
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.4 FEB.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.04.001

·基础研究·

PAT蛋白抑制饥饿诱导的脂滴快速融合
盛园园 # 高关刚 # 李域琪 金美君 徐 俐△

（清华大学生命科学学院 北京 100084）

摘要 目的：脂滴快速融合是增大脂滴直径的方式之一，但其研究相对少。本研究旨在建立脂滴快速融合的细胞模型，以便对其进

行深入的生物学研究。方法：本研究使用大鼠肾成纤维细胞系 NRK和小鼠前脂肪细胞系 3T3-L1两种细胞系，先用油酸诱导细胞

内产生大量脂滴，再使用饥饿缓冲液培养细胞，利用显微镜实时观测技术跟踪脂滴动态变化，建立脂滴快速融合的模型。而后在

此模型中，加入自噬抑制剂或者以过表达 CCT为阳性对照，过表达 PAT蛋白（PLIN1、ADRP和 TIP47），来探究它们在调控脂滴

快速融合方面的功能。结果：饥饿缓冲液处理约 3小时可诱导细胞发生脂滴快速融合，其融合速率很快，从脂滴接触到融合完成

可发生在 20秒内，显然不同于 CIDE蛋白调控的缓慢脂滴融合过程。自噬抑制剂可以抑制自噬，但是并没有显著影响脂滴快速融

合，说明饥饿诱导的脂滴快速融合不依赖于自噬。另发现，与过表达 GFP相比，过表达定位于脂滴的 GFP-CCT、GFP-PLIN1、

GFP-ADRP或 GFP-TIP47均能显著性抑制快速融合导致的脂滴变大的现象。结论：本研究建立了饥饿缓冲液诱导脂滴发生快速

融合的细胞模型，并证明 PAT蛋白（PLIN1、ADRP、TIP47）能抑制脂滴快速融合。
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PAT Proteins Inhibit Starvation-induced Lipid Droplet Coalescence

Lipid droplet coalescence is one of theways to effectively increase lipid droplet (LD) size. However, compared

with other methods, this method is less researched. This study aimed to establish a cell model of LD coalescence for its further biological

study. Two cell lines, namely rat kidney fibroblast cell line NRK and mouse pre-adipocyte cell line 3T3-L1, were cultured with

oleic acid (OA) to induce a large number of cytosolic LDs. To establish lipid droplet coalescence model, the cells were cultured with

starvation buffer, and the dynamic changes of LDs were tracked by time-lapse observation with confocal microscopy. Then, by adding

autophagy inhibitors or overexpressing PAT proteins (PLIN1/ADRP/TIP47) with overexpressing CCT as a positive control, their roles in

regulating LD coalescence were studied in this model. Starvation-induced LD coalescence was obviously observed about 3 hours

after the starvation buffer treatment. The LD coalescence process was characterized by a fast fusion as we observed the process could be

completed within 20 seconds from two LDs contact to their fusion into a large LD. The coalescence process was different from

CIDE-mediated LD fusion which was a slow process. Autophagy inhibitors could inhibit autophagy, but did not significantly alter LD

coalescence, indicating that starvation-induced LD coalescence did not depend on autophagy. Further, compared with overexpressing

GFP, overexpressing LD proteins, includingGFP-CCT, GFP-PLIN1, GFP-ADRP, or GFP-TIP47, significantly blocked LDdiameter increase

caused by starvation-induced LD coalescence. This study established a starvation-induced LD coalescence cell model and

demonstrated PAT proteins (PLIN1, ADRP, TIP47) inhibited LD coalescence.
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前言
脂类是维持细胞正常生存的重要能源物质，而脂滴（Lipid

droplet, LD）则是真核细胞内用于存储脂类的细胞器[1]。脂滴的
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动态变化反映机体的不同能量代谢状态。在营养过剩的情况

