
世界卫生组织发布的最新数据表明全球肥胖

发病率越来越高。全球肥胖患病率的大幅增加一

方面可能是由于营养摄入过多以及运动量不足引

起的，另一方面也可能是由于遗传和生物等因素所

引起的。白色脂肪组织通过增加脂肪细胞的大小

或促进脂肪前体细胞的分化增加脂肪细胞数目而

扩张，进一步引起肥胖症的发生［1］。脂肪组织在机

体能量代谢过程中起着重要作用［2］，相关研究表明

肥胖与 2型糖尿病、高血压等疾病之间具有明显相

关性［3］。因此对脂肪细胞分化机制的深入研究可

以为肥胖的防治提供重要的理论基础及潜在的靶
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［摘 要］ 目的：明确囊泡分选蛋白13A（vacuolar protein sorting 13 homolog A，VPS13A）在小鼠胚胎成纤维细胞（mouse embry⁃
onic fibroblast cells，3T3⁃L1）分化过程中的表达水平；探索VPS13A对3T3⁃L1细胞的影响。方法：利用Western blot及Q⁃PCR法

检测3T3⁃L1细胞在分化过程中VPS13A的表达，利用CRISPR/Cas9系统构建VPS13A稳定敲降细胞系，Western blot和油红染色

检测VPS13A敲降后对3T3⁃L1细胞分化的影响。结果：VPS13A的表达在3T3⁃L1分化过程的早期降低，在分化的后期升高。敲

降VPS13A后，3T3⁃L1细胞中脂滴增多，参与调控脂肪细胞分化基因的表达水平升高。结论：在3T3⁃L1细胞中VPS13A的表达

水平在分化过程中被调控，敲降VPS13A可以促进3T3⁃L1细胞的分化成熟。
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［Abstract］ Objective：To determine the expression level of vacuolar protein sorting 13 homolog A（VPS13A）during cell
differentiation of 3T3⁃L1 and to explore the effects of VPS13A on 3T3⁃L1 cells. Methods：Western blot and Q⁃PCR were used to detect
the expression changes of VPS13A during the differentiation of 3T3 ⁃ L1 cells，and CRISPR（clustered regularly interspaced short
palindromic repeats）/Cas9（CRISPR associated with 9）system to establish stable VPS13A knowdown cell lines. Finally，the effect of
VPS13A knockdown on 3T3 ⁃L1 cell differentiation was detected by Western blot and Oil red staining. Results：The expression of
VPS13A was downregulated in the early stage and upregulated in the later stage of 3T3⁃L1 cell differentiation. Lipid droplets and the
expression levels of genes involved in differentiation were increased in VPS13A knockdown 3T3 ⁃ L1 cells. Conclusion：VPS13A
expression is modulated by cell differentiation status in 3T3⁃L1 cells. Knockdown of VPS13A enhances the differentiation of 3T3⁃L1
cells.
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点［4］。囊泡分选蛋白 13（vacuolar protein sorting 13，
VPS13）是新鉴定出来的脂质转运蛋白，其在进化

