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血清PCSK9在2型糖尿病患者中的作用机制及临床意义*
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  摘 要:目的 探讨2型糖尿病患者血清前蛋白转化酶枯草溶菌素9(PCSK9)水平检测的临床意义以及

PCSK9的作用机制。方法 选取体检者中的2型糖尿病患者74例作为糖尿病组;同时选取与其年龄性别相匹

配的体检健康者76例作为对照组。检测纳入研究者血清PCSK9水平及临床相关指标:空腹血糖(FPG)、糖化

血红蛋白(HbA1c)、总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C)、同型半胱氨酸(Hcy)、超敏C反应蛋白(hs-CRP)。分析血清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP的相关

性。以不同水平葡 萄 糖 (高 水 平:30
 

mmol/L;低 水 平:5
 

mmol/L)孵 育 HepG2细 胞,实 时 荧 光 定 量 PCR
(qPCR)及 Western

 

Blot检测固醇调节元件结合蛋白2(SREBP2)及PCSK9的表达。采用Betulin和SREBP2
 

siRNA抑制SREBP2,检测SREBP2抑制对PCSK9表达水平的影响。结果 糖尿病组血清PCSK9水平高于

对照组(P<0.05),糖尿病组TC、TG、LDL-C、FPG、HbA1c、hs-CRP均高于对照组(P<0.05)。糖尿病患者血

清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP水平呈正相关(r=0.593、0.424,P<0.05)。高水平葡萄糖孵育的 HepG2
细胞,SREBP2及PCSK9表达水平高于低水平葡萄糖孵育的细胞(P<0.05);SREBP2受到抑制后,PCSK9的

表达水平降低(P<0.05)。结论 糖尿病患者血清PCSK9水平升高,高水平血糖可能通过诱导转录因子

SREBP2的表达来提高PCSK9的表达水平。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

significance
 

of
 

the
 

detection
 

of
 

serum
 

proprotein
 

conver-
tase

 

subtilisin/kexin
 

type
 

9(PCSK9)
 

level
 

in
 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes
 

and
 

the
 

mechanism
 

of
 

PCSK9.
Methods Seventy-four

 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes
 

who
 

had
 

undergone
 

physical
 

examination
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

diabetes
 

group;
 

at
 

the
 

same
 

time,76
 

healthy
 

individuals
 

whose
 

age
 

and
 

gender
 

composition
 

matched
 

those
 

of
 

the
 

diabetes
 

group
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

PCSK9
 

levels
 

and
 

related
 

clinical
 

in-
dicators:fasting

 

blood
 

glucose
 

(FPG),glycosylated
 

hemoglobin
 

(HbA1c),total
 

cholesterol
 

(TC),triacylglyc-
erol

 

(TG),high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(HDL-C),low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(LDL-C),homo-
cysteine

 

(Hcy),high
 

sensitivity
 

C-reactive
 

protein
 

(hs-CRP)
 

of
 

the
 

people
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

were
 

detec-
ted;the

 

correlation
 

between
 

the
 

serum
 

PCSK9
 

level
 

and
 

LDL-C
 

and
 

hs-CRP
 

was
 

analyzed.HepG2
 

cells
 

were
 

incubated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

glucose
 

(high
 

concentration:30
 

mmol/L,low
 

concentration:

5
 

mmol/L),and
 

the
 

expression
 

of
 

SREBP2
 

and
 

PCSK9
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
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(qPCR)
 

and
 

Western
 

blot.Betulin
 

and
 

SREBP2
 

siRNA
 

were
 

used
 

to
 

inhibit
 

SREBP2,and
 

the
 

effect
 

of
 

SREBP2
 

inhibition
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PCSK9
 

was
 

detected.
 

