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!基础研究!

重组水蛭素对载脂蛋白
?

基因敲除小鼠

动脉粥样硬化斑块的影响及机制

田晋帆$葛长江$吕树铮$苑$飞$赵$康

摘要$目的$探讨重组水蛭素对载脂蛋白
?

基因敲除"

<J4?

"

H

"

#小鼠动脉粥样硬化斑块的影响及机制$ 方

法$高脂饲喂
8 KI

周龄
<J4?

"

H

"小鼠
!9

只%按体重&窝别进行随机配对分组%分为药物组及模型组%每组
#!

只%

以
#!

只高脂饲喂的
8 KI

周龄
&$8;LH:'

小鼠为正常对照组$ 药物组于
#"

周龄起隔日给予重组水蛭素
"

!

!$

@DHMD

腹腔注射%连续注射
$

周'模型组给予等量生理盐水注射'正常对照组不进行任何处理%均给予高脂饮食饲

喂
!"

周龄时处死$ 检测血清
)&

&

)N

&

LFL

#

&

&

OFL

#

&

&高敏
&

#反应蛋白"

PQ

#

&RS

#&

?

#选择素"

?

#

Q-5-BTAU

#&白细

胞介素"

:

"

(L

#

:

#&基质金属蛋白酶
!

"

++S

#

!

#水平'

O?

染色及形态计量学测定主动脉根部斑块面积
H

管腔面积及

细胞外脂质面积
H

斑块面积'

*-QT-/U .54T

测定主动脉钙库操纵性钙通道信号分子%包括基质交感分子
#

"

=)(+#

#&

G/1A#

蛋白&瞬时受体电位通道
#

"

)RS&#

#变化$ 结果$

!"

周龄时模型组小鼠主动脉血管壁脂质斑块形成$ 与正

常对照组比较%模型组小鼠
)&

&

)N

&

LFL

#

&

明显升高"

S V"

!

"#

#%血清炎症因子
PQ

#

&RS

&

(L

#

:

&

?

#

Q-5-BTAU

&

++S

#

!

水平亦明显升高"

S V"

!

"#

%

S V"

!

"$

#'小鼠主动脉
=)(+#

&

G/1A#

及
)RS&#

蛋白表达增多"

S V"

!

"#

#'与

模型组比较%药物组小鼠斑块面积
H

管腔面积及细胞外脂质面积
H

斑块面积明显下降"

S V"

!

"$

%

S V"

!

"#

#'血清
)&

&

LFL

#

&

&

PQ

#

&RS

&

?

#

Q-5BTA4U

&

(L

#

:

&

++S

#

!

水平亦降低"

S V"

!

"$

%

S V"

!

"#

#'主动脉根部
=)(+#

&

)RS&#

&

G/1A#

蛋白表达下调"

S V"

!

"$

%

S V"

!

"#

#$ 结论$水蛭素能改善
<J4?

"

H

"小鼠的血脂&内皮功能%下调
=)(+#

&

G/1A#

&

)RS&#

的表达%并通过影响上述环节进而延缓动脉粥样硬化的发生与发展$

关键词$重组水蛭素'载脂蛋白
?

基因敲除小鼠'动脉粥样硬化斑块'炎症因子'钙库操纵性钙通道

?WW-BT 1UX +-BP1UAQ@ 4W R-B4@.AU1UT OA/0XAU 4U <TP-/4QB5-/4TAB S51Y0-Q AU <J45AJ4J/4T-AU ?

ZU4BM40T

$

<J4?

"

H

"

%

+AB-

$

)(<7 'AU

#

W1U

"

N? &P1UD

#

'A1UD

"

L[ =P0

#

\P-UD

"

][<7 ,-A

"

1UX ^O<G

Z1UD

$

F-J1/T@-UT 4W &1/XA454D2

"

;-ACAUD <U\P-U O4QJAT15

"

&1JAT15 +-XAB15 [UA_-/QAT2

"

;-ACAUD (UQTAT0T-

4W O-1/T

"

L0UD

"

1UX ;544X 3-QQ-5 FAQ-1Q-Q

"

;-ACAUD

$

#"""!>

%"

&PAU1

<;=)R<&)

$

G.C-BTA_-

$

)4 -`J54/- TP- -WW-BT 1UX @-BP1UAQ@ 4W PA/0XAU 4U 1TP-/4QB5-/4TAB J51Y0-Q AU

1J45AJ4J/4T-AU ? MU4BM40T

$

<J4?

%

H

%

%

@AB-6+-TP4XQ

$

)4T1552 !9 <J4?

