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PLIN2 通过 Rab18 上调 ACSL3 表达促进巨噬细胞脂质蓄积
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(1. 南华大学心血管疾病研究所 动脉硬化学湖南省重点实验室 湖南省动脉硬化性疾病国际科技创新合作基地,
2. 南华大学药学院药理学教研室,湖南省衡阳市 421001)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨脂滴包被蛋白 2(PLIN2)增加巨噬细胞内脂质蓄积的机制。 [方法] 　 将实验分为氧化

型低密度脂蛋白(ox-LDL)组、不同 PLIN2 表达组、不同活性 Rab18 组,测定高表达和沉默表达 PLIN2 巨噬细胞中的

Rab18 和脂酰辅酶 A 长链合成酶 3(ACSL3)蛋白水平,不同活性 Rab18 的高表达 PLIN2 巨噬细胞中的 PLIN2、
Rab18、ACSL3 蛋白表达水平。 采用 Western blot 检测蛋白表达水平,采用免疫荧光观察细胞内相关蛋白定位情况,
采用油红 O 染色观察细胞内脂质蓄积情况。 [结果] 　 高表达 PLIN2 的细胞中 Rab18、ACSL3 表达水平明显增加

(P<0. 05),且 PLIN2 与 Rab18、ACSL3 在细胞内存在共定位的现象。 转染 Rab18 显性突变体 Q67L 质粒(Rab18 活

性增强)后的 PLIN2 高表达巨噬细胞中 ACSL3 表达水平明显升高(P<0. 05),细胞内脂滴的数量也明显增多(P<
0. 05)。 [结论] 　 PLIN2 可通过 Rab18 上调 ACSL3 表达促进巨噬细胞脂质蓄积。
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PLIN2 promotes lipid accumulation in macrophages by up-regulating ACSL3 expres-
sion through Rab18
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the mechanism of perilipin 2 (PLIN2) increasing lipid accumulation in macro-
phages. 　 　 Methods 　 The experiments were divided into oxidized low density lipoprotein ( ox-LDL) group, different
PLIN2 expression groups, and different activity Rab18 groups, the levels of Rab18 and acyl-CoA long chain synthetase 3
(ACSL3) protein in high expression and silent expression of PLIN2 macrophages were measured, and the levels of PLIN2,
Rab18, and ACSL3 protein expression in high expression PLIN2 macrophages with different activity Rab18 were measured.
Western blot was used to detect protein expression levels, immunofluorescence was used to observe the localization of intra-
cellular related proteins, and oil red O staining was used to observe intracellular lipid accumulation. 　 　 Results　 The ex-
pression levels of Rab18 and ACSL3 in cells with high expression of PLIN2 were increased significantly (P<0. 05), and
there was an intracellular phenomenon of co-localization of PLIN2 with Rab18 and ACSL3. 　 The expression level of
ACSL3 in high expression macrophages of PLIN2 after transfection with the Rab18 dominant mutant Q67L plasmid
(Rab18 activity increased) was increased significantly (P<0. 05), and the number of intracellular lipid droplets was
also increased significantly ( P < 0. 05) . 　 　 Conclusion 　 PLIN2 promotes macrophage lipid accumulation through
Rab18 by up-regulating ACSL3.
[KEY WORDS]　 perilipin 2;　 Rab18;　 acyl-CoA long chain synthetase 3;　 lipid accumulation

0201 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 31,No. 12,2023



　 　 动脉粥样硬化是以脂质代谢紊乱和炎性病变

为特征的病理过程,以动脉粥样硬化为主要病理基

础的心血管疾病在全球的致残、致死率一直较高,
严重威胁着人们的身心健康。 因此,阐明动脉粥样

硬化发生发展的分子机制极其重要,其中脂质摄取

与代谢水平的异常是其重要的分子机制之一。 有

研究表明,巨噬细胞来源的泡沫细胞在动脉粥样硬

化的形成与发展中起主要作用[1]。
脂滴由中性脂核组成,外周包裹着一层磷脂单

层,其中含有大量对脂滴水解或合成至关重要的蛋

白质,称为脂滴包被蛋白( perilipin,PLIN)。 PLIN2
是 PAT 家族成员之一,是在 1246 细胞株的 cDNA
文库中发现,是非脂肪组织中含量最多的 PLIN,广
泛分布于哺乳动物细胞的脂滴上[2-3]。