Results The
 

serum
 

PCSK9
 

level
 

in
 

the
 

di-
abetic

 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

TC,TG,LDL-C,FPG,HbA1c,and
 

hs-
CRP

 

in
 

the
 

diabetic
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Serum
 

PCSK9
 

levels
 

in
 

dia-
betic

 

patients
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

LDL-C
 

and
 

hs-CRP
 

levels(r=0.593,0.424,P<0.05).The
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

SREBP2
 

and
 

PCSK9
 

in
 

HepG2
 

cells
 

incubated
 

with
 

high
 

concentration
 

glucose
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

cells
 

incubated
 

with
 

low
 

concentration
 

glucose
 

(P<0.05);after
 

SREBP2
 

was
 

inhibited,the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

PCSK9
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion The
 

level
 

of
 

serum
 

PCSK9
 

in
 

diabetic
 

patients
 

is
 

elevated,and
 

high
 

blood
 

glucose
 

may
 

increase
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PCSK9
 

by
 

inducing
 

the
 

expression
 

of
 

transcription
 

factor
 

SREBP2.
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ulatory
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  前蛋白转化酶枯草溶菌素9(PCSK9)是一种细胞

内转化酶或脱羧酶。近年来国内外研究表明血清

PCSK9与动脉粥样硬化显著相关[1]。一项大型临床

研究提示,PCSK9抑制剂可有效降低血清低密度脂蛋

白胆固醇(LDL-C)水平,降低心血管事件发生风险,
对于超高危患者有更显著的获益[2]。而2型糖尿病

一直是心血管疾病发生、发展的超高危险因素,该病

患者冠状动脉血管弥漫性病变多见,小血管病变多

见,支架内再狭窄亦多见[3]。因此本研究着重探讨2
型糖尿病患者血清PCSK9水平升高的作用机制及意

义,为今后进一步有效防治心血管疾病提供理论

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年1-10月西安建筑科

技大学校医院体检者中的2型糖尿病患者74例作为

糖尿病组,同时选取与其年龄、性别相匹配的体检健

康者76例作为对照组。2型糖尿病诊断标准参考《中
国2型糖尿病防治指南(2017年版)》[4]。排除标准:
确诊冠心病、高脂血症者,恶性肿瘤、严重感染、严重

的心肝肾功能损害、甲状腺功能疾病,近期服用他汀

类及类固醇激素药物者。两组对象一般情况比较差

异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。本研究通

过西安建筑科技大学校医院伦理委员会审核批准。

1.2 仪器与试剂 血清PCSK9检测使用的酶联免

疫吸附测定(ELISA)试剂盒购自Elabscience公司。
主要仪器包括实时荧光定量PCR(qPCR)仪及梯度

PCR仪(美 国 Applied
 

Biosystems公 司)、Western
 

blot电泳仪、电泳槽、自动洗片机(柯达公司)。主要

试剂:葡萄糖粉购自西安市第一医院药剂科;Betulin
购 自 Sigma 公 司。固 醇 调 节 元 件 结 合 蛋 白 2
(SREBP2)、PCSK9、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)
等qPCR引物由擎科生物有限公司合成,引物序列见

表 1。siRNA-SREBP2 由 生 工 生 物 公 司 合 成。

SREBP2抗体、PCSK9抗体均购自Cell
 

Signaling公

司,β-actin抗体购自Santa
 

Cruz公司。蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂购自罗氏公司;ECL 发光液购自

Vazyme公司和 Millipore公司;Trizol试剂购自In-
vitrogen公司;HiScriptTM

 

qPCR
 

SuperMix反转录试

剂盒 购 自 Vazyme公 司;PCR
 

DNA 聚 合 酶 购 自

Vazyme公司,其他试剂为国产分析纯试剂。
表1  PCR引物序列

基因名称 序列(5'-3')

SREBP2 正向:5'-ATGATGCGAGGCTGAGTTG-3'

反向:5'-AGAGGCGTTTTGCTCCTTC-3'

PCSK9 正向:5'-ACGATGCCTGCCTCTACTCC-3'

反向:5'-GCCTGTGATGTCCCACTCTGT-3'

GAPDH 正向:5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'

反向:5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

1.3 方法

1.3.1 人 肝 癌 细 胞 株 HepG2的 培 养 及 处 理 
HepG2细胞株由西安交通大学医学部心血管研究中

心赠予。使用 DMEM 培养基培养,置于37
 

℃、5%
CO2 中培养,胰蛋白酶消化传代。以不同水平葡萄糖

(高 水 平:30
 

mmol/L;低 水 平:5
 

mmol/L)孵 育

HepG2细胞24
 

h。抑制SREBP2:使用SREBP2的特

异性 抑 制 剂 Betulin 或 转 染 SREBP2
 

siRNA(10
 

μmol/L)抑制细胞SREBP2。

1.3.2 血清学检测 血清PCSK9水平的检测采用

ELISA。空腹血糖(FPG)、糖化血红蛋白(HbA1c)、
总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)、LDL-C、同型半胱氨酸(Hcy)、超敏C反应蛋

