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RNA特异腺苷脱氨酶 1（p150亚型）抑制肝细胞脂质合成 *
丁美玲 冯文强 张 松 曹海超 聂勇战△

（第四军医大学西京消化病医院肿瘤生物学国家重点实验室 陕西西安 710032）

摘要 目的：在油酸诱导的肝细胞脂肪变模型中，检测 RNA特异腺苷脱氨酶 1 p150亚型（ADAR1-p150）高表达细胞系中脂肪合成
的变化。方法：利用本课题组前期摸索的油酸刺激人胚胎肝细胞 L-02细胞系脂肪变的条件，qRT-PCR和Western-Blot检测油酸刺
激组和对照组 ADAR1-p150表达变化；将构建成功的 ADAR1-p150过表达慢病毒载体 GV166-ADAR1-p150及空载体病毒
GV166-control感染 L-02细胞，检测感染细胞中 ADAR1-p150的 mRNA和蛋白表达水平；通过油红 O染色和 BODIPY染色观察
L-02 ADAR1-p150和 L-02 control细胞中脂滴形成，并进一步利用高内涵系统检测其荧光强度，对脂滴合成作定量分析。结果：
L-02 细胞在油酸刺激后 ADAR1-p150的 mRNA 和蛋白水平降低；成功构建 ADAR1-p150过表达慢病毒载体 GV166-
ADAR1-p150及空载体病毒 GV166-control，qRT-PCR 及 Western-Blot检测显示病毒转染 GV166- ADAR1-p150后 ADAR1-p150

在细胞中的表达水平显著升高；油红 O染色和 BODIPY染色发现 L-02 ADAR1-p150较 L-02 control细胞胞质中脂滴数量减少。高
内涵筛选系统检测提示 L-02 ADAR1-p150组中脂滴的荧光强度明显较 L-02 control组低。结论：成功构建 ADAR1-p150过表达稳
定转染 L-02细胞系，并证实高表达 ADAR1-p150能够抑制脂肪合成。
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RNA-specific Adenosine Deaminase 1 p150 Isoform Inhibits Lipid Synthesis
in Hepatocytes*

To investigate the regulatory effect of RNA-specific adenosine deaminase 1 p150 isoform (ADAR1-p150)
on fat synthesis in oleic acid-induced hepatic steatosis cell model. Oleic acid stimulated steatosis model in human embryonic
liver cell line L-02 cells was constructed according to our previously reported protocols. ADAR1-p150 expression was analyzed by
qRT-PCR and Western-Blot in both control group and oleic acid (OA) group. ADAR1-p150 overexpression lentiviral vector
GV166-ADAR1-p150 and control lentiviral vector GV166-control were constructed to infect L-02 cell line, the mRNA and protein ex-
pression levels of ADAR1-p150 were detected by qRT-PCR and Western-Blot. The lipid droplets formation of L-02 ADAR1-p150 and
L-02 control cell lines was observed by oil red O staining and BODIPY staining. High Content Screening system was performed to detect
the average fluorescence intensity of lipid droplets. The mRNA and protein expression levels of ADAR1-p150 were down-regu-
lated in OA group as compared with that in control group. ADAR1-p150 overexpression lentiviral vector GV166- ADAR1-p150 and
empty vector virus GV166-control were successfully constructed. qRT-PCR and Western-Blot analysis showed that ADAR1-p150 ex-
pression significantly increased in GV166- ADAR1-p150 treated cells. Oil Red O staining and BODIPY staining revealed that the num-
ber of lipid droplets in L-02 ADAR1-p150 cells was less than that in L-02 control cells. High content screening system demonstrated that
the lipid droplets fluorescence intensity of L-02 ADAR1-p150 cells was significantly lower than that of L-02 control cells.
Stable ADAR1-p150 overexpressing cell line was successfully established. More importantly, high expression of ADAR1-p150 was ca-
pable of inhibiting fat synthesis in L-02 cells.
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前言
近年来，随着人们生活习惯的改变及肥胖的迅速流行，脂

肪肝在世界范围内的发病率接近 20%[1]，而在我国经济发达地
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区的发病率超过 30%[2]。脂肪肝可进一步发展为脂肪性肝炎、肝

