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[摘　 要] 　 目的　 探讨前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(PCSK9)是否通过人脐静脉内皮细胞(HUVECs)Toll 样受体 4
(TLR4) / 核因子 κB(NF-κB) / 环氧合酶 2(COX-2)途径调节单核-内皮细胞黏附性。 方法 　 氧化型低密度脂蛋白

(ox-LDL)处理 HUVECs,real-time PCR 与 Western blot 法检测 PCSK9、TLR4、NF-κB p65、COX-2 mRNA 和蛋白表达;
ox-LDL 处理后,用人重组 PCSK9 蛋白孵育或 PCSK9 siRNA 转染 HUVECs,检测 TLR4、NF-κB p65、COX-2 mRNA 和

蛋白表达;ox-LDL 处理后,用人重组 PCSK9 蛋白与 TLR4 抑制剂瑞沙托维(TAK-242)或 NF-κB 抑制剂吡咯烷二硫

代氨基甲酸(PDTC)共同孵育 HUVECs,检测 NF-κB p65 与 COX-2 的 mRNA 和蛋白表达;COX-2 抑制剂(NS398)与

人重组 PCSK9 蛋白先后处理 HUVECs 后,加入 THP-1 单核细胞检测单核-内皮细胞黏附性。 结果 　 ox-LDL 上调

HUVECs 的 PCSK9、TLR4、NF-κB p65、COX-2 mRNA 和蛋白表达(P 均<0. 05);人重组 PCSK9 蛋白在 ox-LDL 基础上

上调 TLR4、NF-κB p65、COX-2 mRNA 和蛋白表达(P 均<0. 05);PCSK9 siRNA 转染可抑制 ox-LDL 对 TLR4、NF-κB
p65、COX-2 mRNA 和蛋白表达的上调作用(P 均<0. 05);TAK-242 抑制人重组 PCSK9 蛋白对 TLR4、NF-κB p65
mRNA 和蛋白表达的上调作用(P 均<0. 05);PDTC 抑制人重组 PCSK9 蛋白对 NF-κB p65、COX-2 mRNA 和蛋白表

达的上调作用(P 均<0. 05);NS398 可抑制人重组 PCSK9 蛋白的促单核-内皮细胞黏附作用(P 均<0. 05)。 结论　
PCSK9 可通过 TLR4 / NF-κB / COX-2 途径调节单核-内皮细胞黏附性。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate whether proprotein convertase subtilisin / kexin type 9 (PCSK9) regulates mono-
cyte-endothelial cell adhesion through Toll-like receptor 4 (TLR4) / nuclear factor κB (NF-κB) / cyclooxygenase-2 (COX-
2) pathway in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). 　 　 Methods　 HUVECs were incubated with oxidized
low density lipoprotein (ox-LDL), real-time PCR and Western blot assay for detection of PCSK9, TLR4, NF-κB, COX-2
mRNA and protein expression. 　 After treatment with ox-LDL, recombinant PCSK9 protein was incubated or PCSK9 siRNA
was transfected into HUVECs. 　 Then the expression of TLR4, NF-κB p65, COX-2 mRNA and protein was detected. 　 Af-
ter treatment with ox-LDL, human recombinant PCSK9 protein was incubated with TLR4 inhibitor TAK-242 or NF-κB in-
hibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) to detect mRNA and protein expression of NF-κB p65 and COX-2. 　 After
COX-2 inhibitor (NS398) and human recombinant PCSK9 protein were treated successively, THP-1 monocytes were added
and monocyte-endothelial cell adhesion was detected. 　 　 Results　 ox-LDL up-regulates the mRNA and protein expression
of PCSK9, TLR4, NF-κB and COX-2 in HUVECs ( all P<0. 05). 　 Human recombinant PCSK9 protein up-regulated
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TLR4, NF-κB, COX-2 mRNA and protein expression on ox-LDL basis (all P<0. 05). 　 PCSK9 siRNA transfection down-
regulated the up-regulation of TLR4, NF-κB, COX-2 mRNA and protein expression by ox-LDL (all P<0. 05). 　 TAK-242
inhibits the up-regulation of TLR4 and NF-κB mRNA and protein expression by human recombinant PCSK9 protein (all P<
0. 05). 　 PDTC inhibits the up-regulation of NF-κB and COX-2 mRNA and protein expression by human recombinant PCSK9
protein (all P<0. 05). 　 NS398 inhibits monocyte-endothelial cell adhesion induced by human recombinant PCSK9 protein
(all P<0. 05). 　 　 Conclusion　 PCSK9 regulates monocyte-endothelial cell adhesion via TLR4 / NF- κ B / COX-2 pathway.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心血管疾

