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摘要 为研究 PCSK9/LDLR通路介导姜黄素烟酸酯(CurTn)降低血浆低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)，减少动脉内膜下脂质沉积的

分子机制，用 5、10、15 滋mo/L姜黄素烟酸酯与 25 mg/L LDL共孵育 HepG2 细胞 24 h，分别采用油红 O 染色、胆固醇荧光定

量试剂盒、DiI-LDL 摄取检测细胞内胆固醇含量及 LDL 摄取情况，用逆转录定量聚合酶链反应(RT-Q-PCR)检测 LDLR 及

SREBP2 的 mRNA 表达，蛋白质印迹检测 LDLR、SREBP2 及 PCSK9 蛋白表达．随姜黄素烟酸酯作用浓度的增高细胞内脂

滴显著增多，细胞内游离胆固醇(FC)、总胆固醇(TC)含量增高，细胞内胆固醇摄取增多；RT-Q-PCR 和蛋白质印迹检测发现，

与对照组(Control)比较，5、10、15 滋mo/L 姜黄素烟酸酯处理组 LDLR 蛋白表达增高，SREBP2 mRNA 表达水平升高，

PCSK9 蛋白表达降低，但对 LDLR mRNA 及 SREBP2 蛋白表达无影响．结果表明：姜黄素烟酸酯通过降低 PCSK9、减少

LDLR 降解、升高 LDLR 蛋白表达，促进 HepG2 细胞胆摄取胆固醇．初步说明 CurTn 可能通过抑制 PCSK9 介导 LDLR 溶酶

体降解，促进肝脏清除血浆 LDL-C 水平．
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低密度脂蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein

cholesterol，LDL-C)是致动脉粥样硬化性心血管疾

病 (atherosclerotic cardiovascular disease， ASCVD)

最重要的危险因素[1]，有研究者提出，降低 LDL-C

应作为治疗 ASCVD 的主要目标[2]．血浆中 LDL-C

主要经 LDL 受体 (low-density lipoprotein receptor，

LDLR)内化代谢，在肝脏转化成胆汁酸或直接经胆

管排出，是体内清除血浆 LDL-C 的最主要的去路[3-4].

临床针对血脂异常的防治除饮食治疗和改善生活方

式之外，还采用药物进行调脂治疗．他汀通过竞争

性抑制细胞内胆固醇合成，已成为降血脂的首选药

物．研究表明，他汀类通过调节 LDLR 表达增高，

降低血浆 LDL-C 水平 [5]，但同时也升高了介导

LDLR 溶酶体降解作用的前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

白酶 9 型(pro-protein convertase subtilisin/kexin type

9，PCSK9)的表达[6]，使他汀类药物单用大剂量降

脂作用受限，寻求以 PCSK9 为作用靶点的药物，

将为进一步增强联合用他汀降低血脂药物开发提供

理论依据．

姜黄素烟酸酯 (curcumin trinicotinate，CurTn)

是本课题组根据姜黄素中的 2 个羟基和烟酸中的羧

基合成的具有多个功能基团的酯类衍生物，已申请

中国专利:CN101805285A[7]．分子对接结果显示，

姜黄素烟酸酯(CurTn)与 LDLR、PCSK9 对接效果

显著高于姜黄素和烟酸 [8-9]，提示 CurTn 参与
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PCSK9/LDLR 调节细胞内胆固醇代谢．将 CurTn

