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胆固醇酰基转移酶 1 及中性胆固醇酯水解酶相互结合
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨脂肪分化相关蛋白是否与酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 或中性胆固醇酯水解酶相互结

合。 方法摇 50 mg / L 氧化型低密度脂蛋白孵育 RAW264. 7 细胞 0、0. 5、1、3、6 h,使用逆转录鄄聚合酶链反应及蛋白

免疫印迹分析技术检测脂肪分化相关蛋白、酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 和中性胆固醇酯水解酶的 mRNA 及

蛋白的表达;应用免疫共沉淀技术检测脂肪分化相关蛋白与酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 或中性胆固醇酯水

解酶是否相互结合。 结果摇 随着氧化型低密度脂蛋白与 RAW264. 7 细胞孵育时间的延长,逆转录鄄聚合酶链反应

和蛋白免疫印迹分析显示,脂肪分化相关蛋白、酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 和中性胆固醇酯水解酶的 mRNA
和蛋白质随着时间的延长而增多,与 0 h 相比,差异有显著性(P < 0. 05,n = 3)。 免疫共沉淀实验显示,RAW264. 7
细胞与氧化型低密度脂蛋白孵育 0、0. 5、1、3 h 时脂肪分化相关蛋白与酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 结合,6 h
时脂肪分化相关蛋白与酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 不结合;孵育 0、0. 5、1 h 时脂肪分化相关蛋白与中性胆固

醇酯水解酶不结合,3、6 h 时与中性胆固醇酯水解酶结合。 结论摇 在荷脂的 RAW264. 7 细胞中脂肪分化相关蛋白

与中性胆固醇酯水解酶及酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 相互结合。 脂肪分化相关蛋白与酰基辅酶 A:胆固醇酰

基转移酶 1 和中性胆固醇酯水解酶在细胞内脂质代谢中可能协同作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim 摇 To explore whether adipophilin interact with acyl鄄coenzyme A: cholesterol acyltransferse 1
(ACAT1) and neutral cholesterol ester hydrolase (NCEH) in lipid鄄loaded RAW264郾 7 cell induced by oxidized low density
lipoprotein (ox鄄LDL). 摇 摇 Methods摇 RAW264郾 7 cells were incubated with 50 mg / L ox鄄LDL for different time. 摇 The ex鄄
pression of mRNA and proteins of adipophilin, ACAT1 and NCEH were detected by semi鄄quantitative reverse transcription鄄
polymerase chain reaction and western blot respectively. 摇 Interactions between adipophilin and ACAT1 or NCEH were de鄄
tected by co鄄immunoprecipitation. 摇 摇 Results摇 As the incubation time of ox鄄LDL was extended in RAW264郾 7 cells, the
expression of mRNA and proteins of adipophilin, ACAT1 and NCEH were significantly increased compared with 0 h group
(P < 0郾 05, n = 3). 摇 Co鄄immunoprecipitation showed that there were interactions between adipophilin and ACAT1 in
RAW264郾 7 macrophages with ox鄄LDL treatment at 0, 0郾 5, 1 h and 3 h, and no interactions at 6 h. 摇 There were not inter鄄
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actions between adipophilin and NCEH in RAW264郾 7 macrophages with ox鄄LDL treatment at 0, 0郾 5 h and 1 h, and inter鄄
actions at 3 h and 6 h. 摇 摇 Conclusions 摇 There were interactions between adipophilin and ACAT1 or NCEH in
RAW264郾 7 macrophages with ox鄄LDL treatment. 摇 It suggests that adipophilin may have synergistic effects with ACAT1
and NCEH in lipid鄄loaded RAW264郾 7 cell.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)斑块的泡沫

细胞中,蓄积的脂质主要以脂滴的形式储存于胞

浆。 脂肪分化相关蛋白(adipophilin)是脂滴外周含

量较高的一种不完全包被蛋白[1,2]。 人 Adipophilin
基因编码 437 个氨基酸组成的蛋白。 组织中 Adi鄄
pophilin 的表达限于某些特定的细胞,如外周血的单

