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论　著

[摘要]　目的　探讨脯氨酸/丝氨酸丰富的卷曲螺旋蛋白1(PSRC1)与膜联蛋白A2(ANXA2)相互作用减缓动脉

粥样硬化进展的可能机制。方法　为检测与PSRC1结合的蛋白，将RAW264.7巨噬细胞分为Ad-GFP+ox-LDL组与Ad-

PSRC1+ox-LDL组，采用非标记定量蛋白质组学方法检测与PSRC1结合的蛋白表达水平；采用免疫共沉淀(Co-IP)实验

及免疫荧光实验对上述蛋白质谱结果进行验证。为检测ox-LDL刺激下过表达PSRC1对ANXA2分泌的影响，将RAW264.7

巨噬细胞分为四组(对照组、ox-LDL组、Ad-GFP+ox-LDL组、Ad-PSRC1+ox-LDL组)，采用酶联免疫吸附实验(ELISA)

检测各组培养上清中ANXA2的水平。为检测Ad-shANXA2对AXNA2的敲低效果，将RAW264.7巨噬细胞分为Ad-GFP组

与Ad-shANXA2组，采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测细胞内ANXA2 mRNA的表达情况。为检测敲低ANXA2对主

动脉斑块进展及炎性因子分泌的影响，将24只ApoE-/-小鼠随机分为四组(n=6)：普通饮食+Ad-GFP组、普通饮食+Ad-

shANXA2组、高脂饮食+Ad-GFP组、高脂饮食+Ad-shANXA2组，采用油红O染色观察主动脉大体及主动脉根部动脉粥

样硬化(AS)面积，并采用ELISA检测高脂饮食+Ad-GFP组与高脂饮食+Ad-shANXA2组小鼠血清中白细胞介素-1β(IL-1β) 

及IL -6的水平。结果　蛋白质组学检测结果显示，用ox-LDL刺激后PSRC1与ANXA2的结合明显增加，且二者的结合

具有特异性，免疫荧光实验也显示PSRC1与ANXA2在细胞内存在共定位现象。RT-PCR检测发现，与Ad-GFP组比较，

Ad-shANXA2组的ANXA2水平明显下降(0.198±0.065 vs. 1.002±0.069，P<0.05)；ELISA检测发现，与对照组比较， 

ox-LDL组的ANXA2水平明显升高[(2027.23±93.55) pg/ml vs. (697.01±30.08) pg/ml，P<0.01]，与Ad-GFP+ox-LDL组比

较，Ad-PSRC1+ox-LDL组的ANXA2水平明显降低[(1061.65±68.52) pg/ml vs. (2098.67±318.41) pg/ml，P<0.01]。在动

物实验中，油红O染色发现普通饮食两组间主动脉大体及主动脉根部斑块面积差异无统计学意义；而与高脂饮食+Ad-

GFP组比较，高脂饮食+Ad-shANXA2组小鼠的主动脉大体斑块面积百分比明显减少(5.29%±1.14% vs. 12.28%±2.48%，

P<0.05)，主动脉根部切片斑块面积百分比也明显减少(1.31%±0.04% vs .  2.83%±0.22%，P<0.05)，且血清中IL -1β
水平明显降低[(122.90±9.80) pg/ml vs. (172.90±21.83) pg/ml，P<0.05]，IL -6水平也明显降低[(3.65±0.12) pg/ml vs. 

(5.97±0.42) pg/ml，P<0.05]。结论　巨噬细胞过表达PSRC1可减缓动脉粥样硬化的进展，其机制可能与PSRC1与

ANXA2的结合增加，抑制ANXA2释放至胞外，从而抑制炎性因子的释放有关。
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[Abstract]　Objective　To investigate the possible mechanism of proline/serine rich coil protein 1 and annexin A2 (PSRC1-

ANXA2) interaction to attenuate the progression of atherosclerosis. Methods　To detect the PSRC1 binding proteins, RAW264.7 

macrophages were divided into two groups: control group (Ad-GFP) and PSRC1 overexpression group (Ad-PSRC1), treated with ox-

