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尼古丁通过Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路调节ＨｅｐＧ２细胞中ＰＣＳＫ９的表达

周　琳，向　睿，毛　敏，冯　瑞，胡愉皓，陈月茗，陈　杰，石秋月，娄　钦，常　静　　４０００１６重庆，重庆医科
大学附属第一医院心血管内科，重庆市重大代谢性疾病转化医学重点实验室

　　［摘要］　目的　探讨尼古丁对前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶／ｋｅｘｉｎ９型（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ
ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ／ｋｅｘｉｎｔｙｐｅ９，ＰＣＳＫ９）表达的影响以及分子机制。方法　采用不同浓度的尼古丁（０、５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）处理ＨｅｐＧ２细胞０、２４、４８ｈ，观察与低密度脂蛋白胆固醇（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＬＤＬＣ）代谢密切相关的ＰＣＳＫ９的变化情况。实验分（ｎ＝３）：对照组（ＣＯＮ组，细胞正常培养）；尼古丁
组（ＮＩＣ组，加入１０μｍｏｌ／Ｌ的尼古丁孵育２４ｈ）；尼古丁＋尼古丁抑制剂组（ＭＨ组，１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁抑
制剂盐酸美加明）；尼古丁＋Ｒａｆ抑制剂组［ＰＬＸ组，１μｍｏｌ／ＬＲａｆ抑制剂（ＰＬＸ４７２０）］；尼古丁＋ＭＥＫ抑
制剂组［ＰＤ组，１μｍｏｌ／ＬＭＥＫ抑制剂（ＰＤ０３２５９０１）］；尼古丁＋ＥＲＫ抑制剂组［ＣＣ组，１μｍｏｌ／ＬＥＲＫ抑
制剂（ＣＣ９０００３）］。后４组预处理１ｈ后再加入１０μｍｏｌ／Ｌ的尼古丁一起孵育２４ｈ。采用ＣＣＫ８实验
检测ＨｅｐＧ２细胞的活性，划痕实验检测细胞迁移能力，油红 Ｏ染色检测尼古丁处理后的脂质沉积。运
用网络药理学筛选ＬＤＬＣ与尼古丁的共同靶点和作用通路。分别使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ分析
ＰＣＳＫ９以及ＭＡＰＫ通路（Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ）的蛋白和 ｍＲＮＡ的表达水平。用免疫荧光染色、酶联免疫吸
附实验（ＥＬＩＳＡ）检测ＰＣＳＫ９蛋白的表达水平。结果　随着尼古丁浓度的升高，ＨｅｐＧ２细胞的活性不断
降低，并且相同尼古丁浓度下４８ｈ比２４ｈ下降更多。与ＣＯＮ组比较，ＮＩＣ组ＨｅｐＧ２细胞的迁移能力和
脂质沉积增加（Ｐ＜０．０１），而ＭＨ组相较于ＮＩＣ组迁移能力和脂质沉积下降（Ｐ＜０．０１）。ＬＤＬＣ与尼古
丁的交集靶点多达２５７个，二者的蛋白质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）核心
靶点涉及ＭＡＰＫ通路；生物过程包含“ＭＡＰＫ活性的正向调节”，且通路分析中的“脂质和动脉粥样硬
化”富集分数最高。与 ＣＯＮ组比较，ＮＩＣ组 Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的蛋白和 ｍＲＮＡ表达增强（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），ＭＨ组的相关蛋白和ｍＲＮＡ表达较ＮＩＣ组明显下调（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＮＩＣ组的 ＰＣＳＫ９蛋白
和ｍＲＮＡ较ＣＯＮ组上调（Ｐ＜０．０５），ＭＨ组、ＰＬＸ组、ＰＤ组和ＣＣ组的ＰＣＳＫ９蛋白和ｍＲＮＡ较ＮＩＣ组下
降（Ｐ＜０．０５）。结论　尼古丁可增加ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积和迁移能力，并通过Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路
调节ＨｅｐＧ２细胞中ＰＣＳＫ９的表达；上调的ＰＣＳＫ９可能是细胞内脂质沉积的重要原因。
　　［关键词］　尼古丁；ＰＣＳＫ９；ＬＤＬＣ；脂质代谢；ＨｅｐＧ２细胞
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ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆＰＣＳＫ９，ｗｈｉｃｈｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
（ＬＤＬＣ）．Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｇｒｏｕｐｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ），ＮＩＣｇｒｏｕｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ
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μｍｏｌ／ＬＮＩＣｃｏｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ２４ｈ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄｏｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌ
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ｃｏｍｍｏｎｔａｒｇｅｔｓａｎｄａｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆＬＤＬＣａｎｄＮＩＣ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴｑＰＣＲ）ｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｉｃｏｔｉｎｅ；ＰＣＳＫ９；ＬＤＬＣ；ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０２０ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０８５３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＡＮＧＪｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：１５８４１０５００２＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　动脉粥样硬化是全球血管疾病的主要原因［１］，其