%

H

%

@AB-

"

8

%

I a--MQ 45X a-/- W-X aATP

PADP W1T XA-TQ6 )P-2 a-/- /1UX4@52 XA_AX-X AUT4 TP- /-B4@.AU1UT PA/0XAU T/-1T@-UT D/40J

$

X/0D D/40J

%

1UX TP-

@4X-5 D/40J 1BB4/XAUD T4 .4X2 a-ADPT 1UX XAWW-/-UT X-UQ

"

#! AU -1BP D/40J6 )a-5_- &$8;LH:' @AB-

"

8

%

I

a--MQ 45X W-X aATP PADP W1T XA-T a-/- /-B/0AT-X 1Q TP- U4/@15 B4UT/45 D/40J6 R-B4@.AU1UT PA/0XAU

$

"

&

!$ @DHMD

%

a1Q AUT/1J-/AT4U-1552 AUC-BT-X T4 @AB- AU TP- X/0D D/40J W/4@ TP- #"TP a--M 45X 4UB- -_-/2 4TP-/ X12 W4/ WA_-

Q0BB-QQA_- a--MQ6 ?Y015 _450@- 4W U4/@15 Q15AU- a1Q AUC-BT-X T4 @AB- AU TP- @4X-5 D/40J6 +AB- AU TP- U4/@15

B4UT/45 D/40J /-B-A_-X U4 T/-1T@-UT6 <55 @AB- a-/- Q1B/AWAB-X 1WT-/ W-X aATP PADP W1T XA-T 0UTA5 TP-2 a-/- !"

a--MQ 45X6 =-/0@ 5-_-5Q 4W T4T15 BP45-QT-/45

$

)&

%"

T/AD52B-/AX-

$

)N

%"

54a

#

X-UQAT2 5AJ4J/4T-AU

$

LFL

%"

PADP

#

X-U

#

QAT2 5AJ4J/4T-AU

$

OFL

%"

PADP

#

Q-UQATA_- &

#

/-1BTA_- J/4T-AU

$

PQ

#

&RS

%"

?

#

Q-5-BTAU

"

AUT-/5-0MAU

#

:

$

(L

#

:

%"

1UX QT/4

#

@15 @-T1554J/4T-AU1Q-

#

!

$

++S

#

!

%

a-/- X-T-BT-X6 )P- J51Y0-H50@-U 1/-1 1UX -`T/1B-55051/ 5AJAX B4@J4QATA4UH

J51Y0- 1/-1 a-/- 1U152\-X .2 O? QT1AUAUD 1UX @4/JP4@-T/26 &P1UD-Q 4W QADU15AUD @45-B05-Q AU QT4/-

#

4J-/1T-X
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B15BA0@ BP1UU-5Q

"

AUB50XAUD QT/4@15 AUT-/1BTAUD @45-B05- #

$

=)(+#

%"

G/1A# J/4T-AU

"

1UX T/1UQA-UT /-B-JT4/ J4

#

T-UTA15 BP1UU-5 #

$

)RS&#

%

a-/- X-T-/@AU-X .2 *-QT-/U .54T6 R-Q05TQ

$

LAJAX J51Y0- W4/@-X AU TP- 14/T1 _-QQ-5

a155 4W !"

#

a--M 45X @AB- AU TP- @4X-5 D/40J6 &4@J1/-X aATP TP- U4/@15 B4UT/45 D/40J

"

Q-/0@ 5-_-5Q 4W )&

"

)N

1UX LFL AUB/-1Q-X

$

S V"

&

"#

%"

PQ

#

&RS

"

?

#

Q-5BTA4U

"

(L

#

:

"

1UX ++S

#

! 4._A40Q52 AUB/-1Q-X

$

S V"

&

"#

"

S V"

&

"$

%

AU TP- @4X-5 D/40J

&

-`J/-QQA4U 5-_-5Q 4W =)(+#

"

)RS&#

"

1UX G/1A# QADUAWAB1UT52 AUB/-1Q-X

$

S V"

&

"#

%

6 &4@

#

J1/-X aATP TP- @4X-5 D/40J

"

TP- J51Y0-H50@-U 1/-1 1UX TP- -`T/1B-55051/ 5AJAX B4@J4QATA4UHJ51Y0- 1/-1 QADUAWA

#

B1UT52 X-B/-1Q-X AU TP- X/0D D/40J

$

S V"

&

"$

"

S V"

&

"#

%&

Q-/0@ 5-_-5Q 4W )& 1UX LFL

"

PQ

#

&RS

"

?

#

Q-5BTA4U

"

(L

#

:

"

1UX ++S

#

! 4._A40Q52 X-B/-1Q-X

$

S V"

&

"$

"

S V"

&

"#

%&

-`J/-QQA4U 5-_-5Q 4W =)(+#

"

)RS&#

"

1UX G/1A# a-/- QAD

#

UAWAB1UT52 X4aU

#

/-D051T-X

$

S V"

&

"$

"

S V"

&

"#

%

6&4UB50QA4U

$

OA/0XAU B405X QADUAWAB1UT52 A@J/4_- 5AJAXQ 1UX -UX4

#

TP-5A15 W0UBTA4UQ 4W <J4?