上相对保守。该蛋白首先在酵母中被发现，但在

人类中有 4 种与其同源的基因（VPS13A⁃D）［5］。

VPS13基因的突变与遗传性疾病具有密切关系：

VPS13A 被报道与舞蹈棘细胞增多症密切相关；

VPS13B突变可导致科恩综合征，该疾病的特征是

整体发育迟缓和智力残疾；VPS13C则与早发型的

帕金森病相关；VPS13D突变会伴有痉挛状态的共

济失调。因此研究VPS13的亚细胞定位及其分子

功能将有助于揭示这些疾病的发病机制。

研究表明，VPS13A定位于内质网⁃线粒体和内质

网⁃脂滴接触部位［6］，是内质网和其他细胞器之间的脂

质转运蛋白［7］。VPS13A敲降后人胚肺细胞内的脂滴

增多［8］，目前关于VPS13A在脂肪细胞中的作用还没

有相关研究报道，本研究旨在观察VPS13A在3T3⁃L1
细胞分化过程中的表达情况以及敲降VPS13A对脂

肪前体细胞3T3⁃L1分化和脂代谢的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

3T3⁃L1细胞由南京医科大学韩晓教授惠赠；

VPS13A抗体（武汉爱博泰克公司）；过氧化物酶体

增殖物激活受体γ（peroxisome proliferator activated
receptorg，PPARγ）抗体、转录共激活因子CCAAT/增
强子结合蛋白α（CCAAT/Enhancer binding protein al⁃
pha，C/EBPα）抗体、转录共激活因子CCAAT/增强子

结合蛋白β（CCAAT/Enhancer binding protein β，C/
EBPβ）抗体（Santa Cruz公司，美国）；Calnexin抗体

（Stressgen公司，加拿大）；蛋白marker（Bio⁃Rad公

司，美国）；油酸、油红（Sigma⁃Aldrich公司，美国）；

TRIzol Reagent总RNA提取剂、胰岛素（Invitrogen公
司，美国）；3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄嘌呤、地塞米松、罗格列

酮（MCE公司，美国）；SYBR Green Ⅰ（SYBR Green
qPCR Master Mix）（南京诺唯赞）；胎牛血清、小牛血清

（Gibco公司，美国）；3.5 cm皿和6孔板（Corning公司，

美国）；引物由上海捷瑞基因有限公司合成；氟硼二吡

咯化合物（4，4⁃difluoro⁃boradiazaindacene，BODIPY）、
逆转录试剂盒RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit（Thermo Fisher公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 3T3⁃L1细胞培养、分化

3T3⁃L1细胞置于高糖培养基（含10%小牛血清）

中于37 ℃、5% CO2培养箱中培养，隔天需更换新鲜培

养基。待3T3⁃L1细胞生长密度达到80%~90%后，将

细胞传代到 3.5 cm细胞培养皿中，继续在培养箱

（37 ℃、5% CO2）中培养，待细胞生长密度达到

100%，继续让细胞接触抑制2 d，于第3 天更换新的

分化培养液Ⅰ（含0.5 mmol/L 3⁃异丁基⁃1⁃甲基黄嘌

呤、5.0 μmol/L地塞米松、1.0 μmol/L罗格列酮、1.0 μg/L
胰岛素和10%胎牛血清），在分化液Ⅰ中分化2 d，再
换上分化培养液Ⅱ（含 1 μg/L胰岛素和 10%胎牛血

