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载脂蛋白 !"!抗动脉粥样硬化的研究进展

黎 明 刘志敏"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%’!）

摘 要 载脂蛋白 20!是 DEF最主要的结构成分，是卵磷脂胆固醇酰基转移酶的主要激活剂。它决定了 DEF的
代谢和在血浆中的浓度。实验已经证明，载脂蛋白 20!具有抗动脉粥样硬化症的功能。在这里阐述了载脂蛋白
20!的结构和制备；载脂蛋白 20!和 DEF的关系以及它在抗动脉粥样硬化方面的作用和可能的机理：胆固醇的逆
向转运、抗氧化作用和调节炎症反应。
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载脂蛋白 20!（2H)*>H)HI)J8>? 20!，2H)20!）是高密度
脂蛋白（D>@K0L8?B>J/ *>H)HI)J8>?，DEF）最主要的蛋白成分，并
与高密度脂蛋白颗粒的形成有关；它还是卵磷脂 M胆固醇酰
基转移酶（F8C>JK>?0CK)*8BJ8I)* :C/*JI:?BN8I:B8，FO27）的主要激
活剂。FO27 在胆固醇的逆向转运（P8Q8IB8 CK)*8BJ8I)* JI:?B0
H)IJ，PO7）中起关键作用。胆固醇的逆向转运是将散布、沉
积在周围组织中未脂化的胆固醇经 FO27的催化转化成胆
固醇酯进入 DEF，然后转运到肝脏，在肝脏进行代谢排入胆
囊。

研究证明，血浆中 DEF的含量与冠状动脉疾病（O)I)?:I/
:IJ8I/ L>B8:B8，O2E）的发生呈负相关性［!］，即 DEF含量越高，

O2E的发病率越低。流行病学调查表明，人群中 DEF0胆固
醇水平低于 %R"%’ ==)*SF（ T &4=@SLF）者，冠心病发病的危
险性为 DEF0胆固醇（DEF0CK)*8BJ8I)*，DEF0O）高于 !R16==)*SF
者的 6倍。DEF0O水平每上升 %R%$1 ==)*SF（! =@SLF），患冠
心病的危险性则下降 $U V &U。这与 DEF 的主要成分

2H)20!的结构和功能有关。

# 载脂蛋白 2"!的结构

人类 2H) 20!基因位于第 !!号染色体长臂末端区域内
（OKI)=)B)=8!!W V !&W J8I）。人 2H)20!基因组基因由 &个内
含子和 #个外显子组成，基因长 !61&XH，含 &个插入序列（Y?0
J8IQ8?>?@ B8W.8?C8，Y(Z）。 +3(40!基因外显子分别编码 2H)
20!不同功能域，如外显子 $ 编码大部分 2H)20!前导肽
（[I8H8HJ>L8）；外显子 &编码 2H)20!肽原（[I)H8HJ>L8）和 ,端
序列；外显子 #编码包括 O端 $%%个氨基酸残基。
研究 +3(40! CE,2 序列提示，+3(40! =P,2 长度为

6"&XH，其初级翻译产物包括 $#个氨基酸的前导肽及由 $#&
个氨基酸组成的成熟的 2H)20!序列。2H)20!具有 $个蛋
白质结构域，即一个球形的 ,0末端（!0#&）结构域和一个与脂
结合的 O0末端（##0$#&）结构域，有 6个 $$氨基酸残基和 $个

!!氨基酸残基的重复，重复序列之间被脯氨酸隔断。

+3(40!是血液循环中球形的 DEF和新生成的 DEF的
重要组成成分。DEF的圆盘是由小的单边的脂双层组成，周
围被 :H)20!单体所包围。关于 2H)20!在圆饼状周围的形
状，提出了两种分子模型，即带状模型（58*J =)L8*）和栅栏模
型（[>C\8J0N8?C8）。带状模型［$］认为，2H)20!的连续的双亲的

