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阿尔茨海默病样三重转基因小鼠血小板的
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨常见的阿尔茨海默病（ＡＤ）小鼠模型 ＡＰＰ ／ ＰＳ⁃１ ／ ｔａｕ（３ｘＴｇ）小鼠血小板功能变化情况及

机制分析。 方法　 实验小鼠分为 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组和 ＷＴ 组；采用流式细胞术和粘附试验等方法评价 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 和 ＷＴ 小

鼠血小板的功能；并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法对其机制进行探讨。 结果　 老年 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板计数和糖蛋白

表达与对照 ＷＴ 小鼠差异无统计学意义 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 但是与对照 ＷＴ 小鼠相比，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板与纤维蛋白

原的粘附能力增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 此外，与纤维蛋白原粘附功能增强的 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板信号蛋白的磷酸化也增

加，包括 ＰＩ３ 激酶 Ａｋｔ 和 ｐ３８ＭＡＰ 激酶（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 然而，两组小鼠中由激动剂诱导的活化血小板无统计学差异（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠循环血液中血小板粘附功能增加，可能与 ＡＤ 疾病的进展相关。
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）主要特

征是淀粉样 β 肽（Ａβ）在脑实质与脑血管的分布，
后者往往与脑淀粉样血管病相关［１］。 虽然 ＡＤ 通常

被认为是神经系统疾病，但实质上是一种系统性疾

病，可以影响外周组织中的血管和血细胞。 研究表

明，ＡＤ 与一些血管疾病相关，包括中风、动脉粥样

硬化和高血压［２］。 同时，许多血管疾病的危险因素

可能增加 ＡＤ 的风险［３］。
在外周血细胞中，在止血与血栓形成中发挥重

要作用的血小板，最有可能与血管疾病和 ＡＤ 有联

系［４］。 与同龄健康者比较，ＡＤ 患者血小板形态及

淀粉样前体蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＰＰ）
代谢异常，特别是 ＡＰＰ 比值明显降低［５］。 此外，ＡＤ
患者血小板在一般情况下处于高活化状态，受到刺

激后 Ｐ⁃选择素高表达，整合素 αＩＩｂβ３ 激活，以及高

水平的血小板 ／白细胞聚集［６］。 血小板活化也在

ＡＰＰ２３ 小鼠 ＡＤ 模型中观察到，老年 ＡＰＰ２３ 小鼠血

小板整合素活化增强，激活的血小板可导致血管炎

症和血栓形成［７］。 研究发现，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板

ＡＰＰ 减少，这是 ＡＤ 患者血小板常出现的状况［８］。
此外，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠脑血管中 Ａβ、凝血酶、肿瘤坏死

因子 α，白细胞介素 １ 和 ６ 等过表达［９］。 然而，
３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板功能变化未被报道。 因而，本
研究旨在比较老年 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 和野生型（ＷＴ）小鼠血

小板粘附及活化状态。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物及分组

清洁级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购于购于西安交通大学

医学部【ＳＣＸＫ（陕）２００７ － ００３】；ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ／ Ｔａｕ 三重

转基因（３ｘＴｇ）小鼠购于上海斯莱克实验动物有限

公司【ＳＣＸＫ（沪）２０１２ － ０００２】，鼠龄为 １８ 个月。 实

验动物分为两组，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组和正常对照（ＷＴ）组。
１􀆰 ２　 实验仪器及试剂

流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）；荧光显微镜（日
本奥 林 巴 斯 ）； 凝 血 酶 受 体 活 化 肽 （ ＴＲＡＰ４ ）、
ｃｏｎｖｕｌｘｉｎ （ＣＶＸ）和 Ｕ４６６１９（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 糖

蛋 白 ＶＩ、 ＣＤ４２ｂ、 ＣＤ４１ 和 ＣＤ４９ｂ 抗 体 （ 美 国

Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司）；ＴＲＩＴＣ 标记鬼笔环肽（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）； Ｐ⁃Ａｋｔ、Ｐ⁃ｐ３８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（美国 ＣＳＴ 公

司）。
１􀆰 ３　 血小板制备

从麻醉小鼠的腹腔静脉采集血液，注射器中含

有 ３􀆰 ８％枸橼酸钠做为抗凝剂。 血液用 ＨＥＰＥＳ 缓

冲液稀释后 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，获得血小板丰富

的血 浆 （ ＰＲＰ ）。 再 加 入 ０􀆰 ０２ Ｕ ／ ｍＬ 磷 酸 酶 和

１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＧＥ１ 后，离心 １０ ｍｉｎ （５５０ ｒ ／ ｍｉｎ）。 去除