LDL (100 μg/ml) for 24 h after adenovirus transfection, and the PSRC1-binding proteins were detected by non-labeled quantitative 
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macrophages. The above protein spectra were verified by co-immunoprecipitation (Co-IP) and immunofluorescence assay. To 

detect the effect of PSRC1 overexpression on ANXA2 secretion after ox-LDL stimulation, RAW264.7 macrophages were divided 

into four groups: control group, ox-LDL group, Ad-GFP+ox-LDL group and Ad-PSRC1+ox-LDL group. The levels of ANXA2 in 

the cultured supernatant were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). To detect the knockdown effect of 

adenovirus Ad-shANXA2 on AXNA2, RAW264.7 macrophages were divided into two groups: Ad-GFP group and Ad-shANXA2 

group. The mRNA levels of ANXA2 in RAW264.7 macrophages were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-

qPCR). To detect the effect of ANXA2 knockdown on the progression of aortic plaque and the secretion of inflammatory factors, 24 

ApoE-/- mice were randomly divided into four groups (6 each): chow diet+Ad-GFP group, chow diet+Ad-shANXA2 group, high fat 

diet+Ad-GFP group and high fat diet+Ad-shANXA2 group. The atherosclerosis areas (AS) of aorta and aortic root were detected by 

oil red O staining. The serum levels were determined by ELISA assay of interleukin-1β (IL-1β) and IL-6 in high fat diet+Ad-GFP 

group and high fat diet+Ad-shANXA2 group. Results　The results of proteomics analysis showed that, after stimulation with ox-

LDL, the binding of PSRC1 and ANXA2 increased significantly, and the combination was of specificity. Immunofluorescence also 

showed that the co-localization of PSRC1 and ANXA2 existed in the cells. RT-PCR revealed that, compared with Ad-GFP group, 

the ANXA2 level decreased significantly in Ad-shANXA2 group (0.198±0.065 vs. 1.002±0.069, P<0.05). ELISA results showed 

that, compared with the control group, the ANXA2 level increased significantly in the ox-LDL group [(2027.23±93.55) pg/ml 
vs. (697.01±30.08) pg/ml, P<0.01], and compared with Ad-GFP+ox-LDL group, the ANXA2 level reduced significantly in Ad-

PSRC1+ox-LDL group [(1061.65±68.52) pg/ml vs. (2098.67±318.41) pg/ml, P<0.01]. In animal experiments, oil red O staining 

revealed that no statistical difference existed in the area of aortic gross and aortic root plaques between the two groups of chow diet. 

Compared with high-fat diet+Ad-GFP group, the percentage of aortic plaque area decreased significantly, and of aortic root section 

also decreased significantly in high-fat diet+Ad-shANXA2 group (5.29%±1.14% vs. 12.28%±2.48%, P<0.05; 1.31%±0.04% 
vs. 2.83%±0.22%, P<0.05). ELISA test found that, compared with high-fat diet+Ad-GFP group, the IL -1β level decreased 

significantly [(122.90±9.80) pg/ml vs. (172.90±21.83) pg/ml, P<0.05], and the IL-6 level decreased also [(3.65±0.12) pg/ml vs. 

(5.97±0.42) pg/ml, P<0.05] in high-fat diet+Ad-shANXA2 group. Conclusion　Over-expression of PSRC1 in macrophages can 

attenuate the progression of atherosclerosis, where the increased binding of PSRC1 to ANXA2, and the inhibition of ANXA2 release, 

thereby inhibiting the release of inflammatory factor may be the possible related mechanism.

[Key words]　atherosclerosis; proline/serine-rich coiled-coil protein 1; annexin A2; inflammatory cytokines

