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Perilipin5基因功能结构域载体的构建及亚细胞定位分析 *
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摘要 目的：依据 perilipin5的功能结构域，构建含 perilipin5截断体的真核表达载体，并研究它们的亚细胞定位。方法：以小鼠肝脏
cDNA文库为模板，PCR扩增出 perilipin5的全长及功能结构域，将之分别装载入真核表达载体 PCMV5中，并引入 HA标签。酶

切和测序鉴定，脂质体法将构建的质粒转染 293T细胞，Western blot验证表达，免疫荧光检测标记 HA，于荧光显微镜下观察 per-

ilipin5各结构域的亚细胞定位。结果：构建的质粒序列正确，转染细胞后可检测到 HA- perilipin5融合蛋白的表达，免疫荧光显示

含有 1-188aa结构域的 perilipin5截断体可定位于脂滴表面，1-188aa一旦缺失 perilipin5的截断体则弥散于胞内。结论：包含 per-

ilipin5功能结构域的真核表达载体构建成功, perilipin5的 1-188aa与其脂滴定位密切相关。
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Construction and Subcellular Localization of Perilipin5
Functional Domain*

To constructe the truncations of perilipin5 according to the sequence analysis and observe the subcellular

location of truncated perilipin5 in mammalian cells. The full length and truncations of perilipin5 gene were PCR-amplified

from mouse liver cDNA library, followed by subcloning into the PCMV5 eukaryotic expression vector, containing a HA-tagged

fragment. Obtained recombination plasmids were digested by restriction enzyme and sequencing, then transfected into 293T cells. The

expression of fusion protein of perilipin5 with HA was confirmed by western blot. The subcellular location of perilipin5 in transfected
cells was observed under fluorescence micro scope after immunofluorescence. The validity of all the constructs was confirmed

by DNA sequencing. Distribution of perilipin5 truncations was discrepant obviously, the truncations with 1-188aa was localized

predominantly on the surface of lipid droplets. In contrast, the loss of 1-188aa residues showed a diffused pattern on nucleus and

cytoplasm. The eukaryotic expression vector containing functional domain of perilipin5 were constructed successfully.

Localization of perilipin5 on lipid droplet may be related to the 1-188aa domain.
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前言

脂滴（lipid droplet）是细胞内中性脂（neutral lipids）的主要
贮存场所，早期被认为是一个类似于糖原的能量储存形式，但

是最新研究表明，脂滴并非细胞内一个简单的能量贮存器，而

是一个复杂、活动旺盛、动态变化的多功能细胞器，可能在脂类

代谢与存储、膜转运、蛋白降解以及信号传导过程中起着重要

的作用，并参与脂肪肝、动脉粥样硬化等脂肪储积性疾病的发

生发展[1]。目前脂滴作为脂质的中心和能量代谢的枢纽，正受到

广泛的关注 [2-3]。脂滴由位于中心的中性脂质如甘油三酯

（triglycerides）、胆固醇酯（cholesteryl esters）和外围包裹的磷脂

（phospholipid）单分子层构成，表面镶嵌脂滴蛋白（lipid droplet
proteins，LDP）。这是一个特异的水相和有机相分离的独特结构[1-3]。

从概念上来说，含有亲水的穿膜延伸结构的蛋白质是不能定位

在疏水的脂滴单层膜表面的。研究发现，LDP大多含有定位在质膜
和脂滴的特异结构，其结构域对于其脂滴定位具有重要意义[2-7]。
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在所有脂滴蛋白中，PAT家族成员是含量最高，最重要的，

也是研究最多的一组分子 [2-3]。PAT 家族主要包括 perilipin、
adipophilin/ADRP（adipocyte differentiation related protein）、TIP-

47（tail-interacting protein of 47 kDa）、S3-12以及 perilipin5，其
中 perilipin5是 2007年新近发现的 PAT家族成员，主要表达

