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冯晨毅, 许祥, 董维鹏, 等. CRISPR/Cas9 敲除 PLIN1 基因增强 3T3-L1 脂肪细胞的脂解作用. 生物工程学报, 2020, 36(7): 
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Feng CY, Xu X, Dong WP, et al. CRISPR/Cas9 knockout plin1 enhances lipolysis in 3T3-L1 adipocytes. Chin J Biotech, 2020, 
36(7): 1386–1394. 

摘  要 : 应用 CRISPR/Cas9 技术敲除 3T3-L1 前脂肪细胞 plin1，观察 PLIN1 缺失对脂肪细胞中脂肪水解的影响

并探究可能机制。常规培养 3T3-L1 前脂肪细胞，电穿孔法转染 plin1 敲除载体，嘌呤霉素培养基挑选 plin1 敲除

细胞，观察转染及筛选后的细胞存活率。“鸡尾酒”法诱导 3T3-L1 前脂肪细胞分化，酶法测定甘油和 TG 含量，

油红 O 染色观察脂滴形态及数目的变化。Western blotting 检测 PLIN1、PPARγ、Fsp27 和脂肪酶的蛋白表达；RT-PCR

检测 PLIN1 和脂肪酶的 mRNA 表达。对照组细胞诱导分化后，微小脂滴数目较少，单房脂滴数目较多并围绕细

胞核呈环型排列。相较于对照组，敲除组细胞诱导分化后微小脂滴数目增加，单房脂滴体积缩小，数目减少；细

胞中 PLIN1 mRNA 及蛋白表达被显著抑制 (P<0.05)；甘油水平显著上升 (0.098 4±0.007 6)，TG 含量显著下降 

(0.031 0±0.005 3)；HSL 和 ATGL 两种脂肪酶的 mRNA 及蛋白表达均升高 (P<0.05)；PPARγ 和 Fsp27 的表达未有

明显变化。上述结果表明 plin1 敲除后通过暴露脂滴中脂质以及上调脂肪酶等效应增强了 3T3-L1 脂肪细胞的脂解

作用。 

关键词 : 脂滴，甘油三酯，脂肪酶，基因敲除 

CRISPR/Cas9 knockout plin1 enhances lipolysis in 3T3-L1 
adipocytes 

Chenyi Feng, Xiang Xu, Weipeng Dong, Zhaoyang Chen, and Jiong Yan 

School of Public Health, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, Shanxi, China 

Abstract:  We used CRISPR/Cas9 to delete plin1 of 3T3-L1 preadipocyte, to observe its effect on lipolysis in adipocytes and 

to explore regulatory pathways. We cultured 3T3-L1 preadipocytes, and the plin1 knockout vectors were transfected by 

electroporation. Puromycin culture was used to screen successfully transfected adipocytes, and survival rates were observed 
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after transfection. The optimized “cocktail” method was used to differentiate 3T3-L1 preadipocytes. The glycerol and 

triglyceride contents were determined by enzymatic methods. The changes in lipid droplet form and size were observed by Oil 

red O staining. The protein expression of PLIN1, PPARγ, Fsp27, and lipases was measured by Western blotting. RT-PCR was 

used to measure the expression of PLIN1 and lipases mRNA. After the adipocytes in the control group were induced to 

differentiate, the quantity of tiny lipid droplets was decreased, and the quantity of unilocular lipid droplets was increased and 

arranged in a circle around the nucleus. Compared with the control group, the volume of unilocular lipid droplets decreased, 

and the quantity of tiny lipid droplets increased after induction of adipocytes in the knockout group. The expression of PLIN1 

mRNA and protein in the adipocytes was significantly inhibited (P<0.05); glycerol levels increased significantly (0.098 4± 

0.007 6), TG levels decreased significantly (0.031 0±0.005 3); mRNA and protein expression of HSL and ATGL increased 

(P<0.05); PPARγ and Fsp27 expression unchanged in adipocytes. The above results indicate that the knockout of plin1 

enhances the lipolysis of 3T3-L1 adipocytes by exposing lipids in lipid droplets and up-regulating lipases effects. 

