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成纤维细胞生长因子 21 对载脂蛋白 E 基因敲除小鼠
动脉粥样硬化病变中内质网应激诱导的凋亡的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨成纤维细胞生长因子 21(FGF鄄21)对载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠主动脉中内质网

应激诱导的凋亡的影响。 方法摇 将 24 只 ApoE - / - 小鼠随机分为动脉粥样硬化模型组(简称模型组)和 FGF鄄21 组

(n = 12),另选 12 只 C57BL / 6J 小鼠作为正常对照组,三组小鼠都给予高胆固醇饮食 4 周,同时 FGF鄄21 组皮下给予

FGF鄄21[0郾 1 mg / (kg·d)]4 周,而模型组和正常对照组给予等量生理盐水。 4 周后处死小鼠进行主动脉病理学检

测,观察斑块面积,采用放射免疫法检测血浆中 FGF鄄21 的水平,采用免疫组织化学染色和 Western Blot 检测主动脉

成纤维细胞生长因子受体 1(FGFR鄄1)的表达水平,采用 Tunel 染色检测主动脉斑块中的细胞凋亡水平,采用 West鄄
ern Blot 检测主动脉中剪切后 Caspase鄄12 和 C / EBP 同源蛋白(CHOP)的表达水平。 结果摇 与正常对照组比较,模型

组血浆中的 FGF鄄21 水平及主动脉中 FGFR1 蛋白表达显著升高 (P < 0郾 05),模型组主动脉根部斑块面积、细胞凋

亡数量、剪切后 Caspase鄄12 及 CHOP 蛋白的表达水平增加(P < 0郾 05);与模型组比较,FGF鄄21 组主动脉根部斑块面

积、细胞凋亡数量、剪切后 Caspase鄄12 及 CHOP 蛋白的表达水平减少(P < 0郾 05)。 结论摇 FGF鄄21 可能通过抑制剪

切后 Caspase鄄12 及 CHOP 相关促凋亡蛋白表达,抑制 ApoE - / - 小鼠主动脉斑块病变中细胞的凋亡及斑块进展。
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Effect of Fibroblast Growth Factor鄄21 on Endoplasmic Reticulum Stress鄄induced Ap鄄
optosis in Aorta of Apolipoprotein E鄄Knockout Mice
WU Xi, ZHAO Dong鄄Hui, FAN Qian, CHENG Shu鄄Juan, ZHANG Ming, PENG Hong鄄Yu, and LIU Jing鄄Hua
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of fibroblast growth factor鄄21 (FGF鄄21) on endoplasmic reticulum
stress鄄induced apoptosis in aorta of ApoE - / - mice. 摇 摇 Methods 摇 Twenty鄄four male ApoE - / - mice and twelve male
C57BL / 6J mice were divided into three groups: Control group(n = 12), atherosclerosis group (n = 12) maintained high fat
diet with vehicle administration subcutaneously for 4 weeks, and FGF鄄21 treatment group(n = 12): the same fat diet with
FGF鄄21 administration subcutaneously[0郾 1 mg / (kg·d)] for 4 weeks. 摇 At the end of the study, all mice were sacrificed
to detect the plasma FGF鄄21 levels, histopathological changes and apoptotic rate in aorta, fibroblast growth factor receptor鄄
1 (FGFR鄄1), cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase鄄12 (Caspase鄄12) and C / EBP homologous protein (CHOP)
expression of the aortas. 摇 摇 Results摇 Compared with control group, atherosclerosis group fed with a high鄄fat diet showed
upregulated levels of FGF鄄21 in plasma and FGFR鄄1 protein expression in aorta,and the plaque area, apoptotic rate,
cleaved Caspase鄄12 and CHOP protein expression in aortas were significantly increased (P < 0郾 05). 摇 Compared with ath鄄
erosclerosis group, FGF鄄21 group showed less plaque area, apoptotic rate, cleaved Caspase鄄12 and CHOP protein expres鄄
sion in aortas (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 FGF鄄21 can inhibit apoptosis and atherosclerosis possibly by inhibiting ex鄄
pression of pro鄄apoptotic proteins like cleaved Caspase鄄12 and CHOP in atherosclerotic aorta of ApoE - / - mice.
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摇 摇 动脉粥样硬化是冠心病的主要病因,病变进展

