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PCSK9 降解 ApoER2 对 ApoE / ApoER2 抗炎作用的影响
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(PCSK9)对载脂蛋白 E(ApoE)受体 2(ApoER2)的降解作用

与 ApoE / ApoER2 抗炎作用之间的关系。 [方法] 　 体外培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC)和 HepG2 细胞,采用

Western blot 和 ELISA 检测脂多糖(LPS)对 HUVEC 中 Toll 样受体(TLR4)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 6
( IL-6)和 PCSK9 表达及分泌的影响;ApoE3 对 LPS 诱导的 HUVEC 中 TNF-α、IL-6、PCSK9 和 ApoER2 表达及分泌的

影响;ApoE 的三种亚型(ApoE2、ApoE3 和 ApoE4)对非炎症状态下 HUVEC 和 HepG2 细胞中 PCSK9 及 ApoER2 表

达的影响;PCSK9 对 HUVEC 中 ApoER2、TNF-α 和 IL-6 表达及分泌的影响。 [结果] 　 Western blot 和 ELISA 检测结

果显示,LPS 可以上调 HUVEC 中 TLR4、TNF-α、IL-6 和 PCSK9 的表达及分泌。 ApoE3 抑制 LPS 诱导的炎症反应,并
上调 ApoER2 的表达及分泌。 ApoE 的三种亚型(ApoE2、ApoE3 和 ApoE4)对非炎症状态下 HUVEC 和 HepG2 细胞

中 PCSK9 及 ApoER2 的表达无明显影响。 不同剂量(0、0. 5、1. 0 和 2. 5 mg / L)的人重组 PCSK9 处理 HUVEC 24 h,
Western blot 和 ELISA 检测结果显示,PCSK9 上调 TNF-α、IL-6 的表达及分泌,下调 ApoER2 的表达。 [结论] 　
PCSK9 通过对 ApoER2 的降解来拮抗 ApoE / ApoER2 的抗炎作用。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the relationship between apolipoprotein E (ApoE) receptor 2 (ApoER2) degra-
dation by proprotein convertase subtilisin kexin 9 (PCSK9) and the anti-inflammatory effect of ApoE / ApoER2. 　 　 Meth-
ods　 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and HepG2 cells were cultured in vitro, Western blot and ELISA
were used to detect the effects of lipopolysaccharide (LPS) on the expression and secretion of Toll-like receptor (TLR4),
tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 ( IL-6) and PCSK9 in HUVEC; the effects of ApoE3 on the expression
and secretion of TNF-α, IL-6, PCSK9 and ApoER2 in HUVEC induced by LPS; the effects of three isoforms of ApoE
(ApoE2, ApoE3 and ApoE4) on the expression of PCSK9 and ApoER2 in HUVEC and HepG2 cells under non-inflamma-
tory conditions; and the effects of PCSK9 on the expression and secretion of ApoER2, TNF-α and IL-6 in HUVEC. 　 　
Results　 Western blot and ELISA showed that LPS up-regulated the expression and secretion of TLR4, TNF-α, IL-6 and
PCSK9 in HUVEC; ApoE3 inhibited LPS-induced inflammatory responses, and up-regulated ApoER2 expression and se-
cretion; the three isoforms of ApoE (ApoE2, ApoE3 and ApoE4) had no effect on the expression of PCSK9 and ApoER2 in
HUVEC and HepG2 cells under non-inflammatory conditions. 　 Different doses (0, 0. 5, 1. 0 and 2. 5 mg / L) of recombi-
nant human PCSK9 were used to treat HUVEC for 24 h, Western blot and ELISA showed that PCSK9 up-regulated the ex-
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pression and secretion of TNF-α and IL-6, and down-regulated the expression of ApoER2. 　 　 Conclusion　 PCSK9 antag-
onizes the anti-inflammatory effects of ApoE / ApoER2 by degrading ApoER2.
[KEY WORDS] 　 inflammation; 　 proprotein convertase subtilisin kexin 9; 　 apolipoprotein E; 　 apolipoprotein E
receptor 2

