.4 Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平及总胆固醇水平

检测

按照每 1×106个细胞加入100 μL细胞裂解液，混

匀后室温静置10 min充分裂解细胞。所得裂解物，

取一半于 70 ℃加热 10 min，完毕后进行涡旋混匀。

20 ℃ 2 000 g离心 10 min后，取上清液进行酶学测

定。另一半于4 ℃ 16 000 g离心30 min后，进行蛋白

浓度测定。酶学测定方法：按照试剂盒A液和B液

4∶1 的比例配制反应液，每孔 10 μL 上清液加入

190 μL反应液。于 37 ℃反应 15 min，550 nm酶标

仪读数，依照标准曲线计算甘油三酯含量。标准曲

线绘制方法：使用ddH2O，将4 mmol/L甘油标准品倍

比稀释为 1 000.0、500.0、250.0、125.0、62.5 μmol/L，
与酶学样本同时测定即可。蛋白浓度测定方法：取

蛋白测定样本稀释 50倍后进行测定。将蛋白浓度

测定试剂盒A液和B液以1∶1混合即得反应液。取

10 μL稀释后的蛋白样本加入 100 μL反应液，于

37 ℃反应 30 min，562 nm酶标仪读数，依照标准曲

线计算蛋白浓度。标准曲线绘制方法：使用ddH2O，

将 0.5 mg/mL 牛血清白蛋白（bovine serum albumin，
BSA）标准品倍比稀释为 0.500 0、0.250 0、0.125 0、
0.062 5、0 mg/mL，与蛋白样本同时测定即可。使用蛋

白浓度校正甘油三酯含量。

使用生理盐水收集细胞，超声破碎后，取2.5 μL
清液（无需离心）添加 250 μL反应液，于 37 ℃反应

10 min，510 nm酶标仪读数，依照标准曲线计算总胆

固醇含量。标准曲线绘制方法：使用ddH2O，将5.17
mmol/L胆固醇标准品倍比稀释为 2.59、1.29、0.65、
0.32、0.16、0.08 μmol/L，与样本同时测定即可。蛋白

浓度测定方法同甘油三酯测定。使用蛋白浓度校

正总胆固醇含量。

1.2.5 RNA提取及相对定量水平检测

6孔板加入 1 mL TRIzol，使用无菌无酶枪头刮

下裂解细胞，置于无菌无酶离心管内。向离心管加

入 200 μL氯仿，剧烈上下颠倒振荡 30 s。室温静置

5 min后，取上清液转移至新的无菌无酶离心管内。

加入与上清液等体积的预冷异丙醇，上下颠倒混匀，

室温静置15 min。4 ℃ 10 000 g离心 15 min，取白色

沉淀加入 1 mL 已预冷的 75%乙醇，焦碳酸二乙酯

（diethylpyrocarbonate，DEPC）水配制，颠倒洗涤。

4 ℃ 10 000 g 离心 10 min，弃上清，再次空离离心

管。吸去残留乙醇，白色沉淀即为 RNA。加入

DEPC处理过的ddH2O溶解30 min即可。使用Nana⁃
Drop微量核酸测定仪对所得RNA进行定量及纯度

分析［18］。

第一步去除基因组DNA（genomic DNA，gDNA），
加入5×gDNA Eraser Buffer 2 μL，gDNA Eraser 1 μL，
Total RNA 1 μg，RNase Free ddH2O 加 至 10 μL，
42 ℃ 5 min完成第一步反应。第二步为逆转录反

应，向第一步反应液（10 μL），添加 PrimeScript RT
Enzyme Mix I 1 μL，RT Primer Mix 1 μL，5×Prime⁃
Script Buffer 2（for real time）4 μL，RNase Free ddH2O
4 μL，配成共计 20 μL 的反应体系，37 ℃15 min，
85 ℃ 5 s完成逆转录。逆转录cDNA保存于-20 ℃。

使用实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative
real⁃time PCR）测定 SVF分化标志物以及 Hepa1⁃6
脂代谢通路变化。将 cDNA稀释 5倍后使用。取

稀释后 cDNA 1 μL，SYBRGreen I 5 μL，上游引物

（1 μmol/L）2 μL，下游引物（1 μmol/L）2 μL混匀后，

放入LightCycler480型Real⁃time PCR仪进行实时荧

光PCR反应。反应程序为：95 ℃ 10 min，95 ℃，15 s，
60 ℃ 60 s，40个循环，95 ℃ 10 s，60 ℃ continuous，
40℃ 20 min。引物序列见表1。
1.3 统计学方法

