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PCSK9 通过诱导血管平滑肌细胞表型转换促进动脉粥样硬化
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(PCSK9)在动脉粥样硬化(As)发生发展中的作用及分子机

制。 [方法] 　 采用血小板源性生长因子-BB(PDGF-BB)对小鼠原代血管平滑肌细胞(VSMC)进行不同时间的处

理,通过划痕实验评估细胞迁移能力,并利用 Western blot 检测表型转换标志物及 PCSK9 的表达。 使用 Ad-PCSK9
腺病毒感染小鼠原代 VSMC,检测收缩型与合成型标志蛋白的表达情况,以及细胞增殖与迁移能力。 通过腺病毒过

表达或小干扰 RNA( siRNA) 抑制 PCSK9 表达,检测核因子 κB (NF-κB)、Krüppel 样因子 4 (KLF4) 和心肌素

(MYOCD)的表达水平。 采用免疫组织化学、免疫荧光、油红 O 染色和苏木精-伊红(HE)染色,分析 VSMC 特异性

过表达 PCSK9(PCSK9 sm OE)小鼠与对照组(PCSK9 flox / flox)小鼠主动脉斑块中相关分子的表达、脂质沉积及斑块面积。
[结果] 　 PCSK9 与血管中膜及 As 斑块内的 VSMC 共定位;与中膜收缩型 VSMC 相比,其在斑块合成型 VSMC 中表

达显著升高。 PDGF-BB 以时间依赖方式上调 PCSK9 及合成表型标志蛋白骨桥蛋白(OPN)、表皮调节素(EREG)表

达,下调收缩表型标志蛋白平滑肌肌球蛋白重链(SMMHC)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、钙调理蛋白、平滑肌 22α
(SM22α)表达,并增强细胞迁移能力。 Ad-PCSK9 可促进 VSMC 由收缩表型向合成表型转换,显著增强 DNA 复制

活性与细胞迁移能力,同时,下调 MYOCD 表达,上调 KLF4 与 NF-κB p65 表达;而 siRNA 抑制 PCSK9 则呈现相反效

应。 组织学分析表明,VSMC 过表达 PCSK9 可促进 As 小鼠主动脉斑块形成并增加斑块不稳定性。 [结论] 　
PCSK9 可诱导 VSMC 由收缩表型向合成表型转换,加剧小鼠 As 病变,该机制可能与 NF-κB、KLF4 及 MYOCD 之间

的信号串扰有关。
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PCSK9 promotes atherosclerosis by inducing phenotypic transformation of vascular
smooth muscle cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role and molecular mechanism of proprotein convertase subtilisin / kexin type
9 (PCSK9) in the occurrence and development of atherosclerosis (As). 　 　 Methods　 Mouse primary vascular smooth
muscle cells (VSMCs) were treated with platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) for different durations. 　 Cell mi-
gration ability was evaluated by scratch assay, and the expression of phenotypic transition markers and PCSK9 was detected
by Western blot. 　 Mouse primary VSMCs were infected with Ad-PCSK9 adenovirus to examine the expression of contractile
and synthetic marker proteins, as well as cell proliferation and migration capabilities. 　 PCSK9 expression was overex-
pressed via adenovirus or inhibited by small interfering RNA ( siRNA), and the expression levels of nuclear factor-κB
(NF-κB), Krüppel-like factor 4 (KLF4), and myocardin (MYOCD) were detected. 　 Immunohistochemistry, immunoflu-
orescence, Oil Red O staining, and hematoxylin-eosin (HE) staining were used to analyze the expression of related mole-
cules, lipid deposition, and plaque area in aortic plaques of VSMC-specific PCSK9 overexpression (PCSK9 sm OE) mice and
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PCSK9 conditional knockout (PCSK9 flox / flox) mice. 　 　 Results　 PCSK9 was colocalized with VSMCs in the medial layer
and atherosclerotic plaques. 　 Compared with contractile VSMCs in the medial layer, PCSK9 expression was significantly
elevated in synthetic VSMCs within the plaques. 　 PDGF-BB upregulated PCSK9 in a time-dependent manner, along with
the synthetic phenotypic marker proteins osteopontin (OPN) and epiregulin (EREG), while downregulating the contractile
marker proteins smooth muscle myosin heavy chain (SMMHC), α-smooth muscle actin (α-SMA), calponin, and smooth
muscle 22α ( SM22α), and enhanced cell migration capacity. 　 Ad-PCSK9 promoted the phenotypic transformation of
VSMCs from contractile to synthetic phenotype, significantly enhanced DNA replication activity and cell migration ability,
downregulated MYOCD expression, and upregulated KLF4 and NF-κB p65 expression. 　 Conversely, siRNA-mediated PC-
SK9 inhibition showed opposite effects. 　 Histological analysis revealed that VSMC-specific overexpression of PCSK9 pro-
moted aortic plaque formation and increased plaque instability in atherosclerotic mice. 　 　 Conclusions　 PCSK9 can in-
duce VSMC phenotypic transformation from the contractile to synthetic phenotype, exacerbating the atherosclerotic lesions in
mice. 　 This mechanism may involve the signaling crosstalk among NF-κB, KLF4, and MYOCD.
[KEY WORDS]　 proprotein convertase subtilisin / kexin type 9;　 atherosclerosis; 　 vascular smooth muscle cells; 　
phenotypic transformation