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种由血

管内皮细胞、血管平滑肌细胞和巨噬细胞等参与的

慢性炎症反应[1]。 炎症反应贯穿于 As 的各个环

节,而内皮细胞是参与 As 启动及发展的炎症应答细

胞之一,因此,抑制内皮细胞的炎症反应对于控制

As 的发生发展有重要意义[2]。 载脂蛋白 E( apoli-
poprotein E,ApoE)作为血浆脂蛋白的结构蛋白,可
以通过调节血浆胆固醇水平来发挥抗 As 作用[3-4]。
除此之外,ApoE 的抗炎作用在抑制 As 的发生发展

中也发挥了重要作用。 已有研究表明,ApoE 可以与

单核 /巨噬细胞以及内皮细胞膜上的载脂蛋白 E 受

体 2(apolipoprotein E receptor 2,ApoER2)结合,从而

发挥抗炎作用[5-7]。
前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(proprotein convertase

subtilisin kexin 9,PCSK9)是第 3 个被发现的可导致

家族性高胆固醇血症的基因[8]。 PCSK9 主要的生

物学功能在于其在蛋白质水平降解低密度脂蛋白

受体( low density lipoprotein receptor,LDLR)。 除此

之外,有研究表明在炎症及感染等相关疾病中

PCSK9 也发挥了重要作用[9-10]。 研究证明,PCSK9
小干扰 RNA(small interfering RNA,siRNA)抑制氧

化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,
ox-LDL)诱导的 THP-1 源性巨噬细胞中促炎因子表

达上调[11]。 该课题组还证明,用 ox-LDL 刺激时,被
Toll 样受体 4(Toll-like receptor 4,TLR4) /核因子 κB
(nuclear factor-κB,NF-κB)激活的炎性细胞因子表

达显著增加,而 PCSK9 siRNA 通过抑制 TLR4 表达

的上调和 NF-κB 的活化,抑制这些细胞因子的产

生,从而减轻炎症反应。 这表明,TLR4 / NF-κB 通路

可能是将 PCSK9 与 ox-LDL 在 As 中所诱导的炎症联

系起来的主要机制之一[12]。 另有研究表明,ApoER2
和低密度脂蛋白受体相关蛋白 1 ( low density lipo-
protein receptor-related protein 1,LRP1)也是 PCSK9
作用的靶蛋白,PCSK9 可以靶向降解 ApoER2[13-14]。
因此,PCSK9 在 As 过程中发挥的促炎作用也可能

通过靶向降解 ApoER2 来实现。 脂多糖 ( lipopo-
lysaccharide,LPS)是革兰氏阴性细菌细胞壁中的一

种成分,其对宿主是有毒性的。 有研究报道,LPS 可

以通过特异性识别并激活 TLR4 来调控炎症反

应[15]。 例如,Feingold 等[16] 将 LPS 注入小鼠的体

内,从而刺激炎症反应的发生, 肝细胞和肾脏

PCSK9 mRNA 水平也增加。 然而,PCSK9 在炎症反

应中的具体作用机制至今尚不清楚。 既然 PCSK9
能够靶向降解 ApoER2,ApoE 与 ApoER2 结合又有

抗炎效应,那么 PCSK9 对 ApoER2 的降解是否会影

响 ApoE / ApoER2 抗炎作用的发挥,这个问题的阐明

将进一步深化对 PCSK9 与炎症关系的理解。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料与试剂

HUVEC、HepG2 细胞购自中科院上海细胞库;
胎牛血清购自天津市灏洋生物制品科技有限责任

公司;DMEM 高糖培养液购自 Hyclone 公司;PCSK9
多克隆抗体、白细胞介素 6( interleukin-6,IL-6)多克

隆抗体、人重组 ApoE2 蛋白、人重组 ApoE3 蛋白、人
重组 ApoE4 蛋白及人 PCSK9 ELISA 试剂盒购自

Proteintech 公司;人肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis
factor-α,TNF-α)ELISA 试剂盒购自 CUSABIO 公司;
人 IL-6 ELISA 试剂盒购自欣博盛生物科技有限公

