
·论　　著·

辛伐他汀对ＡｐｏＡ５表达的影响


李全忠，王杨阳，阳跃忠△，夏中华，孙　婧

（桂林医学院附属医院心血管内科，广西桂林５４１００１）

　　摘　要：目的　研究辛伐他汀在体外对载脂蛋白Ａ５（ＡｐｏＡ５）表达的调节，从而更好地理解辛伐他汀对血脂的影响。方法　

以含不同浓度辛伐他汀（１、５、１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）的培养液体外培养人肝癌细胞株Ｇ２（ＨｅｐＧ２）细胞４８ｈ，并以０μｍｏｌ／Ｌ辛伐他汀

作为对照组，提取各组细胞总ＲＮＡ和蛋白质，分别采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测ＡｐｏＡ５的 ｍＲ

ＮＡ和蛋白的表达。结果　随着辛伐他汀浓度的不断增加，ＡｐｏＡ５的表达也不断增强（犘＜０．０５），直至辛伐他汀浓度达到２５

μｍｏｌ／Ｌ时，ＡｐｏＡ５的表达达到最大限度，再增加辛伐他汀的浓度时（５０μｍｏｌ／Ｌ），ＡｐｏＡ５表达不再增强，反而较前一浓度（２５

μｍｏｌ／Ｌ）时的表达有所下降（犘＜０．０５），表明辛伐他汀呈剂量依赖性上调 ＡｐｏＡ５基因和蛋白的表达，但存在着一个最高上限浓

度。结论　辛伐他汀上调ＡｐｏＡ５基因和蛋白的表达。
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　　血脂的高低与冠心病的发生率和死亡率直接相关。血浆

高密度脂蛋白（ＨＤＬ）水平与动脉粥样硬化性心血管疾病的发

病率呈负相关。血浆三酰甘油（ＴＧ）浓度升高也被证实是冠心

病的独立危险因素［１］。目前临床上应特别重视血浆总胆固醇

（ＴＣ）和低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）升高，同时也应关注高

密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）低下和ＴＧ升高。

载脂蛋白Ａ５（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ５，ＡｐｏＡ５）是迄今为止第一

个过度表达引起血浆ＴＧ下降的载脂蛋白。与相同剂量的洛

伐他汀、普伐他汀、氟伐他汀等其他β羟β甲戊二酸单酰辅酶

ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂相比，辛伐他汀可以更有效地降

低血清中的ＴＣ和ＬＤＬＣ
［２］。除此之外，辛伐他汀升高 ＨＤＬ

Ｃ及降低 ＴＧ的总有效率分别为４８．１％及５８．２％
［３］。结合

ＡｐｏＡ５与 ＨＤＬＣ正相关且血清中ＴＧ增高和 ＡｐｏＡ５下降有

一定关系的研究结果，推测辛伐他汀可能通过影响 ＡｐｏＡ５的

表达从而起到升高 ＨＤＬＣ及降低ＴＧ的作用。作者以人肝癌

细胞株 Ｇ２（ｈｕｍａｎｈｅｐａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＧ２，ＨｅｐＧ２）为模型，

观察辛伐他汀对ＡｐｏＡ５的影响，从而更好地阐述辛伐他汀对

血脂代谢影响的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）细胞：ＨｅｐＧ２由桂林医学院实验中心提供；

（２）试剂：辛伐他汀原药粉、兔抗人载脂蛋白 Ａ５抗体、辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ均购自美国Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血

清、细胞培养基（ＤＭＥＭ）均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，聚合酶链式

反应（ＰＣＲ）试剂盒购自上海易利生物科技有限公司；（３）主要

仪器：ＣＯ２ 培养箱购自美国Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ公司，超净工作台购自江

苏苏净集团安康公司，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆ冷冻离心机购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，北京六一电泳仪购自北京沃德生物医学仪器

公司，捷达８０１凝胶成像分析系统购自江苏省捷达科技发展有

限公司，ＡＢＩ９７００基因扩增仪购自上海天呈科技有限公司，达

晖ＤＨＢ３０恒温金属浴购自广州达晖生物技术有限公司。

１．２　细胞的培养　ＨｅｐＧ２细胞培养于ＤＭＥＮ（含１２％胎牛

血清、１００μｇ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素）。细胞种在２５

ｃｍ２ 的培养瓶中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 的恒温培养箱，每隔２ｄ

换液一次，视细胞生长状态扩大培养，然后取对数生长期的细

胞，在细胞计数板上计数后将其接种到６孔培养板（接种细胞

浓度为１×１０５ 个／孔，每孔３ｍＬ培养液），待细胞融合生长到
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５０％～７０％。开始实验前，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗细胞２

