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[摘摇 要] 摇 目的摇 我们已经发现 adipophilin 通过改变乙酰辅酶 A颐 胆固醇酰基转移酶 1(ACAT1)的表达来促进细

胞内脂质蓄积,病理状态下形成泡沫细胞,成为动脉粥样硬化的始动因素。 本研究旨在探讨该过程所涉及的信号

通路,阐明 adipophilin 引起细胞内脂质积聚的机制。 方法 摇 通过克隆 adipophilin 基因,构建逆转录病毒载体

pQCXIP鄄HA鄄Adi,使 用 siRNA 技 术 构 建 pSuper鄄retro鄄adipophilin siRNA 逆 转 录 病 毒 载 体, 包 装 病 毒 后, 感 染

RAW264郾 7 细胞,筛选后获得高或低表达 adipophilin 的细胞。 将该细胞分别与 300 nmol / L PKC 抑制剂 Calphostin C
孵育 16 h 或同时再加入 50 mg / L 氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)共孵育,应用 RT鄄PCR 和 Western blot 检测细胞内

ACAT1 的表达。 当低表达 adipophilin 的细胞与 Calphostin C 共孵育时,在不同的时间点取样,RT鄄PCR 和 Western
blot 检测各时间点细胞内 ACAT1 的表达。 结果摇 高表达 adipophilin 细胞中 ACAT1 表达增加,低表达 adipophilin 细

胞中 ACAT1 表达减少。 无论在高或低表达 adipophilin 的细胞中,Calphostin C 能够抑制 ACAT1 的表达,与不孵育

Calphostin C 组相比差别有显著性。 与 ox鄄LDL 孵育使高表达 adipophilin 的细胞荷脂,同样能够发现 Calphostin C 抑

制 ACAT1 的表达。 低表达 adipophilin 的细胞与 Calphostin C 共孵育 1 h 后,ACAT1 mRNA 开始下降;孵育 8 h 后,
ACAT1 蛋白开始下降;孵育 16 h 后 ACAT1 mRNA 及蛋白表达均明显下降,与对照组相比差别有显著性。 高及低表

达 adipophilin 或负荷脂质状态下,Calphostin C 能够时间依赖性的抑制 ACAT1 的表达。 结论摇 adipophilin 引起细胞

内脂质积聚的机制可能是,PKC 信号分子作用于 adipophilin,并进一步影响 ACAT1 的表达,最终导致细胞内脂质

积聚。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the signaling pathways involved in the process which adipophilin induced the in鄄
tracellular lipid accumulation. 摇 摇 Methods摇 We obtained the RAW264郾 7 cells of high or low expression of adipophilin by
constructing retroviral vector. 摇 Then the cells were incubated with 300 nmol / L of Calphostin C (PKC inhibitor) for 16 h or
incubated with 50 mg / L ox鄄LDL simultaneously. 摇 The expression of ACAT1 was detected by RT鄄PCR and Western blot.
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Results摇 The results showed that RAW264郾 7 cells with high expression of adipophilin increased the expression of ACAT1,
and decreased in cells of low expression of adipophilin. 摇 Calphostin C inhibited the expression of ACAT1 in the cells with
high or low expression of adipophilin. 摇 Compared with the cells incubated without Calphostin C, the difference was signifi鄄
cant. 摇 Calphostin C also inhibited the expression of ACAT1 when incubated the cells of high expression of adipophilin with
ox鄄LDL for lipid鄄loading. 摇 Both mRNA and protein were significantly decreased after incubated for 16 h and the difference
was significant compared with the control. 摇 In the condition of lipid鄄loaded, Calphostin C could inhibit ACAT1 expression
time鄄dependently in cells of low expression of adipophilin. 摇 摇 Conclusion摇 The results indicated that PKC signaling mol鄄
ecules affected adipophilin expression and further affected the expression of ACAT1. 摇 It suggests that PKC signal could be
related to adipophilin causing intracellular lipid accumulation.