过程中可并发斑块破裂及血栓形成,导致急性心肌

梗死及卒中[1]。 大量证据表明,除了氧化应激和炎

症等因素,内质网应激也在动脉粥样硬化及斑块破

裂中发挥了重要的作用[2]。 慢性内质网应激通过

改变肝脏脂质代谢和胰岛 茁 细胞功能,影响动脉粥

样硬化系统性危险因素,且这种促动脉粥样硬化作

用在合并肥胖、胰岛素抵抗及糖尿病等情况下会更

加明显[3]。 因此,针对内质网应激的治疗有可能成

为抗动脉粥样硬化治疗手段之一。 成纤维细胞生

长因子 21( fibroblast growth factor鄄21,FGF鄄21)是近

年来新发现的激素样成纤维细胞生长因子 19 亚家

族成员,具有包括调节糖脂代谢紊乱在内等多种生

理作用[4]。 研究表明,FGF鄄21 可以抑制胰岛 茁 细胞

凋亡,还可以减少缺血再灌注时心肌细胞的损伤及

凋亡[5,6]。 此外,FGF鄄21 可能通过线粒体及内质网

应激相关通路拮抗糖尿病诱导的小鼠睾丸细胞凋

亡[7]。 目前,FGF鄄21 对动脉粥样硬化血管壁细胞的

凋亡及斑块病变的影响尚不明确。 本研究采用动

脉粥样硬化小鼠模型,观察 FGF鄄21 在 ApoE - / - 小鼠

血浆中的表达及外源性 FGF鄄21 对斑块病变处细胞

凋亡的影响,进一步探讨其拮抗血管壁细胞凋亡和

动脉粥样硬化的机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 16 周龄雄性 ApoE - / - 小鼠及雄性 C57BL / 6J 小

鼠购于北京维通利华实验动物技术有限公司。 电

泳仪及转膜系统(北京市六一仪器厂);低温超速离

心机(美国 Therm 公司);恒温水浴箱(北京);倒置

荧光显微镜和冰冻切片机(德国徕卡公司);ECL 化

学发光试剂盒(北京普利莱技术公司);X 光胶片

(美国 Kodak 公司);FGF鄄21 (美国 Phoenix 公司);
微容量渗透泵(Alzet model 2006,加拿大 DURECT
公司);油红 O(美国 Sigma 公司);FGF鄄21 放射免疫

试剂盒(北京华英生物技术研究所);Tunel 细胞凋

亡检测试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司);
成纤维细胞生长因子受体 1( fibroblast growth factor
receptor鄄1,FGFR鄄1)、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶 ( cysteinyl aspartate specific proteinase, Caspase鄄
12)、C / EBP 同源蛋白(C / EBP homologous protein,
CHOP)及兔抗鼠多克隆抗体(英国 Abcam 公司);鼠
抗鄄actin (美国 Santa Cruz 公司);羊抗鼠(二抗)和