所有实验重复 3遍，用Graphpad Prism 软件对

实验数据进行统计学处理及作图，结果以均值±标
准误（x ± sx）表示。使用两独立样本 t检验分析结

果，P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SVF细胞单纯培养在倒置显微镜下呈现梭形

在DMEM/F12完全培养基中，通过原代提取的

SVF细胞，大部分24 h即可贴壁，呈现灰色团状未伸

展的状态（图1A）。同时，视野里可见较多无法贴壁

的杂细胞，需在次日进行连续换液以及PBS洗涤得

以除去。培养 48 h，细胞逐渐伸展开，呈现梭形、多

角形（图 1B），表明 SVF已成功提取。培养 72 h后，

SVF细胞完全伸展开，形态变得饱满（图1C）。此后

经3~5 d，SVF细胞密度可达100%，呈现紧密接触抑

制的状态。

2.2 SVF细胞经诱导分化6 d后成为成熟脂肪细胞

当SVF细胞接触抑制 2 d后，首先使用分化液

Ⅰ（含有 5 μmol/L 地塞米松，0.5 μg/mL 胰岛素，

0.5 mmol/L 3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄嘌呤，1 μmol/L罗格

列酮的DMEM/F12完全培养基）处理 SVF细胞 4 d，
以诱导 SVF向成脂方向分化。之后使用分化液Ⅱ
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（含有 0.5 μg/mL胰岛素的DMEM/F12完全培养基）

处理SVF细胞2 d以进一步增加脂质积累。使用普

通倒置光学显微镜观察SVF细胞形态，发现与分化

第0天相比，经分化液Ⅰ、Ⅱ诱导分化6 d后，SVF细

胞出现大量的透亮空泡，呈现典型的脂滴形态，提

示出现明显的脂肪积累（图2A）。此外，通过反转录

⁃ 聚 合 酶 链 反 应（reverse transcription ⁃ polymerase
chain reaction，RT⁃PCR）检测分化标志分子过氧化

物酶体增殖激活受体γ（peroxisome proliferator acti⁃
vated receptor gamma，PPARγ）、过氧化物酶体增殖

激活受体共激活因子 1（peroxisome proliferative acti⁃
vated receptor，gamma，coactivator 1 alpha，PGC⁃1α）、

脂滴包被蛋白 1（perilipin 1，Plin1）、细胞死亡诱导

DFFA样效应物 c（cell death⁃inducing DFFA⁃like ef⁃
fector c，FSP27）、脂肪酸合酶（fatty acid synthase，
FAS）、脂联素（adiponectin）的mRNA水平明显上调

（图2B），这些结果提示SVF细胞已经成功分化为成

熟脂肪细胞，可用于下一步实验。

2.3 成熟脂肪细胞与Hepa1⁃6共培养提高肝细胞甘

油三酯水平

经分化6 d，SVF已成为成熟脂肪细胞。预先将

Hepa1⁃6种入Transwell小室，使之有足够时间贴壁，

并在贴壁 24 h时，达到细胞密度 50%左右。如图 3
所示，使成熟脂肪细胞与Hepa1⁃6进行间接接触无

血清共培养 48 h（图 3A）以及对照培养 48 h（图

3B）。培养完毕后，PBS洗涤2遍，收集Hepa1⁃6细胞

进行进一步测定。分别使用普利莱组织细胞甘油

三酯和总胆固醇试剂盒测定细胞甘油三酯和总胆

固醇水平。相较于对照组，进行过Transwell共培养

的Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平显著增加（P < 0.001，
图 3C），而总胆固醇水平无明显变化（图 3D），表明

两种细胞间接接触共培养已成功实现，成熟SVF细

胞能够诱导Hepa1⁃6细胞脂质堆积增加。

2.4 Transwell共培养后的Hepa1⁃6细胞脂代谢通路

关键基因变化

通过 Transwell与成熟 SVF细胞共培养能够增

加Hepa1⁃6细胞的脂质积累，提示Hepa1⁃6脂代谢通

路可能发生变化。应用RT⁃qPCR检测Hepa1⁃6细胞

脂代谢通路关键基因 CD36 分子（CD36 molecule，
CD36）、脂肪酸转运蛋白 2（fatty acid transport pro⁃

CBA
A：培养24 h；B：培养48 h；C：培养72 h。

图1 SVF细胞提取后培养24 h、48 h和72 h细胞形态（×100）
Figure 1 Morphology of SVF cells after 24 h，48 h or 72 h cultured（×100）

