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抗凋亡多肽 Gly14鄄Humanin 对动脉粥样硬化模型
小鼠血小板高敏感性以及脂质斑块形成的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 抗凋亡多肽 Humanin 可以延缓动脉粥样硬化脂质斑块形成,其机制可能是抑制氧化型低密度脂

蛋白诱导的氧化性应激和内皮细胞凋亡,但 Humanin 对动脉粥样硬化状态下血小板高敏感性的影响尚无报道。 本

研究评价了 Humanin 衍生物( [Gly14] 鄄Humanin,HNG)对低密度脂蛋白受体(LDLR)敲除小鼠动脉粥样硬化形成以及

血小板高敏感性的影响。 方法摇 将 8 周龄雄性野生型(wild type, WT)和低密度脂蛋白受体敲除小鼠进行实验分

组,包括对照组(WT 小鼠喂食普通饲料,CD 组)、模型组(LDLR - / - 小鼠喂食高脂饲料,HFD 组)、实验组(LDLR - / -

小鼠喂食高脂饲料的同时注射 HNG,HFD + HNG 组)。 分别于 4 周、12 周、24 周,进行下腔静脉取血,分离洗涤血

小板,进行血小板聚集实验并分离血清进行血脂含量的测量。 适时分离主动脉进行苏丹 IV 染色,观察主动脉内表

面粥样脂质斑块形成,利用 Image鄄Pro Plus 图像处理软件分析斑块面积大小。 结果摇 与对照组相比,喂食高脂饲料

24 周后,模型组小鼠主动脉内有大量粥样斑块形成,并且随着喂食高脂时间的延长,具有明显的脂蛋白水平的变

化。 模型组小鼠血小板在二磷酸腺苷(adenosine diphosphate, ADP)诱导下的聚集作用显著增强(P < 0. 01),更重

要的是,HFD + HNG 组小鼠的斑块面积明显减小(P < 0. 01),且血小板对 ADP 所诱导的血小板聚集明显低于 HFD
组(P < 0. 01)。 结论摇 HNG 抑制动脉粥样硬化模型小鼠血小板高敏感性,可能是减缓动脉粥样硬化脂质斑块形成

的机制之一。
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Effect of Anti鄄apoptotic Factor[Gly14] 鄄Humanin on Platelet Hypersensitivity and Lipid
Plaque Formation in the LDLR鄄deficient Mice
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 Anti鄄apoptotic factor Humanin may have a protective effect on endothelial function and progres鄄
sion of atherosclerosis by modulating oxidative stress and apoptosis in the developing plaque. 摇 But there has been no report
on whether it has an impact on platelet hypersensitivity in the atherosclerotic mouse models. 摇 Here we examined the effect
of Humanin analogue ( [Gly14] 鄄Huamnin, HNG) on the development of atherosclerosis and platelet hypersensitivity in low鄄
density lipoprotein receptor knock鄄out mice. 摇 摇 Methods摇 Mice (8 weeks old) were grouped into wild type mice on nor鄄
mal chow diet (CD) and LDLR - / - mice on high fat diet (HFD) with or without HNG injection. 摇 At week 4, 12, 24,
blood was obtained from the inferior vena cava and platelets were isolated and measured for aggregation in a Chrono鄄log lu鄄
mi鄄aggregometer and serum lipid level was measured. 摇 At the right time, the aorta was stained with Sudan IV and lipid
deposition was quantified using Image鄄Pro Plus. 摇 摇 Results摇 After 24 weeks on HFD, LDLR - / - mice showed large area
of plaques formed in the aorta and an altered lipid profile as compared to WT mice on CD. 摇 Platelets of LDLR - / - mice on
HFD showed significantly higher reactivity than WT mice on CD in response to ADP (n = 10, P < 0郾 01). 摇 Most impor鄄
tantly, administration of HNG inhibited the formation of atherosclerotic plaque in the aorta (n = 10, P < 0郾 01) and de鄄

987CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 8 期



creased platelet reactivity to ADP (n = 10, P < 0郾 01) in LDLR - / - mice on HFD. 摇 摇 Conclusion摇 Our data showed that
HNG reduces platelet hypersensitivity in the setting of hyperlipidemia, providing a potential alternative mechanism by which
HNG reduces plaque formation.