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是多种心脑

血管疾病的共同病理基础,也是全球范围内该类疾

病发病和死亡的主要原因[1-2]。 As 病变的形成是脂

质、炎症细胞、血管平滑肌细胞 ( vascular smooth
muscle cell,VSMC)和坏死细胞碎片在血管内膜下

长期沉积与动态演变的结果[2]。 因此,深入阐明 As
的血管生物学机制具有重要的科学意义。

在 As 的复杂病理过程中,VSMC 作为血管中膜

结构与功能的核心成分,发挥着关键作用。 成熟的

VSMC 具有高度的表型可塑性,在生理状态下维持

收缩表型(分化状态),而在病理刺激下向合成表型

(去分化状态)转换[3]。 在多种致 As 因素的持续作

用下,VSMC 由收缩表型向合成表型转换[4-5]。 在此

过程中,收缩型标志蛋白如 α-平滑肌肌动蛋白(α-
smooth muscle actin,α-SMA)、钙调理蛋白、平滑肌肌

球蛋白重链 ( smooth muscle myosin heavy chain,
SMMHC)和平滑肌 22α(smooth muscle 22α,SM22α)
等的表达降低或缺失,而合成型标志蛋白如骨桥蛋

白( osteopontin, OPN) 和表皮调节素 ( epiregulin,
EREG)等的表达则相应升高[6]。 在分子调控层面,
VSMC 表型转换受多条信号通路精密调控,心肌素

(myocardin,MYOCD)特异性表达于 VSMC,作为血

清反应因子(serum response factor,SRF)的协同转录

因子,可激活多种收缩型标志基因的转录,从而维

持 VSMC 的收缩表型[7-8]。 研究表明,MYOCD 可能

在抑制 VSMC 增殖及抗 As 中发挥重要作用[9]。 与

之相对, Krüppel 样因子 4 ( Krüppel-like factor 4,
KLF4)作为表型转换的关键负调控因子,可下调

MYOCD 的表达,促使 VSMC 由收缩表型向合成表型

转换[10]。 此外,研究证实核因子 κB(nuclear factor-
κB,NF-κB)可与 KLF4 结合并激活其转录,从而间接

抑制MYOCD 功能,推动VSMC 表型转换进程[11]。 上

述分子间的调控关系揭示了 KLF4 与 MYOCD 构成的

分子枢纽在 VSMC 表型转换中的核心地位。
近年来,一种关键脂质代谢调控分子———前蛋白

转化酶枯草溶菌素 9(proprotein convertase subtilisin /
kexin type 9,PCSK9)被发现在 As 进程中扮演重要角

色。 PCSK9 于 2003 年被发现,主要通过促进肝细胞

低密度脂蛋白受体( low density lipoprotein receptor,
LDLR)的降解,减少血浆中低密度脂蛋白胆固醇(low
density lipoprotein cholesterol,LDLC)的清除,从而增

加心脑血管疾病风险[12-14]。 然而,新近研究表明,除
调节脂质代谢外,PCSK9 对血管壁的直接作用在加剧

As 病变中也具有不可忽视的影响[15]。 值得注意的

是,PCSK9 在 VSMC 中的表达水平显著高于其他血管

细胞,尤其在人类易损 As 斑块“肩”区的 VSMC 中高

表达,并与收缩型标志蛋白的表达呈负相关[6,16-17]。
此外,多种诱导 VSMC 向合成表型转换的因素均可上

调细胞中 PCSK9 的表达。 这些证据提示,PCSK9 可

能通过调控 VSMC 的表型转换参与 As 的病理进程。
本研究旨在阐明 PCSK9 通过诱导 VSMC 表型转换在

As 进展中的作用,并揭示其潜在的分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

DMEM / F12 培养基购自 Gibco 公司;胎牛血清

购自 Hyclone 公司;胶原酶Ⅱ型、弹性蛋白酶及大豆

胰蛋白酶抑制剂购自 Worthington Biochemical 公司;
抗 PCSK9、抗 OPN 兔源多克隆抗体购自 ABclonal 公
司;抗 SMMHC 兔源多克隆抗体购自 Abcam 公司;抗
α-SMA、抗钙调理蛋白、抗 β-微管蛋白的兔源单克隆

