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摇 摇 高密度脂蛋白( high density lipoproteins,HDL)
与心血管疾病呈明显的负相关,而 HDL 功能的一个

重要方面就是参与胆固醇逆向转运(reverse choles鄄
terol transport,RCT) [1]。 HDL 中的主要成分载脂蛋

白鄄A玉(apolipoprotein A鄄玉,ApoA鄄玉)能与三磷酸腺

苷结合盒转运 A1(ATP鄄binding cassette A1,ABCA1)
结合,转运脂质,并形成新生代 HDL,这就是 RCT 的

第一步[2]。 但 ApoA鄄玉和 ABCA1 是如何结合的,目
前还没有统一的认识,对两者结合机制的深入认识

将有助于进一步阐明胆固醇流出的分子机制,并有

助于制定针对增加血液中 HDL 的新的策略。 除了

脂质代谢调节,ApoA鄄玉与 ABCA1 结合也与凋亡和

炎症相关[3],这对动脉粥样硬化的发生发展也会产

生重要影响。 本文主要讨论 ApoA鄄玉与 ABCA1 二

者结合的机制以及结合过程中所产生的信号转导通

路对脂质流出的影响。

1摇 ApoA鄄玉与 ABCA1 的结合模型

ABCA1 能与多种 HDL 相关的载脂蛋白相结

合,包括 ApoA鄄玉、A鄄域、C鄄玉、C鄄域和 C鄄域,而且

ABCA1 也能辨认合成的 18 氨基酸两性 琢 螺旋以及

磷脂转运蛋白[4]。 研究发现人成纤维细胞和 THP鄄1
巨噬细胞表达 ABCA1 时,质膜上有 10 ~ 60 nm 的突

起,Chambenoit 等[5]认为这是被 ABCA1 翻转到膜外

侧的磷脂酰丝氨酸 ( phosphatidylserine, PS),且与

ApoA鄄玉结合。 Smith 等认为,这种翻转的 PS 对

ApoA鄄玉的结合与酯化是不充分的,因为,用 annexin
V 结合 PS 后不能抑制 ABCA1 所介导的 ApoA鄄玉结

合,也不会影响 ApoA鄄玉酯化。 而且,共价交联实验
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发现 ApoA鄄玉可直接结合到 ABCA1,且具有高度的