羊抗兔(二抗)(美国 Jackson Immuno Research 实验

室)。
1郾 2摇 动脉粥样硬化小鼠模型的建立和 FGF鄄21 干预

16 周龄雄性 ApoE - / - 小鼠及雄性 C57BL / 6J 小

鼠给予普通饲料喂养适应 1 周。 1 周后将 24 只

ApoE - / - 小鼠随机分为动脉粥样硬化模型组(简称

模型组)和 FGF鄄21 组(n = 12),12 只 C57BL / 6J 小

鼠作为正常对照组。 FGF鄄21 组给予 FGF鄄21 [0郾 1
mg / (kg·d],采用皮下置入微渗透泵给药,其余两

组给予等量生理盐水。 所有小鼠同时给予高脂饲

料 (16% 猪油 + 1郾 25% 胆固醇 + 0郾 5% 胆酸钠 +
82郾 25%普通饲料) 喂养 4 周,饮水不限。 4 周后处

死小鼠,检测血浆中 FGF鄄21 水平,解剖分离主动

脉,部分用于冰冻切片及油红 O 染色,部分主动脉

置 - 80益冰箱冻存待实行 Western Blot 检测。
1郾 3摇 放射免疫法检测 FGF鄄21 水平

小鼠麻醉后眶后采血,离心收集血浆,并按照

FGF鄄21 放射免疫试剂盒说明书检测血浆中 FGF鄄
21,由北京华英生物技术研究所检测。
1郾 4摇 主动脉油红 O 染色

将主动脉从主动脉弓到髂主动脉分叉完整游离

下来,剖开固定在黑蜡块上,并用 4%多聚甲醛固定

半小时。 0郾 5 g 油红 O 粉末溶解于 100 mL 98%异丙

醇中,制成油红 O 母液储存备用;配制工作液时取油

红 O 母液按 6颐 4 比例加入蒸馏水稀释,并用滤纸过滤

后使用。 血管在固定液中固定以后,用 PBS 液漂洗,
在油红 O 工作液中浸染半小时,然后血管用 70%酒

精漂洗干净,在日光灯下观察并用数码相机照相。 采

用 Image鄄ProPlus 6郾 0 软件分析斑块面积。
1郾 5摇 血管组织 Tunel 染色

取血管组织石蜡切片,Tunel 染色原位标记凋

亡细胞核。 切片常规脱蜡入水。 4% 甲醛溶液室温

固定 15 min,20 mg / L 蛋白酶 K 室温下消化 15 min。
加 100 滋L 平衡缓冲液室温平衡 10 min。 加入 100
滋L TdT 工作液 37益湿盒孵育 1 h。 2 伊 SSC 溶液洗

涤 15 min 终止反应。 Streptavidin HRP 工作液室温

孵育 30 min。 DAB 显色。 PBS 液洗涤 3 次,苏木素

复染。 分化,返蓝。 切片脱水,二甲苯透明,树脂封

片。 阳性细胞可见胞核裂解,胞质中充满棕黄色物

质,正常细胞核染为蓝色。 高倍镜( 放大 400 倍)观
察并计数凋亡细胞比例。 每组小鼠观察 4 张切片,
观察 3 个视野,取均值。
1郾 6摇 Western Blot 法检测 FGFR鄄1 及内质网应激促

凋亡通路相关蛋白

从 - 80益 冰箱取出主动脉,放入研钵中,按 1
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mg 组织加入 10 滋L 裂解液( 含终浓度为 1 mmol / L
的 PMSF) 裂解组织,收集裂解后的组织液在 4益
下, 8000 r / min 离心 15 min,使用考马斯亮蓝法检

测蛋白浓度。 常规电泳、转膜、封闭后结合相应的

FGFR鄄1、Caspase鄄12 及 CHOP 抗体,内参 茁鄄actin,4益
孵育过夜,TBST 洗膜,结合相应的辣根过氧化物酶

标二抗。 用化学发光试剂盒(ECL)与 NC 膜共孵育

后,将膜与光片放入暗盒内曝光,显影后再定影扫

描胶片,用 Image J 软件分析条带光密度值。 以目的

条带与内参的光密度比值评估蛋白表达水平。
1郾 7摇 统计学方法

采用 GraphPad 5郾 0 软件进行统计分析。 计量

资料以x 依 s 表示,采用单因素方差分析,组间比较

采用 t 检验。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 小鼠血浆中 FGF鄄21 及主动脉中 FGFR鄄1 的表

