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人载脂蛋白 A-I 表达上调剂的发现 
与活性研究 
 
杜郁，贾晓健，王丽，王丽非，姜华军，杨帆，司书毅，杨媛，洪斌 

 
【摘要】 
目的  筛选上调人载脂蛋白 A-I（ApoA-I）基因表达的新型

活性化合物，并在表达和功能水平对其作用进行研究。 

方法  利用人 ApoA-I 基因表达上调剂筛选模型对化合物

库进行筛选；对发现的活性化合物在 ApoA-I 启动子水平

进行量效关系研究；利用实时荧光定量  RT-PCR 检测 

ApoA-I mRNA 的表达水平；利用 Western blot、ELISA 和

流式细胞技术检测 ApoA-I 的蛋白表达；利用胆固醇流出

试验检测 ApoA-I 介导的巨噬细胞胆固醇外流的情况。 

结果   从  20 000 样次化合物筛选中得到活性化合物 

5238B-69，在一定浓度范围内存在转录调控活性的量-效关

系，当化合物浓度为 0.30 μg/ml 时，上调 ApoA-I 表达活

性达到最高值（408%），EC50 为 0.01 μg/ml。5238B-69 能

显著上调 HepG2 细胞中 ApoA-I mRNA 的水平；同时，

Western blot 结果显示  5238B-69 能增加  HepG2 细胞 

ApoA-I 蛋白的表达。ELISA 结果显示，与对照相比，

5238B-69 作用 48 h 时，胞外 ApoA-I 水平增加了 48%，

流式细胞检测表明，5238B-69 作用 24 h 后，胞内 ApoA-I 

蛋白水平增加了 21.4%。功能分析试验显示，5238B-69 作

用 HepG2 细胞上调生成的 ApoA-I，能促进巨噬细胞 RAW 

264.7 内 [3H] 标记的胆固醇的流出。 

结论  得到一个具有上调 ApoA-I 表达的活性化合物，在

提高 ApoA-I 表达水平和生物学功能方面均有明显的效

果。 

【关键词】 载脂蛋白 A-I；  基因表达调控；  动脉粥

样硬化；  转录水平 
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血浆高密度脂蛋白胆固醇（ high-density 

lipoprotein cholesterol，HDL-C）水平偏低是心血管

病的独立危险因素，在过去的三十年中，国内外的

研究人员一直寻求通过升高血浆中高密度脂蛋白

胆固醇的水平来降低动脉粥样硬化性心血管病的

发生。随着对 HDL 生物学特性认识的不断深入，

人们发现 HDL 是包括了一系列大小、形态、密度

及结构极不均一的脂蛋白颗粒，根据结构组成上的

异质性，HDL 可分为多种亚型并表现有代谢和功

能上的差异[1]。2006 年和 2012 年，两个旨在升高

血浆 HDL-C 水平的胆固醇酯转运蛋白（cholesteryl 
ester transfer protein，CETP）抑制剂 torcetrapib 和 
dalcetrapib（JTT-705）临床试验分别遭遇失败[2-3]，

引发了研究人员对 HDL 复杂性与心血管病收益

的一系列争论，研究关注的焦点逐渐从升高 
HDL-C 的水平转向提升 HDL-C 的功能。 

载脂蛋白 A-I（apolipoprotein A-I，ApoA-I）约

占 HDL 蛋白组成的 70%，因而血浆 ApoA-I 的
浓度与 HDL-C 水平密切相关。同时，ApoA-I 作
为 ATP 结合盒式转运子（ATP-binding cassette-A1，
ABCA1）的配体，能够介导巨噬细胞中游离胆固醇

