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胆固醇酯转移蛋白在胆固醇酯转移中的结构与功能∗
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摘　 要　 人体胆固醇酯转移蛋白（ＣＥＴＰ）会造成胆固醇酯从高密度脂蛋白（ＨＤＬ）向低密度脂蛋白（ＬＤＬ）或
极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）的转移，从而增加人体患心血管疾病的危险性。 了解 ＣＥＴＰ 在胆固醇酯转移过程中

的作用和机理，是研发新的 ＣＥＴＰ 抑制剂药物以预防和治疗心血管疾病的重要基础和关键步骤。 本文综述

了 ＣＥＴＰ 结构与功能领域研究的最新进展，详细介绍了 ＣＥＴＰ 与各类脂蛋白绑定结构的高分辨透射电子显微

镜研究；并结合对 ＣＥＴＰ 晶体结构的分析，以及生理溶液中 ＣＥＴＰ 结构与动态特征、ＣＥＴＰ 与脂滴间相互作用

的分子动力学模拟研究结果，阐述并讨论了 ＣＥＴＰ 脂转移机理的“通道”模型；最后对尚待解决的关键问题与

未来的研究方向进行了展望，以期促进 ＣＥＴＰ 功能机理的研究和抑制药物的研制。
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１　 引言

胆固醇酯转移蛋白 （ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＥＴＰ）是一种与心血管疾病密切相关的蛋

白［１，２］。 大量研究证实，人体中高水平的低密度脂

蛋白（ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＤＬ）胆固醇含量和低

水平 的 高 密 度 脂 蛋 白 （ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＤＬ）胆固醇含量是造成心血管疾病的主要原

因［１，２］。 低密度脂蛋白会将其内部的胆固醇沉积在

动脉血管壁上从而形成动脉粥样硬化斑［３］，造成血

管堵塞；而高密度脂蛋白可以将血管组织中的胆固

醇转移至肝脏分解［２，４ ～ ７］，从而清除动脉血管壁上的

硬化斑，保护血管畅通。 然而，在高密度脂蛋白将胆

固醇转移至肝脏的过程中，胆固醇酯转移蛋白又会

将尚未运到肝脏的胆固醇酯从高密度脂蛋白转移到

低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白（ ｖｅｒｙ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＶＬＤＬ）中［８］，从而增加了人体患心血管

疾病的危险性。 ＣＥＴＰ 基因缺陷可降低血浆中

ＣＥＴＰ 的活性，降低心血管疾病的风险并延长人类

寿命［９］。 而将 ＣＥＴＰ 基因植入 ＣＥＴＰ 基因先天缺失
的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠中则可诱发动脉硬化［１０］。 基于

此，胆固醇酯转移蛋白抑制类药物的开发成为当今

治疗心血管疾病类药物研发的热点。
迄今为止，已有数种针对胆固醇酯转移蛋白的

抑制类药物先后进行了大规模的临床药物试验。 其

中包括世界最大的制药公司美国辉瑞制药有限公司

的 ｔｏｒｃｅｔｒａｐｉｂ， 第 二 大 的 默 克 医 药 公 司 的

ａｎａｃｅｔｒａｐｉｂ，以 及 欧 盟 最 大 的 瑞 士 罗 氏 公 司 的

ｄａｌｃｅｔｒａｐｉｂ［１１ ～ １３］。 最先进入三期临床试验的美国辉

瑞制药有限公司的 ｔｏｒｃｅｔｒａｐｉｂ，于 ２００６ 年底宣告失

败，由此造成数百亿美元的投资和股票价值的经济

损失［１４］。 因缺乏疗效，瑞士罗氏公司 ｄａｌｃｅｔｒａｐｉｂ 的
三期临床试验也于 ２０１２ 年停止［１５］。 胆固醇酯转移

蛋白的抑制类药物开发失败的根本原因，正是由于

胆固醇酯转移蛋白和各种脂蛋白之间结合方式以及

胆固醇酯从高密度脂蛋白转移到低密度脂蛋白中的

机理尚不明确。
本文综述了 ＣＥＴＰ 结构与功能机理研究的最新

进展。 包括当前关于 ＣＥＴＰ 与各类脂蛋白的相互作

用的高分辨透射电子显微 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＴＥＭ）研究，以及对 ＣＥＴＰ 在生理溶液或

与脂滴绑定状态下结构特征的分子动力学模拟分析

研究成果。 这些结果为揭示 ＣＥＴＰ 脂转移机理提供

了重要线索，提示 ＣＥＴＰ 是通过“通道”模型转移脂

分子。 本文详细讨论了 ＣＥＴＰ 脂转移的“通道”模

型，以期促进对 ＣＥＴＰ 功能的研究和抑制药物的

研制。

２　 ＣＥＴＰ 和脂蛋白的电镜观察

人 ＣＥＴＰ 共包含 ４７６ 个氨基酸，分子量约为 ５３
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化学进展， ２０１４， ２６（５）： ８７９ ～ ８８８ ·８８１　　 ·

ｋＤａ。 其晶体结构（ＰＤＢ 号：２ＯＢＤ）显示，ＣＥＴＰ 的主

体形状呈香蕉形，长度约为 １２５ Å；Ｃ⁃端和 Ｎ⁃端是 β
折叠桶，且 Ｃ⁃端比 Ｎ⁃端的尺寸要大一些；ＣＥＴＰ 中央

区域结构为 β 折叠，且存在一个 ～ ６０ Å 长，可以容

纳两个胆固醇酯分子和两个磷脂分子的疏水

腔［１，１６］。
通过 ＣＥＴＰ 晶体结构无法直接了解 ＣＥＴＰ 与脂

蛋白的结合方式，更不能揭示 ＣＥＴＰ 的脂转移功能

机理。 最近，由任罡科研小组主导的，来自三个国家

的 ９ 所科研院校机构的国际科研团队（包括美国辉

瑞制药公司），通过应用一系列的开创性的电镜技

术，系统地完成了对胆固醇酯转移蛋白与脂蛋白相

互作用机理的研究。 这些开创性的技术包括：优化

负染色电子显微镜技术（ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＯｐＮＳ⁃ＥＭ） ［１７，１８］，高动态蛋白结

