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矢车菊素-3-葡萄糖苷抑制ApoE-/-小鼠血小板趋化因子及
白细胞表面受体

姚艳玲 1，2，张献丹 3，牙甫礼 1，2，陈彬林 1，2，李 卿 1，2，杨 燕 1，2，4

（1. 中山大学公共卫生学院营养学系，广东 广州 510080；2. 广东省营养与膳食健康重点实验室，广东 广州 510080；
3. 广西壮族自治区人民医院营养科，广西 南宁 530000；4. 中山大学公共卫生学院（深圳），广东 深圳 510006）

摘 要：【目的】探讨不同剂量的植物化学物花色苷活性成分矢车菊素-3-葡萄糖苷（Cy-3-g）对ApoE-/-小鼠

血小板来源的趋化因子及白细胞受体表达的抑制作用。【方法】75只 8周龄ApoE-/-雄性小鼠随机分为 5组，每

组 15只，分别用添加 200 mg/kg（低）、400 mg/kg（中）、800 mg/kg（高）三个剂量Cy-3-g的高脂饲料喂养，标准饲料

和高脂饲料分别为对照组和高脂组。实验周期为 16周。每周记录小鼠体质量变化和摄食量，实验末期用试剂

盒测定血脂四项水平，分离小鼠颈动脉切片后做油红O染色，ELISA法测定血清中MIF，CXCL12及CCL2的水平，

流式细胞仪测定白细胞表面CXCR4、CXCR7的表达，同时进行尾部出血时间测定。【结果】与高脂组比较，中、高

剂量 Cy-3-g降低了小鼠的血脂水平（P<0.05）；高剂量 Cy-3-g显著降低了小鼠颈动脉斑块面积（P<0.05）；所有

Cy-3-g干预组血清中趋化因子 CXCL12、CCL2水平显著降低（P<0.002）；中、高剂量 Cy-3-g组白细胞表面受体

CXCR4、CXCR7明显降低（P<0.05）；各组小鼠出血时间无显著差异（P>0.05）。【结论】在不造成出血风险的前提

下，花色苷 Cy-3-g能显著抑制ApoE-/-小鼠血清中趋化因子 CXCL12、CCL2及白细胞上相应受体 CXCR4、CXCR7
的水平。
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Abstract：【Objective】To investigate the effects of different doses of anthocyanins Cy-3-g on serum lipids，platelet-
derived chemokines，including MIF and CXCL12 together with their receptors CXCR4 and CXCR7.【Methods】Male
ApoE-/- mice were distributed to 5 groups（n=15 per group），and fed with standard diet，high fat diet（HFD），HFD with
200 mg/kg Cy-3-g（low），HFD with 400 mg/kg Cy-3-g（middle），HFD with 800 mg/kg Cy-3-g（high）respectively for
16 weeks. The changes of body weight and food intake were recorded weekly. At the end of the experiment term，the
serum lipids（triglyceride，cholesterol，HDL-C，LDL-C）were detected by kits. Arteries were separated to determine
plaque histology by Oil-Red-O stain. MIF，CXCL12 and CCL2 in serum were detected by ELISA kits. The expression of
CXCR4 and CXCR7 on the surface of leukocytes were tested via flow cytometry. Tail bleeding time was measured mean⁃
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近年来，心血管疾病（cardiovascular diseases，
CVD）已成为人类健康的首要威胁，其中以血管内