近年来,对 PAT 家族与脂质代谢相关疾病之间

的关系研究逐渐深入。 Ozeki 等[4] 发现胞内 Rab18
与 PLIN2 在脂滴中共存,两种脂滴蛋白有可能存在

相互作用。 Rab18 是脂滴相关蛋白,是脂滴动力学

的重要调节因子,其缺乏会导致脂滴生长和成熟缺

陷。 PLIN2 表达降低时 Rab18 表达减弱,细胞内脂

滴数量逐渐减少,因此 PLIN2 可能是 Rab18 的一个

上游调节基因。 有研究通过质谱分析发现 Rab18
和脂酰辅酶 A 长链合成酶 3 ( acyl-CoA long chain
synthetase 3,ACSL3)可能是有相互作用关系的两种

蛋白,并且两者都定位于脂滴,Rab18 参与脂滴动态

调节、脂质代谢和内质网膜转运,ACSL3 参与多种

脂质代谢过程[5-6]。 ACSL3 能促进脂滴的合成,增
加细胞内脂滴含量。 在脂滴的形成过程中,Rab18
激活并定位到脂滴同时和 ACSL3 形成复合物,
Rab18 KO 细胞中脂滴部分的 ACSL3 含量降低,提
示 Rab18 可能调控 ACSL3 的表达。 因此,本研究主

要通过构建高表达和沉默表达 PLIN2 巨噬细胞,采
用 Western blot 和免疫荧光实验说明 PLIN2 对

Rab18 和 ACSL3 有促进作用,然后构建不同活性的

Rab18 分别加入高表达 PLIN2 巨噬细胞中,通过

qRT-PCR、Western blot 和油红 O 染色说明 PLIN2 通

过 Rab18 上调 ACSL3 表达促进巨噬细胞脂质蓄积。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

THP-1 细胞购自上海生物科学研究院细胞库;
胎牛血清购自 Biological Industries 公司;RPMI-1640
培养基购自 Hyclone 公司;Lipo6000TM 转染试剂购

自上海碧云天生物科技公司;pQCXIP 反转录病毒

载体质粒购自 Invitrogen (美国) 公司;鼠抗 / 兔抗

PLIN2、鼠抗 Rab18 一抗、鼠抗 GAPDH 一抗及山羊

抗鼠 IgG 二抗购自 Proteintech(中国)公司;其他试

剂均为进口或国产分析纯。
1. 2　 细胞培养

在 5%CO2、37 ℃培养箱中培养 THP-1 细胞,视
细胞生长状态换液,细胞贴壁率约 75%时传代。
1. 3　 质粒的提取与鉴定

从-80 ℃冰箱取出含 pQCXIP、pQCXIP-HA-PLIN2、
pSuper-retro-PLIN2 siRNA 及 pSuper-retro-scramble
siRNA 反转录病毒载体质粒的菌液,接种环蘸取菌

液进行等量一致划板,37 ℃温箱培养过夜。 任意挑

取 3 个阳性单菌群分别接种于有氨苄青霉素的 LB
液体培养基。 采用酶切技术进行质粒性质检验,利
用紫外分光光度计测定吸光度值。

取出冻存的 3 种不同活性 Rab18(WT 型、Q67L
型、S22N 型)慢病毒载体甘油菌,用接种环各蘸取 3
种菌液进行划板。 拣选 3 个培养水平良好的单个菌