构的电子显微图像筛选与三维重构技术［１９］，颗粒几

何平均尺寸随时间变化的统计分析方法［２０］，结合位

点的抗体标定法［２０］等手段。
透射电镜图的处理以及单颗粒重构可利用

ＳＰＩＤＥＲ［２１］、ＥＭＡＮ［２２］、ＦＲＥＡＬＩＧＮ［２３］ 与 ＲＥＬＩＯＮ［２４］

等软件完成［２５］。 ＳＰＩＤＥＲ 是使用 ＦＯＲＴＲＡＮ 编写的

开源软件，用户可利用其代码自行编程实现特定的

需求，自由度高，扩展性好。 但它的用户交互界面基

于命令行，并要求用户有一定的编程基础，因此门槛

相对较高。 相对的，ＥＭＡＮ 提供了图形交互界面，并
将各种功能封装为多个相互独立的子程序，便于用

户的掌握与使用；不过这在一定程度上也限制了使

用的灵活性。 ＦＲＥＡＬＩＧＮ 着重于三维结构的重构与

优化。 它使用完全基于傅里叶空间的三维结构优化

算法，对电镜图的质量要求较高。 于 ２０１２ 年发布的

ＲＥＬＩＯＮ 使用了贝叶斯方法 （ Ｂａｙｅｓｉａｎ ａｐｐｒｏａｃｈ）。
这使它可以根据原始数据自行确定重构所需的大部

分输入参数，从而减少对研究者以往经验的依赖以

及主观因素带来的偏差，目前的应用实例还较少。
在 ＣＥＴＰ 与脂蛋白相互作用的研究中［２０］，对透

射电镜图的处理使用了方便且成熟应用的 ＥＭＡＮ
套件。 电镜图片经 ｃｔｆｉｔ 子程序计算衬度传递函数

（Ｃｏｎｔｒａｓｔ Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，简称 ＣＴＦ）后进行相位

修正。 随后，图片中蛋白颗粒利用 ｂｏｘｅｒ 子程序

挑选。
２􀆰 １　 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体的电镜观察

ＣＥＴＰ 和 ＨＤＬ 的混合溶液的透射电镜图像显

示，ＣＥＴＰ（香蕉状）和 ＨＤＬ（圆球状，直径 ～ ８５ ～ １１０
Å）混合物中可见大量的 ＣＥＴＰ 与 ＨＤＬ 绑定在一起

的二聚体结构［２０］。 并且该绑定结构似乎是通过

ＣＥＴＰ 的一端插入到 ＨＤＬ 中而形成的（图 １ａ）。 更

为重要的是，在电镜图像中几乎没有同一个 ＣＥＴＰ
两端各绑定一个 ＨＤＬ（即 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＨＤＬ）的现

象，说明 ＣＥＴＰ 只能有一端与 ＨＤＬ 绑定；长条状的

ＣＥＴＰ 与圆球状的 ＨＤＬ 绑定后，ＣＥＴＰ 表露在外的长

度约为 ７７ ± １０ Å，说明大约有 ４８ ± １０ Å 的 β 折叠

桶部分插入到了 ＨＤＬ 中［２０］；而 ＣＥＴＰ 晶体结构嵌入

ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体后，两者吻合度很高［２０］，表明了

ＣＥＴＰ 是通过一端和 ＨＤＬ 结合的。 ＣＥＴＰ 与 ＨＤＬ 的

这种结合方式，与先前认为 ＣＥＴＰ 侧面与 ＨＤＬ 结合

的观点［１６］有很大区别，从而也就预示了 ＣＥＴＰ 可能

有另一种功能机理。

图 １　 胆固醇酯转移蛋白和高密度脂蛋白，低密度脂蛋

白，极低密度脂蛋白，以及抗体 Ｈ３００ 复合体的优化负染

电镜图像［２０］ ：（ａ）ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体；（ｂ）ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 二

聚体；（ｃ）ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 二聚体；（ｄ）ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·Ｈ３００ 三

聚体；（ｅ）ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 三聚体；（ ｆ）ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ
三聚体；每组大图右下角的小图都是对应其左下角小图

的示意图；箭头指向 ＣＥＴＰ，标尺均为 １００ Å
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＥＴＰ ｗｉｔｈ ＨＤＬ， ＬＤＬ，
ＶＬＤＬ ｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｈ３００ ｂｙ ＯｐＮＳ⁃ＥＭ［２０］ ． （ａ） ＣＥＴＰ·ＨＤＬ
ｃｏｍｐｌｅｘ． （ ｂ） ＣＥＴＰ·ＬＤＬ ｃｏｍｐｌｅｘ． （ ｃ） ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ
ｃｏｍｐｌｅｘ． （ ｄ） ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·Ｈ３００ ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ． （ ｅ）
ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ． （ ｆ） ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ
ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ． Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｒｉｇｈｔ ｏｆ ｅａｃｈ
ｐａｎｅｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ
ｌｅｆｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｎｅｌ． ＣＥＴＰｓ ａｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ．
Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ， １００ Å．

２􀆰 ２　 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体三维结构重构

张磊等对 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体的三维重构使用

了已成熟应用的 ＦＲＥＡＬＩＧＮ、ＥＭＡＮ 与 ＳＰＩＤＥＲ 套

件［２０］。 其中，ＦＲＥＡＬＩＧＮ 套件的 ｃｔｆｆｉｎｄ３ 程序被用

来计算所有电镜图的欠焦与像散。 每张图片均经
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ＳＰＩＤＥＲ 相位修正。 为保证获得的蛋白颗粒图像的

质量并提高工作效率，电镜图片中的蛋白颗粒由

ＥＭＡＮ 套件的 ｂｏｘｅｒ 程序自动挑选后经人工筛选以

去除相互交叠或结构已被破坏的蛋白颗粒的图像。
所得的图像经 ＥＭＡＮ 套件的 ｒｅｆｉｎｅ２ｄ． ｐｙ 和 ｒｅｆｉｎｅ 程

序进行了二维图像分类分析和三维重构，得到了

ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体三维结构。
对大分子的三维渲染是快速分析与展示数据，

认知蛋白相互作用等生理过程的重要一环，目前广

泛应用的软件有 Ｃｈｉｍｅｒａ［２６］、ＰｙＭＯＬ［２７］、ＲａｓＭｏｌ［２８］

与 ＶＭＤ［２９］等［３０］。 由 ＵＣＳＦ 开发的 Ｃｈｉｍｅｒａ 三维渲

染效果极佳，可方便地产生用于发表的高质量图片，
但在渲染大尺寸的体系时对电脑硬件要求较高。
ＰｙＭＯＬ 与 ＲａｓＭｏｌ 的三维渲染能力也很优秀，但都

对分子轨迹文件的支持不佳，限制了它们在分子动

态过程的视频制作中的应用。 ＶＭＤ 可对大尺寸的

体系进行快速的渲染，支持主流的各种分子结构文

件格式，但在默认参数下的渲染效果不很理想。
图 ２ ［２０］是 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体三维结构重构图，

