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巨噬细胞钙蛋白酶促进动脉粥样硬化进展

罗仕钰, 叶世英, 张雅玲, 高 祎, 袁碧晨, 孙少卫
(南华大学衡阳医学院药物药理研究所,湖南省衡阳市 421001)

[摘　 要] 　 动脉粥样硬化(As)是一种脂质驱动的慢性炎症性血管疾病,其发病机制以脂质代谢紊乱和炎症反应

为主。 钙蛋白酶(calpain)是钙离子依赖性半胱氨酸蛋白酶,研究显示其参与了 As 的发生发展,特别是存在于巨噬

细胞中的 Calpain 对细胞的脂质代谢和炎症反应均有着重要调节作用。 文章就巨噬细胞中 Calpain 参与 As 的可能

途径及分子机制进行综述,为 As 的防治提供新的思路。
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Macrophages calpain promotes the progression of atherosclerosis
LUO Shiyu, YE Shiying, ZHANG Yaling, GAO Yi, YUAN Bichen, SUN Shaowei
( Institute of Pharmacy & Pharmacology, Hengyang Medical School, University of South China, Hengyang, Hunan 421001,
China)
[ABSTRACT]　 Atherosclerosis (As) is a lipid-driven chronic inflammatory vascular disease, the pathogenesis of which
primarily includes lipid metabolism disorders and inflammatory responses. 　 Calpain, a calcium-dependent cysteine prote-
ase, has been shown to be involved in the development of As. 　 Especially calpain in macrophages plays an important role
in regulating lipid metabolism and inflammatory responses in As. 　 This article reviews the possible pathways and molecular
mechanisms of macrophages calpain involvement in As trying to provide new ideas for the prevention and treatment of As.
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　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种以大

中动脉粥样硬化斑块形成导致血管狭窄为主要病

理特征的血管疾病,其发病机制极其复杂,其中较

为公认的病理基础是脂质代谢紊乱和血管炎症反

应[1]。 脂质代谢紊乱主要是由于血脂异常增高导

致的动脉内膜下血管平滑肌细胞和巨噬细胞过度

摄取脂质而脂质流出减少,导致过多的胆固醇聚

集,加速泡沫细胞的形成和崩解,大量死亡细胞及

富含胆固醇的细胞碎片堆积在动脉壁,随后形成 As
斑块[2]。 此外,As 病变具有经典炎症变性、渗出及

增生的特点,炎症的生物标志物如 C 反应蛋白已成

功用于评估 As 及心血管疾病的危险性[3]。 炎症反

应贯穿 As 的整个过程,同时还参与了随后的斑块破

裂和血栓形成。 脂质代谢紊乱和炎症反应在 As 病

变早期至血栓形成的各个阶段都发挥重要作用,两
者共同促进 As 的发生发展。

钙蛋白酶( calpain)是一种钙激活的中性蛋白

酶,对多种蛋白质底物进行有限的水解进而调节蛋

白质的活性,参与细胞周期调控、肌肉生长与分化、
葡萄糖转运等生理活动[4]。 Calpain 水平的异常多

与疾病的发生有关,已有研究表明 Calpain 参与癌

症[5]、神经退行性疾病[6] 和心血管疾病[7] 的发生发

展。 研究显示抑制 Calpain 可以抑制巨噬细胞内的

脂质蓄积和炎症因子分泌[8-10]。 提示 Calpain 可能

是一种重要的 As 调节因子。 本文总结了 Calpain 调

节巨噬细胞中脂质稳态和炎症反应的机制及靶向
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Calpain 的抗 As 药物最新研究进展,为 As 的防治提

供参考。

1　 Calpain 的生物学功能

1. 1　 Calpain 的分布

目前已鉴定出 15 种亚型的 Calpain,Calpain1、
2、5、7、10、13、14 在体内广泛存在,而 Calpain3、6、8、
9、11、12、15、16 具有组织特异性。 其中 Calpain1 的