的外流，从而起始 HDL 的生物合成，同时启动胆

固醇逆转运过程，在肝外组织清除过多胆固醇的过

程中发挥了重要作用。动物体内的研究表明，过表

达人 ApoA-I 基因能显著抑制小鼠体内动脉粥样

硬化早期损伤——脂纹的形成[4]，更重要的是，在

动脉粥样硬化易感小鼠中，过表达 ApoA-I 通过增

强巨噬细胞 RCT 增加了粪便中胆固醇的排出，这

有可能是其消退动脉粥样斑块的潜在机制[5-6]。所

以，ApoA-I 不仅是 HDL 的主要结构蛋白，还是 
HDL 发挥心血管保护功能的重要组成单位。因此，

以 ApoA-I 为靶点的药物被认为是基于 HDL 的
抗动脉粥样硬化药物中极具应用前景的治疗策 
略[7]。为寻找能够提高 ApoA-I 表达水平的活性化

合物，作者在前期工作中构建了 ApoA-I 基因表达

上调剂筛选模型[8]。本研究在此模型的基础上，对 
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国家新药（微生物）筛选实验室化合物库进行了 
20 000 样次筛选，得到了结构新颖的活性化合物 
5238B-69，对其生物活性进行了研究。 

 
1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞株  人肝癌细胞株 HepG2 和小鼠的

单核-巨噬细胞 RAW 264.7 均为本室保存；ApoP- 
Luc HepG2 细胞由本实验室构建[8]。 
1.1.2  主要试剂  Luciferase assay system 细胞 
裂解液和荧光素酶检测系统、SV 总 RNA 提取 
试剂盒、TMB 单相发光底物购自美国 Promega 
公司；Turbo script 1st-strand cDNA synthesis 反转录

试剂盒购自原平皓生物技术有限公司；荧光实时定

量 PCR 试剂盒（Faststart universal SYBR green 
PCR master，ROX）购自瑞士 Roche 公司；兔 
抗人  ApoA-I 多克隆抗体（178422）购自美国 
Calbiochem 公司；增强型 HRP 化学发光液购自美

国  Millipore 公司；MEM 细胞培养基为美国 
Thermo 公司产品；胎牛血清、丙酮酸钠、非必需

氨基酸和 G418 抗生素为美国 Gibco 公司产品；二

甲基亚砜（DMSO）购自美国 Sigma 公司；牛血

清白蛋白购自美国 Sigma Aldrich 公司。筛选所用

的化合物来自国家新药（微生物）筛选实验室，纯

度 > 95%，可商业购买。 
1.1.3  仪器  EnVision 多功能微孔板检测仪和 
MicroBeta2 液体闪烁计数仪为美国 Perkin Elmer 
公司产品；iQ5 Multicolor real time PCR 仪为美国 
Bio-Rad 公司产品；TE-70PWR 半干式转膜仪和 
ImageQuant 300 凝胶成像仪为美国 GE Healthcare 
公司产品；EPICS XL 流式细胞仪为美国 Coulter 
公司产品。 
1.2  方法 

1.2.1  细胞培养  人肝癌细胞株 HepG2 培养于

含 10% 胎牛血清的 MEM 培养基中；ApoP-Luc 
HepG2 细胞培养于含 700 μg/ml G418 和 10% 胎
牛血清的 MEM 培养基中；小鼠的单核-巨噬细 
胞 RAW 264.7 用含 10% 胎牛血清的 DMEM 高
糖培养液培养。所有细胞都在 5% CO2 培养箱中 
37 ℃ 贴壁培养。 
1.2.2  化合物高通量筛选  在前期工作中，构 
建了含有人  ApoA-I 基因启动子序列的荧光素 
酶报告基因重组质粒，并获得了稳定转染细胞 
株——ApoP-Luc HepG2 细胞[8]，本研究利用该细 

 
胞考察化合物上调 ApoA-I 基因表达的作用。将对

数生长期的细胞用含 G418 700 μg/ml 的 MEM 
选择培养液调节至 5 × 105 个/ml，接种于 96 孔细

胞培养板，每孔 100 μl。37 ℃、5% CO2 培养 6 h 
后，吸弃含血清的培养液上清，更换无血清 MEM 
培养液，并加入待筛化合物样品（初筛样品浓度为 
2 μg/ml）及 DMSO（终浓度 0.1%）对照。20 h 后
移去细胞培养液上清，PBS 漂洗细胞 2 次，每孔