抗体、抗基质金属蛋白酶 2(matrix metalloproteinase-2,
MMP-2)、抗 MMP-9、抗 NF-κB 的兔源多克隆抗体及
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辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗购自 Proteintech 公

司;抗 KLF4、抗 MYOCD、抗 EREG 及抗 SM22α 兔源

多克隆抗体购自 Affinity 公司;靶向 PCSK9 的 siRNA
由锐博生物科技有限公司合成;表达小鼠 PCSK9 的

HBAD-Adeasy-mPCSK9-Null-EGFP 腺病毒由汉恒生

物科技有限公司构建。
1. 2　 免疫荧光组织化学检测

组织样本经石蜡包埋和连续切片后,依次进行

脱蜡及抗原修复处理。 使用免疫组化笔圈定组织

区域,以 10%胎牛血清室温封闭 30 min,随后加入

一抗,4 ℃ 孵育过夜。 次日,PBS 洗涤 3 次,每次

5 min。 避光条件下,滴加荧光标记的二抗,室温孵

育 30 min,PBS 洗涤后,使用 DAPI 室温复染细胞核

10 min。 再次洗涤后,以甘油封片,于荧光显微镜下

观察并采集图像。
1. 3　 免疫组织化学检测

操作按即用型免疫组化试剂盒说明书进行。
切片经柠檬酸钠抗原修复液热修复并冷却后,以
PBS 洗涤。 依次滴加内源性过氧化物酶阻断剂和非

特异性反应阻断剂处理组织。 加入一抗,4 ℃孵育

过夜,PBS 洗涤后,依次加入高敏酶标 IgG 聚合物及

链霉亲和素-过氧化物酶复合物孵育。 DAB 显色

后,苏木精复染,流水返蓝,中性树胶封片,于显微

镜下观察并拍照。
1. 4　 小鼠原代 VSMC 的提取

使用胶原酶Ⅱ型、大豆胰蛋白酶抑制剂、弹性蛋

白酶与DMEM/ F12 培养基配制混合消化酶。 取小鼠胸

主动脉,剥除外膜与内膜后,将血管中膜剪碎,置于混

合消化酶中,于37 ℃培养箱内消化 4 h。 以 3 000 r / min
离心 10 min 收集细胞,使用含 10% 胎牛血清的

DMEM / F12 完全培养基重悬,接种于 25 cm2 细胞培

养瓶,置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中静置培养 7 天。
1. 5　 小鼠原代 VSMC 的培养及药物处理

原代 VSMC 使用含 10% 胎牛血清及 1% 青霉

素-链霉 素 溶 液 的 DMEM / F12 完 全 培 养 基, 于

37 ℃、5%CO2 条件下培养。 待细胞贴壁生长后,根
据实验需求,用 1. 0×104 ng / L 血小板源性生长因子-
BB(platelet-derived growth factor-BB,PDGF-BB)处理

不同时间,收集细胞进行后续检测。
1. 6　 Western blot 检测

使用含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液,于冰上

裂解细胞 30 min,4 ℃、12 000 r / min 离心 10 min,取
上清。 按 4 ∶ 1(体积比)加入 5×上样缓冲液,100 ℃
煮沸 8 min 使蛋白变性。 样品经聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离后,采用湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜上。
膜经 5%脱脂牛奶室温封闭 1 ~ 2 h,与一抗于 4 ℃

孵育过夜。 洗涤后,与辣根过氧化物酶标记的二抗

室温孵育 1. 5 h,再次洗涤后进行化学发光显影。
1. 7　 RT-qPCR

实验全程使用无核酸酶耗材并采取防污染措

施。 提取细胞总 RNA 并反转录合成 cDNA。 使用

实时荧光定量 PCR 仪进行扩增,采用 2-ΔΔCt 法计算

目的基因 mRNA 的相对表达量。
1. 8　 EdU 细胞增殖检测

将细胞以适当密度接种于 96 孔板,待融合度达

约 60%时,按实验分组进行处理。 处理结束后,参
照 YF􀳏 594 Click-iT EdU 成像试剂盒(红色荧光)说
明书进行操作,于荧光显微镜下观察并拍照。
1. 9　 划痕实验