群,用 10 μL 无菌 Tip 吸头挑起单个菌落,分别放入

3 个液体培养基试管内。 通过紫外分光光度计测定

吸光度值,经酶切技术的方法检测质粒性质。
1. 4　 细胞处理

选取对数生长期良好的 THP-1 细胞,在细胞超

净台中加入 0. 3 kg / L 丙二醇甲醚醋酸酯(2-acetoxy-
1-methoxypropane,PGMEA),置于细胞培养箱孵育

24 ~ 48 h,使其从悬浮细胞诱导成为贴壁巨噬细胞,
加入细胞培养基,置于细胞培养箱备用。 转染

pQCXIP-HA-PLIN2 及 pSuper-retro-PLIN2 siRNA 入

PA317 细胞,收集重组反转录病毒,再进行细胞感

染,确定嘌呤霉素筛选浓度,用病毒感染细胞,再将

提取的 3 种不同活性的 Rab18 质粒转染至细胞中。
采用 Western blot 检测 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 的蛋

白表达,采用油红 O 染色检测细胞内脂质蓄积

情况。
1. 5　 氧化型低密度脂蛋白处理

用 50 mg / L 氧化型低密度脂蛋白(oxidized low
density lipoprotein,ox-LDL)孵育细胞 24 h,提取细胞

总蛋白,采用 Western blot 检测 PLIN2、Rab18 及 AC-
SL3 蛋白表达,采用油红 O 染色检测细胞内脂质蓄

积情况。
1. 6　 Western blot 检测

苯甲基磺酰氟 ( phenylmethylsulfonyl fluoride,
PMSF)和裂解液处理细胞后,离心(4 ℃,12 000 r / min,
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10 min),加上样缓冲液混匀,煮沸(100 ℃,10 min)
变性,冰上冷却,提取总蛋白。 使用 BCA 试剂盒定

量。 制备 10% 分离胶和 5% 浓缩胶,蛋白经 SDS-
PAGE 分离后转移至 PDVF 膜上,转膜结束后用脱

脂牛奶封闭,再分别加入相应一抗,摇床震荡孵育

6 ~ 8 h(4 ℃过夜),加入对应的二抗,摇床摇动孵育

1. 5 h(室温),TBST 洗 PVDF 膜 3 次,显影。
1. 7　 免疫共沉淀

配制蛋白样品,取 0. 5 g 蛋白样品加 1 μg 纯化

后的抗体吹打混合均匀,置于 4 ℃低速摇床过夜,制
备抗原抗体复合物。 于 1. 5 mL 离心管中加 30 μL
混合均匀的 Protein A+G 琼脂糖,掌型离心机短时

间离心并轻轻吸出上层液体;加 500 μL PBS 洗涤

Protein A+G 琼脂糖,离心机短时间离心并缓慢吸出

上清液;此步骤重复 2 次。 清洗完毕的 Protein A+G
琼脂糖加入已制备的抗原抗体复合物,于 4 ℃孵育

2 h,短时间离心,缓慢吸出上层液体;再加入 PBS 清

洗 2 次 (方法同上)。 上述步骤所得的沉淀加入

30 μL 2×SDS-PAGE 电泳蛋白上样缓冲液,混合均

匀后短时间离心,将蛋白样品沉入到管底部;将蛋

白用干式恒温锅煮沸 5 min,短时间离心并取出上层

液体,采用 Western blot 进行检测。
1. 8　 油红 O 染色

避光下配制油红 O 工作液,4% 多聚甲醛固定

细胞 30 min,PBS 洗涤 3 次,每次 10 min;将油红 O
染色液加入 24 孔板中,每孔至少 1 000 μL,观察到

细胞出现明显的颗粒状物体后吸出染液,PBS 再洗

涤 3 次,每次 10 min;30 min 后显微镜下观察细胞脂

质染色情况,PBS 洗涤 3 次(每次 10 min),再用苏

木精染核 5 s,最后用 PBS 洗涤 3 次。 封片后在显微

镜下拍片并保存。
1. 9　 细胞免疫荧光

用 4% 多聚甲醛固定细胞 30 min,PBS 清洗 3
次;用 0. 1% Trition X-100(每孔 1 000 μL)处理 24
孔板中的细胞 20 min,PBS 清洗 3 次,每次 8 min;制
备适量封闭液,加入孔板中封闭 1 h 后孵育对应的