激活需要微摩尔级的 Ca2+ 浓度,Calpain2 则需毫摩

尔级的 Ca2+ 浓度才能被激活,因此又可命名为 μ-
Calpain(Calpain1)和 m-Calpain(Calpain2),它们是

被研究最多的 Calpain,也统称为传统 Calpain[4]。
Calpain3 主要在骨骼肌中表达[11];研究人员在胎儿

的 骨 骼 肌、 软 骨 及 心 脏 中 发 现 了 Calpain6[12];
Calpain8 和 Calpain9 则主要在胃肠道表达[13]。
1. 2　 Calpain 的结构

根据 Calpain 的结构将其分为典型 Calpain(Cal-
pain1、2、3、8、9、11、12、13、14) 和非典型 Calpain
(Calpain5、6、7、10、15、16)。 典型 Calpain 的结构是

由 1 个具有催化活性的 80 kD 大亚基和 1 个具有调

节活性的 30 kD 小亚基组成的异源二聚体,大亚基

含有四个结构域(Ⅰ ~Ⅳ),小亚基含有两个结构域

(Ⅴ ~Ⅵ)。 结构域Ⅰ位于 N-末端,当被 Ca2+激活后

可发生自溶,从而引起蛋白酶构象改变。 结构域Ⅱ
是酶的活性中心,其活性位点主要由 105 位的半胱

氨酸、262 位的组氨酸以及 286 位的天冬酰胺残基

组成。 结构域Ⅲ以 Ca2+ 依赖的方式将钙与磷脂结

合,是激活蛋白或抑制蛋白结合的部位。 结构域Ⅳ
由 5 个 EF 手型结构构成,是 Ca2+结合的位点。 结

构域Ⅴ含有大量的甘氨酸和疏水氨基酸,具有疏水

作用,是酶与细胞膜结合的部位。 结构域Ⅵ与结构

域Ⅳ结构相似,位于 C-末端,与 Ca2+结合。 非典型

Calpain 的结构则是在典型 Calpain 的基础上某些结

构发生替换或缺失而形成的(图 1)。

图 1. Calpain 的结构

Figure 1. Structure of calpain

1. 3　 Calpain 的主要功能

正常水平的 Calpain 参与细胞增殖、迁移、凋亡

以及信号转导等生理过程,其主要表现为蛋白水解

活性,通过水解细胞中关键蛋白的方式影响细胞的

功能。 异常水平的 Calpain 过度水解导致细胞功能

障碍。 例如,在内皮细胞中,Calpain 可水解发挥内

皮细胞屏障功能的关键蛋白 VE-钙黏素,从而破坏

内皮细胞的屏障保护功能[14]。 在肿瘤细胞中,
Calpain 降解血管生成抑制蛋白 1( vasohibin-1),促
进肿瘤血管生成[15]。 在巨噬细胞中,Calpain 以翻

译后调控的方式降解负责转运磷脂和胆固醇流出

的三 磷 酸 腺 苷 结 合 盒 转 运 体 A1 ( ATP-binding
cassette transporter A1,ABCA1),促使胞内胆固醇堆

积[16]。 表明 Calpain 在细胞周期调控、信号转导、血
管炎症、肿瘤发生、脂质代谢等多种生理病理过程

中发挥关键作用。

2　 巨噬细胞 Calpain 通过调节细胞胆固醇转
运参与 As

　 　 巨噬细胞是 As 斑块形成过程中的主要效应细

胞,其脂质代谢异常在 As 的发病机制中起着核心作

用。 当血脂侵入动脉内膜后,可趋化单核巨噬细胞

迁移到内膜下通过受体介导和非受体介导的方式

摄取脂质,以脂滴的形式贮存在细胞中。 同时细胞

内过多的胆固醇也可以通过胆固醇流出的方式排

出细胞,这样就维持了巨噬细胞内的胆固醇稳态。
然而,研究发现巨噬细胞内的 Calpain 能打破这种平

衡,其一方面促进胆固醇的流入,另一方面抑制胆

固醇的流出,导致胆固醇在细胞内大量蓄积并泡沫

化,直至坏死崩解形成粥样斑块核心(图 2)。
2. 1　 Calpain 促进巨噬细胞的胆固醇流入

2. 1. 1　 Calpain 促进巨噬细胞受体介导的胆固醇摄

取　 　 巨噬细胞主要通过清道夫受体摄取胆固醇,
这类受体包括分化抗原 36( cluster of differentiation
36,CD36)、A 类清道夫受体( class A scavenger-re-
ceptors,SR-A)、凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体

