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鸡Fsp27对前脂肪细胞中大脂滴形成的影响

王宇祥1, 2, 3，王鑫雨1, 2, 3，庞永佳1, 2, 3，邹亦冲1, 2, 3，刘 捷1, 2, 3，曹志平1, 2, 3，李 辉1, 2, 3

（1.农业农村部鸡遗传育种重点实验室，哈尔滨 150030；2.黑龙江省普通高等学校动物遗传育种与繁殖重点实验室，哈尔滨 150030；

3.东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨 150030）

摘 要：Fsp27是CIDE（Cell-death-inducing DNA-fragmentation-factor-like effector）蛋白家族一员。研究表明，

在哺乳动物脂肪细胞中，Fsp27富集于脂滴表面并聚集在脂滴与脂滴的接触位点（LD-LD contact site，LDCS），促进

脂滴之间融合进而形成更大的脂滴。为探究Fsp27对鸡前脂肪细胞中脂滴融合的作用，利用过表达和荧光染色技术，

通过比较脂滴大小的4个指标：脂滴大小分布、平均脂滴直径、单细胞内含大脂滴（直径大于2.5 μm）数量，含大脂滴

细胞数占总细胞数百分比，发现过表达Fsp27组中的脂滴大小、分布等特征均与对照组有显著差异。结果表明，

Fsp27对大脂滴形成的影响在鸡前脂肪细胞分化的24和48 h最为显著（P<0.05），说明与哺乳动物类似，鸡Fsp27对前

脂肪细胞中大脂滴形成同样发挥促进作用。
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Abstract: Fsp27 is a member of the CIDE (cell- death- inducing DNA- fragmentation- factor- like

effector) protein family. Mammalian studies have shown that in adipocytes, Fsp27 is enriched on the

surface of lipid droplets and accumulates at the LD- LD contact site (LDCS), which can promote the

fusion between lipid droplets to form larger lipid droplets. In the present study, using overexpression and

fluorescence staining techniques, it could be found that the characteristics of lipid droplet size and

distribution in the overexpression of Fsp27 group were significantly different from those in the control
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机体内过度脂肪沉积问题是影响肉鸡业发展

的重要因素之一。脂肪组织贮脂能力是由脂肪细

胞数量和体积决定，而脂肪细胞体积增加主要由

脂滴（Lipid droplets，LD）生长引起 [1]。脂滴是一个

多功能细胞器，其生成及动态变化是机体脂质代谢

调控关键[2]。脂质，如脂肪酸（Fatty acids，FAs）、胆

固醇和神经酰胺，被细胞吸收后，通过内质网上

的脂质合成途径被重塑和酯化成中性脂质，并被

隔离到脂滴核心。在细胞生长活跃或营养缺乏

时，这些储存的中性脂质发生脂解或脂噬，为细

胞生长提供大分子，并为其他细胞过程提供燃

料[3]。脂滴存在于酵母及动物细胞内，具有独特亚

细胞结构 [4]。其以中性脂质为核心，即胆固醇酯

（Cholesteryl ester，CE）和甘油三酯（Triacylglycelol，
TAG），外覆单层磷脂[5]。许多蛋白质镶嵌在脂滴单

层磷脂外表面，对于维持脂滴结构、平衡脂质、

传递讯号具有重要作用。

Fsp27（又名Cidec）是近年发现的一种脂滴表面

结合蛋白。作为 DNA 断裂因子相似蛋白（Cell-
death-inducing DNA-fragmentation-factor-like effec⁃
tor，CIDE）家族一员，Fsp27是调控脂滴发育和脂

