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宋保亮, 武汉大学生命科学学院教授、院长、长江学者、杰青。2002年毕

业于中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 2002
年至2006年在美国西南医学中心从事博士后研究。长期从事胆固醇代谢研

究, 取得了国际同行公认的成果。胆固醇合成途径的一个关键负反馈调控通

路以及小肠胆固醇吸收的分子机制均主要由宋保亮实验室揭示; 另外, 该实

验室2015年发表于《Cell》的工作开辟了细胞内胆固醇运输这一新的研究

方向。他的系统性工作推动了胆固醇研究领域的发展。已在国际学术期刊

上发表研究论文30余篇, 其中作为通讯作者发表《Cell》1篇、《Nat Med》1
篇、《Cell Metab》4篇和《Proc Natl Acad Sci USA》1篇。曾获得首届陈嘉

庚青年科学奖和中国青年科技奖等奖项, 并担任J Biol Chem杂志的Editorial 
Board Member、J Mol Cell Biol副主编、国际脂质协会(ICBL)筹划委员。

领域前沿·中国

溶酶体与过氧化物酶体形成膜接触介导胆固醇转运
褚贝贝1   宋保亮2*

(1河南农业大学牧医工程学院, 郑州 450002; 2武汉大学生命科学学院, 武汉 430072)

摘要      胆固醇是真核细胞中含量非常丰富的一类脂质小分子, 其主要生物学功能是掺入到磷

脂双分子层中, 调节膜的性质。胆固醇在细胞内不同膜上的分布极不均匀而且高度动态运输, 这对

维持细胞的正常生命活动至关重要。然而, 细胞内胆固醇运输的机制一直不清楚。针对这一胆固醇

代谢领域的重要问题, 同时也是一个基本的细胞生物学问题, 通过巧妙设计、全基因组筛选, 鉴定出

341个参与细胞内胆固醇转运的候选基因, 其中, 过氧化物酶体相关基因被显著富集。进而发现溶酶

体通过和过氧化物酶体相互接触, 将胆固醇转移给后者。而介导该接触的分子分别是溶酶体上的

SynaptotagminVII(Syt7)和过氧化物酶体膜上的PI(4,5)P2磷脂。将这种新发现的溶酶体–过氧化物酶

体膜接触命名为LPMC(lysosome-peroxisome membrane contacts)。过氧化物酶体功能缺失会导致一

大类相关疾病—过氧化物酶体紊乱疾病, 表现为发育和神经系统功能障碍, 目前还没有有效的治

疗手段。该工作第一次揭示在这些病人和小鼠模型的细胞中有大量胆固醇堆积, 且该现象的出现大

大早于神经症状, 提示胆固醇堆积是过氧化物酶体紊乱疾病的发病原因之一。这项研究工作的意义

在于: (1)发现了细胞内胆固醇运输的新途径; (2)揭示了过氧化物酶体这一细胞器的新功能; (3)证明

胆固醇运输异常是导致过氧化物酶体紊乱疾病的病因之一, 为治疗该类疾病提供了全新的思路。
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Abstract       Cholesterol is an essential lipid for eukaryotic cells. Its major function is regulating membrane 
characters. Cholesterol is not evenly distributed among different organelles and is dynamically transported in the 
cell. However, the mechanism underlying intracellular cholesterol transport has remained largely unknown. We 
established an amphotericin B-based assay enabling a genome-wide shRNA screen for delayed LDL-cholesterol 
transport, and identified 341 hits with particular enrichment of peroxisome genes, suggesting a previously 
unappreciated pathway for cholesterol transport. We showed dynamic membrane contact between peroxisome and 
lysosome, which was mediated by lysosomal Synaptotagmin VII binding to the lipid PI(4,5)P2 on peroxisomal 
membrane. LDL-cholesterol enhances such contact and cholesterol is transported from lysosome to peroxisome. 
Disruption of critical peroxisome genes leads to cholesterol accumulation in lysosome. Together, these findings 
reveal an unexpected role of peroxisome in intracellular cholesterol transport. We further demonstrate massive 
cholesterol accumulation in human patient cells and mouse model of peroxisomal disorders, suggesting a 
contribution of abnormal cholesterol accumulation to the diseases. 