司;ApoER2 单克隆抗体、人重组 PCSK9 蛋白购自

Abcam 公司;TNF-α 多克隆抗体购自 ABclonal 公司。
1. 2　 细胞培养及处理

HUVEC 和 HepG2 细胞均用含 10%胎牛血清的

DMEM 培养基,在 5% CO2、37 ℃的培养箱中培养。
待细胞生长融合到 80% 时,用含 EDTA 的胰蛋白酶

消化并进行传代培养,选取培养 3 代以上状态良好

的细胞用于实验。 使用不同剂量 (0、0. 1、0. 5 及

1. 0 mg / L)的 LPS 处理 HUVEC 6 h,观察 LPS 对

HUVEC 中 TLR4、TNF-α、IL-6、PCSK9 表达的影响;
用 1. 0 mg / L LPS 预处理 HUVEC 6 h 后,更换无血

清的培养基并用不同剂量 (0、25 及 50 mg / L) 的

ApoE3 继续处理 HUVEC 24 h,观察 ApoE3 对 LPS
诱导的 HUVEC 中 TNF-α、 IL-6、PCSK9、ApoER2 表

达的影响;分别用不同剂量(0、10、25 及 50 mg / L)
的人 ApoE2、ApoE3、ApoE4 处理 HUVEC 和 HepG2
细胞 24 h,观察三种重组蛋白对非炎症状态下的

HUVEC 和 HepG2 细胞中 ApoER2 和 PCSK9 表达的

影响;用不同剂量(0、0. 5、1. 0 及 2. 5 mg / L)的人重

组 PCSK9 处理 HUVEC,观察 PCSK9 对 HUVEC 中
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ApoER2、TNF-α、IL-6 表达的影响。
1. 3　 Western blot 检测

将 HUVEC 和 HepG2 细胞按以上不同实验分组

处理后分别提取蛋白,在培养瓶中加入 RIPA 裂解

液使细胞完全裂解,用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋

白含量,根据剂量按分组取等质量蛋白样品进行蛋白

印迹法检测,电泳(恒压 80 V,30 min;120 V,60 min)
后,转至 PVDF 膜(恒流 200 mA,120 min),用 5%脱

脂牛奶室温下封闭 2 h,用 TNF-α(1 ∶ 1 000)、IL-6
(1 ∶ 1 000)、PCSK9(1 ∶ 500)、ApoER2(1 ∶ 2 000)、
β-actin(1 ∶ 2 000)一抗于 4 ℃孵育过夜,TBST 缓冲

液漂洗3 次,每次10 min,室温孵育二抗(1 ∶ 2 000)1 h,
洗膜 3 次后借助 ECL 显影剂用化学发光系统显示图

像,并使用 Graph Pad Prism 9、Image J 统计软件分析。
1. 4　 ELISA 检测

细胞上清液室温放置溶解并配置所用试剂备

用。 分别在标准品孔和待测样本孔加入标准品或

待测样品 100 μL,混匀,再附上贴膜,置于 37 ℃恒

温水浴箱中温育 2 h,弃去液体并甩干。 将 100 μL
生物素标记的抗体工作液加入每个孔中,并将新的

贴膜附上,置于 37 ℃水浴箱中恒温孵育 1 h,弃去孔

内液体并甩干,洗涤 3 次。 每孔加样 200 μL,每次

加样后静止 2 min 并甩干。 将 100 μL 辣根过氧化

物酶标记的亲和素工作液加入每孔,并附上新的贴

膜,在 37 ℃恒温水浴箱中温育 2 h,弃去孔内液体并

甩干,然后洗涤 3 次。 每孔加样 200 μL,每次加样

后静止 2 min 并甩干。 每孔加 90 μL 底物溶液,置
于 37 ℃ 恒温水浴箱中温育 30 min。 最后每孔加

50 μL 终止溶液使反应终止,在 5 min 内用酶标仪测

量各孔 450 nm 波长处的光密度值。
1. 5　 统计学分析

采用 Graph Pad Prism 9、Image J 软件进行统计

分析及作图,所有实验数据用 x±s 表示,组间比较采

用方差分析和 t 检验。 P <0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1 　 LPS 对 HUVEC 中 TLR4、 TNF-α、 IL-6 和