质沉积的关键因子[6-8]。Fsp27定位于脂滴表面并在

脂肪组织和脂肪肝中高表达；在脂肪细胞中，其可

促进脂滴增大[9]。哺乳动物研究表明，Fsp27蛋白主

要聚集于脂滴表面，并富集于脂滴与脂滴的连接位

点（Lipid droplet contact site，LDCS），介导脂滴之间

的相互融合进而形成单个大脂滴[10-12]。然而，有关

Fsp27对家禽脂肪细胞中脂滴的作用尚未见报道。

本研究以永生化鸡前脂肪细胞为试验模型，

利用基因过表达及荧光染色技术，通过统计分析

不同分化阶段前脂肪细胞内脂滴大小差异，探究

Fsp27对鸡前脂肪细胞中大脂滴形成的影响。研究

结果为探明鸡Fsp27基因生物学功能，揭示鸡脂肪

组织生长发育遗传机制奠定基础，为脂类代谢疾

病预防和治疗提供重要理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

本研究中所用永生化鸡前脂肪细胞 2系（Im⁃
mortalized chicken preadipocyte line 2，ICP2）为农业

农村部鸡遗传育种重点实验室前期构建、冻存[13]，

pCMV-Myc真核表达载体为本实验室保存。胎牛血

清 购 自 Biological Industries（BioInd）公 司（以 色

列）；DMEM/F12 干粉培养基购自 Gibco 公司（美

国）；油酸钠购自 Sigma公司（美国）；TRIzol 试剂

盒购自 Invitrogen公司（美国）；PrimeScriptTM RT re⁃
agent Kit with gDNA Eraser、Eco RⅠ、XhoⅠ等限制

内切酶、T4DNA连接酶均购自宝日医生物技术（北

京）有限公司；BODIPY 493/503购自 GlpBio 公司

（美国）；DAPI染色液购自生工生物工程（上海）公

司；4%多聚甲醛（不含DEPC）购自博士德生物工程

有限公司；Myc 抗体（小鼠单抗）、RIPA 裂解液

（强）、抗荧光淬灭封片液均购自碧云天生物技术

有限公司；HRP标记山羊抗小鼠 IgG购自北京中杉

金桥生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 鸡Fsp27真核表达质粒构建

根据NCBI RefSeq数据库中鸡Fsp27基因序列

（Accession No.：NM_001277678.1）设计特异性引物

Fsp27-F1/Fsp27-R1，用于扩增鸡 Fsp27基因全长

CDS，上下游引物分别引入Eco RⅠ和XhoⅠ酶切

位点（下划线表示），片段长度为732 bp。引物序列

如下：

Fsp27- F1 5'CGGAATTCGGATGGATTACGCC
AAGTCCCTGA 3'

Fsp27-R1 5'CCCTCGAGTCACTGCAGCATCTT
GCTGGGAG 3'

首先使用TRIzol试剂盒抽提鸡腹部脂肪组织总

group by comparing four indicators of lipid droplet size: distribution of lipid droplet size, average lipid

droplet diameter, the number of large lipid droplets (with a diameter of more than 2. 5 μm) in a single cell,

and the percentage of cells containing large lipid droplets in the total cells. Taken together, the effect of

Fsp27 on the formation of large lipid droplets was most significant at 24 h and 48 h of chicken

preadipocyte differentiation (P<0.05), indicating that chicken Fsp27 promoted the formation of large lipid

droplets similar to mammals.

Key words: chicken; lipid droplets; Fsp27; fluorescent staining
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RNA，而后使用 PrimeScriptTM RT试剂盒将 2 μg总
RNA反转录成为 cDNA；以此 cDNA为模板进行扩

增，使用LA Taq酶对鸡Fsp27基因全长编码区进行

PCR试验，反应条件是：94 ℃ 2 min；98 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，30个循环；72 ℃ 5 min；
将扩增产物连接到pEASY-T1 Simple载体上后，再