作用于 As 动物模型 apoE-/- 小鼠，显著降低了血浆

LDL-C 水平，并使主动脉内膜下脂质沉积显著减

少[10]．为进一步探究 CurTn 降低血浆 LDL-C 的作

用机制，本研究以 HepG2 细胞为实验对象，与

LDL及姜黄素烟酸酯(CurTn)共同孵育 24 h，观察细

胞胆固醇摄取、LDLR、PCSK9 的变化及其规律，

为开发 CurTn 为临床调脂药物提供理论依据．

1 材料与方法

1援1 材料

HepG2 细胞(中国科学院上海细胞生物学研究

所细胞库)；DMEM 培养基和无支原体胎牛血清

(Gibco 公司)；人源性 LDL(广州弈源公司)；油红

O 和 DMSO(Amresco 公司)；胆固醇定量荧光检测

试剂盒 K603-100( Bio-vision 公司)；人源性 LPDS

BT-931 (BTI 公 司 )； DiI-LDL 及 Hoechst33342

(Sigma 公 司 )； 细 胞 总 RNA 抽 提 试 剂 盒

LN-0108A、 Universal Reverse Transcription Kit

LR-0103A 及 Com SYBR qPCR Mix LK-0107BA(上

海诺伦生物医药技术有限公司 )；兔抗人 LDLR

ab52818 和 PCSK9 ab181142 一抗 (Abcam 公司 )；

山羊抗人 SREBP2 AF7119 一抗(R&D 公司)；辣根

过氧化物酶标记的二抗，山羊抗兔和兔抗山羊抗体

(上海优维宁生物科技有限公司)．其余均为进口或

国产分析纯试剂．

1援2 实验分组

1: Basal; 2: Control (25 mg/L LDL); 3: CurTn

5 滋mol/L (25 mg/L LDL+CurTn 5 滋mol/L); 4: CurTn

10 滋mol/L(25 mg/L LDL+CurTn 10 滋mol/L); 5: CurTn

15 滋mol/L(25 mg/L LDL+CurTn 15 滋mol/L); 6: EZE

30 滋mol/L(25 mg/L LDL+Ezetimibe 30 滋mol/L )．

HepG2 细胞在 5% CO2、37℃条件下用含有 10% 胎

牛血清和 1% 青 - 链霉素的 DMEM 培养液贴壁生

长 24 h 后，再按上述分组加处理因素继续培养

24 h，各组 3 个复孔，实验重复 3 次．

1援3 油红 O染色

HepG2 细胞培养至对数期，1伊105 个细胞 / 孔

接种至预先放置好无菌盖玻片的 6 孔板内，加处理

因素孵育 24 h 后，4%多聚甲醛固定 30 min，油红

O 染色 8 min，苏木素染色 4 s，甘油封片，显微镜

观察，细胞内脂质颗粒呈红色，细胞核呈蓝色．

1援4 胆固醇荧光定量测定

将HepG2细胞培养至对数期，1伊105 个细胞 / 孔

接种 6 孔板内，加处理因素孵育 24 h 后，收获 6 孔

板内生长的细胞(约 1伊106 个细胞 / 孔)，加入 500 滋l

(氯仿∶异丙醇∶NP-40=7∶11∶0.1)液，超声破碎

细胞，13 000 r/min 离心 10 min，小心转移上清(避

免产生气泡)至新 1.5 ml 离心管中，50℃空气干燥

去除氯仿，真空干燥 30 min 去除微量有机溶剂，

用 200 滋l 的 Cholesterol Assay buffer 溶解干粉脂

质，用 10 滋l样品提取液检测，按照荧光定量胆固

醇测定操作说明进行，荧光酶标仪检测细胞内胆固

醇含量(Ex(535 nm)/Em(590 nm))，BCA 蛋白质定量

标化各样本的胆固醇值，标化后胆固醇的浓度以单

位质量蛋白质(质量单位：滋g)中总胆固醇(游离胆

固醇)的质量(质量单位：ng)表示，单位为 ng/滋g．

1援5 DiI鄄LDL摄取检测

将HepG2细胞培养至对数期，1伊105 个细胞 / 孔

接种 6 孔板内，药物孵育 24 h 后，更换培养液为

2% LPDS+DMEM，各组加 DiI-LDL 10 mg/L(Basal

组除外)，避光 37℃孵育 4 h，含 0.4% 牛血清白蛋

白的 PBS 洗 2 次，PBS 洗 3 次，含 4% 多聚甲醛

的 PBS 固定 10 min，PBS 洗 3 次，Hoechst33342

染色 20 min，PBS 洗 3 次，吸尽余液，滴加抗荧光

猝灭液，荧光显微镜观察，DiI 染细胞膜呈橙红色

荧光，Hoechst33342 染细胞核呈蓝色荧光．