一抗(4 ℃过夜),PBS 清洗 3 次,每次 7 min;二抗孵

育(常温),PBS 清洗 3 次,每次 8 min;使用 10 mg / L
DAPI 加入孔板内染核 5 ~ 10 min,PBS 清洗 3 次,每
次 8 min;使用抗荧光淬灭剂进行封片,避光,在荧光

显微镜下拍摄并保存。
1. 10　 qRT-PCR 检测

qRT-PCR 提取各组细胞中的总 RNA,去除混合

的 DNA 和 DNA 酶,使用 Fast King RT-PCR 合成试

剂盒从总 RNA 合成第一链 cDNA。 按照说明书进

行循环,反应程序:95 ℃预变性 15 min;95 ℃变性

10 s,55 ℃退火 20 s,72 ℃延伸 30 s,40 个循环。 以

GAPDH 为内参照,通过 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 的相对

表达量。
1. 11　 统计学分析

利用 Graph Pad Prism 8. 0、 Image-Pro Plus 及

SPSS 软件统计并分析所得数据,然后作出图形。 实

验所得数据以 x±s 表示,两组间比较使用 t 检验,多
组间比较使用单因素方差分析,两两比较采用

SNK-q 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1 　 ox-LDL 对巨噬细胞 PLIN2、Rab18 及 ACSL3
蛋白表达的影响

将巨噬细胞分为对照组和 ox-LDL 组,采用

Western blot 检测 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 的表达。
结果 发 现, ox-LDL 组 PLIN2 蛋 白 的 表 达 增 加

103. 5% ,Rab18 蛋白的表达增加 125. 7% ,ACSL3 蛋

白的表达增加 128. 3% ,与对照组相比差异有统计

学意义(P<0. 05;图 1)。

图 1. ox-LDL 对巨噬细胞 PLIN2、Rab18 及
ACSL3 蛋白表达的影响(n=3)

50 mg / L ox-LDL 孵育巨噬细胞 24 h,Western blot 检测

PLIN2、Rab18 及 ACSL3 蛋白表达(A),并利用 Image-Pro Plus 对
蛋白条带进行灰度值分析(B)。 a 为 P<0. 05,与对照组比较。

Figure 1. Effect of ox-LDL on the expression of PLIN2,
Rab18 and ACSL3 proteins in macrophages(n=3)
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2. 2　 荷脂巨噬细胞 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 之间的

结合情况

采用免疫共沉淀技术进一步检测荷脂巨噬细

胞中 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 的结合情况。 沉淀下

来的蛋白经变性分离后进行 Western blot 检测,由
Flag-PLIN2 迁移的蛋白沉淀中检测出 Rab18 和

ACSL3(图 2A),由 Flag-Rab18 迁移的蛋白沉淀中检

测出 PLIN2 和 ACSL3(图 2B),表明在荷脂巨噬细

胞中 PLIN2 与 Rab18、Rab18 与 ACSL3 相互结合。
通过免疫荧光法进一步验证 PLIN2 与 Rab18、Rab18

与 ACSL3 的定位情况,对细胞核和目的蛋白分别进

行标记染色,细胞核标记为蓝色, 图 3A、 3B 中

PLIN2 标记为红色,Rab18、ACSL3 标记为绿色,图
3C 实验中 Rab18 标记为红色,ACSL3 标记为绿色。
结果显示,PLIN2 与 Rab18、Rab18 与 ACSL3 荧光标

记颜色重合为黄色,表明在巨噬细胞中 PLIN2 与

Rab18、Rab18 与 ACSL3 位置相同,也进一步证明了

PLIN2 与 Rab18、 Rab18 与 ACSL3 在细胞内互相

结合。

图 2. 荷脂巨噬细胞 PLIN2、Rab18 和 ACSL3 之间的结合情况

50 mg / L ox-LDL 处理巨噬细胞 24 h 后,Western blot 检测 Flag-PLIN2 迁移的蛋白沉淀中 Rab18 和 ACSL3 的表达(A)以及