核细胞、动脉粥样硬化斑块区的巨噬细胞、发生脂

肪变的肝细胞及类固醇激素生成细胞[3]。 Adi鄄
pophilin 能够使细胞内脂质蓄积,抑制胆固醇的外

流[4]。 我 们 研 究 发 现, 高 表 达 Adipophilin 的

RAW264. 7 细胞内,酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶

1 ( acyl鄄coenzyme A: cholesterol acyltransferase 1,
ACAT1)表达升高,而且,蛋白激酶 C(protein kinase
C,PKC) 抑制剂 Calphostin C 可以抑制这种高表

达[5,6]。 中性胆固醇酯水解酶(neutral cholesterol es鄄
ter hydrolase,NCEH)在细胞内与 ACAT1 催化的反

应互为逆反应。 把高表达 NCEH 的小鼠与 LD鄄
LR - / - 小鼠[LDLR:低密度脂蛋白受体( low density
lipoprotein receptor)]杂交获得 LDLR - / - CEHTg 小

鼠,小鼠 As 斑块面积和斑块胆固醇含量显著减少,
而且,体内游离胆固醇从巨噬细胞到胆汁和粪便的

排出增加[7]。 相反,敲除 NCEH 会加速 As 的发

展[8]。 在巨噬细胞内,Adipophilin、ACAT1 和 NCEH
都与细胞内脂质积聚密切相关,位置也十分接

近[9,10]。 本文旨在研究三者是否相互作用,协同促

进脂质的聚集,为阐明 Adipophilin 促使细胞内脂质

积聚的机制提供实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞培养及处理

摇 摇 RAW264. 7 细胞(购自中国科学院上海细胞生

物学研究所)培养于含 5%小牛血清的 DMEM 高糖

完全培养基中,于 37益、5% CO2、湿度 95% 的培养

箱中培养。 培养细胞呈单层贴壁生长,贴壁达 85%
时传代,每 36 ~ 72 h 传代 1 次。 待细胞铺满后,用
50 mg / L 氧化型低密度脂蛋白( oxidized low density
lipoprotein,ox鄄LDL)(购自广州奕源生物公司)孵育

RAW264. 7 细胞,使 RAW264. 7 细胞荷脂。 分别于

0、0. 5、1、3、6 h 收集细胞进行后续实验。

1郾 2摇 逆转录鄄聚合酶链反应

使用超纯 RNA 提取试剂盒(购自北京康为世

纪公司)提取 RAW264. 7 细胞总 RNA,取总 RNA 5
滋L,使用 HiFi鄄MMLV 二步法逆转录鄄聚合酶链反应

( reverse transcription polymerase chain reaction,RT鄄
PCR)试剂盒(购自北京康为世纪公司)合成 cDNA,
取 cDNA 2 滋L 进行 PCR 循环。

内参磷酸甘油醛脱氢酶( glyceraldehyde phos鄄
phate dehydrogenase,GAPDH)引物序列为:5忆鄄CAGTC鄄
CATGCCATCACTGCCA鄄3忆(正义链),5忆鄄AGGTGGAG鄄
GAGTGGGTGTCGC鄄3忆(反义链),扩增片断长度为 354
bp。 ACAT1 引 物 序 列 为: 5忆鄄TGCCTGAGCTACTTC鄄
TACCCA鄄3忆 ( 正 义 链 ), 5忆鄄CACGTAACGACAAGTC鄄
CAGGT鄄3忆(反义链),扩增片断产物长度为 266 bp。
NCEH 引物序列为:5忆鄄CCGCCTGGGGACAATGAG鄄3忆
(正义链),5忆鄄TCTGAGGAGTTTCCTCCGTCA鄄3忆(反义

链),PCR 扩增片段产物长度为 1258 bp。 Adipophilin
引物序列为:5忆鄄CCAAGGATTCTGTAGCCAGCA鄄3忆(正
义 链 ), 5忆鄄ACAGTGGGACTCATCGGTGTC鄄3忆 ( 反 义

