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·基础研究·

高内涵脂滴三维影像定量分析研究细胞内的脂质储存 *
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摘要 目的：研究细胞内脂滴含量的变化对肥胖、糖尿病等代谢性疾病发生发展的影响。方法：建立高内涵脂滴三维成像和定量分

析系统，获得脂滴三维动态表型参数，例如细胞内脂滴的总体积量、脂滴平均体积、单一细胞内脂滴平均数量等指标。选择 HeLa、

AML-12、COS-7和 3T3-L1四种细胞系进行油酸、基因沉默、酶活性抑制剂的处理，量化处理后四种细胞内的脂滴数量与大小的

表型差异。结果：在加入油酸情况下，细胞随油酸浓度增加而生成更多、更大的脂滴，但 AML-12细胞只有展现增加脂滴数量的变

化表型；在 HeLa细胞中进行 19种中性脂合成通路上关键基因的转录表达沉默，发现需要同时双敲降两种甘油三酯合成酶

DGAT1和 DGAT2才能显着降低细胞内脂滴总体积储存量，但在 COS-7细胞中只需要单敲降 DGAT1即可降低脂滴存量；进一

步使用了 DGAT1/2抑制剂处理四种细胞后，发现对抑制剂响应可区分为两类细胞分组（HeLa、AML-12与 COS-7、3T3-L1）的脂

滴存量表型差异，其原因是 DGAT1和 DGAT2的转录表达谱在这两类细胞分组中的不同。结论：建立了高内涵脂滴三维成像和

定量分析系统，量化了四种细胞系的脂滴数量与大小的表型差异，揭示了细胞的脂滴脂储存方式与蛋白酶表达谱的关系。
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High Content Three-dimensional Imaging and Analysis of Lipid Droplets for
the Study of Lipid Storage in Cells*

To study the effect of lipid storage level in cellular lipid droplets (LDs) on the development of metabolic

diseases such as obesity and diabetes. We built up a high content LD imaging and quantitative analysis system to characterize

cellular LDs as three-dimensional dynamic parameters such as the total volume of cellular LDs in a cell, the number of total LDs in a cell,

and the average volume of LDs. We selected four types of cells including HeLa, AML-12, COS-7, and 3T3-L1 pre-adipocytes as our cell

models. Next, we characterized the various phenotypes of cellular LDs in the four types of cells including LD number and LD volume,

under different treatments by oleic acids, gene knockdown using RNA interference, and inhibitors for enzymes. After treatment

of cells by using oleic acids, more LDs but not larger LDs were produced in AML-12 cells, while the other three types of cells exhibited

more and larger cellular LDs as the concentration of oleic acids increased. After knocking down the transcriptional expressions of 19 crit-

ical genes in a neutral lipid synthesis pathway in HeLa cells by using RNA interference, we found that double knockdown of DGAT1 and

DGAT2 decreased lipid storage in cellular LDs. However, in COS-7 cells, only DGAT1 knockdown was sufficient to reduce the lipid

storage of cellular LDs. Interestingly, after treatment of cells by using DGAT1 and DGAT2 inhibitors, we further found that the four

types of cells were classified into two groups, HeLa and AML-12 versus COS-7 and 3T3-L1, based on the different resultant phenotypes

of LDs. We measured and confirmed that the two different treated responses of cells resulted from the different transcriptional profiles of

DGAT1 and DGAT2. In this study, we built up a high content LD imaging and quantitative analysis system to characterize

the number and size of cellular LDs in the four types of cell lines. We found that the various phenotypes of LDs in the four types of cells

and these results uncover a relationship between the lipid storage mode of cellular LDs and the transcriptional profiles of enzymes in the

neutral lipid synthesis pathway.
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前言