亚克隆到 pCMV-Myc真核表达载体上；构建成功

后使用Eco RⅠ和XhoⅠ双酶切鉴定 Fsp27-Myc质
粒后，由上海英骏生物技术有限公司测序，确认

是否构建成功。

1.2.2 鸡前脂肪细胞复苏与培养

将冻存的 ICP2细胞置于 37 ℃水浴锅迅速度过

冰晶期后，转移至洁净的 15 mL离心管内，加入

5 mL完全培养基吹匀；1 000 r·min-1离心 5 min后

弃上清，加入 5 mL完全培养基悬浮细胞；将悬浮

细胞转移至 25 cm2培养瓶内，再置于 37 ℃，5%
CO2培养箱内培养。

待 ICP2细胞培养至汇合度大于 90%时，弃去

细胞培养基，加入 0.25%胰蛋白酶和 0.04% EDTA
混合消化液，于 37 ℃消化 1 min至细胞呈流沙状；

加入 5 mL完全培养基终止消化，按照比例传代，

并置于37 ℃，5% CO2培养箱中培养。

1.2.3 鸡前脂肪细胞转染及诱导分化

本研究转染体系和操作步骤严格按照 Lipo⁃
fectamine® 2000转染试剂（Invitrogen，美国）说明书

进行。简述如下：待细胞汇合度为 50%~60%时

转染。用 100 μL Opti-MEM®I分别稀释 6 μL Lipo⁃
fectamine 2000和 1~2 μg质粒，两管混合后室温孵

育 10 min；将混合液体加入至细胞培养基液面以

下，摇晃均匀，培养板继续置于 37 ℃，5% CO2培

养箱中培养，转染后6 h换液。

转染 24 h后，更换含油酸（200 μmol·L-1）诱导

培养基促使 ICP2细胞分化，此时记为0 h，而后每

24 h更换诱导培养基，用于荧光染色试验。

1.2.4 Western blot
用细胞裂解液（含1 m MPMSF）收集细胞总蛋白，

样品混合均匀后置于冰上 30 min；10 000 r·min-1，

4 ℃离心 5 min，取上清，加入 6×Protein loading
buffer，煮沸5 min；蛋白经SDS-PAGE电泳分离后，

在200 mA，4 ℃条件下转移至NC膜上；将NC膜置

于含 5%脱脂奶粉 PBST 缓冲液中室温封闭 2 h，
PBST清洗后加入 1:1 000稀释的一抗抗体（Myc抗

体），4 ℃孵育过夜；PBST清洗后加入 1:5 000稀

释的二抗抗体（HRP标记山羊抗小鼠 IgG），室温孵

育 2 h；最后用ECL显色液显色，并于凝胶成像系

统中曝光。

1.2.5 荧光染色

进行荧光染色的细胞需在细胞爬片上培养。

荧光染色的基本流程简述如下：首先用4%多聚甲

醛固定细胞 20 min，其次使用 BODIPY 493/503工

作液（1:1 000稀释）室温避光孵育细胞 20 min，再

使用DAPI工作液（1:1 000稀释）室温避光孵育细胞

10 min，最后挑取细胞爬片置于载玻片上，用抗荧

光淬灭封片液封片。染色完成后立即置于荧光显

微镜下观察、记录或置于-20 ℃避光保存。

在荧光染色试验中，本研究使用 NIS-Ele⁃
ments F（Nikon，日本）显微摄影图像处理软件拍摄

图片，使用 Photoshop CS2软件对单张图像加工处

理（包括放大选择区域），使用 Image ProPlus软件测

定脂滴大小。

1.2.6 统计分析

本研究中所有数据均使用 JMP Pro16软件进行

统计分析。数据表示为平均值（Mean）±标准误

（SE）。分为对照组和试验组，对照组为转染 pC⁃
MV-Myc空载体，试验组为转染Fsp27-Myc质粒；每

组设置 3个生物学重复，所有试验至少独立重复 3
次。两组数据比较采用Student's t-test，P<0.05表示

差异显著。

2 结果与分析

2.1 鸡Fsp27基因真核表达质粒构建

本研究以鸡腹部脂肪组织 cDNA为扩增模板，

利用鸡Fsp27基因克隆引物Fsp27-F1和Fsp27-R1进
行PCR扩增，结果得到1条特异性条带，如图1A所

示；测序后确定该片段长度为732 bp，与预测的目

的片段长度一致。将该目的片段回收后，亚克隆

到pCMV-Myc载体上，获得鸡Fsp27-Myc真核表达

质粒（简称Fsp27-Myc质粒）。使用Eco RⅠ、XhoⅠ
双酶切Fsp27-Myc质粒的结果显示，载体和目的基

因条带长度均与理论值相符，如图 1B所示，再次

进行测序和比对的结果表明重组质粒构建成功，

如图1C所示。

2.2 鸡Fsp27-Myc质粒过表达效果检测

本研究在 ICP2 细胞生长至 50%~60%汇合度
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时，分别转染 Fsp27-Myc质粒（过表达组）和 pC⁃
MV-Myc质粒（对照组），在48 h时收集细胞提取总

蛋白，利用Western blot方法分析过表达组与对照

组细胞中Fsp27蛋白表达情况。

结果显示，过表达组细胞中鸡 Fsp27蛋白表

达量显著高于对照组（见图 2），说明本研究构建

的鸡 Fsp27-Myc 质粒可有效上调鸡 Fsp27 蛋白

表达。
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A-鸡Fsp27基因PCR扩增结果；B-Fsp27-Myc重组质粒酶切鉴定结果；C-测序结果与NCBI中序列比对