"0螺旋平行于圆饼状的平面；栅栏模型［&］认为，2H)20!的 $$
个氨基酸的双亲的"0螺旋重复形成反平行的螺旋，垂直于圆
饼状的平面。

$ 载脂蛋白 2"!与 DEF的关系

2H)20!是 DEF的主要结构成分，约占 DEF总蛋白含量
的 ’%U。它在血浆中的浓度与 DEF0O 的水平相关，5I>?J)?
等［#］已经阐明，血浆 DEF0O的水平主要由 2H)20!和 2H)20

#的分解代谢率（9I:CJ>)?:* C:J:X)*>C I:J8，9OP）决定。因此，

DEF中载脂蛋白（主要是 2H)20!）代谢的特征已经成为整
个 DEF颗粒代谢的代表。2H)20!完全缺陷的人血浆中没
有或只有很低的 DEF0O，并且更容易患动脉粥样硬化；2H)20

!部分缺陷的人血浆中也只有很低的 DEF0O，患 O2E的危
险性也增加了。唯一例外的是，2H)20!米兰突变体（2H)*>0
H)HI)J8>?20! ]>*:?)，2Y]），即一种载脂蛋白 20!天然突变
体，虽然它也导致 DEF0O的降低，却具有抗动脉粥样硬化的
功能。



! 载脂蛋白 !"!的动物试验和临床研究

研究表明，!"#!$!具有抗动脉粥样硬化的功能。%&’#()
等［*］用含人 !"#$$!基因的重组腺病毒转染小鼠后发现，小
鼠体内过度表达的 !"#$$!明显抑制血管内膜下脂纹的形
成，即抑制了早期动脉粥样硬化病变的发生。+,-(’等［.］将
人 !"#$$!基因转入小鼠后发现，转基因小鼠高水平表达人
!"#!$!，可直接抑制动脉粥样硬化早期病变（脂纹）的形成。
许多实验表明，!"# %（!"#/("#"0#)&(’ 1）基因缺陷的小鼠易发
生高胆固醇血症，并进一步发展为动脉粥样病变。2345)6
等［7］将 !"#$$!基因导入 !"# % 基因缺陷小鼠，在喂养同样
的食物后，与未导入外源 !"#$$!基因的 !"#%基因缺陷小鼠
相比，两者血浆中胆固醇浓度都升高，但 !"#$$!转基因小鼠
动脉粥样硬化的易患性下降到对照组的 89.。:(, !;等［<］将
致动脉粥样硬化的载脂蛋白 3（!"#/("#"0#)&(’［3］，!"#（3））基
因和 !"#$$!一起转入小鼠，发现转 !"#（!）基因小鼠易发生
动脉粥样硬化，而同时转入 !"#（!）和 !"#$$!基因的小鼠仍
可有效地防止动脉粥样硬化斑块的形成，提示 !"#!$!能对
抗 !"#（3）的致动脉粥样硬化作用。转基因兔实验也证实
!"#!$!有抑制粥样硬化斑块形成的作用。在以上动物实验
中，高水平的人载脂蛋白 !"#!$!可明显抑制动脉粥样硬化
斑块的形成。此外，=3’>(03/3等［?］还发现，用含人 !"#$$!基
因的重组腺病毒转染体内已有动脉粥样硬化的小鼠后，其血

浆中高水平的 !"#!$!可使己有病变消退；与对照组小鼠相
比，经重组腺病毒转染的小鼠的血管病变面积减少 *<@。

A,’等［8B］将重组的 !"#!$!蛋白与脂类结合，形成合成的
CD:（A6’)E&)(F CD:，4CD:）注射用胆固醇喂养的家兔，结果抑
制了动脉粥样损害，同时减少了主动脉的胆固醇。

关于 !"#!$!的第一个临床研究计划是用重组带有前
肽的 !"#!$!（20#3"#/("#"0#)&(’ !$!，20#3"#!$!）与磷脂酰胆
碱制备成 4CD:注射 G个病人，他们血浆中的 CD:$;的含量
都极低，其中两个患有冠状动脉疾病。注射含 8H.> 20#3"#!$

