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TIP47 对巨噬细胞内脂肪滴形成及甘油三酯的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 RNA 干扰技术对巨噬细胞 TIP47 蛋白的抑制作用,并进一步研究其对细胞内脂肪滴形成

及甘油三酯的影响。 方法摇 应用 siRNA 技术选择性抑制 TIP47 表达,Western blot 分别测定 TIP47 和 ADRP 蛋白表

达。 油红 O 染色检测细胞内脂肪滴形成。 结果摇 TIP47 siRNA 选择性抑制 TIP47 蛋白表达,但对 ADRP 蛋白表达

无影响,TIP47 siRNA 抑制氧化型低密度脂蛋白诱导的细胞内脂肪滴形成,下调甘油三酯含量。 结论摇 应用 TIP47
siRNA 转染明确抑制 TIP47 蛋白表达,选择性下调 TIP47 抑制巨噬细胞内脂肪滴形成及降低甘油三酯含量,从而可

能抑制泡沫细胞的形成,提示 TIP47 有可能是动脉粥样硬化相关性疾病防治的分子目标。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of tail interacting protein of 47 kDa (TIP47) on lipid鄄droplets (LDs)
formation and triglyceride accumulation in Macrophages. 摇 摇 Methods摇 Western blot was performed to detect the effects of
TIP47 siRNA on the expression of TIP47 and adipose differentiation鄄related protein (ADRP). 摇 Oil鄄red O staining and lip鄄
id analysis were employed to measure the formation of LDs and accumulation of triglycerides in Macrophages. 摇 摇 Results
TIP47 siRNA clearly inhibited TIP47 protein expression, but did not affect the expression of ADRP protein. 摇 Furthermore,
TIP47 siRNA suppressed ox鄄LDL induced LDs formation and triglycerides accumulation in macrophages. 摇 摇 Conclusions
The results indicates that TIP47 should be preventive or therapeutic target for diseases caused by excessive lipid accumula鄄
tion through suppression of foam cells formation, such as atherosclerosis.

摇 摇 单核细胞通过内皮细胞间隙移入内膜下并分

化成巨噬细胞,巨噬细胞吞噬体内过剩的脂质后转

化为泡沫细胞, 泡沫细胞聚集并形成斑块是动脉粥

样硬化发生、发展的主要病理基础[1,2]。 对泡沫细

胞形成机制进行研究,以期明确抑制泡沫细胞形成

的分子靶点,是目前动脉粥样硬化防治研究的热点。
PAT(perilipin、ADRP 和 TIP47)家族蛋白是镶

嵌在细胞内脂肪滴表面,调控脂肪滴和脂质的生

成、转运、聚集和脂肪分解的一类蛋白。 其中对 AD鄄

RP 的研究较为广泛,在动脉粥样硬化动物模型

ApoE - / - 鼠的实验中,敲除 ADRP 基因能显著抑制

泡沫细胞及斑块的形成[3],提示下调 ADRP 的表达

有助于减少泡沫细胞的形成,ADRP 是治疗动脉粥

样硬化的理想分子目标。 而对与其分布规律及结

构存在高度一致性的 TIP47 的研究却较少,本研究

选用 siRNA 技术选择性抑制 TIP47 表达,进而观察

其对巨噬细胞内脂肪滴形成及甘油三酯含量的影

响,明确其在泡沫细胞形成中的作用。
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1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 油红 O 试剂(上海迈坤化工有限公司),甘油三

酯检测试剂盒(南京建成生物工程研究所),ADRP
单克隆抗体( PROGEN Biotechnik),TIP47、GAPDH
单克隆抗体、过氧化物酶偶联羊抗豚鼠 IgG 及羊抗

鼠抗体(Santa Cruz Biotechnology),Western blot 检测

试剂盒(GE Healthcare),TIP47 siRNA(Qiagen HP鄄
guaranteed siRNA; Hilden),TIP47 siRNA 序列为 5忆鄄
AAC AGC ACA GAG AAU GAG GAG鄄3忆, 阴性对照