摇 摇 脂肪分化相关蛋白(adipose differentiation鄄relat鄄
ed protein,ADRP)属脂滴周围蛋白 PAT 家族中的一

员,与动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)发生及发展

密切相关[1,2]。 它是细胞内积聚脂质以及与脂质积

聚有关疾病的标志物[3]。 我们的研究发现[4,5],它
促进细胞内脂质积聚主要通过酰基辅酶 A颐 胆固醇

酰基转移酶 1(acyl鄄coenzyme A颐 cholesterol acyltrans鄄
ferase 1,ACAT1)而实现的。 ACAT1 是细胞内主要

合成胆固醇酯的酶,主要作用是维持细胞内胆固醇

的代谢平衡。 ACAT1 位于内质网上,合成的脂质根

据细胞的状态决定其去向。 当细胞内脂质增多时,
合成的脂质将形成脂滴,贮存在细胞质。 Forcheron
等[6] 在 As 斑块中同时检测出了 adipophilin 与

ACAT1,与斑块周围组织相比,adipophilin 与 ACAT1
均高表达,两者均分布在巨噬细胞丰富区域。

既然 adipophilin 通过 ACAT1 促进细胞内脂质

积聚,那么,寻找涉及该过程的信号通路就是急需

解决的问题。 Chen 等[7] 和我们课题组[5] 均发现,
adipophilin 的表达可受到蛋白激酶 C(protein kinase
C,PKC)的激动剂和抑制剂的调控,提示在 adipophi鄄
lin 引起细胞内脂质增多的过程中与 PKC 信号通路

有关。
本课题拟在前期研究的基础上,使用基因表达

及 RNA 干扰技术获得高及低表达 adipophilin 的细

胞,应用这两类细胞,加入 PKC 抑制剂 Calphostin C
分别验证 adipophilin 影响 ACAT1 的表达是否通过

PKC 信号通路,揭示 adipophilin 导致细胞内脂质积

聚,病理状态下,形成泡沫细胞,促进 As 的发生发展

的机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞培养及分组

摇 摇 RAW264郾 7 细胞(购自中国科学院上海细胞生

物学研究所)使用 RPMI1640 培养基,PA317 细胞

(中南大学湘雅医学院生物化学教研室馈赠)使用

DMEM鄄high 培养基,培养基中加入 10% 胎牛血清,
在 37益、5% CO2、饱和湿度状态下培养。 实验共分

三组:Control 组用 Raw 细胞;Vector 组用空质粒所

包装的病毒感染 Raw 细胞;Hi鄄Adi 组或 L鄄Adi 组用

pQCXIP鄄HA鄄Adi ( Hi鄄Adi 组 ) 或 pSuper鄄retro鄄adi鄄
pophilin siRNA(L鄄Adi 组)质粒所包装的病毒感染

Raw 细胞。 另外,在低表达 adipophilin 的研究中,增
加了 scramble 组作为阴性对照 (用 pSuper鄄retro鄄
scramble siRNA 质粒所包装的病毒感染 Raw 细胞)。
1郾 2摇 载体的构建及扩增

从培养的小鼠(C57BL / 6J)血管平滑肌细胞(第
6 代 ) 克 隆 adipophilin 基 因, 先 构 建 克 隆 载 体

pCR2郾 1鄄adipophlin,测序正确后,再构建逆转录病毒

表达载体 pQCXIP鄄HA鄄Adi,具体方法见文献[4]。
根据 adipophilin mRNA 序列(AY035850),使用

Oligoengine Co郾 (USA)的 RNAi 系统软件设计 adi鄄
pophilin siRNA 序列,序列为 AUG CAC AGU GCC
AAC CAG A,对应于 AY035850 的 793鄄811 位置。
在引物的两端分别加上 Bgl域和 Hind芋酶切位点,
中间加入发夹结构。 Forward 链序列为 5忆鄄GAT CCC
CAT GCA CAG TGC CAA CCA GAT TCA AGA GAT
CTG GTT GGC ACT GTG CAT TTT TTA鄄3忆,Reverse
链序列为 5忆鄄AGC TTA AAA AAT GCA CAG TGC
CAA CA G ATC TCT TGA ATC TGG TTG GCA CTG
TGC ATG GG鄄3忆。 同时根据文献[8]设计 scramble
siRNA 作为阴性对照。 把合成的 forward 链和 re鄄
verse 链溶解到 anealing buffer 中,使用 PCR 仪从

