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二甲双胍通过抑制泛素-蛋白酶体系统上调 ABCA1 表达
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨二甲双胍调控 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)表达的分子机制。 [方法] 　 使用二甲双

胍和放线菌酮共同或分别刺激 J774A. 1 巨噬细胞,采用蛋白免疫印迹法检测 ABCA1 的表达;将 His-tagged ABCA1
和 HA-tagged Ub 质粒共同转染至 HEK293 细胞中,采用二甲双胍刺激细胞,免疫共沉淀检测 ABCA1 与泛素的结合

能力;采用基于免疫共沉淀的蛋白质组学,寻找二甲双胍调控 ABCA1 表达的候选 E3 泛素蛋白连接酶;构建 MIB1
过表达质粒并转染至 HEK293 细胞,采用蛋白免疫印迹法验证二甲双胍能否通过 MIB1 调控 ABCA1 的表达。 [结
果] 　 二甲双胍可增加 J774A. 1 巨噬细胞中 ABCA1 的表达(P<0. 01),并抑制 ABCA1 的降解(P<0. 05);二甲双胍

可抑制 ABCA1 与泛素的结合(P<0. 05);二甲双胍调控 ABCA1 表达的蛋白主要富集于细胞发育、炎症和免疫防御

等通路;二甲双胍可通过 MIB1 上调 ABCA1 的表达(P<0. 05)。 [结论] 　 二甲双胍可通过阻断泛素-蛋白酶体系统

抑制 ABCA1 的降解,MIB1 是上调 ABCA1 表达的候选 E3 泛素蛋白连接酶之一。
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Metformin upregulates ABCA1 expression via inhibiting ubiquitin-proteasome system
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To explore the potential mechanism of metformin on ATP-binding cassette transport A1
(ABCA1) expression. 　 　 Methods　 J774A. 1 macrophages were treated with metformin and cycloheximide, and ABCA1
expression was determined by Western blot. 　 His-tagged ABCA1 and HA-tagged Ub plasmids were co-transferred into
HEK293 cells and stimulated with metformin. 　 Co-immunoprecipitation (Co-IP) was used to test the binding ability of
ABCA1 and ubiquitin. 　 Candidate E3 ubiquitin-protein ligases (CE3) of ABCA1 were identified through Co-IP-based pro-
teomics. 　 The MIB1 plasmid was constructed and transferred into HEK293 cells, and Western blot was used to determine
the effect of metformin and MIB1 on ABCA1 expression. 　 　 Results　 Metformin increased the expression of ABCA1 in
J774A. 1 cells (P<0. 01), and inhibited ABCA1 degradation (P<0. 05). 　 Metformin disrupted the binding of ABCA1 to
ubiquitin (P<0. 05). 　 The proteins regulated by metformin in ABCA1 expression were primarily enriched in pathways re-
lated to cell development, inflammation and immune defense. 　 Metformin may upregulate ABCA1 protein expression via
MIB1 (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Metformin inhibits the degradation of ABCA1 by blocking the ubiquitin-proteasome
system (UPS), and MIB1 might act as a candidate E3 ubiquitin-protein ligase (CE3) for ABCA1.
[KEY WORDS] 　 metformin; 　 ATP-binding cassette transport A1; 　 AMP-activated protein kinase; 　 MIB E3
ubiquitin-protein ligase 1;　 proteomics
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　 　 泡沫化巨噬细胞贯穿于动脉粥样硬化( athero-
sclerosis,As)发生发展的始终,是 As 的主要驱动

因素[1-2] 。 泡沫化巨噬细胞的形成与胆固醇吸收和

胆固醇逆转运( reverse cholesterol transport,RCT)失
衡关系密切[3-4]。 RCT 是指外周细胞中过量的胆固

醇通过高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)
转运到肝脏,最终排出体外的生理过程[5-6]。 ATP
结合盒转运体 A1 ( ATP-binding cassette transport
A1,ABCA1) 是介导 RCT 的主要转运体[7]。 上调

ABCA1 表达能有效抑制泡沫化巨噬细胞的形成,延
缓 As 的进展[8]。 研究显示,AMP 活化蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase,AMPK)间接激动剂二

甲双胍(metformin)能上调巨噬细胞 ABCA1 的表达,
促进 RCT 抑制 As 的发展[9],然而其分子机制尚未完

全明确。 因此,本研究主要通过分子生物学技术,探
讨二甲双胍调控巨噬细胞 RCT 的分子机制,旨在为

二甲双胍的临床使用和新适应证提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

小鼠单核巨噬细胞(J774A. 1 细胞)和人胚胎肾

细胞 293(HEK293 细胞) (上海富衡生物),二甲双

胍(索莱宝公司,货号 D9351),放线菌酮(cyclohexi-
mide,CHX)(美国 Cell Signaling Technology 公司,货
号 2112S),DMEM 培养基、胰酶(美国 Gibco 公司,
货号 8118165、25200-056),胎牛血清(上海富衡生