达水平

放射性免疫结果显示,给予高脂饮食喂养 4 周

后,与正常对照组小鼠相比,模型组小鼠血浆中

FGF鄄21 水平明显升高(P < 0郾 05;表 1),表明 FGF鄄
21 可以由组织分泌进入循环中,很有可能参与小鼠

动脉粥样硬化病程。 与正常对照组小鼠相比,模型

组主动脉中 FGFR鄄1 的蛋白表达明显升高 (P <
0郾 05;表 1 和图 1),提示 FGFR鄄1 可能代偿性的被激

活,并在动脉粥样硬化中发挥作用。

2郾 2摇 FGF鄄21 对动脉粥样硬化斑块的影响

油红 O 染色结果显示,喂养至 21 周时,正常对

照组小鼠主动脉血管内膜光滑,内皮完整,未见动

脉粥样硬化斑块形成,模型组主动脉可见明显增厚

的内膜中膜,基底膜破坏,脂质沉积明显,可见混合

斑块,有坏死区域(图 2)。 FGF鄄21 组内膜病变较模

型组明显减轻。 正常对照组斑块面积为 0,模型组

斑块面积为 472800 依 106245 滋m2,FGF鄄21 组斑块面

积较模型组显著减少(P < 0郾 05;表 2)。

表 1.小鼠血浆中 FGF鄄21 及主动脉中 FGFR鄄1 蛋白表达水

平(x 依 s)
Table 1. Plasma levels of FGF鄄21 and protein expression of
FGFR鄄1 in aorta of ApoE - / - mice(x 依 s)

分摇 组
FGF鄄21

(滋g / L)(n = 10)
FGFR鄄1 蛋白

(n = 4)
正常对照组 2郾 07 依 0郾 83 0郾 30 依 0郾 11
模型组 2郾 73 依 0郾 46a 0郾 73 依 0郾 14a

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较。

图 1. 小鼠主动脉中 FGFR鄄1 蛋白表达水平(n = 4) 摇 摇 1 为

正常对照组,2 为模型组。

Figure 1. Expression of FGFR鄄1 protein in aorta by West鄄
ern Blot(n = 4)

图 2. FGF鄄21 对脂质斑块形成的影响摇 摇 A 为正常对照组,B 为模型组,C 为 FGF鄄21 组。

Figure 2. Effect of FGF鄄21 on the plaque formation

2郾 3摇 FGF鄄21 对小鼠主动脉细胞凋亡水平的影响

Tunel 染色后,血管壁可见胞核碎裂,呈棕褐色

颗粒的细胞即为凋亡细胞。 正常对照组血管壁凋

亡细胞较少,模型组凋亡率较正常对照组显著增

加,FGF鄄21 组凋亡率则较模型组明显降低 ( P <

0郾 05;图 3 和表 2)。
2郾 4摇 FGF鄄21 对主动脉剪切 Caspase鄄12 及 CHOP 蛋

白表达的影响

与正常对照组相比,模型组主动脉中内质网应

激促凋亡相关蛋白剪切后 Caspase鄄12 及 CHOP 表达
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明显增加(P < 0郾 05);与模型组相比,FGF鄄21 组主

动脉中内质网应激促凋亡相关蛋白剪切后 Caspase鄄
12 及 CHOP 蛋白表达明显减少(P < 0郾 05;图 4 和表

3)。

图 3. FGF鄄21 对小鼠主动脉壁细胞凋亡的影响摇 摇 A 为正常对照组,B 为模型组,C 为 FGF鄄21 组。

Figure 3. Effects of FGF鄄21 on cell apoptosis of aorta

表 2. FGF鄄21 对斑块面积及主动脉壁细胞凋亡的影响(x 依 s)
Table 2. Effects of FGF鄄21 on apoptosis rate and plaque ar鄄
ea(x 依 s)

分摇 组 斑块面积(滋m2)(n = 9) 凋亡率(n = 4)

正常对照组 0 18. 77% 依 1. 31%

模型组 472800 依 106245a 58. 01% 依 3. 38% a

FGF鄄21 组 303902 依 114162b 49. 30% 依 3. 15% b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。

图 4. FGF鄄21 对小鼠主动脉中剪切 Caspase鄄12 及 CHOP 蛋

白表达的影响摇 摇 1 为正常对照组,2 为模型组,3 为 FGF鄄21 组。

Figure 4. Effects of FGF鄄21 on expression of cleaved
Caspase鄄12 and CHOP in aorta

表 3. FGF鄄21 对主动脉中剪切 Caspase鄄12 及 CHOP 蛋白表

达的影响(x 依 s,n = 4)

Table 3. Effect of FGF鄄21 on expression of cleaved Caspase鄄

12 and CHOP in aorta(x 依 s,n = 4)

分摇 组 剪切 Caspase鄄12 蛋白 CHOP 蛋白

正常对照组 0. 21 依 0. 07 0. 26 依 0. 12

模型组 0. 42 依 0. 02a 1. 23 依 0. 13a

FGF鄄21 组 0. 25 依 0. 07b 0. 90 依 0. 10b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。