!的 4CD:后，CD:$;的水平迅速升高，并维持了 IJ；且副作
用很小，也没有检测到相关抗体的产生［88］。作者推测可能

是通过 +;= 将组织中的胆固醇排出到血液中的缘故。随
后，10(K44#’等［8L］用含 G> 20#3"#!$!的 4CD:注射家族性高胆
固醇血症病人，结果增加了粪便中胆固醇的排泄，这表明前

面的推测是正确的。M3’N&&等［8I］将 4CD:注射到 7个健康者
体内，研究 CD:的代谢，证明 4CD:的确能促进胆固醇从动
脉管壁细胞排出到血浆中，促进 +;=。
另外两个临床研究计划考察了人患内毒血症时 !"#!$

!的影响［8G，8*］。将 4CD:注射到 <个健康的志愿者体内，剂
量为 GBO> 9K> !"#!$!。结果表明：!"#!$!抑制了内毒素诱
导的炎症性细胞因子 =MP、Q:$.和 Q:$<的释放，而对炎症性
细胞因子的抑制因子 Q:$803、可溶性的 =MP受体和 Q:$8B 的
释放的影响却很小；!"#!$!还减少了 :2A诱导的凝结和纤
维蛋白溶解的激活。这些结果证实了先前在动物试验中的

发现，明显支持 !"#!$!能治疗脂肪条纹的结论。由于炎症
反应是动脉粥样硬化发生的最早期事件，因此，抑制炎症反

应表明 !"#!$!能治疗和预防动脉粥样硬化。

!QR具有更强的抗动脉粥样硬化功能，而且体内半衰期
比 3"#!$!长［8.］。P03’F&4FE(’(等［87］用重组的 !QR与磷脂酰
胆碱结合形成 4CD:多次注射用胆固醇喂养的 !"#%缺陷鼠，
可明显减轻动脉粥样硬化症的进程，减少斑块中脂的含量，

降低炎症反应。AE3E等［8<］用 4CD:也观察到了相似的结果。
据源自美国 PD!生物制品研究与开发公告，14"&0(#’公司研
制的重组 !QR以动脉粥样硬化症为适应症，已完成!期临
床试验，临床试验证明：受试者在预期的剂量范围内能很好

地耐受，没有发生过敏、急性期反应，也未出现生化、血液学

指标方面的改变。目前 !QR已进入"期临床研究阶段。

# 载脂蛋白 !"!抗动脉粥样硬化的可能机
理

!"#!$!抗动脉粥样硬化的可能机理主要有 I种：+;=、
抑制 :D:的氧化、调节炎症反应。其中以 +;=阐述最清楚。
#$% 胆固醇的逆向转运（&’(）
脂质浸润学说认为，动脉粥样硬化的主要病理变化是动

脉壁出现脂质粥样斑块，而胆固醇和胆固醇酯是构成粥样斑

块的主要成分。而 !"#!$!可以促进胆固醇的逆向运输，将
胆固醇从外周组织运送至肝，减少胆固醇在外周组织细胞的

含量，避免胆固醇在外周组织的沉积，从而减少动脉粥样硬

化发病的危险性。现在，+;=的分子机理已经阐明，圆饼状
的 CD:上的 !"#!$!与外周组织细胞上的 !=2$结合盒式转
运蛋白 8（!=2$-(’J(’> F344&))& )03’4"#0)&0 8，!%;8）结合，促进细
胞内的胆固醇流出到 CD:上，然后，3"#!$!激活 :;!=，将胆
固醇变成胆固醇酯，进入 CD:的内部，形成成熟的 CD:，成
熟的 CD:通过 !"#!$!的介导，与肝细胞上的清道夫受体
%8（AF3S&’>&0 0&F&")#0 %8，A+$%8）结合，肝细胞选择性地吸收
胆固醇酯入肝，在肝细胞内进行胆固醇的代谢。成熟的 CD:
上的胆固醇酯还可以被低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白、中

间密度脂蛋白吸收，通过它们转运至肝进行代谢。

%3’K3等［8?］利用免疫组化方法发现 !"#!$!在 CD:介
导的胆固醇外溢的过程中发挥重要作用。P03’F(4等［LB］发现

!"#!$!能有效地介导胆固醇和磷脂从人主动脉平滑肌细胞
的流出。;34)0#等［L8］在实验中发现 !"#!$!能加速胆固醇从
细胞外溢；同时，还提高了 :;!=的活性，促进外溢胆固醇的
酯化，从而在细胞周围形成游离胆固醇的梯度，加速外溢。