Keywords        cholesterol; lysosome; peroxisome; Syt7; PI(4,5)P2

细胞内胆固醇转运研究背景
胆固醇是真核细胞必不可少的脂质小分子, 其

基本功能是掺入到膜的磷脂双分子层中, 调节膜的

流动性与相变。另外, 胆固醇在其他许多生物学过

程中也发挥重要作用, 如: 合成胆汁酸及甾体激素、

影响神经突触形成、参与许多重要的信号传导途径

等。

细胞内胆固醇含量非常丰富, 最高可达细胞总

脂质的30%~40%, 它在细胞内被动态运输至各细胞

器并呈现不均匀分布。内质网是胆固醇的合成场所, 
但其胆固醇含量仅占细胞总胆固醇的0.5%~1%[1]; 高
尔基体胆固醇含量较高, 而细胞膜是胆固醇含量最

丰富的区域, 高达60%~80%[2]。胆固醇在不同细胞

器中也执行不同的功能: 在内质网中, 甾醇通过抑制

SREBP(sterol regulatory element binding protein)的转

运及促进HMGCR(HMG-CoA reductase)的降解来调

控胆固醇的从头合成[3]; 游离胆固醇在内质网中被酯

化后以脂滴的形式储存或形成可分泌的脂蛋白[4-5]; 
在线粒体和过氧化物酶体中, 胆固醇经过不同的氧

化方式生成甾体激素和胆汁酸[6]。因此, 胞内胆固醇

通过动态运输到达目的区域是细胞行使正常功能的

关键。

低密度脂蛋白受体 (low density lipoprotein 
receptor, LDLR)介导低密度脂蛋白(LDL)的吸收是

大多数细胞的主要胆固醇来源[7]。LDL结合质膜上

的LDLR后内吞进入早期内吞体, 通过一系列的膜泡

运输最终到达溶酶体, 在这里LDL中的胆固醇酯被

酸性酯酶水解成为游离胆固醇。游离胆固醇再被运

送到细胞膜和其他细胞器供细胞利用[8]。目前为止, 
大部分关于胆固醇离开溶酶体到达其他细胞器的机

制来自于对遗传性溶酶体堆积型Niemann-Pick type 
C(NPC)疾病的研究。该疾病的致病原因是由于编

码NPC1或NPC2的基因发生了突变, 这些突变会导

致胆固醇在病人组织中大量堆积[9-10]。在细胞内, 
NPC1定位在晚期内吞体和溶酶体的膜上, 而可溶的

NPC2蛋白则位于溶酶体腔中。当胆固醇酯在溶酶

体中被水解后, NPC2首先结合胆固醇的烷基侧链部

分, 暴露在外的3号位OH基和母核接着被NPC1的N
端结构域识别并结合, 在NPC1的帮助下胆固醇穿过

糖萼并被运送到溶酶体膜上。在NPC1和NPC2突变

细胞中, 胆固醇不能被正常转运而堆积在溶酶体腔

内[11]。然而, 这只解释了游离胆固醇如何到达溶酶

体膜, 对于胆固醇怎样离开溶酶体膜并转运到其他

细胞器的分子机制仍然所知甚少。胆固醇运输研究

的难点在于胆固醇难以进行标记和追踪, 虽然也有

一些荧光标记的胆固醇, 但都不能模拟真正的胆固

醇行为。

全基因组RNAi筛选胆固醇转运缺陷

(cholesterol trafficking defective, CTD)细胞
两性霉素B是一种多烯抗真菌药物, 能够和细

胞膜上的胆固醇结合, 改变细胞通透性使内容物外

泄, 造成细胞死亡[12]。基于此特性, 我们利用针对

人全基因组的慢病毒shRNA文库, 设计了一种高效

的可以特异性富集胞内胆固醇运输缺陷细胞的筛

选策略, 原理和过程如图1所示。首先, 将稳定表达
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shRNA的突变细胞库培养在含有洛伐他汀、LDL和
U18666A的培养液中。因为洛伐他汀抑制细胞自身