亲和性和饱和性。 这些发现提示 ApoA鄄玉可以直接

与 ABCA1 结合,形成复合体,有利于磷脂和脂质的

流出。 新的研究发现,ApoA鄄玉 / ABCA1 直接结合的

容量有限,但却能引起 ApoA鄄玉与脂质的直接结合,
并形成新生的 HDL 颗粒,ApoA鄄玉 / ABCA1 的结合

对 ApoA鄄玉与脂质的结合具有调节功能[7]。 这个模

型认为 ABCA1 的活性提供了两个 ApoA鄄玉可结合

的部位,即 ABCA1 本身以及突出的脂质。
尽管细胞膜是胆固醇的主要存在部位,不能忽

视的是,胞质内涵体中也存在有胆固醇。 ABCA1 不

仅仅存在于表面,而且也定位在细胞内。 研究认为

ApoA鄄玉能被细胞内吞并重新循环到细胞表面。
ABCA1 与 ApoA鄄玉在细胞内的循环让人们猜测,
HDL 在细胞内形成的可能性[8]。 然而,随后通过对

胆固醇从内涵体途径流出的研究发现,细胞内途径

对整个细胞流出的贡献只占到所有胆固醇流出的

5% ,因此认为质膜是 ABCA1 介导 ApoA鄄玉酯化的

主要部位[9]。

2摇 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合后的相互影响

研究发现,ApoA鄄玉不会改变 ABCA1 mRNA 的

丰度,但能明显增加 ABCA1 蛋白的表达, 提示

ApoA鄄玉可能作用于 ABCA1 的降解。 ApoA鄄玉与

ABCA1 的结合下调 ABCA1 的 PEST 序列(富含脯氨

酸、谷氨酸、丝氨酸和苏氨酸的序列,与蛋白质的降

解有关) 磷酸化,从而降低 calpain 介导的蛋白酶

解[10]。 ApoA鄄玉虽然能与 W590S 型突变的 ABCA1
结合,却不能增加其蛋白质水平,提示与 ApoA鄄玉结

合对 ABCA1 的稳定性并不是充分条件。 很有可能

是与 ApoA鄄玉结合后,导致 ABCA1 本身磷酸化改变

从而影响其与 calpain 亚单位的结合,还有一种解释

是,ApoA鄄玉与 ABCA1 W590S 突变体的结合方位与

野生型比较发生了改变,从而使得 ABCA1 的构象改

变,并因此影响其与 calpain 的结合。 总之,ApoA鄄玉
可以通过抑制 ABCA1 的降解来增加细胞 ABCA1 的

水平。
ABCA1 反过来也能稳定 ApoA鄄玉。 家族性

HDL 缺乏症,如丹吉尔病,会导致 ApoA鄄玉的分解代

谢增加,并且 ABCA1 单核苷酸多态性能影响饥饿及

进食后的 ApoA鄄玉的水平[11,12]。 ApoA鄄玉与 ABCA1
结合后,也能改变 ApoA鄄玉的代谢率。 当 ApoA鄄玉
酯化成 pre鄄茁2、 - 3 或者 - 4 HDLs,这些颗粒会进行

不依赖 ABCA1 的进一步酯化,并最终形成成熟的

HDL 颗粒。 反之,如果 ABCA1 表达下降,ApoA鄄玉
很少被酯化,那么,血浆中的 ApoA鄄玉就会很快被肾

脏代谢掉。

3 摇 ApoA鄄玉与 ABCA1 的结合影响细

胞内信号通路

ApoA鄄玉与 ABCA1 结合能激活信号转导通路

并调节 ABCA1 水平以及相应的脂质流出,这些信号

转导分子包括蛋白激酶 A(protein kinase A,PKA)、
蛋白激酶 C ( protein kinase C,PKC)、 JAK2、Cdc42
和 Ca2 + 。
3. 1摇 PKA

ApoA鄄玉与 ABCA1 结合可以增加细胞内环磷

腺苷(cAMP)的含量,并导致 ABCA1 磷酸化。 而抑

制 PKA 的活性可完全阻止 ApoA鄄玉介导的 ABCA1
磷酸化[13]。 在这个过程中,ApoA鄄玉结合到 ABCA1
上后,活化了与 ABCA1 偶联的 G琢s

,从而导致腺苷

酸环化酶的激活,cAMP 产生,再激活 PKA,最终导

致 ABCA1 磷酸化,并增加 ApoA鄄玉的酯化(图 1a)。
本课题组以前的实验也发现,用 ApoA鄄玉处理 THP鄄
1 巨噬细胞,添加腺苷酸环化酶的激动剂后,导致

ABCA1 蛋白表达的增加,反之,使用腺苷酸环化酶

的抑制剂处理,明显下调 ABCA1,降低胆固醇的流

出[14]。 对 ABCA1 上 PKA 可能的两个磷酸化位点

进行定点突变后,降低胆固醇的流出。 Loretta 等报

道,PKA 锚定剂 st鄄Ht31,能与 PKA 上特异的锚定区

域结合,延长 PKA 的持续时间,从而明显增加细胞

胆固醇的流出[15]。
3. 2摇 PKC

PKC 激活后也会增加 ApoA鄄玉介导的胆固醇流

出。 生物化学及形态学的证据提示 ApoA鄄玉激活

PKC 并磷酸化 ABCA1。 ApoA鄄玉移除细胞游离胆固

醇、磷脂以及鞘磷脂( sphingomyelin,SPM)后,鞘磷

脂的降低会触发磷脂酰胆碱磷脂酶 C(phosphatidyl鄄
choline phospholipase C,PC鄄PLC)的活性,然后催化

磷脂酰胆碱的水解,产生磷酸胆碱来弥补 SPM 的不

足,这个反应也会产生二酰甘油 ( diacylglycerol,
DAG),进一步激活 PKC琢 并磷酸化 ABCA1[16] (图
1b),这个反应最终会减少 ABCA1 被 calpain 降解。
此外,ApoA鄄玉也可通过 PKC 促进胆固醇从靠近酰