链),PCR 扩增片段产物长度为 523 bp。 PCR 反应条

件为:94益 预变性 5 min,95益 变性 30 s,57益 退火

30 s,72益 延伸 40 s,34 个循环,72益 延伸 5 min。
RT鄄PCR 反应结束,取 5 滋L 产物于 1. 2% 的琼

脂糖凝胶中电泳。 电泳条带采用 UVP 凝胶图像分

析系统做积分吸光度测定和分析,取各组目的基因

与内参基因吸光度值之比来比较待测基因 mRNA
表达的差异。
1郾 3摇 蛋白免疫印迹分析

细胞处理结束后,裂解细胞。 细胞蛋白定量

后,做蛋白免疫印迹(Western blot)分析。 抗体分别

使用酰基辅酶 A:胆固醇酰基转移酶 1 多克隆抗体、
Adipophilin 多克隆抗体、NCEH 多克隆抗体(美国

Santa Cruz 公司)、茁鄄actin 单克隆抗体(武汉博士德

生物工程有限公司)。 结果用 Labwork 凝胶图像分

析系统对胶片扫描,以对照组的面积灰度值为

100% ,与实验组进行比较和半定量分析。
1郾 4摇 免疫共沉淀反应

细胞处理结束后,弃培养基,PBS 冲洗 2 ~ 3 次,
加入 Western blot 及 IP 细胞裂解液(含蛋白酶抑制

剂)(购自碧云天生物科技研究所),收集细胞后冰
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上裂解 30 min。 取少量细胞裂解液以供 Western
blot 分析,剩余裂解液加 10 滋g 相应的抗体,4益 缓

慢摇晃孵育过夜。 取 40 滋L 蛋白 A 琼脂糖珠(购自

碧云天生物科技研究所),用适量 Western blot 及 IP
细胞裂解液洗 3 次,每次 3000 r / min 离心 3 min。

将预处理过的 40 滋L 蛋白 A 琼脂糖珠加入到

和抗体孵育 4 h 的细胞裂解液中,4益孵育 4 h,使抗

体与蛋白 A 琼脂糖珠耦连。 免疫沉淀反应后,在
4益以 3000 r / min 离心 3 min,将琼脂糖珠离心至管

底,小心吸去上清液,琼脂糖珠用 1 mL Western blot
及 IP 细胞裂解液洗 3 ~ 4 次。 最后加入 6 滋L 的 2 伊
SDS 上样缓冲液,沸水煮 5 min 后 - 20益保存,用于

蛋白免疫印迹分析。
1郾 5摇 统计学处理

实验所得数据用x 依 s 表示,组间比较采用方差

分析,由 SPSS 16. 0 统计软件完成,以 P < 0. 05 判定

差异具有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1 摇 RAW264. 7 细胞荷脂过程中 Adipophilin、
ACAT1 及 NCEH 表达的变化

为了检测荷脂的 RAW264. 7 细胞中 Adipophil鄄
in、ACAT1 及 NCEH mRNA 和蛋白表达的变化,以
50 mg / L ox鄄LDL 分别孵育 RAW264. 7 细胞 0、0. 5、
1、3、6 h,收集细胞后使用 PT鄄PCR 检测 mRNA 的表

达,使用 Western blot 检测蛋白质的表达。 结果显

示,Adipophilin、ACAT1 及 NCEH 的 mRNA 和蛋白的

表达随着 ox鄄LDL 孵育时间的延长而增多,与 0 小时

组相比,差别有显著性(P < 0. 05;图 1 ~ 3)。

图 1. ox鄄LDL 孵育 RAW264. 7 细胞中 Adipophilin 表达的变化(n = 3) 摇 摇 左图为 RT鄄PCR 结果,右图为 Western blot 结果。 a 为 P
< 0. 05,与 0 h 组相比。

Figure 1. Expression of adipophilin incubated with ox鄄LDL in RAW264. 7 cells (n = 3)