膜形成粥瘤或纤维斑块为特征的动脉粥样硬化

（atherosclerosis，AS）是心肌梗死、心力衰竭、脑卒

中等多种缺血性 CVD发生的共同病理学基础［1］。

血小板在凝血止血、炎症反应及器官移植排斥等

生理和病理过程中有重要作用。研究表明，血小

板作为一种重要的炎症细胞，通过激活、黏附、聚

集、颗粒释放、分泌炎性趋化因子和凋亡等活动，

在AS的发生、发展和斑块形成等过程中都发挥着

重要作用［2-3］，因此，对血小板在动脉粥样硬化中

功能的研究不容忽视。血小板颗粒物中包含多种

趋化因子（chemokine），如 CXCL4（PF4）、CXCL5
（ENA-78）、CXCL7（NAP-2）、CXCL12（SDF-1α）、

CCL2（MCP-1）、CCL5（RANTES）、MIF（macrophage
migration inhibitory factor）等［4］。血小板来源的趋

化因子 CXCL12 、MIF及 CCL2不仅具有趋化单核

巨噬细胞的作用，还能够通过引起血管内皮平滑

肌细胞增殖，增加斑块不稳定性等方式全程参与

动脉粥样硬化的发生与发展，与动脉粥样硬化

的多种并发症密切相关［5-6］。它们可通过与白细

胞、内皮细胞等炎症细胞表面相应受体 CXCR4、
CXCR7等结合来实现破损内皮对炎症细胞的招

募［7］。因此，这些血小板趋化因子及受体有望成

为抑制AS炎症病变的重要靶点。近年来，由于阿

司匹林等临床常用的抗血小板药物被发现有增

加出血、胃溃疡等风险的副作用，所以目前对于

AS的早期治疗以及长期抗炎治疗中抗血小板药

物的运用是受到很大限制的。植物化学物花色

苷（anthocyanin）是广泛存在于植物中的水溶性天

然色素。其中，矢车菊素-3-葡萄糖苷（cyanidin-
3-glucoside，Cy-3-g）是花色苷类中主要的生物活

性成分。流行病学研究显示，富含植物花色苷食

物的摄入与 CVD 的发病呈负相关［8］，具有显著的

抗炎、抗氧化、抗血小板、调节血脂以及改善内皮

功能等作用［9］。本课题组前期研究表明，花色苷

可体外有效抑制血小板的活化和聚集以及抑制

血栓的形成，同时高剂量（50 μmol/L）的使用也不

造成出血风险［10］；通过体内动物实验证实了膳

食摄入黑米花色苷的提取物可以有效降低因高脂

膳食诱导的大鼠血小板高反应性［11］。而在血小板

趋化因子方面，近期有研究发现，花色苷纯品

（Cy-3-g和Dp-3-g）可显著抑制高胆固醇血症患

者体内血小板α颗粒的释放以及 CXCL5、CXCL7、
CXCL8、CXCL12 等趋化因子的分泌［12-13］；但是，

目前还鲜有报道花色苷 Cy-3-g 单体对动脉粥

样硬化中血小板趋化因子及其受体的作用研

究。综此，本研究将选用可自发形成动脉粥样

硬化病变的ApoE-/-小鼠作为实验对象，探讨不同

剂量 Cy-3-g对ApoE-/-小鼠血小板趋化因子MIF、
CCL2、CXCL12 的抑制作用及对白细胞表面相

应受体 CXCR4、CXCR7 的抑制作用，并进一步

阐明其可能的机制，从而为将血小板趋化因子

作为长期防治 AS 炎症的靶点提供重要的理论

基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

6周龄健康ApoE-/-雄性小鼠，体质量 18~22 g，
购自常州卡文斯实验动物中心，在公共卫生学院

SPF级动物实验中心经过适应性饲养 2周后，开展

花色苷干预实验。动物许可证号为 SCXK（粤）

2013-0002。

while.【Results】Compared with the HFD group，the levels of serum lipids in medium（400 mg/kg）and high（800
mg/kg）Cy-3-g groups were significantly decreased（P<0.05）. The plaque area of carotid artery was decreased in high
Cy-3-g group（P<0.05）. Cy-3-g at all doses significantly reduced the serum concentrations of CXCL12 and CCL2（P<
0.002）. Cy-3-g of medium（400 mg/kg）and high（800 mg/kg）dose significantly inhibited the expression of CXCR4 and
CXCR7 on leukocyte surface（P<0.05）. Cy-3-g does not prolong the tail bleeding time.【Conclusions】Anthocyanin
Cy-3-g inhibits chemokine CXCL12，CCL2 in serum，and the expression of CXCR4 and CXCR7 on leukocytes without
bleeding risk in ApoE-/- mice.