Keywords:  lipid droplets, triglyceride, lipase, gene knockout 

心血管疾病、肥胖、2 型糖尿病等代谢综合

征的发生发展与脂质代谢异常关系密切[1-2]。过量

的能量摄入引起的脂质代谢异常导致三酰甘油

(Triglyceride，TG) 在脂肪细胞中的累积，造成脂

肪细胞肥大或增生，而脂滴作为储存脂质的主要

场所，是脂肪细胞中最大的细胞器[3]。脂滴来源

于内质网，由中心的 TG 等中性脂质及外周覆盖

镶嵌蛋白的单层磷脂膜构成。脂滴通过微小脂滴

的相互融合或结合 TG 而增大，通过脂解作用而

缩小[4-5]。周脂素 (Perilipin1，PLIN1) 属于脂滴

表面蛋白 perilipins 家族，在白色脂肪组织中高度

表达并双向调控脂解作用[6-7]，但其具体作用机制

尚不明确。 

第 3 代基因编辑技术 CRISPR/Cas9 具有高效

稳定、经济可行、易于操作等特点，已广泛应用

于多个学科领域[8]。本研究拟通过 CRISPR/Cas9

技术敲除 3T3-L1 前脂肪细胞中的 plin1，观察细

胞中脂滴形态大小及脂肪水解的变化，检测脂滴

表面相关蛋白和脂代谢调控因子的表达，为进一

步了解 plin1 的生物学功能，探究 PLIN1 对脂肪

细胞中脂滴形成及脂肪水解作用并为后续实验提

供重要的基础和依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和细胞 

3T3-L1 前脂肪细胞系  (小鼠胚胎成纤维细

胞)、山羊抗鼠 IgG (1︰5 000)、山羊抗兔 IgG    

(1︰5 000)抗体购自武汉博士德生物工程有限公

司，HSL (兔单克隆，1︰1 000)、ATGL (鼠单克隆，

1︰1 000)、Fsp27 (鼠单克隆，1︰500)、Perilipin1 

(兔多克隆，1︰1 000)抗体购自 Abcam 公司，细

胞总 RNA 提取试剂盒购自北京聚合美生物科技有

限公司，TG 检测试剂盒、甘油含量检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所，CRISPR/Cas9载体PX459

购自美国 Addgene 公司，PLIN1 基因敲除载体 

(PLIN1- PX459-0，1，2，3) 由本课题组前期构建，

sgRNA1、2、3 序列及靶标基因序列如图 1 所示。 

1.2  3T3-L1 前脂肪细胞培养 

含有 10%胎牛血清的高葡萄糖型 DEME 完全

培养基混入 1%青链霉素，在 37 ℃、5% CO2 的

无菌环境下培养前脂肪细胞，培养基颜色发黄时

或每 2 d 更换一次。当细胞在培养瓶底聚合至

80%–90%时进行传代。 

1.3  细胞电穿孔转染、嘌呤霉素筛选以及诱导

分化 

实验共分为 5 组：空白对照组  (Control 

g r o u p，C G )、阴性对照组 / P L I N 1 - P X 4 5 9 - 0 

(Negative control group，NG) 及 PLIN1-PX459-1

组、PLIN1-PX459-2 组、和 PLIN1-PX459-3 组基

因敲除组。将敲除效果最好载体组作为 plin1 敲除

组(plin1 knock out group，KO)。电穿孔转染：细

胞观察计数后加入 100 µL 含有质粒的细胞悬液至 
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图 1  sgRNA 序列及靶标序列 
Fig. 1  sgRNA sequence and target sequence. 