病的主要病理基础,发病机制十分复杂,受多重因

素影响[1]。 其中氧化型低密度脂蛋白(oxidized low
density lipoprotein,ox-LDL)引起的内皮损伤及细胞

因子交互作用对 As 的形成至关重要[2]。 而由血管

内皮功能受损引发的单核巨噬细胞向内皮细胞的

迁移及黏附是 As 发病的首要环节[3]。 环氧合酶 2
(cyclooxygenase-2, COX-2)是一种诱导型酶,COX-2
可通过多种机制促进 As:如增加血管通透性,促进

单核-内皮细胞黏附,诱导巨噬细胞趋化,产生炎性

细胞因子等[4]。 前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(prop-
rotein convertase subtilisin type 9, PCSK9)作为一种

丝氨酸蛋白酶,参与胆固醇稳态调节,间接参与 As
发生[5]。 随着对 PCSK9 的了解深入,发现 PCSK9
除了间接调节血脂代谢外,还参与血管壁脂质蓄

积、细胞自噬和凋亡。 但 PCSK9 对单核-内皮细胞

黏附性的影响和机制并不十分明确。 本研究旨在

通过 ox-LDL 诱导的内皮细胞炎症损伤模型研究

PCSK9 是否通过 TLR4(Toll-like receptor 4,TLR4) /
核因子 κB(nuclear factor κB, NF-κB) / COX-2 途径

影响单核-内皮细胞黏附性,明确 PCSK9 的促 As 机

制,为以 PCSK9 作为靶点抗 As 治疗的作用机制提

供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

人急性单核细胞白血病细胞(THP-1) (中桥新

州公司),人脐静脉血管内皮细胞(HUVECs) (美国

ATCC 细胞库);人重组 PCSK9 蛋白(novoprotein 公

司);胎牛血清(FBS)和牛血清白蛋白(BSA)(Gibco
公司);内皮细胞培养基(ECM) (美国 Scien Cell 公
司); CCK-8 试 剂 ( Dojindo 公 司 ); 脂 质 体

Lipofectamine 2000 ( Invitrogen Life Technologies 公

司);PKH26 细胞连接试剂盒、吡咯烷二硫代氨基甲

酸(PDTC)、COX-2 抑制剂(NS-398) (Sigma 公司);
瑞沙托维(TAK-242) (Millipore 公司);反转录试剂

盒、SYBR Premix Ex Taq II 试剂盒(Takara 公司);抗

PCSK9、抗 TLR4、抗 NF-κB p65、抗 COX-2 抗体(Ab-
cam 公司),抗 β-actin 抗体和山羊抗兔二抗(Affinity
Biosciences 公司);氧化型低密度脂蛋白 ( oxidized
LDL,ox-LDL)(奕元公司)。
1. 2　 细胞培养及分组

将 HUVECs 培养于含 5% FBS 与 1% 青链霉素

的 ECM 培养液,THP-1 单核细胞培养于含 10% FBS
和 1% 青链霉素的 RPMI 1640 培养基,均置于体积

分数 5%CO2、饱和湿度、37℃孵箱中常规培养,取处

于对数增殖期、状态良好的细胞用于实验。
ox-LDL 对 PCSK9、TLR4、NF-κB P65、COX-2 的

表达影响实验分组:(1)对照组,未经处理内皮细

胞;(2)ox-LDL 12、24、48 h 组,用含 ox-LDL 80 mg / L
孵育内皮细胞 12、24、48 h。

人重组 PCSK9 蛋白对 TLR4、NF-κB P65、COX-
2 的表达影响实验分组:(1)对照组,用 80 mg / L ox-
LDL 孵育内皮细胞 24 h;(2)PCSK9 10、20、40 nmol /
L 组,在对照组处理基础上用人重组 PCSK9 蛋白

10、20、40 nmol / L 处理 24 h。
人重组 PCSK9 蛋白在 TAK-242 或 PDTC 干预

下对 TLR4、NF-κB、COX-2 表达的影响实验分组:
(1)对照组,同上述对照组处理;(2) TAK-242 组、
PDTC 组,在对照组处理基础上用 TAK-242 75 nmol /
L 或 PDTC 100 μmol / L 处理 24 h;(3)PCSK9 组,在
对照组处理基础上用人重组 PCSK9 蛋白 40 nmol / L
处理 24 h;(4) PCSK9 +TAK-242 组、PCSK9 +PDTC
组,在对照组处理基础上用人重组 PCSK9 蛋白 40
nmol / L 和 TAK-242 75 nmol / L 或 PDTC 100 μmol / L
共处理 24 h。 所有实验均独立重复≥3 次。
1. 3　 siRNA 转染