Flag-Rab18 迁移的蛋白沉淀中 PLIN2 和 ACSL3 的表达(B)。

Figure 2. Binding between PLIN2, Rab18 and ACSL3 in lipid loading macrophages

图 3. PLIN2、Rab18 及 ACSL3 之间的定位情况

50 mg / L ox-LDL 处理巨噬细胞 24 h 后,采用免疫荧光检测 PLIN2 与 Rab18 的定位(A)、PLIN2 与

ACSL3 的定位(B)以及 Rab18 与 ACSL3 的定位(C)。

Figure 3. Localization between PLIN2, Rab18 and ACSL3
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2. 3　 PLIN2 对荷脂巨噬细胞 Rab18 和 ACSL3 表达的

影响

为了探索 PLIN2 对荷脂巨噬细胞中 Rab18 和

ACSL3 的影响,制备 PLIN2 高表达细胞和 PLIN2 沉

默表达细胞,采用 Western blot 检测 PLIN2、Rab18
及 ACSL3 的表达。 结果发现,HA-PLIN2 组 PLIN2

蛋白表达水平升高 121. 9% ,siRNA-PLIN2 组 PLIN2
蛋白表达水平降低 67. 2% ,提示病毒感染有效。
HA-PLIN2 组 Rab18 和 ACSL3 的表达显著增加,
siRNA-PLIN2 组 Rab18 和 ACSL3 的表达显著降低。
说明 PLIN2 对 Rab18 和 ACSL3 的表达有促进作用

(图 4)。

图 4. PLIN2 对 Rab18 和 ACSL3 表达的影响(n=3)
巨噬细胞分别转染 pQCXIP、pQCXIP-HA-PLIN2、pSuper-retro-scramble siRNA、pSuper-retro-PLIN2 siRNA,再加入 ox-LDL 孵育 24 h,

Western blot 检测各组中 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 蛋白表达情况(A),利用 Image-Pro Plus 对条带中 PLIN2(B)、Rab18(C)及
ACSL3(D)的表达进行灰度值分析。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 PLIN2-Con 组比较;c 为 P<0. 05,与 siRNA-Con 组比较。

Figure 4. The effect of PLIN2 on the expression of Rab18 and ACSL3(n=3)

2. 4　 PLIN2 高表达时 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 之间的

作用关系

用免疫共沉淀法进一步检测 PLIN2 高表达时

PLIN2、Rab18 及 ACSL3 之间的作用关系,结果发

现,由 Flag-PLIN2 迁移的蛋白沉淀中可检测到

Rab18 和 ACSL3(图 5A),由 Flag-Rab18 迁移的蛋白

沉淀中可检测到 PLIN2 和 ACSL3(图 5B)。 说明在

PLIN2 高表达荷脂巨噬细胞中 PLIN2 与 Rab18、
Rab18 与 ACSL3 均存在相互作用的关系。 将细胞

核和目的蛋白进行标记染色,细胞核标记蓝色,在
图 6A 中,PLIN2 标记为绿色,Rab18 标记为红色;在
图 6B 中,PLIN2 标记为红色,ACSL3 标记为绿色。
结果显示,HA-PLIN2 组 Rab18 与 ACSL3 发光程度

明显增加,证实了 PLIN2 可促进 Rab18 与 ACSL3 的

表达。 PLIN2 与 Rab18、PLIN2 与 ACSL3 荧光标记

重合为黄色,也进一步验证了 PLIN2、 Rab18 及

ACSL3 之间存在互相作用的关系。

图 5. PLIN2 高表达时 PLIN2、Rab18 和 ACSL3 之间的作用关系

巨噬细胞转染 pQCXIP-HA-PLIN2,再加入 ox-LDL 孵育 24 h,采用 Western blot 检测由 Flag-PLIN2 迁移的蛋白沉淀中 Rab18 和