图 2. ox鄄LDL 孵育 RAW264. 7 细胞中 ACAT1 表达的变化(n = 3) 摇 摇 左图为 RT鄄PCR 结果,右图为 Western blot 结果。 a 为 P <
0郾 05,与 0 h 组相比。

Figure 2. Expression of ACAT1 incubated with ox鄄LDL in RAW264. 7 cells (n = 3)
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图 3. ox鄄LDL 孵育 RAW264. 7 细胞中 NCEH 表达的变化(n = 3) 摇 摇 左图为 RT鄄PCR 结果,右图为 Western blot 结果。 a 为 P <
0郾 05,与 0 h 组相比。

Figure 3. Expression of NCEH incubated with ox鄄LDL in RAW264. 7 cells (n = 3)

2郾 2摇 RAW264. 7 细胞荷脂过程中 Adipophilin 与

ACAT1 及 NCEH 相互结合

在荷脂的过程中,Adipophilin、ACAT1 及 NCEH
的表达均增加,为了检测荷脂的 RAW264. 7 细胞中

它们是否相互结合,将 RAW264. 7 细胞分别与 50
mg / L ox鄄LDL 孵育 0、0. 5、1、3、6 h,并用免疫共沉淀

的方法进行检测。 结果显示,0 ~ 1 h 时 Adipophilin

与 ACAT1 结合,与 NCEH 不结合;3 h 时 Adipophilin
既与 ACAT1 结合,又与 NCEH 结合;6 h 时 Adi鄄
pophilin 与 ACAT1 不结合,与 NCEH 结合(图 4)。
实验使用 IgG 作为阴性对照。 表明 RAW264. 7 细胞

在荷脂的过程,三者相互结合,并随着时间的延长,
它们相互结合的程度有所变化。

图 4. ox鄄LDL 孵育 RAW264. 7 细胞中 Adipophilin 与 ACAT1 及 NCEH 相互结合摇 摇 IP 为免疫共沉淀,WB 为蛋白免疫印迹。

Figure 4. Adipophilin interact with ACAT1 and NCEH incubated with ox鄄LDL in RAW264. 7 cells

3摇 讨摇 论

脂滴是一种细胞器,它有一个脂质核心,外围

被单层磷脂分子和一些蛋白包裹。 PAT 家族蛋白

就是包裹脂滴的蛋白中的一类,它们分布于脂滴表

面。 PAT 家族蛋白成员有多个,它们分别包括 Peril鄄
ipin、 Adipophilin、 TIP47、 S3鄄12、 OXPAT、 LSD鄄1 和

LSD鄄2 等。 Adipophilin 分子量在 47 ~ 53 kDa 之间,
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等电点为 6. 72。 人 Adipophilin 基因位于 9p22. 1 ~
p21. 3,基因总长 5003 bp,编码 437 个氨基酸组成的

蛋白质[11]。
本课题组用高胆固醇饲料喂养新西兰白兔,复

制动脉粥样硬化疾病模型,发现高胆固醇饲料喂养

组血清总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇和动脉壁胆

固醇明显增高,动脉粥样硬化病变处 Adipophilin 表

达呈阳性[12]。 使用反义 Adipophilin 寡核苷酸和 ox鄄
LDL 与小鼠腹腔巨噬细胞共孵育,发现反义 Adi鄄
pophilin 寡核苷酸能够明显抑制由 ox鄄LDL 引起的小