PCSK9 表达的影响

用不同剂量(0、0. 1、0. 5 及 1. 0 mg / L)的 LPS
处理 HUVEC 6 h,Western blot 结果显示,HUVEC 中

TLR4、TNF-α、IL-6 及 PCSK9 的表达量随着 LPS 对

HUVEC 处理剂量的升高而增加,且以 1. 0 mg / L
LPS 处理组最为显著 (图 1)。 ELISA 结果显示,
HUVEC 上清液中 TNF-α、IL-6 及 PCSK9 表达水平

也随着 LPS 对 HUVEC 处理剂量的升高而增加,且
以 1. 0 mg / L LPS 处理组最为显著(图 2)。 该结果

说明 LPS 可以促使 HUVEC 分泌 TLR4、TNF-α、IL-6
及 PCSK9 增加。

图 1. 不同剂量的 LPS 对 HUVEC 中 TLR4、TNF-α、IL-6和 PCSK9 表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L LPS 处理组比较。

Figure 1. Effect of different doses of LPS on TLR4, TNF-α, IL-6 and PCSK9 expression in HUVEC(n=3)
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图 2. 不同剂量的 LPS 刺激对 HUVEC 分泌 PCSK9、TNF-α和 IL-6的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L LPS 处理组比较。

Figure 2. Effect of different doses of LPS on PCSK9, TNF-α and IL-6 secretion by HUVEC(n=3)

2. 2　 ApoE3 对 LPS 诱导的 HUVEC 中 TNF-α、IL-6、
PCSK9 和 ApoER2 表达的影响

用 1. 0 mg / L LPS 预处理 HUVEC 6 h 后,更换

无血清的培养基并用不同剂量的 ApoE3 蛋白(0、25
及 50 mg / L)继续处理 HUVEC 24 h。 Western blot 结
果显示,与 LPS 处理组相比,当 ApoE3 剂量达到

50 mg / L 时 HUVEC 中 TNF-α、IL-6 和 PCSK9 的表达

降低最明显,相反,ApoER2 的表达增加最显著(图 3)。
ELISA 结果也显示,当 ApoE3 剂量达到 50 mg / L 时,
HUVEC 上清液中 TNF-α、IL-6 和 PCSK9 的表达水

平明显减少(图 4)。
2. 3　 人重组 ApoE 蛋白对 HUVEC 中 PCSK9、ApoER2
的影响

用不同剂量的人重组蛋白 ApoE2、ApoE3、ApoE4
(0、10、25 及 50 mg / L)处理 HUVEC 24 h,Western
blot 结果显示,PCSK9、ApoER2 的表达无明显改变

(图 5)。 可能原因:(1)ApoE 可能对非炎症状态下

的 HUVEC 中 PCSK9、ApoER2 的表达无影响;(2)
ApoE 对 PCSK9 表达的影响可能在不同细胞、组织

中存在特异性。

图 3. 不同剂量的 ApoE3 对 LPS 诱导的 HUVEC 中 TNF-α、IL-6、PCSK9 和 ApoER2 表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L LPS 处理组比较;b 为 P<0. 05,与 1. 0 mg / L LPS 处理组比较。

Figure 3. Effect of different doses of ApoE3 on LPS-induced TNF-α, IL-6,
PCSK9 and ApoER2 expression in HUVEC(n=3)
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图 4. 不同剂量的 ApoE3 对 LPS 诱导的 HUVEC 分泌 TNF-α、IL-6和 PCSK9 的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L LPS 处理组比较;b 为 P<0. 05,与 1. 0 mg / L LPS 处理组比较。