ACSL3 的表达(A)、由 Flag-Rab18 迁移的蛋白沉淀中 PLIN2 和 ACSL3 的表达(B)。

Figure 5. The relationship between PLIN2, Rab18 and ACSL3 during high expression of PLIN2
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图 6. PLIN2 高表达时 PLIN2、Rab18 及 ACSL3 之间的定位情况

50 mg / L ox-LDL 处理巨噬细胞 24 h 后,采用免疫荧光检测 PLIN2 与 Rab18 的定位(A)、PLIN2 与 ACSL3 的定位(B)。

Figure 6. Localization between PLIN2, Rab18 and ACSL3 during high expression of PLIN2

2. 5　 不同活性 Rab18 对 PLIN2 高表达荷脂巨噬细

胞内 ACSL3 蛋白表达的影响

研究 PLIN2 是否通过 Rab18 促进 ACSL3 蛋白

的表达,将细胞分为四组:对照组、Rab18 低活性

(LA) 组、 Rab18 野生型 (WT) 组、 Rab18 高活性

(HA)组。 用 ox-LDL 孵育 24 h 后采用 qRT-PCR 和

Western blot 检测各组细胞的转染情况。 结果发现,
与对照组相比,Rab18(HA)组 Rab18(Q67L)、Rab18
(WT) 组 Rab18 ( WT) 和 Rab18 ( LA) 组 Rab18
(S22N)的 mRNA 表达均增加,差异有统计学意义

(P<0. 05;图 7)。 Western blot 结果显示,与对照组

相比,Rab18(LA)组 Rab18 的表达量升高 80. 3% ,
Rab18(WT)组 Rab18 的表达量升高 93. 8% ,Rab18
(HA)组 Rab18 的表达量升高 129. 2% ,差异有统计

学意义(P<0. 05),证明三种质粒转染成功。 各转染

组间 PLIN2 的表达量无明显差异,提示 Rab18 可能

是 PLIN2 的下游基因。 Rab18 ( HA) 组与 Rab18
(WT) 组相比 ACSL3 的表达量增加 ( P < 0. 05 ),
Rab18(LA)组与 Rab18(WT)组相比 ACSL3 的表达

量减少(P<0. 05;图 8)。 以上结果提示 Rab18 对

ACSL3 蛋白表达有促进作用。
2. 6　 不同活性 Rab18 对 PLIN2 高表达荷脂巨噬细

胞内脂质蓄积水平的影响

研究 PLIN2 是否可以通过 Rab18 上调 ACSL3
的表达从而促进脂质蓄积,实验分为四组:对照组、
Rab18(WT) 组、Rab18 (HA) 组和 Rab18 ( LA) 组。
结果发现,与对照组相比,Rab18(LA)组中脂质蓄积

水平无明显变化,Rab18(WT)组和 Rab18(HA)组

脂质蓄积水平明显上升,差异有统计学意义(P <
0. 05;图 9),再次验证了 Rab18 是通过其活性来发

挥生 物 学 作 用。 提 示 PLIN2 通 过 Rab18 上 调

ACSL3 从而促进巨噬细胞内脂质蓄积。
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图 7. 转染 Rab18 不同载体的细胞 Rab18(Q67L)、Rab18(WT)、Rab18(S22N) mRNA 的表达(n=3)
转染 Rab18 不同载体的 PLIN2 高表达巨噬细胞,再加入 ox-LDL 孵育 24 h,用 qRT-PCR 测量 Rab18(WT)mRNA(A)、

Rab18(Q67L)mRNA(B)、Rab18(S22N)mRNA(C)的表达水平。 a 为 P<0. 05,与对照组比较。

Figure 7. The mRNA expression of Rab18 (Q67L), Rab18 (WT) and Rab18 (S22N) in cells transfected with
different vectors of Rab18(n=3)