0.2 mm 电转杯中，按预定条件置入 Bio-Rad Gene 

Pulser Xcell 系统中完成转染。嘌呤霉素筛选：

6×104/孔的细胞密度铺板，分别加入稀释为 5 个

浓度梯度的嘌呤霉素培养基，37 ℃培养细胞并间

隔 2 d 换液一次，记录细胞日存活率，挑选出嘌

呤霉素 4 d 内使细胞致死的最佳浓度并用该浓度

在转染 24 h 后筛选转染成功的细胞。细胞诱导分

化：收集成功转染敲除载体的细胞并采用优化后

的“鸡尾酒”法诱导分化[9]。 

1.4  细胞内 TG 与甘油含量测定 

收集各组细胞至 EP 管中，加入 200 µL PBS

后冰水浴条件下破碎细胞制备匀浆。依据甘油检

测试剂盒说明书要求配制相应的工作液并 96 孔

板中进行点样 20 µL，每孔中加入 180 µL 工作液

后，37 ℃充分进行反应 5 min，通过酶标仪在    

550 nm 测定各孔 OD 值。绘制的标准曲线并进行

BCA 蛋白定量，在标准曲线的线性范围内计算甘

油含量并通过匀浆液中每 mg 总蛋白浓度校正，

TG 含量测定同上。 

1.5  脂滴油红 O 染色 

收集各组细胞铺板于 6 孔板中，加入 1 mL 

4%预先配制的多聚甲醛固定细胞 1 h 后洗净，再

加入油红 O 染液 1 mL 室温染色 1 h 后洗净染液，

XDS-1 型光学显微镜下观察并拍照。Image pro 

plus 6.1 图像分析软件测量脂滴直径，定义直径 

小于 1 µm 的为微小脂滴，1–2 µm 的为中等脂滴，

大于 2 µm 的为单房脂滴。 

1.6  Western blotting 检测脂肪细胞中 PLIN1、

PPARγ、Fsp27 和脂肪酶的蛋白表达 

各组细胞诱导分化 8 d 后，RIPA 裂解液提取

细胞总蛋白并定量蛋白浓度，100 ℃金属浴变性

后制备 SDS-PAGE 凝胶。80 V，15 min；100 V，

60 min 电泳后；120 min，220mA 恒流转膜。5%

的脱脂奶粉封闭后用稀释的一抗进行反应，4 ℃

过夜。室温二抗孵育 120 min。NC 膜漂洗数次后

滴加现配的 ECL，于 ChemiDoc MP 成像系统下曝

光。 Image J 软件检测各蛋白条带灰度值，以

GAPDH 或 β-actin 条带进行校正。 

1.7  Real Time-Polymerase Chain Reaction 检

测 PLIN1 和脂肪酶的 mRNA 表达 

当细胞汇合至 80%左右时，利用 M5 TRIgent

试剂提取细胞总 RNA，按照试剂盒说明书去除
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gDNA 后加入反转录体系，95℃加热 3 min 获得

cDNA。按照天根 Super Real 彩色荧光定量预混  

试剂要求以及 Real-Time PCR 仪使用说明操作 

配置反应体系，PCR 反应程序：95 ℃ 10 s，60 ℃ 

32 s，65 ℃ 5 s，共 40 个循环。上下游引物序列

见表 1。 

1.8  数据分析 

采用 SPSS 18.0 软件进行数据分析，定量资

料采用均数±标准差( x s )描述。两组间样本均数

比较采用 t 检验，多组间样本均数比较采用

one-way ANOVA 分析，P<0.05 为有统计学意义。 

 
表 1  RT-PCR 引物序列 
Table 1  RT-PCR primer sequences 
Primer 
name 

Primer sequences (5'–3') Size  
(bp) 

Plin1-F GAGAGGAGACAGACGACGAGGAG 23 

Plin1-R GGTCACTGCGGAGATGGTGTTC 22 

Hsl-F CTCACAGTTACCATCTCACCTC 22 

Hsl-R GATTTTGCCAGGCTGTTGAGTA 22 

Atgl-F CAGAGATGGACTTCGATTCCTT 22 

Atgl-R CAGGTGCTCTAGAATTCGATCT 22 

 

2  结果与分析 

2.1  前脂肪细胞转染效率与诱导分化 

转染敲除载体后，各组细胞 12 h 存活率基本

一致，均在 80%以上；筛选出细胞的转染效率约

为 30%；如图 2 所示，嘌呤霉素培养基使细胞致

死效果最佳的浓度为 4 µg/mL；诱导分化 0、6、

12 d 后油红 O 染色观察；对照组细胞中出现大量

单房脂滴且围绕细胞核呈环型分布；敲除组细胞

中微小脂滴数目增多，单房脂滴体积明显缩小，

数目减少 (图 3)。 
 

 
 

图 2  嘌呤霉素浓度筛选 
Fig. 2  Screening of puromycin concentration. 

