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Cidea和 Cidec促进肝脏中脂类的积累 *
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摘要 目的：探讨 Cidea和 Cidec对肝脏中脂滴大小和脂类积累的影响。方法：首先，检测 ob/ob肥胖小鼠的脂肪肝中 Cidea和

Cidec的表达情况。然后，采用腺病毒系统在野生型小鼠肝脏中过表达 Cidea和 Cidec，以及在 ob/ob小鼠肝脏中基因沉默 Cidea

和 Cidec，检测肝脏中脂滴大小和脂积累情况。结果：Cidea和 Cidec在脂肪性肝脏中高表达。肝脏细胞中过表达 Cidea和 Cidec促

进大脂滴的形成并能促进小鼠肝脏中的脂积累，且二者有协同作用。在脂肪肝中沉默 Cidea和 Cidec能缓解脂肪肝的程度，且脂

合成基因的下调，线粒体活性增加。Cidea和 Cidec的共沉默能进一步降低肝脏中的脂类积累。结论：Cidea和 Cidec在促进肝脏的

脂积累中起重要作用，并且二者有协同作用。
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Cidea and Cidec Promote the Lipid Storage in Liver*

To investigate the role of Cidea and Cidec in controlling the lipid droplets size and the lipid storage in liver.

The expressions of Cidea and Cidec in the liver of wild-type and ob/ob mouse were checked. Cidea and Cidec were overex-

pressed in the wild-type hepatocytes or knocked down in ob/ob mouse hepatocytes using adenovirus mediated system. The lipid droplets

size and lipid level were checked. The expressions of Cidea and Cidec were dramatically increased in the liver of ob/ob mice.

Overexpression of Cidea and Cidec led to the formation of large lipid droplets in hepatocytes, accompanied by significantly increased

lipid storage. Knockdown of Cidea and Cidec alleviated fatty liver of ob/ob mice with dowregulated FAS and upregulated of CPT1. Dou-

ble knockdown of Cidea and Cidec led to further reduced lipid storage. Cidea and Cidec had synergism effect in promoting

the lipid storage in liver.
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前言

CIDE (cell death-inducing DNA fragmentation factor-al-

pha-like effector) 蛋白家族包括 Cidea、Cideb、Cidec三个成员。

最初关于 CIDE蛋白的研究集中在细胞凋亡上，细胞中过表达

CIDE蛋白能够引起细胞凋亡[1]。近年来，关于 CIDE蛋白的研

究主要集中在脂代谢的功能[2]。CIDE蛋白的组织分布具有明显

的特异性。在野生型小鼠中，Cidea主要表达于褐色脂肪组织

(brown adipose tissue，BAT)，Cideb主要表达于肝脏，少量表达

于小肠和肾脏；Cidec蛋白主要表达于白色脂肪组织(white adi-

pose tissue，WAT)和褐色脂肪组织中[3]。可见，CIDE蛋白主要表

达于脂代谢比较活跃的组织中，提示其与机体的能量代谢密切

相关。CIDE蛋白敲除的小鼠并没有表现出和细胞凋亡相关的

表型，而表现出脂代谢过程的改变[4-7]。CIDE敲除小鼠能够明显

抑制高脂饮食引起的肥胖和胰岛素抵抗，其脂肪中积累脂类的

能力明显降低，脂解显著增加。

脂滴(lipid droplet，LD)是细胞内储存脂类的细胞器，由富

含中性脂的内核以及外围的磷脂单分子膜构成。同时，磷脂膜

表面富含多种蛋白质，调控脂滴的生成、融合和降解[8,9]。脂滴的

动态变化和肥胖、脂肪肝、动脉粥样硬化等脂代谢疾病密切相

关[10]。细胞生物学的研究表明 CIDE蛋白能够定位于脂滴表面，

尤其是富集在脂滴和脂滴接触的地方 (LD-LD contacting site，
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LDCS)，形成一种潜在的脂肪转移通道[11,12]。当靠近的两个脂滴