干扰片断 5忆鄄GCG UGU CCA AUC AGU CAU鄄3忆。 转

染试剂 Lipofectamine2000( Invtrogen)。
1郾 2摇 细胞培养及处理

RAW264郾 7 鼠巨噬细胞株(RIKEN,日本) 1 伊106

个接种于 10 mL 琢鄄MEM 培养基中(100 mL / L 胎牛血

清,1 伊105 U / L 青霉素)置于 37益、5% CO2恒温培养

箱中。 1 ~ 2 天传代 1 次。 TIP47 siRNA 或阴性对照

siRNA 转染细胞 12 h、24 h 后,Western blot 检测

TIP47 蛋白的表达水平或继续 50 mg / L ox鄄LDL 刺激

24 h 后,Western blot 检测 ADRP 蛋白的表达水平。
1郾 3摇 Western blot 检测

用 4益预冷裂解液(含 pH7郾 5 50 mmol / L Tris鄄
HCl、0郾 5 g / L Nonidet 40、1 mmol / L EDTA、1 mmol / L
EGTA、150 mmol / L NaCl、100 mL / L 甘油、50 mmol / L
氟化钠、10 mmol / L 焦磷酸钠、1 mmol / L 矾酸钠、80
滋mol / L 茁鄄甘油磷酸、1 mmol / L PMSF、10 mg / L aproti鄄
nin、100 mg / L soybean trypsin inhibitor 和 10 mg / L le鄄
upeptin)裂解细胞。 取 25 滋g 蛋白,95益变性 5 min 后

经 120 g / L SDS2PAGE 行垂直电泳(100 V 伊90 min),
室温100 V 伊100 min 转膜,50 g / L 牛奶室温封闭1 h。
结合一抗(豚鼠抗鼠 ADRP mAb,1颐 200 稀释),室温 1
h,结合二抗(羊抗豚鼠,1颐 20000 稀释),室温 1 h。 感

光、洗片,蛋白条带扫描后行光密度分析。
1郾 4摇 瞬时转染

用 Lipofectamine2000 转染试剂,按使用说明书

进行操作,将 RAW264郾 7 细胞以 2 伊 105 个 / 孔接种

于 12 孔板,培养 24 h 后,改为去除胎牛血清培养液

培养,转染混合液 50 滋L(Lipofectamine2000 1 滋L,
siRNA 40 pmol,用去除胎牛血清培养液调整至 50
滋L),37益转染 12 h 或 24 h。
1郾 5摇 油红 O 染色

细胞转染 siRNA 12 h 后,50 mg / L ox鄄LDL 或

DMSO 刺激细胞 48 h,细胞培养于放有无菌盖玻片

的 6 孔培养板内,各组予相应处理后,4% 多聚甲醛

固定 30 min,0郾 5% 油红 O 染液室温染色 30 min,
60%异丙醇漂洗后苏木素染色 30 s,明胶甘油封片。
于倒置显微镜下观察细胞内橘红色脂滴形成情况。
1郾 6摇 细胞内甘油三酯含量测定

胰酶消化收集 6 孔培养板内细胞,细胞裂解液充

分裂解后,取上清加异丙醇处理后,使用甘油三酯检

测试剂盒,按说明书操作测定细胞内甘油三酯含量。
1郾 7摇 统计学方法

所有数据用x 依 s 表示,采用单因素方差分析

(ANOVA),P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TIP47 和 ADRP 蛋白表达

摇 摇 siRNA 组转染 12 h 时,TIP47 蛋白表达明显受抑

制,抑制率为 67郾 2% (P < 0郾 05),在转染 24 h 时,
TIP47 蛋白表达开始恢复,阴性对照组未见明显抑制

效果(P >0郾 05;图 1)。 选择性下调 TIP47 并没有影

响 ox鄄LDL 诱导的 ADRP 蛋白表达(P >0郾 05;图 2)。

图 1. TIP47 siRNA 对 TIP47 蛋白表达的影响

Figure 1. The effect of TIP47 siRNA transfection on TIP47
protein expression

图 2. TIP47 siRNA 对 ox鄄LDL 诱导的 ADRP 蛋白表达的影响

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

Figure 2. The effect of TIP47 siRNA transfection on ox鄄
LDL鄄induced ADRP protein expression
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2郾 2摇 TIP47 对细胞内脂肪滴形成的影响

对照组细胞内可见大量大小不等的橘红色脂

滴聚集,TIP47 siRNA 转染显著抑制了 ox鄄LDL 诱导

的细胞内脂肪滴聚集,而阴性对照 siRNA 对此无影

响(图 3)。
2郾 3摇 TIP47 对细胞内甘油三酯含量的影响

TIP47 siRNA 转染降低细胞内甘油三酯含量,
下降约 41% (P < 0郾 05;图 4)。

图 3. TIP47 siRNA 对 ox鄄LDL 诱导的细胞内脂肪滴形成的影响

Figure 3. The effect of TIP47 siRNA transfection on ox鄄LDL induced lipid鄄droplets formation