鼠腹腔巨噬细胞中胆固醇酯的聚集,Adipophilin 基

因和蛋白的表达显著下降[13]。 这些研究表明,Adi鄄
pophilin 与动脉粥样硬化发生发展密切相关,但具体

作用机制是什么? 通过哪些途径和哪些分子相互

作用? 尚未阐明。
ACAT1 是内质网上调节细胞内胆固醇代谢平

衡的关键酶,它能催化胆固醇与长链脂肪酸连接生

成胆固醇酯。 ACAT 与动脉粥样硬化关系密切,很
多动物的动脉壁 ACAT 活性很低,但 As 病变后的

ACAT 活性却大幅度提高[14]。 在动脉粥样硬化疾

病的发生发展过程中,一方面,血液中单核细胞分

化为巨噬细胞后,ACAT1 大量表达,使细胞内胆固

醇酯大量堆积导致泡沫细胞的形成;另一方面,在
小肠和肝脏中,ACAT 参与了胆固醇吸收和脂蛋白

的装配,直接影响了血液中胆固醇的水平。
NCEH 是细胞在中性 pH 状态下催化胆固醇酯

水解成游离胆固醇和脂肪酸的酶,它与 ACAT1 的作

用相反。 Okazaki 等[10] 发现,小鼠腹膜巨噬细胞和

ApoE - / - 小鼠 As 斑块中 NCEH 高表达;在 As 敏感

的 LDLR - / - 小鼠中,高表达 NCEH 会导致饮食诱导

的 As 减少。
Adipophilin、ACAT1 和 NCEH 在细胞内的位置

接近,都位于内质网。 Robenek 等[15] 用人巨噬细胞

与乙酰化低密度脂蛋白复制泡沫细胞,发现 Adi鄄
pophilin 聚集在内质网的面向细胞质的小叶上,紧靠

脂滴包膜。 Joyce 等[9] 研究发现,ACAT1 是内质网

上的 5 次跨膜蛋白。 Okazaki 等[10] 利用免疫荧光技

术发现巨噬细胞荷脂时 NCEH 位于内质网表面。
那么它们之间会不会有什么联系呢? 我们发

现,Adipophilin 引起巨噬细胞内脂质积聚的机制可

能跟 ACAT1 有关[6]。 那么同样是内质网上与脂质

代谢有关的酶,Adipophilin 与 NCEH 是否有关系甚

至相互作用呢? 在进行实验之前,我们采用生物信

息学的方法进行关联预测,结果显示与 Adipophilin
有关的基因和蛋白有 233 种之多,ACAT1 就包括其

中,且 Adipophilin 和 ACAT1 在泡沫细胞、脂质代谢

和动脉粥样硬化方面存在着诸多交叉;Adipophilin
与 NCEH 也有着间接的关系。

我们采用 50 mg / L ox鄄LDL 孵育 RAW264. 7 细

胞,使 RAW264. 7 细胞处于荷脂的过程中。 在细胞

荷脂的过程中 Adipophilin、ACAT1 及 NCEH 的 mR鄄
NA 和蛋白的表达随着 ox鄄LDL 孵育时间的延长而增

多。 值得探讨的是,随着细胞大量荷脂,Adipophilin
和 ACAT1 表达的增多可促进脂质的蓄积和脂滴的

形成,Adipophilin 和 ACAT1 可能存在协同作用。 但

为何 NCEH 表达也增多呢?
随后的免疫共沉淀实验结果显示,0 ~ 1 h 时

Adipophilin 与 ACAT1 结合,与 NCEH 不结合;3 h 时

Adipophilin 与 ACAT1 结合,也与 NCEH 结合;6 h 时

Adipophilin 与 ACAT1 不结合,与 NCEH 结合。 我们

推测,Adipophlin 与 ACAT1 和 NCEH 在细胞内脂质

代谢中可能起着协同作用。 0 ~ 3 h 时 Adipophilin
与 ACAT1 结合,促进脂质蓄积,6 h 时 Adipophilin
与 ACAT1 脱离;从 3 h 开始, Adipophilin 转而与

NCEH 结合并相互作用,协同脂质的代谢。
从本文的结果可以推断,Adipophilin 促进脂质

蓄积的机制与 ACAT1 和 NCEH 有关。 在荷脂的巨

噬细胞中 Adipophlin、ACAT1 和 NCEH 的表达增高

调节着细胞内脂质代谢的平衡。 可以预测,Adi鄄
pophlin、ACAT1 和 NCEH 有可能成为预防和治疗动

脉粥样硬化的新靶点。
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