分辨率约为 １４ Å，使用 ＵＣＳＦ 的 Ｃｈｉｍｅｒａ 进行渲染。
从图 ２ａ 中可以看到，香蕉形的 ＣＥＴＰ 并不是完全垂

直于 ＨＤＬ 表面，而是以大约 ４５°倾角结合在球形

ＨＤＬ 的表面上。 得益于甲酸双氧铀染色剂的低颗

粒尺寸和高渗透性［１７，１８，３１ ～ ３５］，ＨＤＬ 内部的胆固醇酯

腔也可以被清晰地重构出来（图 ２ｂ）。 从二聚体三

维结构的截面图（图 ２ｃ）来看，球状高密度脂蛋白的

结构包括了一个约 ２０ Å 厚的高密度球壳以及一个

直径约为 ５５ Å 的低密度球腔，高密度的球壳部分正

好对应了载脂蛋白和单层磷脂的区域，低密度球腔

对应了内部的胆固醇酯腔。 另外， ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚

体中的 ＣＥＴＰ 有相当一部分是进入到了 ＨＤＬ 内部，
接触到 ＨＤＬ 的胆固醇酯核球腔部分（图 ２ｂ 和 ２ｃ），
并且 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体中外露的 ＣＥＴＰ 部分是尺寸

比较大的一端（Ｃ⁃端），提示我们 ＣＥＴＰ 是通过 Ｎ⁃端
与 ＨＤＬ 进行绑定结合的。
２􀆰 ３　 ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 和 ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 二聚体的电镜观察

优化负染电镜图像（图 １ｂ）显示，与 ＣＥＴＰ 和

ＨＤＬ 混合物结果类似，ＣＥＴＰ 和 ＬＤＬ（直径 ～ ２００ ～
２７０ Å）混合物中同样发现了大量的 ＣＥＴＰ 与 ＬＤＬ 绑

定在一起的二聚体结构，而且该绑定结构同样是通

过 ＣＥＴＰ 的一端插入到 ＬＤＬ 中而形成的，并且在电

镜图像中没有同一个 ＣＥＴＰ 两端各绑定一个 ＬＤＬ
（即 ＬＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ）的形态，说明 ＣＥＴＰ 同样只能

有一端与 ＬＤＬ 绑定；长条状的 ＣＥＴＰ 与圆球状的

图 ２ 　 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体三维结构重构［２０］ ：（ａ） ＣＥＴＰ·
ＨＤＬ 二聚体的三维密度图；（ ｂ） ＣＥＴＰ 晶体结构嵌入

ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体的三维密度图；（ｃ）ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体

三维结构的剖面图。模型使用 ＵＣＳＦ Ｃｈｉｍｅｒａ 进行三维渲

染［２６］ ；其中紫色是 ＣＥＴＰ 的晶体结构，箭头标示 ＣＥＴＰ 上

两个绑定磷脂的微孔的位置，标尺均为 ２０ Å
Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＥＴＰ·ＨＤＬ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｙ ＯｐＮＳ⁃ＥＭ［２０］ ． （ ａ） ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｍａｐ ｏｆ ＣＥＴＰ·ＨＤＬ ｃｏｍｐｌｅｘ． （ｂ） Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ＣＥＴＰ·ＨＤＬ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ｐｕｒｐｌｅ ＣＥＴＰ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． （ ｃ） Ｃｕｔ⁃ａｗａｙ
ｓｕｒｆａｃｅ ｖｉｅｗ ｏｆ ＣＥＴＰ·ＨＤＬ ｃｏｍｐｌｅｘ． ＣＥＴＰ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ． Ｉｔｓ ｔｗｏ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｒｅｓ ａｒｅ
ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ， ２０ Å

ＬＤＬ 绑定后表露在外的 ＣＥＴＰ 长度约为 １００ ± １０
Å［２０］，说明大约有 ２５ ± １０ Å 的 β 折叠桶部分进入到

了 ＬＤＬ 中。
和 ＬＤＬ 类似，ＣＥＴＰ 和 ＶＬＤＬ（直径 ～ ３７０ ～ ５７０

Å）混合溶液的优化负染电镜图像显示［２０］，混合物存

在大量的 ＣＥＴＰ 与 ＶＬＤＬ 绑定在一起的二聚体结构

（图 １ｃ），而且该绑定结构同样是通过 ＣＥＴＰ 的一端插

入到 ＶＬＤＬ 中而形成的，所有图像中也同样没有

ＶＬＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 的三聚体出现，说明 ＣＥＴＰ 同样也

只能有一端与 ＶＬＤＬ 绑定。 ＣＥＴＰ 在 ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 中

表露在外的长度约为１０５ ± １０ Å［２０］，说明 ＶＬＤＬ 中嵌

入的 ＣＥＴＰ 部分大约有 ２０ ±１０ Å 长。
２􀆰 ４　 结合位点标定

ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体三维结构重构结果与 ＣＥＴＰ
晶体结构的比较（图 ２）显示了 ＣＥＴＰ 似乎是通过其

Ｎ⁃端与 ＨＤＬ 结合的。 为了进一步验证这个结合位

点的位置，张磊等又引入了两种可以绑定 ＣＥＴＰ 不

同位点的抗体 Ｈ３００ 和 Ｎ１３ 来对 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体

中 ＣＥＴＰ 的端点进行标定［２０］。
ＣＥＴＰ 上对应于 Ｈ３００ 抗体的抗原位置处在

ＣＥＴＰ 的 １９４ ～ ４７６ 氨基酸处，包含了 ＣＥＴＰ 的中部

β 折叠区域和整个 Ｃ⁃端 β 折叠桶区域；Ｎ１３ 抗体的

抗原位置在 ＣＥＴＰ 的 １３１ ～ １４２ 氨基酸处，处于 Ｎ⁃端
β 折叠桶区域和中部 β 折叠区域的交界处。 因此通
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过将 Ｈ３００ 和 Ｎ１３ 抗体分别加入 ＣＥＴＰ 和 ＨＤＬ 混合