图 4. TIP47 siRNA 对 ox鄄LDL 诱导的甘油三酯的影响 摇 摇 a
为 P < 0. 05,与对照组比较。

Figure 4. The effect of TIP47 siRNA transfection on ox鄄
LDL induced triglyceride accumulation

3摇 讨摇 论

泡沫细胞形成是动脉粥样硬化发生、发展的关

键步骤[4,5]。 细胞内脂肪滴由覆盖在表面的单层磷

脂和甘油三酯构成的核心两部分组成,在单层磷脂

内镶嵌多种蛋白,这些蛋白被命名为脂滴表面蛋

白。 PAT 家族蛋白是其中表达最为丰富的蛋白,调
控脂肪滴和脂质的生成、转运、聚集和脂肪分解。
包括 perilipin、ADRP 和 TIP47,其中 ADRP 和 TIP47
结构最为相似,表达最为广泛,几乎在所有的组织

中均有表达,尤其在巨噬细胞、动脉硬化斑块、肝细

胞中表达最为丰富[6,7]。 TIP47 又称甘露醇鄄6鄄磷酸

受体结合蛋白 1(M6PRBP1),是脂滴相关蛋白 PAT
家族成员之一,在脂肪细胞中呈一定的时空表达规

律,在基础状态下 TIP47 主要分布在靠近胞膜的胞

浆中,当生成新生的脂肪滴时,新生脂肪滴靠近胞

膜,TIP47 结合到脂肪滴表面并包裹脂肪滴,主要参

与新生脂肪滴的快速装配。 随着脂肪滴逐渐增大

并向细胞核周围靠近,TIP47 逐渐减少至消失,说明

TIP47 可能在脂肪细胞分化初期对脂肪滴的形成和

增大起重要作用[8,9]。 近年来对 ADRP 研究较为广

泛,动物实验中,ADRP 敲除及反义寡核苷酸下调

ADRP 表达均可显著阻止动脉粥样硬化的发生发

展[3,10]。 这表明,ADRP 可能是治疗动脉粥样硬化

的分子靶点。 而对 TIP47 的研究却较少。 故本研究

中,我们选用 siRNA 技术,选择性抑制 TIP47 的表

达,进而观察其对巨噬细胞内脂肪滴形成及甘油三

酯含量的影响。
RNA 干扰技术是研究基因功能和基因治疗的

重要工具, 被形象地称为基因敲低(knock鄄down)或
基因沉默(gene鄄silencing) 技术。 siRNA 技术具有高

特异性、高效性、高稳定性、可传播性和可遗传性等

分子生物学特性。 同时, 作为基因治疗的工具还具

有针对性强,副作用小,周期较短的好处。 我们应

用 TIP47 siRNA 转染方法有效抑制了 TIP47 蛋白的

表达。 在转染 12 h 后,TIP47 蛋白表达明显降低,抑
制率为 67郾 2% ,在转染 24 h 后 TIP47 蛋白开始

恢复。
最近的研究表明,选择性下调 TIP47 表达可引

起 ADRP 代偿性增加,从而可能弥补 TIP47 的功能

缺陷[11]。 因此,我们检测了 TIP47 siRNA 是否可引

起 ox鄄LDL 诱导的 ADRP 代偿性增加,我们的结果提

示,在转染后的各个时间点均未影响 ADRP 的表达。
产生以上研究结果不同的原因考虑与所选择的细

胞系、siRNA 序列的不同有关。
接下来,我们检测了 TIP47 对巨噬细胞内脂肪

滴形成的影响。 油红 O 染色结果显示,TIP47 siRNA
显著抑制了 ox鄄LDL 诱导的脂肪滴聚集,由于脂肪滴

内主要成份为甘油三酯,我们进一步检验了其对细

胞内甘油三酯的影响,和对脂肪滴抑制作用相一
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致,TIP47 siRNA 明显降低了细胞内甘油三酯含量。
我们的结果清楚的显示,下调 TIP47 蛋白表达减少

了巨噬细胞内脂肪滴形成及甘油三酯含量。
总之,本研究结果表明,我们应用 TIP47 siRNA

转染方法明确抑制了 TIP47 蛋白表达并对 ADRP 表

达未产生任何影响。 更为重要的是,我们发现选择

性下调 TIP47 蛋白表达抑制了巨噬细胞内脂肪滴形

成及下调了甘油三酯含量,从而可能抑制泡沫细胞

的形成,提示 TIP47 有可能是动脉粥样硬化相关性

疾病防治的分子目标。 但关于其调节成脂过程的

机制仍需进一步深入研究。
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