 

 
 

图 3  3T3-L1 前脂肪细胞诱导分化 
Fig. 3  Differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. 
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2.2  plin1 敲除后对 3T3-L1 脂肪细胞中 PLIN1

蛋白及 mRNA 表达的影响 

各组细胞诱导分化的 6 d 后检测 PLIN1 蛋白

及 mRNA 表达 (图 3)。相比于对照组，敲除组细

胞中 PLIN1 蛋白 (图 4A)及 mRNA 表达均降低  

(P<0.05) (图 4B)。其中以 PLIN1-PX459-2 组敲除

效果最好，作为 plin1 敲除组。 

2.3  plin1敲除后对脂肪细胞中脂滴大小的影响 

各组细胞诱导分化 8 d 测量脂滴直径。结果

表明，相比于对照组，敲除组细胞中的微小脂滴

数目增加；中等及单房脂滴数目减少  (P<0.05) 

(图 5)。 
 

 
 

图 4  脂肪细胞中 plin1 敲除效果 
Fig. 4  Effect of plin1 knockout in adipocytes. (A) Expression of PLIN1 protein in adipocytes after knockout. (B) 
Relative expression of PLIN1 mRNA in adipocytes after knockout. *: compared with the CG, P<0.05; #: compared with 
the NG, P<0.05. 
 

 
 

图 5  电转染后脂肪细胞内脂滴比例 
Fig. 5  Proportion of lipid droplets in adipocytes after 
electroporation. *: compared with the CG, P<0.05; #: 
compared with the NG, P<0.05. 

2.4  plin1 敲除后对脂肪细胞中的甘油和 TG

的影响 

各组细胞诱导分化 12 d 后检测细胞中甘油和

TG 水平，结果表明，相比于对照组，敲除组细胞

中甘油水平显著上升，TG 水平显著下降 (P<0.05) 

(表 2)。 

2.5  plin1 敲除对脂肪细胞中 HSL 和 ATGL 的

影响 

各组细胞诱导分化 12 d 后检测两种脂肪酶

HSL 和 ATGL 的 mRNA 及蛋白表达。结果显示，

相比于对照组，敲除组细胞中 HSL 和 ATGL 

mRNA 及蛋白表达均显著升高 (P<0.05) (图 6)。 
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表 2  各组脂肪细胞中甘油与 TG 水平 
Table 2  Glycerol and triglyceride in each group of 
adipocytes 
Group Glycerol (mmol/g protein) TG (mmol/g protein)

CG 0.048 5±0.013 1 0.107 8±0.003 9 

NG 0.037 6±0.012 4 0.125 6±0.007 6 

KO 0.098 4±0.007 6*# 0.031 0±0.005 3*# 

*: compared with the CG, P<0.05; #: compared with the NG, 
P<0.05. 

2.6  plin1 敲除对脂肪细胞中 Fsp27 和 PPARγ

蛋白表达的影响 

各组细胞诱导分化 12 d 后检测 Fsp27 和

PPARγ 的蛋白表达，如图 7 所示，相比于对照组，

敲除组细胞中 Fsp27 和 PPARγ的蛋白表达未有明

显变化 (P>0.05)。 

 

 
 

 
图 6  plin1 敲除后脂肪细胞中脂肪酶蛋白及 mRNA 

表达 
Fig. 6  Expression of lipase protein and mRNA in 
adipocytes after plin1 knockout. *: compared with the CG, 
P<0.05; #: compared with the NG, P<0.05. 

 
 

图 7  plin1 敲除后脂肪细胞中相关蛋白表达 
Fig. 7  Expression of related proteins in adipocytes after 
plin1 knockout. 
 
 

3  讨论 

肥大的脂肪细胞主要是脂滴之间的融合以及

TG 的累积，最终形成巨大的单房脂滴所导致   

的[10]。当脂解作用发生时，TG 被包括 ATGL 和

HSL 在内的多种脂肪酶催化水解为游离脂肪酸和

甘油，导致脂滴体积缩小[12-13]。而通过检测细胞

中甘油和 TG 含量即可说明脂肪细胞中脂解作用

的强弱[11]。 

本次研究电转染 plin1 敲除载体后，细胞中

PLIN1 蛋白及 mRNA 的表达水平证明 3T3-L1 脂

肪细胞中的 plin1 被成功敲除；在前脂肪细胞诱导

分化的过程中，敲除组细胞存活率与对照组相比

未有明显差异，细胞分化比例基本一致；敲除组

细胞中仍会出现脂滴并且增大。在诱导分化 12 d

后，酶法测定脂肪细胞中甘油和 TG 水平发现敲

除组细胞中甘油水平显著上升，TG 水平显著下

降；油红 O 染色以及脂滴直径测量发现敲除组细

胞中脂滴体积明显减小，单房脂滴难以形成，数

量减少，而微小脂滴的数目显著增多。表明 plin1

敲除后可能会增强 3T3-L1 脂肪细胞中的脂解作

用并引起细胞中脂滴形态及数目的改变。这可能

是由于 PLIN1 缺失后，脂解酶更易于接触脂滴并
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水解其储存的 TG 所导致的。此外，敲除组细胞