Figure 4. Effect of different doses of ApoE3 on LPS-induced TNF-α, IL-6 and PCSK9 secretion by HUVEC(n=3)

图 5. 不同剂量的 ApoE2、ApoE3 和 ApoE4 对 HUVEC 中 PCSK9、ApoER2 表达的影响(n=3)
Figure 5. Effect of different doses of ApoE2, ApoE3 and ApoE4 on PCSK9 and

ApoER2 expression in HUVEC(n=3)

2. 4 　 人重组 ApoE 蛋白对 HepG2 细胞中 PCSK9、
ApoER2 表达的影响

用不同剂量(0、10、25 及 50 mg / L)的人重组

ApoE2、ApoE3、ApoE4 蛋白处理 HepG2 细胞 24 h,
Western blot 检测 HepG2 细胞中 PCSK9、ApoER2 的

表达。 结果显示,不同剂量的 ApoE2、ApoE3、ApoE4
对 PCSK9 和 ApoER2 的表达仍无显著影响(图 6)。
提示 ApoE 对炎症状态下 PCSK9 的表达有一定程度

的抑制作用,而对非炎症状态下 PCSK9 的表达没有

显著影响。
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图 6. 不同剂量的 ApoE2、ApoE3 和 ApoE4 对 HepG2 细胞中 PCSK9、ApoER2 表达的影响(n=3)
Figure 6. Effect of different doses of ApoE2, ApoE3 and ApoE4 on PCSK9 and

ApoER2 expression in HepG2 cells(n=3)

2. 5　 PCSK9 通过降解 ApoER2 拮抗 ApoE / ApoER2
的抗炎作用

用不同剂量(0、0. 5、1. 0 及 2. 5 mg / L)人重组

PCSK9 处理 HUVEC 24 h,Western blot 结果显示,随
着 PCSK9 剂量的增加,ApoER2 的表达量降低,以
2. 5 mg / L PCSK9 处理组下降最为明显;相反,TNF-α、

IL-6 的表达量增加,并以 2. 5 mg / L PCSK9 处理组

增加最为明显 (图 7 )。 ELISA 结果显示, 随着

PCSK9 剂量的增加,HUVEC 上清液中 TNF-α、IL-6
的表达水平也增加,并且以 2. 5 mg / L PCSK9 处理

组增加最为明显(图 8)。

图 7. PCSK9 对 HUVEC 中 ApoER2、TNF-α及 IL-6表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L PCSK9 处理组比较。

Figure 7. Effect of PCSK9 on ApoER2, TNF-α and IL-6 expression in HUVEC(n=3)
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图 8. PCSK9 对 HUVEC 分泌 TNF-α、IL-6的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 0 mg / L PCSK9 处理组比较。

Figure 8. Effect of PCSK9 on TNF-α and IL-6 secreted
by HUVEC(n=3)