90益开始逐渐降温,直到 4益,使两条链互补。 Bgl
域和 Hind芋酶切 pSuper郾 retro郾 puro 载体,使之线性

化。 然后,用 T4 DNA 连接酶连接,用连接产物转化

到 DH5琢,扩增,提取质粒。 使用 EcoR玉和 Hind芋
酶切,与空质粒对照,鉴定阳性克隆。 然后测序确

定序列正确。 得到 pSuper鄄retro鄄adipophilin siRNA 和

pSuper鄄retro鄄scramble siRNA 逆转录病毒载体。
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使用 CaCl2 法制备 DH5琢 感受态细胞,把构建

的质粒分别转入细菌内,抗生素筛选,扩增。 使用 B
型超纯质粒小提试剂盒(北京 Fermentas 公司)进行

质粒提取,对提取的质粒进行酶切(EcoR玉和 Hind
芋)及 PCR 反应进行鉴定。
1郾 3摇 获得高及低表达 adipophilin 的细胞

双嗜性包装细胞系 PA317 细胞按 4 伊 105 接种

于 6 孔板中,95% 铺满培养板后,用 100 滋L 无血清

DMEM 培养基分别稀释 2 滋g 质粒,轻轻混匀。 取 6
滋L 梭华基因转染试剂(厦门太阳马生物工程有限

公司)加入 100 滋L 无血清 DMEM 培养基中稀释,轻
轻混匀。 再将梭华稀释液滴加到 DNA 稀释液中,室
温孵育 20 min。 PA317 用无血清培养基洗 2 次,再
将梭华 / DNA 混合物滴加入每孔的包装细胞上,轻
轻摇动使之均匀混合。 37益 下培养 4 h,更换含

10%体积血清的培养基继续培养。 继续培养至 48
h,用 2 mg / L Puromycin 进行筛选,以后每 2 ~ 3 天更

换一次含 2 mg / L Puromycin 的完全培养基,筛选 10
~ 12 天后,大部分细胞已经死亡,此时更换含 1
mg / L Puromycin 培养基维持筛选,继续培养 3 ~ 4
周,可获得稳定转染抗性克隆,将细胞克隆进行转

移和扩增,收集含有病毒的培养液。
将 4 伊 105 RAW264郾 7 细胞接种于 6 孔板中,

37益过夜。 次日取各种病毒上清分别以 10 - 2、
10 - 3、10 - 4 倍稀释,并加入 polybrene 至终浓度为 8
mg / L,混匀。 弃去 RAW264郾 7 细胞的培养基,分别

吸取 1 mL 稀释的病毒液,加入 6 孔板中,每种病毒

加 2 孔,感染 6 h。 补充含 10%小牛血清的 1640 培

养基,使 polybrene 浓度为 4 mg / L。 培养 24 h 后将

RAW264郾 7 细胞以 1 颐 2 传代,并加入终浓度为 3
mg / L Puromycin 筛选阳性克隆。 待大部分细胞死亡

后,改为 1郾 5 mg / L Puromycin 的完全培养基继续筛

选。 持续培养 2 周,可见阳性细胞克隆生长,可获得

高(Hi鄄Adi 组)及低(L鄄Adi 组)表达 adipophilin 的

RAW264郾 7 细胞。 分别使用 RT鄄PCR 及 Western blot
鉴定细胞中 adipophilin mRNA 及蛋白的表达,结果

显示,与非感染病毒的对照组相比,Hi鄄Adi 组 adi鄄
pophilin 表达显著增高,L鄄Adi 组 adipophilin 表达显

著降低,且差别有显著性[4,9]。
1郾 4摇 氧化型低密度脂蛋白的制备

参考文献[10]的方法制备氧化型低密度脂蛋

白( oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)。 取新

鲜人血浆 100 ~ 200 mL(购自衡阳市中心血站),采
用序列超速离心法制备低密度脂蛋白( low density

lipoprotein,LDL)。 将新鲜的 LDL 置含 5 滋mol / L
CuSO4 的 PBS 中,37益透析 18 h,40 mmol / L BHT 和

20 mmol / L EDTA 终止氧化,然后在 0郾 9% NaCl、
0郾 003%EDTA(pH7郾 4)、4益中透析 24 h,除菌保存。
蛋白定量后调蛋白浓度至 1 g / L,4益保存备用。 采