1(lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor-
1,LOX-1)。 生理状态下这些受体的表达丰度受细

胞内胆固醇水平的负反馈调节,从而维持胞内胆固

醇的动态平衡。 巨噬细胞依赖这些受体不受控制

地摄取胆固醇是 As 病变的关键环节。
研究证实 Calpain 可上调清道夫受体的表达。

在氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipopro-
tein,ox-LDL)处理的巨噬细胞中过表达 Calpain1,发
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现 CD36 表达显著上调,从而增加 ox-LDL 的摄取,
胞内胆固醇含量明显增加[17]。 钙蛋白酶抑制剂

(calpain inhibitor,CAI)能显著降低 Calpain 活性,可
显著下调 ApoE- / -小鼠主动脉和腹膜巨噬细胞 SR-A
及 CD36 的基因表达,从而抑制胆固醇摄取[18]。 这

些研究表明 Calpain 可促进巨噬细胞中 CD36、SR-A
介导的胆固醇摄取,促使胞内胆固醇蓄积泡沫化,
进而加速 As 的进程。 然而,也有研究发现 Calpain
可水解巨噬细胞中的 SR-A,从而下调 SR-A 的蛋白

表达,抑制胆固醇的摄取[19]。 这使得 Calpain 调节

巨噬细胞摄取胆固醇的作用更为复杂,其确切的作

用机制需待进一步研究。
2. 1. 2　 Calpain 促进巨噬细胞非受体介导的胆固醇

摄取　 　 早期关于巨噬细胞摄取胆固醇的研究主

要集中在清道夫受体介导的 ox-LDL 摄取。 然而,随
后的研究发现,巨噬细胞可以不依赖于清道夫受体

及 LDL 的修饰,通过液相吞饮的方式直接摄取天然

LDL[20]。 有证据显示 Calpain 参与了巨噬细胞胞饮

天然 LDL 的过程,但关于 Calpain 参与巨噬细胞吞

噬 LDL 的机制目前并不清楚。 实验发现,鞘磷脂酶

和磷脂酶 C 对天然 LDL 的修饰导致 LDL 失去稳定

性从而促进其聚集,聚集的 LDL 附着在巨噬细胞膜

上可诱导质膜内陷,刺激巨噬细胞对其吞噬[21]。 而

Calpain2 的切割作用则参与了 Fcγ 受体介导的巨噬

细胞吞噬过程,促进吞噬小体的成熟[22],进而加速

巨噬细胞的胞饮过程。 此外,有研究表明,沉默 Cal-
pain6 可显著降低巨噬细胞内吞脂质的活性[23]。 因

此,Calpain 可能通过参与巨噬细胞非受体介导的胆

固醇摄取,进而影响 As 进程。 但需要进一步明确的

证据验证这一猜想。
2. 2　 Calpain 抑制巨噬细胞的胆固醇流出

巨噬细胞内的胆固醇流出主要依赖于细胞膜

上的胆固醇转运体 ABCA1、三磷酸腺苷结合盒转运

体 G1(ATP-binding cassette transporter G1,ABCG1)
及 B 族Ⅰ型清道夫受体 scavenger receptor-BⅠ,SR-
BⅠ)。 ABCA1 将胆固醇转运到贫脂的载脂蛋白 AⅠ
(apolipoprotein AⅠ,ApoAⅠ),随后形成高密度脂蛋

白 ( high density lipoprotein, HDL)。 而 ABCG1 与

SR-BⅠ则将胆固醇直接转运至 HDL 颗粒。 最终,
HDL 运载胆固醇至肝脏将其转化为胆汁酸排出。
研究显示 ABCA1、ABCG1 及 SR-BⅠ的水平与巨噬