主要特征为脂肪和纤维的积累。随着纤维化和钙化的

累积，动脉粥样硬化斑块逐渐形成；稳定的斑块会阻塞

管腔，导致组织和器官的灌注不足，而不稳定的斑块则

会破裂，进而导致血栓形成［２］。动脉粥样硬化会导致

严重的并发症，如缺血性心脏病、缺血性中风等。据统

计，２０１５年，超过１７００万人死于心血管疾病；其中，超
过１４００万人死于冠心病和中风［２］。动脉粥样硬化的

危险因素众多，如高血脂、吸烟、肥胖、高血压和酗酒

等［３］。作为高脂血症主要危险因素之一的低密度脂

蛋白胆固醇（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬＣ）
被认为是动脉粥样硬化治疗过程中的重要指标［４］。

而ＬＤＬＣ的代谢与前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶／
ｋｅｘｉｎ９型（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｔａｓｅｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ／ｋｅｘｉｎｔｙｐｅ９，
ＰＣＳＫ９）的活性密不可分。
　　ＰＣＳＫ９是前蛋白转化蛋白酶家族的第九个成员，
它是一组丝氨酸蛋白酶，ＰＣＳＫ９主要通过结合低密度

脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）参
与脂质代谢［５］。在生理条件下，血液循环中的 ＬＤＬＣ
与膜上的ＬＤＬＲ结合并进入细胞，从而及时维持血脂
的动态平衡。主要产生于肝细胞的 ＰＣＳＫ９与 ＬＤＬＲ
结合后，将介导其进入溶酶体进行降解，阻止ＬＤＬＲ再
循环［６］。一旦 ＰＣＳＫ９过表达，ＬＤＬＲ被大量降解而无
法正常发挥作用，导致血液循环中的 ＬＤＬＣ无法得
到有效清除，最终将引起高脂血症。因此，ＰＣＳＫ９可
通过调节 ＬＤＬＣ的代谢而间接影响动脉粥样硬化的
进程。

　　尼古丁是日常生活中普遍存在的香烟烟雾的主要
成分之一，一直备受研究人员的关注。尼古丁不仅对

呼吸道疾病（如肺癌）有很大促进作用，而且对动脉粥

样硬化的形成也不可忽视。例如尼古丁通过引起血脂

异常、胰岛素抵抗和血管炎症等加快动脉粥样硬化的

进程［７］。已有研究发现，香烟烟雾提取物降低了

ＨｅｐＧ２细胞中ＬＤＬＲ的表达［８］，香烟烟雾提取物也通
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过ＲＯＳ／ＮＦκＢ途径影响 ＨｅｐＧ２细胞中 ＰＣＳＫ９的表
达［９］。更有趣的是，ＥＲＫ通路可能调节 ＰＣＳＫ９的表
达［１０］，并且在ＥＲＫ敲除小鼠中观察到 ＰＣＳＫ９的分泌
量显著减少［１１］。然而，香烟烟雾的成分高达７０００多
种，其对脂质代谢的具体影响机制仍有待研究［１２］。本