加入 20 μl 细胞裂解液，37 ℃ 孵育 15 min 以充

分裂解，加入 Luciferase assay system 中提供的荧

光素酶检测液后，通过微孔板多功能检测仪读取荧

光素酶活性数值。以荧光素酶的表达活性来考察化

合物对 ApoA-I 基因表达的上调作用。荧光素酶活

性的评价采用调节率来定义： 
调节率 =（样品组细胞荧光素酶活性/DMSO 

组细胞荧光素酶活性）× 100% 
本研究将化合物样品的调节率大于 150% 视

为初筛阳性。 
1.2.3  筛选模型量效关系研究  将化合物溶于 
DMSO，制成浓度为 10 mg/ml 的母液。在 96 孔
板中接种 ApoP-Luc HepG2 细胞，将化合物浓度从

0.625 μg/ml 开始行对倍稀释，共制备 12 个浓度梯

度，并使 DMSO 终浓度保持为 0.1%（W/V）。按

照 1.2.2 所述方法检测细胞的荧光素酶活性。利用 
SigmaPlot9.0 制图软件计算 EC50。 
1.2.4   实时荧光定量  RT-PCR 检测  ApoA-I 
mRNA 的表达  取人肝癌细胞 HepG2，以细胞数 
8 × 105/孔接种于 6 孔细胞培养板，37 ℃、5% CO2 
培养 24 h，用 PBS 漂洗细胞后，加入含指定浓度

化合物的无血清培养液，对照孔加入  0.1% 的 
DMSO。37 ℃、5% CO2 培养 24 h。450 × g 离心 
5 min，收集细胞，用 SV 总 RNA 提取试剂盒提

取细胞总 RNA。ApoA-I 扩增片段长度为 114 bp，
正向引物为 5' TGTGTACGTGGATGTGCTCAAAG 
3'，反向引物为 5' GTCACGCTGTCCCAGTTGTCA 
3'；内参基因为 GAPDH，正向引物 5' AGCCACAT 
CGCTCAGACAC 3'；反向引物 5' GCCCAATACGA 
CCAAATCC 3'。PCR 条件为 95 ℃ 预变性 10 min，
95 ℃ 变性 15 s，60 ℃ 退火 30 s，30 个循环。 
1.2.5  Wes tern  b lo t  检测  ApoA-I  蛋白表 
达  HepG2 细胞接种于 6 孔细胞培养板，加入化

合物，作用 24 h 后，消化收集细胞，以 RIPA 裂
解液处理细胞，抽提细胞总蛋白。细胞蛋白样品经 
10% SDS-PAGE 分离，上样量为 50 μg，采用半干 
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电转移系统将蛋白转移至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶

粉封闭 1 h，加入 ApoA-I 一抗（1:1000）4 ℃ 孵
育过夜，TBST 洗膜 3 次，加入 HRP 标记的二抗

（1:3000），室温孵育 1 h，增强化学发光法（ECL）
显色。以 β-actin 作为内参，用两者灰度扫描结果

的比值进行 ApoA-I 表达变化的统计分析。 
1.2.6  ELISA 检测胞外 ApoA-I 蛋白水平  取细

胞培养液上清，酶标板每孔加 100 μl 包被过夜。

用 3% BSA 封闭，将 ApoA-I 抗体按 1:1000 
稀释，每孔 100 μl，37 ℃ 放置 1 h，加入辣根过

氧化物酶标记的二抗（1:5000），37 ℃ 孵育 1 h，
加入 TMB 显色底物，室温静置 30 min，加入 
1 mol/L HCl 终止反应，每步骤之间用 PBST 洗涤 
4 次，以酶标仪检测 OD450。 
1.2.7  流式细胞技术检测胞内 ApoA-I 蛋白表 
达  消化收集细胞，经 4%（W/V）多聚甲醛室温

固定 40 min，PBS 漂洗，以 0.1% Triton 对细胞进

行穿孔处理，含 5% FBS 的 PBS 封闭 15 min，
PBS 漂洗后用 ApoA-I 一抗（1:50）4 ℃ 处理 
50 min，PBS 漂洗细胞  3 次，FITC 标记二抗