世界卫生组织表明，肥胖患者会使罹患 2型糖尿病、高血

压和心脏病的发生几率上升[1,2]，而且肥胖人群被认为是新型冠

状肺炎的易感人群[3]。肥胖是由于代谢紊乱后营养涉入量大于

消耗量所导致的脂质储存过剩的结果，而脂质储存于机体是以

脂肪酸合成中性脂方式储存在细胞的脂滴（Lipid droplets，LD）

中，例如脂肪组织、肝脏与肌肉的脂滴中。近年来脂滴研究揭示

了一系列脂代谢紊乱疾病发生发展的分子调控机制，例如脂肪

肝、动脉粥样硬化、脂肪营养不良等[4]。

脂滴是一种动态细胞器，其主要组成是单层磷脂层包裹着

中性脂以及单层膜装载着众多的脂滴相关蛋白[5,6]，其中储存的

中性脂可以是甘油三酯（Triglycerides，TG）或固醇酯。从细菌到

人类，几乎所有生物体内都发现了脂滴，是一种保守的细胞器[7]。

虽然作为一种保守的细胞器，一些研究揭示了脂滴在不同类型

细胞内的数量和大小方面都存在差异[8,9]，并且其大小、数量的

动态变化与细胞内的营养物代谢状态高度相关[10]。

脂肪酸合成为中性脂是主要发生在内质网腔内，伴随着新

生脂滴从内质网出芽生成，将中性脂转移至新生脂滴储存[11]。

在肠细胞中可通过单酰基甘油途径合成 TG[12]，或者在肝细胞、

脂肪细胞中是通过甘油 -3-磷酸途径来合成 TG[13,14]。在中性脂

合成通路中，二酰基甘油经被二酰基甘油酰基转移酶（Diacyl-

glycerol acyltransferase，DGAT）酶催化合成为 TG，其中 DGAT

有 DGAT1和 DGAT2这两个同工酶[15]。DGAT1存在于内质网

中，负责运用外源吸收的脂肪酸或细胞内脂解来源的脂肪酸进

行甘油三酯合成，而 DGAT2则定位在内质网或脂滴上，负责

运用细胞内源的脂肪酸进行甘油三酯的合成[16]。这两种 DGAT

酶被发现有不同的生物学与生理功能：DGAT1介导脂肪细胞

中的脂肪酸再酯化进而保护内质网免受脂毒性危害[17]；DGAT1

在肠上皮的脂肪代谢和脂毒性中有重要作用 [18]；DGAT1抑制

视黄醇依赖性调节 T细胞形成，并介导自身免疫性脑脊髓炎[19]；

DGAT2的缺失能够减少肝脂肪变性而不会增加小鼠的肝脏炎

症或肝纤维化[20]。尽管已揭示了 DGAT酶的多种生物学功能，

但这两种 DGAT酶对脂滴大小、数量动态变化差异与分子调

控机制仍是不清楚的。

目前有一些分析方法被用于脂滴定量分析，例如通过脂滴

的圆度以期在成团的脂滴中能够分辨出个别脂滴，另外以前大

部分技术是采用显微镜拍摄收集到二维的脂滴影像图，通过手

动的方式测量脂滴的直径，但这方法不适用于辨识细胞内为数

众多的小脂滴。为了解决现有脂滴分析方法的问题，并更加高

通量、高信心度定量解析两种 DGAT酶对脂滴大小、数量动态

变化差异的影响，本文主要介绍了我们所建立的高内涵脂滴三

维成像分析系统，透过所获得高分辨率的细胞与脂滴图像进行

自动化分析，来定量获得细胞内脂滴的总体积量、脂滴平均体

积和单一细胞内脂滴平均数量等三种脂滴定量参数，进一步通

过对这两种酶进行表达量与活性干扰后，在不同细胞内解析脂

滴的各种动态变化。本文通过这一系列的实验，证明了不同细

胞之间脂质储存在脂滴的方式不一样，并且 DGAT1 和

DGAT2在脂滴变化中发挥着不同的功能。

1 材料与方法

1.1 材料

人宫颈癌细胞系 HeLa、猴肾成纤维细胞系 COS-7、小鼠肝

细胞系 AML-12均购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库；小鼠 3T3-L1前体脂肪细胞系购自美国 ATCC。胎牛血清