下，能量以脂类的形式储存于脂滴里；在机体需要能量时（如锻

炼和禁食情况），细胞能够通过水解三酰甘油（Triacylglycerol,

TAG）提供脂肪酸（Free fatty acid, FFA），以满足能量供给的需

要[2]。过多的游离脂肪酸会破坏生物膜的完整性，诱发内质网应

激（Endoplasmic reticulum stress, ER stress），线粒体的功能失调，

诱使细胞产生并积累活性氧化类自由基和有害的脂类，进而导

致炎症甚至细胞死亡，表现脂毒性[3-5]。而将脂肪酸转化为中性

脂的形式存于脂滴中是一种有效缓冲脂毒性的方式。但脂肪的

过度积累以及异常大脂滴的发生，是肥胖及其引起的代谢综合

征的主要诱因[6]。因此，研究脂滴的动态变化对于理解脂代谢紊

乱相关疾病发生及有效干预有重要意义。

对细胞和组织而言，脂滴的大小和数目体现其储存能量和

释放能量的能力。脂滴动态变化的具体调控机制目前还存在很

多未知。迄今有四种脂滴的增大方式被研究提出：（1）脂滴从内

质网（Endoplasmic reticulum, ER）获得脂质并注入脂滴内核以

增大脂滴直径[7-9]。（2）定位在脂滴上的脂合成酶（如 GPAT4和

DGAT2）促进三酰甘油的合成，从而促进脂滴生长 [9-11]。（3）

CIDE蛋白介导的脂滴融合 (Fusion)：CIDE蛋白富集于在两个

脂滴的接触位点（LD-LD contacting site, LDCS），脂质由较小的

脂滴缓慢定向注入到较大的脂滴中，最终它们融合成为一个更

大的脂滴[12,13]。该脂质转移是一个缓慢的过程，往往需要数十分

钟到数小时[13-15]，而 PLIN1和 RAB8A等蛋白作为协助因子可

加速该过程中脂质转移速率 [14,15]。（4）脂滴的快速融合（Lipid

droplet coalescence, LD coalescence），即两个脂滴几乎瞬间融合

成为一个大脂滴[16-18]。第三种和第四种融合方式的主要差异体

现在：（1）从两个脂滴到融合成为一个脂滴的时间不同。CIDE

蛋白介导的融合往往需要数十分钟到数小时的时间[13-15]，而脂

滴快速融合只需要约数十秒[16,18]。（2）调控因子不同：现在已知

CIDE蛋白调控的脂滴融合方式也有多种其他分子的参与：如

PLIN1、RAB8A-AS160-MSS4等能加速 CIDE蛋白调控的脂滴

融合过程[13-15]。而已知的脂滴快速融合的调控分子主要是磷脂

酸胆碱（Phosphatidylcholine, PC）及合成 PC的关键酶。缺乏 PC

或者 CTP-磷酸胆碱胞苷转移酶（CTP-phosphocholine cytidylyl-

transferase, CCT）敲除导致脂滴快速融合[16,17,19]；巨噬细胞形成

泡沫细胞的过程中，CCT活化和 PC合成有助于保护巨噬细胞

免于由未酯化胆固醇水平升高引起的细胞凋亡 [20]。另外，

NAFLD小鼠的肝脏通常明显缺乏磷脂酰胆碱，表现为大脂滴[19,21]。

而补充磷脂酰胆碱改善肝脏重量和血清转氨酶水平 [19,22]。另有

一项研究发现，普萘洛尔(Propranolol)和一些脂滴染料也会导

致脂滴发生快速融合[18]。此外，也有研究表明磷脂酸（Phospha-

tidic acid, PA）可能促进接触的两脂滴发生融合[17]。前三种脂滴

增大的调控方式，在脂肪储存的生理条件和不同阶段发生，主

要促进脂质积累和能量储存，降低脂毒性等。但脂滴快速融合

（LD Coalescence）被认为是一个不正常的生理条件，其病理、生