摇 摇 血小板除了众所周知的参与止血与维持单层

内皮细胞完整性功能以外[1],在病理条件下还能够

参与动脉粥样硬化与血栓的形成[2],同时促进动脉

粥样硬化的发展[3],尤其是在高脂状态下,血小板

对于激动剂的敏感性增高[4],并且高敏感性血小板

能够与血管内皮相互作用,诱导血管内皮细胞分泌

黏附分子[5],还能够释放趋化因子和细胞因子,趋
化单核 /巨噬细胞、中性粒细胞等炎症相关细胞向

附近血管壁部位黏附,最终通过黏附、迁移和浸润

作用进入血管内膜下,促进炎症反应及动脉粥样硬

化的发展[3, 6鄄7]。
抗凋亡多肽 Humanin 是由编码线粒体 16S

rRNA 的 DNA 序列转录翻译所合成,它是由 24 个氨

基酸所组成的多肽。 首次发现它,是从阿尔茨海默

病患者脑中提取出来的[8],是一种内源性抗细胞凋

亡的多肽。 最初发现 Humanin 能够对抗由淀粉样

蛋白和许多家族性突变所诱导的神经细胞凋亡[9]。
近期发现该多肽在其他许多组织中有表达,且在各

自组织中也发挥抗凋亡[10鄄11] 及更广泛的作用[12]。
心肌缺血和脑缺血再灌注损伤中起到一定的保护

作用[13鄄14]。 最近有文章报道 Humanin 在糖尿病中

也发挥着重要作用并因性别不同在血浆中的水平

也有一定的差异[15]。 已知 Humanin 在血管内皮细

胞中表达,能够通过抑制氧化型低密度脂蛋白所诱

导的活性氧产生以及内皮细胞凋亡,从而缓解动脉

粥样硬化发展[16鄄17],但 Humanin 能否通过其他途

径,如在高脂血症状态下抑制血小板的高敏感性缓

解动脉粥样硬化发展,并没有报道。
本文旨在探讨抗凋亡多肽 Humanin 是否能够影

响高脂血症下血小板的高反应性,以及是否能够影响

高脂血症下明显增高的血脂含量和体内动脉粥样硬

化脂质斑块形成大小,最终影响动脉粥样硬化的发

展。 在实验过程中,我们使用了 Humanin 的衍生物

HNG,HNG 多肽是 Humanin 在 14 位氨基酸由丝氨酸

突变为甘氨酸,其抗凋亡活性比 Humanin 高 1000 多

倍,更具有临床应用价值,而且 HNG 在其他病理研究

中也被广泛采用,如心肌缺血和脑缺血再灌注小鼠模

型中[18]。 因此,我们应用 LDLR - / - 小鼠建立了动脉

粥样硬化模型,并模仿临床治疗中,长期持续进行

HNG 多肽的注射来研究该多肽在动脉粥样硬化生理

机制中的所起的效应。 力图发现新的诊断和干预靶

点,为血管性疾病的病理性血栓及其并发症的预防和

诊疗提供理论基础和应用依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料及仪器

摇 摇 C57BL / 6 背景 LDLR - / - 小鼠从 Jackson Lab
(Brass 实验室引进)引进,运抵苏州大学实验动物

中心,进入 SPF 级环境饲养。 体式显微镜及 CCD 显

微成像系统购自上海精密仪器仪表有限公司。 血

小板聚集仪购自 Chrono鄄log 公司。
1郾 2摇 动物分组

LDLR - / - 小鼠与野生型 WT 小鼠交配得到 LD鄄
LR + / - 杂合子后代,后用 LDLR + / - 杂合小鼠雌雄相

互交配,经基因鉴定得到 LDLR + / + (即 WT)与 LD鄄
LR - / - 小鼠,挑选同窝 8 周龄雄鼠,LDLR + / + 小鼠喂