细胞的胆固醇流出能力呈正相关,与 As 病变风险呈

负相关。
Wang 等[24]研究发现 Calpain 通过识别 ABCA1

中的一段特殊序列(PEST 序列)来降解 ABCA1,这

一特殊序列由脯氨酸(proline)、谷氨酸(glutamate)、
丝氨酸(serine)和苏氨酸( threonine)组成。 Calpain
通过促进 PEST 序列磷酸化而降解 ABCA1,其中有

两个关键的磷酸化位点 Thr-1286 和 Thr-1305。 ApoAⅠ
与 ABCA1 结合时, ApoA Ⅰ 通过促进 ABCA1 中

PEST 序列去磷酸化来阻断 Calpain 介导的降解[25],
从而增加 ABCA1 的稳定性及蛋白水平。 这些研究

表明 ABCA1 是 Calpain 降解的靶蛋白,使其蛋白表

达降低,PEST 序列有助于将 Calpain 靶向到细胞膜

上的 ABCA1。 Calpain 通过降解 ABCA1,从而抑制

巨噬细胞中 ABCA1 转运的胆固醇流出,促使胞内胆

固醇堆积和 As 的发生。 此外,Calpain 也可以通过

调节肝 X 受体 α(liver X receprorα,LXRα)来阻止巨

噬细胞的胆固醇流出。 LXRα 是 ABCA1 和 ABCG1
的主要转录调节因子,Calpain 可与 LXRα 形成复合

物,识别 LXRα 中的 PEST 序列,从而降解 LXRα,最
终导致巨噬细胞中 ABCA1 表达下调和依赖于

ABCA1 的胆固醇外流受损[26]。 表明 Calpain 可从

多种途径诱导 ABCA1 降解,抑制胆固醇的流出,加
速 As 的发展。

胡椒碱通过上调 ABCA1 的表达促进 THP-1 巨

噬细胞源性泡沫细胞胆固醇流出,这种作用被证明

是胡椒碱部分通过抑制 Calpain 介导的 ABCA1 降解

来实现的[27]。 Zn2+、可溶性环氧化物水解酶抑制剂

TPPU 也具有类似的抑制作用[28-29]。 研究证实,内
皮素 1 激活了巨噬细胞中的 Calpain,从而下调 AB-
CG1 的表达,阻碍胆固醇外流,促进泡沫细胞形成

及 As 发展[30]。 然而,激活的 Calpain 没有诱导 AB-
CA1 的降解,表明 Calpain 可能通过不同的机制调节

ABCA1 和 ABCG1,而 Calpain 如何调节 ABCG1 的表

达,需要更多确凿的证据进行评估。

3　 巨噬细胞 Calpain 通过调节炎症反应参与As

炎症是 As 的一个重要特征,贯穿于 As 的全程。
研究显示活性氧或脂多糖等炎症介质刺激巨噬细

胞能激活巨噬细胞中的 Calpain,促使 Calpain 对参

与调节 As 的多种蛋白进行水解。 同时,As 中被激

活的 Calpain 又可上调炎症介质水平,从而形成恶性

循环。 因此,Calpain 在 As 的炎症反应中起关键作

用。 研究表明,Calpain 通过抑制巨噬细胞的吞噬功

能、促进巨噬细胞炎症因子的分泌参与炎症反应及

As 的发生(图 3)。
3. 1　 Calpain 抑制巨噬细胞的吞噬功能

巨噬细胞的吞噬功能是对抗感染、损伤和细胞
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凋亡的重要反应,通过快速有效的吞噬反应可抑制

致炎因子白细胞介素 1β(interleukin-1β,IL-1β)、IL-
6 和肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-
α)分泌,同时刺激抗炎因子 IL-10 产生,保护组织免