将细胞接种于 6 孔板,待融合度达约 80%时,用
10 μL 枪头尖端在单层细胞表面划出均匀划痕,更换

为无血清培养基继续培养。 分别于 0、12、24 及 48 h
在光学显微镜下观察并拍照,计算划痕愈合面积。
1. 10　 Transwell 小室迁移实验

将细胞接种于 Transwell 小室(置于 24 孔板内)
的上室,上室加入 200 μL 无血清培养基,下室加入

500 μL 含 10%胎牛血清的培养基。 培养 48 ~ 72 h
后,移除上室培养基,PBS 漂洗细胞。 用 4% 多聚甲

醛固定细胞,甲醇通透,结晶紫染色。 用棉签轻轻

擦除上室膜内表面的细胞,于倒置显微镜下观察并

计数迁移至膜下表面的细胞。
1. 11　 构建 VSMC 条件性过表达 PCSK9 小鼠模型

利用 Cre 重组酶介导的 loxP 位点特异性重组

系统,构建条件性过表达模型。 PCSK9 flox / flox(以下简

称 PCSK9 fl / fl)小鼠的基因组在 Rosa26 位点插入了两

侧带有 loxP 位点的转录终止序列及 PCSK9 基因。
SM22α-Cre 小鼠中,由 SM22α 启动子驱动的 Cre 重组

酶在 VSMC 中特异性表达。 将 SM22α-Cre 小鼠与 PC-
SK9fl / fl 小鼠进行杂交,子代小鼠体内的 Cre 重组酶介

导终止序列的敲除,从而激活 PCSK9 的表达,成功构建

了 VSMC 特异性过表达 PCSK9 的小鼠(PCSK9sm OE)。
1. 12　 动物模型的复制及实验分组

实验选取 8 ~10 周龄雄性 PCSK9fl / fl 和 PCSK9sm OE

小鼠各 10 只,分别设为对照组(PCSK9fl / fl )和 PC-
SK9sm OE 组。 所有小鼠均饲养于 SPF 级实验动物房,
适应性喂养 1 周后,经尾静脉单次注射 AAV8-D377Y-
mPCSK9,注射剂量为5×1014 vg / L,0. 1 mL / 只。 随后,
两组小鼠均予高脂高胆固醇饮食(Research Diets
USA,D12108C)喂养,自由饮水,干预持续 12 周后处

死动物,收集组织样本进行后续检测分析。
1. 13　 统计学分析

使用 Graph Pad Prism 6 软件进行统计学分析
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与作图。 计量资料以 x±s 表示,两组间比较采用独

立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分析。
P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
1. 14　 伦理申明

本研究涉及到的动物实验得到南华大学伦理

委员会批准(批准号:USC202004XS133)。

2　 结　 果

2. 1　 PDGF-BB 促进原代 VSMC 向合成表型转换并

上调 PCSK9 表达

从 5 ~ 6 周龄雄性野生型 C57BL / 6J 小鼠中分

离原代主动脉 VSMC。 免疫荧光染色结果显示,超
过 95%的细胞表达 α-SMA,表明细胞纯度高且呈收

缩表型,满足实验要求。
使用 1. 0 ×104 ng / L PDGF-BB 处理原代 VSMC

不同时间(0、12、24 及 48 h)。 Western blot 结果显

示,与 0 h 组(Control)相比,处理 12、24 及 48 h 后,
收缩型标志蛋白 SMMHC 的表达分别下降 46. 47% 、

89. 41%及 84. 68%;α-SMA 的表达分别下降 26. 06%、
56. 60% 及 18. 12% ;钙调理蛋白的表达分别下降

33. 79% 、14. 03%及 48. 85% ;SM22α 的表达分别下

降 57. 37% 、37. 65% 及 44. 62% ( P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 而与 0 h 组相比,处理 24 和 48 h 后合成型

标志蛋白 OPN 的表达则相应增加 33. 27% 及

34. 98% ;处理 48 h 后 EREG 的表达增加 51. 41%
(P<0. 01),提示 PDGF-BB 可诱导 VSMC 由收缩表

型向合成表型转换。 划痕实验结果表明,与 0 h 组

相比,PDGF-BB 处理 24 h 后细胞迁移能力增加了

123. 75% (P<0. 05)。 同时,Western blot 检测显示,
与 0 h 相比,PDGF-BB 处理 12、24 和 48 h 后,细胞

中 PCSK9 蛋白的表达分别增加 12. 65% 、19. 26%及

30. 42% (P<0. 05 或 P<0. 01)。 此外,Western blot
结果显示,与 0 h 相比,PDGF-BB 处理 48 h 后,细胞

中 MMP-2 的表达增加 87. 60% (P<0. 05;图 1),而
MMP-9 的表达无明显变化。 以上结果提示,PDGF-
BB 诱导的 VSMC 表型转换伴随着 PCSK9 表达的