研究通过探讨尼古丁对脂质沉积的影响、尼古丁对

ＰＣＳＫ９表达的调节及其与Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路之
间的联系，为动脉粥样硬化的诊疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　尼古丁购自成都Ｄｅｓｉｔｅ科技有限公司。盐酸美加
明（ｍｅｃａｍｙｌａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＭＨ，尼古丁抑制剂）
购自美国 ＧｌｐＢｉｏ公司。ＰＬＸ４７２０（Ｒａｆ抑制剂）、
ＰＤ０３２５９０１（ＭＥＫ抑制剂）、ＣＣ９０００３（ＥＲＫ抑制剂）
购自上海 ＴＯＰＳＣＩＥＮＣＥ有限责任公司。抗ＰＣＳＫ９抗
体购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ生物科技有限公司。抗
ＧＡＰＤＨ抗体购自美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司。辣根过氧化
物酶（ＨＲＰ）抗兔 ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物科技公
司。抗 Ｒａｆ、抗 ＭＥＫ、抗 ＥＲＫ抗体和抗磷酸化 Ｒａｆ
（Ｓｅｒ２５９）、抗磷酸化 ＭＥＫ（Ｓｅｒ２１７／２２１）、抗磷化 ＥＲＫ
（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）抗 体 购 自 美 国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＴＲＩｚｏｌ和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自武汉
ＡＢｃｌｏｎａｌ生物科技公司。
１．２　细胞培养和处理分组
１．２．１　细胞培养　　ＨｅｐＧ２细胞在补充了１０％胎牛
血清（ＦＢＳ）（中国江苏依科赛生物）的杜氏改良鹰培养
基（ＤＭＥＭ）（美国Ｇｉｂｃｏ公司）中培养，并放置于３７℃
含５％ＣＯ２的恒温箱中孵育。尼古丁刺激实验：当细
胞密度达到７０％～８０％时，采用含不同浓度尼古丁（０、
５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）的完整培养基［１３］孵育不同时间（０、
２４、４８ｈ）。
１．２．２　实验分组　　细胞分６组：对照（ＣＯＮ）组、尼
古丁（ＮＩＣ）组、尼古丁＋尼古丁抑制剂（ＭＨ）组、尼古
丁＋Ｒａｆ抑制剂（ＰＬＸ）组、尼古丁＋ＭＥＫ抑制剂（ＰＤ）
组、尼古丁＋ＥＲＫ抑制剂（ＣＣ）组。ＣＯＮ组细胞采用不
含尼古丁的完整培养基正常培养；ＮＩＣ组细胞采用１０
μｍｏｌ／Ｌ尼古丁孵育２４ｈ；ＭＨ、ＰＬＸ、ＰＤ和 ＣＣ组分别
采用１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁抑制剂ＭＨ、１μｍｏｌ／ＬＲａｆ抑制
剂（ＰＬＸ４７２０）、１μｍｏｌ／ＬＭＥＫ抑制剂（ＰＤ０３２５９０１）和
１μｍｏｌ／ＬＥＲＫ抑制剂（ＣＣ９０００３）预处理１ｈ，然后与
１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁一起孵育２４ｈ。
１．３　细胞活性测定
　　细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）用于检测ＨｅｐＧ２细胞

的活性。将重悬的细胞稀释至２×１０４／ｍＬ取１００μＬ注入
９６孔板中培养２４ｈ。尼古丁刺激实验见１．２。除去上
清液后，加入不含 ＦＢＳ的培养基，并向每个孔中加入
１０μＬＣＣＫ８试剂（上海ＭＣＥ公司）。在３７℃、含５％
ＣＯ２的培养箱中避光培养２～３ｈ后，在４５０ｎｍ处测量
吸光度。

