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Shc相关磷酸化酪氨酸适配蛋白在大鼠血管衰老中的调控作用 

单海燕1*, 张四杨2, 赵  心1, 李  婉1, 于  凯1, 白小涓3 
（中国医科大学: 1附属第一医院老年病科, 2实验技术中心三部 , 沈阳 110001; 3中国医科大学附属盛京医院老年病干诊科 , 

沈阳 110004）  

【摘  要】目的  探讨Shc相关磷酸化酪氨酸适配蛋白p66shc在血管衰老表达的变化，对阐明血管衰老对动脉粥样硬化的

诊治具有重要意义。方法  将Wistar大鼠分为4、10、16、24月龄组，测定各组血浆丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶

（SOD）水平，同时采用恒速注入流体方法测定大鼠颈动脉血管的顺应性，并利用蛋白免疫印迹法分析各组p66shc、半

胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶-3水平。结果  随增龄，大鼠主动脉管壁增厚，纤维化程度增高，MDA浓度明显升高（与4

月龄和10月龄相比，均P＜0.01），SOD浓度明显降低（与4月龄相比，均P＜0.01；与10月龄相比，均P＜0.05），颈动脉

血管的顺应性增高、弹性速率和弹性面积的差异有统计学意义（与4月龄相比，均P＜0.01；与10月龄相比，均P＜0.05），

p66shc、Caspase-3蛋白表达呈时间依赖性上调。结论  血管衰老性重塑的分子机制之一可能与上调p66shc、Caspase-3蛋

白的表达有关，进一步阐明其调控机制可为延缓血管衰老、防治动脉硬化提供理论依据。 
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Regulatory effects of Shc-related phosphotyrosine adaptor proteins on 
vascular aging in rats 
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【Abstract】 Objective  p66shc (66-kilodalton isoform of Shc gene products) gene, encoding a phosphotyrosine signal adapter protein, is 

confirmed to extend life span by 30%. Our aim was to determine the expression of Shc-related phosphotyrosine adaptor proteins in rat 

vascular aging in order to elucidate the value of vascular aging in the diagnosis and treatment of atherosclerosis. Methods  A total of 60 

Wistar rats were divided into 4 groups according to age, that is 4, 10, 16 and 24 months old rats respectively. Aorta plasma levels of 

malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) were detected, and the compliance of rat carotid segment was measured by 

constant liquid injection. Western blotting was used to detect the expression of p66shc and caspase-3 in the healthy rats of different ages. 

Results  With aging, aorta wall was thickened with more severe fibrosis. MDA content in the rats of 16 and 24 months old was evidently 

ascended when compared with 4 and 10 months old (P＜0.01), but that of SOD was markedly declined (P＜0.01 compared with that of 4 

month old rats; P＜0.05 compared with that of 10 month old rats). The carotid flexibility was increased, especially flexibility area was 

significantly different (P＜0.01 compared with that of 4 month old rats; P＜0.05 compared with that of 10 month old rats). The expression of 

p66shc and Caspase-3 at protein level was increased in a time-dependent manner. Conclusion  The molecular mechanism of vascular aging 

might be associated with up-regulaton of p66shc and Caspase-3 with aging. Its underlying mechanism may provide theoretical basis for 

slowing down of vascular aging, and prevention and treatment of atherosclerosis. 
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衰老是心血管疾病的独立危险因素，大量研究指