表1 目的基因以及内参引物序列

Table 1 RT⁃qPCR primers of target genes and primers
基因

36B4⁃F（Mouse）
36B4⁃R（Mouse）
PPARγ⁃F（Mouse）
PPARγ⁃R（Mouse）
PGC⁃1α⁃F（Mouse）
PGC⁃1α⁃R（Mouse）
Plin1⁃F（Mouse）
Plin1⁃R（Mouse）
FSP27⁃F（Mouse）
FSP27⁃R（Mouse）
Adiponectin⁃F（Mouse）
Adiponectin⁃R（Mouse）
CD36⁃F（Mouse）
CD36⁃R（Mouse）
FATP2⁃F（Mouse）
FATP2⁃R（Mouse）
ACC⁃F（Mouse）
ACC⁃R（Mouse）
FAS⁃F（Mouse）
FAS⁃R（Mouse）
GPAT1⁃F（Mouse）
GPAT1⁃R（Mouse）
SREBP1c⁃F（Mouse）
SREBP1c⁃R（Mouse）
SCD1⁃F（Mouse）
SCD1⁃R（Mouse）
PPARα⁃F（Mouse）
PPARα⁃R（Mouse）
ACOX1⁃F（Mouse）
ACOX1⁃R（Mouse）
MTTP⁃F（Mouse）
MTTP⁃R（Mouse）

引物（5′→3′）
CACTGGTCTAGGACCCGAGAAG
GGTGCCTCTGGAGATTTTCG
CACAATGCCATCAGGTTTGG
GCTGGTCGATATCACTGGAGATC
AAGTGTFFAACTCTCTGGAACTG
GGGTTATCTTGGTTFFCTTTATG
GGTGAGCGGGACCTGTGA
TTCTCATAGGCATTGCACACAGA
AAGCGCATCGTGAAGGAGAT
GGTGCCAAGCAGCATGTG
TCACGGTGTACATGAAAGATGTG
GAGAACGGCCTTGTCCTTCT
TTAGATGTGGAACCCATAACTGGA
TTGACCAATATGTTGACCTGCAG
GATGCCGTGTCCGTCTTTTAC
GACTTCAGACCTCCACGACTC
TGGACAGACTGATCGCAGAGAAAG
TGGAGAGCCCCACACACA
GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT
AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT
CAACACCATCCCCGACATC
GTGACCTTCGATTATGCGATCA
GGAGCCATGGATTGCACATT
GGCCCGGGAAGTCACTGT
CCGGAGACCCCTTAGATCGA
TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC
ACAAGGCCTCAGGGTACCA
GCCGAAAGAAGCCCTTACAG
TCCAGACTTCCAACATGAGGA
CTGGGCGTAGGTGCCAATTA
CCTACCAGGCCCAACAAGAC
CGCTCAATTTTGCATGTATCC
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A：SVF与Hepa1⁃6共培养实验组培养方法示意图；B：Hepa1⁃6对照培养示意图；C：进行Transwell共培养48 h后Hepa1⁃6的甘油三酯和总

胆固醇水平。与对照组比较，***P < 0.001（n=3）。
图3 SVF细胞和Hepa1⁃6共培养

Figure 3 SVF cells and Hepa1⁃6 co⁃culture model

tein 2，FATP2）、乙酰辅酶 a 羧化酶（acetyl⁃CoA car⁃
boxylase，ACC）、脂肪酸合酶（fatty acid synthase，
FAS）、固醇调节元件结合转录因子1（sterol regulato⁃
ry element binding transcription factor 1，SREBP1c）、3
⁃磷酸甘油酰基转移酶 1（glycerol⁃3⁃phosphate acyl⁃
transferase 1，GPAT1）、硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1
（stearoyl⁃coenzyme A desaturase 1，SCD1）、过氧化物

酶体增殖激活受体α（peroxisome proliferator activat⁃

ed receptor alpha，PPARα）、乙酰辅酶A氧化酶1（ac⁃
yl⁃CoA oxidase 1，ACOX1）、微粒体甘油三酯转移蛋

白（microsomal triglyceride transfer protein，MTTP）的

变化。如图4所示，可见经共培养后的Hepa1⁃6细胞

GPAT1、CD36表达水平明显上调，而 FATP2、ACC、
FAS、SREBP1c、SCD1、PPARα、ACOX1、MTTP 等无

明显变化，提示GPAT1、CD36表达水平的升高可能

是引起共培养后Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平增加的

原因。

3 讨 论

近年随着肥胖症患病率明显升高，非酒精性脂

肪肝的发病率也显著增加［19-21］。肥胖诱导非酒精性

脂肪肝发生的原因诸多，作用机制非常复杂。脂肪

和肝脏是肥胖症和非酒精性脂肪肝病发生密切相

关的组织。目前认为，脂肪组织不仅能够储存能

量，还能分泌瘦素、脂联素等脂肪因子［22-23］。因此，

脂肪细胞脂质代谢异常以及病理性脂肪因子的分

泌，必然会引起肝细胞相应信号的改变，从而引起

肝细胞表征的变化。虽然对脂肪细胞的能量代谢

以及分泌功能具有较深入了解，但对其影响肝细胞

的具体过程知之不多。寻找到方便可行且有效的

体外模型，对于研究脂肪细胞和肝细胞的相互作用

具有重要意义。

生理条件下，脂肪组织分泌的细胞因子通过血

液循环到达靶器官如肝脏等，与对应的受体结合或

进入细胞内部发挥作用［24］。Transwell小室共培养

为间接接触共培养，0.4 μm的小室孔径能够阻拦细
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SVF诱导分化6 d后分化标志基因mRNA水平的变化。与第0天比