Key words：platelet- derived chemokines； chemokine receptor； anthocyanins； atherosclerosis；ApoE gene
knocked-out mice

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（2）：171-177］
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1.2 主要试剂及仪器

Sepharose 2B、哌嗪-1，4-二乙磺酸（pipera⁃
zine-1，4-Bisethanesulfonic acid，PIPES；美国 Sigma
公司），小鼠PE-CXCR4、APC-CXCR7、FITC-CD45
及同型 IgG流式抗体（美国 R&D公司），小鼠 CX⁃
CL12、MIF及CCL2 酶联免疫吸附（ELISA）测定试

剂盒（英国Abcam公司），1X红细胞裂解液（美国

Ebioscience公司），单试剂GPO-PAP 法甘油三酯、

总胆固醇测定试剂盒、双试剂直接法 LDL-C、
HDL-C测定试剂盒（南京建成生物研究所），Cyto⁃
FLEX流式细胞仪（美国BECHMAN公司）、荧光酶

标仪（瑞士 TECAN 公司），台式高速冷冻离心机

（德国Eppendorf公司）。

1.3 花色苷单体制备

黑米的糊粉层通过磨皮机收集后，经乙醇溶

解过滤、石油醚萃取、大孔树脂吸附洗脱后，冷冻

干燥得到花色苷粗提物（纯度约 80%），使用中效

液相色谱分离纯化得到花色苷Cy-3-g单体，纯度

在 95％以上。

1.4 动物分组及干预

75只 8周龄雄性健康ApoE-/-小鼠，随机分为

5组，每组 15只，饲料条件分别为：AIN-93G标准

饲料（对照组）、M12015高脂饲料（高脂组，含 21%
脱水乳脂、0.15%胆固醇）、高脂饲料+200 mg/kg
Cy-3-g（低剂量组）、高脂饲料+400 mg/kg Cy-3-g
（中剂量组）、高脂饲料+800 mg/kg Cy-3-g（高

剂量组）。饲养过程中每天观察小鼠的一般状况

和摄食量，每周称量一次体质量，实验周期为

16周。

1.5 小鼠血清血脂水平的测定

实验末期，每组取 8只小鼠，股静脉穿刺取非

抗凝血，常温 3000 r/min（r = 8 cm）离心 15 min后

取上清，依照试剂盒说明书检测血清血脂四项，即

甘油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total choles⁃
terol，TC）、高密度脂蛋白（high density lipoprotein，
HDL-C）、低密度脂蛋白（low density lipoprotein，
LDL-C）水平。

1.6 小鼠颈动脉斑块的观察和测定

实验末期，腹腔注射 0.1 g/mL水合氯醛麻醉

小鼠，每组取 3只小鼠，显微镜下剥离小鼠颈总动

脉，结扎后取材制作 5 μm 冰冻切片。切片用油红

O染色颈动脉中分布的动脉斑块，镜下观察拍片

后用 IMAGE J（1.46版）软件分析斑块面积。

1.7 小鼠血清血小板趋化因子水平的检测

实验末期，腹腔注射 0.1 g/mL 水合氯醛麻

醉小鼠，行心脏采血。小鼠全血常温 3000 r/min
（r = 8 cm）离心 15 min 后取上清，每组取 8只小

鼠的血清，通过 ELISA 免疫检测法测定血清中

CXCL12、MIF和CCL2的水平，具体操作步骤参照

说明书。

1.8 小鼠白细胞表面趋化因子受体表达的情况

每组取 4只小鼠的抗凝全血，用 PBS适当稀

释混匀，加入终浓度为 100 μmol/L的ADP激活血

小板［14］。40 g/L的多聚甲醛溶液固定，裂解红细

胞，PBS洗脱红细胞碎片后，避光加入 FITC-CD45
流式抗体标记白细胞，以及 PE-CXCR4 和 APC-
CXCR7抗体标记白细胞表面趋化因子受体，室温

避光孵育 15 min后，用流式细胞仪检测白细胞表

面趋化因子受体的表达。

1.9 小鼠出血时间测定

每组取 10只小鼠，麻醉后剪尾 2 mm，立即将

尾部放入 37 ℃生理盐水中进行出血时间测定。

具体步骤和评价参照国际标准方法［10］。

1.10 统计学分析

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析，结果以均

数±标准差表示，组间均数比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），组间不同阶段摄食量均

数的比较采用重复测量方差分析（repeated mea⁃
sures ANOVA），组间两两比较使用 Bonferroni 方
法，P<0.05（双侧）时认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 花色苷Cy-3-g对 ApoE-/-小鼠摄食量和体

