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一种脂肪体的制备方法及其应用

(57)摘要

本发明公开了一种脂肪体的制备方法及其

应用。本发明所提供的一种制备由中性脂质和单

层磷脂膜组成的脂肪体的方法，包括下述步骤：

a1)将磷脂和中性脂质在缓冲液中进行涡旋以实

现两者的反应，然后进行离心，收集上层液相；

a2)将步骤a1)得到的上层液相进行两次以上的

纯化；每次纯化的方法为：将上层液相与所述缓

冲液混匀，然后使其分层，收集上层液相；a3)将

步骤a2)得到的上层液相与所述缓冲液混合，然

后使其分层，收集下层液相，其中含有脂肪体。利

用本发明提供的方法制备的脂肪体，可招募一种

或几种固有蛋白和/或功能蛋白、获得人工脂滴，

可招募一种或几种载脂蛋白、获得人工脂蛋白，

均在制备药物和/或药物载体中具有重要作用。
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1.一种制备由中性脂质和单层磷脂膜组成的脂肪体的方法，包括下述步骤：

a1）将磷脂和中性脂质在缓冲液中进行涡旋 以实现两者的反应，然后进行离心，收集

上层液相，从上层液相中分离得到脂肪体；

所述“从上层液相中分离得到脂肪体”包括如下步骤：

a2）将所述上层液相进行两次以上的纯化；每次纯化的方法为：将上层液相与所述缓冲

液混匀，然后使其分层，收集上层液相；

a3）将步骤a2）得到的上层液相与所述缓冲液混合，然后使其分层，收集下层液相，其中

含有脂肪体；

所述步骤a2）中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数为：18000～

22000g、3～7min；

所述步骤a3）中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数为：800～1200g、

3～7min；

所述磷脂为b1）、b2）或b3）：

b1）1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱；

b2）1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-

sn-甘油-3磷酸乙醇胺；

b3）1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-十八碳烷酰基-sn-甘

油-3-磷酸胆碱；

所述b2）中，1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-（9Z-十八碳烯

酰基）-sn-甘油-3磷酸乙醇胺的质量比为1:0.01～2；

所述b3）中，1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-十八碳烷酰

基-sn-甘油-3-磷酸胆碱的质量比为1:0.01～2；

所述中性脂质为c1）或c2）：

c1）甘油三酯；

c2）胆固醇油酸酯和甘油三酯；

所述c2）中，胆固醇油酸酯和甘油三酯的质量比为1～5：1；

所述磷脂和所述中性脂质的质量比0.25～3:5。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于：所述缓冲液为缓冲液B；

所述缓冲液B的溶质及其在缓冲液中浓度为：15mM～25mM  HEPES，80mM～120mM  KCl，

1.5～2.5mM的MgCl2；溶剂为去离子水；pH为7.2～7.6。

3.如权利要求2所述的方法，其特征在于：

所述缓冲液B的溶质及其在缓冲液中浓度为：20mM  HEPES，100mM  KCl，2mM的MgCl2；溶

剂为去离子水；pH为7.4。

4.如权利要求1至3任一所述的方法，其特征在于：

所述步骤a1）中，所述涡旋的参数为：总时长为3～5min；

所述步骤a1）中，所述离心的参数为：18000～22000g、3～7min。

5.如权利要求4所述的方法，其特征在于：

所述涡旋的参数为：总时长4min；

所述离心的参数为：20000g、5min。
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6.如权利要求1至3中任一所述的方法，其特征在于：

所述步骤a2）中，所述“上层液相进行两次以上的纯化”中的次数以上层液相与所述缓

冲液混匀，分层后无沉淀为准。

7.如权利要求1-3任一所述的方法，其特征在于：所述步骤a2）中，所述离心的参数为：

20000g、5min。

8.如权利要求1-3任一所述的方法，其特征在于：所述步骤a3）中，所述离心的参数为：

1000g、5min。

9.如权利要求1至3任一所述的方法，其特征在于：

所述b2）中，1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-（9Z-十八碳烯

酰基）-sn-甘油-3磷酸乙醇胺的质量比为2:1、1:1或1:2；

所述b3）中，1，2-二-（9Z-十八碳烯酰基）-sn-甘油-3磷酸胆碱和1，2-二-十八碳烷酰

基-sn-甘油-3-磷酸胆碱的质量比为2:1、1:1或1:2；

所述c2）中，胆固醇油酸酯和甘油三酯的质量比为5:1、4:1、3:1或2:1。

10.如权利要求1至3任一所述的方法，其特征在于：所述磷脂和所述中性脂质的质量比

为（d2）至（d6）中的任一种：

（d2）3:5；

（d3）2:5；

（d4）1:5；

（d5）1:10；

（d6）1:20。

11.用权利要求1-10任一所述方法制备的脂肪体。

12.一种制备人工脂滴的方法，包括在权利要求11所述脂肪体上招募一种或几种固有

蛋白和/或功能蛋白，获得人工脂滴。

13.如权利要求12所述的方法，其特征在于：

所述固有蛋白为MLDS蛋白、MDT-28蛋白或Perilipin-2蛋白；

所述功能蛋白为ATGL；

所述MLDS蛋白的氨基酸序列如序列表中序列2所示；

所述MDT-28蛋白的氨基酸序列如序列表中序列4所示；

所述Perilipin-2蛋白的氨基酸序列如序列表中序列6所示；

所述ATGL的氨基酸序列如序列表中序列8所示。

14.用权利要求12或13所述方法制备的人工脂滴。

15.一种制备人工脂蛋白的方法，包括在权利要求11所述脂肪体上招募一种或几种载

脂蛋白，获得人工脂蛋白。

16.如权利要求15所述的方法，其特征在于：所述载脂蛋白为Apo  A-I。

17.用权利要求15或16所述方法制备的人工脂蛋白。

18.权利要求11所述脂肪体在制备人工脂滴和/或人工脂蛋白和/或药物载体中的应

用。

19.权利要求14所述人工脂滴在制备药物载体中的应用。

20.权利要求17所述人工脂蛋白在制备药物载体中的应用。
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一种脂肪体的制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种脂肪体的制备方法及其应用。