溶液并观察三聚体的电镜图像可得到 ＣＥＴＰ 与 ＨＤＬ
绑定位点的信息。

图 １ｄ 就是抗体 Ｈ３００ 结合实验的结果图。 从

图中可以看出，呈“Ｙ”字形的抗体 Ｈ３００ 与 ＣＥＴＰ·
ＨＤＬ 二聚体形成了许多三聚体，而且标定 Ｃ⁃端的

Ｈ３００ 抗体主要位于 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体中 ＣＥＴＰ 的

远端，说明 ＣＥＴＰ 是通过 Ｎ⁃端和 ＨＤＬ 结合的。
抗体 Ｎ１３ 结合实验的结果显示，同样呈“Ｙ”字

形的抗体 Ｎ１３ 与 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体形成了许多三

聚体［２０］。 与 Ｈ３００ 所不同的是，标定 Ｎ⁃端的 Ｎ１３ 抗

体主要位于 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体中 ＣＥＴＰ 的近端。 所

以 Ｎ１３ 抗体标定实验的结果再次说明，ＣＥＴＰ 是通

过其 Ｎ⁃端与 ＨＤＬ 进行结合的。
另外，将 ＣＥＴＰ 溶液和 Ｈ３００ 溶液混合培养后，

再加入 ＬＤＬ 溶液的电镜图像中几乎看不到 ＬＤＬ·
ＣＥＴＰ·Ｈ３００ 三聚体［２０］，说明 Ｃ⁃端绑定的 Ｈ３００ 阻止

了 ＣＥＴＰ 和 ＬＤＬ 的结合，也说明 ＣＥＴＰ 是通过 Ｃ⁃端
和 ＬＤＬ 结合的。 总之，以上实验表明，ＣＥＴＰ 是通过

其两端分别和 ＨＤＬ，ＬＤＬ 相结合的，其中 Ｎ⁃端结合

ＨＤＬ，Ｃ⁃端结合 ＬＤＬ。
２􀆰 ５　 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 和 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 三聚体

的电镜观察

电镜图像显示（图 １ｅ），ＨＤＬ，ＣＥＴＰ 和 ＬＤＬ 混合

溶液的样品中，大约有 ２５％ 的 ＬＤＬ 与 ＨＤＬ 和长条

状 ＣＥＴＰ 形成了 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 三聚体。此实验事

实说明，ＣＥＴＰ 可以作为一个“通道”把 ＨＤＬ 和 ＬＤＬ
连接起来，并且 ＣＥＴＰ 的 Ｎ⁃端与 ＨＤＬ 结合、Ｃ⁃端与

ＬＤＬ 结合。 同时，这些大量 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 三聚体

的发现，透露了 ＣＥＴＰ 和高密度脂蛋白、低密度脂蛋

白相互作用的机理。
类似的，ＨＤＬ，ＣＥＴＰ 和 ＶＬＤＬ 混合溶液优化负

染后的电镜图像显示（图 １ｆ），大约有 ３０％ 的 ＶＬＤＬ
形成了 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 三聚体，也同样说明了

ＣＥＴＰ 起到了连接 ＨＤＬ 和 ＶＬＤＬ 的“通道”作用；且
ＣＥＴＰ 的 Ｎ⁃端与 ＨＤＬ 结合，Ｃ⁃端与 ＶＬＤＬ 结合。
２􀆰 ６　 ＣＥＴＰ 活性验证

为了保证实验中 ＣＥＴＰ、ＨＤＬ 和 ＬＤＬ 等仍然具

有正常生物活性，张磊等进行了常温下 ＣＥＴＰ、ＨＤＬ
和 ＬＤＬ 三体反应实验［２０］。 如果所有蛋白成分的功

能正常，那 ＨＤＬ 中的胆固醇酯将会被 ＣＥＴＰ 以某种

方式转运给 ＬＤＬ，从而可能会造成 ＨＤＬ 颗粒尺寸的

变化。 所以可以通过测量 ＨＤＬ 的尺寸随时间的变

化来观察胆固醇酯的转移机制是否正常，即所有蛋

白的生物活性是否正常。
从 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 三体混合培养实验的结果

来看，ＨＤＬ 的尺寸随着时间显著变小，２４ ｈ 就几乎

看不到 ＨＤＬ，证明 ＨＤＬ 中的胆固醇酯在逐渐消失。
而在混合物中仅有 ＨＤＬ 和 ＬＤＬ，不含有 ＣＥＴＰ 的对

比实验中，ＨＤＬ 的尺寸并没有明显变化［２０］。
在以上两个实验中，ＬＤＬ 的尺寸几乎没有变化，

这应是因为 ＬＤＬ 的尺寸非常大（ＬＤＬ 直径约为 ＨＤＬ
直径的 ３ 倍，所以 ＬＤＬ 的体积为 ＨＤＬ 体积的近 ３０
倍），所以即使 ＨＤＬ 的体积全部贡献给 ＬＤＬ（按照