胆固醇的合成, 故细胞所需胆固醇只能依靠对LDL
来源胆固醇的吸收, 由于U18666A这种能特异性抑

制胆固醇转运药物的存在[13], 使得溶酶体中聚集了

大量的胆固醇; 然后, 利用环化糊精能够吸附胆固

醇的特性短时间处理细胞, 只除去细胞膜上的胆固

醇[14-15]; 再将细胞培养在不含U18666A的培基中, 聚
集在溶酶体的胆固醇会逐渐转运到质膜或其他细胞

器上; 最后, 两性霉素B的使用会杀死高质膜胆固醇

的细胞。而CTD细胞与正常细胞相比, 其转运速率

及质膜胆固醇水平都低, 因此, CTD细胞能够存活下

来[16]。

以抗两性霉素B的CTD细胞基因组DNA为

模板, PCR扩增shRNA特异的插入序列, 并利用

Illumina Genome Analyzer II测序仪对纯化后的PCR
产物进行高通量测序。将所得数据进行显著性分析, 
我们共计获得341个候选基因, 其中每个基因都由2
个以上独立的shRNA序列筛选获得, 排除了shRNA
的脱靶效应。Gene Ontology富集和KEGG通路分析

候选基因, 发现脂质代谢相关和参与细胞内转运的

基因被显著富集。此外, 胆固醇转运的关键基因如

NPC1、调节LDLR合成及内吞的基因(如: SREBP2、
SCAP[17]、LDLR[7]和AAK1[18])也出现在候选名单中, 
更证实了此筛选方法的高效、可靠。

过氧化物酶体在胆固醇转运过程中发挥

重要功能
有意思的是, 过氧化物酶体相关的基因在统计

学上也被显著富集。我们发现, 沉默ABCD1(ATP-
binding cassette sub-family D member 1)、BAAT(bile 
acid CoA:amino acid N-acyltransferase)、ACOT8(acyl-
CoA thioesterase 8)、PEX1(peroxisomal biogenesis 
factor 1)、PEX3、PEX6或PEX10基因的表达都会导

致细胞内胆固醇转运的缺陷, 并且这些胆固醇堆积

在溶酶体而非过氧化物酶体中。

为了回答过氧化物酶体蛋白功能障碍反而会

导致胆固醇堆积在溶酶体中这一问题, 我们选择

ABCD1基因做进一步研究, 因为它编码一个过氧化

物酶体膜蛋白, 同时又是过氧化物酶体基因类别中

被最显著富集的。免疫荧光结果显示, 溶酶体–过氧

化物酶体约有20%的接触, 我们将这种新发现的溶

酶体–过氧化物酶体膜接触命名为LPMC(lysosome-
peroxisome membrane contacts)。这个结果是真实
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A: 筛选策略; B: U18666A结构; C: 羟丙基-β-环化糊精(HPCD)结构; D: 两性霉素B结构。

A: screen strategy; B: the structure of U18666A; C: the structure of hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPCD); D: the structure of Amphotericin B (AmB).
图1   筛选胆固醇转运缺陷(CTD)细胞(根据参考文献[16]修改)

Fig.1   Schematic representation of the screen strategy for isolating CTD cells (modified from reference [16]) 
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存在的还是由于ABCD1偶然分布到溶酶体造成的