上调。

图 1. PDGF-BB 促进原代 VSMC 向合成表型转换并上调 PCSK9 表达(n=3)
A 中红色为 α-SMA 阳性细胞,蓝色为 DAPI 染核(IF,40×,400×);B、C、D 为 PDGF-BB 处理小鼠原代 VSMC 不同时间对收缩型标志蛋白及

合成型标志蛋白表达的影响;E 为 PDGF-BB 处理小鼠原代 VSMC 不同时间对 PCSK9 蛋白表达的影响;F、G 为 PDGF-BB 对小鼠原代 VSMC
迁移能力的影响(划痕实验,100×);H、I 为 PDGF-BB 处理小鼠原代 VSMC 不同时间对 MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达的影响。

a 为 P<0. 05,与 0 h 组比较或与 Control 组比较;b 为 P<0. 01,与 0 h 组比较。

Figure 1. PDGF-BB promotes the transformation of primary VSMC to a synthetic phenotype and upregulates PCSK9 expression(n=3)
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2. 2　 过表达 PCSK9 促进 VSMC 向合成表型转换

采用腺病毒载体 (Ad-PCSK9) 感染小鼠原代

VSMC 以过表达 PCSK9,荧光显微镜下感染效率超

过 90% 。 Western blot 结果显示,与空白对照组相

比,Ad-PCSK9 感染组细胞中 PCSK9 蛋白表达增加

152. 30% (P<0. 01),收缩型标志蛋白 SMMHC、α-
SMA 及 SM22α 的表达分别减少 52. 58%、67. 08%及

75. 74% (P<0. 01),而合成型标志蛋白 EREG 表达

增加 493. 79% (P<0. 01)。 EdU 实验显示,与空白

对照组相比,Ad-PCSK9 感染组细胞的 EdU 阳性率

升高 865. 19% (P<0. 01)。 划痕实验结果表明,与
空白对照组相比,Ad-PCSK9 感染组细胞的迁移能

力增加 56. 98% (P<0. 01)。 Transwell 实验进一步

证实,与空白对照组相比,Ad-PCSK9 感染组细胞的

迁移能力增加 159. 24% (P<0. 01)。 此外,Western
blot 结果显示,与空白对照组相比,Ad-PCSK9 感染

组 MMP-2 的表达增加 46. 59% (P<0. 05;图 2),而
MMP-9 的表达无明显变化。 这些结果表明,PCSK9
过表达能增强 VSMC 的增殖与迁移能力,并推动其

由收缩表型向合成表型转换。

图 2. 过表达 PCSK9 促进 VSMC 向合成表型转换(n=3)
A 为 Ad-PCSK9 感染小鼠原代 VSMC 情况(40×);B、C 为 Ad-PCSK9 对小鼠原代 VSMC 中 PCSK9 及表型标志蛋白表达的影响;

D、G 为 PCSK9 对小鼠原代 VSMC 增殖能力的影响(EdU 实验,100×);E、H 为 PCSK9 对小鼠原代 VSMC 迁移能力的影响(划痕实验,100×);
F、I 为 PCSK9 对小鼠原代 VSMC 迁移能力的影响(Transwell,40×);J、K 为 Adv-PCSK9 对小鼠原代 VSMC 中 MMP-2 和 MMP-9 蛋白

表达的影响。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 Ad-NC 感染组比较。

Figure 2. Overexpression of PCSK9 promotes the transformation of VSMC to a synthetic phenotype(n=3)
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2. 3 　 PCSK9 调控 VSMC 表型转换涉及 NF-κB 与

KLF4、MYOCD 之间的信号串扰

通过 siRNA PCSK9 或 Ad-PCSK9 分别下调和上

调小鼠原代 VSMC 中 PCSK9 的表达,并利用 Western
blot 检测 MYOCD、KLF4 和 NF-κB p65 的蛋白水平。

在 PDGF-BB 诱导的模型中,与空白对照组相

比, PDGF-BB 处 理 组 细 胞 MYOCD 表 达 降 低

43. 67% (P<0. 05),而 KLF4 表达增加 40. 38% (P<
0. 01),NF-κB p65 表达增加 29. 76% (P<0. 01)。 而