清）继续在分化培养液Ⅱ中分化6 d，隔天换新鲜的高

糖培养基。

1.2.2 慢病毒感染和单克隆细胞筛选

将HEK293T细胞于 6 cm培养皿中培养，等细

胞密度达到 70%~80%时，用 lipofectamine2000将三

质粒（lentiCRISPRv2、psPAX2、pMD2.G）共同转染进

人胚胎 肾细胞 293（human embryonic kidney 293
cells，HEK293T）细胞进行病毒的包装，小向导核糖

核酸（small guide ribonucleic acid，sgRNA），sgRNA⁃
VPS13A oligo 的序列为：sgRNA⁃VPS13A上游引物

5′⁃CACCGTGACCAACTTTAACTTTGAA⁃3′，下游引

物 5′⁃AAACTTCAAAGTTAAAGTTGGTCAC⁃3′，转染

6 h后给细胞换液，分别收集48 h和72 h含慢病毒的

培养基。4 500 g离心 20 min取上清，0.22 μm滤器

过滤，分装后放-80 ℃保存。感染病毒前一晚将3T3⁃
L1接种到 6孔板（感染前密度达到 50%左右），将病

毒上清与培养基于EP管1∶1混匀，并加入Polybrene（终

浓度：8 mg/mL），缓慢加入孔板中。预先留 2个未感

染病毒的孔作为空白对照。感染24 h后换液，感染

48 h后，换含有 2 μg/mL嘌呤霉素的培养基进行筛

选。3 d后，观察空白对照组细胞基本死亡，继续培

养实验组细胞，Western blot验证敲降效率。

单克隆细胞筛选：细胞计数，将细胞以每孔1个
细胞的密度种到96孔板中，细胞贴壁后镜下观察单

个细胞的孔，并做标记。96孔板中单个细胞长成细

胞团后，胰酶消化后接种到 24孔板。以此类推，细

胞长满后依次种到 12孔板、6孔板，Western blot验
证敲降效率。

1.2.3 RNA提取及相对定量水平检测

3.5 cm细胞培养皿中加入0.5 mL TRIzol将细胞

裂解，将红色液体转移到新的EP管中。在裂解液中

加入 200 μL氯仿，轻微涡旋 15 s，22 ℃静置 5 min，
将其于 4 ℃ 12 000 g离心 30 min，分离水相层；再

将上层含RNA的液体转移到新的离心管，再加入

500 μL预冷的异丙醇沉淀RNA，轻轻混匀，22 ℃静

置15 min。在4 ℃离心机中10 000 g离心15 min，保

··1042



留底部的白色沉淀，将上层液体弃去，用RNA专用

的75%乙醇洗涤沉淀，再次在4 ℃离心机中10 000 g

离心5 min，使RNA重新沉淀，将乙醇弃去，待RNA自

然风干。用含有焦碳酸二乙酯（diethylpyrocarbonate，
DEPC）的 ddH2O 溶解。使用 Nana⁃Drop 仪器测量

RNA的浓度。利用两步法，将RNA逆转录为cDNA，

首先加入DNA Eraser于42 ℃反应5 min去除基因组

DNA，然后加入逆转录酶和底物于 37 ℃ 15 min、
85 ℃ 5 s反应生成所需的cDNA。逆转录的cDNA保

存于-20 ℃。将 cDNA 稀释 5 倍后，使用 LightCy⁃
cler480型Real⁃time PCR仪进行Q⁃PCR反应，测定

3T3⁃L1细胞分化标志物以及 VPS13A 表达变化。

反应程序为：95 ℃ 5 min，95 ℃、15 s，60 ℃ 1 min，
35个循环，95 ℃ 10 s，60 ℃ continuous，40 ℃ 20 min。
目的基因和内参引物如下：VPS13A上游引物 5′⁃
CACCAGTGCTATGGCTAA⁃3′，下游引物 5′⁃GTAA⁃
CAATCCCTGTAATGC⁃3′；CEBPα上游引物 5′⁃GCG⁃
CAAGAGCCGAGATAAAG⁃3′，下游引物 5′⁃CGGT⁃
CATTGTCACTGGTCAACT⁃3′；CEBPβ上游引物 5′⁃
CGCCTTTAGACCCATGGAAG⁃3′，下游引物 5′⁃CCC⁃
GTAGGCCAGGCAGT⁃3′；PPARγ上游引物 5′ ⁃CA⁃
CAATGCCATCAGGTTTGG⁃3′，下游引物 5′⁃GCTG⁃
GTCGATATCACTGGAGATC⁃3′；内参基因36B4上游