背景技术

[0002] 脂滴(lipid  droplet,LD)是一种细胞器，它由中性脂质核心，单层磷脂膜与相关

蛋白组成，这一细胞器的功能包括：1)脂质的合成，存储，代谢和运输；2)蛋白质的存储和降

解；3)脂质信号分子和激素的生产和修饰；4)与其他细胞器的相互作用。由于脂滴具有上述

的多种功能，许多人类的疾病，特别是代谢性疾病，与脂滴的形成和动态变化息息相关，然

而，脂滴的形成机制和动态变化研究依然困难重重。目前仍然缺乏对脂滴如何形成、脂滴的

功能及调控机制的全面了解。脂滴的组成的复杂性及其与其它细胞器的相互作用干扰了我

们解构这些机制的能力。

[0003] 在过去的十年中，人们致力于脂滴的分离纯化，并通过蛋白质组和脂质组研究阐

明脂滴的蛋白质和脂质组成。可是蛋白质组和其他的组分研究发现，分离得到的脂滴几乎

总是含有内质网、线粒体和其它细胞器的碎片。可见，制备结构和组成上都接近天然脂滴的

人工脂滴(Artificial  Lipid  Droplets，ALDs)是非常必要的。

[0004] 除脂滴以外，人体内还有一类由单层磷脂膜包裹中性脂，表面覆有蛋白的结构，称

为脂蛋白(lipoprotein)。虽然脂蛋白与脂滴的结构非常类似，但二者定位不同，表面蛋白

不同：脂滴存在于细胞中，而脂蛋白存在于血液中；脂滴上的主要蛋白为脂滴固有/结构蛋

白(lipid  droplet  resident/structural  protein)，而脂蛋白上的主要蛋白为载脂蛋白

(apolipoprotein)。不同的脂蛋白表面有不同的载脂蛋白。脂蛋白的种类和比例对人体健

康有着非常重要的影响。高密度脂蛋白(high-density  lipoprotein，HDL)是胆固醇逆向运

输(cholesterol  reverse  transport)的关键组分，可防止胆固醇在血管壁上的沉积，对动

脉粥样硬化等心脑血管疾病有非常重要的预防作用。人工脂蛋白或可用于高密度脂蛋白的

补充制剂或其他药物载体。

发明内容

[0005] 本发明所要解决的问题是提供药物载体及一种体外研究脂滴的体系。

[0006] 为解决上述问题，本发明首先提供了一种脂肪体的制备方法，所述脂肪体由中性

脂质和单层磷脂膜组成。

[0007] 本发明所提供的制备脂肪体的方法，包括下述步骤：

[0008] a1)将磷脂和中性脂质在缓冲液中进行涡旋以实现两者的反应，然后进行离心，收

集上层液相，从上层液相中分离得到脂肪体。

[0009] 所述“从上层液相中分离得到脂肪体”可包括如下步骤：

[0010] a2)将所述上层液相进行两次以上的纯化；每次纯化的方法可为：将上层液相与所

述缓冲液混匀，然后使其分层，收集上层液相；

[0011] a3)将步骤a2)得到的上层液相与所述缓冲液混合，然后使其分层，收集下层液相，
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其中含有脂肪体。

[0012] 所述缓冲液可为缓冲液B。

[0013] 所述缓冲液B的溶质及其在缓冲液中浓度可为：15mM～25mM  HEPES，80mM～120mM 

KCl，1.5～2.5mM的MgCl2；溶剂可为去离子水；pH可为7.2～7.6。

[0014] 所述缓冲液B的溶质及其在缓冲液中浓度具体可为：20mM  HEPES，100mM  KCl，2mM

的MgCl2；溶剂具体可为去离子水；pH具体可为7.4。

[0015] 所述步骤a1)中，所述涡旋的参数可为：总时长为3～5min；

[0016] 所述步骤a1)中，所述离心的参数可为：18000～22000g、3～7min。

[0017] 所述步骤a1)中，所述涡旋的参数具体可为：总时长4min。

[0018] 所述步骤a1)中，所述离心的参数具体可为：20000g、5min。

[0019] 所述步骤a2)中，所述“上层液相进行两次以上的纯化”中的次数以上层液相与所

述缓冲液混匀，分层后无沉淀为准。

[0020] 所述步骤a2)中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数可为：18000

～22000g、3～7min。

[0021] 所述步骤a2)中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数具体可为：

20000g、5min。

[0022] 所述步骤a3)中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数可为：800～

1200g、3～7min。

[0023] 所述步骤a3)中，所述“使其分层”是通过离心实现的，所述离心的参数具体可为：

1000g、5min。

[0024] 所述磷脂为b1)、b2)或b3)：

[0025] b1)1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DOPC)；

[0026] b2)1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DOPC)和1，2-二-(9Z-十八

碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸乙醇胺(DOPE)；

[0027] b3)1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DOPC)和1，2-二-十八碳烷

酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DSPC)。

[0028] 所述中性脂质为c1)或c2)：

[0029] c1)甘油三酯；

[0030] c2)胆固醇油酸酯(cholesteryl  oleate,CO)和甘油三酯。

[0031] 所述b2)中，1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱和1，2-二-(9Z-十

八碳烯酰基)-sn-甘油-3磷酸乙醇胺的质量比可为1:0.01～2；

[0032] 所述b3)中，1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱和1，2-二-十八碳

烷酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱的质量比可为1:0.01～2；

[0033] 所述c2)中，甘油三酯和胆固醇油酸酯的质量比可为1～5：1。

[0034] 所述b2)中，1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱和1，2-二-(9Z-十

八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸乙醇胺的质量比具体可为2:1、1:1或1:2；

[0035] 所述b3)中，1，2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱和1，2-二-十八碳

烷酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱的质量比具体可为2:1、1:1或1:2；

[0036] 所述c2)中，甘油三酯和胆固醇油酸酯的质量比具体可为5:1、4:1、3:1或2:1。
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[0037] 所述甘油三酯(triacylglycerol，TAG)的制备方法可如下：(1)取死亡的SD大鼠1

只，取皮下脂肪与大网膜脂肪，剪碎；(2)将步骤(1)得到的碎组织置于离心管中，加入萃脂

液甲(氯仿：去离子水＝1：1，v/v)，剧烈涡旋1分钟，然后8000g离心10分钟；(3)取步骤(2)得

到的下层有机相，置于新的离心管中，如果发现其浑浊的话按照步骤(2)中的萃取方法进行

重复萃取直至其澄清；(4)取步骤(3)得到的下层有机相，在高纯氮下吹干(若吹干过程中发

现其变浑浊的话则按照步骤(2)中的萃取方法进行重复萃取)；(5)取步骤(4)得到的下层有

机相，在高纯氮下吹干(连续3次称重质量不变)，产物即为甘油三酯。

[0038] 所述甘油三酯可为甘油三油酸酯(triolein，TO)。

[0039] 所述甘油三油酸酯(triolein ,TO)具体可为Sigma公司的产品，产品目录号为

92860。

[0040] 所述磷脂和所述中性脂质的质量比可为(d1)至(d6)中的任一种：

[0041] (d1)0.25～3:5；

[0042] (d2)3:5；

[0043] (d3)2:5；

[0044] (d4)1:5；

[0045] (d5)1:10；

[0046] (d6)1:20。

[0047] 利用上述脂肪体的制备方法制备的脂肪体也属于本发明的保护范围。

[0048] 本发明还提供了一种制备人工脂滴的方法。

[0049] 本发明所提供的制备人工脂滴的方法，包括在通过上述任一所述脂肪体的制备方

法制备的脂肪体上招募一种或几种固有蛋白和/或功能蛋白，获得人工脂滴。

[0050] 所述固有蛋白可为MLDS蛋白、MDT-28蛋白或Perilipin-2蛋白。

[0051] 所述功能蛋白可为ATGL。

[0052] 所述MLDS蛋白可为如下e1)或e2)：

[0053] e1)氨基酸序列如序列表中序列2所示的蛋白质；

[0054] e2)将e1)所示的蛋白质经过1至10个氨基酸残基的取代和/或缺失和/或添加得到

的与MLDS蛋白具有相同功能的蛋白质。

[0055] 所述MDT-28蛋白可为如下f1)或f2)：

[0056] f1)氨基酸序列如序列表中序列4所示的蛋白质；

[0057] f2)将f1)所示的蛋白质经过1至10个氨基酸残基的取代和/或缺失和/或添加得到

的与MDT-28蛋白具有相同功能的蛋白质。

[0058] 所述Perilipin-2蛋白可为如下g1)或g2)：

[0059] g1)氨基酸序列如序列表中序列6所示的蛋白质；

[0060] g2)将g1)所示的蛋白质经过1至10个氨基酸残基的取代和/或缺失和/或添加得到

的与Perilipin-2蛋白具有相同功能的蛋白质。

[0061] 所述ATGL可为如下h1)或h2)：

[0062] h1)氨基酸序列如序列表中序列8所示的蛋白质；

[0063] h2)将h1)所示的蛋白质经过1至10个氨基酸残基的取代和/或缺失和/或添加得到

的与ATGL具有相同功能的蛋白质。
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[0064] 利用上述制备人工脂滴的方法制备的人工脂滴也属于本发明的保护范围。