A-PCR results of chicken Fsp27 gene; B-Results of restriction enzyme digestion of the Fsp27-Myc recombinant plasmid; C-Comparison of
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图1 鸡Fsp27基因真核表达质粒的构建

Fig. 1 Construction of chicken Fsp27 gene eukaryotic expression plasmid
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2.3 鸡Fsp27对前脂肪细胞中大脂滴形成的影响

为确定鸡Fsp27对前脂肪细胞中大脂滴形成的

影响，本研究在 ICP2细胞中转染 Fsp27-Myc质粒

（过表达组）或pCMV-Myc质粒（对照组），转染24 h
后添加200 μmol·L-1油酸诱导细胞分化；在分化后

不同时间点（24、48、72和 96 h），对细胞中脂滴

进行荧光染色及显微图像分析，统计各个时间点

脂滴4个指标：脂滴大小分布、平均脂滴直径、单

细胞内含大脂滴（直径大于 2.5 μm）数量、含大脂

滴细胞数占总细胞数百分比。

为方便展示，本研究选取典型视野下各组单

个细胞内最大脂滴处，框选相同区域放大，如图3
所示。横向比较，在前脂肪细胞分化 24、48、72
和 96 h时，对照组及过表达组中脂滴直径均随分

化时间延长而加大；纵向比较，在前脂肪细胞分

化各个时间点，过表达组中最大脂滴直径始终大

于对照组细胞。

为更精准分析过表达Fsp27对鸡前脂肪细胞中

大脂滴形成的影响，本研究以细胞形态完整、无

重叠，同时脂滴清晰可辨为原则，在3次生物学重

复中共选取 300个细胞（每次生物学重复中随机选

取 100个细胞），对细胞内脂滴大小及分布进行测

量及统计分析。

脂滴大小分布结果显示，在各分化时间点，

过表达组细胞中占比最多的脂滴直径大于对照组

细胞，过表达组细胞中最大脂滴直径显著大于对

照组细胞（P<0.05，见表1、图4）。
平均脂滴直径结果显示，在前脂肪细胞分化

24、48和 72 h时，过表达组细胞中平均脂滴直径

显著高于对照组细胞平均脂滴直径（P<0.05，见图

5A），在前脂肪细胞分化96 h时，两组之间无显著

差异。

A-Fsp27过表达情况；B-Fsp27过表达水平的灰度分析。“**”表示差异极显著（P<0.01）。
A-Overexpression of Fsp27; B-Gray analysis of Fsp27 overexpression level. "**" indicates that the difference is extremely significant (P<0.01),

图2 过表达后Fsp27在鸡前脂肪细胞中表达情况

Fig. 2 Expression of Fsp27 in chicken preadipocytes after overexpression
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绿色为脂滴；蓝色为细胞核。左下角标尺为10 μm。Fsp27-过表达组；Control-对照组。

Green is the lipid droplet; Blue is the nucleus. The scale in the lower left corner is 10 μm. Fsp27-Overexpression group; Control-Control group.
图3 过表达鸡Fsp27对前脂肪细胞分化过程中脂滴大小的影响

Fig. 3 Effects of overexpression of Fsp27 on lipid droplet size during preadipocyte differentiation
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单细胞内含大脂滴数目结果显示，在前脂肪

细胞分化 24和 48 h时，过表达组中单细胞内含大

脂滴数目显著高于对照组中单细胞内含大脂滴数

目（P<0.05，见图 5B），而在前脂肪细胞分化 72和

表1 鸡Fsp27对前脂肪细胞分化过程中脂滴直径的影响

Table 1 Effects of Fsp27 on the diameter of lipid droplets during the differentiation of preadipocytes

前脂肪细胞分化时间（h）
Preadipocyte

differentiation time
24
48
72
96

占比最多脂滴的直径（μm）
Diameter of the largest percentage of the lipid droplets

对照组
Control group

0~0.5
1.0~1.5
1.5~2.0
2.0~2.5

过表达组
Overexpression group

0.5~1.0
1.5~2.0
2.0~2.5
2.5~3.0

最大脂滴的直径（μm）
Maximum lipid droplet diameter

对照组
Control group
2.70±0.13b
3.64±0.04b
4.86±0.11b
5.93±0.12b

过表达组
Overexpression group

4.36±0.09a
5.54±0.17a
6.47±0.13a
6.78±0.12a

注：数据表示为平均值（Means）±标准误（SE），在同一分化时间，不同字母表示各组数据差异显著（P<0.05）。
Note: The data are expressed as Means ± standard error (SE). At the same differentiation time, different letters indicate significant differences in

data of each group (P<0.05).
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图4 鸡Fsp27对前脂肪细胞分化过程中脂滴大小分布的影响