出，血管结构、功能随增龄发生改变，即血管衰老直

接改变了各种心血管疾病的病理生理机制，从而改变

了疾病发生的阈值、严重程度和预后。增龄相关动脉

弹性降低常出现于动脉硬化和心血管事件之前，血管

衰老改变了各种心血管病发生的阈值和严重程度，显

著增加了心血管疾病发生的危险性[1,2]，故增龄成为

心血管疾病的首位危险因素。近年来，Shc相关磷酸

化酪氨酸适配蛋白（66-kilodalton isoform of Shc gene 

products，p66shc）在长寿中的作用引起极大的关注，

p66shc可能在衰老相关性疾病，如神经退化性疾病和

老年痴呆症中起重要的作用[3]，但其引起血管衰老的

机制尚不清楚，故本文通过测定衰老大鼠动脉血管顺

应性、p66shc和凋亡相关基因半胱氨酸天门冬氨酸蛋

白 酶 -3 （ Cysteinylasparate specific proteinase-3 ，

Caspase-3）的变化，旨在从分子水平阐明动脉衰老

的机理，为防治动脉硬化开辟新途径。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及分组 

60只健康雄性Wistar大鼠（中国医科大学实验动

物中心提供），按月龄分为4组（4、10、16、24月龄

组），每组15只，常规饲养10d。 

1.2  主动脉取材 

HX-2型小动物血压计测量鼠尾收缩压，称重

后，大鼠腹腔注射2%戊巴比妥钠（45mg/kg）麻醉

后，开胸心腔取血及胸主动脉组织，检测相关指标。 

1.3  主动脉形态学观察 

主动脉常规石蜡包埋，连续切片，片厚5µm，

HE染色光 镜下观 察血管 一般形态 ，HPLAS-1000

型图像分析系统检测内膜中膜厚度、血管内径、

内 膜 中 膜厚度 /内 径 ； Masson染 色 后 分 析 平 滑 肌

（smooth muscle cell，SMC）、胶原纤维（collagen 

fiber，CF）在各血管壁中的相对含量（Aa%）。 

1.4  血浆丙二醛（malonaldehyde, MDA）、超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）检测 

硫代巴比妥酸法测定血浆MDA，黄嘌呤氧化酶

法测定血浆SOD。 

1.5  颈动脉顺应性测定 

选定长度为1cm的血管段，一端套在比颈动脉管

径略粗的硬塑料管上，并用手术缝合线扎紧。硬塑料

管与生理记录仪的血压换能器连接。整个系统用生理

盐水充满并排除气泡。血压换能器和塑料管通过三通

阀门与恒速注射器连通，用1ml注射器配合恒速注射

器以3.67µl/s为单位，拉力/斜率以mmHg/s为单位，曲

线下面积以µmol/L为单位。这两个指标均以压力从基

线上升至3s这段曲线为计算依据。斜率与曲线下面积

升高表示血管顺应性下降。 

1.6  Western印记法检测主动脉p66shc、Caspase-3

的蛋白水平 

取 100mg 胸 主 动 脉 组 织 放 入 试 管 ， 加 入

600µl RIPA进行 冰浴匀 浆 ，4℃，12000r/min离心

10min后上清 液至 新试 管 中，再 次离 心一次 ，取

上清 分 装，-20℃保 存 待 用。 考 马斯 亮蓝 法 测定

蛋白质样 品浓度，每个样 品上样量 为20µl，常规

蛋白质电 泳分离 胶浓度 为12%（pH8.8），浓缩胶

浓 度 4% （ pH6.8 ）， 抽 提 纯 化 的 蛋 白 质 行

SDS-PAGE电 泳 后 转 移 至 PVDF膜 ， 5%脱 脂 奶 粉

的 TBST 4 ℃ 封 闭 过 夜 ， 加 入 一 抗 （ 兔 抗 大 鼠

p66shc、 Caspase-3， 1∶100） 室 温 摇 床 孵 育 3h，

TBST洗 涤 后 ， 与 二 抗 室 温 摇 床 孵 育 0.5h， 常 规

洗膜化学发光试 剂显 色， Alpha Imager图像 处理

系统扫描 测定感 光区带 平均积分 吸光度 。β-actin

为内参照 ，计算 相对含 量。  

1.7  统计学处理 

采用SPSS11.5软件包对数据进行统计处理，计

量资料以 x s± 表示，各组比较采用单因素方差分

析。P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  大鼠的一般状况 

各组大鼠生活状况良好，体质量正常，随增龄

收缩压 呈 时 间 依 赖 性 升 高 （ 与4月龄 和10月 龄 比

较，P＜0.05或P＜0.01；表1）。 

 
表1  不同月龄组大鼠收缩压变化比较 

Table 1  Comparison of systolic blood pressure between 4 
groups          (n＝15, x s± )   