１．４　划痕实验
　　将１０５个ＨｅｐＧ２细胞植入６孔板中。当细胞密度
在完全培养基中达到 ９０％～１００％时，使用 ２００μＬ移
液管尖端绘制直线。用 ＰＢＳ轻轻冲洗后，在没有 ＦＢＳ
的情况下预处理ＭＨ１ｈ，然后在没有ＦＢＳ的情况下加
入１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁并培养 ２４ｈ。分别在 ０ｈ（ｐ）和
２４ｈ（ｑ）拍摄并记录划痕宽度。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析
所有划痕宽度。迁移率计算公式为：（ｐ－ｑ）／ｐ。
１．５　油红Ｏ染色
　　在用４％多聚甲醛（重庆蒙柏欧生物科技有限公
司）固定１５ｍｉｎ后，将载玻片浸入油红染液（武汉谷歌
生物科技有限公司）８～１０ｍｉｎ（覆盖并避光），并用蒸
馏水洗涤。用７５％酒精分化后，苏木精（武汉谷歌生
物科技有限公司）复染３～８ｍｉｎ。用蒸馏水洗涤后，用
盐酸酒精分化载玻片１ｓ，用蒸馏水冲洗，用氨水溶液
恢复蓝色，再用蒸馏水冲洗。载玻片用甘油明胶（武

汉谷歌生物科技有限公司）封片。显微镜拍照，使用

ＩｍａｇｅＪ软件分析所有结果，通过计算一个视野中脂滴
的面积，反映细胞内中脂质沉积的面积比。

１．６　网络药理学分析
　　运用ＰｕｂＣｈｅｍ数据库和ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数
据库筛选尼古丁作用靶点。在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库筛选
低密度脂蛋白胆固醇的靶点。然后利用Ｕｎｉｐｒｏｔ蛋白标
准化数据库对相关靶点进行统一转化。用Ｖｅｎｎｙ２．１．０
制作靶点的交集基因，导入 Ｓｔｒｉｎｇ数据库以构建蛋白
质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，
ＰＰＩ）网络图。通过微生信平台对靶点分子进行基因
本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基因与基因组百科全书
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集
分析，得到相应靶点的生物过程（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ）和
通路分析（ＰａｔｈｗａｙＡｎａｌｙｓｉｓ）。最后导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２
软件进行可视化分析。

１．７　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测
　　将处理过的细胞从培养基中倒出，并用 ＰＢＳ洗涤
３次。将培养皿加入含有蛋白酶抑制剂（１∶１００）和磷
酸酶抑制剂（１∶５０）（北京索莱宝科技有限公司）的细
胞裂解液（ＲＩＰＡ）１２０μＬ（重庆蒙柏欧生物科技有限公
司），并在４℃的摇床上放置２０ｍｉｎ。将刮取的细胞在
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１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，然后收集上清液并通
过ＢＣＡ法（上海碧云天生物技术有限公司）测量蛋白
质浓度。将２０μｇ变性蛋白加入到十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳的每个孔中，然后将蛋白转移到聚

偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。用含有０．１％－２０吐温（ＴＢＳ
Ｔ）的Ｔｒｉｓ缓冲盐水洗涤膜，在室温下用 ５％的脱脂牛
奶（北京索莱宝科技有限公司）封闭１ｈ。用 ＴＢＳＴ洗
涤后，将膜与抗 ＰＣＳＫ９抗体（１∶２０００）、抗 ＧＡＰＤＨ抗
体（１∶５０００）、抗 Ｒａｆ抗体（１∶１０００）、抗 ＭＥＫ抗体
（１∶１０００）、抗ＥＲＫ抗体（１∶１０００）和抗磷酸化 Ｒａｆ抗
体（１∶１０００），抗磷酸化 ＭＥＫ抗体（１∶１０００），抗磷化
ＥＲＫ抗体（１∶１０００）一起在４℃的摇床上孵育过夜。
第２天将ＴＢＳＴ洗涤后的膜与ＨＲＰ抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）
在室温下孵育１ｈ。结果采用Ｆｕｓｉｏｎ软件进行分析。
１．８　ＲＴｑＰＣＲ检测
　　根据制造商的要求，用 Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ。ＲＮＡ
的纯度取决于２６０和２８０ｎｍ处的吸光度比率。通过
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）
反转录：３７℃下 ２ｍｉｎ、５５℃下 １５ｍｉｎ和 ８５℃下
５ｍｉｎ，将 ＲＮＡ反转录成互补 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）。ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ与目标基因引物和 ｃＤＮＡ一起用于 ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔ实时系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。ｑＰＣＲ方
案为：９５℃３ｍｉｎ，循环１次；随后９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ
循环 ４０次。引物序列如下：ＰＣＳＫ９正向 ５′ＧＴＡＣＣ
ＧＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＴＡＣＣ３′，反 向 ５′ＴＧＣＡＣＡＴＴＣＴＣＧ
ＡＡＧＴＧＴ３′；Ｒａｆ正向 ５′ＧＡＣＴＧＣＣＣＴＡＣＡＴＣＴＧＧＡＴ
ＣＡＴ３′，反向 ５′ＧＧＴＴＣＴＣＧＴＴＧＣＣＣＡＡＡＴＴＧＡＴＴＴ３′；
ＭＥＫ正向 ５′ＧＧＡＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＡＴＴＧＡＣＣＡＧＡ３′，反
向 ５′ＣＣＡＡＧＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＴ３′；ＥＲＫ正向
５′ＧＴＧＴＧＣＡＧＡＴＣＣＡＧＡＣＣＡＴＧＡＴ３′，反向 ５′ＴＧＣＡ
ＧＣＣＴＡＣＧＡＣＣＡＴＧＡＴ３′；ＧＡＰＤＨ 正向 ５′ＧＧＧＡＧＴ
ＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡ３′，反向 ５′ＧＴＣＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴ
ＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣ３′。使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ的荧光值通过
２－ΔΔＣｔ方法获得ＲＮＡ的相对表达量。以甘油醛３磷酸
脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的ＲＮＡ表达量作为内参。
１．９　免疫荧光检测
　　干燥后，将载玻片在盖玻片中间画一个圆圈，加入
５０μＬＴｒｉｔｏｎＸ１００（德国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公司），在室温下孵
育２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ，重复３次。在圆圈中加
入３％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）（德国 ＢｉｏＳｒｏｘｘ公司）均匀
覆盖样品，并在室温下密封３０ｍｉｎ。轻轻摇动封闭溶
液后，将抗ＰＣＳＫ９抗体（１∶５００）（美国Ａｂｃａｍ公司）添
加到载玻片中，并将载玻片在４℃的湿箱中孵育过夜。
将载玻片在摇床上洗涤５ｍｉｎ，重复３次。干燥后，将

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）抗小鼠ＩｇＧ添加到组织化学试
剂盒中以覆盖样品，并将载玻片在室温下孵育５０ｍｉｎ，用
含有４，６二氨基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）（武汉赛维尔生
物科技有限公司）的抗荧光淬灭剂（美国 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司）覆盖它们。在荧光显微镜下观察载玻片
并收集图像。ＤＡＰＩ染色的细胞核为蓝色，ＰＣＳＫ９表
达为荧光标记的红色。所有结果使用 ＩｍａｇｅＪ软件进
行分析。

１．１０　酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）
　　根据制造商的说明，使用人前蛋白转化酶枯草杆
菌蛋白酶／ｋｅｘｉｎ９型（ＰＣＳＫ９）ＥＬＩＳＡ试剂盒（重庆蒙
柏欧生物科技有限公司）检测 ＰＣＳＫ９在 ＨｅｐＧ２细胞
裂解上清液中的表达。

１．１１　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２软件进行数据统计分
析和绘图。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进
行多重比较。Ｐ＜０．０５被认为具有统计学意义。所有
统计结果来自３次不同的实验。