用琼脂糖凝胶电泳和 SDS鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴

定 ox鄄LDL,结果显示,ox鄄LDL 为单一蛋白条带,琼脂

糖凝胶电泳的迁移速率快于 LDL,颜色由氧化前的

橙黄色变为氧化后的乳白色。
1郾 5摇 逆转录聚合酶链反应

用 Trizol 试剂提取 RNA,取 RNA 2 滋g,用 Im鄄
Prom鄄IITM Reverse Transcriptase 合成 cDNA,再取逆

转录产物 10 滋L 进行 PCR。 ACAT1 引物序列为 5忆鄄
TGC CTG AGC TAC TTC TAC CCA鄄3忆 ( forward)和

5忆鄄CAC GTA ACG ACA AGT CCA GGT鄄3忆( reverse),
PCR 扩增产物长度为 266 bp;GAPDH 引物序列为

5忆鄄CAG TCC ATG CCA TCA CTG CCA鄄3忆( forward)
和 5忆鄄AGG TGG AGG AGT GGG TGT CGC 鄄3忆( re鄄
verse),扩增片断长度 395 bp。 PCR 反应条件为

94益预变性 5 min,94益变性 1 min,55益退火 1 min,
72益延伸 30 s,35 个循环,72益继续延伸 5 min。 反

应结束后,取 RT鄄PCR 产物在 1郾 2%琼脂糖凝胶中电

泳,溴化乙锭染色。 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,以各组目的基因

与内参照基因吸光度值的比值来比较待测基因 mR鄄
NA 的表达差异。
1郾 6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,
用水调整各样本浓度相等,行 Western blot 分析。 抗

体分别使用 ACAT1 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 7摇 统计学方法

实验所得数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方

差分析和 t 检验,由 SPSS11郾 0 统计软件完成,以 P
< 0郾 05 判定差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 Calphostin C 对高或低表达 adipophilin 细胞中

ACAT1 表达的影响

无论是 mRNA 或蛋白的水平,在 Control 组和

Vector 组 Calphostin C 可以抑制 ACAT1 的表达;在
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Hi鄄Adi 组 Calphostin C 能明显抑制 ACAT1 的表达,
加与不加 Calphostin C 的两组相比差异有显著性。
高表达 adipophilin 后,ACAT1 的表达也明显增加

(图 1)。 加入 Calphostin C 后,对于 Control 组和

Vector 组, ACAT1 的表达改变不显著; L鄄Adi 组

ACAT1 的表达显著下降,与阴性对照组相比差异有

显著性。 另外,使用 siRNA 抑制了 adipophilin 的表

达,也使得 ACAT1 表达大幅度降低(图 2)。

图 1. Calphostin C 处理高表达 adipophilin 细胞中 ACAT1 的表达变化(n = 3) 摇 摇 A 图为 RT鄄PCR 结果,B 图为 Western blot 结果。 a
为 P < 0郾 05。

Figure 1. Expression of ACAT1 in cells with high expression adipophilin incubated with Calphostin C

图 2. Calphostin C 处理低表达 adipophilin 细胞中 ACAT1 的表达变化(n = 3) 摇 摇 A 图为 RT鄄PCR 结果,B 图为 Western blot 结果。 a
为 P < 0郾 05。

Figure 2. Expression of ACAT1 in cells with low expression adipophilin incubated with Calphostin C

2郾 2摇 Calphostin C 对荷脂的高表达 adipophilin 细胞

中 ACAT1 表达的影响

各组在荷脂的情况下,Calphostin C 仍能抑制

ACAT1 mRNA 和蛋白的表达。 尤其在 Hi鄄Adi 细胞,加
与不加 Calphostin C 的两组比较差别有显著性(图 3)。

2郾 3 摇 Calphostin C 处理低表达 adipophilin 细胞后

ACAT1 表达变化的时效性

RT鄄PCR 和 Western blot 检测结果显示,与 Cal鄄
phostin C 孵育 1 h 后,ACAT1 mRNA 开始下降;孵育

8 h 后,ACAT1 蛋白开始下降;孵育 16 h 后 ACAT1
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mRNA 及蛋白表达明显下降,与 0 时间点相比差异 有显著性(图 4)。

图 3. Calphostin C 对荷脂的高表达 adipophilin 细胞中 ACAT1 表达的影响(n = 3) 摇 摇 A 图为 RT鄄PCR 结果,B 图为 Western blot 结

果。 a 为 P < 0郾 05。

Figure 3. Expression of ACAT1 in lipid鄄loading cells with high expression adipophilin incubated with Calphostin C