[0065] 本发明还提供了一种制备人工脂蛋白的方法。

[0066] 本发明所提供的制备人工脂蛋白的方法，包括在通过上述任一所述脂肪体的制备

方法制备的脂肪体上招募一种或几种载脂蛋白，获得人工脂蛋白。

[0067] 所述载脂蛋白为Apo  A-I。

[0068] 所述Apo  A-I具体可通过参考文献Peitsch,M.C.et  al.A  purification  method 

for  apol  ipoprotein  A-I  and  A-II.Anal  Biochem  178，301-305(1989) .中记载的方法

获得。

[0069] 利用上述制备人工脂蛋白的方法制备的人工脂蛋白也属于本发明的保护范围。

[0070] (j1)至(j5)中的任一种也属于本发明的保护范围：

[0071] (j1)通过上述任一所述脂肪体的制备方法制备的脂肪体在制备人工脂滴和/或人

工脂蛋白和/或药物载体中的应用；

[0072] (j2)通过上述任一所述人工脂滴的制备方法制备的人工脂滴在制备药物载体中

的应用；

[0073] (j3)通过上述任一所述人工脂滴的制备方法制备的人工脂滴在制备药物中的应

用；

[0074] (j4)通过上述任一所述人工脂蛋白的制备方法制备的人工脂蛋白在制备药物载

体中的应用；

[0075] (j5)通过上述任一所述人工脂蛋白的制备方法制备的人工脂蛋白在制备药物中

的应用。

[0076] 本发明提供了一种脂肪体的制备方法及其应用。本发明所提供的一种脂肪体的制

备方法通过涡旋混合中性脂质和磷脂，使用两步法纯化，制备出了由中性脂质核心和单层

磷脂膜构成的脂肪体。在脂肪体上招募固有蛋白和/或功能蛋白，如细菌的蛋白MLDS，线虫

的蛋白MDT-28、哺乳动物的蛋白Perilipin-2、脂肪甘油三酯脂酶(adipose  triglyceride 

lipase,ATGL)，获得人工脂滴；在脂肪体上招募载脂蛋白，如Apo  A-I(apolipoprotein  A-

I)，获得人工脂蛋白。利用本发明提供的方法制备的脂肪体、人工脂滴和人工脂蛋白，可作

为药物载体，进而完成各种生物学和医学的目标。

附图说明

[0077] 图1为使用涡旋及两步法离心制备纯化脂肪体。

[0078] A为脂肪体制备流程图：a为制备脂肪体的组分；b为制备脂肪体的流程图，蓝色箭

头代表涡旋，红色箭头显示被移除的组分。

[0079] B为脂肪体制备过程中各组分的形态：a为光学显微镜的观察结果(比例尺＝10微

米)：箭头表示非球形结构，左图为初始制备组分，中图为沉淀组分，右图为上层组分；b为荧

光显微镜的观察结果(比例尺＝10微米)：箭头表示非球形结构，左图为初始制备组分，中图

为沉淀组分，右图为上层组分；c为显微镜进行透射电镜正染的结果(比例尺＝1微米)：左图

为初始制备组分，中图为沉淀组分，右图为上层组分。

[0080] C为光学显微镜观察脂肪体的形态(比例尺＝10微米)：左图为微分干涉相衬光学

显微镜，右图为荧光显微镜。
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[0081] D为透射电镜正染脂肪体和脂质体的结果(比例尺＝500纳米)：左图为脂肪体，右

图为脂质体。

[0082] 图2为脂肪体的特征。

[0083] 其中A为脂肪体和线粒体的形态(比例尺＝500纳米)：a为透射电镜的观察结果：左

图为脂肪体，右图为线粒体；b为冷冻电镜的观察结果：左图为脂肪体，右图为线粒体。

[0084] B通过动态光散射(DLS)测定脂肪体的尺寸，多分散性指数＝0.085。

[0085] C为薄层层析色谱分析脂肪体制备的过程中每个组分的DOPC/总脂质的比例：a为

碘蒸气对样品染色结果(泳道1为脂质Marker，泳道2为初始制备组分，泳道3为混合组分，泳

道4为脂肪体a)；b为各组分DOPC与总脂质的比例，N＝3，平均值±方差。

[0086] D为脂肪体与脂滴的形态：a为脂肪体的形态，左图为肉眼观察结果，中图为光学显

微镜的观察结果，右图为荧光显微镜的观察结果；b为小鼠肝脏组织-脂滴的形态，左图为肉

眼观察结果，中图为光学显微镜的观察结果，右图为荧光显微镜的观察结果；c为小鼠棕色

脂肪组织-脂滴的形态，左图为肉眼观察结果，中图为光学显微镜的观察结果，右图为荧光

显微镜的观察结果；d为浊红球菌RHA1-脂滴的形态，左图为肉眼观察结果，中图为光学显微

镜的观察结果，右图为荧光显微镜的观察结果。

[0087] 图3制备脂肪体的影响因素。

[0088] A为不同涡旋时间(1为脂肪体b，2为脂肪体c，3为脂肪体d，4为脂肪体a)对脂肪体

的影响：a为脂肪体的形态，b为脂肪体的光密度，c为脂肪体的尺寸；

[0089] B为不同比例的DOPC和TAG制备的脂肪体的光密度(a)和尺寸(b)；

[0090] C为不同比例的DOPC和DSPC制备的脂肪体的光密度(a)和尺寸(b)；

[0091] D为不同比例的DOPC和DOPE制备的脂肪体的光密度(a)和尺寸(b)；

[0092] E为不同比例的TAG和CO制备的脂肪体的光密度(a)和尺寸(b)；

[0093] F为4℃或室温下孵育7天脂肪体的光密度(a)和尺寸(b)。

[0094] 图4为室温或4℃下储存7天的脂肪体的显微镜照片(比例尺＝10微米)。

[0095] A和C为光学显微镜；B和D为荧光显微镜。

[0096] 图5为SMT3-Perilipin-2蛋白的分离与纯化。

[0097] A为用SDS-PAGE分离并通过银染(上图)和Western印迹(下图)分析IPTG诱导前后

的全细胞裂解液。黑色箭头指向SMT3-Perilipin-2蛋白对应的条带；

[0098] B为经镍离子金属亲和层析柱纯化的各组分进行SDS-PAGE和胶体蓝染色的分析结

果。

[0099] C为从镍柱洗脱的SMT3-Perilipin-2蛋白通过分子筛进一步纯化。四个组分(1，2，

3和4)根据其保留体积分别收集，图中用蓝色短线分开表示；

[0100] D为通过SDS-PAGE分析镍柱纯化的SMT3-Perilipin-2蛋白(咪唑洗脱)和分子筛得

到的组分。

[0101] 图6为人工重组的不同物种来源的脂滴固有/结构蛋白被招募到脂肪体上。

[0102] 图7为通过募集脂滴的固有/结构蛋白构建人工脂滴。

[0103] A为人工脂滴构建示意图；

[0104] B为脂肪体可以招募脂滴固有/结构蛋白GFP融合蛋白；

[0105] C为SMT3-Perilipin-2蛋白饱和度测定。

说　明　书 5/15 页

8

CN 105483076 B

8



[0106] 图8为脂肪体招募脂滴固有/结构蛋白GFP融合蛋白(比例尺＝5微米)。

[0107] 图9为SMT3-ATGL蛋白在室温或4℃下与脂肪体孵育后的银染分析结果。

[0108] 图10为脂肪体上募集ATGL与Apo  A-I。

[0109] A为SMT3-ATGL蛋白饱和度测定，其中泳道1至7对应加入的SMT3-ATGL蛋白浓度分

别为：0.091，0.132，0.171，0.209，0.244，0.278，0.310微克/微升；

[0110] B为通过募集高密度脂蛋白的载脂蛋白Apo  A-I构建人工脂蛋白。

具体实施方式

[0111] 下面结合具体实施方式对本发明进行进一步的详细描述，给出的实施例仅为了阐

明本发明，而不是为了限制本发明的范围。

[0112] 下述实施例中的实验方法，如无特殊说明，均为常规方法。

[0113] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0114] 本发明中所述脂肪体(adiposome)定义为一类以天然或人工合成的中性脂质为核