食普通饲料作为对照组(CD 组),实验组 LDLR - / -

小鼠喂食高脂饲料,再分为两亚组,一是模型组

(HFD 组),喂食高脂饲料同时每天每只小鼠腹腔注

射生理盐水 200 滋L,另一组为 HNG 组(HFD + HNG
组),在喂食高脂饲料的同时,每天每只小鼠腹腔注

射 1 滋g HNG(日本 PEPTIDE 公司购买),HNG 溶于

200 滋L 生理盐水中。
以上分组小鼠再按照实验要求,持续喂养和注

射 HNG 到 4 周、12 周和 24 周三个不同时间点,取
血脂、血小板或剥离冠状及胸主动脉等处理。
1郾 3摇 LDLR 基因敲除小鼠鉴定方法

由 LDLR + / - 小鼠相互交配得到的小鼠出生 1
个月后标记上耳号后,按照 Brass 实验室提供的引

物和条件进行鉴定[3]。 首先剪取小鼠尾巴,通过基

因组 DNA 提取试剂盒的说明提取出基因组 DNA 模

板。 引物为 LDLR鄄F、 LDLR鄄R、 LDLR鄄Common (表

1),其中每只小鼠用 2 个管进行鉴定,一管中的引

物为 LDLR鄄F 与 LDLR鄄Common(有 LDLR + 基因则能

合成出 380 bp 片段,没有 LDLR + 基因跑不出 DNA
片段),另一管中为 LDLR鄄R 与 LDLR鄄Common (有

LDLR - 基因则能合成出 550 bp 片段,没有 LDLR -

基因跑不出 DNA 片段),然后通过 PCR 技术及凝胶

成像系统鉴别出小鼠基因型。
PCR 程序为 90毅C 变性 1 min,94毅C 变性 30 s,

61毅C 退火 30 s,72毅C 延伸 1 min,72毅C 延伸 7 min,

097 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 8,2015



4毅C 保冷,共 35 个循环。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences
基摇 因 引物序列

LDLR
正向(forward)5忆 AAG ACG TGC TCC CAG GAT G 3忆
反向(reverse)5忆 CGT GCT CCT CAT CTG ACT TGT 3忆
通用(common)5忆 ATC GCC TTC TTG ACG AGT TC 3忆

1郾 4摇 剥离小鼠胸主动脉及斑块染色实验

分离小鼠主动脉弓到胸主动脉一段主动脉,
PBS 洗涤多次后,用 4%多聚甲醛固定,剔除血管周

围脂肪组织,纵向剖开,进行苏丹郁染色,小针固定

于黑石蜡底盘,拍照,利用 Image鄄Pro Plus 6. 0 软件

依据着色情况进行区域划分并定量分析。
1郾 5摇 血脂含量测定实验

小鼠眼眶后静脉丛取血方法:可事先用低剂量

麻醉剂麻醉,右手抓鼠尾,置于笼盖上向后拉,在其

向前爬时,用左手拇指和食指抓住小鼠的两耳和颈

部皮肤,左手小指钩起鼠尾,中指和无名指抵住背

部皮肤,取血时压迫颈部,使眼球突出充血,然后用

右手拿住毛细管(3 cm 长即可)沿靠近耳侧的眼角

插入眼底静脉丛,血可自然从毛细管中流出,用 1. 5
mL EP 管接住即可。 此法可多次采血,室内放置 2 h
后取上清的血清。 血脂测定:准备好待测样本,每
个样本准备 100 滋L,并按照总胆固醇(TC,购自北京

