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腺病毒介导 Profurin 表达改善 ApoE- / - 小鼠斑块稳定性
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探究腺病毒介导 Profurin(PF)表达对 ApoE- / -小鼠斑块稳定性的影响。 [方法] 　 用高脂饲料

喂养 ApoE- / -小鼠 8 周,给予腺病毒(ADV)介导的 PF 干预,继续高脂饲料喂养 4 周,分离主动脉根部,进行动脉粥

样硬化斑块面积分析和免疫组织化学分析。 用荧光供体法检测血浆磷脂转运蛋白(PLTP)活性,用酶学试剂盒检

测血浆总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG),用快速蛋白液相色谱进行脂蛋白谱分析。 [结果] 　 与对照组相比,ADV-
PF 组小鼠血浆 TC 和 TG 水平、PLTP 活性以及循环中肿瘤坏死因子 α(TNF-α)和白细胞介素 6( IL-6)水平均显著

下降(P<0. 01);ADV-PF 组小鼠全长主动脉内表面动脉粥样硬化病变无明显变化,但主动脉根部斑块面积和斑块

内脂质面积均缩小(P<0. 01),巨噬细胞含量显著降低(P<0. 01),平滑肌细胞和胶原面积无明显差别;斑块内基质

金属蛋白酶 9 含量显著降低(P<0. 05)。 [结论] 　 过表达 PF 能在一定程度上减轻动脉粥样硬化并降低循环炎症

因子水平,有效改善 ApoE- / -小鼠斑块稳定性。
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Adenovirus mediated Profurin expression improved the plaque stability of ApoE- / -
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[ABSTRACT]　 　 Aim 　 To investigate the effect of adenovirus ( ADV)-mediated Profurin ( PF) expression on the
plaque stability of ApoE- / - mice. 　 　 Methods　 ApoE- / - mice were fed with high-fat diet for 8 weeks, and then treated
with ADV-mediated PF intervention, followed by high-fat diet for 4 weeks. 　 Aortic roots were isolated for atherosclerotic
plaque area analysis and immunohistochemical analysis. 　 Plasma phospholipid transfer protein (PLTP) activity was detec-
ted by fluorescence donor essay, plasma total cholesterol ( TC) and triglyceride (TG) were measured by enzyme assay
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kits, and fast protein liquid chromatography was used for lipoprotein profile analysis. 　 　 Results　 Compared with the con-
trol group, the plasma TC and TG levels, PLTP activity and circulating tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6
(IL-6) levels in ADV-PF group were significantly decreased (P<0. 01). 　 In the ADV-PF group, there was no significant
change in atherosclerotic lesions on the inner surface of the full-length aorta, but the plaque area and lipid area in the aortic
root were reduced (P<0. 01), the content of macrophages was significantly decreased (P<0. 01), and the smooth muscle
cells and collagen area were not significantly different. 　 The content of matrix metalloproteinase-9 in plaque was signifi-
cantly decreased (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Overexpression of PF can alleviate atherosclerosis and reduce the levels of
circulating inflammatory factors to a certain extent, and effectively improve the plaque stability of ApoE- / - mice.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 plaque stability;　 lipoprotein;　 phospholipid transfer protein;　 Profurin