引物 5′⁃CACTGGTCTAGGACCCGAGAAG⁃3′，下游

引物5′⁃GGTGCCTCTGGAGATTTTCG⁃3′。
1.2.4 免疫印迹法

3.5 cm细胞培养皿加入70 μL细胞裂解液，裂解

细胞10 min，转移至新的离心管中，于4 ℃ 12 000 g离
心 30 min，将上层的澄清蛋白液转到新的离心管。

将蛋白原液用ddH2O稀释50倍，将BCA蛋白浓度试

剂盒中的A液与B液以100∶2的比例混匀，将稀释的

蛋白液10 μL与反应液100 μL混匀，加到96孔板，避

光37 ℃条件下反应30 min，之后再用酶标仪测量吸

光度，根据吸光度的结果计算出蛋白液浓度。在蛋

白原液加入 5×的 SDS，于 37 ℃水浴 60 min使蛋白

变性。定量后的蛋白进行 SDS⁃PAGE电泳，将电泳

后的蛋白转移到 PVDF膜上，用 5%脱脂奶粉溶液

于室温条件下封闭1~2 h，于4 ℃冰箱孵育抗体过夜，

TBST洗膜30 min，用对应的二抗孵育1~2 h，TBST洗

膜 30 min，ECL化学发光法检测目的蛋白表达。

1.2.5 油红和BODIPY染脂滴

脂肪细胞分化成熟后，弃去培养基，加 10%福

尔马林处理5 min，弃去后再加入同体积的10%福尔

马林孵育1 h，之后弃去福尔马林，用60%的异丙醇清

洗细胞，让细胞完全风干，再加入油红孵育10 min，之
后，弃去油红并用ddH2O洗4次，拍照。3T3⁃L1细胞

长至80%左右，更换含5 μg/mL BODIPY的培养基孵

育20 min，共聚焦显微镜观察脂滴大小和形态。

1.3 统计学方法

所有计量数据均使用GraphPad Prism软件进行

统计学分析。定量数据用均数±标准差（x ± s）表示，

结果采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 VPS13A在3T3⁃L1细胞分化过程中表达升高

收取分化不同天数的 3T3⁃L1细胞，分别提取

RNA 及蛋白分析分化相关的标志分子 PPARγ、
CEBPα和VPS13A的表达水平，Q⁃PCR检测脂肪细

胞分化相关标志蛋白的转录水平。结果表明，随着

脂肪细胞分化，PPARγ和 CEBPα表达逐渐升高，

VPS13A的表达在分化前期下降，而在分化的后期逐

渐升高（图1A）。蛋白水平上进一步证明随着分化过

程的进行，PPARγ和CEBPα蛋白水平升高，VPS13A
蛋白在分化前期下降，在后期逐渐升高（图1B）。以

上结果提示VPS13A在3T3⁃L1细胞分化过程中受细

胞分化状态的调节并具有一定的生理功能。

2.2 构建VPS13A稳定敲降的3T3⁃L1细胞系

本研究采用 CRISPR/Cas9基因编辑技术沉默

3T3⁃L1细胞中的VPS13A基因表达，其优势主要在

于目的基因能够以高效率整合到基因组中，慢病毒

感染时，三元载体共转染包装HEK293T细胞后，收

集含病毒的培养基感染靶细胞3T3⁃L1，以构建稳定

敲降VPS13A的细胞系。Q⁃PCR及Western blot验证

基因敲降效果，结果表明VPS13A基因的表达被沉

默（图2）。
2.3 将3T3⁃L1细胞诱导分化为成熟脂肪细胞

为了探究VPS13A对脂肪细胞的分化影响，对

敲降 VPS13A后的细胞及对照组细胞进行诱导分

化。首先将3T3⁃L1细胞培养至密度达到80%~90%
后，将细胞传代到3.5 cm细胞培养皿中，等细胞长满

至100%并且继续让细胞接触抑制达到2 d后再更换

新的分化培养液Ⅰ（含DMEM高糖培养基、0.5 mmol/L
3⁃异丁基 ⁃1⁃甲基黄嘌呤、5.0 μmol/L 地塞米松、

1.0 μmol/L罗格列酮、1.0 μg/L胰岛素和10%胎牛血

清），培养 2 d，再换上分化培养液Ⅱ（含 1 μg/L胰岛

素和 10%胎牛血清）继续培养 6 d，之后用光学显微

镜对细胞进行观察和拍摄。发现对 3T3⁃L1细胞进
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行分化后，敲降了VPS13A的细胞内分化成熟的脂