纤维化、肝硬化，甚至肝癌，是肝病患者死亡的主要原因之一[2]。

双链 RNA腺苷脱氨酶 ADAR1属于 A-to-I RNA编辑酶 [2]，主

要通过将腺嘌呤核苷转变为次黄嘌呤核苷的编辑依赖活性来

发挥作用[3]，参与胚胎发育、造血系统发育、机体免疫等多种重

要的病理生理过程[4]。本研究在前期已成功构建油酸刺激细胞

脂肪变模型的基础上，发现 L-02 细胞在油酸刺激后
ADAR1-p150的表达降低，提示 ADAR1-p150可能参与肝脏脂

肪代谢调控。

1 材料和方法

1.1 细胞脂肪变模型的建立

本课题组前期已证实在人正常肝细胞 L-02（中国科学院，

上海）中，油酸 OA（Sigma公司，美国）刺激其产生脂肪变的最

佳条件为 0.4 mmol/L，12 h。本实验中以该条件构建 L-02细胞
脂肪变模型。

1.2 ADAR1-p150过表达慢病毒载体的构建

使用限制性内切酶 Bam HI（NEB 公司，美国）和 AgeI

（NEB公司，美国）将 GV-166载体（吉凯公司，上海）线性化。设

计并合成 ADAR1-p150引物，正向引物 ADAR1-p150-F:5'-AG-

GTCGACTCTAGAGGATCCCGCCACCATGAATCCGCGGC-

AGGG GTATTCCCTC-3'，反向引物 ADAR1-p150-R:5'-AGTC-
CATGGTGGCGACCGGTACTGGGCAGA GATAAAAGTTCT-

TTTCC-3'，PCR扩增目的基因 ADAR1-p150。以 1:3 ~ 1:9的比

例加入线性化 GV-166载体和纯化的 PCR产物，以同样带有交

换臂的 GAPDH基因作为阳性对照，按照 25 ℃，30 min；42 ℃，
30 min的反应条件将 PCR产物交换入线性化表达载体。用氯

化钙制备新鲜的大肠杆菌感受态细胞。将连接产物转化感受态

细胞并挑选合适菌落进行 qPCR鉴定，并将阳性菌落克隆进行

测序以及比对，得到测序正确的目的质粒。将质粒载体分别进

行高纯度无内毒素抽提，按 Invitrogen公司 Lipofectamine 2000

使用说明共转染 293T细胞，转染 8 h后更换为完全培养基，培

养 48 h后，收集富含慢病毒颗粒的细胞上清液，对其浓缩后得

到高滴度的慢病毒浓缩液，在 293T细胞中测定并标定病毒滴

度。

1.3 ADAR1-p150过表达稳转细胞系的构建
按照 2× 104的细胞密度将 L-02铺于 24孔板，24 h细胞贴

壁后进行下一步转染工作。设置 ADAR1-p150慢病毒感染孔、

对照慢病毒感染孔以及空白对照孔。即刻配制含 1/2000体积

的 Polybrene（吉凯公司，上海）、1 %的青链霉素（Gibco公司，美

国）和 5 %的胎牛血清（Gibco 公司，美国）的 opti-Mem（Gibco

公司，美国）溶液，每孔加入 200-250 滋L配制好的 opti-Mem溶

液。取目的基因慢病毒 LV-ADAR1-p150和对照慢病毒
LV-control置于冰盒融化，根据 L-02细胞的复感染指数（multi-

plicity of infection, MOI）为 10和病毒滴度计算并加入加入相

应病毒体积，轻柔混匀后置入 37 ℃细胞培养箱培养。8-10 h后

更换为含 10 %胎牛血清和 1 %青链霉素的 DMEM（Gibco公

司，美国）培养液，继续培养至细胞密度为 80 %-90 %左右。各

孔加入嘌呤霉素（Sigma公司，美国）2 滋g/mL筛选 7-10 天，获

得 ADAR1-p150稳定转染的 L-02细胞系（L-02 ADAR1-p150）。

1.4 RNA提取及实时荧光定量 PCR分析

将细胞培养至对数生长期收集细胞，洗去培养基并重悬于

40 滋L AE 缓冲液（50 mmol/L 醋酸钠；10 mmol/L EDTA；pH

5.3）中，加入 40 滋L 10% SDS，震荡混匀，加入等体积的苯酚，混

匀后 65 ℃孵育 4 min。在冰水浴中迅速冷却后 21000 × g离心
2 min，取上层液体至新的离心管中，用苯酚 /氯仿萃取 2次，得

到的水相加入醋酸钠（pH 5.3，至终浓度 0.3 mol/L）和 2.5倍体

积的无水乙醇，冰上静置 10 min。21000 × g离心 10 min，沉淀

用 70 %乙醇洗 2次后溶于 30 滋L无 RNA酶的水中，得到细胞