２　结果

２．１　尼古丁刺激对 ＨｅｐＧ２细胞活性及 ＰＣＳＫ９表达
的影响

　　ＣＣＫ８实验结果表明，当尼古丁浓度＜５μｍｏｌ／Ｌ
时，细胞活性高于９０％；当尼古丁浓度＞５μｍｏｌ／Ｌ时，
细胞活性急剧下降，且孵育 ４８ｈ比 ２４ｈ下降更多
（图１Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，尼古丁
孵育２４ｈ，５、２０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁处理后，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ
和蛋白表达量差异无统计学意义，１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁
显著提高 ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）和蛋白（Ｐ＜０．０５）的
表达（图 １Ｂ、Ｄ、Ｅ）；１０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁培养细胞 ２４ｈ
后，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）和蛋白表达（Ｐ＜０．０１）增
加，而培养４８ｈ后，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ和蛋白表达无统计
学差异（图 １Ｃ、Ｄ、Ｆ）。提示 １０μｍｏｌ／Ｌ尼古丁培养
ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ可作为后续最佳实验条件。
２．２　尼古丁增加ＨｅｐＧ２细胞迁移能力，促进脂质沉积
　　划痕实验结果显示，ＣＯＮ组细胞迁移率＜５％，ＮＩＣ
组迁移率约 １８％，ＭＨ组迁移率约 ７％。尼古丁显著
增加ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ的迁移能力（Ｐ＜０．０１），并且加
入尼古丁抑制剂（ＭＨ）后，细胞的迁移能力明显减弱
（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ）。油红Ｏ染色用于检测ＨｅｐＧ２细
胞中的脂质沉积（图 ２Ｃ）。半定量分析发现，与 ＣＯＮ
组比较，ＮＩＣ组的平均灰度值（脂滴）显著增加（Ｐ＜
０．０１）；加入 ＭＨ后，平均灰度值（脂滴）又显著下降
（Ｐ＜０．０１，图２Ｄ）。提示尼古丁提高 ＨｅｐＧ２细胞迁移
能力，并促进脂滴积累。
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图１　尼古丁对ＨｅｐＧ２细胞活性及ＰＣＳＫ９表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图２　尼古丁对ＨｅｐＧ２细胞迁移能力和脂质沉积的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．３　ＬＤＬＣ和尼古丁靶点的筛选和网络药理学分析
　　Ｖｅｎｎｙ图结果显示：经数据库筛选出尼古丁靶点
为３８０个，ＬＤＬＣ的靶点为 １０３２２个。其中，二者的
共有靶点为２５７个，占总量的２．５％。对３５种最靠前
的核心靶点进行网络图筛选，核心靶点用“度”进行量

化，包括ＡＬＢ（度＝１３０）、ＡＫＴ１（度＝１２９）、ＳＲＣ（度＝１０３）、
ＥＧＦＲ（度＝９７）、ＣＡＳＰ３（度＝８３）、ＨＳＰ９０ＡＡ１（度＝
８２）、ＩＧＦ１（度＝７４）、ＭＭＰ９（度＝７３）、ＥＳＲ１（度＝９３）、
ＰＰＡＲＧ（度＝７１）、ＭＡＰＫ１（度＝６８）和 ＣＣＬ２（度＝６４）
等（图３Ａ）。ＧＯ生物过程分析显示：富集分数最高的
是“对脂多糖的反应”和“对细菌来源分子的反应”；富

集分数较低的“ＭＡＰＫ活性的正向调节”在整个生物
过程中排第８位（图３Ｂ）。ＫＥＧＧ通路分析显示：“脂

质和动脉粥样硬化”的富集分数最高，其后是“前列腺

癌”“癌症中的蛋白聚糖”等（图３Ｃ）。
２．４　尼古丁可激活Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及半定量分析显示：与 ＣＯＮ组比较，
ＮＩＣ组Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的磷酸化蛋白相对表达量均上
调（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１）。加入 ＭＨ后，因尼古
丁刺激上调的Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的磷酸化蛋白相对表达
量受到抑制（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ、Ｂ）。
ＲＴｑＰＣＲ分析显示：与ＣＯＮ组比较，ＮＩＣ组Ｒａｆ、ＭＥＫ、
ＥＲＫ的ｍＲＮＡ表达都增强（Ｐ＜０．０１），ＭＨ则削弱了这
种增强作用（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ）。提示尼古丁提高下游
Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ基因转录水平并激活了 Ｒａｆ、ＭＥＫ、
ＥＲＫ级联的磷酸化过程。

!