于脂肪酸氧化（fatty acid oxidation）较快的组织，如心肌、肝脏、

褐色脂肪组织中[8-10]。我们早期研究发现，在发生脂肪变性的肝

细胞内 perilipin5定位在脂滴的表面，通过影响脂滴的甘油三

酯分解调节肝细胞内脂质储积。但是 perilipin5是如何定位在
脂滴上的以及这种定位是受哪些因素调节尚还不清楚[11-12]。本

研究旨在通过构建 perilipin5功能结构域载体，研究 perilipin5

各结构域的功能，确定其锚定在脂滴表面的结构域定位，为深

入开展 perilipin5的基础研究工作奠定基础。

1 材料方法

1.1 质粒、菌株及细胞

质粒 pBluescript KS-HA由清华大学生命科学院李蓬教授

惠赠。质粒 pCMV5、 DH5琢菌种、人肾上皮细胞系 293T

为本室保存。

1.2 试剂
Pfu Taq酶购自 Promega公司，限制性内切酶 I、 I、
Ⅱ、 I、 Ⅲ、 I、 I、T4 DNA 连接酶、DNA

Ladders 购 自 TaKaRa 生 物 公 司 ，Plasmid Midi Kit 购 自
OMEGA 公司，Gel Purification Kit 购自 U-gene 公司，DMEM

高糖培养基购自 Gibco公司，新生牛血清购自杭州四季青生物

公司，脂质体 Lipofectamine 2000、cy3标记羊抗鼠 IgG购自 In-

vitrogen公司，Hoechst 33258、油酸（oleate or oleic acid，OA）、
Bodipy 493/503、HA-tag单克隆抗体购自 Sigma公司，其他试剂

均为国产分析纯。

1.3 引物

按照 perilipin5基因序列（GenBank登录号 DQ473305），设

计其全长以及截短体的引物，由北京奥科生物公司合成。引物

P1引入酶切位点 I（下划线部分）：5'-CCATATGGACCAG-
AGAGGTGAAGACACCAC-3'，引物 P2引入酶切位点 Ⅱ

（下划线部分）：5'-GGAAGATCTTCAGGAGTCCAGCTCTGG-
CA-3'，引物 P3引入酶切位点 Ⅱ（下划线部分）：5'-GAAG-

ATCTTTATAGCTCAGCCTCAGTCATGGG-3'，引物 P4 引入
酶切位点 I（下划线部分）：5'-CATGCCATGGCAGTCCTG-

GCAGCTGAGGC-3'，引物 P5引入酶切位点 Ⅱ（下划线部

分）：5'-GAAGATCTTACCGCAGGACCAAATCCAGGA-3'，引

物 P6引入酶切位点 I（下划线部分）：5'-CCATATGGCCA-

TGCCACTGCCCTGGCTT-3'，引物 P7 引入酶切位点 I（下

划线部分）：5'-GCGTCGACTTATAGCTCAGCCTCAGTCATG-

GG-3'，引物 P8引入酶切位点 I（下划线部分）5’-GCGTCG-

ACGCCATGCCACTGCCCTGGCTT-3'，P1、P7扩增出的 LSDP5

（△ 189-382 aa）的 1-188aa 段，P8、P2 扩增出的 LSDP5（△ 189-

382 aa）的 383-463aa段。
1.4 RNA提取和 RT-PCR

取小鼠肝脏组织依据 Trizol试剂盒操作说明书提取肝脏
组织总 RNA。在波长 260nm测定 RNA浓度。取 1 滋g RNA依

据 Revert Aid Strand cDNA Synthesis试剂盒说明逆转录合成小

鼠肝脏 cDNA，以 cDNA作为 PCR 模板，扩增内参 茁-actin，验

证 cDNA提取成功。
1.5 pBluescript KS-HA- perilipin5结构域载体的构建

以小鼠肝脏 cDNA为模板，使用 P1、P2扩增目的片段 per-
ilipin5全长（1-463aa），P1、P3扩增目的片段 perilipin5(1-188aa)，
P4、P5扩增目的片段 perilipin5 (189-382aa)，P4、P5扩增目的片

段 perilipin5 (189-382aa)，P6、P2 扩增 目的 片 段 perilipin5

(383-463aa)；P1、P5 扩增目的片段 perilipin5 (1-382aa)；P4、P2

扩增目的片段 perilipin5 (189-463aa)，P1、P7 扩增出 LSDP5

（△ 189-382 aa）的 1-188aa段，P8、P2扩增出 LSDP5（△ 189-382
aa）的 383-463aa段。PCR反应条件为：95℃变性 3 min后开始