利德曼生化股份有限公司)和低密度脂蛋白胆固醇

(LDLC,购自北京利德曼生化股份有限公司)测定

试剂盒的说明操作,最后通过酶标仪检测吸光值,
换算出各样本的血脂含量。
1郾 6摇 血小板分离及聚集实验

1%戊巴比妥按照 100 mg / kg 体重麻醉小鼠(腹
腔注射),肝素钠抗凝(15 U 抗凝 1 mL 血比例),下

腔静脉取血 1 mL 后,加入等体积的 Tyrode爷 s buffer
(137 mmol / L NaCl, 20 mmol / L HEPES, 5郾 6 mmol /
L glucose, 1 mg / mL BSA, 1 mmol / L MgCl2, 2郾 7
mmol / L KCl, 3. 3 mmol / L NaH2PO4, pH 7. 4),缓慢

混匀,150 g 离心 7 min,吸出上清富含血小板血浆

(platelet rich plasma, PRP),再 340 g 离心 12 min
后,弃去上清液,血小板沉淀用 500 滋L Tyrode爷 s
buffer 重悬,血小板计数后用 Tyrode爷 s buffer 调整血

小板数量至 2 伊 108 即可,制备出洗涤血小板悬液。
吸取 250 滋L 洗涤血小板悬液,37益孵育 10 min,通
过血小板聚集仪设定条件 37益 900 r / min。 (5 ~
10) 滋mol / L ADP 刺激血小板聚集,聚集 5 min,测定

最大聚集率以反应血小板的功能活性。
1郾 7摇 统计学分析

实验数据通过 SPSS18. 0 统计软件进行分析,计
量数据描述以x 依 s 表示,两两比较采用 Student t 检
验;三组间数据比较采用单因素方差分析,以 P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 HNG 减小动脉粥样硬化脂质斑块的面积

摇 摇 小鼠分别喂食普通饲料、高脂饲料并注射 HNG
维持 24 周后处死,取剥离冠状动脉及胸主动脉并进

行苏丹郁染色(图 1)。 HFD 组小鼠喂食 6 个月后,
可以发现其冠状动脉及胸主动脉中有明显的脂质

斑块产生,HFD 组注射 HNG 后可以有效的减小其

斑块的面积大小,计算出脂质斑块面积大小占整个

冠状动脉及胸主动脉的比例,定量表示冠状动脉及

胸主动脉内的脂质斑块面积,并做统计分析( n =
10)。

图 1. 注射 HNG 24 周可以有效的减小 LDLR - / - 小鼠斑块的面积大小(x 依 s,n = 10) 摇 摇 A、D 为 CD 组,B、E 为 HFD 组,C、F 为

HFD + HNG 组。 a 为 P < 0. 01,与 CD 组对比;b 为 P < 0. 01,与 HFD 组对比。

Figure 1. Administration of HNG for 24 weeks reduced the size of atherosclerotic plaques in LDLR - / - mice(x 依 s,n = 10)
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2郾 2摇 HNG 降低高脂血症小鼠的血脂含量

饲料喂食 4 周,较 CD 组,HFD 组血浆中总胆固

醇(TC)和低密度脂蛋白胆固醇(LDLC)含量稍有上

升,而 HFD + HNG 组其血脂含量与 HFD 组相比明

显降低(P < 0. 05),说明 HNG 可以有效抑制血清中

血脂含量的升高(表 2)。 饲料喂食 12 周,HFD 组较

CD 组 TC 和 LDLC 含量明显升高,而 HFD + HNG 组

较 HFD 组有明显抑制作用(P < 0. 05),且对 TC 抑

制作用更显著(P < 0. 01;表 2)。 饲料喂食 24 周,
HFD 组 TC 和 LDLC 含量维持高水平,而 HFD +
HNG 组较 HFD 组有持续明显抑制作用(P < 0. 05;
表 2)。

表 2. 血脂含量测定(x 依 s,n = 10)
Table 2. Measurement and analysis of plasma lipid levels (x 依 s,n = 10)

时摇 间
TC(mmol / L)