与 siRNA NC+PDGF-BB 处理组相比,siRNA PCSK9+
PDGF-BB 组的 MYOCD 表达回升 49. 25%(P<0. 05),

同时 KLF4 和 NF-κB p65 的表达分别降低 31. 23%
和 19. 59% (P<0. 05),提示转染 siRNA PCSK9 可部

分逆转 PDGF-BB 的上述效应。
在过表达模型中,与对照组相比,Ad-PCSK9 感

染组 MYOCD 表达减少 60. 68% (P<0. 01),而 KLF4
表达增加 72. 24% (P<0. 05),NF-κB p65 表达增加

47. 55% (P<0. 01;图 3)。
以上结果初步提示,PCSK9 促进 VSMC 增殖、

迁移及表型转换的作用可能与调控 NF-κB 与

KLF4、MYOCD 之间的信号串扰有关。

图 3. PCSK9 调控 VSMC 表型转换涉及 NF-κB 与 KLF4、MYOCD 之间的信号串扰(n=3)
A、C 为 siRNA PCSK9 对小鼠原代 VSMC 中 MYOCD、KLF4 及 NF-κB 蛋白表达的影响;B、D 为 Ad-PCSK9 对小鼠原代 VSMC 中 MYOCD、

KLF4 及 NF-κB 蛋白表达的影响。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,PDGF-BB 处理组与 Control 组比较或

siRNA PCSK9+PDGF-BB 处理组与 siRNA NC+PDGF-BB 处理组比较,Ad-PCSK9 感染组与 Ad-NC 感染组比较。

Figure 3. The regulation of VSMC phenotypic transformation by PCSK9 involves the signal crosstalk
between NF-κB and KLF4, MYOCD(n=3)

2. 4　 VSMC 特异性过表达 PCSK9 加剧 As 小鼠主

动脉斑块形成而不影响血脂水平

成功构建 VSMC 条件性过表达 PCSK9 的小鼠

模型(PCSK9 sm OE),并以 PCSK9 fl / fl 小鼠作为对照。
Western blot 结果证实,与 PCSK9 fl / fl 小鼠相比,PC-
SK9 sm OE 小 鼠 主 动 脉 中 PCSK9 蛋 白 表 达 升 高

107. 59% (P<0. 01)。 对两组小鼠进行 As 造模后,
体视显微镜观察发现,PCSK9 sm OE 组小鼠主动脉弓

及腹主动脉分叉处的斑块数量明显多于对照组。

免疫组化与免疫荧光检测显示,PCSK9 sm OE 小鼠主

动脉窦组织中 PCSK9 表达升高。 油红 O 染色显示,
PCSK9 sm OE 组小鼠主动脉整体脂质沉积面积较 PC-
SK9 fl / fl 组小鼠增加 231. 38% (P<0. 05)。 对主动脉

窦切片的进一步分析显示,与 PCSK9 fl / fl 组相比,PC-
SK9 sm OE 组斑块面积增大 122. 89% (P<0. 01),脂质

蓄积更多,荷脂细胞数量增加。 Masson 染色表明,
相比于 PCSK9 fl / fl 组,PCSK9 sm OE 组斑块内胶原纤维

含量减少 17. 63% (P<0. 05;图 4)。
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图 4. VSMC 特异性过表达 PCSK9 加剧 As 小鼠主动脉斑块形成

A 为免疫荧光法检测的 PCSK9 在 PCSK9 fl / fl 与 PCSK9 sm OE 小鼠主动脉根部斑块中的阳性染色情况(400×);B 为免疫组化法检测的 PCSK9 在

PCSK9 fl / fl 与 PCSK9 sm OE 小鼠主动脉根部斑块中的表达情况(40×,400×);C、D 为 PCSK9 fl / fl 与 PCSK9 sm OE 小鼠主动脉中 PCSK9 蛋白的表达

情况(n=3);E 为体视显微镜下 PCSK9 fl / fl 与 PCSK9 sm OE 小鼠主动脉中 As 斑块情况(1. 5×);F、J 为 VSMC 过表达 PCSK9 对小鼠主动脉的

荷脂情况和斑块面积的影响(油红 O 染色,2×,n=3);G 为 VSMC 过表达 PCSK9 对小鼠主动脉窦 As 斑块面积的影响(HE 染色,40×);
H、K 为 VSMC 过表达 PCSK9 对小鼠主动脉窦壁斑块面积的影响,黑色箭头指向斑块(油红 O 染色,40×,200×,n=10);

I、L 为 VSMC 过表达 PCSK9 对小鼠主动脉窦 As 斑块胶原纤维含量的影响,黑色箭头指向胶原纤维区(Masson 染色,40×,200×,n=10)。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,PCSK9 sm OE 组与 PCSK9 fl / fl 组比较。

Figure 4. Specific overexpression of PCSK9 in VSMC aggravates atherosclerotic plaque formation in As mouse