"

#

Ａ：尼古丁与低密度脂蛋白胆固醇蛋白质蛋白质相互作用中靠前的核心靶点；Ｂ：尼古丁与低密度脂蛋白胆固醇共有靶点富集
分析中的生物过程　横坐标为富集分数，纵坐标为不同ＧＯ生物学过程；Ｃ：尼古丁与低密度脂蛋白胆固醇共有靶点富集分析
中的通路分析　横坐标为富集分数，纵坐标为不同ＫＥＧＧ通路；图中圆圈的颜色越红、面积越大，表明该基因富集程度越高

图３　ＬＤＬＣ和尼古丁靶点的筛选和网络药理学分析
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＯＮ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＮＩＣ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ以及磷酸化Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的蛋白表达；Ｂ：磷酸化Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的蛋白相对表达量的半
定量分析；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ基因的ｍＲＮＡ表达

图４　尼古丁可激活Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　尼古丁通过Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路调节ＨｅｐＧ２
细胞中的ＰＣＳＫ９表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及其半定量结果显示，ＮＩＣ组 ＰＣＳＫ９
的蛋白表达量较之 ＣＯＮ组显著升高；而 ＭＨ组、ＰＬＸ
组、ＰＤ组和 ＣＣ组较之 ＮＩＣ组 ＰＣＳＫ９蛋白表达下调
（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５；图 ５Ａ、Ｂ）。ＲＴ
ｑＰＣＲ结果显示，尼古丁使得 ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达量较
之ＣＯＮ组明显增多（Ｐ＜０．０１），ＭＨ可减少 ＰＣＳＫ９
ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１，图５Ｃ）；相应地，ＰＬＸ组、ＰＤ组和ＣＣ
组较之ＮＩＣ组ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ）。
ＥＬＩＳＡ结果显示，在尼古丁的刺激下，ＰＣＳＫ９的蛋白表
达量较之ＣＯＮ组显著升高（Ｐ＜０．０５），而 ＭＨ组、ＰＬＸ
组、ＰＤ组和 ＣＣ组较之 ＮＩＣ组 ＰＣＳＫ９蛋白表达下调
（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｅ）。免疫荧光及其半定量结果显示，
ＮＩＣ组ＰＣＳＫ９的蛋白表达量比 ＣＯＮ组明显增强（Ｐ＜
０．０１），ＭＨ的加入减少了ＰＣＳＫ９的蛋白表达（Ｐ＜０．０１，
图５Ｆ、Ｇ）。

３　讨论

　　尼古丁是香烟烟雾中７０００多种化学成分之一［１２］，

影响脂质代谢并加速动脉粥样硬化的形成。体内实验

表明，较高浓度的尼古丁会导致大鼠脂肪因子和脂质

异常［１４］，暴露于尼古丁的动脉粥样硬化模型小鼠显示

该模型组比正常组动脉粥样硬化斑块形成显著增

强［１５］。与上述结果一致，本实验发现，尼古丁组脂质

沉积显著增加，而尼古丁抑制剂可翻转此效果，表明尼

古丁对脂质沉积确有促进作用。ＰＣＳＫ９靶向结合
ＬＤＬＲ并于溶酶体内将其降解，血液中 ＬＤＬＣ升高从
而间接升高血脂［６］。目前，关于尼古丁和ＰＣＳＫ９的研
究较少。已经发现，香烟烟雾提取物可以通过 ＲＯＳ／

ＮＦκＢ刺激ＨｅｐＧ２细胞分泌ＰＣＳＫ９［９］。香烟烟雾提取
物也可降低 ＨｅｐＧ２细胞中 ＬＤＬＲ的表达［８］。此外，

ＰＣＳＫ９敲除小鼠 ＬＤＬＲ表达增加。有趣的是，肝脏是
ＰＣＳＫ９产生和尼古丁代谢的主要场所，这可能为二者
之间的相互作用提供潜在条件。基于以上原因，推测

尼古丁可能促进 ＰＣＳＫ９在 ＨｅｐＧ２中的表达。本实验
的结果显示，尼古丁刺激后，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ和蛋白表达
确实上调，并且在添加尼古丁抑制剂后，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ
和蛋白表达降低，表明尼古丁可位于 ＰＣＳＫ９的上游并
对其表达发挥调控作用。