CD 组 HFD 组 HFD + HNG 组

LDLC(mmol / L)
CD 组 HFD 组 HFD + HNG 组

4 周 3. 96 依 0. 13 5. 12 依 0. 06 4. 74 依 0. 02a 2. 21 依 0. 07 2. 91 依 0. 05 2. 59 依 0. 01a

12 周 4. 85 依 0. 39 21. 49 依 0. 93 16. 79 依 0. 48b 2. 45 依 0. 44 14. 79 依 0. 68 12. 45 依 0. 42a

24 周 4. 57 依 0. 26 20. 71 依 1. 08 17. 47 依 0. 58a 2. 09 依 0. 19 14. 21 依 0. 84 12. 21 依 0. 24a

a 为 P < 0. 05, b 为 P < 0. 01,与 HFD 组比较。

2郾 3摇 HNG 降低高脂血症状态下血小板的高敏感性

2郾 3郾 1摇 三组小鼠维持 4 周 HNG 注射血小板聚集率

比较摇 摇 三组小鼠分别维持 4 周后处死,取血分离

血小板,ADP(10 滋mol / L)刺激进行血小板聚集实验

(图 2)。 与 CD 组相比,HFD 组小鼠血小板敏感性

增强,血小板聚集率显著高于对照组(P < 0. 05),而
HFD + HNG 组的血小板聚集较 HFD 组有抑制作用

(P < 0. 05)。

图 2. 维持 4周HNG注射对血小板聚集有一定的抑制(x 依 s, n =10)摇 摇 a 为 P <0. 05,与 CD 组比较;b 为 P <0. 05,与HFD 组比较。

Figure 2. Administration of HNG for 4 weeks reduced the platelets aggregation(x 依 s, n = 10)

2郾 3郾 2摇 三组小鼠维持 12 周 HNG 注射血小板聚集

率比较摇 摇 三组小鼠分别维持 12 周后分离血小板,
ADP(5 滋mol / L)刺激进行血小板聚集实验(图 3)。
HFD 组较 CD 组的血小板聚集率显著增强 (P <
0郾 01),而 HFD + HNG 组能够有效的抑制高脂血症

下血小板的高敏感性(P < 0. 01)。 此时 ADP 降低

到 5 滋mol / L 是由于此时高脂饲料喂食时间长,血小

板敏感性上调,即选择能刺激血小板聚集的最低浓

度。 避免由于刺激剂剂量过大影响 HNG 抑制效果。

图 3. 维持 12 周 HNG 注射对血小板聚集有明显的抑制趋势(x 依 s, n = 10)摇 摇 a 为 P < 0. 01,与 CD 组比较;b 为 P < 0. 01,与 HFD
组比较。

Figure 3. Administration of HNG for 12 weeks greatly reduced the platelets aggregation(x 依 s, n = 10)
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2郾 3郾 3摇 三组小鼠维持 24 周 HNG 注射血小板聚集率

比较摇 摇 三组小鼠分别维持 24 周后分离血小板,进
行血小板聚集实验(图 4)。 HFD + HNG 组能够持续

显著抑制动脉粥样硬化状态下血小板的高敏感性(P

<0. 01)。 高脂血症小鼠(HFD 组)的血小板在 ADP
(5 滋mol / L)刺激下聚集率较正常小鼠(CD 组)明显

升高,说明其血小板处于高敏感性,而同时注射 HNG
会对高敏感性的血小板有明显的抑制作用。

图 4. 维持 24 周 HNG 注射对血小板聚集也有明显的抑制趋势(x 依 s, n = 10) 摇 摇 a 为 P < 0. 01,与 CD 组比较;b 为 P < 0. 01,与
HFD 组比较。

Figure 4. Administration of HNG for 24 weeks obviously reduced the platelets aggregation(x 依 s, n = 10)