3　 讨　 论

目前,心血管疾病已成为全球人口死亡的首位

原因[17]。 ox-LDL、高胆固醇血症、糖尿病、高血压等

多种危险因素长期作用于血管内皮,启动内皮细胞

的炎症反应,促进 As 病变的发生发展[18]。 因此,抑
制血管内皮细胞的炎症反应成为防治 As 的一个重

要着手点。
ApoE 作为血浆脂蛋白的组成成分,可以在很多

组织和细胞中合成,并受细胞内胆固醇含量的调

节[19]。 有研究发现,ApoE 发挥的抗炎效应在防治

As 的发生发展中也起了重要作用[20]。 ApoER2 最

早被鉴定为主要在脑中表达的新型 LDLR 家族蛋

白。 有文献报道,细胞膜上的 ApoER2 可以通过与

ApoE 结合来发挥抗炎作用。 例如,Baitsch 等[21] 研

究表明巨噬细胞膜上的 ApoER2 通过与 ApoE 结合

来诱导巨噬细胞由促炎的 M1 型向抑炎的 M2 型转

换,从而发挥抗炎作用。 ApoE 由一个基因位点的三

个等位基因(E2、E3、E4)所编码的多肽组成,并以

三种蛋白形式表现为:ApoE2、ApoE3、ApoE4。 据文

献报道,ApoE4 促进炎症的发生,尤其在神经系统中

发挥促炎作用,使患阿尔兹海默症的风险增加。
ApoE2 有抗炎作用,被认为在防治阿尔兹海默症和

心血管疾病方面有益。 ApoE3 是三种中唯一的野生

型,在人群中占比最高,约占自然人群中的 78% ,对
机体正常的生理功能发挥起关键作用[22]。

早在 2003 年,Abifadel 等[23] 发现 PCSK9 可以

导致常染色体显性高胆固醇血症。 其关键机制在

于 PCSK9 靶向作用于溶酶体降解途径,促进肝脏

LDLR 降解,防止受体再循环到细胞表面,这导致血

脂水平升高,从而参与 As 的形成[8,24]。 除在血浆胆

固醇代谢中发挥的作用外,PCSK9 被发现与炎症反

应有密切的关系[25]。 相关数据表明,ApoER2 作为

LDLR 家族的一员,可以被 PCSK9 诱导进入溶酶体

降解。 其机制大致为:PCSK9 的催化亚基与 LDLR 的

第一个表皮生长因子样重复序列,即 EGF-A 结构域

结合,而与 ApoER2 结合时涉及到其他蛋白,如胞质

衔接蛋白 Dab1 和低密度脂蛋白受体相关蛋白 RAP
的额外接触,形成的复合物以非酶的方式被内化并且

进入溶酶体进行降解,此过程不需要其蛋白水解活

性,与 PCSK9 活性催化中心以及 LDLR 的存在无

关[14,26]。 此外,ApoER2 降解还可能通过其他 PCSK9
非依赖性途径,如通过蛋白质泛素化途径降解,在应

激和凋亡神经元中起调节作用。 不同于 PCSK9 依赖

性降解途径,该过程涉及到泛素激活酶和蛋白水解

酶,并且依赖 ATP 在蛋白酶体中进行降解[27]。
基于血管内皮细胞在 As 中的重要作用,本研究

将 HUVEC 作为研究对象,探究 PCSK9 是否通过

ApoER2 降解来拮抗 ApoE / ApoER2 在 As 中的抗炎

作用。 用不同剂量的 LPS 构建炎症细胞模型,观察

到该模型中炎症因子和 PCSK9 的表达升高,提示

PCSK9 可能发挥促炎作用。 本研究继续检测到

ApoE3 蛋白可以明显改善 LPS 所致的炎症状态并

增加 ApoER2 的表达,这与现有的研究一致。 而本

研究重要的发现是,ApoE3 蛋白抑制 LPS 上调的

PCSK9 表达。 为了更进一步探讨 ApoE 对 PCSK9
表达的影响,本研究选用具有不同生理作用的 ApoE
三种亚型(ApoE2、ApoE3、ApoE4)分别处理 HUVEC,
结果显示 PCSK9 的表达没有显著改变。 为了再排

除不同细胞和组织中存在的差异,本研究选用丰富

表达 PCSK9 的 HepG2 细胞作为对照,结果仍显示

ApoE 的三种亚型对 PCSK9 的表达无影响。 以上结

果说明, ApoE 可以抑制炎症状态下的细胞中

PCSK9 的表达,但对非炎症状态下的细胞中 PCSK9
的表达无显著影响。 为了进一步明确 PCSK9 与

ApoE / ApoER2 抗炎作用之间的关系,用不同剂量的

PCSK9 处理 HUVEC,结果显示,PCSK9 上调炎症因

子的表达,下调 ApoER2 的表达。 本研究结果表明,
PCSK9 可通过降解 ApoER2 拮抗 ApoE / ApoER2 的

抗炎作用,为阐明 PCSK9 在炎症反应中的作用提供

了新的机制认识。
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