循环，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 30~40

个循环，然后 72℃延伸 7 min，产物 4℃保存。以 PCR产物纯化
试剂盒纯化 PCR 产物，用 I 和 Ⅱ对 perilipin5 全长

（1-463aa）、perilipin5 (1-188aa)、perilipin5(383-463aa)、perilipin5
(1-382aa) 进行双酶切，用 I 和 Ⅱ 对 perilipin5

(189-382aa)、perilipin5 (189-463aa)进行双酶切，用 I和 I

对 LSDP5（△ 189-382 aa）的 1-188aa段进行双酶切，用 I和
Ⅱ对 LSDP5(△ 189-382 aa)的 383-463aa段进行双酶切。用

I 和 I (或 I 和 I) 对质粒 pBluescript
KS-HA分别进行双酶切。酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分析后，

将载体和目的片段产物进行胶回收，用 T4连接酶 16℃连接过
夜。连接产物转化宿主菌 DH5琢，提取质粒酶切鉴定。
1.6 pCMV5-HA-perilipin5结构域载体的构建

将构建成功的 pBluescript KS-HA-perilipin5（1-463aa）、
(1-188aa)、(189-382aa) 、(383-463aa)、(1-382aa)、(189-463aa)、
(△ 189-382 aa)用 Ⅲ和 I双酶切。用 Ⅲ和 I

对质粒 PCMV5进行双酶切。酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分析

后，将载体和目的片段产物进行胶回收，用 T4连接酶 16℃连
接过夜。连接产物转化宿主菌 DH5琢，提取质粒，酶切鉴定，并
进一步测序鉴定。

1.7 细胞转染

将 293T细胞以 2× 105密度接种于含盖玻片的 6孔板中。

待细胞融合率达 60%时，吸出培养液，用无血清、无抗生素的
DMEM 培养液洗涤细胞 2 次。将适量的质粒和相应量的
Lipofectamine 2000混合，室温静置 20 min，待其形成 DNA-脂

质体复合物后，缓慢滴加至玻片上，37℃、5%CO2条件下培养 6

h。吸去转染液，加入含 10%新生牛血清（FBS）的 DMEM培养

液，继续培养。转染后 24 h，取出爬片，用 PBS清洗，4%多聚甲

醛固定。

1.8 Western Blot检测 perilipin5蛋白的真核表达

以细胞裂解液裂解瞬时转染 perilipin5 的 293 细胞, 收集
蛋白裂解上清液,用 10~12%的 SDS-PAGE分离胶进行凝胶电

泳，转移到 PVDF膜上。依次滴加 50 g/ L BSA (4 ℃ ,封闭过夜)

、1：5000稀释的 HA单克隆抗体 (室温孵育 2 h) 及 1：3000的
HRP酶标羊抗鼠二抗(室温孵育 2 h)。洗涤后 ECL显影。
1.9 荧光染色

细胞爬片 PBS 洗涤 3 次，加入 1% TritonX-100 室温，
5min。PBS洗涤后加入 1:3000稀释的 HA抗体，湿盒内 4℃过
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夜。次日取出复温 30min，PBS洗涤 3次，滴加 1:1000稀释的
cy3标记的二抗，37℃ 孵育 30 min。PBS洗涤 3次，蒸馏水洗涤
1次，使用 Hoechst 33258 行细胞核染色，使用 Bodipy 493/503

行中性脂滴染色，PBS洗涤后防淬灭荧光封片剂封片。Zeiss

200 M 荧光显微镜观察，AxioVisioin RE 4.5 软件采集图片，
photoshop 8.0软件处理图像。

2 结果

2.1 perilipin5基因功能区的 PCR扩增

以小鼠肝脏 cDNA文库为模板，根据疏水性分析和 PAT

家族蛋白相似性结构分析（图 1），设计引物，进行 PCR反应，分

别得到 1389bp (perilipin5全长)、564bp [perilipin5 (1-188aa)]、
582bp [perilipin5 (189-382aa)]、240bp [perilipin5 (383-463aa)]、
1146bp [perilipin5 (1-382aa)]、822bp [perilipin5 (189-463aa)]片