3摇 讨摇 论

高脂血症和动脉粥样硬化是影响人类健康最

严重、最常见的心血管疾病之一[19], 是人类当前死

亡的一个主要病因, 因此对其病因、发病机理和防

治的研究是一个相当活跃的领域[20鄄21]。 本课题采

用 LDLR - / - 敲除小鼠,喂食 HFD,经血浆血脂分析,
和剥离主动脉显微镜形态学观察,结果显示其血脂

水平明显升高, 主动脉、冠状动脉均有明显斑块形

成。 通过实验性动脉粥样硬化纯系小鼠整体动物

模型来研究 HNG 对动脉粥样硬化的影响,是切实可

行的体内实验。
在前期的研究中,我们知道动脉粥样硬化的发

生与高脂血症状态下小鼠血小板的活性有着密切

关系[3],这就使我们联系到 HNG 是否能够通过抑

制高脂血症状态下的血小板的高敏感性,进而影响

动脉粥样硬化的发生发展,我们通过进一步实验得

到证实。 最近研究报道过 Humanin 能够缓解 ox鄄
LDL 诱导的内皮细胞功能紊乱,进而减缓 ApoE - / -

小鼠动脉粥样硬化的进程[22],内皮功能的紊乱也是

动脉粥样硬化发病的一个重要因素,内皮功能紊乱

后会造成血管内皮细胞功能障碍,内皮正常的生理

机能发生变化[23],上调单核细胞趋化因子 1、白细

胞介素 8 等对单核细胞、白细胞、血小板粘附性增

强,导致 ROS 的产生,同时内皮细胞对脂蛋白和其

他血浆成分的通透性增强,使各类脂蛋白进入内皮

下。 内皮损伤也使内皮细胞由抗凝向促凝性质转

变,出现分泌障碍,抑制了抗炎症因子的表达和分

泌[24],转为分泌各种血管活化因子、细胞因子和生

长因子,启动炎症反应[25]。
通过上述研究表明内皮细胞功能障碍对于动

脉粥样硬化发展起重要作用,而 Humanin 能够影响

动脉粥样硬化相关性的细胞,包括内皮细胞和血小

板等,影响内皮细胞 ROS 的产生从而降低 ROS 对

于内皮细胞和平滑肌细胞的损害[22],Humanin 也影

响高脂状态下血小板的活性,证明 Huamnin 可以通

过多条途径缓解动脉粥样硬化的发生和发展[26]。
血脂受膳食、年龄、职业以及代谢的影响,并且

与动脉粥样硬化的发生发展密切相关[27]。 在人类

和实验动物,由于遗传和环境因素的影响,血浆脂

蛋白的结构和代谢发生异常时,血液中某种或几种

直至成分就会升高或者代谢发生紊乱,造成高脂血

症,从而促进动脉粥样硬化的发展,因此降低血脂

含量对于治疗动脉粥样硬化至关重要[28]。 之前也

报道证实, Humanin 可以抑制载脂蛋白 E 敲除

(ApoE - / - )小鼠动脉粥样硬化的形成但对于高脂血

症状态下血脂水平没有明显的影响[22]。 而我们在

实验中发现 HNG 能够抑制 LDLR - / - 小鼠高脂血症

状态下的血脂含量,我们推测是因为两组小鼠的敲

除背景不同导致了高脂血症状态下血脂水平的差

异,其具体机制还有待进一步的研究,但它的降脂

作用却十分重要,这样就证明 HNG 能够从降低血小

板高敏感性与降脂以及保护内皮细胞等许多环节

共同抑制动脉粥样硬化的形成。
综上所述, HNG 能够抑制 LDLR 敲除小鼠动脉

粥样硬化的形成过程,可以在一定程度上降低高脂
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血症病理条件下的高血脂含量,尤其是总胆固醇和

低密度脂蛋白胆固醇含量。 与此同时,HNG 也作用

于高脂状态下血小板的活性,这样就证明 HNG 能够

从降低血小板高敏感性与降脂以及保护内皮细胞

等许多环节降低致动脉粥样硬化的危险因素,通过

对不同途径的抑制作用就能够共同抑制动脉粥样

硬化的发展。
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