心，天然或人工合成的极性脂质单层膜包裹的，人工合成的结构。脂肪体的脂质组成及形态

结构与脂滴近似，因此可以作为制备人工脂滴的主要原材料。

[0115] 1,2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DOPC)为Avanti公司的产品，

产品状态为DOPC溶液，即DOPC溶解于氯仿中。

[0116] 1 ,2-二-(9Z-十八碳烯酰基)-sn-甘油-3-磷酸乙醇胺(DOPE)为Avanti公司的产

品，产品状态为DOPE溶液，即DOPE溶解于氯仿中。

[0117] 1,2-二-十八碳烷酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱(DSPC)为Avanti公司的产品，产品状

态为DSPC溶液，即DSPC溶解于氯仿中。

[0118] 胆固醇油酸酯(cholesteryl  oleate，CO)为Alfa  Aesar公司的产品，尼罗红为

Sigma-Aldrich公司的产品，LipidTOX  red为Invitrogen公司的产品、产品目录号为

H34476，抗Perilipin-2为Abcam公司的产品、产品目录号为ab108323，Percoll为GE 

Healthcare公司产品，醋酸铀、25％戊二醛和EMbed  812包埋试剂盒均为Electron 

Microscopy  Sciences公司(哈特菲尔德，美国)产品，四氧化锇(电镜级)为NAKALAI  Tesque

公司(京都，日本)产品，丹宁酸为Sigma公司的产品，C57BL/6小鼠为北京维通利华实验动物

技术有限公司产品。动态光散射仪(DLS，Delsa  Nano  C颗粒分析仪)为Beckman公司产品。

[0119] 下述实施例中的“涡旋”均使用Vortex-Genie  1涡旋仪(Scientific  Industries,

Inc.公司，美国)进行，“胶体蓝染色”均使用胶体蓝染色试剂盒(Invitrogen公司的产品，产

品目录号为LC6025)进行。

[0120] 线粒体从C57BL/6小鼠的棕色脂肪组织分离得到，具体分离方法参考Yu，J .et 

al.Lipid  droplet  remodeling  and  interaction  with  mitochondria  in  mouse  brown 

adipose  tissue  during  cold  treatment.Biochim  Biophys  Acta  1853，918-928，doi:

10.1016/j.bbamcr.2015.01.020(2015) .

[0121] 2.5％戊二醛溶液的制备方法：将25％戊二醛溶解于pH7.4、0.1M  PB缓冲液，使戊

二醛在体系中质量浓度为2.5％。

[0122] 实施例1中的甘油三酯(triacylglycerol，TAG)的制备方法如下：(1)取死亡的SD

大鼠1只，取皮下脂肪与大网膜脂肪，剪碎；(2)将步骤(1)得到的碎组织置于离心管中，加入
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萃脂液甲(氯仿：去离子水＝1：1，v/v)，剧烈涡旋1分钟，然后8000g离心10分钟；(3)取步骤

(2)得到的下层有机相，置于新的离心管中，如果发现其浑浊的话按照步骤(2)中的萃取方

法进行重复萃取直至其澄清；(4)取步骤(3)得到的下层有机相，在高纯氮下吹干，(若吹干

过程中发现其变浑浊的话则按照步骤(2)中的萃取方法进行重复萃取)；(5)取步骤(4)得到

的下层有机相，在高纯氮下吹干(连续3次称重质量不变)，产物即为甘油三酯。

[0123] 缓冲液B的溶质及其在缓冲液中浓度为：20mM  HEPES(实际应用中15mM-25mM 

HEPES均可)，100mM  KCl(实际应用中80mM-120mM  KCl均可)，2mM  MgCl2(实际应用中1.5-

2.5mM  MgCl2均可)；溶剂为去离子水；pH为7.4(实际应用中7.2-7.6均可)。

[0124] 脂质体为磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺按质量比3:7混合，然后用带有100nm孔径的

聚碳酸酯滤器微型挤出机(Avanti公司产品)制备的单层脂质体，具体制备方法参考

Nakatogawa，H.，Ichimura，Y.&Ohsumi，Y.Atg8，a  ubiquitin-like  protein  required  for 

autophagosome  formation，mediates  membrane  tethering  and  hemifusion.Cell  130，

165-178，doi:10.1016/j.cell.2007.05.021(2007) .

[0125] 用荧光显微镜对脂肪体或脂滴进行观察，具体步骤如下：将脂肪体或脂滴用尼罗

红(浓度为1μg/ml)或LipidTOX  red稀释液(LipidTOX  red用缓冲液B以1：1000倍稀释，得到

LipidTOX  red稀释液)染色，室温孵育30min，取孵育后的脂肪体或脂滴6μl，滴加在载玻片

上，然后加2μl抗荧光淬灭剂(碧云天公司产品，产品目录号为P0126)混合、盖盖玻片。用

Zeiss  M2荧光显微镜、奥林巴斯FV1000荧光共聚焦显微镜或DeltaVision  OMX  V3超分辨率

显微镜获得荧光图像。

[0126] 透视电镜正染具体步骤如下：取脂肪体或脂质体8μl滴在辉光放电处理后的覆有

碳膜的铜网上，静置1min，用滤纸吸干多余的样品，然后将样品用1％四氧化锇固定10min、

去离子水漂洗，再将样品分别用0.1％单宁酸和2％乙酸双氧铀依次染色5min、用去离子水

漂洗。用Tecnai  Spirit(FEI)透射型电子显微镜在100千伏下获得显微照片。

[0127] 用透视电镜对脂肪体或线粒体进行观察，具体步骤如下：取脂肪体或线粒体迅速

与融化的3％低熔点琼脂糖混合，并在冰上凝固，然后切成约1mm3的小块。将小块在2.5％戊

二醛溶液中固定30min，然后继续用溶于pH7.4、0.1M  PB缓冲液的1％四氧化锇在室温下固

定1h，得到固定块。将该固定块用去离子水洗涤，用乙醇脱水，然后用EMbed  812包埋试剂盒

进行渗透和包埋，并在60℃下聚合24h，用Leica  EM  UC6超微切片机制备70nm超薄切片。用

Tecnai  Spirit(FEI)透射型电子显微镜在100千伏下获得显微照片。

[0128] 用冷冻电镜对脂肪体或线粒体进行观察，具体步骤如下：取脂肪体或线粒体4μl，

滴加在铜网上。使用Vitrobot  Mark  IV(FEI公司产品)在100％湿度下吸干3秒，然后快速浸

入预先用液氮冷却的液态乙烷中使其玻璃化。使用装有Gatan  UltraScan4000相机(产品型

号895)的Titan  Krios冷冻电子显微镜(FEI公司产品)在300千伏下拍摄显微照片。

[0129] 缓冲液T为pH7.4、含50mM  Tris-HCl和150mM  NaCl的缓冲液。

[0130] 载体pET28a为Novagen公司产品。

[0131] “改造后的pET28a质粒”记载于如下文献中：Hu,W .,Wu ,H .,Zhang ,H .,Gong ,W .&

Perrett ,S .Resonance  assignments  for  the  substrate  binding  domain  of 

Hsp70chaperone  Ssa1  from  Saccharomyces  cerevisiae .Biomol  NMR  Assign  9,329-

332,doi:10.1007/s12104-015-9603-5(2015)。“改造后的pET28a质粒”在下文中命名为载
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体pET28a-SMT3。