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)斑块的破裂

和出血是心肌梗死、脑卒中和其他心血管事件的致

死和致残原因[1]。 降低致 As 血浆脂蛋白水平是稳

定斑块和治疗 As 的关键靶点之一,本研究拟从调控

可致 As 形成脂蛋白的血浆蛋白[2] 入手,尝试探索

和开发新的治疗靶点。
研究显示,血浆磷脂转运蛋白 ( phospholipid

transfer protein,PLTP)活性与冠状动脉疾病呈正相

关关系[3-5]。 在小鼠模型中,系统性 PLTP 缺乏可减

轻 ApoE- / -、低密度脂蛋白受体敲除小鼠和载脂蛋白

B 转基因小鼠的 As 病变[6],但其过表达则有相反的

效果[7]。 过表达 PLTP 加剧了高脂饮食喂养家兔

As 病变[8]。 PLTP 可通过激活受体相互作用蛋白 3
(receptor interaction protein 3,RIP3) /氧自由基途径

显著损害 As 斑块稳定性[9]。 综上,过表达 PLTP 动

物模型 As 病变显著增强,且斑块稳定性受到损害,
下调 PLTP 则是有效减轻 As 病变程度的有效方式。

靶向 PLTP 减轻 As 的研究中,敲低或敲除

PLTP 是主要方式。 Profurin(PF)由弗林蛋白酶前

体 Prefurin 在分泌途径中自我水解产生[10],可以抑

制多种蛋白前体如神经生长因子[11]、血管内皮生长

因子[12]及 β-secretase 1[13]的加工。 外源性 PF 干预

通过蛋白酶体途径水解 PLTP,减少 PLTP 参与肝脏

富含甘油三酯的脂蛋白( triglyceride-rich lipoprotein,
TRL)组装,降低血浆 TRL 水平,减轻 ApoE- / - 小鼠

As 病变[14]。 然而,PF 对于 As 斑块稳定性的研究

以及涉及的机制尚不清楚。 本研究拟探讨腺病毒

介导 PF 对 ApoE- / -小鼠 As 斑块稳定性的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要仪器设备

超微量分光光度计和毛细血管取血针购自赛

默飞世尔科技公司;全自动化学发光成像系统购自

上海天能生命科学有限公司;ÄKTA avant 层析系统

与层析柱(SuperoseTM 6)购自思拓凡;黑色 96 孔板

购自广州硕普生物科技有限公司;超声破碎仪购自

上海沪析实业有限公司。
1. 2　 主要药品和试剂

NBD 标记的磷脂酰乙醇胺 (NBD-phosphatidyl
ethanolamine,NBD-PE)购自 Invitrogen;磷脂酰胆碱

(phosphatidylcholine, PC) 购自 Sigma-Aldrich, anti-
MOMA-2 单克隆抗体购自 Santa Cruz;辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 IgG 抗体和辣根过氧化物酶

标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体购自上海碧云天生物

技术股份有限公司;α-actin 抗体购自 Cell Signal
Technology;人源性 PF 由和元生物技术(上海)股份

有限公司设计合成;介导 PF 腺病毒的制备:人源性

PF(1 ~ 321 bp)经过穿梭质粒接入腺病毒质粒获得

pADV-mCMV-FURIN ( 1 ~ 321bp ) -6xHIS ( ADV-PF
组),以 pADV-mCMV-6xHIS 质粒包装成同样滴度腺

病毒作为对照组,所有质粒构建和腺病毒包装均由

和元生物技术(上海)股份有限公司完成。
1. 3　 动物

本实验选用 24 只 8 周龄雄性 ApoE- / -小鼠(购
自北京维通利华实验动物技术有限公司),分为两

组,每组 12 只。 分别行基因型鉴定及表型鉴定后,
同时给予高脂饮食(15. 8% 脂肪和 0. 2% 胆固醇),
喂养 8 周后,经尾静脉按每 20 g 体质量注射腺病毒

3. 6×1011 PFU / mL,继续给予高脂饲料喂养 4 周。 所

有小鼠均喂养在无特定病原体屏障系统中,自由饮

水,12 h 光照 / 12 h 黑暗循环。 本研究经山东第一

医科大学实验动物管理委员会批准,所有动物实验

均按照《山东第一医科大学实验动物关怀和使用指

南》进行。
1. 4　 血脂检测

高脂喂养 12 周后,禁食 6 h,异氟烷麻醉后内眦

静脉取血,1 200×g 离心 5 min,分离血浆,检测总胆

固醇( total cholesterol,TC)、甘油三酯( triglyceride,
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TG)。
1. 5　 PLTP 活性检测

在每孔中加入 3 μL 脂质体供体(NBD-PE ∶ PC=
5 ∶ 1)、3 μL 受体[1 份牛奶与 4 份 NaBr / KBr(d =
1. 21 g / mL)混合物]和 91 μL TSE 缓冲液,实验组