物, FH100-800 ), MG132 ( Selleck 公 司, 货 号

S2619),ABCA1 抗体、p-AMPKα1 抗体、AMPKα1 抗

体、GAPDH 抗体(美国 Cell Signaling Technology 公

司,货号 E7X5G、40H9、D63G4、D16H11),β-actin 抗

体(Biosharp 公司,货号 BL005B),HA-tag 抗体、His-
tag 抗体(全式金公司,货号 HT301-01、HT501-01),
pcDNA3. 1 ( +) 载体 His-tagged ABCA1 质粒、Flag-
tagged MIB1 过表达质粒(北京睿博兴科生物技术有

限公司),HA-tagged Ub 质粒(湖南丰晖生物技术有

限公司,货号 BR077),反转录试剂盒、荧光定量检测

试剂盒(日本 TOYOBO 公司,货号 741100、441900),
Trizol(源叶公司,货号 R21086),pcDNA3. 1(+)载体

(ZOMANBIO 公司,货号 ZK47),GAPDH 引物(上游

5′-ACACCCACTCCTCCACCTTTG-3′,下游 5′-TCCAC-
CACCCTGTTGCTGTAG-3′)和 ABCA1 引物(上游 5′-
GAGGAGCAGGGCATTGGAGTG-3′, 下 游 5′-ACAG-
CATCATGGAGACCGAAGTG-3′)(北京睿博兴科生物

技术有限公司,产品编号:20231009203601702)。

1. 2　 细胞培养

J774A. 1 细胞、 HEK293 细胞常规培养于含

10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中,放入 37 ℃、
5%CO2 的培养箱中培养。 隔天换液,待细胞长满

后,用 1 mL 胰酶消化,按 1 ∶ 3 比例传代。
1. 3　 蛋白免疫印迹法

弃去细胞培养基,用冷 PBS 漂洗 2 次,加入变

性裂解液 150 μL 裂解蛋白,冰上孵育 30 min,离心

后取上清液,进行 BCA 定量;配制 10% 分离胶和

5%浓缩胶,加样后进行电泳和转膜。 脱脂牛奶封闭

1 h,一抗 4 ℃孵育过夜;次日 TBST 漂洗 3 次,二抗

室温孵育 1 h,TBST 漂洗 3 次,曝光检测。
1. 4　 实时定量 PCR

根据 Trizol 说明书提取细胞 RNA,再根据反转

录试剂盒说明书进行反转录,根据荧光定量检测

(SYBR Green)试剂盒说明书配置 mix 体系,在荧光

定量 PCR 仪上采集实时荧光数值进行检测。 反应

结束后,观察融解曲线及扩增曲线,分析实时定量

PCR( real-time quantitative PCR,RT-qPCR) 引物的

特异性。 基于 2-ΔΔCT 原理对目的基因进行相对表达

量分析。
1. 5　 免疫共沉淀

弃细胞培养基,预冷 PBS 漂洗 2 次,加入 500 μL
非变性裂解液,冰上孵育 30 min,离心取上清液,进
行 BCA 定量;500 μg 蛋白中加入 5 μL 抗体和

200 μL 抗体结合及洗涤缓冲液,4 ℃振摇旋转过夜;
复合物加入磁珠,室温下旋转孵育 2 h,随后将试管

放在磁铁上弃上清。 200 μL 洗涤缓冲液漂洗 3 次,
用 100 μL 洗涤缓冲液重悬,并转移到新的 EP 管

中。 再次弃上清,加入 20 μL 洗脱缓冲液、10 μL 预

混 NuPAGETMLDS 样品缓冲液和 NuPAGE 样品还原

剂,70 ℃加热 10 min 变性洗脱,上清液进行蛋白印

迹法检测。
1. 6　 液相色谱-质谱联用分析

肽段用液相色谱流动相 A 相溶解后使用

EASY-nLC 1200 超高效液相系统进行分离。 流动相

A 为含 0. 1%甲酸和 2%乙腈的水溶液;流动相 B 为

含 0. 1%甲酸和 90%乙腈的水溶液。 液相梯度设置:
0 ~14. 5 min,6% ~ 22% 流动相 B;14. 5 ~ 17. 5 min,
22% ~34%流动相 B;17. 5 ~ 19 min,34% ~ 80% 流