（1:100）处理 50 min，利用流式细胞仪检测胞内 
ApoA-I 蛋白水平的变化，每组样品平均检测细胞

数为 10 000 个，各组细胞的相对荧光强度以对数

积分图表示。 
1.2.8  胆固醇流出试验  取 RAW 264.7 细胞，按 
2 × 104 个/孔接种于 24 孔板，于 37 ℃、5% CO2 培
养 6 h 后，用 0.5 ml 含 1 μCi/ml [3H] 标记胆固醇

的 DMEM 培养液（5% FBS、0.2% 牛血清白蛋白）

孵育 24 h。弃去含同位素的上清培养基，PBS 漂
洗细胞，加入含浓度为 0.3 mmol/L 的 cAMP 的 
DMEM 无血清培养液以上调 ABCA1 表达，培养 
24 h。PBS 洗涤细胞，加入化合物作用 HepG2 细 

 
胞后的培养液上清，孵育 6 h。收集 RAW 264.7 细
胞培养液上清，高速离心 3 min，取上清液检测；

细胞部分用 500 μl 0.1 mol/L NaOH 裂解，收集裂

解液。用闪烁计数法检测培养液和细胞的 [3H] 标
记胆固醇。胆固醇流出程度用如下公式表示： 

胆固醇流出程度（%）= 培养液中 cpm 值/（培

养液中 cpm 值 + 培养细胞中 cpm 值）× 100 %
（cpm：每分钟记数）。 
1.3  统计学处理   

实验数据以 sx ±  表示，采用方差分析及 t 
检验，P < 0.05 为有显著性差异，P < 0.01 为有极

显著性差异。 
 

2  结果 

2.1  化合物筛选结果 

用 ApoP-Luc HepG2 细胞对本所国家新药（微

生物）筛选实验室化合物库进行筛选，若相对荧 
光素酶活性增加 50% 以上，则认为是初筛阳性化

合物，进一步进行量效关系复筛。通过对化合物 
库进行 20 000 样次筛选及复筛，获得活性化合物 
5238B-69（图 1A）。5238B-69 的化学名称是 2-(1,3- 
苯并噻唑-2-巯基)-N-喹啉基-5-乙酰胺，化学式为 
C18H13N3OS2，分子量是 351.45。MTT 结果显示在

实验所采用的浓度范围内，化合物 5238B-69 对 
HepG2 细胞没有明显的细胞毒活性。 
2.2  5238B-69 在 ApoA-I 表达上调剂筛选模型

中的量效关系曲线  

检测不同浓度的化合物作用于  ApoP-Luc 
HepG2 细胞后荧光素酶表达活性的变化，得到化合

物在 ApoA-I 表达上调剂筛选模型上的量效关系

曲线（图 1B）。结果表明，5238B-69 以剂量依赖

的方式增强 ApoP-Luc HepG2 细胞荧光素酶表达 
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图 1  化合物 5238B-69 的化学结构（A）及其在筛选模型上的量效关系曲线（B） 
Figure 1  Chemical structure of 5238B-69 (A) and dose-response curve in log scale (B) 
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图 2  5238B-69 不同浓度（A）和不同作用时间（B）对 HepG2 细胞中 ApoA-I 的 mRNA 表达的影响（*P < 0.05，**P < 
0.01） 
Figure 2  Effect of 5238B-69 on ApoA-I mRNA expression in HepG2 cells in a concentration-dependent (A) and time-dependent 
manner (B) (*P < 0.05, **P < 0.01) 
 
活性。5238B-69 在质量浓度为 0.30 μg/ml 时，其

上调 ApoA-I 表达活性达到最高值 408%，EC50 为 
0.01 μg/ml。 

2.3  5238B-69 对 HepG2 细胞中 ApoA-I mRNA 水

平的影响 

HepG2 细胞经化合物 5238B-69 处理 24 h 
后，提取细胞总 RNA，反转录成 cDNA 后，采用

RT-PCR 反应检测 ApoA-I 的 mRNA 表达。以管

家基因 GAPDH（不同样品间表达量基本恒定）作

为内参，得到样品待测基因相对于内参基因的含

量，再同对照组相比考察 mRNA 的含量变化。结

果显示，5238B-69 能增加 HepG2 细胞中 ApoA-I 
mRNA 的表达，当化合物在浓度为 0.01 ~ 0.1 μg/ml 
的范围内时，mRNA 表达上调与对照组相比有显著