上清液后，用 ＰＩＰＥＳ 缓冲液洗涤血小板颗粒后离心

１５ ｍｉｎ （７２０ ｒ ／ ｍｉｎ）。 然后制备的血小板悬浮在

ＨＥＰＥＳ 缓冲液中（５ × １０８ ／ ｍＬ）。
１􀆰 ４　 流式细胞分析

制备好的血小板样品（在 ０􀆰 ０５ ｍＬ ＨＥＰＥＳ 缓冲

液中含有 １０６ 细胞）， 未经处理或 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＴＲＡＰ４、５０ ｎｇ ／ ｍＬ ｃｏｎｖｕｌｘｉｎ 和 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｕ４６６１９ 刺

激的血小板，在室温下与 ＦＩＴＣ 标记的纤维蛋白原

反应 ３０ ｍｉｎ。 采用特异性抗体检测 ＷＴ 和 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ
小鼠血小板表面的糖蛋白表达。
１􀆰 ５　 粘附分析

首先，盖玻片放入 １００ μｇ ／ ｍＬ 纤维蛋白原溶液

中在室温下过夜，然后用 １％ 胎牛血清室温下封闭

２ ｈ。 ０􀆰 ５ ｍＬ 血小板（４ × １０７ ／ ｍＬ）放到覆盖纤维蛋

白原盖玻片上反应 １ ｈ，且含有 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２，非
贴壁血小板移去，贴壁血小板被固定， Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
通透，经 ＴＲＩＴＣ 标记的鬼笔环肽与血小板肌动蛋白

结合，在荧光显微镜下观察盖玻片上的血小板。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

收集与纤维蛋白原粘附功能增强的 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ
小鼠血小板，进行全细胞裂解。 ＢＣＡ 法蛋白定量，
制备成电泳样品。 组取 １５ μｇ 样品，进行凝胶电泳。
电泳结束后将目的蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 然后分

别加入 Ｐ⁃Ａｋｔ、Ｐ⁃ｐ３８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１：１０００）中，室
温下孵育 ３ ｈ。 然后将膜放入辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔 ＩｇＧ 中，孵育 １ ｈ。 根据 ＥＣＬ 试剂盒显

示特异蛋白条带 Ｘ 光片。 所得 Ｘ⁃光胶片用 Ｇｅｌ Ｄｏｃ
凝胶成像分析系统分析。
１􀆰 ７　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计学处理，数
据以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 组间比较采用非

配对 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板计算及糖蛋白表达

流式细胞分析表明，与对照 ＷＴ 组小鼠比较，
３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组小鼠血小板和白细胞计数差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（图 １Ａ、Ｂ）。 下一步观察两组小鼠

血小板糖蛋白的表达，包括糖蛋白 Ｉｂα（ＣＤ４２ｂ）、糖
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蛋白 α２ （ＣＤ４９ｂ）、糖蛋白 αＩＩ ｂ（ＣＤ４１）和糖蛋白 ＶＩ
（ＧＰＶＩ）。 流式细胞分析结果显示，两组小鼠血小板

表面糖蛋白的表达差异也无统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）（图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板活化状态

通过检测与整合素结合的纤维蛋白原，比较不

同激活剂对两组小鼠血小板活化的影响。 流式细

胞结果显示，两组小鼠血小板纤维蛋白原表达相

似，差异无统计学意义 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（图 ２Ａ）。 同时，

研究也观察了两组小鼠血小板 Ｐ⁃选择素的表达，不
同激活剂刺激后，差异也无统计学意义 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）
（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板粘附功能增加

下面比较两组小鼠血小板与纤维蛋白原结合

的能力，粘附分析结果表明，与对照 ＷＴ 组小鼠比

较，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组小鼠与纤维蛋白原结合的血小板显

著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （图 ３）。

图 １　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板计算及糖蛋白表达

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｍｉｃｅ． Ａ，Ｂ： Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ＷＴ ａｎｄ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｍｉｃｅ． （Ｃ） Ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｍｉｃｅ．

图 ２　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板活化状态

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＩＩβｂ３ ｉｎｓｉｄｅ⁃ｏｕｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ．
（Ａ） Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＩＴＣ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＷＴ ａｎｄ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｏｎｉｓｔ． （Ｂ） Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ （ＣＤ６２Ｐ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｕｎｄｅｒ ｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．
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注：ＷＴ 组与 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组相比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００５

图 ３　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板粘附功能（标尺 ＝ ２５０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００５