理研究也较少。

自噬是一种保守的细胞自救过程，表现为在营养缺乏的情

况下，细胞内形成吞噬泡，而后形成自噬体，自噬体中包裹待降

解的物质，而后自噬体与溶酶体融合，最终降解其包含物而后

再利用降解后的物质，以满足细胞需要。降解的物质包括可溶

性蛋白质、聚集蛋白质、受损的细胞器、大分子复合物和异物等[23]。

有研究表明脂滴与自噬相关，细胞中脂滴与吞噬泡 /自噬体靠

得很近[24]。关于脂滴与自噬的关系，目前有两种模型。一种情形

是脂滴自噬（Lipophagy），在这个过程中，脂滴是自噬的底物。

通过自噬过程降解脂滴，释放出脂肪酸以提供能量[2]。一种是脂

滴为新生自噬体提供脂类以帮助其膜结构的成熟，在这个过程

中，定位于脂滴上的脂水解酶 PNPLA5促进自噬的起始[25]。目

前没有自噬与脂滴快速融合关系的研究。

脂滴其内核富含三酰甘油（TAG）和胆固醇脂（CE），其外

围为磷脂单分子层[26,27]。同时，磷脂单分子层表面富含多种脂滴

蛋白（LD proteins）。通过酶催化合成和水解其内核的脂类，脂

滴发生动态变化。在哺乳动物细胞的脂滴中，磷脂酰胆碱（PC）

是脂滴膜表面的主要磷脂，其次是磷脂酰乙醇胺（PE）和磷脂酰

肌醇（PI）[28]。CCT是磷脂酰胆碱（PC）合成的关键酶，而磷脂酰

胆碱（PC）也是有核细胞细胞膜的重要组分[29]。脂滴表面蛋白在

调控脂滴的生成、生长、融合和降解中发挥重要功能[26,27,30,31]。

PAT家族蛋白是比较早期被发现的脂滴定位蛋白，其成员包

括：PLIN1、ADRP、TIP47、S3-12、LSDP5[32]。这些蛋白通过不同

的分子机制参与脂滴的稳态调控[33]，如：PLIN1高表达于脂肪

细胞中，并在脂肪水解方面发挥重要作用[34,35]。但 PAT蛋白与

脂滴快速融合的关系目前未知。

本文主要探究诱导脂滴快速融合的发生条件及脂滴快速

融合的调节因子。

1 材料与方法

1.1 材料

大鼠肾脏细胞系 NRK和小鼠 3T3-L1前脂肪细胞系均购

于美国 ATCC；胎牛血清购自 Biological Industries 公司；

DMEM细胞培养基、BODIPY 558/568 C12、BODIPY 493/503、

LipidTOX deep red、青霉素和链霉素（100× ）、活细胞培养皿均

购于 Thermo Scientific 公司；油酸（Oleic Acid, OA）购于 Sig-

ma-Aldrich 公司。 茁-actin 抗体 （货号：A5441） 购于 Sig-

ma-Aldrich 公司，GFP抗体（货号：sc-8334）购于 Santa Cruz 公

司。HRP标记的二抗（anti-mouse货号：NA-931；anti-rabbit货

号：NA-934) 购于 GE Healthcare公司。p62（货号：PM045）和

LC3抗体（货号：PM036）购于MBL公司。pEGFP-C1载体购于

Clontech公司。PrimeStar DNA聚合酶套装购自 Takara公司。

大肠杆菌感受态细胞（DH5琢）、DEPC水、胶回收试剂盒和可去
除内毒素的质粒提取试剂盒购自 TIANGEN公司。ECL化学发

光液为实验室配制。X光胶片购自柯达公司。饥饿缓冲液组分

粉末购自 Sigma-Aldrich公司。稳定过表达 GFP-LC3的 NRK

细胞来自清华大学生命学院俞立实验室。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建 以 cDNA 为模板，用 PCR 的方法扩增出