基辅酶 A颐 胆固醇酰基转移酶(Acyl鄄Coenzyme A颐
Cholesterol Acyltransferase,ACAT) 的部位移向 AB鄄
CA1,使得ACAT可作用的胆固醇池减少。在鼠成
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图 1摇 ApoA鄄玉和 ABCA1 的结合影响细胞内信号通路

(a)ApoA鄄玉结合到 ABCA1 上后,活化了与 ABCA1 偶联的 G琢s,从而导致腺苷酸环化酶(AC)的激活,cAMP 产生,再

激活 PKA,导致 ABCA1 磷酸化,并增加 ApoA鄄玉的酯化. (b)ApoA鄄玉移除细胞 SPM 后,会激活 PC鄄PLC,催化 PC 水

解,产生 DAG,进一步激活 PKC琢 并磷酸化 ABCA1. ( c) ApoA鄄玉结合 ABCA1 后,增加 JAK2 的磷酸化,并激活

STAT3. (d)ApoA鄄玉与 ABCA1 结合后,激活 Cdc42,并引起 PAK鄄1 和 p54 JNK的磷酸化,以及肌动蛋白的多聚化. ( e)

ApoA鄄玉作用促进 Ca2 + 内流,导致 CaM 及下游的钙神经素的活化,Ca2 + 内流也增加 JAK2 的磷酸化

纤维细胞 L929 细胞中,PKC 激活导致 ApoA鄄玉介导

的胆固醇流出,但不会影响磷脂的流出以及 ABCA1
的表达。 另一种看法认为,PKC 激活后,减少 AB鄄
CA1 的降解是通过 PEST 基序内 1 286 和 1 305 位

的苏氨酸去磷酸化实现的。
最近的研究发现,PKC鄄灼 的磷酸化可诱导其与

Sp1 的结合,后者又可通过与 LXR 和 RXR 异源二聚

体的作用激活 ABCA1 启动子。 Sp1 结合位点的突

变可以抑制其与 ABCA1 启动子的结合,并降低 AB鄄
CA1 的表达水平。 这也说明 PKC鄄灼 参与 ABCA1 表

达的调节[17]。
3. 3摇 JAK2

有报道认为 JAK2 特异性的抑制剂明显抑制

ApoA鄄玉介导的胆固醇流出,缺乏 JAK2 的突变细胞

能严重影响 ABCA1 通路。 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合

后,在短短的几分钟内,就能刺激 JAK2 自身磷酸

化,并促进脂质流出[18] (图 1c)。 另一方面,ApoA鄄
玉在 JAK2 缺乏时,也能稳定 ABCA1 蛋白,因为抑

制 JAK2 酪氨酸激酶活性降低 ApoA鄄玉介导的胆固

醇流出,并不影响 ApoA鄄玉对 ABCA1 降解的抑制。
这说明,JAK2 的活性与 ABCA1 的稳定性无关。

ABCA1 包含两个 STAT3 的候选结合位点,
ApoA鄄玉介导 JAK2 激活的同时也激活 STAT3 (图
1c)。 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合后抑制脂多糖诱导的