Ｆｉｇ． ３ 　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ．
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｒｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ （Ｂａｒ ＝ ２５０ μｍ）． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ａｄｈｅｓｉｏｎ， ｅｖａｌｕａｔｅｄ ａｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ
　 　 　 ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ／ ｍｍ２ ．

２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，与对照 ＷＴ 组小鼠

比较，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组小鼠血小板 Ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ｐ⁃ｐ３８ 表达

显著的增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ４）。

注：ＷＴ 组与 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 组相比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００５

图 ４　 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板 Ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ｐ⁃ｐ３８ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００５

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃Ａｋｔ ａｎｄ Ｐ⁃ｐ３８ ｉｎ ｔｈｅ ３ｘＴｇ⁃ＡＤ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ

３　 讨论

本研究表明，与年龄相匹配的 ＷＴ 小鼠血小板

比较，老年 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠循环血液中血小板显示出

与内皮下基质 （纤维蛋白原） 的粘附能力增强。

３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板粘附能力增强或许可以解释

ＡＤ 患者血栓形成的风险增加［１０］。 使用 ＡＤ 小鼠模

型而不是 ＡＤ 患者去探讨血液中血小板功能的改变

具有一定的优势，并可克服内在的局限性。 比如，
ＡＤ 小鼠通常携带特定的突变基因，其与 ＡＤ 的发生

相关，因此，这种方法可将特定的突变基因与血小

板功能改变的机制联系起来。
这些 ＡＤ 模型到目前为止已经用于 ＡＤ 的病理

学多方面的研究，但是血小板功能的变化尚不明

确。 因此，本研究证实广泛使用的 ＡＤ 模型，３ｘＴｇ⁃
ＡＤ 小鼠血小板粘附功能（血栓形成的初始关键步

骤） 发生改变。 以往在相关的 ＡＤ 小鼠模型，ＡＰＰ２３
小鼠中发现了血小板过度活化［１１］。 相对于以往的

研究，本研究不仅将血小板功能分析扩展，而且采

用目前广泛使用的 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠模型。 事实上，
３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠与 ＡＰＰ２３ 小鼠一样，携带 ＡＰＰ２３ 突

变，同时也携带早老素和 ｔａｕ 蛋白突变。 这些 ＡＤ 小

鼠的表型和生化特征与 ＡＤ 患者有许多相似之处，
包括过度磷酸化 ｔａｕ 蛋白的积累［１２］。

值得注意的是， 我们的研究结果与已往在

ＡＰＰ２３ 小鼠中报道是不一致的［１１］。 相对于 ＡＰＰ２３
小鼠，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠与对照 ＷＴ 小鼠的血小板，在可

溶性激动剂诱导下血小板的活化状态无显著差异。
这种差异提示，不同的突变诱导的 ＡＤ 可能对血小

板功能有影响。 然而，也不能排除我们的研究结果

与 Ｊａｒｒｅ 等人报道的差异，可能是由于血小板制备过

程中存在差异［１１］。 然而， ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠和 ＡＰＰ２３
小鼠研究均表明 ＡＤ 的发病血小板功能改变有关。
在 ３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠主要与血小板粘附功能改变；在
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ＡＰＰ２３ 小鼠主要与激动剂诱导的血小板活化有关。
在血栓形成的过程中，粘附能力改变可激活血小

板，是血栓形成的关键步骤［１３，１４］。 在本研究，我们

已经证明，３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板与细胞外基质粘附

增加，导致血小板活化的信号通路激活，包括 Ｐ⁃Ａｋｔ
和 Ｐ⁃ｐ３８ 表达显著增加。 粘附血小板的激活是后续

血栓形成必不可少的步骤。
总之，本研究证实了广泛使用的 ＡＤ 模型，

３ｘＴｇ⁃ＡＤ 小鼠血小板粘附功能发生变化，提示血小

板粘附功能改变可能有助于 ＡＤ 相关的血管并

发症。
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ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ｔａｎｇｌｅｓ：
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａｂｅｔａ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｕｒｏｎ，
２００３， ３９（３）： ４０９ － ４２１．

［１３］ 　 Ｊａｃｋｓｏｎ ＳＰ， Ｎｅｓｂｉｔｔ ＷＳ， Ｗｅｓｔｅｉｎ Ｅ． Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ Ｊ， ２００９， ７ Ｓｕｐｐｌ １
（Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｓ１）： １７ － ２０．

［１４］ 　 Ｇｏｗｅｒｔ ＮＳ， Ｄｏｎｎｅｒ Ｌ， Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｏｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｐｌｏｓ Ｏｎｅ， ２０１３， ９
（２）： ｅ９０５２３．

〔修回日期〕２０１６ － １１ － ２６

１２中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６