图 8. 不同活性 Rab18 对 ACSL3 蛋白表达的影响(n=3)
分别把 3 种 Rab18 载体转染入 PLIN2 高表达巨噬细胞,再加入 ox-LDL 孵育 24 h,采用 Western blot 检测 ACSL3 蛋白表达水平(A),

利用 Image-Pro Plus 对条带中 PLIN2(B)、Rab18(C)及 ACSL3(D)的表达进行灰度值分析。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Rab18(WT)组比较。

Figure 8. Effect of Rab18 with different activity on ACSL3 protein expression(n=3)

图 9. 不同活性 Rab18 对 PLIN2 高表达巨噬细胞内脂质蓄积水平的影响

Figure 9. Effect of Rab18 with different activity on lipid accumulation level in
macrophages with high expression of PLIN2

3　 讨　 论

动脉粥样硬化是冠心病、脑梗死等疾病的主要

发病原因之一,对人类健康有极其严重的危害。 脂

滴是一种多功能、高度连接的细胞器,在细胞代谢

和内环境稳定中发挥着核心作用,且脂滴表层有多

种脂滴相关蛋白[7]。 在多种脂滴相关蛋白中,
PLIN2 的表达量较为丰富。 PLIN2 是一种脂肪细胞

分化相关蛋白,在脂肪细胞分化的极早期高度表

达[8-9]。 PLIN2 能够促进细胞脂滴生成、维持脂滴形

态及加重动脉粥样硬化[10-11]。 因此,阐明 PLIN2 表

达的机制,对动脉粥样硬化的发生发展具有重要意

义。 小 GTP 结合蛋白 Rab18 是位于脂滴表面的

PLIN,能参与调节脂质代谢和脂滴形成[12],与以动

脉粥样硬化为病理基础的心血管疾病密切相关[13]。
ACSL3 是脂滴相关蛋白中的一种,敲低 ACSL3 可显
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著降低细胞中甘油三酯含量[14-15]。 有研究表明,小
鼠成肌细胞中 PLIN2、Rab18 和 ACSL3 在内质网和

脂滴上有双重定位,Rab18 在小鼠成肌细胞的脂滴

生物发生和生长过程中从内质网募集到脂滴,且
Rab18 的脂滴靶向性是通过与 PLIN2 相互作用而增

强的,脂滴相关的 Rab18 加强了脂滴对 ACSL3 的靶

向作用,从而促进脂肪酸和甘油三酯转化[5]。 并且

在脂滴最初形成时能够从内质网转位到脂滴

上[16-17]。 由此猜测在巨噬细胞中 PLIN2、Rab18 与

ACSL3 之间也可能存在相互作用。
本研究中,使用 50 mg / L ox-LDL 孵育巨噬细胞

24 h,构建荷脂细胞模型。 Western blot 检测到孵育

24 h 后细胞内 PLIN2、Rab18 和 ACSL3 蛋白的表达

水平显著升高;通过油红 O 染色观察到孵育 24 h 后

细胞内脂滴数量明显增多。 大量文献报道,在细胞

的脂质过度摄取途径中,PLIN2 的蛋白水平上调,说
明可能是 PLIN2 增加了脂滴内胆固醇酯和甘油三

酯的合成[18]。 研究表明,在任何状态下 PLIN2 均与

脂质蓄积水平呈正相关[19]。 Rab18 蛋白的表达水

平随着巨噬细胞中脂滴数量的增加而增加。 同样,
巨噬细胞中 ACSL3 的蛋白表达量也随细胞内脂质

水平增加而增加。
Rab18 与 PLIN2 共定位于脂滴上,在脂滴的形

成过程中 PLIN2 比 Rab18 更早检测到[4]。 本研究

发现,在细胞荷脂的过程中,PLIN2、Rab18 与 ACSL3
的表达均增加,为了检测荷脂的 THP-1 细胞中两种

蛋白是否相互结合,利用免疫共沉淀技术进行检

测,结果显示 THP-1 细胞荷脂过程中 PLIN2 与

Rab18、Rab18 与 ACSL3 存在结合的关系。 此外,利
用免疫荧光技术进一步验证 PLIN2 与 Rab18、Rab18
与 ACSL3 存在共定位,证明 PLIN2、Rab18 与 ACSL3
三种蛋白可能相互影响。