动相 B;19 ~ 20 min,80% 流动相 B,流速维持在

700 nL / min。 肽段经由超高效液相系统分离后被注

入 NSI 离 子 源 中 进 行 电 离, 然 后 进 入 Orbitrap
Exploris 480 质谱进行分析。 离子源电压设置为

2 300 V,FAIMS 补偿电压(CV)设置为-45 V,肽段
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母离子及其二级碎片都使用高分辨的 Orbitrap 进行检

测和分析。 一级质谱扫描范围设置为350 ~1 400 m/ z,
扫描分辨率设置为 60 000;二级质谱扫描范围固定

起点为 120 m / z,二级扫描分辨率设置为 15 000。
数据采集模式使用数据非依赖型扫描(DIA)程序,
即在一级扫描后跟随多个连续质荷比区间的肽段

离子进入 HCD 碰撞池使用 27% 的碎裂能量进行碎

裂,依次进行二级质谱分析。 为了提高质谱的有效

利用率,自动增益控制(AGC)设置为 1E6,最大注入

时间设置为 22 ms。
1. 7　 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8. 0 进行统计学分析。 数

据以 x±s 表示,组间比较采用 t 检验进行分析。 P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 二甲双胍抑制 ABCA1 降解

为了验证二甲双胍能否上调 ABCA1 的表达,使

用 2 mmol / L 二甲双胍刺激 J774A. 1 细胞 24 h,
Western blot 检测 ABCA1 的表达,结果如图 1A、1B
所示。 与空白对照组相比,二甲双胍能显著上调

J774A. 1 细胞中 ABCA1 的表达(1. 42 倍,P<0. 01);
有报道显示 AMPK 激动剂能激活 ABCA1 上游转录

因子肝 X 受体( liver X receptor,LXR) /视黄醇 X 受

体( retinoid X receptor,RXR),继而上调 ABCA1 的

表达[10]。 因此,采用 RT-qPCR 检测二甲双胍是否

能上调 ABCA1 的转录。 出乎意料的是,二甲双胍未

能增加 ABCA1 的 mRNA 表达(P>0. 05,图 1C)。 结

合文献和前期实验结果,推测二甲双胍可通过调控

蛋白翻译后修饰抑制 ABCA1 的降解,继而上调 AB-
CA1 的表达[11]。 为了验证猜想,采用二甲双胍刺激

J774A. 1 细胞 24 h,随后使用 25 mg / L 的蛋白合成

抑制剂放线菌酮分别处理细胞 0、0. 5、1、2 和 3 h,最
后采用 Western blot 检测 ABCA1 的表达,结果发现,
与空白对照组相比,二甲双胍能显著降低 ABCA1 的

降解(P<0. 05;图 1D 和 1E)。 说明二甲双胍可通过

蛋白翻译后修饰上调 ABCA1 的表达。

图 1. 二甲双胍抑制 ABCA1 的降解

A 为使用 2 mmol / L 二甲双胍刺激 J774A. 1 细胞 24 h 后采用 Western blot 检测 ABCA1、p-AMPKα1 及 AMPKα1 的表达;
B 为图 A 中 ABCA1 蛋白表达统计结果(n=3);C 为 RT-qPCR 检测 ABCA1 的 mRNA 水平(n=3);

D 为使用 2 mmol / L 二甲双胍刺激 J774A. 1 细胞 24 h,随后给予 25 mg / L 放线菌酮分别处理 0、0. 5、1、2 和 3 h,
Western blot 检测 ABCA1 的表达;E 为图 D 中 ABCA1 蛋白表达统计结果(n=3)。

Figure 1. Metformin inhibited ABCA1 degradation

2. 2 　 二甲双胍通过泛素-蛋白酶体系统调控

ABCA1 的表达

蛋白降解途径主要包括泛素-蛋白酶体系统

(ubiquitin-proteasome system,UPS)和溶酶体蛋白水

解[12]。 为了探究调控哪条途径能有效上调 ABCA1
表达, 本实验将 His-tagged ABCA1 质粒转染入

HEK293 细胞中,使用 5 μmol / L 的泛素-蛋白酶体抑

制剂(MG132)处理细胞 12 h,采用Western blot 检测

ABCA1 的表达。 结果发现,经 MG132 处理后,与
His-tagged ABCA1 组相比,ABCA1 的表达水平升高

(0. 7 倍, P < 0. 05 ),说明 MG132 能够显著上调

ABCA1 的表达。 提示阻断 UPS 能上调 ABCA1 的表

达(图 2A 和 2B)。
为了回答二甲双胍能否通过 UPS 调控 ABCA1
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的表达,本实验将 His-tagged ABCA1 和 HA-tagged
Ub 质粒共同转染至 HEK293 细胞,用二甲双胍刺激