购自 Biological Industries公司；DMEM细胞培养基（high glu-

cose, with L-Glutamine and Phenol Red）、磷酸盐缓冲液（Phos-

phate-buffered saline，PBS）均购自 Hyclone公司；F-12细胞培养

基购自 Macgene 公司；胰酶 Trypsin-EDTA购于生工生物公

司；BODIPY 493/503、转染试剂 LipofectamineTM RNAiMAX购

于美国 Thermo Fisher公司；DGAT1抑制剂购自 Selleck-Chem-

icals；DGAT2抑制剂、油酸（Oleic Acid, OA）、青霉素和链霉素

（100× ）、甘油三酯储存检测试剂盒均购自 Sigma-Aldrich 公

司；染料 Hoechst 33342购自 Tocris；高内涵 96孔盘购自 Perkin

Elmer；靶向人和猴基因的 siRNA oligo购自吉玛。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 培养 AML-12细胞，我们使用 DMEM / F-12

常规培养基并包含 10％胎牛血清（已加入青链霉素和胰岛素 -

转铁蛋白 -硒溶液）。另外，针对 HeLa，COS-7、3T3-L1前体脂

肪细胞的培养，我们准备了含有 10％胎牛血清（已加入青链霉

素）的 DMEM培养基，并将这些细胞培养在 37℃、5％ CO2的

培养箱中。

1.2.2 实时荧光聚合酶链反应（RT-PCR） 使用 Trizol（Sig-

ma-Aldrich）从细胞内提取分离 RNA，并使用Mastercycler梯度

PCR系统（Eppendorf）合成制备具有逆转录酶反应的 cDNA。使

用 StepOnePlusTM实时 PCR 系统（Applied Biosystems）结合

SYBR Green RT-PCR预混液（日本 TOYOBO）检测目的基因的

转录表达，利用 GAPDH作为参考基因，对每种反应进行三次

重复验证。

1.2.3 siRNA基因沉默 当细胞密度在培养皿中达到约 90%

时，使用 LipofectamineTM RNAiMAX进行小干扰 RNA（siRNA）

的基因表达敲降（Lipofectamine : siRNA = 4 : 1），利用 siNC作

为对照，所使用的 siRNA浓度为 20 滋M。
1.2.4 细胞内甘油三酯（Triglycerides, TG）储存检测 当

AML-12和 HeLa细胞的细胞密度在培养皿中达到 70%时，加

入不同浓度的油酸处理（0 滋M，50 滋M，100 滋M，200 滋M）。16

小时后，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗三遍，再用 2毫升 PBS吹起，

移入 15毫升玻璃管，加入 8毫升混合萃取液（正己烷 :异丙醇

= 3 : 2），长时间剧烈振荡，放置 10分钟后，进行 1000 rpm离心

10分钟。接着把含蛋白的底层溶液取出并以 4000 rpm方式离

心 20分钟，去掉上层水溶液。将下层沉淀以 60℃烘干至粉末

状后，加入 1毫升 0.2 M、37℃的 KOH摇晃溶解过夜后，使用

BCA试剂盒定量样品总蛋白浓度。另一方面，吸取有机相到玻

璃管中，用真空干燥仪吹干。吹干后加入含有 1% Triton X-100

的氯仿 0.5-1毫升，混匀，继续吹干，然后加入 ddH2O（200 滋L）
混匀，最后用甘油三酯储存检测试剂盒检测。

1.2.5 高内涵三维成像与影像定量分析 开启 Operetta/Opera

与 Harmony，设置高内涵拍摄温度 37℃、CO2浓度 5%，将 PE

板上培养的细胞放入仪器，选择 63倍的水镜进行拍摄，选择细
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图 1 高内涵脂滴三维影像分析系统用于量化细胞内的脂滴数量和大小差异

（A）高内涵脂滴三维影像分析系统的脂滴量化流程。（B）HeLa、AML- 12、3T3-L1与 COS-7四种细胞在不同油酸浓度处理前后的脂滴变化。

（C）在 200 滋M油酸处理下四种细胞类型的单一细胞内总脂滴体积量。
Fig.1 High content three-dimensional LD imaging and analysis system was applied to quantify the number and size of cellular LDs

(A) The quantification process in a high content three-dimensional LD imaging and analysis system. (B) The dynamics of cellular LDs in four types of

cells such as HeLa, AML-12, 3T3-L1, and COS-7 cells under the treatment using different concentrations of oleic acids. (C) The total volume of LDs per

cell in the four types of cells after the treatment using 200 滋M oleic acids.