存在大小的差异时，大小脂滴内部的压力差就会引起脂滴内的

中性脂由小脂滴流向大脂滴，最终导致大脂滴的形成。Per-

ilipin1、Rab8a等蛋白会在 LDCS区域促进 CIDE 蛋白的融合

功能[13,14]。

脂肪肝是由于肝脏中大量的脂类积累引起的，主要包括酒

精性脂肪肝和非酒精性脂肪肝[15]。酒精性脂肪肝诱因单一，而

非酒精性脂肪肝的发病机制比较复杂[16]。脂肪肝进一步发展会

引起肝脏纤维化，甚至肝癌[17]。之前有研究表明 Cidea和 Cidec

在高脂饮食诱导的脂肪肝脏中有高表达[18]。单独敲低 Cidea或

者 Cidec能够缓解脂肪肝的发生[19,20]。本研究拟在肝脏中同时

过表达和基因沉默 Cidea和 Cidec基因，研究二者对肝脏中脂

类积累的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

实验使用的小鼠均为 C57BL/6J品系。野生型小鼠购自于

清华大学实验动物平台。leptin缺失的杂合子小鼠购自 Jackson

实验室，自交得到 ob/ob纯化小鼠。纯化腺病毒用氯化铯等药

物购买自 Sigma。细胞转染试剂 Lipofectamine 2000 和 BOD-

IPY 558/568 C12染料购买自 Life Technology。细胞培养所使用

的高糖 DMEM培养基和胎牛血清购买自 GIBCO。甲醇等有机

溶剂购买自京纯。Cidea、Cideb和 Cidec抗体均为实验室自制，

actin 抗体购自 Sigma-Aldrich。二抗采用的是 GE Health 的

HRP-conjugated二抗系列。Realtime PCR采用的 SYBR试剂盒

购买自 Biosystems 公司，采用的机器是 ABI7500 荧光定量

PCR仪。

1.2 方法

1.2.1 小鼠实验 所有动物实验都在清华大学实验动物平台

内完成，并且受到清华大学实验动物伦理委员会的监督。重组

腺病毒的包装按照 AdEasy Adenoviral系统(Stratagene)说明进

行。病毒扩增后利用氯化铯密度梯度离心纯化病毒，利用

AdEasy Viral Titer试剂盒检测病毒滴度。两个月大小鼠尾静脉

注射进 200 滋L体积的 1× 107滴度的相应病毒。14天后进行后

续实验。

1.2.2 细胞实验 根据之前的方法稍作改进[21]，37℃预热 KRG

buffer (NaCl 7.0g/L，NaHCO3 2.0g/L，Glucose 3.6g/L，每升加入

1M HEPES pH=7.45 5 mL，Solution C [480 mM KCl，120 mM

MgSO4，120 mM KH2PO4] 10 mL，补水至 1 L，调整 pH 值到

7.4)。麻醉小鼠并固定，打开腹腔暴露出肝脏静脉。将留置针插

入静脉，打开滞留阀，剪断肝脏动脉，注入 buffer1(50 mL KRG

中加入 100 滋L 50mM EGTA)，此时血液被冲出。待血液冲洗干

净后，换成 buffer 2 (50 mL KRG加入 1 mL 25 mg/mL collage-

nase和 100 滋L 1M CaCl2)，此时开始消化肝脏细胞。约 5-10 min

后将肝脏剪下至 10 cm细胞培养皿中，之后在细胞培养超净台

中进行操作。用剪刀将肝脏剪破，吹打几下，用滤网过滤至 50

mL管子中，加入预冷(4℃)的 DMEM，50× g离心 4 min，弃上

清，加入 DMEM 离心一次。弃上清，加入含 10%血清的

DMEM。利用台盼蓝染色计算活细胞数，6 cm培养皿放入 107

个细胞培养。细胞培养使用的是加有 10%胎牛血清和 1%青 /

链霉素(青霉素 100 U/mL、链霉素 100 滋g/mL)的高糖 DMEM

(dulbecco's modified eagle's medium，GIBCO)培养液。细胞培养