ＨＤＬ∶ ＬＤＬ ＝ ２ ∶ １的比例），ＬＤＬ 的体积改变也小于

７％ ，直径改变也小于 ３％ ，因而其尺寸变化是非常

不明显的。
在所有不含 ＣＥＴＰ 的实验中，ＨＤＬ 和 ＬＤＬ 的形

态不会随着时间发生任何明显变化；在所有二体培养

实验和单体培养实验中，各种脂蛋白和 ＣＥＴＰ 的形态

也不会发生明显变化；仅当 ＨＤＬ、ＣＥＴＰ 和 ＬＤＬ 三体

混合时，才会发生 ＨＤＬ 尺寸明显缩小的现象［２０］。

３　 生理溶液中 ＣＥＴＰ 结构特征的分子动力

学模拟分析

　 　 胆固醇酯转移蛋白 ＣＥＴＰ 的晶体结构可为我们

了解其脂转移功能机理提供重要线索［１６］。 但它是

结晶条件下的静态空间结构。 而脂分子转运是生理

条件下的动态过程，需要 ＣＥＴＰ 结构的动态调整并

考虑其与脂蛋白的相互作用。 研究人员在分析晶体

结 构 的 基 础 上， 分 别 利 用 ＮＡＭＤ２［３６］ 与

ＧＲＯＭＡＣＳ［２４］ 对生理溶液中 ＣＥＴＰ 的空间结构，
ＣＥＴＰ 与脂滴（脂蛋白简化模型）的相互作用进行了

全原子 ／粗粒化分子动力学模拟，并使用 ＶＭＤ［２９］ 与

Ｃｈｉｍｅｒａ［２６］等分析与三维渲染软件对模拟结果进行

了深入研究。
３􀆰 １　 结构柔性

结构柔性有利于 ＣＥＴＰ 在脂转移过程中的结构

调整。 在分子动力学模拟中，无论 ＣＥＴＰ 是单独存

在［３７］，还是通过内凹面与脂滴绑定［３８］，其在晶体结

构中柔性较强的 Ｃ⁃端远端（链 Ω１：Ｍｅｔ２８８⁃Ｇｌｎ３２０，
链 Ω２：Ｐｈｅ３５０⁃Ａｌａ３６０，链 Ω３：Ｌｙｓ３９２⁃Ｓｅｒ４０４） 与螺

旋 Ｘ（Ｇｌｕ４６５⁃Ｓｅｒ４７６）的 Ｃα 原子空间位置涨落幅度

大（图 ３ａ），表示它们在生理溶液中仍然非常柔软。
虽然 ＣＥＴＰ Ｎ⁃端远端在晶体结构中的刚性较

强［１６］，但当 ＣＥＴＰ 在生理溶液中时，空间位置涨落

幅度最大的 ３０％氨基酸位于此处，且集中分布于链

Ω４（Ｇｌｕ４６ ～ Ｖａｌ５５），链 Ω５（Ｇｌｙ１００ ～ Ｇｌｎ１１１）及链
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Ω６（Ｇｌｎ１５５ ～ Ｔｒｐ１６２） （图 ３ａ）。 此结果与对 ＣＥＴＰ
晶体结构的简正模式分析结果吻合得很好 （图

３ｂ） ［２０，３７］。 此外，ＣＥＴＰ 通过凹面与脂滴绑定后，两
远端仍非常柔软［３８］，进一步说明 Ｎ⁃端远端与 Ｃ⁃端

远端一样，本身都非常柔软；只是结晶后会因晶体的

空间限制而变硬［３９］。 分子动力学模拟中这些区域

的结构较其他区域的结构变化更大，说明结构柔性

的确有利于 ＣＥＴＰ 的结构调整。

图 ３　 ＣＥＴＰ 结构的分子动力学模拟分析［２０，３７］ ：（ａ）ＣＥＴＰ 在生理溶液中的结构柔性，ＣＥＴＰ 在生理溶液中的稳定结构（带状

模型）按 Ｃα 原子空间位置的均方根波动着色；（ｂ）ＣＥＴＰ 的理论结构柔性，ＣＥＴＰ 晶体结构（带状模型）根据简正模式分析得

到的温度因子着色；（ｃ）ＣＥＴＰ 晶体结构的内部腔（Ｃ１， Ｃ２， Ｃ３）与微孔（Ｐ１），Ｎ⁃端远端的两疏水链用橙色标示；（ｄ）ＣＥＴＰ 的

空腔与微孔在生理溶液中的存在概率；（ｅ）ＣＥＴＰ 晶体结构的内部腔可在一本征简正振动模式下（图 ｂ 箭头标示）连通为贯

穿 ＣＥＴＰ 的疏水通道（亲水：蓝色，疏水：橙色，横截面：绿色）；模型使用 ＵＣＳＦ Ｃｈｉｍｅｒａ 进行三维渲染［２６］

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ＣＥＴＰ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［２０，３７］ ． （ａ） Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＥＴＰ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．
Ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＥＴＰ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｒｉｂｂｏｎ ｍｏｄｅｌ） ｉｓ ｃｏｌｏｒｅｄ ｂｙ ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃα．
（ｂ） Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＥＴＰ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＥＴＰ （ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｒｉｂｂｏｎ ｍｏｄｅｌ） ｉｓ ｃｏｌｏｒｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． （ｃ） Ｃａｖｉｔｉｅｓ （Ｃ１， Ｃ２， Ｃ３） ａｎｄ ｐｏｒｅ （Ｐ１） ｉｎ ＣＥＴＰ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．
Ｔｈｅ ｔｗｏ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃｈａｉｎｓ ａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｉｓｔａｌ ｅｎｄ ａｒｅ ｃｏｌｏｒｅｄ ｏｒａｎｇｅ． （ ｄ） Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｐｏｒｅｓ ｏｆ ＣＥＴＰ ｉｎ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． （ｅ） Ａ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｔｕｎｎｅｌ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ （ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ： ｂｌｕｅ， ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ： ｏｒａｎｇｅ， ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ
ｐｌａｎｅ： ｇｒｅｅｎ） ｔｈｒｏｕｇｈ ＣＥＴＰ ｃａｎ ｂｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ＣＥＴＰ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｓｐｅｃｉａｌ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｄｅ
ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎ ｓｕｂｆｉｇｕｒｅ ｂ．

　 　 盐键在蛋白结构与功能的多个方面，如结构柔

性、热稳定性和分子识别等，发挥着重要作用［４０］。
虽然 ＣＥＴＰ 的带电氨基酸大致均匀的分布于表面，
在生理溶液中带电氨基酸间所形成的盐键却分布极

不均匀，主要集中于蛋白中部，即刚性强的区域［３７］。
几乎所有柔软区域都缺乏盐键。 盐键分布与结构柔

性的一致性，一方面提示我们盐键的确有利于 ＣＥＴＰ
结构的稳定并促进局部的刚性，是调控 ＣＥＴＰ 结构

柔性的重要因素；另一方面也进一步印证了生理条

件下 ＣＥＴＰ 的结构柔性特征。
３􀆰 ２　 疏水内腔与微孔

通过对 ＣＥＴＰ 晶体结构的分析，裘夏阳等发现

ＣＥＴＰ 内部除绑定脂分子的腔外，还存在一串空

腔［４１］（如图 ３ｃ）。 空腔 Ｃ１、Ｃ２ 与 Ｃ３ 的内壁几乎全

由疏 水 氨 基 酸 构 成 （ 分 别 占 １００％ ， ～ ９４％ 与

１００％ ），因此都高度疏水［３７］。 分子动力学模拟显示
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这些疏水内腔的中心区域在生理溶液中保持打开