总 RNA。

采用逆转录试剂盒（TaKaRa公司，日本）将 RNA逆转录为
cDNA。一步法水浴 37 ℃ 1 h得到 cDNA，采用 TaKaRa qPCR

试剂盒及 Bio-Rad CFX96荧光定量系统（Bio-Rad公司，美国）

进行荧光定量实验。

1.5 Western-Blot蛋白印记分析

收集对数生长期细胞，4 ℃预冷的 PBS洗涤 2次，加入含

蛋白酶抑制剂（Bio-Rad 公司，美国）的细胞裂解液（碧云天公

司，中国）冰上裂解 20 min，超声（10 s× 3次）后 4 ℃离心

（12000 × g，15 min），加入 1/4体积 5 × 上样缓冲液（碧云天公
司，中国），100 ℃煮沸变性 10 min。留取少量蛋白液，以二奎琳

甲酸（BCA）法测定蛋白总浓度。通过 8 % SDS聚丙烯酰胺凝胶

分离蛋白后，将蛋白转移到至硝酸纤维素（NC）膜上。室温下 5

%脱脂奶粉封闭 1 h 后孵育鼠抗人 ADAR1 抗体（1:400，Santa

Cruz公司，美国）,4 ℃孵育过夜。次日以 TBST洗膜（8 min × 3

次）。之后加入 HRP-抗鼠 IgG（1:2000，Sigma公司，美国）室温

孵育 1 h。TBST漂洗后使用 ECL试剂（Thermo公司，美国）采

用 Bio-RAD凝胶成像仪（Bio-Rad公司，美国）对 NC膜进行扫

描成像。

1.6 油红 O染色

在 6孔板中铺入等量的 L-02 ADAR1-p150和 L-02 control

细胞，加入 2 mL DMEM高糖培养液（含 10 %胎牛血清和 1 %

青链霉素）。待其密度达到 50 %-60 %后加入油酸工作液（0.4
mmol/L），12 h后去除培养液，4 %多聚甲醛固定细胞 15 min。

用过滤后的 PBS对 6孔板进行清洗(3 min× 3次)。苏木素染核
2 min后以去离子水清洗至胞浆颜色变淡，油红 O（Sigma公
司，美国）工作液避光染色 15分钟，PBS清洗(3 min× 3次)，染

色结束。

1.7 BODIPY染色

于 6 孔板铺入等量 L-02 ADAR1-p150 和 L-02 control 细
胞，每孔加 2 mL DMEM高糖培养液（含 10 %胎牛血清和 1 %

青链霉素）。待其密度达到 50 -60 %后加入油酸工作液（0.4
mmol/L），12 h后去除培养液，4 %多聚甲醛固定细胞 15 min，
细胞固定后去除多聚甲醛。用过滤后的 PBS对 6孔板进行清
洗(3 min× 3次)。每孔中加入 0.1 滋g/mL的 BODIPY荧光染料
（BODIPY493/503, Invitrogen公司，美国），避光置入 37 ℃孵
箱，孵育 20 min。用过滤后的 PBS清洗 6孔板(5 min× 3次)。在
每孔中加入 1 滋g/mL Hoechst染料（Sigma公司，美国），置于 37
℃孵箱避光孵育 15 min。以过滤的 PBS清洗 6孔板(5 min × 3

次)，至此荧光染色结束。
1.8 高内涵系统检测脂滴荧光强度
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取 6 孔板铺入等量的 L-02 ADAR1-p150 和 L-02 control

细胞，待细胞贴壁并生长至 50 %-60 %后加入 0.4 mmol/L油酸,

12 h后从细胞培养箱取出，以 4 %多聚甲醛固定细胞 15 min，
PBS清洗 3遍后进行 BODIPY染色(仅以 BODIPY染料着色脂
滴，不染核)，之后运行高内涵仪器进行荧光检测。
1.9 数据分析

所有数据资料采用 SPSS 17.0软件包作统计学分析。计量

资料以 X± SD表示, 比较两组数据组间差异采用独立样本 t

检验；计数资料以百分率表示，均采用 x2检验，P＜ 0.05表示有
显著性差异。

2 结果

2.1 L-02细胞油酸(OA)刺激后 ADAR1-p150表达降低

以 0.4 mmol/L OA刺激 L-02细胞 12 h以诱导细胞产生脂

肪变，通过 qRT-PCR和Western-Blot检测 OA刺激前后 L-02

细胞中 ADAR1-p150表达变化。结果显示，与对照组细胞相比，
OA 刺激组细胞 ADAR1-p150 mRNA 水平明显降低（0.25±
0.05）vs.（1.00± 0.11），P＜ 0.01，同时其蛋白水平也有显著降