于相对湿度 80%，恒温 37℃，5% CO2的培养箱中。细胞转染使

用 Lipofectamine 2000(Life Technology)转染试剂，按照产品说

明书进行操作。转染 24 h 后加入 1:20000 体积的 BODIPY

558/568 C12染料和终浓度 200 滋M的油酸(OA)，24 h后封片，

用荧光显微镜观察。

1.2.3 Realtime PCR 使用 Trizol (Invitrogen)-三氯甲烷方法

提取 RNA后取 5 滋g总 RNA用 Invitrogen Superscript反转试

剂盒按说明书进行反转得到 cDNA。按照说明进行操作。使用

的引物：Actin：正向引物 ACACTGTGCCCATCTACGAG，反向

引物 CAGCACTGTGTTGGCATAGAG；Cidea：正向引物 TC-

CTCGGCTGTCTCAATG，反向引物 TGGCTGCTCTTCTG-

TATCG；Cideb：正向引物 TCTGTGATCATAAGCGGACA，反

向引物 GCAGCAGCGAGGAAGTCCAA；Cidec：正向引物 GT-

GTCCACTTGTGCCGTCTT， 反 向 引 物 CTCGCTTG-

GTTGTCTTGATT；FAS：正向引物 TCCAAGACTGACTCG-

GCTACTGAC， 反 向 引 物 GCAGCCAGGTTCGGAATGC-

TATC；Cpt1：正向引物 ACCACTGGCCGCATGT，反向引物

CTCCATGGCGTAGTAGTTGCT。

1.2.4 Western Blot 肝脏组织采用 RIPA裂解液裂解，使用

Bio-rad进行蛋白定量。使用 Bio-rad的 western blot电泳系统

和湿转转膜法。一抗过夜孵育，二抗孵育 1 h，之后进行显影。

1.2.5 脂类抽提与薄层层析 50 mg组织中加入 1.25 mL PBS

缓冲液后匀浆。加入 5 mL甲醇 -氯仿(体积比 2:1)剧烈震荡，

1000 rpm离心 10分钟。收集中间的蛋白层，用 0.2 M氢氧化钾

溶液溶解，用 Bradford法测定蛋白浓度。将下层有机相用玻璃

注射器转移至新的玻璃管中，在氮气吹干，加入一定体积的甲

苯重悬。薄层层析：用上样针将样品点在层析板上，在层析液

(正己烷：乙醚：乙酸 =70:30:1)的作用下铺开，使用染色液(10%

w/v的磷酸铜，10%v/v的磷酸溶液) 染色 30 s后 120℃高温显

色 10 min。扫描显色后的 TLC板，利用 Quantity One 4.6软件

进行定量分析。

1.2.6 H&E染色 组织小块在 10%福尔马林溶液中固定 1 h，

脱水透明后用石蜡包埋、切片机切片，利用苏木精 -伊红染色

(H&E染色)在显微镜下观察组织形态，使用 nikon相机拍照。

1.2.7 统计学分析 将来自独立平行实验的数据进行统计学

分析，使用 Graphpad Prism 5.0作图。利用 t-检验比较不同组数

据之间的差异，P值 <0.05认为存在明显差异。P<0.05时用一个

*表示，P<0.01时用两个 **表示，P<0.001时用三个 ***表示。

2 结果

2.1 Cidea和 Cidec在脂肪肝中高度表达

取正常饲料喂养的三个月的野生型(wild-type, WT)小鼠和

ob/ob小鼠的肝脏，使用 Real-time PCR和 western blot观察其

中的 CIDE家族蛋白的表达变化(图 1)。结果显示：和WT小鼠

相比，ob/ob小鼠肝脏中的 Cidea和 Cidec的 mRNA水平和蛋

白表达水平均显著提高，而 Cideb的表达没有变化，提示在脂

肪肝发生过程中 Cidea和 Cidec可能起到重要的作用。
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2.2 Cidea和 Cidec定位于脂滴的表面并促进大脂滴的形成