（图 ３ｄ）。 疏水内腔 Ｃ１ 的体积基本保持在 ～ １２０
Å３。 在经一定程度的收缩后，疏水内腔 Ｃ２ 与 Ｃ３ 分

别稳定于 ～ １２０ Å３ 与 ～ ７０ Å３ ［３７］。 因此这些疏水内

腔可在生理溶液中稳定存在。
在 ＣＥＴＰ 晶体结构中，除靠近中部绑定磷脂的

两微孔外，还有一位于 Ｃ⁃端远端的微孔 Ｐ１（图 ３ｃ）。
此微孔在生理溶液中会受 Ｐｈｅ３０１ 侧链移动的影响

而被压缩［３７］，缩小近 ７０％ 且经常关闭（图 ３ｄ）。 与

此同时，因 Ｇｌｎ４１０ 侧链位置的调整［３７］，另一微孔 Ｐ２
在微孔 Ｐ１ 旁逐渐形成并与 ＣＥＴＰ 的脂绑定腔连通

（图 ３ｄ）。 其体积超过了晶态结构中的微孔 Ｐ１。
３􀆰 ３　 表面亲疏水性

对 ＣＥＴＰ 表面亲疏水性的了解有助于我们对其

与脂蛋白相互作用的研究。 ＣＥＴＰ 晶态结构的 Ｎ⁃端
远端有疏水链（Ａｌａ４８ ～ Ｌｅｕ５２，Ｔｒｐ１０５ ～ Ｉｌｅ１０９）暴露

于水环境 （图 ３ｃ），较 Ｃ⁃端远端更加疏水。 这使

ＣＥＴＰ 具有一定极性。
雷东升等发现，在生理溶液中稳定后，ＣＥＴＰ Ｎ⁃

端远端疏水链的溶剂可及表面积仅减小 ～ ４􀆰 ７％ ，而
邻近的疏水氨基酸 Ｔｒｐ１６２ 的溶剂可及表面积却显

著增大［３７］。 当 ＣＥＴＰ 通过凹面与脂滴绑定后，
Ｔｒｐ１６２ 仍处于水环境中［３８］。 Ｔｒｐ１０５，Ｔｒｐ１０６ 也暴露

在外，与水环境或脂滴的疏水层接触。 这说明 Ｎ⁃端
远端的疏水结构在生理条件下十分稳定，不是结晶

与高盐浓度环境带来的假象。
在生理溶液中，位于 ＣＥＴＰ Ｃ⁃端远端尤其链 Ω１ 的

亲水氨基酸的溶剂可及表面积显著增大 （至少

３０％）［３７］。 与此同时，微孔 Ｐ１ 开口处的疏水氨基酸

Ｐｈｅ３０１，Ｉｌｅ３０７ 和 Ｐｈｅ４０８ 的溶剂可及表面积则显著减

小，表明它们更加包埋于蛋白内部。 以上变化使 ＣＥＴＰ
的 Ｃ⁃端远端尤其是链Ω１ 的亲水性进一步提高。

４　 ＣＥＴＰ 作用机理———“通道”模型

裘夏阳等通过研究 ＣＥＴＰ 的晶体结构发现，在
ＣＥＴＰ 凹面中心附近存在着两个可以绑定磷脂的微

孔（图 ２ｃ 中黑色箭头所示），再加上 ＣＥＴＰ 的凹面的

曲率半径大约是 ５ ｎｍ，正好可以镶嵌在 ＨＤＬ 表面，
因此，裘夏阳等提出 ＣＥＴＰ 是通过“班车（ ｓｈｕｔｔｌｅ）”
模型转运胆固醇酯的［１６，４２］。 此模型中，ＣＥＴＰ 的凹

面分别与 ＨＤＬ 和 ＶＬＤＬ 表面结合，胆固醇酯从磷脂

绑定微孔进出，从而实现胆固醇酯从 ＨＤＬ 到 ＶＬＤＬ
的转移。

然而，从 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 三维重构结果来看 （图

２）：首先，ＣＥＴＰ 是以其 Ｎ⁃端进入 ＨＤＬ 从而完成结

合的；其次，当 ＣＥＴＰ 一端结合 ＨＤＬ 时，ＣＥＴＰ 靠近

中部的两个磷脂绑定微孔其实是在 ＨＤＬ 表面附近，
也就是暴露在外界水环境之下的；考虑到胆固醇酯

是疏水性的，所以，裘夏阳等发现的磷脂绑定微孔并

不一定是胆固醇酯进出的通道。 另外，ＣＥＴＰ 的凹

面的曲率只与 ＨＤＬ 契合，它需要通过潜在的结构调

整［１６］调节曲率以绑定尺寸比 ＨＤＬ 大的多的 ＬＤＬ 或

ＶＬＤＬ，但动力学模拟显示 ＣＥＴＰ 无论是在生理溶液

中，还是通过凹面绑定于脂滴，其中部的刚性都较

强［３７，３８］，难以通过猜测的结构调整改变曲率。
更进一步地，ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 和 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·

ＶＬＤＬ 三聚体电镜观察（图 １ｅ 和 １ｆ）说明，ＣＥＴＰ 可

以作为一个“通道”把 ＨＤＬ 和 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 连接起

来，并且 ＣＥＴＰ 的 Ｎ⁃端与 ＨＤＬ 结合、Ｃ⁃端与 ＬＤＬ 或

ＶＬＤＬ 结合。 更重要的是，从 ＣＥＴＰ 活性测试结果来

看，ＣＥＴＰ 是可以作为一个通道来实现胆固醇酯从

ＨＤＬ 到 ＬＤＬ 的转移的（图 ４）。
４􀆰 １　 通道模型

在 ＣＥＴＰ 与脂蛋白绑定结构的透射电镜观察与

ＣＥＴＰ 结构的分子动力学模拟分析结果基础上，张
磊等提出 ＣＥＴＰ 可以通过通道模型在脂蛋白间转移

脂分子［２０，４３］ （图 ４）。 首先，ＣＥＴＰ 与 ＨＤＬ 结合，将
Ｎ⁃端远端插入 ＨＤＬ 胆固醇酯核，形成 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ
二聚体。然后，此二聚体在运动中与 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ
相互作用，使 ＣＥＴＰ 的 Ｃ⁃端远端插入 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ
的表面，形成 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 或 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ
三聚体。随后，在与脂蛋白相互作用的驱动下，ＣＥＴＰ
柔软的两端进行结构调整，逐渐打开并与内部的疏

水腔连通为贯穿 ＣＥＴＰ 的通道。 最后，脂分子经贯

穿 ＣＥＴＰ 的疏水通道在脂蛋白间转移。
为转移脂分子，通道模型要求 ＣＥＴＰ 绑定于脂

蛋白，而不是像班车模型那样在脂蛋白间穿梭，这与

人体血浆中超过 ８０％ 的 ＣＥＴＰ 绑定于 ＨＤＬ［４４］ 的结

果吻合。 另外，将位于 ＣＥＴＰ 内部腔最狭窄处的氨

基酸置换为体积较大的色氨酸可显著抑制 ＣＥＴＰ 的

脂转移活性但容许胆固醇酯的绑定［１６］。 而 ＣＥＴＰ
抑制剂的绑定位点也正毗邻内部腔的最狭窄处［４５］。
这说明阻碍脂分子穿过 ＣＥＴＰ 的内部通道可抑制脂

分子转运，进一步支持了通道模型。
通道模型与螺旋 Ｘ 在脂转移过程中的重要作

用并不违背。 将位于 ＣＥＴＰ 凹面中心的螺旋 Ｘ 删除

可严重降低 ＣＥＴＰ 转移中性脂的活性［４６，４７］，因此人

们猜测此螺旋应协助 ＣＥＴＰ 与脂蛋白的结合，故
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图 ４　 ＣＥＴＰ 脂转移的通道模型［２０］ ：（１）ＣＥＴＰ 与 ＨＤＬ 结