的差异，在 0.05 μg/ml 时，mRNA 水平上调最高，

可以达到（1.33 ± 0.05）倍（图 2A）。进而考察了 
0.1 μg/ml 的  5238B-69 在不同时间对  ApoA-I 
mRNA 表达的影响（图 2B），作用 24 h 后，ApoA-I 
mRNA 水平上调最高。 
2.4  5238B-69 对 HepG2 细胞 ApoA-I 蛋白水平

的影响 

分别以不同浓度的化合物  5238B-69 作用 
HepG2 细胞，48 h 后提取培养基上清中和细胞总

蛋白，SDS-PAGE 分离后，采用 Western blot 法 
检测 ApoA-I 蛋白含量。结果显示，在 0.001 ~ 
0.05 μg/ml 的浓度范围内，5238B-69 能明显增加 
HepG2 细胞分泌到上清中的 ApoA-I 蛋白水平，

同时对胞内 ApoA-I 的蛋白水平也存在一定程度

的上调（图 3）。 
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图 3  Western blot 检测不同浓度的 5238B-69 对 HepG2 
细胞 ApoA-I 蛋白表达的影响 
Figure 3  Western blot analysis for the effect of 5238B-69 at 
different concentrations on ApoA-I protein expression in 
HepG2 cells 
 
2.5  ELISA 检测 5238B-69 对分泌到 HepG 细胞

上清中 ApoA-I 蛋白水平的影响 

为进一步明确化合物对上清中 ApoA-I 水平

的影响，采用 ELISA 的技术手段分析了 0 ~ 72 h 
上清中 ApoA-I 蛋白的变化。结果显示，在 48 h，
0.1 μg/ml 的 5238B-69 处理组的 ApoA-I 分泌至

胞外的蛋白水平是对照组的 1.48 倍（P < 0.05） 
（图 4）。 
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图 4  ELISA 法检测 5238B-69 作用不同时间对 HepG2 
细胞上清内 ApoA-I 蛋白的影响（*P < 0.05） 
Figure 4  ELISA anlysis of the effect of 5238B-69 on ApoA-I 
protein level in media for the indicated time (*P < 0.05) 
 
2.6  流式细胞技术检测 5238B-69 对 HepG2 胞

内 ApoA-I 蛋白表达的作用 

由于流式细胞技术能较敏感地从单个细胞水

平定量或半定量检测细胞蛋白，利用该技术分析 
了化合物对胞内 ApoA-I 表达的影响。结果表明，

0.5 μg/ml 的 5238B-69 处理 HepG2 细胞 24 h 
后，化合物处理组 ApoA-I 的蛋白含量比对照组增

加了 21.4%（图 5），进一步证实了化合物 5238B-69 
的作用。 
2.7  5238B-69 对 RAW 264.7 细胞中 [

3
H] 标记

胆固醇流出的影响 

0.05 μg/ml 的化合物 5238B-69 作用 HepG2 
细胞 24 h 后，吸取培养基上清，与事先荷载有 
[3H]-胆固醇的 RAW 264.7 细胞共同孵育。6 h 后，