[0132] 载体pGEX-6p-1购自Novagen公司。

[0133] 镍离子金属亲和层析柱填料为螯合有镍离子的Chelating  Sepharose  Fast 

Flow，为Amersham  Biosciences公司产品。

[0134] GST亲和层析柱填料为生工生物工程(上海)有限公司产品。

[0135] 实施例1、脂肪体的制备

[0136] 一、制备脂肪体a

[0137] 1、利用运用涡旋和两步法离心制备脂肪体a，具体步骤如下：

[0138] (1)取80μL  DOPC溶液(其中含有2mg  DOPC)加入到微量离心管中，用高纯氮气吹干

溶剂。

[0139] (2)完成步骤(1)后，向微量离心管中加入100μl缓冲液B和5mg  TAG，涡旋4min(涡

旋10s，停止10s)，得到乳白色的脂质混合物1(即初始制备组分)，将该脂质混合物1以

20000g离心5min(实际应用中18000-22000g离心3-7min均可)。离心后，微量离心管中底部

为沉淀组分1，液相体系呈现两层分层(上层为白色带1，白色带1以下的部分为溶液1)。

[0140] (3)完成步骤(2)后，通过抽取的方式弃除溶液1与沉淀组分1，保留白色带1，加入

100μl缓冲液B，涡旋，得到乳白色的脂质混合物2，将该脂质混合物2以20000g离心5min(实

际应用中18000-22000g离心3-7min均可)。离心后，如果微量离心管中底部有沉淀，即为沉

淀组分2，液相体系呈现两层分层(上层为白色带2，白色带2以下的部分为溶液2)。

[0141] (4)完成步骤(3)后，通过抽取的方式弃除溶液2与沉淀组分2，保留白色带2，加入

100μl缓冲液B，涡旋，得到乳白色的脂质混合物3，将该脂质混合物3以20000g离心5min(实

际应用中18000-22000g离心3-7min均可)。离心后，液相体系呈现两层分层(上层为白色带

3，白色带3以下的部分为溶液3)。

[0142] 步骤(4)即步骤(3)的重复，实际应用中的步骤(3)的重复次数以白色带下层无沉

淀为准。

[0143] (5)完成步骤(4)后，取白色带3，加入100μl缓冲液B，涡旋混匀，1000g离心5min(实

际应用中800-1200g离心3-7min)，离心后，液相体系呈现两层分层(上层为白色带4，白色带

4以下的部分为溶液4)。收集溶液4，即为脂肪体a。

[0144] 将上述步骤中的白色带4命名为上层组分。

[0145] 将上述步骤中的沉淀组分1和沉淀组分2混合，命名为沉淀组分。

[0146] 将上述步骤中的沉淀组分和上层组分混合，命名为混合组分。

[0147] 利用上述方法制备脂肪体a的具体流程见图1中A(其中a为制备脂肪体a的组分，b

为制备脂肪体a的流程图)。对制备脂肪体a过程中的组分形态用光学显微镜和荧光显微镜

进行观察、用显微镜进行透射电镜正染，结果如下：初始制备组分、沉淀组分和上层组分中

除含中性脂质的球状结构，还存在许多其它类型的结构(图1中B)；溶液4几乎所有结构均为

球形，且均为尼罗红阳性，而且尼罗红标记的结构的尺寸与光学显微镜图像中的球状结构

的尺寸一致，这表明这些球状结构都含有TAG核心(图1中C)；将脂肪体a和脂质体用显微镜

进行透射电镜正染，结果表明两者具有明显的差异(图1中D)。

[0148] 2、脂肪体a的特征

[0149] (1)用透射电镜分别对脂肪体a和线粒体进行观察，用冷冻电镜分别对脂肪体a和
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线粒体进行观察，结果表明(图2中A)，脂肪体a由单层磷脂膜包裹，线粒体由双层磷脂膜包

裹。

[0150] (2)用动态光散射仪测定脂肪体a的平均尺寸约为189纳米(图2中B)，然后使用文

献(Ding  Y，Zhang  S，et  al.Isolating  lipid  droplets  from  multiple  species .Nat 

Protoc.2013  Jan；8(1):43-51.doi:10.1038/nprot.2012.142.Epub  2012  Dec  6.)中的公

式，计算得到脂肪体a中DOPC与总脂质(总脂质即TAG和DOPC)的体积比约为6.6％。

[0151] (3)使用薄层色谱法分析脂质，具体步骤如下：

[0152] a、取待提取物(待提取物体积和下述萃脂液乙中缓冲液B的体积之和为300μl)，用

萃脂液乙(由300μl氯仿、300μl甲醇和缓冲液B组成)进行萃取以获取脂质(收集有机相，命

名为有机相甲)，剩余的部分再加入300μl氯仿进行萃取以进一步获取脂质(收集有机相，命

名为有机相乙)；将有机相甲和有机相乙混合，用氮气吹干，得到待提取物的总脂质；待提取

物为脂肪体a、脂质混合物1(即初始制备组分)或混合组分。

[0153] b、将步骤a得到的总脂质溶解在100μl氯仿中，上样10μl至硅胶板；

[0154] c、完成步骤b后，样品在正己烷：乙醚：冰乙酸(体积比为80:20:1)的展开剂中展

开，以分离TAG；

[0155] d、完成步骤c后，在空气中挥干有机溶剂(即步骤c中的正己烷、乙醚和冰乙酸)，将

硅胶板再次在氯仿：甲醇：冰乙酸：水(体积比为75:13:9:3)的溶剂系统中展开，以分离

DOPC；

[0156] e、完成步骤d后，用饱和碘蒸气进行染色，用ImageJ软件对脂质斑点的灰度进行量

化。

[0157] 结果表明(图2中C)，样品中DOPC与脂质的比例为7.1±1.2％，与步骤(2)中的计算

值相似，表明脂肪体a具有单层磷脂膜的结构。

[0158] (4)根据Ding  Y，Zhang  S，et  al .Isolating  lipid  droplets  from  multiple 

species.Nat  Protoc.2013  Jan；8(1)：43-51.doi：10.1038/nprot.2012.142.Epub  2012 

Dec  6 .)和Yu，J .et  al .Lipid  droplet  remodeling  and  interaction  with 

mitochondria  in  mouse  brown  adipose  tissue  during  cold  treatment .Biochim 

Biophys  Acta  1853,918-928，doi：10.1016/j.bbamcr.2015.01.020(2015)中记载的方法

分别从C57BL/6小鼠肝脏组织、C57BL/6小鼠棕色脂肪组织和产油菌RHA1中分离脂滴，依次

命名为肝脏组织-脂滴(Liver  LD)、棕色脂肪组织-脂滴(BAT  LD)和RHA1-脂滴(RHA1  LD)。

[0159] 脂肪体a、RHA1  LD、Liver  LD和BAT  LD均呈牛奶状溶液。用动态光散射仪测量脂肪

体a、RHA1  LD、Liver  LD和BAT  LD的平均尺寸，结果BAT  LD的粒径最大，平均直径为1848nm；

RHA1  LD的粒径最小，平均直径为493nm；脂肪体a的平均直径为189nm(图2中B)。上述结果与

光学显微镜得到的结果基本一致(图2中D)。用荧光显微镜对脂肪体或脂滴进行观察，脂肪

体a、RHA1  LD、Liver  LD和BAT  LD都呈现球状结构(图2中D)，表明它们都含有TAG核心。

[0160] 3、影响脂肪体形成的因素

[0161] 为优化制备脂肪体的条件，我们系统地改变了步骤1中所述涡旋和两步法中两个

主要因素，即步骤(2)中的涡旋时间和两种原料(磷脂与中性脂质)的比例，并通过测量在

600nm波长处的光密度(OD600)来反映脂肪体的产量，通过动态光散射仪测量脂肪体的尺寸。

[0162] (1)涡旋时间的优化
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[0163] 按照上述步骤1的方法，将步骤1中(1)的涡旋4min分别替换为涡旋1min、涡旋2min