质量变化的影响

各组小鼠的摄食量情况见表 1，经分析组间

差异无统计学意义（P=0.181）。喂饲期间，未发

现小鼠摄食及行为异常。小鼠的体质量变化情

况如图 1所示，经过 16周的饲养，高脂组小鼠的

体质量增量约为对照组增量的 3.2倍，并且组间

差异具有统计学意义（P=0.003）。随着Cy-3-g干
预剂量的升高，体质量增长幅度逐渐降低，但是

与高脂组相比体质量增长量差异无统计学意义

（P＞0.05）。

2.2 花色苷Cy-3-g对ApoE-/-小鼠血脂的影响

如图 2，与对照组相比，高脂组的 TG（P=

姚艳玲，等. 矢车菊素-3-葡萄糖苷抑制ApoE-/-小鼠血小板趋化因子及白细胞表面受体 173
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表 1 ApoE-/-小鼠饲养期间摄食情况

Table 1 The diet intake of ApoE-/- mice （x ± s，n=75）

Group
Control
HFD
HFD+low
HFD+middle
HFD+high

t/weeks
4

3.71±0.29
3.66±0.21
3.79±0.68
4.15±0.22
3.83±0.40

8
3.72±0.32
3.96±0.48
4.07±0.38
3.91±0.19
4.33±0.36

12
3.30±0.23
3.91±0.28
3.73±0.34
3.73±0.26
3.74±0.26

16
3.21±0.18
3.99±0.28
3.97±0.13
3.78±0.12
3.55±0.47

HFD：high fat diet；repeated measures ANOVA between groups，n=15/group，Fgroup=1.739，P=0.181；Ftime=1.325，P=0.263；
Fgroup*time=1.815，P=0.166.

0.001）和TC（P=0.002）水平显著升高，组间有统计

学差异，说明高脂血症小鼠造模成功。与高脂

组相比，高剂量 Cy-3-g组的 TG、TC水平都受到

抑制，组间差异具有统计学意义（TG：P=0.003；
TC：P=0.001）；中剂量组（P=0.014）、高剂量组

（P=0.011）的LDL-C水平明显降低，组间差异具有

统计学意义；而HDL-C水平在高剂量 Cy-3-g干
预组升高，与高脂组相比差异具有统计学意义

（P=0.006）。

2.3 花色苷Cy-3-g对 ApoE-/-小鼠颈动脉斑块

面积的影响

与对照组相比，高脂组小鼠的颈动脉斑块形

成程度及面积明显增加（P=0.007），说明小鼠动脉

粥样硬化造模成功。与高脂组相比，仅高剂量

Cy-3-g组小鼠的颈动脉斑块面积减少量有统计

学差异（P=0.023），如图 2。
2.4 花色苷Cy-3-g对 ApoE-/-小鼠血清中趋化

因子CXCL12、MIF及CCL2水平的影响

与高脂组相比，各剂量的 Cy-3-g组血清 CX⁃
CL12的水平均明显受到抑制，并且组间差异具有

统计学意义（P<0.001）；中、高剂量Cy-3-g组表现

出MIF水平降低的趋势，但差异没有统计学意义

（P=0.072）；与高脂组相比，各剂量 Cy-3-g 组中

CCL2水平有减少趋势，并且中、高剂量组的差异具

有统计学意义（中剂量 P<0.01；高剂量 P<0.001），

见表 2。
2.5 花色苷Cy-3-g对 ApoE-/-小鼠白细胞表面

CXCR4、CXCR7表达水平的影响

与高脂组相比，中、高剂量 Cy-3-g组可明显

抑制白细胞表面CXCR4表达，并且组间差异具有

统计学意义（中剂量P=0.026；高剂量P=0.006）；对

于另一受体 CXCR7，与高脂组相比，中、高剂量

Cy-3-g组可明显降低其白细胞表面的表达量，并

且差异具有统计学意义（中剂量 P=0.030；高剂量

P=0.014），如图 3。
2.6 花色苷Cy-3-g对 ApoE-/-小鼠出血时间的

影响

各组小鼠断尾出血时间的测定结果显示，各

剂量组与对照组相比，无明显变化，差异无统计学

意义（P=0.643），如图 4。

The body mass change during the experiment period
showed that the HFD group and all three Cy-3-g groups had a
significant increase of body mass compared to the control
group. n=15/group，F=5.414，P=0.0008. By Bonferroni test
after One-way ANOVA，1）P<0.001 vs the control group；
2）P<0.05 vs the control group。