次，然后加入含有不同浓度（０、１、５、１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）辛伐他

汀的ＤＭＥＭ，３毫升／孔，于３７℃培养４８ｈ。收集 ＨｅｐＧ２细

胞，分别吸取每孔培养液平均分配至两个１．５ｍＬ离心管中，

冻存于－２０℃。吸弃剩余的培养液。然后每孔加入细胞裂解

液５００μＬ，室温放置５ｍｉｎ后转移到１．５ｍＬ离心管中，冻存

于－８０℃，备用。

１．３　ＰＣＲ检测　根据 Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒中的说明书

提取细胞内ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ，然后用ＡＢＩ９７００基因扩增仪扩

增ｃＤＮＡ，ＡｐｏＡ５与作为内参的磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）

引物序列为。ＡｐｏＡ５引物序列：上游 ５′ＡＧＣ ＡＧＡ ＴＡＡ

ＴＧＧＣＡＡ ＧＣＡ ＴＧＧ ＣＴＧ Ｃ３′；下游 ５′ＧＣＡ ＧＣＣ ＡＴＧ

ＣＴＴＧＣＣＡＴＴＡＴＣＴＧＣＴ３′。产物大小为２８０ｂｐ。为保

证各ＲＮＡ样本量的均一性，采用ＧＡＰＤＨ 作为内参。ＧＡＰ

ＤＨ 引物序列：上游５′ＡＡＣＧＴＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴ

３′；下游５′ＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ３′。产物大

小为４００ｂｐ。ＰＣＲ产物加载药缓冲液混匀，２％琼脂糖凝胶

１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ。用捷达８０１凝胶成像分析系统中进行灰

度扫描，目的基因ｍＲＮＡ表达量用每例标本目的基因的平均

灰度值／同一标本ＧＡＰＤＨ的平均灰度值来表示。

１．４　蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测　在收集好的细胞中

加入细胞裂解液裂解细胞，４℃冰浴１０ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，弃除沉淀，二辛可酸（ＢＣＡ）法蛋白定量。取５０μｇ蛋

白加入２倍浓度十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）凝胶加样缓冲液中，

１００℃水浴１０ｍｉｎ，立刻置于冰上备用。６％ＳＤＳ聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离，转ＰＤＶＦ膜。置膜于５％脱脂奶粉。封闭缓冲

液１ｈ，室温缓慢摇动，按１∶５００加入 ＡｐｏＡ５一抗，室温孵育

１ｈ，缓慢摇动，１倍浓度洗涤缓冲液（ＴＢＳＴ）洗膜５次，每次５

ｍｉｎ。按１∶４０００加入辣根过氧化物酶标记（ＨＲＰ）的二抗，室

温孵育１ｈ，缓慢摇动，１倍浓度ＴＢＳＴ洗膜５次，每次５ｍｉｎ。

在暗室中与化学发光剂免疫印迹化学发光（ＥＣＬ）反应，Ｘ线胶

片曝光显影，观察分析。

１．５　统计学处理　实验所得数据采用狓±狊表示，采用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，采用单因素方差分析（ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ分析）来进行多组间比较，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　辛伐他汀对 ＨｅｐＧ２细胞 ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ表达的影响　