和涡旋3min，其它步骤均不变，得到脂肪体b、脂肪体c和脂肪体d，然后分别测量脂肪体a、脂

肪体b、脂肪体c或脂肪体d的尺寸和光密度。

[0164] 实验结果见图3中A。结果表明，脂肪体的产量随涡旋时间的延长而上升，而脂肪体

尺寸随涡旋时间的延长而降低，在大约2min达到最小值并进入平台。综合脂肪体的光密度

较高(即产量较高)且脂肪体的尺寸较大两个因素，确定涡旋和两步法中步骤(2)的最佳涡

旋时间为4min。

[0165] (2)磷脂与中性脂质的比例优化

[0166] 制备脂肪体a中的磷脂具体为DOPC，中性脂质具体为TAG，DOPC:TAG的比例为2:5。

[0167] ①按照上述步骤1的方法，将步骤1中(1)的2mg  DOPC分别替换为0.25mg  DOPC、

0.5mg  DOPC、1mg  DOPC和3mg  DOPC，其它步骤均不变，得到脂肪体a1(DOPC:TAG的比例为1:

20)、脂肪体a2(DOPC:TAG的比例为1:10)、脂肪体a3(DOPC:TAG的比例为1:5)和脂肪体a4

(DOPC:TAG的比例为3:5)，然后分别测量脂肪体a1、脂肪体a2、脂肪体a3和脂肪体a4的尺寸

和光密度。

[0168] 实验结果见图3中B。结果表明，当DOPC与TAG的比例为2：5时，脂肪体的产量最高；

脂肪体的尺寸随着DOPC与TAG的比例上升而减小，至DOPC:TAG为1：5时达到最小并进入平

台。综合脂肪体的即产量较高且脂肪体的尺寸较大两个因素，确定制备脂肪体中DOPC与TAG

的最佳比例为2:5。

[0169] ②按照上述步骤1的方法，将步骤1中(1)的2mg  DOPC分别替换为1.33mg  DOPC和

0.67mgDSPC、1mg  DOPC和1mgDSPC、0.67mg  DOPC和1.33mg  DSPC、以及2mg  DSPC，其它步骤均

不变，得到脂肪体A1(DOPC:DSPC的比例为2:1)、脂肪体A2(DOPC:DSPC的比例为1:1)、脂肪体

A3(DOPC:DSPC的比例为1:2)和脂肪体A4(磷脂仅为DSPC)，然后分别测量脂肪体A1、脂肪体

A2、脂肪体A3和脂肪体A4的尺寸和光密度。

[0170] 结果表明，当DOPC与DSPC的比例降低时，即DSPC的相对含量升高时，脂肪体的产量

明显下降(图3中C的a)，而脂肪体的尺寸随着DOPC与DSPC的比例降低而急剧增大(图3中C的

b)。

[0171] ③按照上述步骤1的方法，将步骤1中(1)的2mg  DOPC分别替换为1.33mg  DOPC和

0.67mgDOPE、1mg  DOPC和1mgDOPE、0.67mg  DOPC和1.33mgDOPE、和、2mgDOPE，其它步骤均不

变，得到脂肪体B1(DOPC:DOPE的比例为2:1)、脂肪体B2(DOPC:DOPE的比例为1:1)、脂肪体B3

(DOPC:DOPE的比例为1:2)和脂肪体B4(磷脂仅为DOPE)，然后分别测量脂肪体B1、脂肪体B2、

脂肪体B3和脂肪体B4的尺寸和光密度。

[0172] 结果表明，DOPE的掺入不影响脂肪体的产量，直至DOPC与DOPE的比例达到1:2时，

脂肪体的产量才急剧下降(图3中D的a)，而脂肪体的尺寸随着DOPC与DOPE的比例降低而急

剧增大，直至DOPC与DOPE的比例达到1:2时，脂肪体的尺寸无法检出(图3中D的b)。

[0173] ④按照上述步骤1的方法，将步骤1中(1)的5mg  TAG分别替换为4.17mg  TAG和

0.83mgCO、4mg  TAG和1mgCO、3.75mg  TAG和1.25mgCO、和、3.33mg  TAG和1.67mgCO，其它步骤

均不变，得到脂肪体C1(TAG:CO的比例为5:1)、脂肪体C2(TAG:CO的比例为4:1)、脂肪体C3

(TAG:CO的比例为3:1)和脂肪体C4(TAG:CO的比例为2:1)，然后分别测量脂肪体C1、脂肪体

C2、脂肪体C3和脂肪体C4的尺寸和光密度。

说　明　书 10/15 页

13

CN 105483076 B

13



[0174] 结果表明，CO的掺入不影响脂肪体的产量，直至TAG与CO的比例达到3:1时，脂肪体

的产量才显著下降(图3中E的a)，脂肪体的尺寸也略有下降(图3中E的b)，表明中性脂质组

成可以极大地影响脂肪体产量和大小。

[0175] 4、脂肪体的稳定性

[0176] 在室温或4℃条件下孵育脂肪体a，孵育7天。整个孵育过程中，每天测定脂肪体a的

尺寸、在OD600处的光密度，并用光学显微镜和荧光显微镜对脂肪体进行观察。

[0177] 结果表明(图3中F和图4)，整个孵育过程中，脂肪体a的光密度和尺寸均无显著变

化，可见脂肪体a是相对稳定的。

[0178] 实施例2、通过招募固有蛋白和/或功能蛋白的重组人工脂滴和通过招募载脂蛋白

重组人工脂蛋白

[0179] 下述实施例中的Ulp1记载在如下文献中：Hu，W .,Wu ,H .,Zhang ,H .,Gong ,W .&

Perrett，S.Resonance  assignments  for  the  substrate  binding  domain  of  Hsp70 

chaperone  Ssa1  from  Saccharomyces  cerevisiae.Biomol  NMR  Assign  9，329-332，doi:

10.1007/s12104-015-9603-5(2015)。在下述实验孵育过程中Ulp1可剪切蛋白上的SMT3标

签。

[0180] 脂滴是高度动态的，并通过多种脂滴蛋白的介导参与数目繁多的生理功能和相互

作用。脂滴上的蛋白可大致分为两类：固有蛋白和动态蛋白。固有蛋白被认为选择性的定位

于脂滴上，参与脂滴大小的控制，并介导动态蛋白的定位。例如，磷酸化的PLIN1促使激素敏

感性脂肪酶(hormone-sensitive  lipase，HSL)定位于脂滴上。因此，使用脂肪体来解构脂

滴的功能，就必须在脂肪体上装载脂滴固有蛋白，然后在成功招募固有蛋白生成人工脂滴

的基础上，进一步招募功能蛋白。对于脂蛋白而言，不同的载脂蛋白不仅是不同脂蛋白的特

异性标记，同时也是脂蛋白的骨架之一。本发明中，脂滴固有蛋白具体为来自于从细菌到哺

乳动物的不同生物体的脂滴固有蛋白，包括从产油菌RHA1中分离的RHA1-脂滴(RHA1  LD)上

的MLDS蛋白，线虫脂滴上的MDT-28蛋白和哺乳动物非脂肪细胞中的Perilipin-2蛋白，功能

蛋白为ATGL。载脂蛋白具体为来自于人的载脂蛋白A1(apolipoprotein  A-I，Apo  A-I)。

[0181] 一、蛋白的表达和纯化

[0182] 人工合成序列表中序列1所示的DNA分子(即MLDS基因)，序列1所示的DNA分子编码

序列2所示的蛋白质(即MLDS蛋白)。

[0183] 人工合成序列表中序列3所示的DNA分子(即MDT-28基因)，序列3所示的DNA分子编

码序列4所示的蛋白质(即MDT-28蛋白)。

[0184] 人工合成序列表中序列5所示的DNA分子(即Perilipin-2基因)，序列5所示的DNA

分子编码序列6所示的蛋白质(即Perilipin-2蛋白)。

[0185] 人工合成序列表中序列7所示的DNA分子(即ATGL基因)，序列7所示的DNA分子编码

序列8所示的蛋白质(即ATGL)。

[0186] 人工合成序列表中序列9所示的DNA分子(即MLDS-GFP融合基因)，序列9所示的DNA

分子编码序列10所示的蛋白质(即MLDS-GFP融合蛋白)。

[0187] 人工合成序列表中序列11所示的DNA分子(即MDT-28-GFP融合基因)，序列11所示

的DNA分子编码序列12所示的蛋白质(即MDT-28-GFP融合蛋白)。

[0188] 人工合成序列表中序列13所示的DNA分子(即Perilipin-2-GFP融合基因)，序列13
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所示的DNA分子编码序列14所示的蛋白质(即Perilipin-2-GFP融合蛋白)。