加入 3 μL 新鲜血浆样品,对照组用 TSE 补充体积,
在黑色平底微孔板中均匀混合。 于 37 ℃条件下,测
量在激发波长 460 nm 和发射波长 530 nm 处的荧光

值,每 10 min 测量一次,至少 1 h,然后在每孔中加

入 100 μL 100%异丙醇破碎供体,充分混合后重新

测量荧光值。
1. 6　 快速蛋白液相色谱获得脂蛋白图谱

将每组 100 μL 混合血浆加到与 purifier-900 的

ÄKTA 快速蛋白液相色谱( fast protein liquid chroma-
tography,FPLC)连接的 SuperoseTM 6 柱(10 / 300)上,
分离脂蛋白组分,并使用 0. 3 mL / min 流速的洗脱液

(0. 15 mol / L 氯化钠,0. 01 mol / L 磷酸氢二钠和

0. 1 mol / L EDTA,pH7. 5)洗脱。 收集 1 ~ 50 个组分

(各 0. 5 mL)洗脱液,测定每个组分的 TC 含量[15]。
1. 7　 动脉粥样硬化和斑块成分分析

解剖分离小鼠主动脉,进行油红 O 染色,主动

脉根部连续冰冻切片后也行油红 O 染色或 HE 染

色[14]。 通过油红 O 染色识别脂质沉积面积,Masson
染色识别胶原阳性面积,HE 染色分析斑块形态特

征。 从主动脉根部基部平均间隔 30 μm 制作 6 个

切片,并量化每横截面的总内膜病变面积。 采集图

像并应用 Image-Pro Plus 6. 0 软件统计主动脉内膜

和主动脉根部斑块面积。 免疫组织化学法检测小

鼠主动脉根部冰冻切片斑块部位的巨噬细胞(用

MOMA-2 抗体标记)、平滑肌细胞[( smooth muscle

cell,SMC),用 α-actin 抗体标记]和基质金属蛋白酶

9(matrix metalloproteinase-9,MMP-9)的含量[16]。
1. 8　 血浆炎症因子含量检测

采用 ELISA 试剂盒检测血浆肿瘤坏死因子 α
( tumor necrosis factor-α,TNF-α)和白细胞介素 6( in-
terleukin-6,IL-6)。
1. 9　 统计学分析

用 Image-Pro Plus 6. 0 软件计算 As 病变面积,
用 GraphPad Prism 8 软件绘制统计结果图,数据以

x±s 表示,组间比较采用 t 检验,P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 ADV-PF 干预显著降低 ApoE- / -小鼠血脂水平

本课题组前期研究已经证明 PF 能显著降低

ApoE- / -小鼠循环内 PLTP 活性, 并降低血脂水

平[14]。 本研究中,与对照组相比,ADV-PF 组血浆

TC 降低 37. 0% (P < 0. 01), TG 降低 53. 8% (P <
0. 01),血浆 PLTP 活性降低 85. 2% ( P < 0. 01 )。
FPLC 分析结果显示,ADV-PF 干预主要降低血浆中

极低密度脂蛋白(very low density lipoprotein,VLDL)
组分中的胆固醇含量,而对低密度脂蛋白 ( low
density lipoprotein, LDL) 和 高 密 度 脂 蛋 白 ( high
density lipoprotein,HDL)组分中的胆固醇水平无明

显影响。 胆固醇和 TG 是脂蛋白中主要的脂质含

量,ApoE- / - 小鼠血浆脂蛋白成分主要由 VLDL 组

成。 上述结果表明,PF 能显著降低血浆 PLTP 活

性,并降低血浆 TC 和 TG,降低最明显的是 VLDL 组

分(图 1)。

图 1. ADV-PF 对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠血脂的影响

A 为血浆 TC 水平(n=11 ~ 12),B 为血浆 TG 水平(n=11 ~ 12),C 为血浆 PLTP 活性(n=10),
D 为快速蛋白液相层析组分中胆固醇含量。

