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·基础研究·
新型荧光探针 mMaple3与 mEos3.2应用于 Fsp27介导脂滴融合的

功能研究 *
黄 超 郁 苗 汪文敏 廖榕玉 徐 俐 周林康△

(清华大学生命科学学院 北京 100084)

摘要目的：Fsp27已经被证明定位在脂滴上并且介导脂滴融合与增大。为研究 Fsp27介导脂滴融合的动态分子机制，我们构建了

Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2两种新型荧光探针的融合蛋白并研究其对脂滴融合的功能影响，进而为研发 Fsp27相关生理

功能的光学显像技术奠定基础。方法：对照传统绿色荧光的融合蛋白 Fsp27-EGFP，在共聚焦显微镜下观察 Fsp27-mMaple3和

Fsp27-mEos3.2两种新型融合蛋白的亚细胞定位和介导脂滴融合的功能，并利用荧光漂白恢复术 (fluorescence recovery after

photo-bleaching，FRAP)以判断脂滴与脂滴之间是否存在脂的交换。结果：表达 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2两种新型融合蛋

白的细胞中脂滴显著增大；同时，融合蛋白皆集中在脂滴与脂滴的接触位点上，且中性脂的交换实验显示脂滴与脂滴之间可以相

互连通。结论：我们建构的两种新型荧光探针融合蛋白 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2保持了 Fsp27介导脂滴融合的功能，并

为我们进一步研发新型的超分辨光学显像技术提供功能基础。
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Novel Fluorescent Probes mMaple3 and mEos3.2 for The Functional Study of
Fsp27-mediated Lipid Droplet Fusion*

Fsp27 has been proved to be localized on lipid droplets (LDs) and mediates LD growth. To study the

molecular mechanism of Fsp27-mediated LD fusion, here, we investigated the functional effect of two novel fluorescent probes,

Fsp27-mMaple3 and Fsp27-mEos3.2, on LD fusion for the super-resolution imaging in physiological studies. In comparison

with arecently used fluorescence fused-protein Fsp27-EGFP, we observed the subcellular localization of the two novel probes and the

sizes of LDs under confocal microscopy; And, fluorescence recovery after photo-bleaching (FRAP) was used to examine the lipid

exchange between lipid droplets. LDs expressing Fsp27-mMaple3 and Fsp27-mEos3.2 in 3T3-L1 pre-adipocytes were

significantly larger than that without expression of the two probes. The FRAP experiment confirmed the normal exchange between LDs

expressing the two probes. The two probes we constructed exhibit their comparable abilities with wild type Fsp27 in LD

fusion and growth, and the study provides a functional basis on development of super-resolution imaging.
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前言

肥胖时，体内能量失衡[2]，过多的营养以脂肪的形式储存起

来[1，2]。脂滴是细胞内储存能量的细胞器，在能量代谢的调节中

起到重要作用[3，4]。CIDE蛋白包括 Cidea、Cideb、Cidec(在小鼠

中为 Fsp27)，是一类和脂肪代谢密切相关的蛋白[5，6]。既往研究

显示 Fsp27能够定位在脂滴上，并且能够介导脂滴融合和大脂

滴的形成[7]，Fsp27缺失的细胞中脂滴明显变小。脂滴融合过程

中，Fsp27蛋白的组装分布与动态行为仍然不清楚[8]。近几年，

超高分辨率技术 (stochastic optical reconstruction microscopy,

STORM)在观察细胞显微结构方面应用越来越多[9，10]。相比于传

统的荧光蛋白技术，其可以提高拍摄影像的空间分辨率[12]，而

且可以很好地观测活细胞从而对细胞内的分子进行追踪或者

定量研究，可以大大提升观测影像的空间与时间解析能力[12]。

因此，我们拟利用超分辨荧光显微技术来研究脂滴融合过程中

以及完成后 Fsp27的动态行为[11]。
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图 1 pFsp27-mMaple3-N1和 pFsp27-mEos3.2-N1的酶切鉴定