白介素 1、白介素 6 和肿瘤坏死因子 琢 的释放,这可

以通过沉默 STAT3 或 ABCA1 来逆转。 因此,ApoA鄄
玉可以通过 ABCA1 激活 JAK2 / STAT3 通路,起到抗

炎作用[19,20]。 本课题组研究发现,IFN鄄酌 可以通过

JAK2 / STAT3 通路下调 LXR琢,然后降低 ABCA1 的

表达与胆固醇的流出[21]。 对 ABCA1 在炎症中的作

用还要做进一步的研究。
3. 4摇 Rho GTPases

Pho 家族小 GTP 酶,包括 Cdc42、Rho 以及 Rac,
可以通过多种方式调节细胞骨架重组。 Cdc42 与其

它蛋白形成复合体可以控制囊泡的运输。 最初发

现,在缺乏 ABCA1 的丹吉尔病人成纤维细胞中,肌
动蛋白细胞骨架异常,而这与 Cdc42 的表达下降有

关。 过表达 Cdc42 促进 ApoA鄄玉介导的胆固醇流

出,而抑制其表达则降低胆固醇流出。 ApoA鄄玉与

ABCA1 结合后,激活 Cdc42,并引起 PAK鄄1 和 p54 JNK

的磷酸化,以及肌动蛋白的多聚化 (图 1d)。 Cdc42
能与 ABCA1 免疫共沉淀,说明二者可以结合,而
ApoA鄄玉则能明显促进其结合[22]。 然而,在 ABCA1
的 C 末端截短突变体中,观察不到 Cdc42鄄ABCA1 的

复合体,提示 C 末端在二者结合中的重要性。
研究发现在丹吉尔病成纤维细胞中,有 RhoA、

RhoB、RhoG 和 Rac1 的堆积,提示 Pho 家族其它成员也

可能参与到胆固醇的流出中。 ApoA鄄玉作用细胞后,
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RhoA 会激活,若抑制 RhoA 则会影响 ApoA鄄玉对 ABCA1
的稳定作用[23]。 内源性 Rho 鸟苷酸交换因子 PDZ鄄
RhoGEF 表达后结合到 ABCA1 的 C 末端,可激活

RhoA,增加 ABCA1 的蛋白水平,并增加胆固醇的流出。
3. 5摇 Ca2 +

静止期的细胞,胞质 Ca2 + 的浓度维持在很低的

水平,而细胞外的浓度则相对较高。 当细胞钙通道开

放,胞外 Ca2 + 顺浓度梯度快速进入胞内,并促进胞质

内储存的 Ca2 + 释放。 用 ApoA鄄玉作用巨噬细胞后,发
现细胞 Ca2 + 的内流,导致钙调蛋白(calmodulin,CaM)
及下游的钙神经素的活化[24,25]。 免疫共沉淀发现,
ABCA1 可以直接结合 CaM,并可以保护 ABCA1 不受

calpain 的蛋白酶解。 用小干扰 RNA 抑制 CaM 的作

用后,ABCA1 的降解增加。 移除细胞外的 Ca2 + 或者

螯合胞质内的 Ca2 + ,都会抑制 ApoA鄄玉的酯化。 抑制

钙神经素的作用可完全抑制 ApoA鄄玉的酯化,而且,抑
制钙神经素后也会影响 JAK2 的磷酸化。 但是,Ca2 + 、
CaM 以及钙神经素并不改变 ABCA1 的表达,也不会