3摇 讨摇 论

内质网应激在早期是一种保护性反应,当应激

持续存在时,会转为促凋亡的反应[3]。 大量证据表

明,从动脉粥样硬化的起始病变到斑块晚期,内质

网应激都在其中发挥了重要的作用。 内质网应激

从多个方面参与动脉粥样硬化进程:内质网应激可

以激活免疫反应;与炎症介质和活性氧的产生相

关;内质网应激与斑块内细胞凋亡相关,且不仅局

限于巨噬细胞[2]。 动脉粥样硬化进程中,凋亡调控

失常可以引起血管形态、血管壁结构稳定性和代谢

的异常。 内皮细胞和巨噬细胞等发生内质网应激

是其凋亡的重要原因之一。 内皮细胞凋亡增加是

动脉粥样硬化病变的起始,而巨噬细胞凋亡促进坏

死核的形成[8]。 斑块中细胞大量凋亡不仅直接造

成脂质中细胞数量的减少,而由于巨噬细胞源性泡

沫细胞凋亡后形成的凋亡物质难以清除,将造成继

发性坏死和炎症反应[9]。
FGF鄄21 由 Nishimura 等在 2000 年从鼠胚胎中

分离得到,主要在肝脏、骨骼肌及胰腺等组织中合

成,而我们实验室在大鼠心肌微血管内皮细胞也发

现 FGF鄄21 的 mRNA 表达[10]。 FGF鄄21 通过激活

Erk1 / 2 和 Akt 通路,改善胰腺细胞功能和生存

率[5]。 在心肌组织, FGF鄄21 能通过激活 FGFR1鄄
PI3K鄄Akt1 通路减少心肌凋亡及梗死范围[6]。 研究

表明,内源性 Akt 和 Erk1 / 2 的激活在抵抗内质网应

激诱导的凋亡中发挥了关键的作用[11]。 我们的前

期研究发现,过氧化体增殖物激活型受体 琢 激动剂

可以促进 FGF鄄21 表达并拮抗内皮细胞凋亡[12]。 在

脂多糖诱导的脓毒血症小鼠,FGF鄄21 被刺激产生并

可以减弱毒性反应[13]。 本研究中,与正常对照组小

鼠相比,ApoE - / - 小鼠血浆中的 FGF鄄21 水平明显升
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高,在 ApoE - / - 小鼠主动脉中,FGFR鄄1 的表达上调,
提示 FGF鄄21 有可能作为一种内源性的保护因子得

到上调。 此外,外源性给予 FGF鄄21 减轻动脉粥样

硬化病变,提示 FGF鄄21 可能通过激活其受体及其

下游通路发挥抗动脉粥样硬化作用。
细胞凋亡是机体细胞在正常生理或病理状态

下发生的一种主动、高度有序、一系列酶参与的程

序化死亡过程,以细胞膜皱缩、细胞膜起泡和染色

质凝集为特征。 因为凋亡受到一系列细胞内生化

反应的严格调控,所以控制处理这一过程有可能治

疗包括心血管疾病和神经退化性疾病在内的不少

疾病状态。 为了探究主动脉壁中细胞凋亡减少的

相关机制,我们检测了内质网应激通路相关蛋白表

达。 本实验结果显示,FGF鄄21 能够抑制血管中剪切

Caspase鄄12 和 CHOP 蛋白表达。 Caspases 属于半胱

氨酸激酶家族,它们是程序性细胞死亡的重要调节

因子,而且 Caspase鄄12 只在内质网应激通路中被激

活[14]。 CHOP 在内质网应激诱导的凋亡中发挥关

键性的作用,CHOP 基因敲除小鼠发生内质网应激

时,凋亡是减少的[15]。 长期上调的 CHOP 蛋白可通

过作用于细胞内钙代谢或引起 Bcl 家族成员改变而

诱发凋亡[16]。
综上所述,本实验证实内源性 FGF鄄21 及其受

体在动脉粥样硬化小鼠中表达上调,外源性给予

FGF鄄21 具有延缓动脉粥样硬化斑块形成的作用。
FGF鄄21 可能通过抑制内质网应激促凋亡反应来改

善动脉粥样硬化,但其更进一步的信号机制还需深

入研究。
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