Figure 1. Effect of ADV-PF on the blood lipids of ApoE- / - mice induced by high-fat diet
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2. 2　 ADV-PF 干预降低 ApoE- / -小鼠血浆炎症因子

水平

PF 组血浆 TNF-α 和 IL-6 水平显著低于对照

组,其中 TNF-α 水平下降了 45. 4% ,IL-6 水平下降

了 59. 4% (P<0. 01;图 2)。
2. 3　 ADV-PF 干预对 ApoE- / -小鼠 As 的影响

ADV-PF 干预 4 周后,ApoE- / -小鼠主动脉全长

As 斑块面积有减少趋势,但差异无统计学意义;主
动脉根部 HE 染色显示,PF 组 As 斑块面积较对照

组减少 72. 7% (P<0. 01)。 以上结果表明,4 周左右

的 ADV 介导 PF 过表达在一定程度上能减轻主动

脉根部 As 斑块形成(图 3)。

图 2. ADV-PF 对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠血浆

炎症因子的影响

A 为 ELISA 检测血浆 TNF-α 水平(n=8 ~ 9),
B 为 ELISA 检测血浆 IL-6 水平(n=8)。

Figure 2. Effect of ADV-PF on plasma inflammatory
factors in ApoE- / - mice induced by high-fat diet

图 3. ADV-PF 对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠 As 的影响

A 为主动脉全长油红 O 染色图,B 为主动脉 As 病变面积统计分析,C 为主动脉根部 HE 染色图(40×),D 为主动脉根部斑块面积统计分析。

Figure 3. Effect of ADV-PF on As in ApoE- / - mice induced by high-fat diet

2. 4 　 ADV-PF 干预对 ApoE- / - 小鼠斑块稳定性的

影响

油红 O 染色显示,PF 组斑块内脂质含量显著

低于对照组,阳性染色面积下降 24. 8% (P<0. 01);
Masson 染色显示,PF 组斑块内胶原含量略低于对

照组,阳性染色面积略有增加,但差异无统计学意

义(P>0. 05);MOMA 阳性染色显示,PF 组斑块内巨

噬细胞含量显著低于对照组,阳性染色面积降低

55. 6% (P<0. 01);α-actin 阳性染色显示,PF 组斑块

内 SMC 含量略高于对照组,阳性染色面积略有增

加,差异但无统计学意义(P>0. 05)。 上述结果表

明,4 周左右的 ADV 介导 PF 过表达能明确降低斑

块内脂质含量和巨噬细胞含量,改善斑块稳定性

(图 4)。

图 4. ADV-PF 对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠斑块稳定性的影响

A 为主动脉根部油红 O 染色图及阳性染色面积统计分析,B 为主动脉根部 Masson 染色图及阳性染色面积统计分析,C 为主动脉根部

MOMA 免疫组织化学染色图及阳性染色面积统计分析,D 为主动脉根部 α-actin 免疫组织化学染色图及阳性染色面积统计分析(均 40×)。

Figure 4. Effect of ADV-PF on plaque stability in ApoE- / - mice induced by high-fat diet
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2. 5　 ADV-PF 干预减少 ApoE- / -小鼠斑块内 MMP-9
含量

PF 组斑块内 MMP-9 阳性染色面积较对照组降

低 50. 5% (P<0. 05),表明 4 周左右的 ADV 介导 PF
过表达能显著减少斑块内 MMP-9 含量(图 5)。

图 5. ADV-PF 对高脂饮食诱导的 ApoE- / -小鼠斑块内 MMP-9的影响

A 为主动脉根部 MMP-9 免疫组织化学染色图(40×),B 为阳性染色面积统计分析。

Figure 5. Effect of ADV-PF on MMP-9 in plaques in ApoE- / - mice induced by high-fat diet