Cct、Plin1、Adrp和 Tip47的全长，并用限制性内切酶切连接的

方式装入 pEGFP-C1载体。将质粒转化进入 DH5琢中，用可去
除内毒素的质粒提取试剂盒进行质粒的提取。

1.2.2 细胞培养和饥饿处理 NRK 和 3T3-L1 细胞在含有

10%血清的 DMEM培养基（补充 1× 青霉素和链霉素）中进行

培养，培养箱参数设置为温度：37℃；CO2浓度：5%；湿度：80%。
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细胞提前一天用胰酶消化后接种到活细胞培养皿中，待细胞贴

壁 24小时之后，向培养基中加入 200 滋M油酸和脂滴染料，并
维持 16小时。细胞用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗三遍，加入适量

饥饿缓冲液（140mMNaCl，1mMCaCl2，1mMMgCl2，5 mM葡萄

糖和 20 mM HEPES，pH 7.4），使用尼康 A1R+扫描共聚焦显微

镜活细胞模块对脂滴进行实时观察。

1.2.3 细胞转染 NRK和 3T3-L1细胞均通过电转（Electropo-

ration）的方式进行质粒的转染。细胞经过消化离心后，使用

100 滋L电转缓冲液重悬细胞并移至新 1.5 mL EP管中。而后加

入质粒，用微量移液器将质粒和细胞混匀，之后再将混合物转

移到电转杯中。使用 Amaxa Nucleofector II（Lonza公司)电转仪

内置相应细胞的电转程序进行转染。电转后细胞用正常细胞培

养基重悬，接种到细胞培养皿中。

1.2.4 细胞固定和免疫荧光 细胞预先铺在含有细胞爬片的

培养皿中培养。吸掉培养基后用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗两遍

后，用 4%的多聚甲醛室温下固定细胞 15-20分钟。脂滴用 1:

500稀释的 BODIPY 493/503进行室温染色 20分钟。细胞核使

用 1:20000稀释的 Hoechst染色。细胞爬片用封片剂固定在载

玻片上，使用尼康 A1R+扫描共聚焦显微镜进行观察。

1.2.5 蛋白免疫印迹 用磷酸盐缓冲液冲洗细胞样品 2次，而

后使用 1.25× 蛋白上样缓冲液进行收样，95℃煮 15分钟。使

用 Bio-Rad公司的蛋白质电泳系统和湿法转膜系统。一抗孵育

6个小时以上，二抗孵育过夜后进行 X光片曝光显影。

1.2.6 脂滴直径大小的测定 共聚焦显微镜获得的原始图片

由 Nikon NIS-VIEW软件或 Image J软件处理。

1.3 统计学分析

所有数据使用 Graphpad Prism 5.0软件作图。使用双尾学

生 T检验（Two tailed student's t test）比较不同组数据之间的差

异，P值小于 0.05时，认为所比较的数据组存在明显差异。P<0.05
时，用 *表示；P<0.01时，用 **表示；P<0.001时，用 ***表示。

2 结果

2.1 3T3-L1细胞饥饿处理后脂滴增大

在正常生长培养基（DMEM+10 % FBS）培养细胞的情况

下，3T3-L1细胞中脂滴较小且少，不便于观察脂滴形态。于是

本研究在 3T3-L1细胞的生长培养基中添加 200 滋M OA，并维

持 16小时，诱导脂滴的积累。进一步，使用饥饿缓冲液处理细

胞，相较于未饥饿处理的细胞，经过饥饿处理后的细胞内的脂

滴直径明显增大（图 1）。

图 1 饥饿诱导 3T3-L1细胞脂滴增大

在饥饿处理与否时，3T3-L1细胞的脂滴。使用 200 滋M油酸处理 3T3-L1细胞 16 h。使用 BODIPY 493/503进行脂滴染色为绿色，细胞核使用

Hoechst染色为蓝色，标尺 = 50 滋m。
Fig.1 Starvation induced an increase in lipid droplet diameter in 3T3-L1 cells

LDs in 3T3-L1 cells with starvation treatment or not. 3T3-L1 cells were treated with 200 滋M oleic acid for 16 hours. LDs were stained with the BODIPY

493/503 in green, nuclei were stained by Hoechst in blue. Scale Bar: 50 滋m.