为了研究 Cidea和 Cidec蛋白对肝脏细胞中脂滴的影响，

我们从三个月大的野生型小鼠中分离肝脏细胞 (hepatocyte)进

行体外培养。随后，我们将细胞分为三组，分别转染绿色荧光蛋

白(GFP)、带有 GFP标签的 Cidea和带有 GFP标签的 Cidec。表

达 24小时后加入终浓度 200 滋M的油酸(OA)促使中性脂合成

和给中性脂染色的红色 BODIPY染料，再过 24小时后封片使

用荧光显微镜观察(图 2)。结果显示：过表达 Cidea和 Cidec后

肝细胞中的脂滴数目减少，脂滴大小明显增大，Cidea和 Cidec

均定位在脂滴表面脂滴 -脂滴接触区域(LDCS)，这表明 Cidea

和 Cidec能够通过促进脂滴融合来使脂滴增大。同在脂肪细胞

中的功能一致 [22]，Cidea和 Cidec在肝脏细胞中也可以定位于

LDCS。

图 1 WT小鼠和 ob/ob小鼠肝脏中 CIDE家族蛋白的表达

分离野生型(WT)小鼠和 ob/ob小鼠的肝脏，小鼠三个月大，每种基因型四只。A：实时荧光定量 PCR(Realtime PCR)实验检测相对 mRNA水平，

WT小鼠为对照组。展示平均值和标准差，***表示 t检验 P<0.001。B：肝脏蛋白样品进行蛋白质免疫印迹实验(western blot)。

Fig.1 Expression profiles of CIDE proteins in the liver of wild and ob/ob mice

(A)Relative mRNA levels of CIDE proteins. (B) Western blotting analysis showing levels of CIDE protens in the liver. n=4. *** P<0.001.

图 2 Cidea和 Cidec在肝细胞中定位在脂滴 -脂滴接触区域并促进脂滴增大

在野生型肝细胞中分别转染 GFP-Vector、Cidea-GFP和 Cidec-GFP，24后使用终浓度 200 滋M的油酸(OA)和红色 BODIPY染料处理，再过 24小时

后封片，使用荧光显微镜观察。标尺 =10 滋m。
Fig.2 Cidea and Cidec localized on the surface of LDs

Protein localization of Cidea and Cidec in primary hepatocytes. GFP-vector, Cidea-GFP and Cidec-GFP plasmids were transfected into hepatocytes. Oleic

acid was added to promote the formation of LDs for 24h. LDs were labeled with bodipy 556/568 (C12, red). Scale bars, 10 滋m.
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2.3 野生型小鼠肝脏中过表达 Cidea和 Cidec促进脂类的积累

进一步使用重组腺病毒(Adenovires，AD)系统在两个月大

的野生型小鼠中分别过表达 Cidea 和 Cidec 以及同时过表达

Cidea和 Cidec。分离肝脏进行的 western blot检测证明过表达

是成功的(图 3A)。使用薄层层析检测肝脏中的中性脂即甘油三

酯(TAG)，发现单一过表达 Cidea和 Cidec都会导致肝脏中的

甘油三酯含量增加，而同时过表达二者会导致肝脏中甘油三酯

含量的进一步上升(图 3B)。随后，我们进行的 H&E染色也证明

了这一点(图 3C)。在单一过表达 Cidea和 Cidec的肝脏中白色

的中性脂部分有所增加，而同时过表达二者时白色中性脂部分

明显增加了。由此可见，Cidea和 Cidec的过表达可以促进肝脏

中中性脂的积累，同时过表达二者其促进脂积累的效果进一步

增加。

图 3 过表达 Cidea和 Cidec促进肝脏中的中性脂积累

两个月大小鼠 4只一组分为四组，尾静脉注射重组腺病毒(AD-virus)，14天后进行实验。四组注射的腺病毒分别为：对照组腺病毒 AD-Control；重

组 Cidea腺病毒 AD-Cidea；重组Cidec腺病毒 AD-Cidec；AD-Cidea和 AD-Cidec共同注射。A：Western blot检测肝脏中 Cidea和 Cidec的表达。

B：薄层层析(TLC)检测肝脏中的甘油三酯(TAG)含量。展示平均值和标准差，*表示 t检验 P<0.05,**表示 t检验 P<0.01,***表示 t检验 P<0.001。

C：H&E染色。标尺 =50 滋m。
Fig.3 Overexpress of Cidea and Cidec promote lipid storage in the liver of WT mice