[0189] 牛血清白蛋白购自Sigma公司，产品目录号为A4612。

[0190] 1、SMT3-Perilipin-2蛋白的表达与纯化

[0191] (1)用序列表中序列5所示的DNA分子替换载体pET28a-SMT3的限制性内切酶EcoRI

和XhoI识别序列间的片段(载体pET28a-SMT3被限制性核酸内切酶EcoRI和XhoI切成一个大

片段和一个小片段，将大片段与序列5中所示的DNA分子连接)，得到重组质粒。该重组质粒

可表达N-末端融合有6×His标签和SMT3结构域的可溶性蛋白。

[0192] (2)将步骤(1)构建的重组质粒导入大肠杆菌BL21(DE3)，得到含有重组质粒的重

组大肠杆菌。

[0193] (3)将步骤(2)获得的重组大肠杆菌接种于2×YT培养基(将16g蛋白胨、10g酵母提

取物和4g氯化钠溶解于1000mL蒸馏水)，37℃培养，当重组大肠杆菌的培养菌液的OD600达到

0.6(将该培养菌液命名为诱导前菌液)，加入异丙基β-D-1-硫代半乳糖苷(IPTG)，使IPTG在

体系中浓度为0.4mM，16℃诱导24h(IPTG诱导后的培养菌液命名为诱导后菌液)。

[0194] 分别收集(4000rpm、离心20min)诱导前菌液或诱导后菌液的菌体，重悬于缓冲液T

中，然后用高压细胞破碎仪(型号为JNBIO  JN-3000PLUS)裂解，得到全细胞裂解液。将全细

胞裂解液进行SDS-PAGE，然后通过银染和Western印迹法进行分析。结果表明(图5中A，其中

a为银染分析结果，b为Western印迹法分析结果，箭头指向SMT3-Perilipin-2蛋白对应的条

带)，诱导后菌液中SMT3-Perilipin-2蛋白大量表达。

[0195] (4)取步骤(3)的诱导后菌液的菌体的全细胞裂解液，30000g离心50min，得到的上

清和沉淀，将上清上样至镍离子金属亲和层析柱(填料为螯合有镍离子的Chelating 

Sepharose  Fast  Flow，柱体购自Thermo，产品目录号为29924，柱体积4mL，内径1.2cm)，然

后先用含20mM咪唑的缓冲液T洗脱12个柱体积以去除非目的蛋白一次，再用含500mM咪唑的

缓冲液T洗脱3个柱体积以收集目的蛋白(过柱后全部缓冲液T均含目的蛋白)两次，然后用

离心超滤管(Amicon公司产品)进行缓冲液交换去除咪唑，通过尺寸排阻色谱法(Size 

Exclusive  Chromatography,SEC)再次纯化(HiLoad  16/600  Superdex  200柱，GE公司产

品)，洗脱流速为0.8mL/min，根据其保留体积分别收集四个组分，分别命名为组分1(保留体

积为45mL-57mL)、组分2(保留体积为57mL-67mL)、组分3(保留体积为67mL-79mL)和组分4

(保留体积为79mL-94mL)。

[0196] 将镍离子金属亲和层析柱纯化的各组分的进行SDS-PAGE，然后用胶体蓝染色，结

果见图5中B(泳道依次为全细胞裂解液、上清、沉淀、流穿、咪唑洗脱液-1(20mM咪唑洗脱

液)、咪唑洗脱液-2(500mM咪唑洗脱液第一部分)、咪唑洗脱液-3(500mM咪唑洗脱液第二部

分)。尺寸排阻色谱法分子筛纯化结果见图5中C(峰1为组分1,峰2为组分2，峰3为组分3，峰4

为组分4)。对全部500mM咪唑二次洗脱液(即咪唑洗脱液-2合并咪唑洗脱液-3)(图5中D的左

图)和尺寸排阻色谱法纯化得到的四个组分(组分1、组分2、组分3和组分4)(图5中D的右图)

进行SDS-PAGE和胶体蓝染色，结果表明，组分1包含了纯化后的SMT3-Perilipin-2蛋白。

[0197] 2、MLDS蛋白的表达与纯化

[0198] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列1所示的DNA分子、载体pET28a-SMT3替换为载体pGEX-6p-1、限制性内切酶XhoI替换为

BamHI，步骤1中(4)的镍离子金属亲和层析柱替换为GST亲和层析柱、咪唑替换为还原性谷
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胱甘肽，其它步骤均不变，获得纯化MLDS蛋白。

[0199] 3、MDT-28蛋白的表达与纯化

[0200] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列3所示的DNA分子、载体pET28a-SMT3替换为载体pGEX-6p-1、限制性内切酶EcoRI和XhoI替

换为限制性内切酶BamHI和NotI，步骤1中(4)的镍离子金属亲和层析柱替换为GST亲和层析

柱、咪唑替换为还原性谷胱甘肽，其它步骤均不变，获得纯化MDT-28蛋白。

[0201] 4、MLDS-GFP融合蛋白的表达与纯化

[0202] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列9所示的DNA分子、载体pET28a-SMT3替换为载体pET28a，其它步骤均不变，获得纯化MLDS-

GFP融合蛋白。

[0203] 5、MDT-28-GFP融合蛋白的表达与纯化

[0204] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列11所示的DNA分子、载体pET28a-SMT3替换为载体pET28a、限制性内切酶EcoRI替换为限制

性内切酶BamHI，其它步骤均不变，获得纯化MDT-28-GFP融合蛋白。

[0205] 6、Perilipin-2-GFP融合蛋白的表达与纯化

[0206] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列13所示的DNA分子、载体pET28a-SMT3替换为载体pET28a，其它步骤均不变，获得纯化

Perilipin-2-GFP融合蛋白。

[0207] 7、SMT3-ATGL蛋白的表达与纯化

[0208] 按照上述方法，将步骤1中(1)的序列表中序列5所示的DNA分子替换为序列表中序

列7所示的DNA分子，步骤1中(2)的大肠杆菌BL21(DE3)替换为大肠杆菌Rosetta，其它步骤

均不变，获得纯化SMT3-ATGL蛋白。

[0209] 8、Apo  A-I的表达与纯化

[0210] 参考文献Peitsch,M.C.et  al.A  purification  method  for  apolipoprotein  A-

I  and  A-II.Anal  Biochem  178,301-305(1989) .中记载的方法，获得纯化Apo  A-I。

[0211] 二、脂肪体对固有蛋白和/或功能蛋白和/或载脂蛋白的招募

[0212] 1、固有蛋白的招募与分布

[0213] (1)Perilipin-2蛋白的招募

[0214] a1、5μg  SMT3-Perilipin-2蛋白、25ng  Ulp1和实施例1制备的50μl脂肪体a混合，

得到100μl的混合体系。

[0215] a2、完成步骤a1后，室温下(实际操作中在冰上也可)孵育1h,得到混合体系。

[0216] a3、完成步骤a2后，取混合体系，20000g、离心5min，液相体系呈现两层分层(上层

为脂肪体)，抽去下层溶液，保留上层。

[0217] a4、取完成步骤a3的上层，重悬于100μl缓冲液B中，20000g、离心5min，液相体系呈

现两层分层(上层为脂肪体)，抽去下层溶液，保留上层。

[0218] a5、取完成步骤a4的上层，重悬于100μl缓冲液B中，20000g、离心5min，液相体系呈

现两层分层，抽去下层溶液，保留上层(即脂肪体)。

[0219] 将5μg  SMT3-Perilipin-2蛋白、步骤a5得到脂肪体和步骤a3抽去的下层溶液均进

行SDS-PAGE后银染检测。
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[0220] 结果见图6中的泳道7、8和9(泳道7为总蛋白(SMT3-Perilipin-2蛋白)，泳道8为脂