胞核荧光通道 HOECHST 33342、脂滴荧光通道 Alexa 488，确

定拍摄范围以及拍摄的每孔 25 个视野、设置层扫范围 -4

滋m~11 滋m，保存数据运行拍摄，待拍摄完毕后选择 Image

Analysis对细胞核与脂滴进行定量图像分析。在这里我们采用

五个指标去衡量细胞内脂滴的动态变化，细胞数量（cell num-

ber）、脂滴数量（LD number）、脂滴体积 / 脂滴数（LD vol-

ume/LD，单位：滋m3）、脂滴数量 /细胞数（LD number/cell）、脂滴

体积 /细胞数（LD volume/cell，单位：滋m3）。

1.2.6 统计分析 实验数据运用 GraphPad Prism 8软件作图，

所有数值以平均值 ± 标准偏差的方式呈现。两组数据间的差

异使用双尾学生 T检验分析（Two tailed student's T test）进行比

较。其中 P<0.05，用 *表示；P<0.01，用 **表示；P<0.001，用
***表示。

2 结果

2.1 利用高内涵脂滴三维影像分析系统量化在四种细胞内的

脂滴数量和大小差异

为了测定不同细胞内储存脂质的脂滴动态变化差异，我们

建立了高内涵细胞内脂滴三维成像与自动化分析系统来量化

脂滴的外观表型变化（图 1A）。我们准备了实验室常见的四种

细胞系来进行细胞内脂滴三维表型鉴定，分别是人源宫颈癌细

胞 HeLa、鼠源肝细胞 AML-12、鼠源 3T3-L1前体脂肪细胞，以

及猴肾成纤维细胞 COS-7。这些选择的细胞分别被培养在多孔

盘中，经过不同浓度的油酸处理使得细胞能生成脂滴，并将这

些准备好的细胞利用高内涵成像系统进行细胞内脂滴的三维

层扫拍摄，所获得的高通量细胞与脂滴的三维立体影像再通过

自动化脂滴定量分析系统可获得我们所设置的五项数字化指

标，分别是影像视野内的总细胞数量、总脂滴数量、单一细胞内

的总脂滴体积（LD volume/cell）、单一细胞内的平均脂滴数（LD

number/cell）与平均脂滴体积（LD volume/LD）。量化后的数据

显示，当细胞受到油酸处理后，随着油酸浓度从 0 滋M增加到
200 滋M，上述四种细胞内的脂滴数量和大小都在不断增大（图
1B）。我们选择在油酸处理浓度最高的 200 滋M时对这四种细
胞类型的单一细胞内总脂滴体积进行对比，可以发现 AML-12

这类肝细胞内的脂滴总体积是最大的（图 1C），依次是在

3T3-L1前体脂肪细胞,，而在 COS-7与 HeLa细胞内的脂滴总

体积相对是较小的，说明后面两种细胞的储脂能力是较低的。
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2.2 高内涵脂滴三维影像分析系统优于传统生化试剂方法检