2.2 NRK细胞发生脂滴快速融合现象

同样的，在 NRK细胞中，重复了以上实验。NRK细胞经过

200 滋M油酸和脂滴染料 BODIPY 558/568处理后，细胞内产

生了大量脂滴。再经过饥饿处理后，与未饥饿的细胞相比，脂滴

的直径明显增大（图 2A）。与图 1中，饥饿诱导前脂肪细胞

3T3-L1的脂滴增大现象一致。对饥饿处理与否的 NRK细胞中

最大脂滴的直径进行统计，结果显示：饥饿处理组的细胞最大

脂滴直径显著大于未饥饿处理组的最大脂滴直径（图 2B）。为

了观察大脂滴的形成过程，本研究利用共聚焦显微镜进行实时

活细胞观察，发现细胞经历饥饿处理过程中，两颗绿色 BOD-

IPY 493/503染色的脂滴能够快速融合（图 2C）。起始时两颗脂

滴相互靠近，且界限清晰，10秒之后两颗脂滴已经变成一个脂
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滴，而此时脂滴形态并不是完全的球形，最终约在 20秒成为形

态清晰、单一球形大脂滴（图 2C）。这个过程非常快速，故被称

为快速融合（Coalescence）。在正常细胞培养中较少出现，而在

饥饿处理的细胞中，我们观察到其频繁发生。

图 2饥饿处理诱导 NRK细胞发生脂滴快速融合

(A)在饥饿处理与否时，NRK细胞的脂滴形态，使用 BODIPY 558/568 C12标记脂滴为红色。标尺 = 10 滋m。 (B)统计(A)实验中饥饿处理与否情

况下细胞内最大脂滴的直径，***表示 P<0.001（n表示统计的细胞数）。(C)截图为活细胞观察 NRK细胞中脂滴的实时图片。使用 BODIPY

493/503进行脂滴染色为绿色。白色方框内表示两个脂滴正在发生快速融合成更大的脂滴，红色星号为正在发生此过程的脂滴，

左上角数字（hh:mm:ss）表示时间，标尺 = 5 滋m。
Fig.2 Starvation induced LD coalescence in NRK cells

(A) LDs in NRK cells with starvation treatment or not, LDs were labeled with BODIPY 558/568 C12 in red. Scale Bar: 10 滋m. (B) Statistical analysis of
largest LD diameter in NRK cells with starvation buffer treatment or not in the experiment (A). ***, P<0.001(n represents the number of cells counted).

(C) Captured images from time-lapse video of starved NRK cells. LDs were stained with BODIPY 493/503 in green. White squares indicating LD

coalescence; Red star showing two LDs fusing and forming a single larger round LD. The upper left number (hh:mm:ss) indicating time. Scale Bar: 5 滋m.