Fig. 4 Effects of Fsp27 on lipid droplet size distribution during preadipocyte differentiation
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96 h时，两组之间无显著差异。

含大脂滴细胞数目百分比结果显示，在前脂

肪细胞分化 24和 48 h时，过表达组中含大脂滴

细胞数目显著高于对照组中含大脂滴细胞数目

（P<0.05，见图 5C），而在细胞分化 72和 96 h时，

两组之间无显著差异。

3 讨 论

脂滴作为一种高度动态细胞器，不仅参与脂

质储存、代谢和运输等生理过程，还与动物体内

多种代谢疾病有关，具有重要研究价值。

脂滴生长模型通常有三种，一是通过内质网

膜靶向输送获得脂类而生长；二是局部脂质合

成；三是通过与现有脂滴融合增长[14-17]。哺乳动物

研究显示，定位于脂滴的Fsp27蛋白可在脂滴接触

点上富集，进而导致脂滴融合生长；小鼠体外试

验表明，Fsp27蛋白可直接与 STX18、SEC22B和

SNAP23结合，并通过促进脂滴聚集促进SNARE重

组脂肪体的脂质混合[18]。由此可见，Fsp27蛋白对

促进单室大脂滴形成具有重要意义。为检测鸡

Fsp27蛋白是否存在类似功能，本研究分析了鸡

Fsp27对前脂肪细胞大脂滴形成的影响。

为准确分析鸡Fsp27对脂滴融合的影响，本研

究从荧光染色图像分析和脂滴大小的统计分析两

个角度展开研究。在荧光染色图像分析时，本研

究使用 Photoshop软件对细胞图像进行放大处理，

直观展现不同组别脂滴大小差异。在统计分析脂

滴大小时，本研究选择四种衡量脂滴大小的指

标：脂滴大小分布[19]、平均脂滴直径[20]、单细胞内

含大脂滴（直径大于 2.5 μm）数量，含大脂滴细胞

数占总细胞数百分比。这四种指标分别从不同维

度对脂滴大小进行评判。脂滴大小及分布可从整

体上呈现脂滴分布情况，能够直观了解不同大小

脂滴占比、最大脂滴直径占比等情况；平均脂滴

直径可从整体上分析脂滴大小，不排除小脂滴数

量的影响，统计分析所有脂滴，反映生物分子对

脂滴大小的调节能力；单细胞内含大脂滴（直径大

于2.5 μm）的数量，排除小脂滴干扰，且对单细胞

内大脂滴生成能力进行统计分析，可直观体现出

组内组间细胞间大脂滴生成数量水平差异；含大

脂滴细胞数占总细胞数百分比则是除去小脂滴干

扰，对大脂滴进行精细统计分析。结合四种指标

综合分析更能客观评判脂滴大小变化情况，四种

指标各有侧重，前两个指标注重反映脂滴整体情

况，后两个指标则体现大脂滴情况。

显微图像结果表明，在鸡前脂肪细胞分化各

个时间点，过表达组细胞中最大脂滴直径均大于

对照组。四种衡量脂滴大小的指标分析结果显

示，过表达组中脂滴大小、分布等特征均与对照

组有不同程度显著差异，Fsp27对大脂滴形成的影

响在鸡前脂肪细胞分化 24和 48 h最为显著。这些

结果表明，鸡Fsp27可诱导前脂肪细胞中大脂滴形
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图5 鸡Fsp27对前脂肪细胞分化过程中脂滴影响分析

Fig. 5 Analysis of the effect of Fsp27 on lipid droplets

during the differentiation of preadipocytes
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成，这与哺乳动物上Fsp27异位表达增加脂滴大小

的研究结果相同[21-22]。但鸡Fsp27是如何影响大脂

滴形成，其作用机制是否与哺乳动物一致，在此

过程中是否有其他蛋白参与，有待进一步深入研

究。

4 结 论

本研究利用基因过表达及荧光染色技术，通

过统计分析分化不同阶段鸡前脂肪细胞内脂滴大

小的四种指标，探究Fsp27对鸡前脂肪细胞中大脂

滴形成的影响。结果表明，鸡Fsp27对前脂肪细胞

中大脂滴的形成具有促进作用。
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