Fig.1 Double restriction enzyme digestions of pFsp27-mMaple3-N1and

pFsp27-mEos3.2-N1

超分辨技术需要用到特殊的光转换荧光蛋白 mMaple3和

mEos3.2，这两类光转换荧光蛋白拥有闪烁特性[13]，可以通过多

次的闪烁 -熄灭实现定位 [14]。我们拟构建 Fsp27-mMaple3和

Fsp27-mEos3.2的融合蛋白，通过 mMaple3和 mEos3.2蛋白的

定位来显示 Fsp27的蛋白定位。利用这两种荧光蛋白的光学特

性，我们可以观察到更精确的 Fsp27的亚细胞定位[15]，为 Fsp27

的研究乃至其他重要蛋白的研究提供一种新型的技术方案[13]。

本研究主要关注 Fsp27-mMaple3 和 Fsp27-mEos3.2 融合蛋白

的功能，观察其融合蛋白是否保持 Fsp27本身促进脂滴融合的

功能？包括融合蛋白在细胞内的定位，是否能像 Fsp27蛋白一

样促进脂滴的增大？为进一步通过荧光漂白恢复术(fluores-

cence recovery after photo-bleaching，FRAP) 证明这种新型的荧

光蛋白融合 Fsp27能否介导脂滴与脂滴之间的脂滴交换。

1 材料与方法

1.1 材料

HEK293T 细胞系和 3T3-L1 前脂肪细胞系购自美国的

ATCC公司。DMEM细胞培养基，转染试剂 Lipofectamine2000，

带有荧光标记的二抗购自 Invitrogen公司。识别 Fsp27的一抗

由本实验室自制。Bodipy C12购自Molecular Probes公司。无脂

肪酸的 BSA购自 Sigma公司。油酸(Oleic Acid)购自 Sigma公

司。BodipyC12购自 Thermo Fisher Scientific公司。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建 pFsp27-EGFP-N1质粒由本实验前期构建，

是表达 Fsp27全长的质粒。将 pFsp27-EGFP-N1中的 EGFP对

应序列用合适的限制性内切酶切去，将 mMaple3和 mEos3.2

表达载体中编码这两个荧光蛋白的序列并分别克隆到切好的

载体中，得到 pFsp27-mMaple3-N1和 pFsp27-mEos3.2-N1。构建

好的质粒已通过测序来保证序列的准确性。pmMaple3-N1和

pmEos3.2-N1质粒来自于北京大学生物动态光学成像中心孙

育杰实验室。

1.2.2 细胞培养和转染 HEK293T 细胞在含有 10%四季青

胎牛血清的 DMEM 培养基中培养，5% CO2，湿度 80%；

3T3-L1 细胞在含有 10% Gibco 胎牛血清的 DMEM 中培养，

5% CO2，湿度 80%。HEK293T和 3T3-L1细胞均采用转染试剂

Lipofectamine2000转染，转染操作按照说明书。当细胞密度达到

70%-80%时进行转染，分别在两个干净的 EP管中加入 100 滋L
的 opti-MEM，其中一个加入适量的质粒，另一个加入 2倍质粒

体积的 Lipofectamine2000，轻轻摇匀后，在室温静置 5分钟，然

后将两个 EP管中的液体放在一起，并且轻轻混匀，在室温静置

15分钟。待转染细胞则更换为 opti-MEM培养基，将混合后的

溶液逐滴均匀地加入细胞中，4个小时后，将培养基换位普通

的培养基，20小时后收取细胞。

1.2.3 免疫荧光固定 用 PBS缓冲液将需要固定的细胞清洗

2~3遍，加入 4%多聚甲醛室温下固定 30分钟，然后用 PBS缓

冲液清洗 3遍。细胞预先在含有玻璃底的培养皿中或者载玻片

上培养。

1.2.4 Fluorescence Recovery After Photo-bleaching (FRAP)实验

在带有玻璃底的培养皿中培养 3T3-L1细胞，并转染 1 滋g的
pFsp27-EGFP-N1质粒，转染方法同之前的转染。同时在换液

时，需要在新鲜的 DMEM中加入适量的油酸，终浓度是 100 滋M
和适量的 Bodipy C12，最终浓度是 1 滋g/mL。在拍摄前，提前 1

h将多余的 Bodipy C12洗去，并换上新鲜的培养基，待细胞适

应后方可进行拍摄。选择其中的较小的脂滴进行荧光淬灭，用

高强度的激光照射小脂滴的某个区域，同时记录下脂滴中荧光

强度的变化，拍摄周期为 50 s，每组细胞进行 3次循环。

1.3 统计学分析

两组数据的差异显着性将利用双尾 Student's T test进行比

较，以 P值小于 0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 构建 pFsp27-mMaple3-N1和 pFsp27-mEos3.2-N1质粒以及