白(hs-CRP)等临床生化指标送西安建筑科技大学校医

院检验科进行检测。HbA1c的检测采用Alere
 

Afinion
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AS100型特种蛋白干式免疫散射色谱分析仪。

1.3.3 Western
 

blot检测 6孔板中的细胞先用磷

酸缓冲盐溶液(PBS)洗2遍,加入蛋白裂解液约120
 

mL,使用液氮进行冻融3次,在4
 

℃下进行离心,离
心速度为12

 

000
 

r/min,离心时间为15
 

min,之后取

上清液,再使用 ABC法对蛋白水平进行测量。之后

加入上样缓冲液,设置温度为95
 

℃,8
 

min后蛋白变

性。使用10%聚丙烯酰胺凝胶电泳(其中下层胶50
 

mA、90
 

min,上层胶30
 

mA、30
 

min),转膜电流为230
 

mA,时间为1
 

h,再用5%脱脂牛奶进行封闭,时间为

1
 

h,在4
 

℃下孵育一抗进行过夜,使用TTBS液洗3
遍,每遍时间为5

 

min;在室温1
 

h下孵育二抗;使用

ECL发光,自动洗片机洗片。标定蛋白条带后扫描、
分析。

1.3.4 qPCR检测 先用PBS清洗6孔板中的细胞

2遍,之后加入Trizol液,提取RNA,使用紫外分光光

度计检测RNA水平。参照 HiScriptTM
 

qPCR
 

Super-
Mix反转录试剂盒说明书取2

 

μg总RNA进行反转

录,制备cDNA。然后进行qPCR检测,采用2-ΔΔCt计

算目的基因的相对表达水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组间比

较采用t检验。方差齐性检验采用Levene检验,正
态性检验用Shapiro-Wilk检验。采用Pearson相关

分析血清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP、Hcy水平

的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组与糖尿病组血清PCSK9水平比较 糖

尿病组血清PCSK9水平高于对照组[(22.22±9.63)

ng/mL
 

vs.
 

(12.46±6.22)ng/mL,P<0.001]。

2.2 对照组与糖尿病组一般资料及临床生化检测结

果比较 糖尿病组 TC、TG、LDL-C、FPG、HbA1c、

HDL-C、hs-CRP水平均高于对照组(P<0.05);两组

间Hcy水平比较差异无统计学意义(P>0.05)。见

表2。

2.3 血清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP水平的相

关性 血清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP水平呈正

相关(r=0.593、0.424,P<0.05),见图1。

表2  对照组与糖尿病组一般情况及相关生化检测结果

组别 n
男/女

(n/n)

年龄

(x±s,岁)

体质量指数

(x±s,kg/m2)

腰围

(x±s,cm)
TC

(x±s,mmol/L)
TG

(x±s,mmol/L)

对照组 76 19/57 74.34±7.11 23.21±2.39 83.45±7.67 4.52±0.71 1.29±0.54
糖尿病组 74 18/56 77.94±7.26 23.32±2.53 84.26±7.89 4.89±0.84* 1.40±1.09*

组别 n
HDL-C

(x±s,mmol/L)
LDL-C

(x±s,mmol/L)
FPG

(x±s,mmol/L)
HbA1c
(x±s,%)

Hcy
(x±s,μmol/L)

hs-CRP
(x±s,mg/L)

对照组 76 1.07±0.14 2.34±0.51 5.04±0.86 5.2±1.05 10.35±2.96 1.65±0.69
糖尿病组 74 1.10±0.25 2.62±0.74* 7.63±1.53* 7.67±1.83* 10.41±2.54 4.12±1.32*