段。perilipin5 (△ 189-382aa)的目的基因扩增由两部分构成：第

一部分为 564bp [perilipin5(1-188aa)]段，两端引入的酶切位点

分别为 I和 I，第二部分为 240bp [perilipin5 (383-463aa)]

段，两端引入的酶切位点分别为 I和 Ⅱ（图 2）。

图 1 perilipin5的结构域和功能结构域载体构建示意图

Fig.1 Schematic diagram of perilipin5 structural domain (Mode diagram)

图 2 PCR扩增目的基因的结果

Fig.2 Analysis of PCR product of target genes

1：DL2000 DNA标志；2：perilipin5（1-463aa）；3：perilipin5（1-188aa）；4：

perilipin5（189-382aa）；5：perilipin5（383-463aa）；6：perilipin5（1-382aa）；

7：perilipin5（189-463aa）；8：perilipin5（△189-382aa）前半段 1-188aa部

分；8：perilipin5（△189-382aa）后半段 383-463aa部分

1: DL2000 DNA marker; 2: perilipin5 (1-463aa); 3: perilipin5 (1-188aa);

4: perilipin5 (189-382aa); 5: perilipin5 (383-463aa); 6: perilipin5

(1-382aa); 7: perilipin5 (189-463aa); 8: the perilipin5 (1-188aa) part of

perilipin5 (△189-382aa); 9: the perilipin5 (383-463aa) part of perilipin5

(△189-382aa)

2.2 perilipin5基因功能区真核表达载体的构建
将 perilipin5 基因功能区 PCR 扩增产物 perilipin5 全长、

perilipin5(1-188aa)、perilipin5(383-463aa)、perilipin5 (1-382aa)用
I和 Ⅱ进行双酶切，分别连入 pBluescript KS-HA中的
I和 I位点。将 perilipin5基因功能区 PCR扩增产物

perilipin5(189-382aa)、perilipin5 (189-463aa) 用 I和 Ⅱ

进行双酶切，分别连入 pBluescript KS-HA中的 I和 I

位点。将 perilipin5 (△ 189-382aa)的 perilipin5 (1-188aa)段用
I和 I酶切，perilipin5 (△ 189-382aa)的 perilipin5 (383-

463aa) 段用 I和 Ⅱ酶切，连入 pBluescript KS-HA中的
I和 I位点，三段连接构建 pBluescript KS-HA-perili-

pin5 (△ 189-382aa)。用 Ⅲ和 I对 pBluescript KS-HA-

perilipin5（1-463aa）、(1-188aa)、(189-382aa)、(383-463aa)、(1-382

图 3 perilipin5基因功能区表达载体的酶切鉴定

Fig 3 Restriction enzyme digestion analysis of the expression vectors of

truncated perilipin5 genes

1：DL2000 DNA标志；2：pBluescript KS-HA-perilipin5(1-463aa)用

Ⅲ和 I酶切，获得 1437bp目的片段；3：pBluescript KS-HA-

perilipin5 (1-188aa)用 Ⅲ和 I酶切，获得 612bp目的片段；4：

pBluescript KS-HA-perilipin5 (189-382aa)用 Ⅲ和 I酶切，获得

630bp目的片段；5：pBluescript KS-HA-perilipin5 (383-463aa)用 Ⅲ

和 I酶切，获得 288bp目的片段；6：pBluescript KS-HA-perilipin5

(1-382aa)用 Ⅲ和 I酶切，获得 1194bp目的片段；7：

pBluescript KS-HA-perilipin5 (189-463aa)用 Ⅲ和 I酶切，获

得 870bp目的片段；8：pBluescript KS-HA-perilipin5 (△189-382 aa)用

Ⅲ和 I酶切，获得 904bp目的片段。

1: DL2000 DNA marker; 2: pBluescript KS-HA-perilipin5(1-463aa)

digested with Ⅲ / I (1437bp); 3: pBluescript KS-HA- perilipin5

(1-188aa) digested with Ⅲ / I(612bp); 4: pBluescript

KS-HA-perilipin5 (189-382aa) digested with Ⅲ / I(630bp); 5:

pBluescript KS-HA-perilipin5 (383-463aa) digested with Ⅲ / I

(288bp); 6: pBluescript KS-HA-perilipin5 (1-382aa) digested with Ⅲ

/ I(1194bp); 7: pBluescript KS-HA-perilipin5 (189-463aa) digested

with Ⅲ / I(870bp); 8: pBluescript KS-HA-perilipin5 (△189-382

aa) digested with Ⅲ / I(904bp).
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aa)、(189-463aa)、(△ 189-382 aa)酶切鉴定，分别产生 1437bp、
612bp、630bp、288bp、1194bp、870bp、904bp目的片段，酶切下
目的片段中含有 perilipin5 基因功能区及 pBluescript KS-HA

质粒中的 HA标签（图 3）。进一步将上述酶切片段分别连入
PCMV5中的 Ⅲ和 I位点。再次酶切鉴定后，送北京

奥科生物公司进行序列测定。

2.3 perilipin5蛋白的表达验证

将上述 PCMV5-HA-perilipin5 功能区的真核表达载体瞬

时转染 293T细胞。24 h后收集细胞裂解液，应用Western blot

检测 HA标签蛋白的表达情况，均检测到同预计相对分子质量
(Mr)相一致的表达蛋白（图 4）。

图 4 perilipin5基因功能区截短体在 293T细胞中的表达

Fig.4 The expression of truncated perilipin5 in 293T cells

1：perilipin5 (1-463aa)蛋白 51KD；2：perilipin5 (△189-382aa)蛋白

29KD；3：perilipin5 (189-463aa)蛋白 30KD；4：perilipin5 (1-382aa)蛋白

42KD；5：perilipin5 (383-463aa)蛋白 9KD；6：perilipin5 (189-382aa)蛋白

21KD；7：perilipin5 (1-188aa)蛋白 21KD

1: perilipin5 (1-463aa) 51KD; 2: perilipin5 (△189-382aa) 29KD; 3:

perilipin5 (189-463aa) 30KD; 4: perilipin5 (1-382aa) 42KD; 5: perilipin5

(383-463aa) 9KD; 6: perilipin5 (189-382aa) 21KD; 7: perilipin5 (1-188aa)

21KD

2.4 perilipin5基因功能区截短体在 293T细胞中的定位

融合的 HA的 perilipin5基因功能区截短体瞬时转染 293T

细胞。加入终浓度为 100 滋M的油酸过夜（16-18h），刺激细胞内

脂滴形成。24 h后固定细胞，使用 HA抗体作为一抗，cy3标记

抗体作为二抗，进行免疫荧光染色，红色荧光显示

HA-perilipin5截断体融合蛋白的细胞定位。用 Bodipy 493/503

染细胞中的中性脂肪（绿色），Hochest33258衬染细胞核（蓝

色）。荧光显微镜下观察各种 perilipin5基因功能区截短体的亚

细胞定位，结果显示 perilipin5 全长 (1-463aa)、perilipin5
(1-188aa)、perilipin5(1-382aa)、perilipin5(△ 189-382aa)聚集在脂

滴周围，围绕脂滴形成环形结构。 perilipin5 (189-382aa)、
perilipin5(383-462aa)、perilipin5(189-462aa)在细胞浆内呈弥散