酶切鉴定

将 pFsp27-EGFP-N1中的 EGFP对应序列用合适的限制性

内切酶切去，将 mMaple3和 mEos3.2表达载体中编码这两个

荧光蛋白的序列分别克隆到切好的载体中，插入的酶切位点分

别是 BamH1 和 Not1。mMaple3 的编码序列大小为 711 bp，

mEos3.2 的编码序列大小为 630 bp。pFsp27-mMaple3-N1 和

pFsp27-mEos3.2-N1均用双酶切来鉴定，所选的限制性内切酶

为 BamH 1和 Not1。BamH1位于 mMaple3和 mEos3.2编码序

列的 5'端，而 Not1则位于 3'端。酶切的结果显示，这两个质粒

被酶切后分别有一条约 800和 600的条带，说明 mMaple3和

mEos3.2确实已经克隆到表达载体中，如图 1所示。

2.2 重组质粒在 HEK293T中的表达情况

将构建好的质粒转染入 HEK293T 细胞中，通过检测

Fsp27 蛋白的表达来检测这两个质粒是否能够表达。pF-

sp27-mMaple3-N1，pFsp27-mEos3.2-N1 和 pFsp27-EGFP-N1 都

转入 1 滋g。对照组(NC)不转染质粒。对应的 western blot的结果

如图 2所示，利用 Fsp27的抗体能够在转染 Fsp27-mMaple3，

Fsp27-mEOS3.2和 Fsp27-GFP的组检测到条带，说明在这三组

都有融合蛋白的表达，其分子量在 55KD处。

2.3 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2可以促进脂滴增大并且

定位在脂滴上

本实验室之前的研究显示 Fsp27可以定位在脂滴上，并且

在脂滴 -脂滴的结合部上富集，促进脂滴的融合和大脂滴的形
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图 2 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2在 293T细胞中的表达量

Fig.2 Expression levels of Fsp27-mMaple3 and Fsp27-mEos3.2 in 293T

cells, Actin was used as a loading control

图 3 Fsp27-EGFP，Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2的脂滴定位

Fig.3 The localizations of Fsp27-EGFP, Fsp27-mMaple3 and Fsp27-mEos3.2in 3T3L1 preadipocytes.