直接修饰 ABCA1,说明其对 ABCA1 的作用可能是通

过 JAK2 来实现的[26](图 1e)。 但 Ca2 + 在动脉粥样硬

化中的作用是非常复杂的,最近文献[27]报道,Ca2 + /
CaM 可刺激血管平滑肌细胞的增殖,从而增加动脉粥

样硬化斑块形成的风险。 因此,对 Ca2 + / CaM 的作用

还有待进一步的深入研究。

4摇 ABCA1 介导 ApoA鄄玉的酯化

对 ABCA1 介导 ApoA鄄玉的酯化,有几种不同的

模型。 一种认为 ABCA1 直接移动胆固醇和磷脂使

之从膜内翻到膜外, 然后 ApoA鄄玉 接收并形成

HDL[28],这个过程并未得到直接的证实。 电镜和 X
线晶体学分析提示,两个对称性的跨膜束可形成一

个暗室,膜内的口打开,胆固醇和磷脂从胞浆进入,
然后外口打开,脂质被释放到外膜,这包含一系列的

细胞构象改变(图 2a)。 另一个模型则强调 ApoA鄄
玉的结构对 ABCA1 介导的脂质流出的影响[29]。 第

一步,ApoA鄄玉结合到 ABCA1 上,疏水的 琢 螺旋插

入 ABCA1 所在脂质区域内,第二步才是 ApoA鄄玉的

酯化及新生 HDL 的形成。 第一个步骤所形成的复

合体对脂质的流出是必须的,但不是充分的条件,因
为在 ABCA1 突变体 Trp590Ser 中,虽然可以形成

ApoA鄄玉 / ABCA1 复合体,但并不能酯化 ApoA鄄玉
(图 2b)。 第三种模型则认为 ApoA鄄玉与 ABCA1 的

结合可以形成膜上胆固醇和磷脂丰富的区域,这些

区域突出膜的表面,有利于 ApoA鄄玉的结合 (图

2c)。 此外,ApoA鄄玉可能在细胞内也有酯化,因为

在胞质中有含 ABCA1 和 ApoA鄄玉 的小泡,而 AB鄄
CA1 能将脂质泵入小泡并酯化 ApoA鄄玉 (图 2d)。

图 2摇 ABCA1 介导 ApoA鄄玉的酯化模型

(a)ABCA1 直接移动细胞内的 FC 和 PL 使之从膜内翻到膜外,由 ApoA鄄玉接收并形成 HDL. (b)ApoA鄄玉结合 AB鄄
CA1 后,ApoA鄄玉的 C 末端插入脂质区域内,促使 ApoA鄄玉的酯化及新生 HDL 的形成. ( c)ApoA鄄玉与 ABCA1 的结

合,形成膜上 FC 和 PL 丰富的区域,这些区域突出膜的表面,有利于 ApoA鄄玉的结合. ( d)细胞内吞 ABCA1 和

ApoA鄄玉形成胞质内小泡,ABCA1 将脂质泵入小泡并酯化 ApoA鄄玉
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摇 摇 很多实验中发现,新形成的 HDLs 大小不等,颗
粒大小约 9 ~ 12 nm,包含的 PL / FC (mol / mol)比例