细胞 24 h,采用免疫共沉淀检测泛素与 ABCA1 的结

合程度。 结果发现,与质粒共转染组比,二甲双胍

显著抑制 ABCA1 与泛素的结合(降低 14. 8% ,P<
0. 05;图 2C、2D)。 说明二甲双胍可通过 UPS 调控

ABCA1 的表达。

图 2. 二甲双胍抑制 ABCA1 蛋白与泛素的结合

A 为将 His-tagged ABCA1 质粒转染至 HEK293 细胞 24 h 并用 MG132 处理 12 h,随后采用 Western blot 检测 ABCA1、p-AMPKα1 及

AMPKα1 的表达;B 为图 A 中 ABCA1 蛋白表达统计结果(n=4);C 为 His-tagged ABCA1 质粒和 HA-tagged Ub 质粒共同转染至

HEK293 细胞 24 h,二甲双胍刺激细胞 24 h,通过免疫共沉淀技术,以沉淀 ABCA1 蛋白,Western blot 检测 HA 标签的表达。
D 为 ABCA1 与泛素结合(HA 蛋白)的统计结果(n=3)。

Figure 2. Metformin inhibited ABCA1 binding to ubiquitin

2. 3 　 基于免疫共沉淀的蛋白质组学发现候选 E3
泛素蛋白连接酶

为了寻找二甲双胍调控 ABCA1 表达的候选 E3
泛素蛋白连接酶,首先采用免疫共沉淀沉淀与

ABCA1 结合的蛋白质,随后采用差异蛋白质组学测

序寻找受二甲双胍调控的并且与 ABCA1 结合的蛋

白(分为 A-U-M 和 A-U 组)。 对蛋白进行差异分

析,以差异表达量变化超过 1. 5 作为显著上调的变

化阈值,小于 1 / 1. 5 作为显著下调的变化阈值,共得

到 151 个上调蛋白,249 个下调蛋白(图 3A)。 对差

异表达蛋白进行了 GO 分类富集分析,此处运用

Fisher’s 精确检验计算显著性 P 值,目的是发现差

异表达蛋白在某些功能类型有显著性的富集趋势。
结果表明,差异蛋白主要富集在有机物代谢、细胞

代谢、初级代谢、氮化合物代谢、多细胞发育等通

路;细胞组分主要富集在细胞内解剖结构、细胞器、
胞质等;分子功能主要富集在物质结合和催化活性

等(图 3B)。 KEGG 富集分析显示差异蛋白主要富

集于补体与凝血级联、免疫球蛋白 G Fc 段受体(Fc

fragment of IgG receptor,FcγR)介导的吞噬作用和上

皮细胞的细菌入侵等与炎症和免疫防御相关的功

能中,以及肌动蛋白骨架调节和 hsa04530 紧密等

(图 3C)。 根据差异基因,发现了 9 种能与 ABCA1
结合的候选 E3 泛素蛋白连接酶。
2. 4　 二甲双胍可通过 MIB1 调控 ABCA1 的表达

为了验证蛋白质组学的结果,从 9 种候选 E3
泛素蛋白连接酶中选取了 MIB E3 泛素蛋白连接酶

1(MIB E3 ubiquitin protein ligase 1,MIB1)进行下游

实验。 His-tagged ABCA1 和 Flag-tagged MIB1 过表

达质粒共同转染 HEK293 细胞 24 h,采用 2 mmol / L
二甲双胍刺激细胞,Western blot 检测 ABCA1 的表

达。 结果发现,与单独转染 His-tagged ABCA1 质粒

相比,共转染组 ABCA1 表达显著降低(0. 66 倍,P<
0. 01),说明 MIB1 能够抑制 ABCA1 表达。 然而,与
共转染组相比,二甲双胍组 ABCA1 的表达水平升高

(0. 22 倍,P<0. 05)。 说明,二甲双胍能抑制 MIB1
介导的 ABCA1 表达降低(图 4)。
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图 3. 基于免疫共沉淀的蛋白质组学结果

A 为差异蛋白火山图:横轴为比较组差异表达变化 Ratio 值经过 log2 转换后的值;纵轴为统计检验 P 值经过-log10 转换后的值;其中红色点

表示显著差异上调,蓝色点表示显著差异下调,灰色表示无显著差异。 柱状图显示上调基因 151 种,下调基因 249 种。 B 为 GO 富集:纵轴

表示 GO 的一级分类中的二级功能分类,横轴为差异蛋白在分类中的数目,数值越大代表富集显著性越强。 C 为 KEGG 富集:纵轴为 KEGG
通路描述信息,横轴为差异蛋白在该功能中经 log2 转换后的富集程度,数值越大说明富集程度越高;点的颜色表示富集显著性 P 值,颜色越