1援6 逆转录定量聚合酶链反应 (RT鄄Q鄄PCR) 检测

将 HepG2 细胞培养至对数期，1伊106 接种于

50 ml 培养瓶中，加处理因素孵育 24 h 后，经胰酶

消化，TRIZOL 提取总 RNA，逆转录成 cDNA，引

物序列见(表 1)．定量 PCR 扩增 茁-actin、LDLR、

SREBP2，95℃变性 3 min，95℃ 12 s；62℃ 40 s，

40 个循环．配好反应体系后，将各个样品逐一加

入 96 孔板中，每个样品设置 3 个复孔，实时定量

PCR 反应在 ABI7500(美国 ABI 公司)的实时定量

PCR 系统上进行，重复 3 次．

Table 1 Primer sequence for Real time PCR

Name Sequence
Length of PCR

products/bp

茁-Actin F: CCCTGGCACCCAGCAC 70

R: GCCGATCCACACGGAGTAC

LDLR F: GACTGGTCAGATGAACCCATCAAAG 86

R: AGGTCATTGCAGACGTGGGAAC

SREBP2 F: CAGCAGCCTTTGATATACCAGAATG 79

R: AGGATGTCACCAGGCTTTGGAC

826· ·
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Fig. 1 Oil red O staining of HepG2 cells treated with CurTn co鄄incubated with LDL
HepG2 cells, treated with 5, 10, 15 滋mol/L CurTn, were co-incubated with LDL 25 mg/L for 24 h respectively, oil red O staining showed that

intracellular lipid droplets increased significantly with the concentration of CurTn increased. Intracellular lipid droplets is red, and nucleus is blue (40伊).
1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L; 4: CurTn 10 滋mol/L; 5: CurTn 15 滋mol/L; 6: EZE 30 滋mol/L.

1援7 蛋白质印迹 (Western blotting)
将 HepG2 细胞培养至对数期，1伊106 接种于

50 ml 培养瓶中，加处理因素孵育 24 h 后，冰上裂

解 30 min，收集细胞裂解液．4℃ 13 000 r/min 离

心 15 min，留取上清，BCA 蛋白质定量．100℃煮

沸 5 min，于-20℃保存．5%浓缩胶和 8%的分离胶

进行电泳，恒压 80 V 浓缩胶，120 V 分离胶；电

泳分离蛋白质，300 mA 3 h 将蛋白转移至 PVDF 膜

上．5%脱脂牛奶封闭 2 h；加兔抗人一抗(茁-actin、

LDLR、SREBP2 及 PCSK9 均为 1∶1 000)，4℃过

夜，TBST 洗脱一抗 15 min．加入辣根过氧化物酶

标记羊抗兔二抗 (1∶5 000)，室温孵育 45 min，

TBST 洗脱二抗 20 min；Tanon ECL 高敏成像系统

检测，目的蛋白与 茁-actin 的光密度比值作为各目

的蛋白相对表达水平．

1援8 统计学分析

实验所得数据采用 x依s 表示，组间采用单因素

方差分析，采用 SPSS13.0 统计软件完成，P < 0.05

为差异有显著性意义．

2 结 果

2援1 HepG2细胞油红 O染色结果

CurTn 5、 10、 15 滋mol/L 处理 HepG2 细胞

24 h，油红 O 染色结果显示:与 Control 比较，随

CurTn 浓度增高细胞内脂滴显著增多，呈小颗粒状

分布，30 滋mol/L EZE 阳性药物处理 24 h 后脂滴亦

显著增多，而 Control 与 Basal 组比较，细胞内脂

滴差异不显著(图 1)．

2援2 CurTn对 HepG2 细胞胆固醇含量的影响

细胞内总胆固醇(TC)和游离胆固醇(FC)的定量

荧光检测结果显示：与 Control(FC: (60.34依5.78)ng/滋g;