Representative Western blot showing the protein expression of Cidea and Cidec. (B) Liver TAG levels. n=4. (C) liver section by H&Estaining. Scale bar,

50 滋m. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

2.4 脂肪肝中沉默 Cidea和 Cidec降低脂肪的积累

随后，在两月龄的 ob/ob小鼠中，我们同样重组了腺病毒

系统的 Cidea和 Cidec shRNA，利用它们来降低其 ob/ob肝脏

中的 Cidea和 Cidec的表达。分离肝脏进行的 western blot检测

证明 shRNA的确显著地抑制了两种蛋白的表达(图 4A)。使用

H&E染色观察肝脏切片，可以看出分别抑制 Cidea和 Cidec的

表达时，肝脏中白色的中性脂部分都有所减少，而同时抑制二

者的表达时脂滴进一步减少(图 4B)。使用薄层层析检测肝脏中

的 TAG可以得到同样结果，单一抑制 Cidea和 Cidec的表达

都会导致肝脏中的甘油三酯含量降低，而同时抑制二者会导致

肝脏中甘油三酯含量的进一步降低 (图 4C)。随后，我们使用

Realtime PCR检测了肝脏中脂肪酸合成的关键酶脂肪酸合成

酶(FAS)和脂肪酸茁氧化分解的关键蛋白肉碱 -软脂酰转移酶

1(CPT1)的 mRNA水平。结果显示：抑制 Cidea或者 Cidec表达

时 FAS的 mRNA水平降低，CPT1的表达水平上升，而同时抑

制二者的表达时 FAS 的 mRNA 水平有进一步显著降低，而

CPT1的 mRNA表达水平进一步显著上升(图 4D和图 4E)。由

此可见，Cidea和 Cidec的作用是促进肝脏中中性脂的积累并

抑制脂肪分解，而且二者在这方面具有协同作用。

3 讨论

在本研究中，我们探讨了 CIDE蛋白家族中的 Cidea 和

Cidec蛋白对肝脏脂类积累的影响。Cidea和 Cidec的 mRNA

和蛋白在脂肪性肝脏中高度表达。在肝脏细胞中过表达 Cidea

和 Cidec能够明显诱导大脂滴的形成。在正常小鼠肝脏中过表

达 Cidea和 Cidec能够促进脂类的积累，并且二者的共表达能

够进一步促进脂类的积累。同样的，在脂肪肝中基因沉默 Cidea

或者 Cidec能够缓解脂肪肝的程度，肝脏内脂类的降低主要是

通过抑制脂肪合成的通路并增强脂肪降解氧化的通路来实现

的。相对于单独沉默 Cidea或者 Cidec，在脂肪肝中同时沉默

Cidea和 Cidec会有更明显的降低肝脏脂类的效果。
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Cidea和 Cidec蛋白的降解速度较快，其半衰期仅有 0.5-1