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一种慢性

炎症性疾病[1]，降脂联合抗炎治疗可降低其主要心

血管事件的发生率[2-3]。研究证实，巨噬细胞在AS
的炎症反应过程中扮演了重要角色[4]。本课题组前

期研究结果显示，过表达脯氨酸/丝氨酸丰富的卷

曲螺旋蛋白1(proline/serine-rich coiled-coil protein 1， 
PSRC1)可通过抑制巨噬细胞的炎症反应延缓AS的进

展[5]。PSRC1是由PSRC1基因编码的一种微管结合蛋

白，其中一端可与发挥细胞支撑作用的微管蛋白结

合以维持细胞骨架的稳定性，但仅存在于胞质内，

且其影响巨噬细胞炎性因子释放的确切分子机制国

内外均未见报道。因此，本课题组提出PSRC1的另

一端与细胞内某种其他蛋白结合而抑制炎症反应，

进而发挥抑制AS作用的假设，以寻找影响巨噬细胞

炎症反应的新靶点，为防治AS提供新的思路。

1　材料与方法

1 . 1　主要材料　小鼠巨噬细胞R A W 2 6 4 . 7购自

中国典型培养物保藏中心。重组腺病毒载体A d -
PSRC1、Ad-GFP及Ad-shANXA2由和元生物技术(上
海)有限公司构建；ox-LDL购自广州奕源生物科技

有限公司，ANXA2单克隆抗体购自研如玉(广州)生

物科技有限公司，DAPI染色液购自上海碧云天生

物科技有限公司，RNA提取试剂Trizol及反转录试

剂盒购自日本TaKaRa公司，RT-PCR引物购自生工

生物工程(上海)股份有限公司，DMEM培养液、胎

牛血清(FBS)、胰酶购自美国Gibco公司，PBS购自

美国Thermo Scientific公司；离心管、EP管购自美国

Axygen公司；细胞培养瓶、培养皿购自美国Corning
公司；牛血清白蛋白(BSA)、油红O染料购自美国

Sigma公司；二甲基亚砜(DMSO)购自美国Biosharp
公司；ANXA2 ELISA试剂盒购自广州徕智生物科技

有限公司，白细胞介素-1β(IL-1β)、IL-6 ELISA试剂

盒购自广州佳研生物科技有限公司。

1.2　实验方法

1.2.1　非标记定量蛋白质组学方法鉴定与PSRC1
结合上调的蛋白　将R AW264.7巨噬细胞分为Ad-
G F P + ox-L D L组(A d - G F P + 1 0 0  μg / m l  ox-L D L)与
Ad-PSRC1+ox-LDL组(Ad-PSRC1+100 μg/ml  ox-
LDL)。ox-LDL刺激24 h后对细胞进行裂解，使用

抗-FLAG®M2磁珠(Millipore，Cat. M8823)对两组细

胞裂解液进行下拉试验，所获产物在南方医科大

学中心实验室使用超高分辨三合一质谱仪(Thermo 
ScientificTM Orbitrap FusionTM TribridTM)进行数据非
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依赖(data independent acquisition，DIA)的定量质谱

分析，具体步骤如下。首先对样品进行还原烷基

化、胰酶酶解；然后对酶解后肽段除去非挥发性

盐，分别进行数据依赖(data dependent acquisition，
DDA)图谱采集及数据非依赖采集(data independent 
acquisition，DIA)；最后，将数据导入Skyline软件

(Skyline v4.2 Released on 11/01/2018)进行定量分

析。将Ad-PSRC1+ox-LDL组/Ad-GFP+ox-LDL组变化

倍数上调1.2倍以上，且错误发现率(false discovery 
rate，FDR)<0.05的蛋白质作为与PSRC1结合上调的

蛋白质。

1 . 2 . 2　免疫共沉淀(Co -I P)实验验证蛋白质谱结

果　过表达Co -I P：构建带有标签蛋白的P S R C 1
真核表达质粒( p c D N A 3 . 1 / f lag-P SRC 1 )并转染至

RAW264.7细胞中，以ox-LDL刺激24 h。裂解细胞，

提取胞质中的蛋白。采用ANTI-FLAG M2 Magnetic 
beads(Sigma)进行Co-IP实验，再用标签蛋白或相应

蛋白抗体进行Western blotting检测，比较刺激前后

ANXA2与PSRC1相互作用的变化。内源Co-IP：使

用ANXA2抗体对ox-LDL刺激24 h前后的RAW264.7
细胞裂解液进行Co-IP实验，再采用PSRC1抗体或

ANXA2抗体进行Western blotting检测。

1.2.3　ELISA检测RAW264.7巨噬细胞过表达PSRC1
后在o x -L D L刺激下的A N X A 2分泌情况　实验分

为四组：对照组(正常培养R AW264.7细胞培养上

清)、ox-LDL组(用100 μg/ml ox-LDL刺激24 h)、Ad-
GFP+ox-LDL组(外源过表达GFP后加100 μg/ml ox-
LDL刺激24 h)、Ad-PSRC1+ox-LDL组(外源过表达