分别收集 RAW 264.7 细胞的培养基上清及细胞裂

解液，利用液体闪烁仪检测其中的 [3H] 标记胆固

醇，分析 [3H] 标记胆固醇流出的情况。功能水平

的初步研究结果显示，对照组、化合物组和 HDL
（50 μg/ml）组的胆固醇流出分别是（15.7 ± 3.9）%、

（22.5 ± 6.2）% 和（19.9 ± 2.5）%。5238B-69 作
用 HepG2 细胞后分泌产生的 ApoA-I，促进巨噬

细胞内胆固醇的流出明显高于对照组（P = 0.036），
从而在生物学功能水平证明该化合物所上调表达

的 ApoA-I 是具有接受胆固醇功能的（图 6）。 
 
3  讨论 

动脉粥样硬化性心血管疾病是全球范围造成

人口死亡的主要病因，尽管他汀类药物能减少 40% 
左右的心血管病的发生，但此类疾病的复发和继续

发展的可能性依然很高，心血管病的剩留风险依然 
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图 5  流式细胞技术检测  5238B-69 对  HepG2 细胞内 
ApoA-I 蛋白水平的影响（*P < 0.05） 
Figure 5  Flow cytometry analysis for the effect of 5238B-69 
on ApoA-I protein levels in HepG2 cells (*P < 0.05) 
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图 6  5238B-69 促进 RAW 264.7 细胞中胆固醇流出（*P < 
0.05） 
Figure 6  5238B-69 promoted cholesterol efflux from RAW 
264.7 cells (*P < 0.05) 
 
存在。为此，研究人员一直在积极寻找动脉粥样硬

化疾病的新型治疗策略，在降低低密度脂蛋白胆固

醇的同时，从逆转动脉粥样硬化进程的新靶点入

手，开发具有新作用机制的药物。 
HDL 和 ApoA-I 因有促进巨噬细胞胆固醇流

出、启动胆固醇逆转运、抗炎、抗氧化、抗血栓、

保护内皮细胞等多种功能，可能是其多效性发挥抗

动脉粥样硬化的潜在机制。van der Steeg 等[9]在 
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HDL-C、HDL 颗粒、ApoA-I 与心血管病风险的关