组  别 体质量(g) 收缩压(mmHg) 

4月龄组 314.6±26.4 138.4±5.8 

10月龄组 527.4±28.2 146.6±7.6* 

16月龄组 658.2±32.5 156.2±5.6*# 

24月龄组 698.6±20.8 159.0±5.4 ### 

注 : 与4月龄组比较 , *P＜0.05, *P＜0.01; 与10月龄组比较 , 
#P＜0.05, ##P＜0.01 

 

2.2  主动脉形态结构变化 

校正收缩压、体质量影响后，4、10、16月龄组内

膜中膜厚度、内径、内膜中膜厚度/内径及胶原纤维、
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平滑肌含量随增龄逐渐升高（与4月龄比较，P＜0.01；

与10月龄比较，P＜0.05或P＜0.01），但24月龄组与

16月龄组比较差异无统计学意义（P＞0.05；表2）。 

2.3  血浆MDA、SOD含量及动脉顺应性 

随增龄，血浆MDA浓度呈时间依赖性升高（与

4月龄和10月龄相比，均P＜0.01），SOD浓度呈时

间依赖性降低（与4月龄相比，均为P＜0.01；与10

月龄相比，均为P＜0.05）；随增龄，弹性速率和弹

性面积升高（与4月龄比较，均P＜0.01；与和10月

龄比较，均P＜0.01；表3）。 

2.4  p66shc、Caspase-3蛋白表达 

Western印记法显示，4月龄组仅有微量的p66shc、

Caspase-3蛋白表达，其后，它们的表达随增龄逐渐增

高，24月龄组时至高峰（P＜0.01，图1、2）。 

 

 
图1  不同月龄大鼠主动脉p66shc蛋白表达的比较 

Figure 1  Western blotting analysis of p66shc protein expression in 
4 groups 

 

3  讨  论 

血管衰老是一种重要而必然的生理现象，其发生

有多方面的因素，与遗传因素、环境影响、表观遗传 

 
图2  不同月龄大鼠主动脉Caspase-3蛋白表达的比较 
Figure 2  Western blotting analysis of Caspase-3 protein 

expression in 4 groups 

 
修饰和疾病等有关。血管衰老的生理改变主要是血

管顺应性降低，主动脉血管顺应性降低是造成老年

收缩压升高的主要原因 [1,2,4]。本实验血管顺应性测

定发现，衰老组弹性速率和弹性面积升高，其中弹

性面积差异统计学意义（P＜0.05）；氧化应激是衰

老的重要诱发原因之一，通过刺激细胞凋亡，进而

引起机体的衰老，而脂褐素是机体氧化应激的产物，

其是衰老的重要标志产物之一，MDA是脂褐素形成

过程的中间产物，它能间接反映机体内氧化应激过

程中脂质过氧化水平，MDA升高和SOD下降是衰老

的重要表现。大量研究证实，衰老时MDA水平显著

升高而SOD明显下降，这与本研究结果相一致[5]。 

近年来，国内外关于细胞衰老的研究主要集中在

基因调控方面的研究，但血管衰老过程中缺乏精确可

靠的细胞和生化标志物，阻碍了对血管衰老本质及其

后继效应的鉴别研究[6,7]。在前期血管衰老的机制研

究中，我们课题组已观察到衰老大鼠血管Caspase-3

的mRNA及蛋白表达水平降低可能是血管衰老的重

要 分 子 机 制 之 一 。 本 实 验 通 过 对 凋 亡 相 关 基 因

Caspase-3蛋白检测发现，随增龄Caspase-3表达增

强，正常情况下，Caspase-3以酶原形式存在于细胞 

 
表2  不同月龄组大鼠主动脉形态结构分析 

Table 2  Analysis of aortic morphology in 4 groups                    (n＝15, x s± )   