PCSK9 siRNA 由上海吉玛生物公司合成,正义

链:5′-GGC AGA GAC UGA UCC ACU U dTdT-3′,反
义链:5′-AAG UGG AUC AGU CUC UGC CTdTd-3′。
将 HUVECs 用含 ox-LDL 80mg / L 的 0. 2% BSA 无血

清培养基 24 h, PCSK9 siRNA 组用脂质体 Lipo-
fectamine 2000 在无抗生素无血清的 ECM 培养基中

转染 PCSK9 siRNA,阴性对照组为同样方法转染一

组无关序列,siRNA 的转染浓度为 100 nmol / L,培养
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6 h 后更换为全培养基,继续培养至 48 h,然后检测

PCSK9、TLR4、NF-κB P65、COX-2mRNA 及蛋白表

达。 荧光标记 siRNA(cy3-siRNA)评价转染效率,转
染效率约为 80% 。
1. 4　 CCK-8 法测定细胞增殖抑制率

将细胞浓度稀释成 10×108 个 / L,取 50 μL 接种

于 96 孔板,设置 5 个复孔,将 96 孔板置于培养箱

中,待细胞贴壁 12 h 后加药,TAK-242 终浓度为 10、
20、40 和 80 nmol / L,PDTC 终浓度为 50、100、150 和

200 μmol / L,终体积均为 100 μL。 设置 1% DMSO
对照组,仅含 100 μL 完全培养基的空白组,继续培

养 24 h,结束前 2. 5 h 避光加入 CCK-8 试剂 10 μL /
孔,继续孵育 2. 5 h 后酶标仪检测 450 nm 波长吸光

度(A)值。 细胞增殖抑制率 = (对照组 A450 -实验组

A450) / (对照组 A450-空白组 A450)×100% 。
1. 5　 单核-内皮细胞黏附性检测

根据 PKH26 细胞连接试剂盒说明书对 THP-1
染色, ox-LDL 处理 HUVECs 后,实验组 PCSK9 40
noml / L 孵育 24 h,干预组 NS-398 10 μmol / L 与 PC-
SK9 40 noml / L 共孵育 24 h。 去除培养基,加入含有

预染色 THP-1 细胞(1×104)的新培养基,37℃培养 1
h;PBS 漂洗 3 次;4% 多聚甲醛室温固定 10 min;荧
光显微镜(100×)计数每视野黏附 THP-1 细胞数。
1. 6　 real-time PCR 检测 mRNA

使用 TRIzol 试剂从细胞中分离出 RNA。 根据

反转录试剂盒的说明书反转录总 RNA,然后使用

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒和所选基因的特异性

引物进行定量实时 PCR。 引物设计 PSCK9(R-CGA
TGC CTG CCT CTA CTC C,F-TGG TCT TGG GCA

TTG GTG G), TLR4 ( R-TCC CTG AAC CCT ATG
AAC,F-CTA AAC CAG CCA GAC CTT),NF-κB (R-
AGC ACG ACA ACA TCT CAT T,F-GGC TCA AAG
TTC TCC ACC),COX-2(R-TTA CAA TGC TGA CTA
TGG CTA C, F-CAT CAG GCA CAG GAG GAA)。
PCR 反应条件为: 95℃预变性 30 s,95℃变性 15 s,
60℃退火 1 min,进行 40 个循环。 用 2-△△Ct 计算相

对含量。
1. 7　 Western blot 检测蛋白

将细胞在裂解缓冲液中裂解,并通过十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE,10% 凝

胶)分离来自每个样品的 50 μg 蛋白质,并转移到

PVDF 膜上。 使用抗 PCSK9、抗 TLR4、抗 NF-κB、抗
COX-2 抗体孵育。 ECL 发光液进行发光反应,于暗

室中曝光,将条带强度以 β-actin 标准化。
1. 8　 统计学分析

实验所得数据采用 x±s 表示。 用 SPSS22. 0 进

行统计处理,两样本均数的比较采用 t 检验,多样本

组间均数比较采用单因素方差分析,以 P<0. 05 为

差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 ox-LDL 对 PCSK9、TLR4、NF-κB p65 和 COX-2
表达的影响

ox-LDL 孵育不同时间, PCSK9、 TLR4、 NF-κB
p65、COX-2 mRNA 及蛋白表达均高于对照组(P 均

<0. 05),以 48 h 组最显著(图 1)。

图 1. ox-LDL 对 PCSK9、TLR4、NF-κB P65、COX-2表达的影响(n=3)　 　 A 为 real-time PCR,B、C 为 Western blot。 a 为 P<0. 05,与
对照组比较。