图 4. Calphostin C 处理低表达 adipophilin 细胞后 ACAT1 表达变化的时效关系(n = 3) 摇 摇 A 图为 RT鄄PCR 结果,B 图为 West鄄
ern blot 结果。 a 为 P < 0郾 05。
Figure 4. Time dependent changes of ACAT1 in cells with low expression adipophilin incubated with Calphostin C

3摇 讨摇 论

泡沫细胞形成是 As 病变中主要的细胞学改变,
泡沫细胞来源于巨噬细胞和血管平滑肌细胞,甘油

三酯、胆固醇酯等中性脂质大量蓄积于细胞内。 在

泡沫细胞中,蓄积的脂质主要以脂滴的形式贮存于

胞浆中,adipophilin 是脂滴相关蛋白中含量较高的

一种[11],是 1992 年 Jiang 等[12] 从小鼠 1246 脂肪细

胞中分离到的一个由 425 个氨基酸组成的蛋白,分
子量在 47 kDa ~ 53 kDa 之间,等电点为 6郾 72,属于
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脂滴周围蛋白家族。
在兔 As 斑块中有 adipophilin 的高表达,提示

adipophilin 与 As 发生密切相关[13]。 Hao 等[2] 把颈

动脉内膜切除术患者的斑块进行组织学分级研究,
发现症状较重的患者(郁级)纤维帽中 adipophilin
阳性的巨噬细胞浸润多,与神经病学状态不稳定一

致。 Larigauderie 等[14] 使用高表达 adipophilin 的

THP鄄1 巨噬细胞在以乙酰化 LDL 为脂质负荷的情

况下,其细胞内甘油三酯及胆固醇分别上升了 43%
和 67% 。 以 siRNA 抑制 adipophilin 表达后,两者的

蓄积均明显下降。 尽管这些研究已经表明 adipophi鄄
lin 与 As 发生发展密切相关,但是,它作用的机制尚

不清楚。
有研究发现,adipophilin 与 ACAT 并行出现在

As 疾病中。 Forcheron 等[6] 在 As 斑块中同时检测

了 adipophilin 与 ACAT1,与斑块周围组织相比,adi鄄
pophilin 与 ACAT1 均高表达。 我们发现[4,15,16],使
用反义寡核苷酸抑制 adipophilin 表达的同时,也使

得 ACAT 的 活 性 降 低。 THP鄄1 巨 噬 细 胞 及

RAW264郾 7 细胞高表达 adipophilin 后,ACAT1 也表

达增高,同时,细胞蓄积脂质加强。 提示 adipophilin
通过 ACAT1 促进细胞内胆固醇酯蓄积。 本研究结

果也证实,在 RAW264郾 7 细胞中,无论是 mRNA 水

平,还 是 蛋 白 水 平, 高 表 达 adipophilin 会 引 起

ACAT1 高表达;反之,使用 siRNA 抑制 adipophilin
的表达会导致 ACAT1 低表达。

既然 adipophilin 通过 ACAT1 促进细胞内胆固

醇酯蓄积,那么,adipophilin 是通过哪条信号通路而

作用于 ACAT1 就是一个非常关键的问题。
Chen 等[7]发现负荷胆固醇酯的 RAW 264郾 7 巨

噬细胞中脂滴的集聚与 PKC 抑制剂(Calphostin C)
或激动剂(PMA)有关,其间也伴随着 adipophilin 表

达的改变。 我们发现[5,17] 负荷脂质后,高表达 adi鄄
pophilin 的 RAW 264郾 7 细胞中, PKC 活性增加,
ACAT1 表达也增加。 使用 PKC 激动剂及抑制剂可

以影响细胞内的脂质积聚。 这些研究提示, adi鄄
pophilin 在通过改变 ACAT1 表达导致细胞内脂质积

聚的过程中,可能有 PKC 信号分子参与。
PKC 属丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶家族,是细胞