2.3 抑制自噬不能抑制饥饿引起的脂滴快速融合

饥饿处理是诱导细胞自噬的常用方法之一[23,36]，本研究欲

明确该饥饿引起的脂滴融合长大的过程是否与自噬有关。图

3A所示：在饥饿缓冲液处理 NRK细胞的时候，NRK细胞中自

噬的标记分子 p62蛋白减少，LC3剪切增加，说明在饥饿缓冲

液诱导脂滴快速融合的发生过程中，细胞自噬同时发生。本研

究打算利用易于观测自噬发生的 GFP-LC3稳转 NRK细胞系，

通过计算定位于自噬体上 GFP-LC3的点数来监测自噬过程的

变化。

随后，我们利用自噬抑制剂，观察抑制自噬是否影响脂滴

快速融合。氯喹（Chloroquine）能提高溶酶体的 pH，从而中断自

噬体与溶酶体融合，使得细胞内 GFP-LC3点数聚集增多。亮肽

素（Leupeptin）是半胱氨酸、丝氨酸和苏氨酸蛋白酶抑制剂，抑

制溶酶体介导的蛋白水解，使得 GFP-LC3点数聚集增多[37]。

3-MA（3-Methyladenine）是 I类和 III类 PtdIns3K抑制剂，将自

噬抑制在早期阶段，发挥作用时期是早于 GFP-LC3富集和定

位于自噬体之前，使得 GFP-LC3 点数聚集减少 [38]。用稳转

GFP-LC3的 NRK细胞系，分别做如下处理：饥饿处理、不饥饿

处理、饥饿处理时同时添加自噬抑制剂。如图 3B所示，相比于

饥饿处理组，在加入氯喹之后，GFP-LC3的点数进一步增加，仍

显著高于未饥饿缓冲液处理组。相比于饥饿处理组，在加入亮

肽素之后，GFP-LC3的点数有增加，且仍显著高于未饥饿缓冲

液处理组。再加入 3-MA 后，GFP-LC3 的点数急剧减少，

GFP-LC3的点数与未饥饿处理组接近，表明本实验所使用的三

种抑制剂均有效发挥了抑制自噬的作用。有趣的是，如图 3C所

示，三种自噬抑制剂的添加，均不影响饥饿诱导的脂滴变大。对

细胞内最大脂滴直径的统计数据也表明（图 3D），自噬抑制剂

的加入在抑制细胞自噬的同时并不影响细胞内饥饿诱导的最

大脂滴的直径的变化。由此表明，饥饿诱导的脂滴快速融合而

引起的脂滴增大不依赖饥饿诱导的自噬过程。

2.4 过表达 PAT蛋白抑制脂滴快速融合

为了了解脂滴蛋白对脂滴快速融合的影响，我们在 NRK

细胞中过表达脂滴蛋白。同样的，经过 OA和 BODIPY 558/568

C12处理后再使用饥饿缓冲液诱导脂滴快速融合。研究发现，

脂滴蛋白 GFP-CCT、GFP-PLIN1、GFP-ADRP、GFP-TIP47 均表

达良好且能很好的定位到 BODIPY 558/568 C12标记的脂滴上

（图 4A和图 4B）。与对照细胞（只电转 GFP空载）相比，饥饿处

理在表达了脂滴蛋白 GFP-CCT、GFP-PLIN1、GFP-ADRP 或

GFP-TIP47的细胞中不能诱导脂滴变大（图 4B）。实验统计饥

饿处理前和饥饿处理后的细胞中最大脂滴的直径，结果显示：

表达 GFP的细胞中，细胞中脂滴在饥饿处理后直径明显增大

（P<0.001）；过表达 GFP-CCT和 GFP-TIP47显著抑制饥饿诱导

的脂滴增大；而在 GFP-ADRP和 GFP-PLIN1的细胞中，最大脂

滴的直径在饥饿处理后还有一定程度的减小（图 4C），以上表

明过表达 GFP-CCT、GFP-PLIN1、GFP-ADRP 或 GFP-TIP47 抑

制了饥饿诱导的脂滴快速融合过程。

进一步，我们检测了过表达 PAT脂滴蛋白是否影响细胞

自噬水平。与表达 GFP细胞相比，表达 GFP-CCT、GFP-PLIN1、

GFP-ADRP以及 GFP-TIP47的 NRK细胞，在经历饥饿处理后

表现为相对一致的自噬水平：p62蛋白减少；LC3剪切增加（图

4A）。表明饥饿诱导了自噬的发生，不同质粒转染的细胞之间

自噬水平没有显著性差异。
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同时，我们也在稳转 GFP-LC3的 NRK细胞中过表达脂滴