小时[23,24]。Cidea和 Cidec都能够定位于内质网和脂滴上，内质

网上的 Cidea和 Cidec蛋白可通过蛋白酶体途径发生降解，而

脂滴上的 Cidea 和 Cidec 蛋白稳定性相对较高。脂滴上的

Cidec蛋白受到乙酰化的修饰，大大提高了其稳定性[25]。Cidea

和 Cidec蛋白的表达和脂类的储存是正相关的。CIDE蛋白的

高表达促进了大脂滴的形成和脂类的积累，而脂滴的形成进一

步促进了 Cidea和 Cidec的蛋白稳定性。相对于 Cidea和 Cidec

的单表达，肝脏中 Cidea和 Cidec的共表达能进一步促进脂类

积累，这可能是由于二者共存时能够促进彼此的稳定性。Cideb

蛋白在正常小鼠肝脏中表达，在脂肪肝中并没有进一步的增

加。之前的研究表明 Cideb缺失的小鼠分泌出来的 VLDL中

TAG的含量明显降低[26,27]。Cideb也具有促进脂滴融合的功能，

但其功能相对于 Cidea和 Cidec明显较弱 [12]。这些结果显示

Cideb在正常肝脏的脂代谢中发挥重要作用，当肝脏中有大量

脂类积累时，由于 Cidea和 Cidec的高表达，Cidea和 Cidec主

要调控肝脏中的脂类储存，此时 Cideb的功能不能显现出来。

脂肪肝发生过程伴随着一系列转录因子的激活。其中和脂

代谢密切相关的是 SREBP和 PPAR酌[28]。SREBP包括 SREBP1c

和 SREBP2两个基因。SREBP1c的下游基因包括 FAS、SCD1、

ELOVL6等在脂肪肝中有明显增加。已有研究表明 Cidea蛋白

是 SREBP1c的下游基因 [19,29]。食物中的饱和脂肪酸可以通过

SREBP1c途径激活 Cidea。PPAR酌在脂肪组织中高度表达，其
和脂肪细胞的分化及脂类积累密切相关。PPAR酌在脂肪肝中

也有明显增加，其和脂肪的合成，积累密切相关[30]。有报道表明

Cidec是 PPAR酌的下游基因，在 Cidec基因的启动子区域含

有PPAR酌的结合位点[20]。在脂肪肝中，Cidea和 Cidec分别作为

SREBP和 PPAR酌的下游基因，可能在维持脂肪肝的脂滴形成
和脂类储存中起到重要作用。之前的研究多关于在单独 Cidea

或者 Cidec对肝脏脂积累的影响[19,20]，本研究的创新之处在于

联合考虑 Cidea和 Cidec两个蛋白对肝脏脂积累的影响。发现

二者的联合沉默效果要好于单独的蛋白沉默。

肝脏中脂代谢的稳态平衡在肝脏的功能维持中起到重要

作用。肝脏中开始有脂类积累时，Cidea和 Cidec蛋白表达增

加。肝脏中过多的脂类以脂滴的形式储存起来。Cidea和 Cidec

作为脂滴表面蛋白，能够促进脂滴的融合。在一定的程度内，较

大的脂滴储存脂类的能力增加，能够起到将脂类 "锁定 "在脂

滴内的功能。此时沉默 Cidea和 Cidec能够起到缓解脂肪肝的

作用，脂滴变小导致的脂类释放可以由增强的线粒体活性消耗

掉。当肝脏中脂类的储存继续增加时，超过脂滴能够容忍的范

围，此时过多的脂类会发生降解，或者进入线粒体进行氧化。过

多的脂类的代谢产物以及自由基等会引起肝脏细胞的代谢紊

乱甚至凋亡[31]，使得细胞内的脂代谢进入恶性循环。细胞内代

谢的失衡会通过某种未知的方式引起 Cidea和 Cidec蛋白的降

低。并进一步导致脂类的 "流散 "，引起肝脏的病变。后续的关

于 CIDE蛋白在脂肪性肝病不同阶段的表达情况以及其对肝

脏脂代谢的影响需要进一步的研究。

图 4 抑制 Cidea和 Cidec的表达降低肝脏中的脂含量

两月龄 ob/ob小鼠 4只一组分为四组，尾静脉注射重组腺病毒(AD-virus)，14天后采样检测。四组注射的腺病毒分别为：对照组腺病毒

AD-shControl；重组 Cidea-shRNA腺病毒 AD-shCidea；重组 Cidec-shRNA腺病毒 AD-shCidec；AD-shCidea和 AD-shCidec共同注射。A：Western

blot检测肝脏中 Cidea和 Cidec的表达。B：H&E染色。标尺 =50 滋m。C：薄层层析(TLC)检测肝脏中的甘油三酯(TAG)含量。D：Realtime PCR

检测肝脏中脂肪酸合酶(FAS)的 mRNA水平。E：Realtime PCR检测肝脏中肉碱 -软脂酰转移酶 1(CPT1)的 mRNA水平。展示平均值和标准差，

*表示 t检验 P<0.05,**表示 t检验 P<0.01,***表示 t检验 P<0.001。

Fig.4 Knockdown of Cidea and Cidec alleviate lipid storage in ob/ob mice liver

Representative Western blot showing the protein expression of Cidea and Cidec. (B) liver section by H&Estaining. Scale bar, 50 滋m. (C) Liver TAG
levels. n=4. (D&E) Relative mRNA level, n=4. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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