图 1 ApoE-/-小鼠 16周后体质量变化情况

Fig.1 The body weight of ApoE-/- mice after 16 weeks
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3 讨 论

近年来，花色苷因其具抗炎抗氧化、调节血

脂、延缓动脉粥样硬化发生发展的作用而受到了

广泛的关注。本课题组在既往花色苷影响血小板

功能方面研究的基础上，以血小板趋化因子及其

相应受体为切入点，进一步阐明花色苷Cy-3-g能

A：Representative photographs of Oil-Red-O-stained atherosclerotic areas from each group（Left：control groups；Middle：
HFD group；Right：HFD+high Cy-3-g group）. Original magnification ×200. B：The quantitative analysis of the plaque area. n=3/
group，P=0.0056，F=13.92，1）P<0.01 vs the control group；2）P<0.05 vs HFD group by Bonferroni test after One-way ANOVA.

图 2 Cy-3-g对ApoE-/-小鼠颈动脉斑块的影响

Fig.2 The effects of Cy-3-g on atherosclerotic lesion phenotype in carotid artery of ApoE-/- mice
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表 2 Cy-3-g对ApoE-/-小鼠血脂水平的影响

Table 2 The effects of Cy-3-g on the the serum lipid profiles of ApoE-/- mice

TG
TC
LDL-C
HDL-C

Group
Control

1.58±0.65
8.29±1.75
8.58±3.66
1.87±0.92

HFD
5.13±1.661)

11.99±1.091)

12.87±3.81
0.98±0.77

HFD+200 mg/kg Cy-3-g
3.66±1.18

11.13±1.14
10.28±2.28
1.75±0.30

HFD+400 mg/kg Cy-3-g
3.10±0.83

10.11±1.52
6.47±1.712)

2.27±1.00

HFD+800 mg/kg Cy-3-g
2.02±1.002)

7.90±0.892) 3)

6.28±1.252)

5.93±2.272)

P value
0.001
0.001
0.005
0.005

HFD：high fat diet；n=8/group，F=7.906，9.026，5.074 and 7.336 for TG，TC，LDL and HDL respectively，1）P<0.05 vs the
control group；2）P<0.01 vs HFD group；3）P<0.01 vs the low dose Cy-3-g group by Bonferroni test after One-way ANOVA.
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A：The expression of the CXCR4 on leukocytes. n=4/group，P=0.0048，F=7.426，1）P<0.05 vs the control group；2）P<0.05
vs HFD group；3）P<0.01 vs HFD group by Bonferroni test after ANOVA；B：The expression of the CXCR7 on leukocytes. n=4/
group，P=0.0053，F=7.238，1）P<0.05 vs the control group；2）P<0.05 vs HFD group by Bonferroni test after One-way ANOVA.

图 3 Cy-3-g对ApoE-/-小鼠白细胞表面CXCR4、CXCR7表达水平的影响

Fig.3 The effects of Cy-3-g on the surface expressions of CXCR4 and CXCR7 on leukocytes of ApoE-/- mice
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够通过降低动脉粥样硬化小鼠体内血小板趋化因