10(K44#’等［8L］将重组的人 20#3"#!$!脂质体复合物从静脉注
入家族性高胆固醇血症患者体内，其粪便中胆固醇的量高于

对照组患者，而胆固醇的合成并未改变，提示静注 20#3"#!$

!可加速胆固醇从人体排泄，刺激胆固醇逆向转运。

#$) 抑制低密度脂蛋白的氧化
脂蛋白氧化学说认为，天然低密度脂蛋白（:#T$J&’4()6

/("#"0#)&(’，:D:）并不具有很强的致动脉粥样作用。当 :D:
被氧化形成氧化型 :D:后，极易被巨噬细胞吞噬而形成泡
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沫细胞，从而导致动脉粥样硬化症的发生。!"#"$等［%%，%&］提
出了 ’(’被氧化的过程和 )*+),!抑制 ’(’ 氧化的机理。
首先，血浆中的 ’(’结合一些氧化型的代谢产物如 -./(0
（1&（2）,3456+74*86+74+9:"589"5;8<+;9 "9;5，-./(0）和 -.0=0（1>
（2）,3456+74*86+748;+9+?":8:6"8<+;9 "9;5，-.0=0）等；结合有这些
物质的 ’(’极易被动脉管壁细胞捕捉并沉积在它的上面，
使动脉管壁细胞中的氧化型物质（如脂肪氧合酶）也结合到

’(’上；当 ’(’ 上的氧化型物质达到一定域值时，就促使

’(’上的磷酸脂氧化成氧化型的有生物学活性的磷酸脂，即
氧化型 ’(’。)*+),!可以抑制 ’(’氧化的全过程：)*+),!
可以吸收结合于 ’(’上的氧化型物质，阻止 ’(’沉积在动
脉管壁上；)*+),!可以排出动脉管壁细胞中的氧化型物质，
防止它们结合到 ’(’上；而且，)*+),!可以直接抑制氧化型

’(’中磷酸脂的生物活性。不仅 )*+),!可抑制 ’(’的氧
化，-(’和结合于 -(’上的 ./!（."6"+7+<"?8）也以同样的机
理抑制 ’(’的氧化，保护血管壁细胞不受氧化的 ’(’的损
伤［%%，%&］。

!"#"$等［%1，%%］将人 )*+),!注射到鼠和人体内 @3 后，血
浆中 -(’浓度和 ./!活性增长了约 %AB，此时提取 ’(’并
将其纯化后与人动脉管壁细胞一起孵育，’(’不能被氧化，
而以 )*+),!为对照提取的 ’(’却被动脉管壁细胞氧化了。
他们还将 )*+),!、-(’、./!直接与 ’(’孵育后再与动脉管
壁细胞一起孵育，’(’都不能被氧化而对照 ’(’却能被氧
化。而且证明这些氧化型的物质是 -./(0、-.0=0和脂肪
氧合酶等。这与许多试验结果是一致的：=3+C"?等［%D］认为
’(’必须与氧化型物质结合才能被氧化；2*89:+6等［%>］指出了
动脉管壁细胞上 ’(’氧化的脂肪氧合酶途径；E46F?等［%@］将
"*+0基因缺陷鼠的脂肪氧合酶基因敲除后，明显减轻了动
脉粥样硬化症的症状。G"9H<8??等［%I］研究指出，./!通过防
止 ’(’的氧化修饰，成为抗动脉粥样硬化的决定因素。23;3
等［%J］发现，./! 缺陷的 -(’ 不能防止 ’(’ 的氧化，并且，
./!缺陷的 "*+0基因敲除鼠促进了动脉粥样硬化。由于