较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001（n=3）。
图2 经诱导分化6 d SVF细胞已成功分化为成熟脂肪细胞

Figure 2 SVF cells were successfully differentiated into
mature adipocytes
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图4 Transwell共培养48 h后Hepa1⁃6脂代谢通路关键基因变化

Figure 4 Changes of key genes of lipid metabolism in Hepa1⁃6 by co⁃cultured 48 h in Transwell

胞发生迁移，但分泌因子以及营养物质能透过小孔

在两种细胞间自由扩散［25］。相较于自分泌旁分泌

模式下的两细胞直接共培养［26-27］，Transwell共培养

更好地模拟了脂肪细胞与肝细胞间的实际分泌循

环，对于研究脂肪⁃肝脏交流具有重要的意义。本研

究中，采用无血清培养基支持共培养体系，不仅不

干扰分泌因子的正常分泌，且能够较好的排除血清

物质对分泌因子作用的干扰。同时，该体系避免外

源性脂质参与，从而为两种细胞间交流创造影响因

素相对单一的环境。

SVF包含有较多成纤维干细胞，具有分化的潜

能，在体外能较好地模拟脂肪细胞从前体细胞发育

成为成熟脂肪细胞的过程。SVF细胞每次使用均需

经原代提取，相较于连续传代的脂肪细胞系，能更

好地代替小鼠体内真实脂肪细胞前体。经诱导分

化的 SVF 出现明显较大脂滴，且分化标志物

PPARγ、PGC⁃1α、Plin1、FSP27、FAS、Adiponectin 等

显著上调，表明成熟SVF能够高效分化为成熟脂肪

细胞。为配合 SVF的鼠源性，本研究选用Hepa1⁃6
作为肝细胞来源。

生理条件下，脂肪动员后对肝脏的影响主要表

现在脂肪酸和甘油三酯的代谢。经 Transwell共培

养后，Hepa1⁃6细胞甘油三酯水平较对照组显著增

加（P < 0.001），而总胆固醇水平无明显变化，表明肝

细胞通过与脂肪细胞进行物质、信号的交流，使得

自身脂质堆积明显提高，能够抵御饥饿带来的营养

不良，两种细胞共培养非常成功。但所测总胆固醇

水平无明显变化，其有关机制值得继续研究。同时

也提示，成熟 SVF细胞可能通过影响Hepa1⁃6细胞

的甘油三酯代谢通路来引起脂质堆积增多。

造成肝细胞脂质堆积的原因，主要由以下几个

方面：由 CD36、FATP2等介导的脂肪酸摄取增多；

Srebp1c、ACC等介导的脂肪酸从头合成；PPARα、
ACOX1等介导的脂肪酸氧化减少；极低密度脂蛋白

（very low⁃density lipoprotein，VLDL）等介导的甘油三

酯分泌减少［28］。通过对Hepa1⁃6细胞CD36、FATP2、
ACC、FAS、SREBP1c、SCD1、GPAT1、PPARα、
ACOX1、MTTP 等基因表达水平进行检测，发现

GPAT1、CD36的表达量明显增加。外源性脂肪酸由

CD36摄取入肝后，会分解形成乙酰辅酶A。而新生

成的乙酰辅酶A可被GPAT1等酯化形成溶血磷脂

酸（lysophosphatidic acid，LPA），随后继续参与合成

甘油三酯［29］。这表明，成熟SVF很有可能是通过影

响CD36的表达，从而提高了肝细胞对 SVF细胞分

泌的游离脂肪酸的摄取。而随着肝细胞内外源性

游离脂肪酸的增多，使得肝内乙酰辅酶 A水平提

高。为适应过高的乙酰辅酶A，GPAT1发生代偿性

上调，并使甘油三酯合成增多，最终诱发肝脏脂质

堆积。由脂肪酸摄取的增加诱发肝细胞代偿性机

制的变化，这可能是脂肪细胞导致肝细胞脂质堆积

的关键所在。这也提示，CD36在脂肪-肝脏交流中

发挥着十分重要的作用。

综上所述，通过Transwell小室建立成熟 SVF与

Hepa1⁃6细胞共培养模型，能成功诱导Hepa1⁃6脂质

堆积增多，且该模型成模机制与机体宏观器官交流

的媒介形式基本吻合，具有较高的可行性。同时，

本实验发现，成熟 SVF细胞可能通过影响 CD36、
GPAT1的表达来促进肝细胞脂质堆积。以上研究

为探索脂肪⁃肝脏交流提供了简明有效的体外模型。
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