PSRC1后加100 μg/ml ox-LDL刺激24 h)。RAW264.7
巨噬细胞接种于含10%胎牛血清的DMEM完全培养

基中，并置于37 ℃、5% CO2、饱和湿度的培养箱

中培养。12 h后，根据分组情况用同体积的Ad-GFP
或Ad-PSRC1转染、培养细胞48 h。实验前，各组

细胞饥饿24 h处理，用100 μg/ml的ox-LDL干预细胞

48 h后使其转化为泡沫细胞，收集细胞培养上清，

采用ELISA法检测各组上清中ANXA2的水平。

1.2.4　免疫荧光实验检测PSRC1、ANXA2的细胞内

共定位情况　胰酶消化RAW264.7细胞使其脱落，

稀释至细胞浓度为1×106个/ml，将细胞定植于共

聚焦皿中。将4%多聚甲醛20 μl滴至细胞表面，静

置30 min，PBS洗3次；用5% BSA 100 μl对细胞进行

封闭1 h，PBS洗2或3次；用5% BSA稀释一抗，加入

ANXA2抗体(兔抗)，浓度为1:100(即1 μl)，同时，

加入PSRC1抗体(鼠抗)，浓度为1:100(即1 μl)，避

光，4 ℃共同孵育抗体12 h。弃去抗体，PBS轻轻

冲洗细胞3次。用PBS稀释AF488羊抗鼠荧光二抗

(1:100)和AF551羊抗兔荧光二抗(1:100)，室温下

以100 μ l稀释好的二抗孵育细胞1 h，避光。弃去

二抗，PBS轻轻冲洗细胞3次。加入5% Triton破膜

15 min，染DAPI 15 min后，甘油明胶封片，采用共

聚焦显微镜进行观察并拍照。

1.2.5　RT-qPCR检测细胞内ANXA2 mRNA的表达

情况　将R AW264.7巨噬细胞分为Ad-GFP组与Ad-
s h A N X A 2组。收集细胞并离心后，弃去旧培养

基，加入无菌PBS洗涤，1000 r/min 离心5 min分
离细胞，加入Trizol试剂后在4 ℃条件下充分裂解

5 min。将获得的裂解液转移至1.5 ml EP管中，加入

氯仿200 μl充分震荡，在4 ℃每件下静置5 min，然

后4 ℃、12 000 r/min离心15 min，吸出上清转移至

另一个1.5 ml EP管内。取500 μl异丙醇加入EP管，

充分震荡后低温静置5 min，4 ℃、12 000 r/min离
心15 min，弃上清，保留RNA沉淀物。将1 ml 75%
乙醇加入RNA沉淀中，低温静置5 min，然后4 ℃、