测细胞内的脂储存量

进一步的定量分析数据显示，随着油酸处理浓度从 0 滋M、
50 滋M、100 滋M到 200 滋M增加，在 HeLa细胞内的脂滴总体

积变化呈现梯度增加（图 2A），这梯度增加同时也呈现在单一

细胞内的平均脂滴数（总脂滴数量 /总细胞数）与平均脂滴体

积（总脂滴体积 /总脂滴数）的两种数字化指标（图 2A）。相同

的是随着油酸处理浓度增加，三项脂滴数字化指标的梯度增加

也发生在 3T3-L1与 COS-7细胞内（图 2B，2C）。特别有趣的

是，在 AML-12中发现油酸处理浓度的增加能促使细胞内脂滴

总体积的梯度增加，主要是透过脂滴数量的增加，然而脂滴的

平均体积则是维持在一个恒定范围（图 2D），这显示 AML-12

这类细胞中是以脂滴数量增多但脂滴体积维持恒定的方式储

存脂质。

为了检验我们所建立的高内涵脂滴三维定量方法的可靠

性与灵敏性，我们也使用了传统生化试剂盒来检测不同细胞内

甘油三酯的储存含量。进一步简化实验比较，我们选择高内涵

定量方法所确认储脂能力最高的 AML-12与相对较低的 HeLa

细胞来进行生化试剂盒检测比较。基于生化试剂盒方法所需的

细胞量，我们使用常规培养 6厘米盘的细胞总量进行油酸处理

后测定这些细胞内的 TG总含量，发现在这两种细胞都只能在

油酸处理浓度为 0 滋M和 200 滋M的两组数据间看出差异，而
利用 TG试剂盒检测 50 滋M、100 滋M油酸处理浓度的两组实
验组与 0 滋M对照组几乎区分不出差异（图 3A），这些结果显