可以从 3颐 1 到 1颐 1[30]。 对于这种现象需要进一步的

研究,一种解释是 ABCA1 酯化 ApoA鄄玉先形成富含

磷脂的 HDL 颗粒,然后再通过易化扩散从细胞内移

除胆固醇,也就是说 ABCA1 介导磷脂和胆固醇的流

出不是同步的,而且不同的细胞对磷脂和胆固醇的

流出又不相同。

5摇 影响 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合的因素

ABCA1 在转录和转录后都易受到影响。 研究

证明,抑制 ABCA1 降解导致 ABCA1 的水平以及

HDL 合成的增加。 银杏黄酮和钙调蛋白等都可以

增加 ABCA1 的蛋白水平而不影响其 mRNA,主要是

抑制 ABCA1 的蛋白酶解[31]。 另一方面,普罗布考

则通过增加 calpain 的活性降低 ABCA1 的水平。 环

孢素 A 除了增加 calpain 的活性外,还可以抑制 AB鄄
CA1 向膜外的翻转,从而导致 ABCA1 在膜上的含量

减少[32]。 此外,游离胆固醇也可以通过泛素蛋白酶

途径增加 ABCA1 的降解,而晚期糖基化终末产物如

已二醛和羟乙醛下降 ABCA1 的水平,可能是破坏了

ABCA1 蛋白的结构并影响其与 ApoA鄄玉的结合[33]。
ApoA鄄玉和 ABCA1 的突变能影响二者的结合

并降低细胞脂质流出。 ABCA1 的突变多影响其自

身的两个大的胞外环,并导致丹吉尔病。 ABCA1 C
末端的 VFVNFA 基序对脂质的流出非常重要,改变

这个序列不会影响其向膜的移动,但会阻止 ApoA鄄
玉的结合[34]。 W590S 突变,能明显降低 ApoA鄄玉的

酯化,却适当的提高了 ABCA1 与 ApoA鄄玉的结合,
这说明,ApoA鄄玉与细胞表面 ABCA1 的结合并不是

ApoA鄄玉酯化的充分条件。 ApoA鄄玉酯化有利于其

与 ABCA1 的分离,这也和已知的 ABCA1 接受体是

ApoA鄄玉而不是 HDL3 相一致。
对 ApoA鄄玉的突变观察,为认识 ApoA鄄玉与 AB鄄

CA1 的结合提供了新的视角。 ApoA鄄玉氨基末端的

缺失能增加 ABCA1 介导的胆固醇和磷脂的流出,而
羧基末端的缺失则降低脂质的流出。 在细胞胞质内

的磷脂小泡中包含一种天然的 ApoA鄄玉突变体

R173C———ApoA鄄玉(Milano),可以降低动物的动脉

粥样硬化。 但后来又发现 ApoA鄄玉(Milano)和野生

型的 ApoA鄄玉对动物的胆固醇逆向转运的作用没有

区别,提示 ApoA鄄玉 (Milano) 的作用增强可能与

RCT 无关[35],其降低动脉粥样硬化的作用机制还有

待进一步研究。

6摇 小摇 摇 结

ApoA鄄玉结合到 ABCA1 上促进细胞胆固醇和

磷脂的流出,促使 ApoA鄄玉酯化形成 HDL。 ApoA鄄玉
与 ABCA1 的结合存在几种可能的方式,干扰二者的

结合,能明显降低 ApoA鄄玉酯化。 ApoA鄄玉和 AB鄄
CA1 可以相互作用,并提高各自的稳定性。 ApoA鄄
玉与 ABCA1 的结合能激活信号转导通路并调节

ABCA1 水平,这些信号转导分子包括蛋白激酶 A
(protein kinase A,PKA)、蛋白激酶 C (protein kinase
C,PKC)、JAK2、Cdc42 和 Ca2 + 。 从目前的研究来

看,这些信号转导分子的作用主要体现在改变细胞

内的胆固醇流出上。 对 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合所

导致的抗炎反应仍需要做进一步的探讨。 许多因素

包括突变都可以影响 ApoA鄄玉与 ABCA1 的结合。
总之,深入研究揭示 ApoA鄄玉与 ABCA1 结合的机制

及其所诱导的信号转导通路,将有助于理解 HDL 的

形成及 ApoA鄄玉酯化的机制,并有利于找到提高

HDL 的新方法。
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响,为 STGC3 基因在 Burkitt 氏淋巴瘤发生发展过程

中的可能分子机理提供实验基础。
本研究直接将 STGC3 基因转染至 Daudi 细胞

系后,通过免疫细胞化学检测证实 STGC3 定位于

Daudi 细胞的胞浆与胞核,Western blotting 检测结果

显示转染细胞系中 STGC3 的蛋白表达水平明显增

高,均说明成功建立了 STGC3 高表达转染细胞系。
因此,通过与转染空载体和未转染细胞的比较,可直

接观察到 STGC3 的高表达对细胞生长的影响,说明

STGC3 基因可能在 Burkitt 氏淋巴瘤的发生、发展及

转移的过程中发挥着重要的作用。
本研究在成功建立 pcDNA3. 1 ( + ) / STGC3 -

Daudi 细胞系的基础上,观察细胞 STGC3 高表达后,
其对 Daudi 细胞恶性表型的影响。 对转染细胞进行

形态学观察,结果显示:转基因(高表达 STGC3)组

细胞变小,细胞向成熟方向分化。
本研究结果证实:STGC3 基因导入 Daudi 细胞

后,能够使 Daudi 细胞增殖速度减慢,群体倍增时间

延长,提示 STGC3 基因对 Daudi 细胞增殖能力具有

一定的抑制作用,推测可能是 STGC3 基因导入 Dau鄄
di 细胞后,通过尚未探明的信号途径,使细胞凋亡

加速,细胞进入 G0 / G1 期,细胞分裂增殖减少;也可

能是诱导细胞死亡。
以上实验结果充分说明成功建立了 STGC3 高

表达转染细胞系。
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