)*+),!决定了 -(’的代谢和存在状态，直接影响了 ./!活
性，因而还间接抑制了 ’(’的氧化。

!"# 调节炎症反应
动脉粥样硬化最早期的现象是炎症反应。现在认为动

脉粥样硬化是由于血管内壁损伤而引起的一种慢性炎症性

疾病，并以单核淋巴细胞等炎症因子渗透进血管内膜，致使

平滑肌细胞增生并在细胞外基质的积累为其病理特征［%K，&A］。

内皮细胞粘连性和渗透性的增加导致淋巴细胞包括单核细

胞来源的巨噬细胞和 =淋巴细胞的积累，它们形成了早期的
脂肪条纹并一直存在于粥样斑块内。而含有 )*+),!的

-(’可调节炎症反应。研究指出，炎症因子的产生是由于受
到刺激的 =淋巴细胞和单核细胞的接触产生的。与 -(’结
合的 )*+),!阻碍了细胞间的接触，抑制了单核细胞的活化
和炎症因子的产生［&1］。因此，)*+),!是淋巴细胞和单核细
胞的天然抑制剂。在动脉粥样硬化发生早期，由于缺乏

)*+),!抑制作用，单核细胞通过接触活化产生炎症因子，随

后，由于炎症部位的渗透性增加，)*+),!扩散到血管外的基
质，干扰了细胞间的接触，抑制了炎症因子的产生。

在动脉粥样硬化的发生发展过程中，血管内皮细胞渗透

性增加，血管细胞粘附分子 1 和细胞间粘附分子 1 大量表
达，高浓度的 )*+),!可抑制它们的表达［&%］；同时，血管壁平
滑肌细胞的增生亦具有重要的意义。动脉粥样斑块的局部

病灶可能来源于单一的平滑肌细胞，该细胞在各种生长因子

的刺激下明显增生，而 )*+),!可抑制血管内膜的增生。(8
L88?:等［&&］发现 !"# $ 基因缺陷小鼠的血管内皮细胞脱落
后，血管内膜明显增生；而将人 !"#%,!基因转入该类小鼠，
迅速升高的 -(’显著降低内膜增生程度。升高的 -(’可能
通过抑制生长因子的合成直接抑制新生内膜的形成，或通过

加速降解溶血卵磷脂而间接抑制新生内膜的形成。此外，

)*+),!可预防血管内皮功能异常，(89H86: 等［&D］发现在
!"# $缺陷小鼠中，高脂饮食导致的内皮依赖性动脉舒张受
损可以被表达的 )*+),!矫正。因此，)*+),!抑制平滑肌细
胞增生的作用可能是其抗动脉粥样硬化的机制之一。

$ )*+)%!制备

为了研究 )*+),!的结构、功能和作用的分子机理，需
要大量制备高纯度的 )*+),!和其突变体；生产治疗用的

)*+),!，必须依赖重组 (!)技术。因为 )*+),!的临床用
量很大，每针剂量在克级水平，不可能从血液中提取，据报

道，从血液中提取 )*+),!的效率仅 1B。
近年来，已有 )*+),!在 E-/细胞和杆状病毒昆虫表达

系统获得表达的报道。据报道，)*+),!在 E-/细胞中的表
达水平很低；在杆状病毒昆虫表达系统中最高可达到 JA
CMN’［&>］。但由于目前国际上用杆状病毒昆虫细胞表达系统
生产重组产品的技术体系尚不成熟；再则，)*+),!是一种非
糖基化蛋白，因而用原核表达系统表达 )*+),!是一种较为
理想的选择。

在大肠杆菌表达系统中直接表达成熟的 )*+),!时，由
于 )*+),!不稳定，在细胞内易降解，因此，表达量很低。

293C;5:等将 )*+),!分别与",半乳糖苷酶、谷胱苷肽,2,转移
酶和麦芽糖结合蛋白融合表达，表达水平较高，但 )*+),!
仍发生部分降解，且切割效率低，总产量仍然较低。G9LF;68
等［&@］表达带有前肽的 .6+"*+),!，表达水平达 @CMN’，且重组