内信号转导的重要分子,静息状态下 PKC 多位于胞

浆,激活时从胞浆转位至胞膜,并经历一系列复杂

的磷酸化过程。 活化后的 PKC 催化 ATP 的磷酸基

团转移至不同的底物蛋白,通过其下游底物磷酸化

引发相应的生物学功能改变,参与多种生理和病理

过程。 其中,PKC 的活性可改变细胞胆固醇流入和

流出,是近来在 As 研究领域倍受关注的一个热点。
所以,本研究通过构建逆转录病毒载体,转染

并获得稳定高及低表达 adipophilin 的 RAW264郾 7 细

胞株,使用 PKC 抑制剂 Calphostin C,观察其对

ACAT1 的影响,探讨 adipophilin 引起 ACAT1 表达的

改变是否通过 PKC 信号通路。 PKC 抑制剂 Calphos鄄
tin C 是从 Cladosporium chadosponoides 分离出来的

具有多醌结构、作用于 PKC 调节区的特异性抑制

剂。 预实验结果显示,Calphostin C 作用于细胞具浓

度依赖性,且当浓度为 300 nmol 时,有统计学意义,
所以,本研究选择此浓度作为处理浓度。 在高表达

adipophilin 的细胞中,加入 Calphostin C,能够抑制

ACAT1 的表达,与不加 Calphostin C 的 Hi鄄Adi 组相

比差别有显著性;在低表达 adipophilin 的细胞中,加
入 Calphostin C,也能抑制 ACAT1 的表达,与阴性对

照组及 Control 组相比差别均有显著性。
已有研究显示[18],在 adipophilin 基因启动子区

域,有一个 5忆鄄AGG TGA AAG GGC G鄄3忆的过氧化体

增殖物激活型受体(peroxisome proliferator鄄activated
receptor, PPAR)反应元件(PPAR response element,
PPRE)能够被 PPAR 结合并调控 adipophilin 基因的

表达。 PPAR 调控 adipophilin 表达时,它需要与视

黄醇类 X 受体( retinoid X receptor,RXR)形成异源

二聚体,同时还需要再结合转录共激活物( peroxi鄄
some proliferator鄄activated receptor鄄binding protein,
PBP)才能发挥转录活性。 目前已知 PBP 上有 3 个

PKC 磷酸化位点,PKC 信号传导途径可能通过 PBP
上的磷酸化位点或者直接通过对 PPAR 的磷酸化修

饰,达到调控 adipophilin 转录的目的[17]。 也有一些

研究发现[19],adipophilin 是一个磷酸化的蛋白,磷
酸化的位点在 291 位的丝氨酸上。 那么,该位点是

否能被 PKC 磷酸化,从而引起 ACAT1 的表达也是

一个值得怀疑的地方,但是,这方面尚未见报道。
而本研究结果显示 PKC 抑制剂 Calphostin C 能下调

ACAT1 的 mRNA 和蛋白的表达,因此可以推测 PKC
可能首先影响 adipophilin 的表达,通过 adipophin 的

改变进一步影响 ACAT1 的表达。
巨噬细胞会大量摄入 ox鄄LDL,在细胞内以脂滴

的形式保存,在这种情况下,adipophilin 会表达增多。
本研究还观察了在荷脂的情况下,adipophilin 高表达

的细胞中,Calphostin C 仍能抑制 ACAT1 表达,与不

加 Calphostin C 组相比差别有显著性。 在低表达 adi鄄
pophilin 的细胞中,当给予 Calphostin C 后 ACAT1 的

表达下降尤为显著,那么,在低表达 adipophilin 的细

胞中,PKC 抑制剂 Calphostin C 对 ACAT1 表达的抑制
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作用是否具有时效性呢? 结果显示,孵育 1 h 后,
ACAT1 mRNA 开始下降;孵育 8 h 后,ACAT1 蛋白开

始下降;孵育 16 h 后 ACAT1 mRNA 及蛋白表达均明

显下降,与 0 时间点相比差别有显著性。 这些结果更

进一步验证了我们的推测,Calphostin C 作用于 adi鄄
pophilin,再抑制 ACAT1 表达。

综上所述,本工作验证了 PKC 活性变化对 adi鄄
pophilin 介导 ACAT1 变化的影响,结合以前研究,我
们可以推测 adipophilin 促进细胞内脂质蓄积的机制

可能为:外源性的修饰脂蛋白引起 PKC 信号通路发

生变化,改变 PPRE 的状态,使得 adipophilin 基因表

达,adipophilin 的表达进一步导致 ACAT1 表达增

加,合成细胞内脂质增加,形成大量脂滴。 病理状

态下,形成泡沫细胞,进一步发展为 As。 若能在这

一调控通路上设计相应的药物,将会阻止泡沫细胞

的形成,并进一步防治 As。
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