组别 T (µm) D (mm) T/D SMC Aa% CFAa% 

4月龄组 51.2±5.4 1.12±0.16 0.043±0.002 24.6±4.2 11.8±4.5 

10月龄组 63.9±12.4** 1.34±0.25** 0.049±0.002** 31.0±4.1** 22.4±4.4** 

16月龄组 78.2±13.8**## 1.50±0.14**## 0.055±0.004**# 45.4±4.6**# 35.6±4.6**# 

24月龄组 83.6±16.0**## 1.59±0.18**## 0.059±0.003**# 52.6±4.4**## 41.5±4.2**# 

注 : T: 内膜中膜厚度; D: 血管内径; T/D: 内膜中膜厚度/内径; SMC Aa%: 平滑肌在血管壁中的相对含量; CF Aa%: 胶原纤维在血

管壁中的相对含量。与4月龄组比较, **P＜0.01; 与10月龄组比较, #P＜0.05, ##P＜0.01 

 
表3  不同月龄大鼠血浆MDA、SOD浓度和主动脉血管顺应性的比较 

Table 3  Comparison of SOD and MDA concentration of aortic plasma in 4 groups       (n＝20, x s± )   

组别 MDA(µmol/L) SOD(U/L) 弹性速率(U/L) 弹性面积(µmol/L)                

4月龄组 19.68±2.44 168.2±15.60 26.2±3.2 132.6±13.4 

10月龄组 26.30±3.62** 152.6±10.21** 34.6±3.8** 144.5±14.6** 

16月龄组 30.46±3.10**## 141.3±12.30**# 39.1±4.0**# 165.6±15.4**# 

24月龄组 38.58±4.03**## 128.6±11.46**# 48.4±4.4**# 186.8±18.2**# 

注 : MDA: 丙二醛; SOD: 超氧化物歧化酶。与4月龄组比较, **P＜0.01; 与10月龄组比较, #P＜0.05, ##P＜0.01 



·346·  中华老年多器官疾病杂志  2013 年 5 月 28 日 第 12 卷 第 5 期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.12, No.5, May 28, 2013 

中，可经线粒体依赖性途径和细胞表面死亡受体信

号通路激活，活化后的Caspase-3切割蛋白质底物，

破坏细胞内多种蛋白酶复合体，激活核内核酸酶，

造成DNA损伤，从而导致细胞凋亡及衰老[5,6]。目前，

p66Shc在长寿中的作用引起极大的关注，p66Shc蛋白

是 ShcA 基 因 编 码 的 3 种 蛋 白 之 一 ， 其 余 两 种 是

p46Shc、p52Shc。尽管3种Shc蛋白均属于酪氨酸磷酸化，

并且导致诱导生长因子的产生，但是研究发现其具

有不同的生物学作用。p66Shc N端包含一个富含脯氨

酸结构域（CH2），研究发现其在p66Shc调节氧化应

激和凋亡及衰老过程中起到重要的作用。有研究表

明：p66shc敲除小鼠可以延长30%的寿命，且对氧化

应激抵抗增加[3,6]；p66shc突变体小鼠，显示寿命周

期延长，细胞内氧化物产生下降，抵制氧化应激诱

导的凋亡发生，具有抗心血管疾病、衰老及糖尿病

的作用[9,10]。p66shc蛋白是ShcA基因编码的3种亚型

蛋白之一[3,7,8]，研究发现其参与了氧化应激、细胞

凋亡及衰老等过程的调控 [9-11]。本研究结果提示，

p66shc一方面能促进活性氧自由基（reactive oxygen 

species，ROS）的产生，另一方面能下调SOD、过

氧化氢酶表达水平，导致ROS的水平增多，促进了

细胞凋亡及衰老。在衰老发生过程中，p66shc参与了

线粒体ROS的产生，通过影响线粒体钙稳定，降低

膜电位，导致细胞色素C释放以及Caspase-3活化，

而p66shc-ser36磷酸化是这一过程的关键，同时不能

排除其他机制参与的可能。 

综上所述，本研究发现，随增龄Caspase-3、

p66shc的含量均明显升高，提示二者均参与了氧化

应激和衰老过程，这可能为将来对延缓血管衰老

的 研 究 提 供 一 种 新 的 策 略 ， 即 通 过 抑 制

p66shc/Caspase-3通路来延 缓血管老化，为防治动

脉硬化开辟新途径。 
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