各组 ＡｐｏＡ５ 分别为对照组 ０．２２２±０．０２２、１μｍｏｌ／Ｌ 组

０．３４８±０．０３１、５μｍｏｌ／Ｌ 组 ０．４２±０．０２７、１０μｍｏｌ／Ｌ 组

０．４７±０．０２５、２５μｍｏｌ／Ｌ 组 ０．６１±０．０１３、５０μｍｏｌ／Ｌ 组

０．５６±０．０２２。与对照组比较，不同浓度的辛伐他汀（１、５、１０、

２５μｍｏｌ／Ｌ）组ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ均显著上调，并且升高程度随辛

伐他汀干预浓度的增加而增加（犘＜０．０５）。各组间两两比较，

其水平差异有统计学意义（犘＜０．０５）。至浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ

时，辛伐他汀对ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ上调作用较２５μｍｏｌ／Ｌ组反而

有所下降，这说明辛伐他汀对ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ的上调作用呈剂

量依赖性，但却有最高上限浓度。见图１。

２．２　辛伐他汀对 ＨｅｐＧ２细胞 ＡｐｏＡ５蛋白表达的影响　

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＡｐｏＡ５蛋白表达与对照组比较，不同浓度

的辛伐他汀（１、５、１０、２５μｍｏｌ／Ｌ）组ＡｐｏＡ５蛋白表达亦显著上

调，并且升高程度随辛伐他汀干预浓度的增加而增加（犘＜

０．０５）；各组间两两比较，其水平差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；当辛伐他汀浓度达５０μｍｏｌ／Ｌ时，辛伐他汀对 ＡｐｏＡ５

ｍＲＮＡ上调作用较２５μｍｏｌ／Ｌ组反而有所下降，与ＰＣＲ所得

结果一致，再次证明辛伐他汀对 ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ的上调作用呈

剂量依赖性，但却有最高上限浓度这一观点。见图２、３。

　　０：对照组；１：１μｍｏｌ／Ｌ组；２：５μｍｏｌ／Ｌ组；３：１０μｍｏｌ／Ｌ组；４：２５

μｍｏｌ／Ｌ组；５：５０μｍｏｌ／Ｌ组。

图１　　不同浓度的辛伐他汀作用后，用ＰＣＲ法扩增的

ＡｐｏＡ５ｍＲＮＡ及ＧＡＰＤＨ的表达

　　０：对照组；１：１μｍｏｌ／Ｌ组；２：５μｍｏｌ／Ｌ组；３：１０μｍｏｌ／Ｌ组；４：２５

μｍｏｌ／Ｌ组；５：５０μｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　不同浓度辛伐他汀作用后，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测

ＡｐｏＡ５蛋白及ＧＡＰＤＨ表达

　　ＩＯＤ：相对灰度。

图３　　不同浓度辛伐他汀作用后，检测的各组

ＡｐｏＡ５蛋白相对ＩＯＤ值

３　讨　　论

冠心病由于其发生率、死亡率均很高，一直是国内外医学

研究的热点。目前研究认为，冠心病的发生、发展与多种遗传

和环境因素有关［４］。而血脂异常是冠心病的主要独立危险因

素。在形成动脉粥样硬化的各因素中，血脂代谢异常起着重要

的作用，除高ＴＣ血症外，血清ＴＧ浓度升高在冠心病发生、发

展中的作用也逐渐得到肯定，ＨＤＬ则是冠心病的保护因子，

ＨＤＬＣ代表 ＨＤＬ中胆固醇的含量，在血脂中起的作用是参与

胆固醇的逆转录，是一种抗动脉粥样硬化的血浆脂蛋白，是冠

心病的保护因子。当 ＨＤＬＣ含量过低时，即使ＴＣ在合适水

平，也会显著增加冠心病的危险。

Ｐｅｎｎａｃｃｈｉｏ等
［５］和ｖａｎｄｅｒＶｌｉｅｔ等

［６］通过比较小鼠与人

的基因组ＤＮＡ发现了一种新的载脂蛋白基因———ＡｐｏＡ５，它

与已知的 ＡｐｏＡ１／Ｃ３／Ａ４基因簇相距约３０ｋｂ。基因全长１

８８９ｂｐ，由４个外显子，３个内含子构成，编码３６６个氨基酸
［７］，

主要分布在极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）、ＨＤＬ和乳糜微粒中
［８］。

它能与血浆脂质结合，构成脂蛋白的主要成分，是决定脂蛋白

结构、功能和代谢的核心组分，其结构和合成异常将影响血脂
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代谢。有学者推测ＡｐｏＡ５可能具有脂质转运功能
［９］，能清除