成。Fsp27-EGFP融合蛋白也已经被证明能够促进脂滴的融合，

说明 GFP并不会影响 Fsp27促进脂滴融合的功能。在 3T3-L1

细胞中转入 1 滋g pFsp27-EGFP-N1、pFsp27-mMaple3-N1和 pF-

sp27-mEos3.2-N1，另一组不转入质粒。如图 3所示，在不转入

重组质粒的情况下，细胞中的脂滴较多，大部分都是一些较小

的脂滴。在分别转入 pFsp27-EGFP-N1、pFsp27-mMaple3-N1和

pFsp27-mEos3.2-N1的三组细胞中，细胞内脂滴数量变少，脂滴

大小明显变大。和之前的研究类似[7]，Fsp27-GFP融合蛋白能够

定位于脂滴上，并且在脂滴 - 脂滴接触点富集。我们发现

Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2融合蛋白也能够定位于脂滴

上，在脂滴 -脂滴接触点也有富集。这说明 Fsp27-mMaple3和

Fsp27-mEos3.2 融合蛋白具有促进脂滴融合的功能，mMaple3

和 mEos3.2蛋白并不会影响 Fsp27蛋白脂滴融合的功能。

2.4 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2可以促进脂滴间脂的交换

在脂滴与脂滴结合部位，Fsp27会聚集形成脂滴接触位点

(Lipid droplet contact site, LDCS)。小脂滴中的中性脂通过接触

位点流向大脂滴中，最终形成一个大脂滴。融合是一个非常缓

慢的过程，整个过程需要 2 小时或是更长的时间完成。

Fsp27-mMaple3和 Fsp27-mEos3.2在上一章已经被证明能够在

细胞中形成大脂滴。荧光漂白恢复术实验通常用来证明膜的流

动性和蛋白的扩散速率。这里我们运用荧光漂白恢复术来验证

两个脂滴之间的中性脂是可以相互流通的。本实验室之前的工

作已经验证了 Fsp27在形成脂滴接触位点时，可以使得两个脂

滴保持连通 [7]。在本实验中，在转入 Fsp27-mMaple质粒后，

Fsp27-mMaple3融合蛋白定位在脂滴上，在荧光漂白相邻脂滴

中较小的一个时，发现小脂滴明显的变暗了，然后每隔一段时

间，小脂滴的亮度慢慢升高，而大脂滴的亮度则逐渐下降(如图

4)，说明两个脂滴之间是连通的，脂滴中的中性脂可以进行交

换。该实验证明 Fsp27-mMaple3融合蛋白也具有促进中性脂流

通的功能。

2.5 Fsp27-mMaple3介导脂交换的动力学分析

Fsp27-mMaple3可以介导脂滴间脂的交换，因此若测量了

中性脂的交换速率我们可以进一步估算出交换时的孔径大小，

为此我们选取了 44 对带有 Fsp27-EGFP的脂滴和 37 对带有

Fsp27-mMaple3的脂滴(图 5)。用 ImageJ测量每一个脂滴中红

色的亮度，代表了中性脂的含量，并测量每一个脂滴的直径得

到脂滴的体积。从而得到脂交换的速率和孔径的大小。之前的

实验已经证明了外源的 Fsp27-EGFP有着内源 Fsp27同样的功

能。实验结果显示，转染了 Fsp27-mMaple3和 Fsp27-EGFP细

胞中，脂交换的速率和孔洞的大小并没有发生太大的变化(P >

0.05)(如图 5)，进一步证明了 Fsp27-mMaple3也保持了 Fsp27

原有的功能。

3 讨论

Fsp27作为一个新的脂滴结合蛋白，近十年来受到了越来

越多的关注[16-18]。2008年，同时有两篇文章报道了 Fsp27缺失小

鼠的表型。Fsp27缺失小鼠白色组织脂肪明显减少，胰岛素敏感
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图 4 Fsp27-mMpale3的 FRAP实验检验成对脂滴的中性脂交换

Fig.4 The FRAP assay of Fsp27-mMpale3 for exchange of neutral lipids between a pair of lipid droplets

图 5 Fsp27-mMpale3介导两脂滴间的中性脂交换速率与孔径大小估算

(A)Fsp27-mMpale3介导两脂滴间的脂交换速率。(B)Fsp27-mMpale3形成的的孔洞大小

Fig.5 The exchange rate and pore size of Fsp27-mMpale3-mediated lipid droplet fusion