肪细胞更多，分化效率更高（图3）。
2.4 敲降VPS13A促进3T3⁃L1细胞分化

脂肪细胞分化过程对脂肪细胞的功能具有至

关重要的作用，为了进一步探究VPS13A是否对脂

肪细胞分化有影响。将感染对照病毒的 3T3⁃L1细
胞系和VPS13A稳定敲降的3T3⁃L1细胞系进行分化

处理，发现敲降VPS13A能促进脂肪细胞分化。对

分化后的细胞进行BODIPY和油红染色，发现敲降

VPS13A的脂肪细胞分化 8 d后的脂滴水平明显高

于对照组细胞（图 4A、B）。提取分化前和分化后的

细胞蛋白Western blot检测分化相关标志蛋白的表

达，发现分化标志蛋白PPARγ和CEBPα在分化后明

显升高（图 4C），表明脂肪细胞分化成功；在此基础

上我们发现分化标志蛋白CEBPβ、PPARγ和CEBPα
在VPS13A敲降组的水平明显高于对照组（图 4C），

这一结果提示VPS13A在脂肪细胞中敲降后能促进

脂肪细胞的分化。

3 讨 论

肥胖症由脂肪组织的过度扩张和增生所导致，

肥胖与代谢性疾病和癌症的发生密切相关，因此构
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A：Q⁃PCR 检测稳定敲降 VPS13A 基因的 3T3 ⁃L1 细胞系中

VPS13A的表达水平；B：Western blot检测稳定敲降VPS13A基因的

3T3⁃L1细胞系中VPS13A的表达水平。

图2 构建稳定敲降VPS13A基因的3T3⁃L1细胞系

Figure 2 The establishment of a VPS13A knockout 3T3⁃
L1 stable cell line
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P＜0.01

A：Q⁃PCR检测 3T3⁃L1细胞分化过程中VPS13A及标志蛋白 PPARγ、CEBPα、CEBPβ的转录水平；与 0 d比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P <
0.001；B：Western blot检测3T3⁃L1细胞分化过程中VPS13A及标志蛋白PPARγ、CEBPα、CEBPβ的表达水平。

图1 VPS13A在3T3⁃L1细胞分化过程中的表达

Figure 1 VPS13A expression analysis during 3T3⁃L1 cell differentiation
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3T3⁃L1未分化前的细胞形态与3T3⁃L1细胞经过诱导分化8 d后
的形态（×400）。
图3 3T3⁃L1细胞诱导分化8 d后细胞成长为成熟脂肪细胞

Figure 3 3T3⁃L1 cells induce the growth of mature adipo⁃
cytes after 8 d differentiation
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sg⁃NC sg⁃VPS13Λ

BodipyIlochestIlochest Bodipy sg⁃NC sg⁃VPS13ΛA B

A：稳定敲降VPS13A基因的3T3⁃L1细胞分化后第8天（脂肪细胞BODIPY染色，×600）；B：稳定敲降VPS13A基因的3T3⁃L1细胞分化后第8天
（脂肪细胞油红染色，×400）；C：稳定敲降VPS13A基因的3T3⁃L1细胞分化8 d后Western blot检测VPS13A、CEBPα、CEBPβ、PPARγ的表达水平。

图4 敲降VPS13A促进3T3⁃L1细胞分化

Figure 4 VPS13A knockdown promotes differentiation of 3T3⁃L1 cells
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成了一个重大的公共卫生问题［9］。近年来肥胖患病