TC: (82.37依5.74)ng/滋g)比较，CurTn 10、15 滋mol/L

处理 24 h 后细胞内 FC、TC(FC: (97.8依5.27) ng/滋g，

(117.98 依7.64) ng/滋g ; TC: (104.55 依7.69) ng/滋g ，

(127.68 依 6.43) ng/滋g)显著增高 (P < 0.05)； EZE

30 滋mol/L 处理组 FC、TC ((96.09 依7.23) ng/滋g；

(136.26依8.82) ng/滋g)呈显著性增高(P < 0.05)(图 2).

2援3 CurTn对 HepG2细胞 DiI鄄LDL摄取的影响

DiI-LDL 及 Hoechst33342 荧光染色结果显示:

与 Control 比较，5、10、15 滋mol/L CurTn 处理组

橙红色荧光显著增高；EZE 30 滋mol/L 处理组橙红

色荧光显著高于 Control 组(图 3)，表明 CurTn 促

进 HepG2 细胞摄取 DiI-LDL．

1 2 3

4 5 6
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Fig. 2 Cholesterol content of HepG2 cells is detected
by Cholesterol Quantitation Fluorometric Kit

HepG2 cells, treated with 5, 10, 15 滋mol/L CurTn, were co-incubated

with LDL 25 mg/L for 24 h respectively, cholesterol quantitation

fluorometric assay was performed. *P < 0.05 versus control group.

1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L; 4: CurTn 10 滋mol/L; 5: CurTn

15 滋mol/L; 6: EZE 30 滋mol/L. : FC; : TC.

Fig. 4 Effect of CurTn on the expression of LDLR
mRNA(a) and protein(b) in HepG2 cells

*P < 0.05 versus control group. 1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L;

4: CurTn 10 滋mol/L; 5: CurTn 15 滋mol/L; 6: EZE 30 滋mol/L.

Fig. 3 DiI鄄LDL uptake by HepG2 cells treated
with CurTn for 24 h

HepG2 cells were treated with 5, 10, 15 滋mol/L CurTn for 24 h, then

incubated with DiI-LDL for 4 h. DiI-LDL uptake was detected by

fluorescence microscopy (20伊). 1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L;

4: CurTn 10 滋mol/L; 5: CurTn 15 滋mol/L; 6: EZE 30 滋mol/L.

2援4 CurTn 对 HepG2 细胞 LDLR mRNA 及蛋白

质表达的影响

为进一步研究姜黄素烟酸酯 (CurTn)促进

HepG2 细胞摄取脂质的机制，我们检测介导

LDL-C 内化代谢的 LDLR mRNA 及蛋白质表达，

结果显示：与 Control 比较，5、10、15 滋mol/L

CurTn 升高 LDLR 蛋白表达，但对 mRNA 表达差

异无显著性，EZE 30 滋mol/L升高 LDLR mRNA 及

蛋白质表达(P < 0.05)(图 4)．

2援5 CurTn 对 HepG2 细胞 SREBP2 mRNA 及蛋

白质表达的影响

为了鉴别 CurTn 是否通过转录水平调节 LDLR

蛋白质表达增高，我们检测调节 LDLR 表达的核转
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Fig. 6 Effect of CurTn on the expression
of PCSK9 protein in HepG2 cells

*P < 0.05 versus control group. 1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L;

4: CurTn 10 滋mol/L ; 5: CurTn 15 滋mol/L ; 6: EZE 30 滋mol/L . p:

Precursor; m: Mature protein.