低，提示 ADAR1-p150可能具有抑制脂肪合成的作用（图 1 A

和 B）。

图 1 脂肪变细胞中 ADAR1-p150表达降低

Fig. 1 ADAR1-p150 expression was down-regulated in steatosis cells

A: The mRNA level of ADAR1-p150 in steatosis cells by PCR; B: The protein level of ADAR1-p150 in steatosis cells by Western-Blot. **：P < 0.01 vs.

control group

2.2 qRT-PCR 和 Western-Blot 鉴定 ADAR1-p150过表达 L-02

细胞系

将 ADAR1-p150过表达慢病毒载体 GV166-ADAR1-p150

和空载体 GV-control 感染 L-02 细胞，qRT-PCR 和 West-

ern-Blot检测 ADAR1-p150的表达。结果显示，与空载体对照组

相 比 ，ADAR1-p150 过 表 达 慢 病 毒 载 体 感 染 细 胞 后

ADAR1-p150 mRNA 水平明显升高（23.76± 0.32）vs.（1.00±
0.14），P＜ 0.01；Western-Blot 结果显示 GV166-ADAR1-p150感

染细胞后 ADAR1-p150的蛋 白水 平 显著 升高， 证实
ADAR1-p150稳定转染的 L-02细胞系已成功构建（图 2 A 和
B）。

图 2 成功构建 ADAR1-p150过表达慢病毒稳定转染 L-02细胞系

Fig. 2 Stable ADAR1-p150 overexpressing lentivirus were successfully established

A: The mRNA level of ADAR1-p150 after ADAR1-p150 overexpression lentivirus vector GV166- ADAR1-p150 infection in L-02 cells by PCR; B: The

protein level of ADAR1-p150 after GV166- ADAR1-p150 infection in L-02 cells by Western-Blot. **:P < 0.01 vs. control group

2.3 ADAR1-p150高表达细胞中脂质合成减少

对 L-02 ADAR1-p150和 L-02 control细胞进行油红 O 染

色，结果显示，未加入油酸刺激时，无明显脂滴形成；油酸刺激

后，胞质中有较明显的脂滴生成，证实前期油酸诱导细胞脂肪
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变 的 模 型 构 建 成 功 。 且 相 较 于 L-02 control 细 胞 ，
L-02-ADAR1-p150细胞中脂滴生成明显较少（图 3 A）。

对 L-02 ADAR1-p150 和 L-02 control 细胞进行 BODIPY

染色，结果显示，未加入油酸时，胞质中无明显脂滴形成；加入

油酸后，细胞质中有明显的脂滴生成，相较于 L-02 control细

胞，L-02 ADAR1-p150细胞中脂滴生成明显较少（图 3 B）。
根据前期确定的油酸诱导的最佳刺激浓度和时间诱导细

胞脂肪变，运用高内涵检测系统检测 L-02 ADAR1-p150 和

L-02 control细胞系胞质中的脂滴的平均荧光强度。以 0 mM油

酸刺激，12小时后 L-02 ADAR1-p150和 L-02 control细胞均不
产生脂滴，荧光强度很弱（54.77± 1.08）vs.（51.32± 0.93），P＞

0.05；当给予 0.4 mmol/L油酸刺激 12 h后，L-02 ADAR1-p150

细胞中脂滴荧光强度明显较 L-02 control细胞低（78.37± 1.26）
vs.（191.15± 2.09），P＜ 0.01，这也证明了高表达 ADAR1-p150

能够抑制脂肪合成（图 3 C）。

图 3 ADAR1-p150高表达细胞中脂质合成减少

Fig. 3 High expression of ADAR1-p150 inhibited fat synthesis

（A, B）: Oil red O staining（A）and BODIPY staining（B）labeled lipid droplets in L-02 ADAR1-p150 and L-02 control cells in OA stimulated group and

control group;C: Dtection average fluorescence intensity of lipid droplet;

A, B, C：Oleic acid concertration : 0.4mmol/L, stimulated 12 h; amplification factor in A: 10× 20, red represents lipid droplets; amplification factor in B:

10× 40, green represents lipid droplets;**：P < 0.01 vs. control group.