分布，没有明确的脂滴定位（图 5）。

3 讨论

自 1991年第一个脂滴表面蛋白 perilipin被发现后，陆续

发现 adipophilin、TIP47、S3-12、CIDE 等 40余种蛋白定位在脂

滴表面[2-7]。亲脂的脂滴以 LDP为媒介与细胞基质及基质内多

种蛋白、分子相互作用，参与脂滴的代谢（metabolism）、传输

（transport）和细胞内转运（trafficking）等多种过程，决定脂滴的

产生、消亡及大小[2-11]。目前大量研究表明，LDP的脂滴定位对

LDP功能的发挥具有重要作用，而 LDP之所以能定位于脂滴

表面，与其特征性结构域密不可分[2-3,13-14]。

Perilipin、adipophilin、TIP47定位于脂滴表面，因三者的氨

基末端均有约 100个氨基酸的区域的高度保守序列，故取每一

个蛋白名字的首字母命名即为“PAT”家族蛋白，而这一段高度

保守序列被称为 PAT-1结构域[2,3]。然而 perilipin的脂滴定位于
PAT-1 结构域关系不大，主要是有其中间段的三个疏水区

（perilipin243-260aa, 320-342aa和 349-364aa）决定，疏水区之间

的存在激素敏感性脂肪酶（Hormone-Sensitive Lipase，HSL）相
互作用位点（222aa，276aa），对于脂肪细胞脂滴的贮存和甘油

三酯的快速动员发挥双向调节的核心作用[13-16]。与 perilipin不

同，adipophilin并没有长的疏水区域，其脂滴定位由两个独立

的结构域共同决定，其一是其氨基端的 PAT-1 结构域

（adipophilin1-181aa），其二是 adipophilin 277-426aa 的 11-mer

重复序列及疏水区，上述两个区域也是诱导脂滴的形成关键区

域 [17]。虽然也没有长的疏水区域，TIP47的脂滴定为仅需要其
11-mer重复序列即可[18]。2003年Wolins等发现了 S3-12，它虽

然没有 PAT-1结构域，但含有与 perilipin、adipophilin及 TIP47

相似的 11-mer重复序列，同时其羧基末端也含有与 adipophilin

及 TIP47 相似的疏水帽状结构（WLVGPF序列），故也将其归

为 PAT家族[19]。新近发现的 perilipin5，又被称为 LSDP5（lipid
storage droplet protein 5）、MLDP（myocardial lipid droplet protei-

n）或 OXPAT(oxidative tissue-enriched PAT protein)，因含有特

征性的 PAT-1 结构域，同时羧基末端含有与 S3 -12 相同的
WLVGPF序列，被归为 PAT 家族 [8-10]。我们前期研究发现，

perilipin5在肝细胞内主要影响脂滴的甘油三酯分解代谢[11]，然

而其是否与 perilipin类似通过与脂解酶的相互结合调节脂解
还不清楚，其各结构域的具体功能仍有待研究，各结构域与其

脂滴定位及脂解功能之间关系尚未得到回答。

根据已有的研究结果及现代生物信息学技术分析，本研究

设计和构建 perilipin5 (1-188aa)、(189-382aa)、(383-463aa)的截
断体片段，其中 perilipin5 (1-188aa)含有 PAT-1结构域及 11-mer

重复序列，(189-382aa) 内含数个短小的疏水区，(383-463aa)含
有与 S3 -12相同的WLVGPF序列。位于保证研究的严谨性，我

们也构建了上述三段截断体的缺失片段，即 perilipin5(1-382aa)

(缺失 383-463aa）、perilipin5 (189-382aa) (缺失 1-188aa）、perilip-
in5(△ 189-382aa)(缺失 189-382aa)。为便于观察 perilipin5截短

体胞内的表达分布情况，选择 HA作为 perilipin5截短体胞内
分布的指示剂，成功构建融合表达 HA-perilipin5截短体的真核

表达载体，瞬时转染细胞后 Wester blot验证了 HA-perilipin5

截短体融合蛋白的表达。通过荧光显微镜结果来看，perilipin5

（全长）定位为脂滴表面，与文献报道相一致。1-188aa的缺失导

致蛋白丧失脂滴定位，而只要存在 1-188aa均表现出脂滴的定

位，提示 perilipin5的 1-188aa对于其脂滴定位具有决定性作

用。1-188aa内含有 PAT-1结构域及 11-mer重复序列，那么是
PAT-1结构域决定脂滴定位还是 11-mer重复序列决定脂滴定

位，还是两者共同决定尚有待我们进一步研究。同时 perilipin5

脂滴定位结构域与其脂解功能之间的关系，各结构域与脂解蛋

白是否存在相互作用位点，仍需深入探讨。而本研究 perilipin5

截断体载体的构建为上述研究奠定了基础。
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图 5 perilipin5基因功能区截短体的亚细胞定位

Fig.5 Distribution of perilipin5 truncations in trasfected cells
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