Figure 1. Effect of ox-LDL on the expression of PCSK9,TLR4,NF-κB P65 and COX-2 (n=3)
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2. 2 　 人重组 PCSK9 蛋白对 TLR4、NF-κB p65 和

COX-2 表达的影响

以含 0、10、20、40 nmol / L 人重组 PCSK9 蛋白无

血清培养基预处理 HUVECs 后与 ox-LDL 共孵育,检
测 TLR4、NF-κB p65、COX-2 mRNA 及蛋白表达。 人

重组 PCSK9 蛋白相对于对照组上调了 TLR4、NF-κB
p65、COX-2 mRNA 及蛋白表达(P 均<0. 05),以 40

nmol / L 组最显著(图 2),因此采用此浓度用于后续

实验。
2. 3 　 PCSK9 siRNA 对 TLR4、NF-κB p65 和 COX-2
表达的影响

PCSK9 siRNA 转染 组 较 阴 性 对 照 组 ( Non-
targeting siRNA) 下调了 TLR4、 NF-κB p65、 COX-2
mRNA 及蛋白表达(P 均<0. 05)(图 3)。

图 2. 人重组 PCSK9 蛋白对 TLR4、NF-κB P65、COX-2 表达的影响(n = 3) 　 　 A 为 real-time PCR,B、C 为 Western blot。 a 为 P<
0. 05,与对照组比较。

Figure 2. Effect of human recombinant PCSK9 protein on the expression of TLR4, NF-κB P65 and COX-2 (n=3)

图 3. PCSK9 siRNA 对 PCSK9、TLR4、NF-κB p65、COX-2表达的影响(n=3)　 　 A 为 real-time PCR,B、C 为 Western blot。 a 为 P<
0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 3. Effect of PCSK9 siRNA on the expression of PCSK9,TLR4,NF-κB p65 and COX-2 (n=3)

2. 4　 CCK-8 法确定 TAK-242 与 PDTC 使用浓度

为选择适宜药物浓度,以 CCK-8 法检测不同浓

度 TAK-242 与 PDTC 作用于 HUVECs 24 h 的增殖抑

制率,不同浓度给药组增殖抑制率高于对照组(P 均<
0. 05)(表 1 和 2)。 TAK-242 与 PDTC 的 IC50 分别为

75. 5 nmol / L 和 109. 2 μmol / L。 因此选用 75 nmol / L
TAK-242 与 100 μmol / L PDTC 浓度用于后续实验。
2. 5　 人重组 PCSK9 蛋白在 TAK-242 与 PDTC 干预

下对 NF-κB p65 和 COX-2 表达的影响

相比于对照组,TAK-242 组的 TLR4、NF-κB p65
和 PDTC 组的 NF-κB p65、COX-2 mRNA 及蛋白表达

降低。 相比于 PCSK9 组, PCSK9 + TAK-242 组的

TLR4、NF-κB p65 和 PCSK9+PDTC 组的 NF-κB p65、
COX-2mRNA 及蛋白表达降低(P 均<0. 05)(图 4)。
2. 6　 NS398 对人重组 PCSK9 蛋白调节单核-内皮

细胞黏附的影响

相比于对照组,人重组 PCSK9 蛋白促进单核-
内皮细胞黏附,NS398 抑制单核-内皮细胞黏附(P
均<0. 05)。 相比于人重组 PCSK9 蛋白组,NS398 可

抑制人重组 PCSK9 蛋白对单核-内皮细胞黏附的促

进作用(P 均<0. 05)(图 5、表 3)。
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表 1. TAK-242 对 HUVECs 增殖抑制率的影响(n=5)
Table 1. Effect of TAK-242 on the inhibition rate of HU-
VECs proliferation(n=5)

分　 组 浓度 24 h 抑制率(% )
空白组 1. 49±0. 53
对照组 1. 56±0. 48
TAK-242 组 10 nmol / L 25. 19±2. 55a

20 nmol / L 33. 22±4. 07a

40 nmol / L 40. 45±4. 19a

80 nmol / L 51. 34±3. 87a

a 为 P<0. 05,与对照组比较。

表 2. PDTC 对 HUVECs 增殖抑制率的影响(n=5)
Table 2. Effect of PDTC on the inhibition rate of HUVECs
proliferation(n=5)

分　 组 浓度 24 h 抑制率(% )
空白组 1. 38±0. 47
对照组 1. 46±0. 41
PDTC 组 50 μmol / L 43. 22±2. 56a