　 　 为了解 VSMC 特异性过表达 PCSK9 对 As 模型

小鼠血脂的影响,对两组小鼠进行 As 造模后,分别在

第 0 周和第 12 周采用直接法检测两组小鼠的血脂水

平。 结果显示,第 12 周时 PCSK9fl / fl 小鼠的血清总胆

固醇( total cholesterol,TC)、高密度脂蛋白胆固醇

(high density lipoprotein cholesterol,HDLC)及 LDLC
水平较第 0 周时分别升高 412. 65%、111. 81% 和

365. 83%(P<0. 05),TG 的水平无明显变化;同样,第
12 周时 PCSK9sm OE 小鼠的血清 TC、HDLC 及 LDLC
水平较第 0 周时分别升高 261. 23%、74. 08% 和

458. 77%(P<0. 01),TG 的水平无明显变化。 但第 12
周时两组间各项血脂指标差异均无显著性(表1),提示

VSMC 特异性过表达 PCSK9 不影响小鼠血脂水平。
以上结果表明,VSMC 特异性过表达 PCSK9 可

促进 As 小鼠主动脉斑块形成,并可能增加斑块不稳

定性,但不影响小鼠血脂水平。
2. 5　 PCSK9 促进斑块内 VSMC 向合成表型转换可

能和 NF-κB 与 KLF4、MYOCD 之间的信号串扰相关

免疫荧光与免疫组化检测结果显示,与 PCSK9fl / fl

组相比,PCSK9 sm OE 小鼠主动脉斑块处收缩型标志

蛋白 α-SMA 的阳性信号显著减弱,而合成型标志蛋

白 OPN 的阳性信号显著增强,提示 PCSK9 过表达

促进了斑块内 VSMC 向合成表型转换。
同时,PCSK9 sm OE 小鼠主动脉斑块处 NF-κB 与

KLF4 的阳性染色显著增加,而 MYOCD 的阳性染色

显著减弱(图 5)。 该结果在体内水平进一步证实,
PCSK9 促进 VSMC 表型转换的作用可能和 NF-κB
与 KLF4、MYOCD 之间的信号串扰有关。
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表 1. PCSK9 fl / fl 和 PCSKsm OE 小鼠在第 0 周和第 12 周时的 4 项血脂指标水平

Table1. The levels of four lipid indicators in PCSK9 fl / fl and PCSK9 sm OE mice at week 0 and week 12
单位:mg / L

项目
第 0 w

PCSK9 fl / fl PCSK9 sm OE

第 12 w

PCSK9 fl / fl PCSK9 sm OE

TC 1 699. 00±664. 00 2 417. 00±578. 80 8 710. 00±4 844. 00a 8 731. 00±4 304. 00b

TG 2 932. 00±629. 90 3 310. 00±471. 80 3 953. 00±1 943. 00 3 448. 00±1 235. 00
HDLC 760. 60±177. 30 892. 70±223. 10 1 611. 00±398. 50a 1 554. 00±374. 40b

LDLC 1 448. 60±547. 70 1 191. 00±429. 60 6 748. 00±4 505. 00a 6 655. 00±3 710. 00b

　 　 注:a 为 P<0. 05 ,第 12 周 PCSK9 fl / fl 组与第 0 周 PCSK9 fl / fl 组比较;b 为 P<0. 01,第 12 周 PCSK9 sm OE 组与第 0 周 PCSK9 sm OE 组比较(n =
10)。

图 5. PCSK9 促进斑块内 VSMC 向合成表型转换可能和 NF-κB 与 KLF4、MYOCD 之间的信号串扰相关

A、B、C、D、E 为免疫荧光检测的阳性染色情况(400×);F、G 为免疫组化法检测的阳性染色情况,黑色箭头指向斑块(40×,400×)。

Figure 5. The promotion of intraplaque VSMC phenotypic transformation by PCSK9 may be related to
the signal crosstalk between NF-κB and KLF4, MYOCD
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3　 讨　 论