7500 r/min离心10 min，弃上清，保留最后的RNA
沉淀。待RNA沉淀干燥后，EP管内加入20 μl焦碳

酸二乙酯(DEPC)进行溶解。将所得RNA反转录为

cDNA后，按照TaKaRa SYBR Green PCR Master Mix 
Kit试剂盒说明书进行实时荧光定量PCR。

1.2.6　油红O染色检测主动脉大体及主动脉根部

斑块情况　构建ANXA2敲低的ApoE -/-小鼠模型：

将24只8周龄雄性ApoE-/-小鼠随机分为四组(n=6)：
普通饮食+Ad-GFP组、普通饮食+Ad-shANXA2组、

高脂饮食+Ad-GFP组、高脂饮食+Ad-shANXA2组，

分别给予普通饲料或高脂饲料喂养。8周后分别经

尾静脉注射Ad-GFP或Ad-shANX A2，注射剂量为

5×108 pfu。继续普通饮食或高脂饮食喂养2周，再

次分别经尾静脉注射Ad-GFP或Ad-shANXA2，继续

普通饮食或高脂饮食喂养2周。分离各组小鼠的主

动脉大体标本，并取主动脉根部行冷冻切片，对大

体及切片行油红O染色。心尖取血，3000 r/min离
心10 min，取上清，分装后于–80 ℃保存备用。

1.2.7　ELISA法检测血清中IL-1β及IL-6蛋白表达水

平　由于普通饮食两组小鼠斑块差异并无统计学意

义，而高脂饮食两组小鼠的斑块面积差异有统计学

意义，因此采用ELISA法进一步对1.2.6中收集的高

脂饮食+Ad-GFP组与高脂饮食+Ad-shANXA2组小鼠

血清中的IL-1β、IL-6表达水平进行检测，严格按照

试剂盒说明书操作。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism Version 8.3.0
软件进行统计分析。所有计量资料进行方差齐性检

测，均为正态分布，以x±s表示，两组间比较采用

Student-t检验；多组间比较采用单因素方差分析，

进一步两两比较采用SNK-q检验。P<0.05为差异有

统计学意义。
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2　结　　果

2.1　ox-LDL刺激对PSRC1与ANXA2结合的影响　

通过非标记定量蛋白质组学鉴定与PSRC1结合上

调的蛋白(表1)，结果发现RAW264.7巨噬细胞转染

腺病毒过表达PSRC1后，在ox-LDL刺激下，与GFP

对照组比较，Ad-PSRC1组免疫共沉淀的质谱总离

子流明显改变，ST R I N G软件分析发现P SRC 1与
ANXA2结合明显升高，增加了8.91倍(图1)。对上述

质谱结果进行Co-IP验证，发现与蛋白质谱结果一

致，在ox-LDL刺激下，PSRC1与ANXA2的结合明显

增加，且其结合具有特异性(图2)。

表1　与PSRC1结合上调的蛋白基本信息

Tab.1　Basic information of upregulated proteins binding to PSRC1

Accession No. 蛋白名称 缩写 平均分子
质量 (Da)

鉴别肽段
序号

PSRC1+ox-LDL组
相对丰度

对照组
相对丰度

错误
发现率

变化
倍数

P07356 膜联蛋白A2 ANXA2 38 676 9 151.194 16.980 0.018 8.91

Q8K310 Matrin-3蛋白 MATR3 94 630 1 0.397 0.068 0.009 6.58

Q8VE97 精氨酸/丝氨酸丰富剪接因子4 SRSF4 55 979 1 0.146 0.028 0.042 5.28

Q9JHU9 肌醇-3-磷酸合成酶1 INO1 60 932 2 2.228 0.564 0.044 3.95

Q60872 真核转录起始因子1A IF1A 16 502 3 0.156 0.048 0.026 3.23

Q61189 Methylosome亚基 pICln ICLN 26 021 1 0.175 0.066 0.011 2.63

P17742 肽酰-丙酰顺反异构酶A PPIA 17 971 4 50.448 24.697 0.050 2.04

Q7TNC4 推定的RNA结合蛋白Luc7样2 LC7L2 46 583 4 0.058 0.029 0.012 1.96

P06330 IG重链V区AC38 205.12 HVM51 12 934 2 5.838 3.334 0.019 1.75

E9Q557 桥粒斑蛋白 DESP 332 912 13 19.533 11.160 0.006 1.75

Q3UL36 富含精氨酸和谷氨酸的蛋白1 ARGL1 32 887 4 0.584 0.427 0.022 1.37

P07091 S100-A4蛋白 S10A4 11 721 4 3.880 2.969 0.022 1.31

P09103 蛋白质二硫键异构酶 PDIA1 57 058 11 7.189 5.714 0.008 1.26

2 . 2　R AW264.7巨噬细胞过表达PSRC1对ANXA2
细胞外分泌的影响　E L I S A检测结果显示，与

对照组比较，o x -L D L组A N X A 2的水平明显升高

[(2027.23±93.55) pg/ml vs. (697.01±30.08) pg/ml， 
P < 0 . 0 1，图3 A ]；与A d - G F P + o x - L D L组比较，

A d - P S R C 1 + o x - L D L组A N X A 2的水平明显降低

[(1061.65±68.52) pg/ml vs. (2098.67±318.41) pg/ml，
P<0.01，图3B)。
2 . 3　P S RC 1与A N X A 2的细胞内共定位情况　免