蓝代表富集显著性越强;点的大小表示 KEGG 通路中差异蛋白个数,点越大表示其中差异蛋白个数越多。

Figure 3. Proteomics based on co-immunoprecipitation

图 4. 二甲双胍通过 E3 泛素蛋白连接酶 MIB1 上调

ABCA1 表达

A 为将 His-tagged ABCA1 和 Flag-tagged MIB1 质粒共同转染至

HEK293 细胞 24 h,使用 2 mmol / L 二甲双胍刺激细胞 24 h,
Western blot 检测 ABCA1、p-AMPKα1 及 AMPKα1 的表达;

B 为 ABCA1 蛋白表达统计结果(n=3)。

Figure 4. Metformin increased ABCA1 expression via MIB1

3　 讨　 论

泡沫化巨噬细胞贯穿于 As 发生发展的始

终[13-14]。 胆固醇的吸收和逆转运失衡是泡沫化巨

噬细胞形成的主要因素[15-17]。 有报道[18-20] 指出,上
调胆固醇逆转运蛋白 ABCA1 能减少斑块损伤面积

缓解 As 的进展。 然而,激活 ABCA1 的上游转录因

子 LXR / RXR 伴随着许多不良反应,如增加甘油三

酯在肝脏中的累积和促进主动脉瘤的形成等[21-23]。
因此,发现上调 ABCA1 表达的新机制和研发安全有

效的 ABCA1 激动剂,对 As 的治疗具有十分重要的

研究价值和现实意义。
二甲双胍是安全有效的抗 2 型糖尿病的临床一

线用药[24]。 已有临床和基础研究显示[25-28],二甲双

胍作为 AMPK 的间接激动剂,在抗 As、降低体质指

数、延缓衰老及癌症治疗中同样发挥重要作用。 此

外,有报道指出二甲双胍能上调 ABCA1 的表达并促

进巨噬细胞的 RCT 延缓 As 的发展。 因此,本实验

首先采用 Western blot 检测了二甲双胍对 ABCA1 的

调控作用。 与之前报道一致,二甲双胍能上调

ABCA1 的表达。 然而值得注意的是,二甲双胍并不

能上调 ABCA1 的 mRNA 水平,说明二甲双胍调控

ABCA1 表达的机制可能通过蛋白翻译后修饰。
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有报道显示[29],二甲双胍能通过 UPS 维持胰

岛素诱导基因的稳定性改善非酒精性脂肪性肝病。
UPS 是维持蛋白质稳定的主要调控方式之一,在脂

质代谢调控中发挥重要作用[30]。 为了探讨二甲双

胍能否通过 UPS 调控 ABCA1 的表达,本实验首先

使用放线菌酮处理细胞,发现二甲双胍能抑制

ABCA1 蛋白的降解。 随后,为了进一步探讨 UPS 能

否有效上调 ABCA1 的表达, 采用 MG132 处理

ABCA1 过表达的 HEK293 细胞,发现 ABCA1 表达

显著升高。 最后通过免疫共沉淀实验,发现二甲双

胍能有效阻断 ABCA1 与泛素的结合。 上述实验说

明,二甲双胍能通过 UPS 系统调控 ABCA1 的表达。
与此一致,有研究显示抑制含 HECT、UBA 和 WWE
结构域的 E3 泛素蛋白连接酶 1 (HECT,UBA and
WWE domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1,
HUWE1) 能上调 ABCA1 的表达促进 RCT 并延

缓 As[31-32]。
为了发现二甲双胍调控 ABCA1 表达的候选 E3

泛素蛋白连接酶,进行了基于免疫共沉淀的蛋白质

组学实验。 结果显示,受二甲双胍调控的差异蛋白

主要富集于细胞发育、炎症和免疫防御等通路。 其

中 MIB1 在细胞增殖、分化、凋亡等生理过程中发挥

重要作用[33],但在心血管方面却鲜有报道[34]。 随

后通过 Western blot 实验验证了二甲双胍能抑制

MIB1 诱导的 ABCA1 降解。 这一发现为基于蛋白泛

素化设计的 ABCA1 激动剂药物研发提供理论和实

验基础。 本研究在分子水平证明了二甲双胍可通

过 UPS 调控 ABCA1 的表达,为二甲双胍治疗 As 提

供了理论依据和实验基础。 MIB1 是调控 ABCA1 表

达的候选 E3 泛素蛋白连接酶之一。
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