示传统 TG生化检测试剂盒在低浓度油酸处理 6厘米盘的细

胞总量（约 4× 106细胞）条件下表现出检测灵敏度不足的问

题。进一步验证这检测灵敏度不足确实是细胞总量太少的原

因，我们改用 10厘米盘的细胞量进行相同浓度油酸处理与 TG

含量测定，可以看到在四个不同油酸处理浓度下的 AML-12细

胞可以用试剂盒检测出 TG含量的差异（图 3B），但对于 HeLa

细胞仍然不能够区分三个低油酸浓度处理后的变化差异（图

3B）。这些结果指出高内涵脂滴三维影像定量分析方法相对于

传统的 TG生化试剂盒检测来得更加灵敏，所需的细胞数量要

求也大量减少。

2.3 敲低不同细胞的 DGAT1和 DGAT2后引起不一样的脂滴

表型

脂滴的数量、大小动态变化与中性脂的合成和降解紧密相

关，其中加入油酸后主要促进中性脂的合成。合成通路一开始

的标志就是乙酰辅酶 A合成酶（Acyl-CoA synthetase，ACSL）

催化脂肪酸生成脂肪酸辅酶 A（FA-SCoA）（图 4A），这一步可

能发生在细胞质中，接着经甘油 -3- 磷酸乙酰转移酶（Glyc-

erol-3-phosphate acyltransferase，GPAT）催化而生成溶血磷脂酸

（Lysophosphatidic acid，LPA），这是合成的限速步骤[21]。后又经

AGPAT催化生成磷脂酸（Phosphatidic acid，PA）。再经磷脂酸

被磷脂酸磷酸酶（Phosphatidate phosphatase，PAP）水解后，生成

DAG。最后通过 DGAT催化形成 TG。我们首先检测在四种细

胞系中甘油三脂合成通路的 19种酶的转录表达水平，对于任

何一种细胞，油酸处理增多并没有显着改变这 19种酶的转录

水平（图 4B）。另一方面，中性脂脂解通路的三种脂水解酶

（ATGL、HSL、MGL）的转录水平在有无油酸处理条件下对这四

种细胞也无显着改变。

为了进一步检验中性脂合成通路中这 19种酶对于脂滴的

数量、大小动态变化的影响，我们对 HeLa细胞进行基因转录表

达的沉默（RNA interference），并结合高内涵定量分析方法量化

脂滴外观表型变化。如我们预期的是，GPAT4敲低使得 HeLa

细胞内的脂滴总体积显着降低（图 4C）[21]。同样的是，DGAT1

和 DGAT2双敲低（siDGAT1 & siDGAT2）后，脂滴总体积也显

着降低（图 4C），但单纯只敲低 DGAT1或 DGAT2后并没有影

响 HeLa细胞内脂滴总体积储存量。有意思的是，单一敲低

AGPAT1或 AGPAT2则导致 HeLa细胞内脂滴总体积储存量

的上升。我们进一步在 COS-7细胞中进行 DGAT1或 DGAT2

单一敲低以及双敲低 DGAT1和 DGAT2，结果发现单一敲低

DGAT1或双敲低 DGAT1和 DGAT2都能显着降低脂滴总体

积储存量（图 4D），这结果和在 HeLa细胞的基因表达敲低结果

很不一样。

2.4 DGAT抑制剂处理四种细胞引起两种不同的脂滴动态变化

中性脂合成通路产生脂滴的最后一步关键酶是 DGAT，其

有两个分别是 DGAT1和 DGAT2，两种蛋白在不同细胞中的

生物学功能差异一直不明确。基于以上实验方法，我们在四种

细胞中分别加入 DGAT1、DGAT2抑制剂来干扰这两个酶的功

能活性，并定量各种细胞内的脂滴动态变化。HeLa和 AML-12

细胞的高内涵脂滴定量结果显示，需要两个抑制剂同时处理才

能使细胞内的脂滴总体积储存量有显着的下降，而单独一种抑

制剂处理对脂滴总储存量都没有巨大的变化（图 5A）。相比之

下，在 COS-7和 3T3-L1细胞中仅加入 DGAT1抑制剂后，细胞

内的脂滴总体积储存量就有明显的下降，降低程度跟两个抑制

剂同时处理后结果相似，但加入 DGAT2抑制剂则没有显着变

化（图 5B）。上述的两种脂滴动态变化结果显示，这四种细胞对于

DGAT抑制剂的处理有两种截然不同的脂质储存方式响应。

为了探究这个差异现象，我们进一步检测了这四种细胞中

DGAT1和 DGAT2的转录水平表达量，发现 HeLa和 AML-12

细胞中 DGAT1和 DGAT2的转录表达水平相当（图 5C），而

COS-7 和 3T3-L1 细胞里的 DGAT2 表达水平显着降低（图

5D），这或许说明在后面两种细胞中加入 DGAT2抑制剂没有

脂滴表型变化，但加入 DGAT1抑制剂会大幅度降低脂滴总体

积储存量。另一方面，也揭示了 DGAT1可能作为细胞内主要

的 DGAT酶扮演脂滴储存脂质的重要角色。

3 讨论

通过新型的高内涵脂滴三维影像定量分析系统研究在不

同细胞中脂滴的动态变化，我们发现在油酸处理后，四种试验

的细胞都会进行甘油三酯的合成与脂滴生成，并且每个细胞中

的脂滴总体积储存量都有很大的增加。但是对于 AML-12细胞

而言，其脂滴平均体积大小的变化范围是维持恒定的，增加脂

质储存在脂滴内是透过脂滴数量增加的方式来增长脂滴总体

积储存量，那么脂滴的大小、数量调控是受什么因素影响的？根

据先前 Florian Wilfling等人的研究揭示，DGAT1的过表达可

以导致脂滴数量增加，而 DGAT2的过表达则可以导致大脂滴

成长与积累 [11]，但是我们在 AML-12 细胞中测得相同的

DGAT2与 DGAT1转录水平表达量，无法说明透过脂滴数量

增加这独特的脂滴脂质储存方式，有待后续进一步实验去阐明。

在 HeLa细胞进行了 19种酶的转录表达敲低测试，筛选出

3804窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.20 OCT.2021

图 2 利用高内涵影像分析细胞内在不同油酸浓度处理后的脂储存量

在不同油酸浓度处理下，在（A）HeLa细胞内、（B）3T3-L1细胞内、（C）COS-7细胞内、（D）AML-12细胞内的三项脂滴动态指标变化。

Fig.2 The measurement of lipid storage under the treatment using various concentrations of oleic acids by using high content LD imaging. After the

treatment of various concentrations of oleic acids, the three dynamic parameters of LDs in (A) HeLa, (B) 3T3-L1, (C) COS-7, and (D) AML-12 cells.