100 μmol / L 47. 51±2. 87a

150 μmol / L 52. 38±3. 12a

200 μmol / L 57. 43±4. 32a

a 为 P<0. 05,与对照组比较。

图 4. 人重组 PCSK9 蛋白在 TAK-242 或 PDTC 干预下对 TLR4、NF-κB、COX-2表达的影响(n=3)　 　 A 为 real-time PCR,B、C
为 Western blot,D 为 real-time PCR,E、F 为 Western blot。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 PCSK9 组比较。

Figure 4. Effect of human recombinant PCSK9 protein on the expression of TLR4, NF-κB p65 and COX-2 in the presence of
TAK-242 or PDTC (n=3)

图 5. NS398 与 PCSK9 对单核-内皮细胞黏附的影响(n=3)　 　 荧光显微镜(100×)下观察每视野黏附 THP-1 细胞。 A 为对照组,B 为

PCSK9 组,C 为 NS398 组,D 为 NS398+PCSK9 组。

Figure 5. Effect of NS398 and PCSK9 onadhesion of monocyte-endothelial cells (n=3)
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表 3. NS398 与 PCSK9 对单核-内皮细胞黏附的影响(n=3)
Table 3. Effect of NS398 and PCSK9 on adhesion of mono-
cyte-endothelial cells(n=3)

分　 组 THP-1 细胞黏附数(个 /视野)
对照组 67. 54±5. 97
PCSK9 组 191. 60±22. 41a

NS398 组 38. 87±4. 57a

NS398+PCSK9 组 112. 78±10. 25b

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 PCSK9 组比较。

3　 讨　 论

As 是导致全球心血管疾病发病率和死亡率持

续升高的重要原因之一。 ox-LDL 是导致血管内皮

损伤的主要原因,损伤的内皮细胞会促进单核细胞

募集和黏附,单核细胞随后穿过内膜迁移至内膜下

分化成巨噬细胞,摄取氧化型低密度脂蛋白形成泡

沫细胞,在血管壁上形成脂肪条纹。 单核细胞与血

管内皮细胞黏附是 As 形成过程中最早的现象之一,
也是 As 发生的重要环节。 COX-2 在 As 发生发展

过程中具有重要作用。 炎性介质诱导产生的 COX-2
增加血管通透性,促进单核-内皮细胞黏附,诱导巨

噬细胞趋化,产生炎性细胞因子等多种途径参与 As
形成[6]。 有研究表明在兔 As 模型中 COX-2 在粥样

斑块中表达增加,使用 COX-2 抑制剂后可明显减少

斑块面积[7]。 目前,PCSK9 对单核-内皮细胞黏附

性的影响和机制并不十分明确,因此本实验拟通过

研究在 ox-LDL 作为炎性介质条件下研究 PCSK9 对

COX-2 介导的单核-内皮细胞黏附性的调节机制,以
了解 PCSK9 的促 As 机制。

Toll 样受体(toll-like receptors, TLRs)是 TLR 家

族中第一个被发现的病原模式识别受体,与 As 的发

展密切相关[8-9]。 外来刺激因子与 TLR4 受体绑定,
经过一系列磷酸化的级联反应,使 NF-κB 定植于细

胞核,发挥其对 COX-2 等多种炎症相关基因进行表

达调控的作用[10]。 据报道,抵抗素可以通过其 C 末

端部分与 TLR4 结合并上调 TLR4 表达,从而激活

TLR4 信号传导[11]。 而 PCSK9 的 C 末端富含半胱

氨酸的结构域与抵抗素在结构上是同源的,其对于

TLR4 的作用可能与抵抗素相似[12-13]。 因此,本研

究提出假设 PCSK9 参与了 TLR4 / NF-κB / COX-2 信

号通路的传导。 并以 TAK-242 和 PDTC 分别阻断

TLR4 与 NF-κB 的条件下观察人重组 PCSK9 蛋白对

TLR4 / NF-κB / COX-2 信号通路的作用机制。 发现

TAK-242 和 PDTC 可抑制 PCSK9 蛋白对其阻断位

点下游基因的上调作用。 提示 PCSK9 可通过 TLR4
受体调控 NF-κB p65 介导的 COX-2 表达。 本研究

结果还发现 NS398 可抑制 PCSK9 的促单核-内皮细

胞黏附作用。 提示 PCSK9 可调节 COX-2 介导的单

核-内皮细胞黏附作用。
综上所述,PCSK9 可通过 TLR4 / NF-κB p65 调

控 COX-2 介导的单核-内皮细胞黏附作用。 本研究

首次提出 PCSK9 在单核-内皮细胞黏附中的作用及

可能的机制,这些发现为 PCSK9 促 As 作用提供了

进一步见解,以此为临床抗 PCSK9 药物的应用提供

理论与实验依据。
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