(A)Exchange rates of neutral lipids between lipid droplets

(B)Pore sizes of Fsp27-mMaple3-composed complexes

性增强，脂肪细胞内线粒体活性增高，小鼠有较高的代谢速率
[19,20]。白色脂肪组织是储存脂类的重要器官，而白色脂肪细胞的

一个典型特征是细胞内有一个体积巨大的脂滴。脂滴几乎占据

了白色脂肪细胞 90%以上的体积，细胞核和少量的内质网被挤

到细胞边缘。而 Fsp27缺失后，白色脂肪细胞内脂滴的数目明

显增多，可达 200多个。虽然 Perilipin, seipin, lipin基因敲除的

小鼠也表现出脂肪组织变少[21-23]，脂肪细胞也变小，但是其都没

有表现出细胞内脂滴数目的增多的现象。后续的细胞生物学研

究显示 Fsp27定位于脂滴表面，其在脂滴的融合中起到重要作

用。Fsp27能够富集在脂滴 -脂滴接触点，推测其可能形成了一

个中性脂流通的通道，同时也鉴定出 Perilipin、Rab8a等蛋白质

和 Fsp27相互作用[24]，这些蛋白质形成蛋白复合物来调控脂滴

的融合。Fsp27究竟是如何形成孔径的，包括孔径的大小都不得

而知。解析 Fsp27的结构将可以回答这些问题，但是 Fsp27是

膜蛋白，比较难形成均一的晶体。因此，我们拟利用超高分辨率

技术来观察 Fsp27形成的孔径的大小以及其在融合过程中的

动态变化。

标签蛋白如 GFP、GST、His、Flag、HA 等的利用在生物学

的研究中起到了重要作用，但不可忽视的是标签蛋白的加入可

能会影响蛋白质的功能。Fsp27蛋白有两个结构域，N端结构域

(1-135aa)可以形成二聚体，C端(136-219)结构域是跨膜结构域
[25]。我们之前的研究显示将标签蛋白如 Flag、HA放到 Fsp27蛋

白的 N端所形成的融合蛋白丧失了 Fsp27促进脂滴融合的功

能。而将标签蛋白如 HA、GFP放到 Fsp27蛋白的 C端，则保持

了 Fsp27促进脂滴融合的功能。以 Fsp27-EGFP融合蛋白作为

参照 ，我 们 构 建 重组 质 粒 pFsp27-mMaple3-N1 和 pF-

sp27-mEos3.2-N1，然后研究 mMaple3 和 mEos3.2 是否会对

Fsp27促进脂滴融合的功能产生影响，通过实验证明新的荧光

探针同样能够发挥原来 Fsp27的功能。当转入重组质粒并且表

达的时候，细胞中的脂滴会明显增大，而且数量会减少，与

Fsp27-EGFP进行比较可以看出他们在促进脂滴增大的功能上

并没有太大的变化。在重组蛋白的亚细胞定位上，将他们与

Fsp27-EGFP也做了进一步的比较，结果是 Fsp27-mMaple3和

Fsp27-mEos3.2也都会聚集在脂滴与脂滴的结合部位，并且能

够很好的定位在脂滴上，尤其是在脂滴结合部位，进而促进脂

滴的融合，形成大脂滴，说明 Fsp27促进脂滴融合的功能并未

受到中两个荧光蛋白的影响。

除了从直观的角度看到脂滴增大的现象，我们进一步从动

力学的角度比较了 Fsp27-EGFG 和 Fsp27-mMaple3 所形成的

孔径对中性脂交换速率的影响，结果显示两者并没有明显的差

异。既往研究已证明 Fsp27会在脂滴与脂滴结合部位富集，如

果要进行融合，还要将两个脂滴连通起来，我们通过荧光漂白

恢复术实验来验证脂滴是连通的，其中的中性脂可以相互交

换。同样，我们用 Fsp27-EGFG作为参照，Fsp27-mMaple3和

Fsp27-mEos3.2转染的细胞中都可以观察到中性脂相互交换的

现象，说明他们仍然保持了原有 Fsp27的功能，改变了膜的结

构，使得接触的脂滴连通起来，进而进行中性脂的交换，并促进

脂滴的融合。另一方面，Fsp27的 CIDE-N端结构域被证明会与

Perilipin1(Plin1)相互作用，而 Plin1 作为激活因子能加强了原

本 Fsp27的功能[6,26]，我们未来也将进一步探究 Fsp27-mMaple3

是否仍保持这一特性，检查是否 Fsp27-mMaple3并没有影响

CIDE-N结构域的发挥。

mMaple3和 mEos3.2 这两种新的荧光探针对 Fsp27 的脂

滴融合功能已充分研究，我们可以利用这两种荧光蛋白的光学
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性质来完成一些传统绿色荧光蛋白 GFP不能完成的空间超分

辨定位实验[27,28]，为我们进一步了解 Fsp27乃至其他重要的蛋

白提供了一种可靠的方法[29]。此外，我们不仅要关注 Fsp27所

起的作用，例如 Plin1等其他脂滴相关蛋白也是参与整个脂滴

融合过程并确保融合正常运行。已有的研究表明，Fsp27可以介

导脂滴间形成中性脂转移的孔径，而 Plin1的存在可以大大的

增加中性脂转移的效率[30]，是否 Plin1是直接影响孔径进一步

增大的原因或同时影响脂滴的表面张力将是未来研究的重点

之一。同样，研究 Plin1在脂滴上的分布与 Fsp27结合的动态行

为，这两种新型的荧光探针 mMaple3和 mEos3.2也可以在将

来用来解决这方面的问题。
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