2援6 CurTn 对 HepG2 细胞 PCSK9 蛋白表达的

影响

CurTn 是否通过抑制 PCSK9 引起 LDLR蛋白

表达增高，我们进一步检测 PCSK9 蛋白表达，结

果显示:与 Control 比较，5、10、15 滋mol/L CurTn

显著抑制 PCSK9蛋白表达(P< 0.05)，EZE 30 滋mol/L

升高 PCSK9 蛋白表达(P < 0.05)(图 6)，提示 CurTn

可能通过抑制 PCSK9 蛋白表达，减少了 LDLR 溶

酶体降解，使 LDLR 蛋白表达增高．

3 讨 论

美国心脏病学学会与美国心脏协会均指出：降

低 LDL-C 可显著减少 ASCVD 事件风险，并将

LDL-C 作为主要干预靶点，主张大剂量使用他汀

类药物，以求使 LDL-C 降低 50%以上[11]．他汀类

药物作为防治 ASCVD 应用最广泛的处方类药物，

主 要 通 过 竞 争 性 抑 制 HMGCoA 还 原 酶

(3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A reductase，

HMGCR)的作用，使细胞内胆固醇的合成降低[12]．

他汀类还通过激活核转录因子胆固醇调节元件结合

蛋白 2 (sterol regulatory element-binding protein 2，

SREBP2)促进 LDLR 的表达，进而促进细胞摄取

LDL， 降 低 血 浆 LDL-C 水 平 [5]． 因 LDLR 和

PCSK9 均是 SREBP2 的下游靶基因，他汀类通过

SREBP2 激活 LDLR 表达增高的同时，却也升高了

PCSK9 的表达[6]，使他汀类药物单用大剂量降脂作

用受限．虽然 PCSK9 单克隆抗体 AMG145 在临床

玉和域期试验阶段显著降低血浆 LDL-C 水平，减

少 ASCVD 风险，并顺利通过临床芋期实验阶段[13].

然而因自身的免疫原性、价格昂贵及使用方式均导

Fig. 5 Effect of CurTn on the expression of SREBP2 mRNA(a) and protein(b) in HepG2 cells
*P < 0.05 versus control group. 1: Basal; 2: Control; 3: CurTn 5 滋mol/L; 4: CurTn 10 滋mol/L; 5: CurTn 15 滋mol/L; 6: EZE 30 滋mol/L. p: Precursor;

m: Mature protein.

录因子 SREBP2 mRNA 及蛋白质表达，结果显示：

与 Control 比较，5、10、15 滋mol/L CurTn 升高

SREBP2 mRNA 表达(P < 0.05)，但对蛋白质表达无

影响，EZE 30 滋mol/L升高 SREBP2 mRNA 及蛋白

质表达(P < 0.05)(图 5)，提示 CurTn 可能不是通过

SREBP2 转录水平调节 LDLR 蛋白表达增高．
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致生物制剂 PCSK9 单克隆抗体作为药物开发存在

一定的局限性．

结合我们的初期研究结果：姜黄素烟酸酯

(CurTn)降低了血浆 LDL-C 水平，并减缓 As 进程[10].