　　为进一步研究尼古丁对ＰＣＳＫ９表达的影响机制，
本实验筛选尼古丁与 ＬＤＬＣ之间的靶点并进行富集
分析。二者２５７个共有靶点中包含 ＭＡＰＫ１通路。虽
然通路分析中“脂质和动脉粥样硬化”的富集分数最

高，但生物过程中富集分数最靠前的却是“对脂多糖

的反应”和“对细菌来源分子的反应”，而“ＭＡＰＫ活性
的正向调节”仅在整个生物过程中排第８位。这一结
果可以借助“炎症”作为桥梁得以解释。无论是用于

炎症建模的脂多糖［１６］还是细菌来源产物［１７］，它们对

炎症的形成都有极大的影响。动脉粥样硬化的形成本

身就是一种慢性炎症［１８］，而ＬＤＬＣ造成的高脂血症促
进炎症形成［１９］；此外，已有研究表明，口腔摄入尼古丁

可释放大量炎症标志物，如ＩＬ６、ＴＮＦα等［２０］。

　　ＭＡＰＫ通路的激活可促进肿瘤形成［２１］，而肿瘤形

成中常伴有肿瘤细胞的迁移、增殖等［２２］。本实验同样

发现，尼古丁提高 ＨｅｐＧ２细胞迁移能力。ＮＩＣ组的
Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的磷酸化水平和转录水平提高，表明
尼古丁可处于 Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的上游并激活此通路。
Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的蛋白同源性分别为：８３％、８０％、
３９％，因此ＥＲＫ的磷酸化激活对通路发挥作用显得尤

３５５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＯＮ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＮＩＣ组比较
Ａ：尼古丁刺激并分别加入ＭＨ、ＰＬＸ４７２０、ＰＤ０３２５９０１和ＣＣ９０００３后ＰＣＳＫ９的蛋白表达变化；Ｂ：ＰＣＳＫ９的蛋白表达水平的半定
量分析；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达；Ｅ：ＥＬＩＳＡ实验检测 ＰＣＳＫ９的蛋白表达；
Ｆ：免疫荧光检测ＰＣＳＫ９的荧光强度；Ｇ：免疫荧光实验的半定量分析

图５　尼古丁对ＰＣＳＫ９表达的调节以及该过程与Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路的关系　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

为重要［２１］。结合网络药理学分析结果，推测尼古丁对

ＰＣＳＫ９的调控或许与 ＭＡＰＫ通路有关。借助 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、ＲＴｑＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ实验发现，尼古丁刺激引起
ＰＣＳＫ９蛋白和 ｍＲＮＡ的表达上调，Ｒａｆ特异性抑制
剂、ＭＥＫ特异性抑制剂和 ＥＲＫ特异性抑制剂可削弱
上述效应，表明控制 Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ的活性有助于调
控ＰＣＳＫ９的转录和翻译过程。加之尼古丁可位于上
游并激活Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＥＲＫ，由此得出结论，尼古丁可借
助Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路调节 ＰＣＳＫ９在 ＨｅｐＧ２细
胞中的转录和翻译。

　　综上所述，在 ＨｅｐＧ２细胞中，尼古丁促进脂质沉
积和细胞迁移，尼古丁通过激活 ＭＡＰＫ（Ｒａｆ／ＭＥＫ／
ＥＲＫ）通路参与调控下游 ＰＣＳＫ９的表达，且上调的
ＰＣＳＫ９可能是细胞内脂质沉积的重要原因。但本实
验仅进行了体外研究，因此，下一步应增加动物实验以

增强实验结果的信服力。本课题将为未来进一步研究

烟雾成分和血脂代谢提供参考，并为更好地治疗动脉

粥样硬化提高可能的方向。

致谢　感谢重庆市重大代谢性疾病转化医学重点实验室肖晓秋教

授课题组提供的ＨｅｐＧ２细胞。

４５５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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