5种酶对于脂滴的数量、大小动态变化有显着的影响。其中，如

预期地发现敲低 GPAT4显着降低细胞内脂滴脂质的储存能

力，这是因为 GPAT4被发现是利用外源脂肪酸或脂水解产生

的脂肪酸转化合成中性脂的关键限速酶 [21]。此外，DGAT1和

DGAT2两种酶作为中性脂合成的最后一步，我们透过基因表

达沉默与抑制剂处理等一系列的实验手段，揭示了两种脂滴动

态变化的差异。在 HeLa和 AML-12细胞中，只有同时加入两个

抑制剂才能发挥抑制脂滴生成的效果，暗指在这两种细胞中的

DGAT1和 DGAT2发挥着中性脂合成功能的互补作用 [17,22,23]。

相对而言，COS-7细胞就仅凭借着 DGAT1来完成中性脂合成

的最后一步。有意思的是，3T3-L1前体脂肪细胞仍有一定程度

的 DGAT2转录表达，这对未来研究 DGAT2功能提供了更多

的启示。已有的研究发现 DGAT2主要负责细胞内脂肪酸从头

合成为中性脂[24,25]，其提供一种与 SREBP1介导途径相关的反

馈机制[26,27]。DGAT2是一种在真核生物进化上保守的 TG合成

酶[15,28]，而 DGAT1是 MBOAT基因家族的成员，它介导脂质酯

化作用常常与内质网中脂质过度积累导致地的脂毒性有关[17]。

在我们这项研究中揭示了这两种 DGAT酶对脂滴动态变化的

不同作用，其各自的分子调控机制是我们下一步要去研究的。

相比于传统生化试剂检测 TG含量，我们所建立的新型高
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图 3 利用生化试剂盒检测细胞内在不同油酸浓度处理后的脂储存量

在不同油酸浓度处理下，使用（A）6厘米盘的细胞总量或（B）10厘米盘的细胞总量，在 AML-12和 HeLa细胞内甘油三酯储存量的变化。

Fig.3 The measurement of lipid storage under the treatment using various concentrations of oleic acids by using a biochemical assay

Under the treatment using various concentrations of oleic acids, the changed quantities of triglycerides in HeLa or AML-12 cells on (A) a 6 cm dish or (B)

a 10 cm dish were measured by a biochemical assay.

内涵脂滴三维影像定量分析系统已经展现出卓越的灵敏性，并

且大幅降低所需的细胞数量。结合自动化分析系统可以量化脂

滴的外观表型变化，例如重要的脂滴总体积储存量、单一细胞

内的平均脂滴数与平均脂滴体积等三项数字化指标，为未来研

究细胞内脂质储存在脂滴内的分子调控机制提供强大的实验

手段，对定量脂滴生物学的研究奠定基础。
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图 4 敲低细胞内中性脂合成通路中的关键基因会引起不同的脂滴表型

（A）甘油三脂合成通路。（B）在有无油酸处理 HeLa细胞后，19个在甘油三酯合成通路中关键酶的转录表达水平变化。（C）在 HeLa细胞中敲低

19种酶转录表达量后单一细胞总脂滴体积变化。（D）在 COS-7细胞中敲低 DGAT酶表达量后单一细胞总脂滴体积变化。siATGL作为细胞内

总脂滴体积增大的正对照组。

Fig.4 Knockdown of key genes in the neutral lipid synthesis pathway resulted in various phenotypes of cellular LDs

(A) A triglycerides synthesis pathway. (B) Under the treatment using oleic acids or not, the transcriptional expression of 19 key enzymes in the neutral

lipid synthesis pathway. (C) The total volume of LDs per cell in HeLa cells after knocking down the transcriptional expression levels of the 19 key

enzymes. (D) The total volume of LDs per cell in COS-7 cells after knocking down the transcriptional expression levels of DGAT1 or DGAT2. siATGL

was a positive control that increased the total volume of LDs per cell.
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图 5 DGAT抑制剂处理导致脂滴动态变化差异归咎于细胞内 DGAT1与 DGAT2的转录表达差异

（A）对 HeLa与 AML-12细胞处理两种不同浓度 DGAT酶抑制剂后脂滴动态变化。（B）对 COS-7与 3T3-L1细胞处理两种不同浓度 DGAT酶抑

制剂后脂滴动态变化。（C）HeLa与 AML-12细胞的两种 DGAT的转录表达水平。（D）COS-7与 3T3-L1细胞的两种 DGAT的转录表达水平。

Fig. 5 The dynamics of cellular LDs after the treatment using DGAT inhibitors resulted from the difference in the transcriptional expression levels of

DGAT1 and DGAT2

The dynamics of cellular LDs in (A) HeLa and AML-12 cell or (B) COS-7 and 3T3-L1 cells after the treatment using various concentrations of DGAT1

and DGAT2 inhibitors. The transcriptional expression levels of DGAT1 and DGAT2 are in (C) HeLa and AML-12 cell or (B) COS-7 and 3T3-L1 cells.
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