合并将 Ｎ⁃端插入 ＨＤＬ 胆固醇酯核，形成 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二

聚体；（２）在 ＣＥＴＰ·ＨＤＬ 二聚体运动中，ＣＥＴＰ 的 Ｃ⁃端与

ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 相互作用并插入 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 表面，形成

ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 或 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 三聚体；（３）在与

脂蛋白的作用下，ＣＥＴＰ 柔软的两远端进行结构调整，逐
渐打开，并与 ＣＥＴＰ 内的疏水内腔连通为贯穿 ＣＥＴＰ 的通

道，介导胆固醇酯从 ＨＤＬ 到 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 的转移；（４）
胆固醇酯转移完成后，三聚体解体。 ＣＥＴＰ 进入下一轮

的脂转移

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｔｕｎｎｅｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｎｅｕｔｒａｌ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｂｙ
ＣＥＴＰ［２０］ ． （ １ ） ＣＥＴＰ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＨＤＬ ａｎｄ
ｐｅｎｅｔｒａｔｅｓ ｉｔｓ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ β⁃ｂａｒｒｅｌ ｄｏｍａｉｎ ｉｎｔｏ ＨＤＬ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｃｏｒｅ， ｆｏｒｍｉｎｇ ＣＥＴＰ·ＨＤＬ ｃｏｍｐｌｅｘ． （２）
ＣＥＴＰ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ β⁃ｂａｒｒｅｌ ｄｏｍａｉｎ ｐｅｎｅｔｒａｔｅｓ ｉｎｔｏ ａ ＬＤＬ ｏｒ
ＶＬＤＬ ｓｕｒｆａｃｅ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａ ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ ｏｒ ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·
ＶＬＤＬ ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ． （３） Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｔｒｉｇｇｅｒ ｔｈｅ ｔｗｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＣＥＴＰ β⁃ｂａｒｒｅｌ ｄｏｍａｉｎｓ， ｏｐｅｎｉｎｇ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｄｉｓｔａｌ ｅｎｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃａｖｉｔｉｅｓ ｉｎｔｏ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ， ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｕｎｎｅｌ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＣＥＴＰ． Ｔｈｉｓ ｔｕｎｎｅｌ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｃｏｎｄｕｉｔ， ｍｅｄｉａｔｉｎｇ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｆｒｏｍ ＨＤＬ ｔｏ ＬＤＬ ｏｒ ＶＬＤＬ． （４）
Ｕｐｏｎ ｆｉｎｉｓｈｉｎｇ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ｔｈｅ ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｄｉｓｓｅｍｂｌｅｓ， ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ＣＥＴＰ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ．

ＣＥＴＰ 是通过凹面绑定脂蛋白的［１６］。 而电镜结果显

示 ＣＥＴＰ 是以 ４５°倾角结合在球形 ＨＤＬ 上的，且 Ｎ⁃
端插入深度达到 ～ ４８ Å，此时距离 Ｎ⁃端远端 ～ ５０ Å
的螺旋 Ｘ 仍可与脂蛋白相互作用［４８］。
４􀆰 ２　 ＣＥＴＰ 与脂蛋白的绑定

鉴于 ＣＥＴＰ 可在无载脂蛋白的脂质体间转运脂

分子［４９］，脂蛋白表面的脂质层与 ＣＥＴＰ 间非特异性的

亲疏水相互作用可能是影响两者绑定的首要因素。
ＣＥＴＰ Ｎ⁃端远端在生理溶液中保持疏水，倾向于

与脂蛋白疏水部分结合。 且 Ｎ⁃端尺寸较 Ｃ⁃端小，呈

锥状，便于插入脂蛋白。 这就解释了为什么Ｎ 端可插

入ＨＤＬ 的疏水胆固醇酯核。 此猜测也与Ｎ⁃端远端的

疏水链对 ＣＥＴＰ 与磷脂转移蛋白（与 ＣＥＴＰ 结构同

源）的脂转移活性的重要作用吻合。 将位于 Ｎ⁃端远

端的疏水氨基酸 Ａｌａ４８ 置换为荷电氨基酸可强烈抑

制 ＣＥＴＰ 的脂转移活性［５０］。 而将磷脂转移蛋白上对

应 ＣＥＴＰ Ｎ⁃端远端疏水链的疏水氨基酸 （Ｔｒｐ９１，
Ｐｈｅ９２ 和 Ｐｈｅ９３）突变后，磷脂转移蛋白的活性将降低

约 ６０％ ［５１］。 此外，Ａｐｏｌｉｐｏｐｈｏｒｉｎ Ⅲ蛋白具有与 ＣＥＴＰ
Ｎ⁃端远端疏水链类似的链结构［５２］，而这些链结构在

识别脂蛋白过程中发挥作用［５３］。 最后，虽然在

Ｋｏｉｖｕｎｉｅｍｉ 等的模拟中，ＣＥＴＰ 是通过凹面而不是 Ｎ⁃
端远端与脂滴绑定，位于此远端的 Ｔｒｐ１０５ 与 Ｔｒｐ１０６
仍可与脂滴内的疏水层接触［３８］，印证了 Ｎ⁃端远端的

疏水链在 ＣＥＴＰ 与脂蛋白绑定中的潜在作用。
ＣＥＴＰ Ｃ⁃端远端较 Ｎ 端更加亲水，无法与疏水

的脂蛋白核心形成稳定的相互作用。 相反的，它更

加趋向于与脂蛋白表面磷脂层的亲水部分结合。 此

外，Ｃ⁃端尺寸较 Ｎ⁃端大且呈柱形，不利于插入脂蛋

白内部。 这与 ＣＥＴＰ 将 Ｃ 端仅插入 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ ～
２０ Å，即表面磷脂层的结果相吻合。