本研究使用反转录病毒载体转染法建立过表

达和沉默表达 PLIN2 的 THP-1 细胞,随后进行

ox-LDL 孵育,观察 Rab18 和 ACSL3 的蛋白表达水

平。 Western blot 结果显示,当过表达 PLIN2 时,荷
脂巨噬细胞内 Rab18 和 ACSL3 的蛋白表达量显著

上调;免疫荧光检测验证了 PLIN2 高表达巨噬细胞

中 PLIN2 与 Rab18、Rab18 与 ACSL3 存在共定位;利
用免疫共沉淀法观察到 PLIN2 高表达巨噬细胞中

PLIN2 与 Rab18、Rab18 与 ACSL3 依然存在相互作

用的关系。 综上,推测 PLIN2 可能通过 Rab18 调节

ACSL3 的表达。
Rab18 的分子开关可调节 Rab18,使 Rab18 在

活化或失活状态下互相转变[20]。 因为细胞内

Rab18 是通过转变不同形式来发挥生物学功能,所
以参照文献[21],将 Rab18 (WT)、Rab18 (Q67L) 和

Rab18(S22N)质粒分别转染入 PLIN2 高表达巨噬

细胞中,制备野生型、高活性和低活性 Rab18 的

PLIN2 过表达巨噬细胞来观察不同活性 Rab18 在

PLIN2 高表达巨噬细胞中对 ACSL3 表达水平及脂

质蓄积的影响。 与对照组相比,不同活性 Rab18 细

胞中 Rab18 mRNA 的表达均明显上调,说明各活性

Rab18 细胞制备成功。 不同活性 Rab18 细胞组间

Rab18 蛋白的表达量无统计学意义,表明不同活性

Rab18 所发挥的作用与其蛋白表达水平相关性不

大,而与其自身生物学功能息息相关,这也与文

献[21]的实验结果相一致。 但与 Rab18 (WT)组相

比,Rab18(LA)组 ACSL3 的表达明显下调、细胞内

脂滴数量明显减少,而 Rab18(HA)组 ACSL3 的表

达明显上调、细胞内脂滴数量明显增加。 细胞内脂

滴数量的变化与 ACSL3 蛋白表达量的变化一致。
由此说明,PLIN2 通过活化的 Rab18 作用于脂滴,进
而调节脂质代谢。

另有研究报道,PLIN2 和 Rab18 定位于不同类

型的脂滴,Rab18 蛋白过表达后降低了 HepG2 细胞

中 PLIN2 蛋白的数量,差异可以归因于不同的细胞

类型[22]。 由于人体动脉组织的特殊性,而大动物模

型具有价格昂贵与模型诱导周期长的缺点,目前大

多数的研究仍然依赖于小动物模型,这对动脉粥样

硬化的基础研究造成了一定困难。 同时,小动物模

型具有斑块位置、性质、特征与人体的不一致性,模
型诱导的周期与人类动脉粥样硬化形成时间的差

异性,疾病模型单一与临床机体的复杂性之间的矛

盾等,导致了动物实验中的结论在运用到人类疾病

研究中需慎重[23]。
综上所述,本研究证实,在巨噬细胞中 PLIN2

可通过 Rab18 上调 ACSL3 表达进而增加细胞内脂

质蓄积。 PLIN2、Rab18 和 ACSL3 均是脂滴相关蛋

白并在细胞内脂质调节过程中起关键作用,其调节

细胞内脂质蓄积的机制对减少脂滴的形成及蓄积,
抑制巨噬细胞源性泡沫细胞形成,进而减缓动脉粥

样硬化发生具有重要意义。
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