尽管 PCSK9 主要通过调节胆固醇稳态在 As 的

发生发展中发挥主导作用,但越来越多的证据表

明,其独立于脂质代谢的生物学效应,尤其是对血

管壁的直接作用,同样不容忽视。 PCSK9 参与血管

炎症反应、调控斑块形成与血栓发生,同时影响多

种血管细胞的功能,这些机制与急性冠脉综合征及

脑卒中密切相关[18]。 因此,深入研究 PCSK9 的血

管局部效应,对于全面理解其生物学功能及进一步

阐明 As 发病机制具有重要意义。
基于这一背景,本研究首先在细胞实验中发

现,PDGF-BB 诱导的 VSMC 向合成表型转换伴随

PCSK9 表达的时间依赖性上调,提示 PCSK9 可能与

VSMC 的表型转换过程相关。 为了验证这一关联,
我们通过分子技术调控 VSMC 中 PCSK9 的表达水

平,结果显示过表达 PCSK9 可驱动 VSMC 由收缩表

型向合成表型转换,并增强其增殖与迁移能力。 这

一发现与国内外多项研究结果相互印证:例如,
PCSK9 在主动脉夹层钙化区域的合成型 VSMC 中

高表达[19];在颈动脉损伤模型中,PCSK9 缺失有助

于维持 VSMC 收缩表型并抑制新生内膜形成[20]。
这些证据共同提示,PCSK9 调控 VSMC 表型转换在

血管病理重塑中扮演着关键角色。
值得注意的是,本研究在体内外实验中观察到

看似矛盾的现象:细胞实验证实 PCSK9 过表达可诱

导 VSMC 向合成表型转换,理论上应促进胶原合成;
而动物模型却显示斑块内胶原含量显著减少。 这

一体内外结果的差异,恰恰揭示了 PCSK9 在 As 斑

块微环境中作用的复杂性。 斑块胶原含量是合成

与降解动态平衡的综合结果,而非单一细胞功能的

简单叠加。 我们推测,这一现象可能由多重机制共

同导致:首先,PCSK9 虽可促进 VSMC 表型转换,但
同时也能诱导 VSMC 发生线粒体功能障碍和凋亡,
导致斑块内具有胶原合成能力的效应细胞总数减

少[21];其次,本研究发现 PCSK9 可上调 MMP-2 的

表达(而 MMP-9 无明显变化),该酶活性的增强可

加速已形成胶原的降解。 因此,在复杂的体内微环

境中,由细胞凋亡和 MMP-2 介导的胶原降解与细胞

丢失效应,超过了由表型转换带来的胶原合成效

应,最终表现为斑块胶原含量的净减少。 这一发现

不仅合理解释了本研究的实验现象,也进一步提示

PCSK9 存在独立于血脂调节作用之外的促 As 新机

制。 在分子机制探索方面,本研究聚焦于 NF-κB 与

KLF4、MYOCD 之间的信号串扰。 MYOCD 是 VSMC

收缩表型的主调控因子,其与 SRF 形成的复合物可

激活收缩型标志基因的转录[9]。 KLF4 则能抑制

MYOCD-SRF 复合物的功能,并促进合成表型相关

基因的表达[22]。 NF-κB 可进一步通过结合 KLF4 启

动子激活其转录[23]。 我们的研究表明,PCSK9 过表

达可下调 MYOCD、上调 KLF4 和 NF-κB p65 的表

达,而抑制 PCSK9 则产生相反效应。 在 PCSK9 sm OE

As 小鼠模型的主动脉斑块中,我们也观察到 NF-κB
与 KLF4 表达上调、MYOCD 表达下调的协同变化。
这些结果在细胞与动物模型层面一致表明,PCSK9
很可能通过激活 NF-κB 与 KLF4、MYOCD 之间的信

号串扰来调控 VSMC 的表型转换。 既往研究也为这

一观点提供了支持:例如,抑制 PCSK9 可通过阻断

Toll 样受体 4 / NF-κB 信号通路减轻 As 病变,且该作

用独立于血浆胆固醇水平的变化[24]。 然而,本研究

仍存在一定局限性,首先,由于未检测 PCSK9 fl / fl 小

鼠和 PCSK9 sm OE 小鼠的血浆 PCSK9 水平,无法量化

VSMC 来源的 PCSK9 对循环 PCSK9 的实际贡献,因
而不能完全排除其对全身脂质代谢的潜在间接影

响。 其次,体重和血压是评估代谢与心血管模型表

型的重要参数,而本研究未能提供 PCSK9 fl / fl 小鼠和

PCSK9 sm OE 小鼠的相应数据,限制了从整体代谢角

度对模型进行更全面评估的可能。 此外,NF-κB 作

为核转录因子,需从胞质易位至核内才能发挥转录

调控作用,而本研究仅检测了细胞中 NF-κB p65 的

总蛋白水平,未能充分反映其转录活性。 上述问题

有待后续研究通过更精细的实验设计加以补充

验证。
综上所述,本研究证实 PCSK9 能够促进 VSMC

由收缩表型向合成表型转换,并增强其增殖与迁移

能力,揭示其分子机制可能和调控 NF-κB 与 KLF4、
MYOCD 之间的信号串扰有关。 这些发现为深入理

解 PCSK9 在 As 中的作用提供了新的视角,同时提

示,靶向 VSMC 中 PCSK9 或其下游信号通路,可能

成为稳定斑块及延缓 As 进展的潜在新途径。
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