考虑到 ＣＥＴＰ 两端会选择性地绑定不同种类的

脂蛋白，且绑定方式（如插入深度）存在显著差异，
除了非特异性的亲疏水作用外，应有其他因素调节

ＣＥＴＰ 与脂蛋白的绑定。 首先，脂蛋白的表面结构存

在差异。 因 ＨＤＬ 尺寸较 ＬＤＬ 与 ＶＬＤＬ 小，其表面磷

脂分子头部的间距更大，有利于 ＣＥＴＰ 插入内部疏水

区［４８］。 同时，ＣＥＴＰ 的插入将提高脂蛋白，特别是尺

寸较小的 ＨＤＬ 的表面张力，这不利于尺寸较大且呈

柱状的 Ｃ⁃端插入脂蛋白（特别是 ＨＤＬ）内部，可能是

促使 ＣＥＴＰ 两端选择性绑定不同种类脂蛋白的重要

原因。 其次，脂蛋白表面的电性等特征存在差异。 通

过乙酰化载脂蛋白的赖氨酸或添加荷负电脂肪酸都

可提高胆固醇酯受体 ＬＤＬ 表面的负电荷数，增强

ＣＥＴＰ 与 ＬＤＬ 的 绑 定， 改 变 ＣＥＴＰ 的 脂 转 移 活

性［５４，５５］。 再次，脂蛋白的载脂蛋白（ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ａｐｏ）存在差异。 ＨＤＬ 内载脂蛋白主要为 ａｐｏＡ⁃Ⅰ与

ａｐｏＡ⁃Ⅱ，ＬＤＬ 与 ＶＬＤＬ 则还包含 ａｐｏＢ，ａｐｏＥ 等多种

载脂蛋白。 一些载脂单白对 ＣＥＴＰ 的功能有特定的

调节作用，如 ａｐｏＣ⁃Ｉ 在体内与体外实验中都抑制

ＣＥＴＰ 的脂转移活性［５６，５７］。
４􀆰 ３　 通道的形成

ＣＥＴＰ 晶体结构中存在一串疏水空腔（图 ３ｃ）。
它们可在生理溶液中稳定存在，因此并不是结晶带
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来的假象。 简正模式分析显示 ＣＥＴＰ 的晶体结构沿

长轴方向旋转仅 １５°后（图 ３ｂ），所有的内部疏水腔

将会联结成一个约 １２０ Å 长，５ ～ １５ Å 宽的疏水连

续通道（图 ３ｅ） ［２０］，证实了通道模型的存在性。
ＣＥＴＰ 绑定脂蛋白时，靠近中部的两磷脂绑定

微孔均暴露于脂蛋白表面外的水环境，因此并不一

定是胆固醇酯进出的开口。 考虑到 ＣＥＴＰ 两端插入

脂蛋白，且 ＣＥＴＰ 内部可形成贯穿的疏水通道，插入

脂蛋白的两远端可能是脂分子进出的潜在开口。
ＣＥＴＰ 两远端在晶体结构中处于关闭状态，必

须通过大尺度的结构调整才能打开。 虽然晶体结构

的 Ｎ⁃端远端刚性较强，但在脱离晶格约束后，ＣＥＴＰ
两远端都因缺乏盐键的稳定作用而十分柔软。 因此

ＣＥＴＰ 两远端可在与脂蛋白的绑定过程中进行必要

的大尺度构象调整，打开并传输脂分子。
虽然没有考虑 ＣＥＴＰ 与脂蛋白的相互作用，在

生理溶液中的分子动力学模拟显示 ＣＥＴＰ Ｃ⁃端远端

的微孔可产生与消亡，印证了柔软的两端可进行大

尺度的结构调整而改变疏水通道的位置与尺寸，乃
至在与脂蛋白的作用下完全打开的猜测。
４􀆰 ４　 脂分子传输

当 ＣＥＴＰ 内部的疏水通道形成后，脂分子经

ＣＥＴＰ 内部通道传输，特别是胆固醇酯分子的定向

转运可由多种因素调控：（１）脂蛋白间脂分子的浓

度差。 ＨＤＬ 与 ＬＤＬ 核富含胆固醇酯而 ＶＬＤＬ 核富

含甘油三酯，这可促进胆固醇酯的定向转移；（２）脂
蛋白内部压强的差异。 与 ＬＤＬ 和 ＶＬＤＬ 相比，ＨＤＬ
尺寸更小，可具有更高的内压强，促进脂分子从

ＨＤＬ 到 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 的定向传输；（３）ＣＥＴＰ 内部通

道的疏水性沿通道的变化，可能有利于疏水的胆固

醇酯从 Ｎ⁃端向 Ｃ⁃端的定向传输［２０］；（４）脂分子在脂

蛋白内化学能的差异。 ＨＤＬ 内胆固醇酯排列更加

有序，趋于向分子排列更加无序的 ＬＤＬ 和 ＶＬＤＬ 核

转移［４８］。

５　 结论与展望

在胆固醇酯转移蛋白 ＣＥＴＰ 晶体结构解析后，
对 ＣＥＴＰ 在脂转移过程中结构与功能的研究发展迅

速。 对 ＣＥＴＰ 与脂蛋白绑定的高分辨透射电子显微

研究，确定了 ＣＥＴＰ 可通过 Ｎ⁃端和 ＨＤＬ 结合，Ｃ⁃端
与 ＬＤＬ 或 ＶＬＤＬ 结合，从而形成 ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＬＤＬ 和

ＨＤＬ·ＣＥＴＰ·ＶＬＤＬ 三聚体，并介导胆固醇酯从 ＨＤＬ
向 ＬＤＬ 的转运。 这说明 ＣＥＴＰ 可能作为一个“通

道”在脂蛋白间传递胆固醇酯。

对 ＣＥＴＰ 晶体，生理溶液中及与脂滴绑定状态

下的结构分析显示 ＣＥＴＰ 内部拥有一串疏水空腔；
它们可通过蛋白的结构调整连通为贯穿 ＣＥＴＰ 的通

道；而 ＣＥＴＰ 两端柔性较强，允许其进行大尺度的结

构调整甚至打开；ＣＥＴＰ Ｎ⁃端远端的疏水链保持表

露在外，也与 ＣＥＴＰ 将 Ｎ 端插入 ＨＤＬ 疏水的胆固醇

酯核的电镜结果相吻合。 这些结果都进一步印证了

通道模型的存在性。
大量的电镜图像事实与分子动力学模拟预测都

说明“通道”传输机制是 ＣＥＴＰ 与脂蛋白作用的一个

非常有说服力的模型。 为彻底揭示 ＣＥＴＰ 脂转移功

能，今后可在该模型的可行性（即 ＣＥＴＰ 的内部通道

是否足以令一个胆固醇酯分子顺利通过）和驱动力

（即 ＣＥＴＰ 为何要发生形变，以及在何种作用力驱动

下，胆固醇酯分子会从高密度脂蛋白一端传递到低

密度脂蛋白一端）等方面展开更为细致的工作。
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