定位蛋白 CCT和 PAT蛋白（PLIN1、ADRP）。同样地发现，由饥

饿缓冲液诱导产生的脂滴增大现象被抑制，NRK-GFP-LC3细

胞系的结果与前面 NRK细胞系的结果一致。

综上，本研究证明过表达 PAT蛋白（PLIN1、ADRP、TIP47）

抑制饥饿引发的脂滴快速融合而导致的脂滴增大现象。

3 讨论

本研究发现了饥饿诱导脂滴快速融合，并且揭示了 PAT

脂滴蛋白（PLIN1、ADRP和 TIP47）抑制饥饿诱导的脂滴快速

融合过程，饥饿诱导脂滴快速融合不依赖于饥饿诱导的自噬。

脂滴中中性脂的快速融合能够最大限度减少脂滴的相界面和

自由能[26,31]。因此细胞需要抑制快速融合来维持每个单独脂滴

的完整性。已有报道发现脂滴表面蛋白 olesins或者磷脂酰胆

碱（Phosphocholine, PC）能够通过减少表面张力的方式保护脂

滴免于发生快速融合[16,39]。在脂滴快速合成的过程中，脂滴能够

在几个小时内直径超过三倍的增大，表面积超过十倍的增张，

从而使得 PC的相对匮乏。此时，细胞需要合成并转移大量的

磷脂酰胆碱。体外实验中，PC能够保护脂滴，阻止脂滴快速融

合发生[16,40]。本实验中，在饥饿组中过表达 CCT。相比于內源情

况下，过表达组有更多的 CCT定位于脂滴上，合成更多的 PC，

而 PC能保护脂滴，抑制脂滴快速融合的发生。这点可以解释

为何过表达 CCT可以抑制脂滴的快速融合。而本试验中发现

的其他调控因子是否也是通过影响 PC的含量来影响脂滴快

速融合过程是个后续需要继续研究的问题。

图 3 自噬抑制剂介导的自噬抑制不影响饥饿诱导的脂滴增大

(A)在饥饿处理与否情况下，检测 NRK细胞内的自噬分子 p62、LC3蛋白水平。 (B)在 NRK-GFP-LC3稳转细胞中，统计是否加入自噬抑制剂情

况下的 GFP-LC3点数。 (C)明场下饥饿缓冲液中是否加入自噬抑制剂情况下脂滴的代表图。 (D)自噬抑制剂对饥饿缓冲液诱导的脂滴直径影

响的统计图，NS，没有显著性差异；***，表示 P<0.001（n表示统计的细胞数）。
Fig.3 Autophagy inhibition by autophagy inhibitors has no effect on LD diameter increase by starvation

(A) Detection protein levels of autophagy marker p62 and LC3 in NRK cells with starvation buffer or not. (B) Statistical analysis of GFP-LC3 puncta in

NRK-GFP-LC3 cells with autophagy inhibitors or not. (C) Representative images of LDs in starvation buffer with autophagy inhibitors or not in bright

field. (D) Statistical analysis of autophagy inhibitors' effect on the diameter of LDs induced by the starvation buffer, NS, no significance;

***, P<0.001(n represents the number of cells counted ).
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图 4 过表达 PAT蛋白抑制脂滴快速融合

(A)检测转染 GFP，GFP-CCT，GFP-PLIN1，GFP-ADRP或 GFP-TIP47的 NRK细胞中饥饿处理与否时脂滴蛋白及自噬相关标记蛋白的表达。(B)

与(A)处理对应的典型荧光图片；标尺 = 10 滋m。(C) NRK细胞中进行最大脂滴直径的统计（n表示统计的细胞数）。NS，没有显著差异；

*，P<0.05；**，P<0.01；***，P<0.001。(D)检测转染 Cherry，Cherry-CCT，Cherry-PLIN1，DsRed-ADRP的 NRK-GFP-LC3细胞中饥饿处理与否的脂

滴，脂滴使用 LipidTOX deep red染色。标尺 = 10 滋m。
Fig.4 PAT proteins inhibited starvation induced LD coalescence

(A) Western Blot analysis of LD protein expression level and autophagy-related marker proteins in GFP and GFP-CCT，GFP-PLIN1, GFP-ADRP or

GFP-TIP47 transfected NRK cells with starvation buffer treatment or not. (B) Representative images corresponding to (A); Scale Bar: 10 滋m.
(C) Diameter of largest LDs in NRK cells(n represents the number of cells counted ). NS, no significance; *, P<0.05, **, P< 0.01; ***, P<0.001.