在 诱 导 分 化 过 程 中 ， 脂 肪 甘 油 三 酯 脂 肪 酶 

(Adipose triglyceride lipase，ATGL) 与激素敏感脂

肪酶 (Hormone-sensitive lipase，HSL) 的基因表

达明显升高。而在肾上腺素、瘦素激素等刺激脂

解过程中，ATGL 与 HSL 的磷酸化和转移虽然被

改变，但基因表达却未受到影响[14-15]。表明脂肪

酶基因的上调可能是 plin1 敲除增强脂肪细胞脂

解的另一个因素。ATGL 是脂肪细胞中主要的 TG

脂肪酶，受到比较识别基因-58 (Comparative gene 

identification-58，CGI-58) 与 G0/G1 转换基因-2 

(G0/G1 switch gene-2，G0S2) 的调控[16]。PLIN1

磷酸化后会与 CGI-58 解离，激活 ATGL 的表达与

活性[17]。因此，在 plin1 敲除后脂肪细胞中 ATGL

表达增加可能是由于 PLIN1 缺失引起的 CGI-58

大量解离所引起的，但是否与 G0S2 有关尚未探

究。而 HSL 表达升高的原因可能是与 plin1 敲除

后 抑制了甾 醇调节元 件结合蛋 白 -1c (Sterol 

regulator element-binding protein-1c，SREBP-1c) 

表达的激活有关[18]。但 HSL 需要通过磷酸化后，

在磷酸化的 PLIN1 介导下转移至脂滴表面才能发

挥作用[15]，plin1 敲除后其表达量升高是否会影响

细胞的脂解作用也有待进一步研究。相比于课题

组前期研究中沉默或下调 plin1[19-20]，CRISPR/ 

Cas9 近乎完全抑制了 PLIN1 的表达，完成了 plin1

敲除，更加显著提高了细胞中脂解酶的表达以及

基础脂解。 

细胞死亡诱导 DNA 断裂因子 α 样效应器 

(Cell death-inducing DNA fragmentation factor 
alpha-like effector，CIDE) 家族蛋白也是一类调控

脂质代谢的脂滴表面结合蛋白，其中 Fsp27 

(CIDEc) 与 CIDEa 蛋白在脂肪组织中特异表   

达[21]。Fsp27 蛋白的 N 端结构域可以与 PLIN1 特

异性结合从而被激活，Fsp27 激活后与 CIDEa 蛋

白在脂滴间的结合点聚集，并介导微小脂滴间的

相互融合，从而促进单房脂滴的形成。Fsp27 与

PLIN1 共同表达及协同作用可能是脂肪细胞中的

单房脂滴或大脂滴形成的必要条件[22-23]。我们发

现在 plin1 敲除的脂肪细胞中，Fsp27 的表达并未

受到影响，这是由于 PLIN1 与 Fsp27 的协同作用

是通过蛋白-蛋白互作产生的[22]，PLIN1 可能并未

影响 Fsp27 的转录及转录后调控。PLIN1 缺失后

Fsp27 仍存在于脂滴表面，但不能独立发挥促进

单房脂滴形成的作用。PPARγ 是核受体过氧化物

酶体增殖物激活受体 (Peroxisome proliferators- 

activated receptors，PPARs)家族成员之一，调节

3T3-L1 前脂肪细胞生长分化与脂质生成 [24-26]。

PPARγ 被抑制时会导致前脂肪细胞分化障碍及脂

质合成减弱，引起脂滴形态的变化。另外，PPARγ

也是 plin1 的上游转录因子[26]。在本次研究中发

现敲除组细胞中 PPARγ 的表达并未有明显改变，

表明细胞中脂质生成作用并未减弱。这从侧面支

持了脂滴形态及数目变化是由于 PLIN1 缺失所导

致的推论。但脂肪生成作用并不只受 PPARγ调控，

其表达量未变是否能说明脂肪生成作用的稳定仍

需进一步研究。 

4  结论 

本研究通过 CRISPR/Ca9 技术证实 plin1 敲除

后会通过暴露脂滴中脂质以及上调脂肪酶等效应

增强 3T3-L1 脂肪细胞的脂解作用。进一步阐述了

plin1 的生物学功能，为后续实验以及代谢综合征

的防治提供了理论基础。 
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