呢？由于之前国内外研究从未报道过此类接触, 为
了进一步验证溶酶体和过氧化物酶体的关系, 我们

进行了超高分辨率显微成像(SR-SIM)、PerkinElmer 
UltraVIEWVoX三维系统成像、透射电子显微成像、

活体细胞延时成像、细胞器免疫共沉淀实验和体外

重构等实验。以上结果均证实了LPMC的存在。此

外, 我们还发现, 干扰NPC1或ABCD1的表达, 该接触

会显著降低, 且LPMC依赖于细胞胆固醇水平, LDL
来源胆固醇能够增强这种动态接触。

为了进一步揭示溶酶体–过氧化物酶体的接触

机制, 我们进行了多组蛋白质组学实验来分析溶酶体

膜蛋白、过氧化物酶体蛋白、与NPC1相互作用蛋白

中可能介导接触的蛋白质, 并从合并后的蛋白列表中

选择参与囊泡融合及细胞器动态运输的因子作为候

选蛋白。其中, 突触结合蛋白VII (Syt7)引起了我们的

兴趣: 作为溶酶体的膜蛋白, Syt7的基因沉默不仅会

导致溶酶体内胆固醇的堆积, 而且过氧化物酶体与溶

酶体间的接触也明显降低; 体外结合实验也证明Syt7
对溶酶体–过氧化物酶体的接触至关重要。这些发现

表明, Syt7是LPMC形成所需的溶酶体蛋白。

因此, 下一步工作的重心就转移到寻找过氧化

物酶体上与Syt7结合的因子上。我们首先便想到了

SNARE蛋白, 因为它们在膜接触和融合过程中起核

心作用。然而, 到目前为止, 尚未发现过氧化物酶上

存在SNARE蛋白[19], 这也与我们的蛋白质组结果一

致。当研究陷入困境时, 我们发现有文献报道Syt7除
了结合SNARE外, 与磷脂也有相互作用[20]。所以我

们推测, Syt7可能通过与磷脂的相互作用介导LPMC。
为了验证这一观点, 我们重组表达了Syt7-C2AB蛋白, 
进行了它与多种不同磷脂结合的PIP-strip筛选实验以

及脂质体漂浮实验, 发现Syt7-C2AB与PI(4,5)P2磷脂有

显著的相互作用。进一步的rapamycin招募系统和体

外结合实验也表明, PI(4,5)P2就是我们要找的过氧化

物酶体膜上帮助LPMC形成所需的因子。

但溶酶体与过氧化物酶体之间的接触, 是否影

响细胞内的胆固醇转运？为了回答这一问题, 我们

在体外模拟细胞质环境, 检测溶酶体中的3H-胆固醇

是否能够向过氧化物酶体转运。经过不同孵育时间, 
我们发现, 过氧化物酶体从溶酶体中得到了3H-胆固

醇; 在LPMC形成被阻断时, 这一转运便不能发生。

结果证实了LPMC的形成具有促进胆固醇从溶酶体

向过氧化物酶体转运的功能(图2)。
结合其他研究结果, 我们绘制了胆固醇从溶酶

体转运到过氧化物酶体的模式图(图2)。即: LDL被
内吞途径运送至溶酶体中, 由酸性酯酶水解为游离

胆固醇。在溶酶体腔里, NPC2首先结合胆固醇的烷

基侧链端, 暴露在外的OH基和母核接着被NPC1蛋
白的N端结构域识别并结合, 胆固醇在NPC1的帮助

下穿过糖萼并到达溶酶体的膜上。随后, 溶酶体上

的Syt7结合过氧化物酶体膜上的PI(4,5)P2形成紧密

的LPMC, 从而实现胆固醇向过氧化物酶体的转移。

Lysosome

GlycocalyxNPC2

NPC1

Syt7Syt7

PI(4,5)P2PI(4,5)P2

Peroxisome

图2   LDL来源胆固醇转运出溶酶体的分子机制(根据参考文献[16]修改)
Fig.2   A working mechanism of LDL-derived cholesterol transport out of lysosome (modified from reference [16])
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过氧化物酶体紊乱疾病与胆固醇堆积
过氧化物酶体功能缺失会导致一大类相关疾

病—过氧化物酶体紊乱疾病, 表现为发育和神经

系统功能障碍, 目前没有有效的治疗手段[21-22]。我

们的研究工作第一次揭示在这些病人细胞、斑马鱼

和小鼠模型中有大量胆固醇堆积, 且该现象的出现

远早于神经症状, 提示胆固醇堆积是过氧化物酶体

紊乱疾病的发病原因之一。这项研究工作的意义在

于: (1)发现了细胞内胆固醇运输的新途径; (2)揭示

了过氧化物酶体这一细胞器的新功能; (3)揭示了胆

固醇运输异常是导致过氧化物酶体紊乱疾病的病因

之一, 为治疗该类疾病提供了全新的思路。

未来研究方向
细胞内胆固醇运输的机制是长期困扰该领域

的一大难题, 我们发现过氧化物酶体通过和溶酶体

形成膜接触而实现胆固醇的转运, 解释了胆固醇如

何离开溶酶体膜这一关键步骤。但仍有许多问题

有待解决, 如: 胆固醇到达过氧化物酶体后, 如何转

运到其他细胞器？ LPMC的形成有哪些调控机制？

LPMC形成后, 胆固醇是如何转移过去的？如何利

用发现的机制诊断和治疗过氧化物酶体紊乱疾病？

将来针对这些问题的探索, 将有助于深入了解细胞

内胆固醇转运的机制, 开辟胆固醇代谢研究的新方

向。
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