受炎症反应的影响。 ABCA7 与巨噬细胞的吞噬功

能密切相关。 ApoAⅠ或 ApoAⅡ可拮抗 Calpain 降

解 ABCA7, 增强巨噬细胞的吞噬活性[31], 表明

Calpain 通过促进 ABCA7 降解的方式来抑制巨噬细

胞的吞噬活性,促使炎症的发生。 As 斑块内含有大

量凋亡的巨噬细胞、平滑肌细胞及内皮细胞,吞噬

细胞可清除这些凋亡细胞,这种作用称为胞葬作

用。 吞噬细胞高效的胞葬作用可促进其编程为抗

炎表型并加速炎症的消退[32]。 As 小鼠中,蓄积胆

固醇的巨噬细胞胞葬作用变得迟钝,其原因可能是

由于病变巨噬细胞的吞噬能力缺陷,也可能是因为

巨噬细胞中的 Calpain6 抑制了胞葬过程,导致大量

凋亡细胞碎片堆积在血管壁[23]。 以上研究表明

Calpain6 通过抑制巨噬细胞的胞葬过程从而加速炎

症反应及 As 发展。

图 2. Calpain 调节巨噬细胞的脂质代谢

Figure 2. Calpain regulates lipid metabolism
in macrophages

3. 2　 Calpain 促进巨噬细胞炎症因子的分泌

转录调节蛋白核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-
κB)调节众多炎症因子转录,Calpain 可水解 NF-κB
抑制蛋白 α(NF-κB inhibitor α,IκBα)并释放 NF-
κB,NF-κB 转位到细胞核以激活 IL-1β、IL-6 和 TNF-
α 等炎症因子的转录[33]。 表明 Calpain 通过介导炎

症因子的转录而启动炎症反应,促使 As 发生。 在血

管紧张素Ⅱ诱导的 As 小鼠模型中,Calpain 活性显

著增加。 Calpain 抑制剂 Calpastatin(CAST)是一种

与 Calpain 紧密结合的内源性抑制剂,严格调控 Cal-
pain。 过表达 CAST 可显著降低 As 小鼠中炎症因子

单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemotactic protein-
1,MCP-1)、IL-6 的 mRNA 水平,抑制 NF-κB 亚单位

p65 磷酸化,减少巨噬细胞的积聚及炎症反应,显著

减轻 As 病变[8]。 CAI 可显著下调高脂饮食大鼠的

炎症 分 子 细 胞 间 黏 附 分 子 1 ( intercellular cell
adhesion molecule-1,ICAM-1)、血管细胞黏附分子 1
(vascular cell adhesion molecule-1,VCAM-1)、MCP-1
的 mRNA 和蛋白水平,从而减轻炎症反应,延缓 As
的发展[34]。 这些证据表明 Calpain 通过促进巨噬细

胞炎症因子的分泌来放大炎症反应,促进 As 斑块处

的血管炎症。

图 3. Calpain 调节巨噬细胞的炎症反应

Figure 3. Calpain regulates inflammatory responses
in macrophages

4　 Calpain 抑制巨噬细胞的迁移能力

巨噬细胞的迁移能力在 As 的发生发展中起着

关键作用。 巨噬细胞从血液中迁移到内膜下是 As
斑块形成的始动因素,而巨噬细胞到达内膜后的迁

移能力受损则是 As 不能缓解的原因,巨噬细胞滞留

在动脉内膜持续吞噬胆固醇促进泡沫细胞的形成

及 As 发展。 体内外研究都已表明,蓄积的 ox-LDL
可以抑制巨噬细胞的迁移[35]。 LOX-1 受体的缺失
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抑制了巨噬细胞摄取 ox-LDL,从而减弱了 ox-LDL
抑制的细胞迁移作用。 同时,还伴随着巨噬细胞中