3 讨论

代谢综合症(Metabolic Syndrome，MS)包括肥胖、高血压、

高血脂、胰岛素抵抗等征候群，是当今全球最重要的公共健康

问题之一。MS在肝脏主要体现为非酒精性脂肪肝病（Nonal-

coholic fatty liver disease，NAFLD)[2]。NAFLD是指从单纯的脂
肪肝到脂肪性肝炎相关的疾病，影响着全球 10-24 %人口的身

体健康，是肝病患者死亡的主要原因之一。同时 NAFLD患者

中 II型糖尿病和动脉粥样硬化的发病率明显增高严重影响国

人健康，因此阐明其发病机制和寻找干预靶点是当今医学界亟

待攻克的难题[5]。

ADAR1基因位于 1号染色体长臂 2区 1带（1q21），编码

发挥位点特异的腺苷酸脱氨作用的 RNA编辑酶[2]。ADAR1基

因转录较为复杂，可以 3个不同的启动子通过对相互独立的首

个外显子（外显子 1A、1B、1C）进行可变剪接生成成熟的 mR-

NA[2]。从 ADAR1A起始转录的启动子能够被干扰素诱导并最

终产生包含 3 个双链 RNA 结合域和 2 个 Z-DNA 结合域的
150千道尔顿（kD）蛋白亚型 p150[2]。从外显子 1B或 1C起始的

转录本可产生 110 kD蛋白亚型，它与 p150亚型相比缺少包含

核输出信号在内的 248个氨基酸[2]。p150亚型和 P110亚型均

可进行核浆穿梭，然而二者呈现不同的亚细胞定位：P110主要

位于胞核而全长的 p150则主要定位于胞质[2]。除 P110外，还存

在另一个具功能活性的截短亚型 P80[2]。一项主要在白细胞中

进行的研究发现，肿瘤坏死因子 琢、酌干扰素、脂多糖、病毒双链
RNA及其类似复合物均可活化 ADAR1表达[2]。除了发挥转录

后水平的编辑依赖活性，本课题组前期研究发现 ADAR1还可

以依赖非编辑活性和双链 RNA结合蛋白 NF90相互作用并调

控 NF90 介导的基因表达 [2]。ADAR1 蛋白的几个亚型中，
ADAR1-P110为组成性表达，ADAR1-p150主要受干扰素诱导

表达[2]，然而 p150在编辑内源性 RNA中发挥何种功能尚不清
楚。细胞中甘油三酯常以中性脂质小滴的形式储存于白色脂肪

组织或肝脏组织的细胞质中。脂质小滴出现在非脂肪组织被称

为异位脂质，异位脂质含量增多与外周胰岛素抵抗及高脂血症

等一系列临床临床症状相关[2]。多种方式能够评估细胞中脂滴

的集聚程度，本实验中选用油红 O和 BODIPY染色定性和高

内涵筛选系统定量检测肝细胞中脂滴的含量。油红 O作为脂
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溶性染料，能够在脂肪内高度溶解，可特异性地使脂肪组织和

细胞内的脂滴着色，被广泛用于含脂肪组织的鉴定即脂肪细胞

的研究[6]。此外，BODIPY493/503也已经成为科学家研究细胞

内脂滴含量的标准染料之一。BODIPY是一类近红外的短波长
荧光染料，可特异性地着色中性脂质进而检测胞质中脂滴含

量。BODIPY493/503包含一个非极性结构域，一旦与中性脂质

结合便释放出窄波长的绿色荧光信号，是多重染色实验中的理

想方法[2]。除了利用油红 O染色和 BODIPY染色直观观察胞质

中脂滴含量以外，本研究还利用高内涵筛选系统定量检测细胞

产生脂滴的荧光强度。作为一项能够进行荧光显微成像和定量

图像分析的自动化筛选技术，高内涵筛选系统具有其独特的优

势[22]。本实验中在对细胞进行胞质 BODIPY着色后，利用高内

涵系统对结合于脂滴的染料荧光强度进行实时快速地计算和

分析，为本研究提供了重要的定量数据资料。

总之，本课题在前期研究的基础上发现 ADAR1-p150在油
酸诱导的脂肪变细胞中表达降低，进一步研究发现

ADAR1-p150具有抑制脂肪合成的作用，可能是非酒精性脂肪

性肝病、糖尿病等代谢性疾病的重要治疗靶点。
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