组织中的脂质和抗动脉粥样硬化。在后续的实验中发现，

ＡｐｏＡ５主要影响血浆 ＴＧ代谢，ＡｐｏＡ５基因变异与血浆 ＴＧ

水平增高及家族性混合型高脂血症有关，血浆 ＡｐｏＡ５浓度与

ＴＧ浓度呈负相关，提示 ＡｐｏＡ５有降 ＴＧ的作用。带 ＡｐｏＡ５

腺病毒载体小鼠的血浆 ＴＧ和 ＴＣ浓度分别降低了７０％和

４０％，原因是 ＡｐｏＡ５过度表达后极大地降低了 ＶＬＤＬ的比

例，从而降低 ＴＧ水平，也使脂蛋白中的胆固醇减少，其中

ＨＤＬ中的胆固醇降低幅度最大，从而使血浆ＴＣ浓度降低
［１０］。

在老年人群中，血清ＡｐｏＡ５水平与血清ＴＧ水平呈显著负相

关，这也支持ＡｐｏＡ５是ＴＧ代谢的一个重要决定因素
［１１］。何

成毓等［１２］和Ｇｒｏｓｓｋｏｐｆ等
［１３］的研究均显示，ＡｐｏＡ５与ＴＧ呈

负相关，与 ＨＤＬＣ呈正相关，多元回归分析显示，ＴＧ、ＨＤＬ与

ＡｐｏＡ５有关。

辛伐他汀不仅可以有效地降低血清中的ＴＣ和ＬＤＬＣ，而

且也有增高 ＨＤＬＣ及降低ＴＧ的作用，曾群英等
［１４］在一项关

于辛伐他汀治疗６９岁以上老年高脂血症患者的安全性及临床

疗效的报道中指出，辛伐他汀治疗２４周后ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ均

较治疗前明显下降（犘＜０．０１），ＨＤＬＣ则较治疗前显著上升

（犘＜０．０１），与安慰剂比较，辛伐他汀显著降低ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ

（犘＜０．０１），显著升高 ＨＤＬＣ水平（犘＜０．０１）。

李琰［１５］调查７８例患者经１６周口服辛伐他汀治疗后，与

治疗前相比，ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ值均显著下降（犘＜０．０５），ＨＤＬ

Ｃ值显著上升（犘＜０．０５）。

在本实验中，作者以不同浓度的辛伐他汀（１、５、１０、２５、５０

μｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＨｅｐＧ２细胞，体外培养４８ｈ后，以 ＰＣＲ和

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法，于基因水平及蛋白水平分别检测 ＡｐｏＡ５，结

果发现，随着辛伐他汀浓度的增加（１、５、１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ），

ＡｐｏＡ５的表达明显增加，通过单因素方差分析检验，各组间水

平差异具有统计学意义（犘＜０．０５），通过实验所得ＩＯＤ值，可

以直观地看到当辛伐他汀达到一定浓度时（５０μｍｏｌ／Ｌ），载脂

蛋白的表达量反而较前一组（２５μｍｏｌ／Ｌ）有所下降，推测辛伐

他汀上ＡｐｏＡ５的表达有一定的浓度上限，两种方法测量所得

结果一致。由此推测辛伐他汀可通过上调ＡｐｏＡ５而达到影响

血脂水平的作用，这为进一步研究辛伐他汀的调脂机制提供又

一新的思路，并为其提供一定的理论基础。
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［１２］ＳｏｎＧ，ＩｉｍｕｒｏＹ，ＳｅｋｉＥ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ＮＦｋａｐｐａＢｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｕｓｉｎｇＮＦｋａｐｐａＢｄｅｃｏｙｓｕｐｐｒｅｓ

ｓｅｓＣＣＬ４ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．Ａｍ Ｊ

ＰｈｙｓｉｏｌＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌ，２００７，２９３（３）：Ｇ６３１

Ｇ６３９．

［１３］吴义春，吴强，杨雁，等．肝组织中ＮＦκＢ、ＴＧＦβ１及其Ⅰ

型受体ｍＲＮＡ和 ＨＳＣ在肝纤维化中的改变及护肝片对

其的影响［Ｊ］．中国组织化学与细胞化学杂志，２０１１，２０

（３）：２１２２１９．

［１４］宋维芳，徐军全，许瑞玲，等．核转录因子κＢ在实验性肝

纤维化中的表达、分布及意义［Ｊ］．中国病理生理杂志，

２０１０，２６（１）：１２１６．

（收稿日期：２０１２０９１１　修回日期：２０１２１０１３）
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