率显著升高［10］。脂肪组织中脂肪细胞数量的增加

主要在发育早期确定，在成年期达到稳定数量基本

不再变化［11］。分化后的脂肪细胞直径可达到数百

微米且能够储存大量中性脂。啮齿类动物中的研

究表明，在长期能量过剩的情况下，新的脂肪细胞

可以从前体脂肪细胞中分化出现，并有助于脂肪组

织的扩张［12］。脂肪生成特指成纤维细胞样祖细胞

积累营养成为成熟脂肪细胞的过程。可以将其视

为两步过程。在第一步中，成纤维细胞样祖细胞形

成脂肪前体细胞，这一步骤不会引起细胞形态的明

显改变。第二步指特定的脂肪前体细胞经历生长

停滞，积累脂质并形成功能性的，胰岛素反应性的

成熟脂肪细胞。脂肪前体细胞在接触抑制阻碍其

生长时，会激活 PPARγ、CEBPα和CEBPβ的主要调

节因子，在分化完成后，成熟脂肪细胞表达早期脂

肪细胞分化的所有标志物［13］。PPARγ是脂肪形成

的关键转录调节因子，调节脂肪从发育到代谢的基

本进程，它对于脂肪细胞分化是必不可少的［14］，但是

PPARγ的生理配体仍旧未知。一般认为，脂肪组织的

增生是健康和适应性的，能够维持正常的代谢水平。

总体而言，干预脂肪生成是肥胖的有效治疗措施。对

脂肪生成的更多了解有望成为治疗各种疾病的新途

径，包括代谢紊乱、脂肪营养不良、肥胖和罕见病等，

这可能通过某些调节脂肪生成的基因影响。

真核生物中的细胞器具有不同的脂质组成。

细胞器的生长和扩增需要直接或间接地从其合成

位点ER靶向传递脂质。证据表明，非囊泡脂质转

运代表了大量脂质的主要运输途径［15］。VPS13A是

继氧化甾醇结合蛋白相关蛋白5/8（oxysterol binding
protein related proteins5/8，ORP5/8）和PDZ结构域包

含蛋白8（PDZ domain containing protein 8，PDZD8）之
后第4种具有脂质结合结构域的哺乳动物蛋白［16-17］，

已有研究表明VPS13A定位于细胞内内质网⁃脂滴

接触部位，并且VPS13A敲降后细胞内脂滴增多，提

示VPS13A在脂肪生成中具有重要作用。

具有生理作用的细胞系可以作为动物或人类

研究的替代方案［18］，其中3T3⁃L1细胞是一种成熟脂

肪细胞培养模型［19］。本研究首先用Western blot及
Q⁃PCR明确了3T3⁃L1细胞分化过程中VPS13A的表

达变化，用 3T3⁃L1细胞诱导分化为脂肪细胞，分别

收取不同分化天数的细胞检测 VPS13A的表达水

平，结果显示在细胞分化的第 2天，VPS13A的表达

水平较第 0天相比下调，上述研究结果显示脂肪细
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胞分化早期下调VPS13A的表达，而在分化中后期

（第 4天开始），VPS13A的表达逐渐上调，因此推测

VPS13A在脂肪细胞分化过程中可能发挥作用。于

是运用CRISPR/Cas9系统构建了稳定敲降VPS13A
的3T3⁃L1单克隆细胞系用于研究VPS13A在脂肪生

成中的作用。本研究首先将对照组细胞和稳定敲

降VPS13A的 3T3⁃L1单克隆细胞进行了诱导分化，

于光学显微镜下观察经过诱导分化8 d后细胞的形

态。结果表明，敲降VPS13A的 3T3⁃L1细胞内分化

程度更高，脂滴生成更多。该结果初步说明了

VPS13A在脂肪细胞分化过程中的重要作用。为了

进一步探究VPS13A在脂肪生成和分化中起到的作

用，将对照组细胞和稳定敲降VPS13A的 3T3⁃L1细
胞系进行诱导分化后，BODIPY和油红染脂滴观察

细胞的脂滴情况，同时用Western blot检测细胞分化

前后VPS13A及脂肪细胞分化标志物蛋白的表达变

化，结果显示，VPS13A敲降的细胞分化到第8天时，

分化程度更高，且分化标志物蛋白CEBPβ和PPARγ
均升高，提示VPS13A在脂肪的生成中发挥了促进

作用。但是VPS13A是如何调控脂滴的数量和脂肪

生成以及VPS13A如何影响到PPARγ蛋白表达水平

的变化仍需要进一步的研究探索。本研究通过对

3T3⁃L1细胞分化过程中VPS13A的表达水平及调控

的初步探索，为VPS13A在脂肪细胞中的功能和作

用机制提供了实验基础。
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