*6+"*+),!在体内能有效地转变成成熟的 )*+),!，促进
OE=，提高 -(’的水平。研究发现，)*+),!的前 J个氨基酸
的密码子对它的表达影响很大，P86M86+<等［&I］将 )*+),!的
前 J个氨基酸的密码子进行同义突变，表达水平提高到
1ACMN’。为了有利于表达和纯化，将亲和标签与 )*+),!融
合表达，纯化后分别用内肽酶、因子 Q"或凝血酶将亲和标签
肽段切去。但这种酶切通常也能切断目的蛋白。为了避免

这种情况，2"R;等［&J］先将目的蛋白与脂质结合，改变其结构，
遮蔽了其酶切位点。但是，这种结合脂质和去脂质的方法不

仅需要时间，而且影响了 )*+),!最终产量。."<"M+:+*FS+?
等［&K］在 )*+),!的前肽和成熟的 )*+),!之间连接一个含 I
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个氨基酸的 !"#蛋白酶的识别序列，然后连接到含 $个组氨
酸标签的 %&’()载体上表达，纯化后用 !"#蛋白酶切割，得
到一个多出 *个氨基酸的成熟的 #%+#,!。但切割后还要纯
化除去蛋白酶。-./0等［1)］将 #%+#,!第二位的 234突变成
#5%，形成一个蛋白质酸性水解的位点，同时将 /%+#,!的
67+、#7"、894、23. 1种氨基酸的密码子全部换成大肠杆菌的
偏性密码子，目的蛋白的表达量可达到 :));"<8；而且，纯化
后的亲和力标签和前肽可直接通过甲酸水解除去，但酸解后

的 #%+#,!的 =端缺失了 *个氨基酸。由于 #%+#,!的前肽
影响蛋白质结构的稳定性［($］，故我们直接表达带有前肽的

67+/%+#,!；又由于 #%+#,!基因的前 >个氨基酸的密码子对
其表达量影响很大［(?］，因而我们将这 > 个氨基酸和前肽的
氨基酸密码子作了同义突变，并用 @=# AB/7软件对 !"#$!#%,

! ;-=# CD端的序列进行优化。将此设计基因直接克隆到
%E&()的起始密码子后，去掉了 %E&() 的 -2AFGH5标签，构
建成一种不含亲和力标签的表达载体。最终，目的蛋白在大

肠杆菌 IJ:)K中获得了高表达，其表达率占菌体总蛋白的
CCL左右［1:］。而且，目的蛋白的稳定性很好，在 C8发酵罐中
诱导表达 :CM，没有发现 #%+#,!降解。由于直接表达带有
前肽的 /%+#,!，减少了用酶切或酸解除去亲合力标签这一
步，因而不必担心亲合力标签切割不完全，也减少了 #%+#,

!的损失。而且，纯化也比较容易，仅经过疏水色谱和阴离
子色谱，#%+#,!的纯度即达 KCL以上。

! 结语

随着人民生活水平的提高，冠状动脉粥样疾病的发病率

越来越高，目前已成为危害人类健康的三大疾病之一。目前

对冠状动脉粥样疾病发生的确切机制虽然还存在争议，但

#%+#,!能治疗和预防冠状动脉粥样疾病的事实却受到学术
界的高度重视。#%+#,!基因已成为治疗动脉粥样硬化的靶
基因。基因治疗虽然是一种最理想的方法，但技术本身还存

在许多问题：载体的安全性、表达的效率与调节等。因此，将

基因的表达产物应用于临床可能成为一种行之有效的治疗

手段。在这方面已有很多成功的例子，如：用白蛋白治疗失

血或创伤引起的休克，以及低蛋白血症和新生儿高胆红血素

症；用红细胞生成素治疗肾衰引起的贫血；用胰岛素治疗糖

尿病等。用基因工程方法，已经能生产出大量的重组人

#%+#,!，其结构与功能和天然的 #%+#,!相同，完全能满足
临床需要；另一方面，大量的动物和临床试验已证明，重组人

/%+#,!不仅能防止动脉粥样硬化的发生和发展，而且能逆
转病变，临床研究也未见明显的毒副反应。因此，重组

#%+#,!有可能成为治疗和预防动脉粥样硬化的理想药物，
具有广阔的临床应用前景。
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5697期 黎 明等：载脂蛋白 FE!抗动脉粥样硬化的研究进展