子 CXCL12、CCL2 以及白细胞表面受体 CXCR4、
CXCR7 的表达，从而起到延缓动脉粥样硬化的

效应。

ApoE-/-小鼠可自发形成动脉粥样硬化，为了

证实小鼠建模的成功，本研究检测了小鼠的血

脂水平和动脉斑块形成情况。与对照组相比，

高脂组小鼠血脂明显升高，镜下观察动脉斑块

面积增多。而花色苷 Cy-3-g对小鼠血脂和动脉

斑块形成的改善作用，也与既往相关研究结果

符合［15］。

已有研究表明，MIF、CCL2和 CXCL12这三个

趋化因子在动脉粥样硬化中高表达，并且通过与

白细胞表面相应受体的结合完成炎症细胞趋化募

集至内皮损伤处［6］。MIF通过与CXCR4相互作用

使巨噬细胞迁移和募集，从而促进 AS的发生发

展［16］；AS斑块内大量表达的 CXCL12通过与血小

板表面受体 CXCR4结合，活化血小板，使其发生

聚集、释放［17］；而 CCL2 在急性冠状动脉综合征

（ACS）患者血浆的表达显著高于正常对照，是预测

ACS患者心血管事件的风险及临床结局的指标［18］。

针对MIF、CCL2和 CXCL12这三种血小板趋化因

子在动脉粥样硬化形成过程中的关键作用，本研

究重点关注了花色苷 Cy-3-g对它们及相应受体

的影响。结果表明，Cy-3-g不显著影响小鼠血清

中 MIF 的表达水平，但是对 CCL2 的表达水平有

显著的抑制作用。已有研究证实，CCL2是一个可

被MIF调控表达的下游分子［6］，该结果提示我们

Cy-3-g可能直接抑制AS中的 CCL2，而不是抑制

其上游MIF的水平。各剂量的 Cy-3-g干预都引

起了CXCL12的水平降低，说明Cy-3-g对CXCL12
抑制效果要比CCL2更为敏感，这使得CXCL12及

其受体可能成为一个强有力的动脉粥样硬化干预

靶点。CXCL12和MIF具有相同的受体CXCR4与

CXCR7，主要存在于白细胞等炎症细胞表面［14］。

实验结果表明，Cy-3-g能够有效抑制白细胞表面

这两种受体的表达，因此Cy-3-g可能通过减少白

细胞表面趋化因子受体，来达到抑制血小板与白

细胞相互作用的过程。有研究指出，CXCR4 与

CXCR7的信号通路不完全相同［16，19］：CXCR4依赖

TXA2信号通路，促进血小板活动和血栓形成，而

CXCR7 通过 Akt 途径诱导下游抗细胞凋亡蛋白

BAD磷酸化，从而抑制血小板凋亡。因而CXCR4
与CXCR7是否存在竞争或者上下游活化的关系，

也是我们后期深入探讨和研究的重点。

出血时间是反映机体的凝血功能是否异常的

最保守指标，本课题组前期体内研究已证实花色

苷高脂膳食喂养的 C57小鼠，未表现出明显的出

血时间改变［20］。本实验在此基础上添加了不同剂

量Cy-3-g干预的组间比较，结果显示出血时间组

间相比未出现明显差异，进一步表明Cy-3-g可在

抑制血小板相关病理功能的同时并未造成出血风

险，从而为花色苷作为非药物抗动脉粥样硬化的

观点提供了强有力的依据。

既往研究发现，花色苷具有降低高脂饲料喂

养的ApoE-/-小鼠与大鼠体质量增加的作用［21］，本

次研究中，我们观察到相比于单纯高脂饲料喂养

的小鼠，Cy-3-g干预的小鼠体质量增长相对缓慢，

但最终各组高脂饲料喂养的小鼠体质量增长量没

有统计学差异。我们推测造成这种结果可能的原因

是所选择的 Cy-3-g 剂量梯度对体质量变化的

抑制作用不敏感，因为既往关于花色苷对体质量

影响的动物研究多采用的是 1 000 mg/kg 饲料干

预［20-22］，高于本研究的最高剂量组（800 mg/kg）。

因此对于花色苷是否具有控制体质量的生理功

效，还需更进一步的探讨。

综上所述，本研究证实了在不影响出血时间

的情况下，花色苷Cy-3-g能够显著改善ApoE-/-小

鼠的动脉斑块形成和血脂异常，显著降低血小板

趋化因子 CXCL12、CCL2水平及白细胞表面受体

CXCR4、CXCR7的表达，为花色苷防治动脉粥样

硬化提供了理论依据。

Bleeding time showed no significant difference between
all the groups. n=10/group，F=0.631，P=0.643

图 4 Cy-3-g对ApoE-/-小鼠出血时间的影响

Fig.4 The effects of Cy-3-g on bleeding times of ApoE-/-

mice
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