疫荧光染色后对细胞切片进行共聚焦观察发现，

ANXA2与PSRC1在细胞内存在明显的共定位现象

(图4)。
2.4　腺病毒Ad-shANXA2对ANXA2的敲低效果　

RT-qPCR检测结果显示，与Ad- GFP组比较，Ad-
s h A N X A 2组A N X A 2  m R N A的表达水平明显降低

(0.198±0.065 vs. 1.002±0.069，P<0.05)。
2.5　ANXA2敲低后对主动脉大体及主动脉根部斑

块面积的影响　油红O染色结果显示，普通饮食

与高脂饮食喂养小鼠主动脉产生部分A S斑块，普

通饮食+Ad-shANXA2组与普通饮食+Ad-GFP组的斑

块面积百分比差异无统计学意义(2.08%±0.16% vs. 
2.01%±0.10%，P>0.05，图5A)，而与高脂饮食+Ad-
GFP组比较，高脂饮食+Ad-shANXA2组斑块面积

百分比明显减少(5.29%±1.14% vs. 12.28%±2.48%，

P<0.05，图5B)。显微镜下观察发现，普通饮食+Ad-

shANXA2组主动脉根部斑块面积百分比与普通饮食+ 
Ad- GFP组比较差异无统计学意义(0.80%±0.02% 
vs .  0.79%±0.02%，P>0.05，图6A)，而高脂饮食+ 
A d- s h A NX A 2组主动脉根部斑块面积百分比与高

脂饮食+Ad-GFP组比较明显降低(1.31%±0.04% vs. 
2.83%±0.22%，P<0.05，图6B)。
2.6　ANXA2敲低对APOE-/-小鼠血清炎性因子IL-1β、 
IL-6释放的影响　由于普通饮食两组小鼠斑块差异

并无统计学意义，而高脂饮食两组小鼠的斑块面积

差异有统计学意义，因此进一步在高脂饮食两组小

鼠中进行炎性因子检测，结果发现与高脂饮食+Ad-
GFP组比较，高脂饮食+Ad-shANXA2组小鼠血清IL-1β 
[(122.90±9.80) pg/ml vs. (172.90±21.83) pg/ml]及
IL-6水平[(3.65±0.12) pg/ml vs. (5.97±0.42) pg/ml]
均明显降低，差异有统计学意义(P<0.05)。

3　讨　　论

AS与血脂代谢紊乱及免疫炎症息息相关[6-7]。

自从21世纪人类基因图谱公布以后，Samani等[8]发

表了全基因组关联研究(Genome-Wild Association 
Studies，GWAS)，证实PSRC1基因表达水平与冠心

病的发生有关。有研究发现，PSRC1基因表达水平

升高可引起HDL-C水平升高、LDL-C水平降低，从

而使患冠心病的风险降低[9]。除影响血脂水平外，

PSRC1基因还可调节人体对他汀类药物治疗的反应
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图1　非标记定量蛋白质组学鉴定与PSRC1相互作用的蛋白

Fig.1　Label free quantitative proteomics identification of proteins interacting with PSRC1
　　A. 过表达PSRC1+ox-LDL刺激组与过表达GFP+ox-LDL刺激组免疫共沉淀的质谱总离子流图；B. 采用STRING软件对变化倍数上调

>1.2倍的蛋白进行的互作分析；C. 质谱鉴定到的ANXA2蛋白代表性肽段的肽指纹图；D. ANXA2蛋白全长序列(红色：图1C中肽指纹图

谱所展示的肽段；绿色：质谱鉴定到的其他肽段；黑色：未鉴定到的序列)

15

10

5

0

强
度

(×
10

9 )

过表达PSRC1+ox-LDL刺激组

过表达GFP+ox-LDL刺激组

0                            10                            20                           30                            40                            50                           60
保留时间(min)

12

10

8

6

4

2

0

强
度

(×
10

9 )

0                            10                            20                           30                            40                            50                           60
保留时间(min)

9.1 23.6 31.7
38.3

40.6 43.1 44.3

47.8

51.1 55.9

29.7

32.1 34.6 39.3

40.8

44.1

50.7

52.9

55.4

ANXA2
(FC=8.91)