质体募集蛋白(步骤a5得到脂肪体)，泳道9为溶液蛋白(步骤a3抽去的下层溶液))。结果表

明，Perilipin-2蛋白有约50％被招募到脂肪体a上。将招募有Perilipin-2蛋白的脂肪体命

名为人工脂滴Perilipin-2。

[0221] 蛋白饱和度测定：将SMT3-Perilipin-2蛋白、25ng  Ulp1和实施例1中制备的30μl

脂肪体a混合，得到50μl的混合体系，混合体系中SMT3-Perilipin-2蛋白的浓度为0.015μg/

μl、0.030μg/μl、0.056μg/μl、0.080μg/μl、0.101μg/μl、0.137μg/μl、0.166μg/μl或0.191μ

g/μl。然后按照上述步骤a2至a5，获得人工脂滴，进行SDS-PAGE，然后用胶体蓝染色，或以

Perilipin-2抗体为一抗进行Western  blot检测。结果见图7中C(其中a为胶体蓝染色结果，

b为Western  blot检测结果)。结果表明，Perilipin-2蛋白在脂肪体上的募集是可以饱和

的。

[0222] (2)MLDS蛋白的招募

[0223] b1、5μg  MLDS蛋白和实施例1制备的50μl脂肪体a混合，得到100μl的混合体系。

[0224] b2、完成步骤b1后，室温下(实际操作中在冰上也可)孵育1h,得到混合体系。

[0225] b3、完成步骤b2后，取混合体系，20000g、离心5min，液相体系呈现两层分层(上层

为脂肪体)，抽去下层溶液，保留上层。

[0226] b4、取完成步骤b3的上层，重悬于100μl缓冲液B中，20000g、离心5min，液相体系呈

现两层分层(上层为脂肪体)，抽去下层溶液，保留上层。

[0227] b5、取完成步骤b4的上层，重悬于100μl缓冲液B中，20000g、离心5min，液相体系呈

现两层分层，抽去下层溶液，保留上层(即脂肪体)。

[0228] 将5μg  MLDS蛋白、步骤b5得到脂肪体和步骤b3抽去的下层溶液均进行SDS-PAGE后

银染检测。

[0229] 结果见图6中的泳道1、2和3(泳道1为总蛋白(MLDS蛋白)，泳道2为脂质体募集蛋白

(步骤b5得到脂肪体)，泳道3为溶液蛋白(步骤b3抽去的下层溶液))。结果表明，MLDS蛋白有

约80％被招募到脂肪体a上。将招募有MLDS蛋白的脂肪体命名为人工脂滴MLDS。

[0230] (3)MDT-28蛋白的招募

[0231] 将步骤(2)中的MLDS蛋白替换为MDT-28蛋白，其他步骤均不变。结果见图6中的泳

道4、5和6(泳道4为总蛋白(MDT-28蛋白)，泳道5为脂质体募集蛋白，泳道6为溶液蛋白)。结

果表明，MDT-28蛋白有约90％被招募到脂肪体a上。将招募有MDT-28蛋白的脂肪体命名为人

工脂滴MDT-28。

[0232] (4)牛血清白蛋白的招募

[0233] 将步骤(2)中的MLDS蛋白替换为牛血清白蛋白，其他步骤均不变。结果见图6中的

泳道11、12和13(泳道11为总蛋白(牛血清白蛋白)，泳道12为脂质体募集蛋白，泳道13为溶

液蛋白)。结果表明，牛血清白蛋白没有被招募到脂肪体a上。

[0234] 将招募有蛋白质的脂肪体命名为人工脂滴。

[0235] (5)固有蛋白在人工脂滴上的分布

[0236] 将步骤1中(1)5μg  SMT3-Perilipin-2蛋白替换为10μg纯化Perilipin-2-GFP融合

蛋白，其他步骤均不变，获得人工脂滴Perilipin-2-GFP。

[0237] 将步骤1中(2)5μg  MLDS蛋白替换为10μg纯化MLDS-GFP融合蛋白，获得人工脂滴
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MLDS-GFP。

[0238] 将步骤1中(3)5μg  MDT-28蛋白替换为10μg  MDT-28-GFP融合蛋白，获得人工脂滴

MDT-28-GFP。

[0239] 然后用共聚焦显微镜对人工脂滴进行观察。结果表明(图7中B和图8)，人工脂滴上

的荧光蛋白质呈环形结构，Perilipin-2-GFP融合蛋白、MLDS-GFP融合蛋白和MDT-28-GFP融

合蛋白均匀分布在人工脂滴的表面上，偶尔可观察到大的荧光蛋白的聚集体，未检测到游

离的GFP；使用OMX  DeltaVision(SIM)超分辨率显微镜观察人工脂滴，人工脂滴上的蛋白仍

然呈现均匀分布的状态。

[0240] 2、功能蛋白ATGL的招募

[0241] 将步骤1中(1)SMT3-Perilipin-2蛋白替换为SMT3-ATGL蛋白，50μl脂肪体a替换为

30μl脂肪体a，其他步骤均不变，获得招募有ATGL的脂肪体。

[0242] 结果见图9(左图为常温孵育的实验结果，右图为4℃孵育的实验结果，其中泳道1

和5为Marker，泳道2和6为总蛋白(SMT3-ATGL蛋白)，泳道3和7为脂质体募集蛋白，泳道4和8

为溶液蛋白)。结果表明，ATGL有约1/3被招募到脂肪体a上。将招募有ATGL的脂肪体命名为

人工脂滴ATGL。

[0243] 蛋白饱和度测定：将SMT3-ATGL蛋白和实施例1中制备的50μl脂肪体a混合，得到

100μl的混合体系，混合体系中SMT3-ATGL蛋白的浓度为0.091μg/μl，0.132μg/μl，0.171μg/

μl，0.209μg/μl，0.244μg/μl，0.278μg/μl或0.310μg/μl。然后按照步骤1中的a2至a5，获得

人工脂滴，进行SDS-PAGE，然后银染，或以ATGL抗体(Cell  Signaling  Technology公司，产

品目录号为2138)为一抗进行Western  blot检测。结果见图10中A(其中a为银染结果，b为

Western  blot检测结果)。结果表明，当ATGL在反应体系中的浓度为0.209μg/μl时，脂肪体a

对ATGL的招募达到了饱和。

[0244] 3、载脂蛋白的招募

[0245] 将步骤1中(2)5μg  MLDS蛋白替换为9μg  Apo  A-I，其他步骤均不变，获得招募有

Apo  A-I的脂肪体。结果见图10中B(泳道1为脂质体募集蛋白，泳道2为溶液蛋白，泳道3为总

蛋白(Apo  A-I))。结果表明，Apo  A-I有约50％被招募到脂肪体a上。将招募有Apo  A-I的脂

肪体命名为人工脂蛋白Apo  A-I。

[0246] 制备脂肪体a’，方法基本同实施例1的步骤一，差别仅在于用商购的甘油三油酸酯

代替实施例1中的甘油三脂，在步骤(5)中得到脂肪体a’。将脂肪体a’进行实施例2的各项试

验，其结果与脂肪体a基本一致，均无显著差异。

[0247] 商购的甘油三油酸酯为甘油三油酸酯(triolein,TO)，购自Sigma公司，产品目录

号为92860。
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