(D) Representative images of LDs in Cherry, Cherry-CCT, Cherry-PLIN1, DsRed-ADRP transfected NRK-GFP-LC3 cells with starvation buffer treatment

or not; LDs were stained by lipidTOX deep red. Scale Bar: 10 滋m.

本试验结果中参与调控脂滴快速融合过程的蛋白：PLIN1、

ADRP、TIP47均为 PAT家族的成员。而 PAT家族蛋白还有另

外两个成员：S3-12和 LSDP5。或许 S3-12和 LSDP5也参与调

控这个过程。此外，PAT家族的成员都定位于脂滴上，但是定位

的倾向性有所不同。当用脂肪酸孵育前脂肪细胞的时候，新产

生的小脂滴上被 S3-12、TIP47所覆盖，随着脂滴长大，ADRP

会定位于脂滴上，而当脂滴长到更大时，脂滴主要由 PLIN1覆

盖[32]。那么或许有可能是这些蛋白定位于不同大小的脂滴上，

从而影响不同大小的脂滴群之间的脂滴快速融合过程。其次，

在 PLIN1控制脂肪细胞中的脂解过程，LSDP5调控氧化组织

（如：骨骼肌、心脏等）的脂解过程，细胞中过度表达 ADRP降低

ATGL对脂滴的接近而减弱了脂解作用[32,33]。对于其他 PAT家

族的其他成员，有关于脂解的研究较少。脂解和脂滴快速融合

过程均是脂滴动态变化过程，且 PAT家族成员均参与其中，那

么生理情况下，脂水解和脂滴快速融合的关系是如何的呢？脂

储存和脂滴快速融合的关系是如何的呢？这些都是后续值得研

究的问题。

脂滴快速融合具体发生在脂滴增大的哪个生理阶段目前

仍不明确。不同类型的细胞系，不同情况下同一种细胞，其细胞

内的脂滴大小都会有所差别。多数种类细胞内的脂滴较小，其

直径一般在 0.1 滋m - 0.2 滋m。而白色脂肪组织中的白色脂肪细
胞的脂滴直径可以达到 100 滋m[41]。正如前言中所述，目前有四

种脂滴增大的方式。其中，脂滴快速融合是短时间内增大脂滴

大小的最快的方式[18,40]。不同脂滴增大的方式所需的机器组件

和触发条件很可能不同，而在实际的生理情况下，脂滴的增大

方式是怎么样的是一个值得研究的问题。脂滴增大方式的选择

可能与细胞系的种类有关、也可能与细胞所处的代谢状态有关

等。脂滴实际采取的增大方式可能是其中的具体某一个还可能

是其中的合理组合。

综上，脂滴的快速融合是脂滴动态变化的过程之一。脂滴
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快速融合的发生不利于维持脂滴之间保持独立性和完整性。在

细胞需要更多脂滴数目、更小脂滴直径的情况下，脂滴快速融

合则需要被抑制。脂滴快速融合过程的更深入的生理意义目前

尚不明确。本研究中所发现的饥饿处理引起的脂滴快速融合的

处理方法和细胞模型可以作为研究脂滴动态变化的手段之一。

我们鉴定了脂滴快速融合过程的调控分子，也为更深入了解这

一过程提供线索。知道如何调控脂滴大小可以帮助解析人体异

常脂质储存而引起的脂代谢疾病，为治疗疾病提供思路。
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