系研究中发现，尽管极高浓度的 HDL-C 和大颗粒

的 HDL 可能存在增加心血管事件发生的风险，但 
ApoA-I 始终表现出动脉保护作用，提示 ApoA-I 
在抗动脉粥样硬化过程中的关键作用。目前有多项

以 ApoA-I 为靶点的药物正处于临床研究阶段。

CSL-112 是由血浆中纯化的 ApoA-I 重组成适合

于输注的 HDL，能够显著增强人体内胆固醇流出，

同时升高 pre-β-HDL 的水平，有望减轻动脉粥样

硬化在急性冠状动脉综合征发病初期所造成的负

担，目前正在进行临床 II 期研究[10-11]。CER-001 是
首个模拟 pre-β-HDL 结构及功能的类似物，也是

一个基于 ApoA-I 的模拟肽，临床前研究证实，

CER-001 能促进胆固醇动员，增强胆固醇逆转运，

2011 年开始进行临床 II 期研究[12]。D-4F/L-4F 是
根据 ApoA-I 脂质结合区双亲性螺旋的二级结构，

设计合成的含有 18 个氨基酸的短肽。动物水平的

研究发现，它可促进 ABCA1 及 B 族 I 型清道夫

受体（scavenger receptor class B member 1，SR-BI）
介导的胆固醇流出，但 D-4F 在人体中生物利用度

较低[13]。 
和上述以 ApoA-I 为靶点的药物相比，本研究

发现的新型化合物 5238B-69 具有潜在的优势。首

先，它是一个小分子化合物，结构新颖，成药性好。

而上述 CSL-112、CER-001 等药物属于多肽蛋白

类，这一属性在很大程度上限制了其在临床上的应

用。其次，上文提到的药物大都是通过外源性直接

增加 HDL 的数量进而发挥作用，本文的研究结果

显示，5238B-69 是内源性上调 ApoA-I 表达的化

合物，胆固醇流出试验表明这种基于蛋白表达水平

的上调所产生的是具有生理功能的  ApoA-I 及 
HDL，可通过增强 ApoA-I/HDL 介导的胆固醇外

排来减少细胞中脂质的累积。RVX-208 是第一个能

增加 ApoA-I 内源性表达的小分子化合物，临床试

验证实，RVX-208 显著增加  ApoA-I 和大颗粒 
HDL 的水平，可能在增强胆固醇逆转运的过程中

发挥重要作用。刚刚结束的 Assure 研究进一步发

现，联用瑞舒伐他汀和 RVX-208 的患者表现出显

著的斑块消退，其动脉粥样斑块体积百分比（percent 
atheroma volume，PAV）变化为 –1.43%，是试验预

先设定的 PAV 终点（–0.6%）的两倍多[14-15]。随着

结果的陆续公布，必将继续深入地揭示这类药物在

抗动脉粥样硬化治疗中的重要作用。 
为了验证化合物 5238B-69 对 HepG2 细胞中 

 
ApoA-I 蛋白表达的影响，本研究选用了三种方法

检测 ApoA-I 的蛋白水平。由于细胞合成 ApoA-I 
蛋白后会不断向胞外分泌，所以利用 Western blot 
的方法分别检测了胞内和培养基上清中的 
ApoA-I。为了进一步明确胞外 ApoA-I 蛋白的变化

情况，利用 ELISA 方法进行检测，结果显示在化

合物作用 48 h 后，胞外蛋白的水平与对照有显著

性差异。进一步用流式细胞技术检测胞内的蛋白表

达，发现在 24 h 时，化合物处理组的 ApoA-I 水
平较对照组显著地上调。这些结果提示化合物 
5238B-69 在 24 h 时即可显著上调 ApoA-I 的表

达水平，随着时间的推移，48 h 时分泌到胞外的 
ApoA-I 蛋白显著增加。 

本研究首先通过启动子报告基因实验，初步证

明了化合物对 ApoA-I 转录的激活作用，继而在 
mRNA 和蛋白水平验证了化合物增强 ApoA-I 基
因转录的作用。我们还利用构建的另一个包含有更

长 5' 调控序列（–456 ~ 173 bp）的报告基因质粒，

检测了 5238B-69 对其表达活性的影响（结果未给

出）。研究发现，5238B-69 对这两段调控序列表 
现出接近的调控活性和 EC50，提示该化合物可能

的作用范围应该在 –277 ~ 173 bp 之内，这段序 
列含有重要的转录因子结合位点 Site A（–214 ~ 
–192 bp）、Site B（–169 ~ –146 bp）和 Site C 
（–134 ~ –119 bp），负责与核受体，例如过氧化物

酶体增殖物激活型受体（PPAR）、视黄醇类物质 X 
受体（RXR）、肝细胞核因子 3 或 4（HNF-3/4）
和肝 X 受体（LXR）等相识别，参与对 ApoA-I 基
因转录的调控。接下来的工作将进一步确定发挥作

用的顺式元件及转录因子，以期完善化合物 
5238B-69 的分子作用机制。 

本研究以前期的工作为基础，利用已建立的 
ApoA-I 基因表达上调剂筛选模型，发现化合物 
5238B-69 具有诱导 ApoA-I 基因转录激活的作

用；通过  mRNA 和蛋白水平的研究，证实了 
5238B-69 对 HepG2 细胞内 ApoA-I 的表达上

调；以此为基础，在功能水平进一步证明该化合物

能够显著促进巨噬细胞中胆固醇的流出。以上结果

证明，5238B-69 可以上调 HepG2 细胞中 ApoA-I 
的内源性表达，并且能在生物学功能上得到验证。

外周细胞内胆固醇积聚是动脉粥样硬化的重要环

节，促进胆固醇的清除代谢是预防和治疗动脉粥样

硬化的关键步骤，功能试验的结果提示化合物 
5238B-69 可能通过作用于胆固醇逆转运的起始环 
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节，增强外周组织中胆固醇的动员，进而起到抗动

脉粥样硬化的作用。本研究为化合物 5238B-69 抗
动脉粥样硬化机制的深入研究提供了重要的依据，

为开发寻找具有自主知识产权的抗动脉粥样硬化

新机制药物奠定了基础。 
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Identification and characterization of novel upregulator of human Apolipoprotein A-I 
DU Yu, JIA Xiao-jian, WANG Li, WANG Li-fei, JIANG Hua-jun, YANG Fan, SI Shu-yi, YANG Yuan, HONG Bin 

 

【Abstract】 

Objective  To find potential small molecules that increase endogenous synthesis of apolipoprotein A-I (ApoA-I), and to identify its 

ability of increasing ApoA-I at expression and functional levels. 