本研究采用 CurTn 作用于体外培养 HepG2 细胞，

油红 O 染色及荧光胆固醇定量均显示细胞内胆固

醇含量显著增高；DiI-LDL 摄取实验表明，CurTn

使 HepG2 细胞摄取 LDL 增多，提示 CurTn可能通

过肝细胞摄取 LDL，降低血浆 LDL-C 水平．为了

探究 CurTn 降低血浆 LDL-C 的作用靶点，我们用

RT-Q-PCR 和 Western blotting 检 测 LDLR 及

SREBP2的mRNA及蛋白质表达，结果表明，CurTn

升高 LDLR 蛋白质表达，但对其 mRNA 无影响；

CurTn 使 SREBP2 mRNA 水平升高，但不影响其蛋

白质表达，提示 CurTn 可能不是通过 SREBP2 调

节 LDLR 蛋白表达．进一步通过 Western blotting

检测 PCSK9 蛋白表达，结果显示 CurTn 显著抑制

PCSK9 蛋白表达，表明 CurTn 可能通过抑制

PCSK9 使 LDLR 经溶酶体途径降解减少，增高

LDLR 蛋白表达，促进肝脏清除血浆 LDL-C．

Ezetimibe 单独使用时可降低 LDL-C 15%～

18%，他汀类联合 Ezetimibe 则可降低血浆 LDL-C

60%左右[14]．有研究结果显示 Ezetimibe 升高肝组

织 SREBP2 的 mRNA 及蛋白质表达[15]，并同时增

高 LDLR 及 PCSK9 蛋白表达 [16]． 本研究中以

Ezetimibe 作为阳性对照药物，促进 HepG2 细胞胆

固醇摄取，并在转录及翻译水平均升高 SREBP2 表

达，同时使 LDLR 及 PCSK9 蛋白表达增高．我们

的研究结果与前述 Muraoka 等[15]及 Xu 等[16]报道结

果一致．因 PCSK9 介导 LDLR 经溶酶体途径降解，

使 LDLR 内化循环减少，进而抑制血浆 LDL-C 的

清除，致使具有升高 PCSK9 蛋白表达作用的他汀

类及 Ezetimibe 单用降脂作用受限，需要联合用药

进一步降低血浆 LDL-C 水平．CurTn 使 LDLR 蛋

白表达增高，PCSK9 蛋白表达降低，可以弥补以

上两种药物降脂作用的不足，联合 CurTn 用于降

脂作用，有着可观的临床应用前景．有研究表明，

姜黄素通过抑制有别于 SREBP2 的肝细胞核因子

1琢(hepatocyte nuclear factor 1琢，HNF-1琢)的转录机

制，降低 PCSK mRNA 及其蛋白质表达，降低

LDLR 溶酶体降解，进而升高 LDLR 蛋白表达，但

对 LDLR mRNA 表达无影响[17]．结合我们的研究结

果，提示：CurTn 可能通过抑制 HNF-1琢、抑制

PCSK9 转录和翻译水平表达进而使 LDLR 表达增

高，这将是本文后续研究中着重阐明的主要目标．
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PCSK9/LDLR Pathway Mediates Curcumin Trinicotinate
Promoting Lipid Uptake of HepG2*
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Abstract Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) is a major risk factor for the atherosclerotic

cardiovascular disease (ASCVD). Over 70% of circulating LDL-C is metabolized by binding hepatic LDL receptor

(LDLR). Therefore, elevation of LDLR expression would reduce the progression of ASVCD. In order to study the

molecular mechanism of Curcumin Nieotinate (CurTn) reducing lipid deposition of arterial intima by lowering

plasma LDL-C, HepG2 cells were treated with 5, 10, 15 滋mol/L CurTn co-incubated with 25 mg/L LDL for 24 h.

Cellular lipid was detected by oil red O staining. Cholesterol content was detected by cholesterol quantitative

fluorometric kit. LDL uptake was visualized by DiI-LDL and Hoechst33342. The mRNA expression of LDLR and

SREBP2 was analyzed by quantitative Real-time PCR (RT-Q-PCR) and protein expression of LDLR, SREBP2 and

PCSK9 by Western blotting. Oil Red O staining showed that lipid droplets increased significantly in 10, 15 滋mol/L

CurTn groups. The content of Cholesterol and DiI-LDL uptake were higher in 10, 15 滋mol/L CurTn groups than in

control group. RT-Q-PCR and Western blotting showed that CurTn increased LDLR protein expression and

decreased PCSK9 protein expression, although CurTn also increased SREBP2 mRNA expression. CurTn had no

effect on LDLR mRNA expression in HepG2 cells. These results suggest that PCSK9/LDLR pathway may play a

key role in lowering serum LDL-C and attenuating ASCVD risk by CurTn.
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