3　 讨　 论

心血管事件致死致残的直接原因是 As 斑块破

裂和出血。 影响斑块稳定性的成分包括:(1)巨噬

细胞源性泡沫细胞含量;(2)脂质含量;(3) SMC 含

量;(4)胶原含量;(5)基质金属蛋白酶重要成员

MMP-9 的表达。 因此可知,调节血浆和斑块脂质含

量、巨噬细胞、基质金属蛋白酶表达的内外源性因素

很可能影响斑块稳定性。 PLTP 是重要的血浆脂代谢

调节蛋白,下调或敲除 PLTP 能改善血脂并增加斑块

稳定性。 本研究采用 ADV 介导 PF 干预 ApoE- / -小

鼠,成功获得血浆 PLTP 显著降低的表型,且血浆

TC 和 TG 显著降低,其中 VLDL 上的胆固醇下降尤

为明显,As 损伤减轻且斑块稳定性得到改善,体内

炎症反应也有改善。
通过改善血脂来减轻 As 损伤和循环内炎症反

应是目前防治 As 类心脑血管疾病的最主要手段之

一。 PLTP 是肝脏分泌 VLDL 入血的重要协助蛋白,
因此,通过限制 PLTP 的表达或减少 PLTP 的肝脏表

达一直是以其作为调脂药物研究靶点的主要干预

手段之一。 Yu 等[15] 研究发现,用腺病毒过表达 PF
能减轻 ApoE- / -小鼠 As 的早期形成,机制研究表明

靶向降解肝脏 PLTP 继而降低循环中 VLDL 有关。
本研究在上述研究的基础上,采用 ADV 携带肝特异

性启动子诱导 PF 肝脏过表达,并评估 PF 过表达对

斑块稳定性的影响。 结果证实,ADV 介导 PF 过表

达仍然能显著降低血浆 PLTP 活性和改善血脂水

平,并减轻主动脉根部 As 病变,还能通过减少斑块

内脂质含量和巨噬细胞含量增加斑块稳定性。
斑块稳定性与其内部细胞成分和非细胞成分

比例有关[13,17]。 本研究发现,PF 过表达主要是降

低斑块内脂质和巨噬细胞含量,对胶原和 SMC 含量

的影响有改善但无统计学差异。 该现象可能与 PF
组的血脂,尤其是以 VLDL 为主要载体的血浆胆固

醇大幅度降低有关,使得斑块内巨噬细胞脂质来源

和胞内脂质负荷均相应减少,从而改善斑块稳定

性。 斑块内的胶原通常来源于 SMC,本研究中两组

斑块内 SMC 和胶原含量无明显差异的可能原因是,
与模型诱导的时间点较早,取材时 PF 仅干预 4 周,
且没有通过套管等方式进行加速 As 进展的操作有

关。 接下来拟通过延长造模时间并尝试应用斑块

消退模型对 PF 在 As 的发生发展多个过程中进行

全方位探究,为阐明 PF 作为新的 As 疾病干预靶点

做多角度论证。
循环内炎症因子是另一促进 As 的重要动因,

TNF-α 和 IL-6 在 As 心脑血管疾病人群中均显著升

高[18-20]。 斑块内巨噬细胞、循环中的单核细胞和中

性粒细胞均能在高脂血症等状态下分泌 TNF-α 来

加速 As 进程,同时 TNF-α 还能刺激血管内皮细胞、
SMC 和单核细胞等合成和分泌 IL-6。 斑块进展过

程中,基质金属蛋白酶对斑块破裂和血管生成有直

接促进作用[13]。 循环中氧化型低密度脂蛋白能刺

激巨噬细胞生成 MMP-9,导致斑块脆性增加[21]。
本研究结果进一步证实了该现象,提示 PF 过表达

可能通过改善血脂和循环中炎症反应来减少斑块

内 MMP-9 的表达,从而改善斑块稳定性,相关深入

机制拟通过后续离体实验探究。
综上所述,本研究初步证实,ADV 介导 PF 过表

达能减轻 ApoE- / -小鼠 As 病变,并显著改善斑块稳

定性,这可能与 PF 能靶向降低循环中 PLTP,进而

导致 VLDL 降低,减少斑块内脂质负荷和循环内炎

症反应有关,这一结果为靶向 PLTP 的降脂药物研
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究提供了基础研究依据。
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