Methods  Compounds screening was performed with established screening model based on the ApoP-Luc HepG2 cell line. 

Dose-response relationship of the active compound was achieved in promoter activity. The expression of ApoA-I in HepG2 cells 

regulated by the compound was detected by real-time quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), 

Western blot, ELISA and flow cytometry analysis. The cholesterol efflux assay was applied to investigate the effect of promoted 

ApoA-I on mediating lipid transfer in RAW 264.7 cells. 

Results  In the present study, compound 5238B-69 was found using the screening model. 5238B-69 increased ApoA-I promoter 

activity in a dose-dependent manner with EC50 of 0.01 µg/ml, and maximal activity of 408% at 0.30 μg/ml. 5238B-69 significantly 

increased ApoA-I mRNA level and protein level in HepG2 cells. ELISA and flow cytometry analysis showed 5238B-69 could 

increase ApoA-I protein by 48% and 21.4% compared with control in the media and cells, respectively. The functional efflux assay 

further illustrated the role of ApoA-I induced by 5238B-69 with RAW 264.7 cells. 

Conclusion  A potential small molecular upregulator was obtained, which could significantly increase the expression of human 

ApoA-I in liver cells and promote cholesterol efflux from mice macrophages. 

【Key words】 Apolipoprotein A-I;  Gene expression regulation;  Atherosclerosis;  Transcriptional regulation 
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·行业动态· 

人感染 H7N9 禽流感人源化中和抗体论证会在京召开 
 

为做好应对人感染 H7N9 禽流感疫情的科技支撑工作，“重大新药创制”科技重大专项于 2013 年 4 月组织神州细胞

工程有限公司等单位实施了人感染 H7N9 禽流感应急抗体制备和研发项目。目前，该项目进展顺利，已完成人感染 H7N9 禽

流感人源化中和抗体的临床前研究并申报临床试验。 

为加快推进该项目实施进程，2014 年 2 月 12 日，新药专项行政责任人、国家卫生计生委刘谦副主任主持召开“人感

染 H7N9 禽流感人源化中和抗体论证会”。会议听取了项目研发进展情况汇报并进行了充分讨论。与会专家对其前期工作给

予充分肯定，是专项在协同创新下取得的重要阶段性成果。该中和抗体的研发不仅为防治人感染 H7N9 禽流感增加技术储

备，同时也为提升我国应对新发突发传染病防治能力奠定了技术基础。会议要求研发单位本着科学严谨的态度，进一步完善

后续研发方案，强化协同创新，加快研究进程。国家相关部门也将给予进一步的关注和支持，加强技术指导。 

新药专项技术总师桑国卫院士、副总师曹雪涛院士，传染病专项技术总师侯云德院士、副总师李兰娟院士和徐建国院士，

钟南山院士、沈倍奋院士及有关专家，国家食品药品监管总局吴浈副局长，科技部社发司有关领导，国家卫生计生委有关司

局负责人等出席会议。 

 
 
 
                                                                                                            

·信息站点· 

国家食药监管总局发布 2013 年度药品审评报告 
 

2013 年，国家食品药品监督管理总局药品审评中心遵循药物研发规律，继续完善创新药的审评策略，探索仿制药的审

评管理机制，加大审评信息公开力度，完善审评质量保障体系，全面提升审评效率和质量，保证审评的科学性，着力解决未

被满足的临床需求及公众用药的可及性与可支付性问题。 

2013 年，药监局批准了帕拉米韦氯化钠注射液、康柏西普眼用注射液、甲磺酸伊马替尼片和胶囊、帕立骨化醇注射液

等重要治疗领域的药品，为患者获得最新治疗手段提供了可能性，为患者用药可及性与可支付性提供了重要保障。 

《2013 年度药品审评报告》对全年的药品注册受理、审评和审批的总体情况进行了阐述，分别对化学药品、中药和生

物制品的受理、审评数据及审评时限进行了分析。 

详情请登录国家食品药品监管总局网站 http://www.sda.gov.cn/WS01/CL0051/97314.html 查阅。 

 