Calpain2 的表达降低,但 Calpain1 的表达却增加。
Calpain1 和 Calpain2 都参与了 ox-LDL 抑制巨噬细

胞迁移的过程,并依赖于 LOX-1 的存在[36]。 因此,
可以认为 Calpain2 通过促进巨噬细胞中 LOX-1 介

导的 ox-LDL 摄取,从而抑制巨噬细胞迁出粥样硬化

斑块,加速 As 的进展。

5　 靶向 Calpain 的抗 As 药物进展

针对 Calpain 在 As 中的重要作用,研究者们致

力于设计和开发靶向 Calpain 的抗 As 药物(表 1)。
研究表明,抑制 Calpain 活性是一种可行的治疗策

略。 Calpain 内源性抑制剂 CAST[8]以及外源性抑制

剂 Calpeptin[37]、ALLM[9]、BAD-410[10] 在 As 模型小

鼠中均显示出较好的治疗效果,能有效抑制巨噬细

胞胆固醇的沉积、减轻炎症反应和延缓 As 的发展。
目前,真正应用到临床治疗 As 的 Calpain 抑制剂较

少,这一领域尚有巨大的研究潜力,也存在许多挑

战。 在开发 Calpain 抑制剂时,可以尝试不同的策

略:①Calpain 可识别 ABCA1 中的 PEST 序列,从
PEST 序列着手可能是设计 Calpain 抑制剂的出发

点。 ②CAST 是唯一的内源性特异性 Calpain 抑制

剂,利用 CAST 的抑制结构域和抑制模式也可以促

进有效抑制剂的开发。 ③建模和计算方法也可以

为设计和开发抑制剂提供有价值的工具,以确定良

好的 Calpain 抑制剂候选药物[38]。

表 1. 靶向 Calpain 的药物在抗动脉粥样硬化中的应用

Table 1. The use of drugs targeting calpain in atherosclerosis

钙蛋白酶
抑制剂

物种或细胞类型 药理效应
参考
文献

Calpastatin LDLR- / -小鼠 巨噬细胞聚集、黏附、迁移↓
炎症(MCP-1、IL-6、IKK)↓
As(乙酰 LDL 摄取、斑块)↓

[8]

PD150606 小鼠腹腔巨噬细胞 PPARγ↓,CD36↓ [17]

Calpeptin 小鼠骨髓巨噬细胞
J774 巨噬细胞

小鼠腹腔巨噬细胞

泡沫细胞↓,脂质蓄积↓,IL-6↓,斑块↓
ABCA1 泛素化↓,ABCA1↑
ABCG1↑,胆固醇流出↑

[37]
[39]
[40]

ALLM LDLR- / -小鼠 As 病变↓,炎症(TNF-α、ICAM-1、VCAM-1、NF-κB、IL-1β、IL-6、CD68、E 选择素)↓ [9]

BDA-410 LDLR- / -小鼠 炎症(MCP-1、ICAM-1、IL-6、IKK)↓
腹主动脉瘤↓,巨噬细胞积聚↓,As 病变↓

[10]

CAI ApoE- / -小鼠

大鼠

炎症基因(TNF-α、IL-6)↓
胆固醇流入基因(CD36、SR-A)↓
胆固醇流出基因(PPARγ、LXRα、ABCA1)↑
炎症(ICAM-1、VCAM-1、MCP-1、NF-κB)↓,eNOS↑,NO↑,As(斑块、CD68)↓

[18]

[34]

　 　 注:PPARγ 指过氧化物酶体增殖物激活受体 γ(peroxisome proliferator-activated receptor γ);eNOS 指内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric
oxide synthase)。

6　 问题与展望

综上所述,Calpain 对巨噬细胞中的脂质代谢和

炎症反应均具有重要作用,致力于降低 Calpain 活性

的抗 As 治疗策略是有效的。 本文为 As 及心血管疾

病的有效防治提供新的思路,并为以 Calpain 为靶点

的临床治疗提供理论依据。 进一步的研究需阐明

除传统 Calpain 外的其他 Calpain 亚型在 As 中的作

用;Calpain 在内皮细胞和平滑肌细胞等细胞中发挥

的作用及是否有相互作用;研发高效快速可用于临

床治疗的 Calpain 抑制剂并评估靶向 Calpain 的治疗

策略在 As 治疗中的价值。
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