  注:与对照组比较,*P<0.05。

  注:A为PCSK9水平与LDL-C水平的相关性分析;B为PCSK9水平与hs-CRP水平的相关性分析。

图1  血清PCSK9水平与LDL-C、hs-CRP水平的相关性分析

2.4 不同水平葡萄糖孵育对 HepG2细胞PCSK9、

SREBP2表达水平的影响 采用不同水平葡萄糖孵

育 HepG2细胞后,qPCR及 Western
 

Blot检测PC-
SK9的表达情况,结果显示高水平葡萄糖孵育细胞的

PCSK9、SREBP2表达水平高于低水平葡萄糖孵育的

细胞(P<0.05),见图2。

2.5 抑制SREBP2后对PCSK9表达的影响 抑制

SREBP2后,HepG2细胞PCSK9表达水平降低(P<
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0.05),见图3。

  注:与5
 

mmol/L比较,*P<0.05,**P<0.01;A为qPCR检测

SERBP2和PCSK9的 mRNA相对表达水平;B为 Western
 

blot检测

PCSK9、SREBP2的表达情况;5
 

mmol/L、30
 

mmol/L为葡萄糖水平。

图2  高水平葡萄糖对SREBP2和PCSK9表达的影响

  注:与5
 

mmol/L比较,**P<0.01;与30
 

mmol/L比较,#P<
0.05,##P<0.01;A为qPCR检测PCSK9的 mRNA相对表达水平;

B为 Western
 

blot检测PCSK9的表达情况;5
 

mmol/L、30
 

mmol/L为

葡萄糖水平。

图3  抑制SREBP2对PCSK9表达的影响

3 讨  论

  已有的研究表明,PCSK9水平与冠心病严重程度

呈正相关[5]。冠心病患者血清PCSK9水平显著高于

健康人群;多支血管病变患者PCSK9水平明显较双

支血管病变或单支血管病变患者高;PCSK9与体质量

指数、年龄、TG、TC、收缩压、FPG、LDL-C、Gensini评

分等呈正相关[6],PCSK9水平与hs-CRP及IL-10水

平呈正相关[7]。PCSK9抑制剂在他汀类药物的基础

上可进一步降低LDL-C水平,能逆转冠状动脉斑块

的形成,降低主要心血管事件风险;PCSK9抑制剂治

疗获益程度随时间不断增加,第1年相对风险降低

16%,大于1年后相对风险可降低至25%;PCSK9抑

制剂可以给“极高风险”的动脉硬化性心血管疾病患

者带来更显著的心血管获益[2]。
2型糖尿病作为冠心病的危险因素,可导致弥漫

性的血管病变,合并糖尿病的冠心病患者较单纯冠心

病患者的血管病变更严重,植入支架数量也更多,支
架内再狭窄发生率也更高,预后较差[4]。本研究证

实,糖尿病患者血清PCSK9水平明显升高,而且与血

清LDL-C、hs-CRP水平呈正相关,与刘云涛等[8]的报

道一致。糖尿病患者血清PCSK9水平与血清胰岛

素、HbA1c水平显著相关[9-10],而他汀类药物可以上

调PCSK9水平[11-12],PCSK9又会限制其降低LDL-C
水平的药理作用。因此糖尿病患者血管病变及并发

症的发生可能与血清PCSK9水平密切相关。
本研究进一步探讨了2型糖尿病患者血清PC-

SK9水平升高的作用机制及临床意义。肝脏是合成

和分 泌 PCSK9 的 重 要 器 官,因 此 本 研 究 使 用 了

HepG2细 胞 进 行 机 制 研 究,高 水 平 葡 萄 糖 孵 育

HepG2细胞使细胞PCSK9表达增加。PCSK9的表

达由转录因子SREBP2调控,其通过结合基因启动子

区域中的固醇调节元件调节PCSK9的表达。当细胞

胆固 醇 水 平 降 低 时,SREBP2 被 激 活。激 活 的

SREBP2使PCSK9表达水平升高。PCSK9结合肝细

胞表面的低密度脂蛋白受体并使其降 解,从 而 使

LDL-C水平升高。糖尿病患者血液的高水平葡萄糖

可激活SREBP2并促进PCSK9表达,从而限制了他

汀类药物的降脂效果。PCSK9与炎症[13]的密切关系

可能是糖尿病患者血管病变严重的原因之一。
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