倍数改变
1

3

5

HVM51

S10A4

PDIA1

DESP

ARGL1

LC7L2

SRSF4

PPIA
ICLN

IF1A

INO1

MATR3

GLGTDEDSLIEIICSR80

70

60

50

40

30

20

10

0

强
度

(×
10

3 )

               200                400                 600                800               1000              1200               1400
质荷比

y2
262.15

y3(rank 3)
422.18

y4(rank 2)
535.27

y5(rank 4)
648.35

y6(rank 1)
777.39

y8(rank 7)
1003.56

y9(rank 6)
1090.60

y11(rank 9)
1334.66

a2
143.12

a4
301.19

a5
416.21

b11(rank 13)
1130.53

ANXA2鉴别肽段
MSTVHEILCKLSLEGDHSTPPSAYGSVKPYTNFDAERDALNIETAVKTKGVDEVTIVNILTNRSNVQRQD 
IAFAYQRRTKKELPSALKSALSGHLETVILGLLKTPAQYDASELKASMKGLGTDEDSLIEIICSRTNQELQEI 
NRVYKEMYKTDLEKDIISDTSGDFRKLMVALAKGRRAEDGSVIDYELIDQDARELYDAGVKRKGTDVP 
KWISIMTERSVCHLQKVFERYKSYSPYDMLESIKKEVKGDLENAFLNLVQCIQNKPLYFADRLYDSMKGK 
GTRDKVLIRIMVSRSEVDMLKIRSEFKRKYGKSLYYYIQQDTKGDYQKALLYLCGGDD

A

B

C

D

性[10]。以上研究结果表明，PSRC1与脂质代谢紊乱

有关，并可通过调节血脂来影响A S的发生发展过

程。PSRC1不仅可影响血脂，还可能与炎症反应有

关[9]。本课题组前期研究结果提示，PSRC1的表达

可能与AS的发生发展有关[5]，但具体作用及机制并

不完全明了。因此，本课题组前期通过腺病毒转染
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图2　免疫共沉淀验证PSRC1与ANXA2的结合

Fig.2　Co-immunoprecipitation to verify the binding of PSRC1 and ANXA2
A. 外源过表达flag-PSRC1，使用anti-flag磁珠进行免疫共沉淀；B. 使用ANXA2抗体进行免疫共沉淀，检测内源PSRC1

图3　RAW264.7巨噬细胞过表达PSRC1对培养上清中ANXA2水平的影响

Fig.3　ANXA2 in RAW264.7 supernatant after over-expression of PSRC1 (ELISA)
　　A. 对照组与ox-LDL组ANXA2表达情况比较，与对照组比较，(1)P<0.05；B. Ad-GFP+ox-LDL组与Ad-PSRC1+ox-LDL组ANXA2表达

情况比较，与Ad-GFP+ox-LDL组比较，(2)P<0.05。

图4　免疫荧光染色检测ANXA2与PSRC1在细胞内的共定位情况

Fig.4　Intracellular co-localization of ANXA2 and PSRC1 (Immunofluorescence staining)
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RAW264.7巨噬细胞观察了PSRC1过表达对泡沫细胞

形成的影响，并通过尾静脉注射腺病毒，使ApoE-/- 

小鼠全身过表达PSRC1基因，观察其对AS发生发展

的影响，结果发现过表达PSRC1可通过抑制APOE-/- 

小鼠的炎症反应及影响血脂代谢而抑制A S的进

展，但其确切的分子机制尚不明确。为了寻找能

与PSRC1结合的蛋白，本研究进行了非标记定量

蛋白质组学分析，发现在RAW264.7巨噬细胞过表

达PSRC1后，再用ox-LDL刺激，PSRC1与一种名为

ANXA2的蛋白结合最多，且与蛋白质谱Co-IP及免

疫荧光检测的结果一致。

ANX A2是膜联蛋白家族(Annex ins)的成员之

一，其主要特点为能够与钙离子结合，从而参与一

系列依赖于钙离子的生物膜转运过程。ANXA2广
泛存在于身体各个部位，但不同组织与细胞中的

ANXA2含量相差甚远。在组织水平上，ANAX2在
肺、胰腺、肾上腺等组织中高表达，在肝脏及肾脏

组织中低表达；在细胞水平上，ANAX2在单核细

胞及巨噬细胞中高表达[11]。此外，ANXA2广泛存

在于细胞核、细胞质及细胞外，既能在细胞内发挥
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图5　普通饮食或高脂饮食喂养+病毒转染apoE-/-小鼠主动脉大体标本油红O染色

Fig.5　Aortas of apoE-/- mice under standard rodent chow or high-fat diet transfected with adenovirus (Oil red O staining)
　　A. 普通饮食+Ad-GFP组与普通饮食+Ad-shANXA2组主动脉大体斑块；B. 高脂饮食+Ad-GFP组与高脂饮食+Ad-shANXA2组主动脉大

体斑块

图6　普通饮食或高脂饮食喂养+病毒转染apoE-/-小鼠主动脉根部切片油红O染色(×400)

Fig.6　Aortic root tissue of apoE-/- mice under standard rodent chow or an high-fat diet transfected with adenovirus (Oil red O 

staining,×400)
　　A. 普通饮食+Ad-GFP组与普通饮食+Ad-shANXA2组主动脉根部斑块；B. 高脂饮食+Ad-GFP组与高脂饮食+Ad-shANXA2组主动脉根

部斑块
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胞膜相关的生理功能，又能释放至胞外发挥作用。

研究表明，细胞膜上的ANXA2可作为受体与纤溶

酶原结合，并使其与组织型纤溶酶原激活剂(tissue 
plasminogen activator，tPA)结合，促进纤溶酶的

形成 [12-13]。此外，ANXA2还可促进肿瘤细胞的迁

移及新生血管的形成 [12]。而在AS的发生发展中，

ANXA2所扮演的角色尚未明确。有研究发现，在肝

脏细胞胞膜上，ANXA2可与前蛋白转化酶枯草杆

菌蛋白酶/kexin 9型(proprotein convertase subtilisin/
kexin type 9，PCSK9)结合，抑制PCSK9对低密度脂

蛋白受体(low density lipoprotein receptor，LDLR)的
降解[14-15]。然而，也有研究发现，ANXA2可介导基

质金属蛋白酶9(metalloproteinase-9，MMP-9)的释

放，他汀类药物则能够通过抑制ANXA2的表达减
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少MMP-9的释放，稳定粥样硬化斑块 [16]。此外，

Wang等[17]研究发现，ANXA2可介导AS斑块处巨噬

细胞的迁移，并增加炎性因子的释放，促进炎症

反应。Swisher等 [18-19]发现，胞外的ANXA2可与巨

噬细胞表面的TLR4受体结合，促进巨噬细胞释放 
IL-1β、IL-6及TNF-α。因此，我们推测PSRC1过表

达可抑制巨噬细胞炎症反应，可能是因为ANXA2与
PSRC1的结合增加，从而改变了下游炎症信号通路

所致。

为明确PSRC1对ANXA2的影响，本研究在细胞

水平进行了探讨，以ox-LDL刺激RAW264.7巨噬细

胞后，采用ELISA试剂盒检测培养上清中ANXA2含
量，发现巨噬细胞释放的ANXA2增加，而过表达

PSRC1后再用ox-LDL刺激，与Ad-GFP组比较，巨噬

细胞培养上清中的ANXA2明显减少，提示PSRC1对
ox-LDL诱导的ANXA2释放起负调控作用。随后本研

究在动物水平进行了分析，构建了小鼠AS模型并用

腺病毒尾静脉注射以敲低小鼠体内的ANXA2水平，

结果发现抑制ANXA2的表达可明显减少斑块面积，

且可降低血清中炎性因子IL-1β、IL-6的水平。

综上所述，本研究结果证实PSRC1可通过与

ANXA2结合而抑制ANXA2的细胞外释放，进而抑

制炎症反应，并最终延缓AS的进展，为AS的发病

机制提供了新的理论依据，也为AS的抗炎治疗提供

了新靶点。后续可通过构建PSRC1-/-ANXA2-/-双敲

除小鼠模型来进行PSRC1敲除情况下的验证。
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