%

H

%

@AB-

"

X4aU

#

/-D051T- -`J/-QQA4U 5-_-5Q 4W =)(+#

"

G/1A#

"

1UX )RS&#

"

1UX TP0Q X-51

#

2AUD TP- 4BB0//-UB- 1UX X-_-54J@-UT 4W 1TP-/4QB5-/4QAQ6

Z?]*GRF=

$

PA/0XAU

&

1J45AJ4J/4T-AU ? MU4BM40T @AB-

&

1TP-/4QB5-/4TAB J51Y0-

&

AUW51@@1T4/2 W1BT4/

&

QT4/-

#

4J-/1T-X B15BA0@ BP1UU-5

$$随着人们生活水平的提高"冠状动脉粥样硬化所

致急性冠脉综合征 $

1B0T- B4/4U1/2 Q2UX/4@-

"

<&=

%已成为威胁人类健康的头号杀手) 脂质代谢紊

乱*氧化应激*内皮功能失调*血管平滑肌细胞增殖与

迁移*血栓形成等多因素*多环节参与动脉粥样硬化的

发生与发展) 近年研究发现"凝血酶不仅参与'凝血

瀑布(的血栓形成过程"而且其激活血小板的作用已

日益受到关注+

#

,

) 血小板氧化应激表现为血小板脂

质过氧化产物丙二醛$

+F<

%及血小板聚集功能增强

等"促进氧化低密度脂蛋白生成"并刺激巨噬细胞转变

为泡沫细胞+

!

,

) 此外"凝血酶本身和$或%激活的血小

板促进平滑肌细胞的增殖和迁移及炎症细胞的趋

化+

%

,

) 因此在防治动脉粥样硬化中抑制凝血酶至关

重要) 水蛭素来源于医用水蛭唾液腺"为
:$

个氨基

酸组成的多肽"目前可以利用基因重组技术大量生产"

是高效特异性直接凝血酶抑制剂+

9

,

) 临床研究报道"

颈动脉粥样硬化患者经水蛭素口服剂型治疗后"颈动

脉内膜"中膜厚度及斑块总积分均较治疗前下降+

$

,

)

本研究探讨经重组水蛭素治疗后载脂蛋白
?

基因敲

除$

1J45AJ4J/4T-AU ? D-U- MU4BM40T

"

<J4?

"

H

"

%小

鼠血脂*炎症因子的变化及重组水蛭素对主动脉根部

钙库操纵性钙通道$

QT4/-

#

4J-/1T-X B15BA0@ BP1U

#

U-5Q

%信号分子"包括基质交感分子
#

$

QT/4@15 AUT-/

#

1BTAUD @45-B05- #

"

=)(+#

%*

G/1A#

蛋白*瞬时受体电

位通道
#

$

T/1UQA-UT /-B-JT4/ J4T-UTA15 B1U4UAB15 #

"

)RS&#

%及血管病理变化的影响)

材料与方法

#

$动物$

8 KI

周龄
<J4?

"

H

"小鼠$品系
&$8;LH

:'

"北京大学医学部实验动物科学部自美国
'1BMQ4U

实验室引进%"质量合格证号 +

=&bZ

$京%

!"##

"

""#!

,&野生型
&$8;LH:'

小鼠购自北京维通利实验动

物技术有限公司"质量合格证 +

=&

$京%

!"#!

"

"""#

,"

均为雄性"体重
#> K!# D

"饲养条件
!

级"室温保持在

!! K!9

%"相对湿度
$"c

"光照时间
8

#

""

-

#>

#

""

)

!

$试剂及仪器$重组水蛭素白色冻干品购自大

连保税区联合博泰生物技术有限公司 $批号#

""!"#%">##

"

!

%) 兔抗鼠
=)(+#

抗体 $

&1T 746

1.:!"%#

"

[Z

%* 兔抗鼠
)RS&#

抗体 $

&1T 746

1.8$%!!

"

[Z

%* 兔 抗 鼠
G/1A#

抗 体 $

&1T 746

1.I%8$#

"

[Z

%均购自
<.B4@

公司) 辣根过氧标记

的山羊抗兔
(DN

$

O d L

%抗体$

&1T 74

!

###

"

"%$

"

""%

%购自美国
'1BMQ4U

公司)

)&

检测试剂盒$批

号#

!"#%#"!#

%*

)N

检测试剂盒$批号#

!"#%##!"

%*

OFL

检测试剂盒$批号#

!"#%">#:

%*

LFL

检测试剂

盒$批号#

!"#%"I"9

%均购自英科新创$厦门%科技有

限公司) 高敏
&

#反应蛋白$

PADP

#

Q-UQATA_- &

#

/-1B

#

TA_- J/4T-AU

"

PQ

#

&RS

% 检 测 试 剂 盒 $ 批 号#

!"#%#!"9

%*

?

#选择素$

?

#

Q-5-BTAU

%检测试剂盒$批

号#

!"#%##!9

%*基质金属蛋白酶 "

!

$

@-T1554J/4T-A

#

U1Q-

#

!

"

++S

#

!

%检测试剂盒$批号#

!"#9"#!#

%均购

自
ReX Q2QT-@Q

公司)

(L

#

:

检测试剂盒 $批号#

!"#9"!!9

%购自
-;A4QBA-UB-

公司)

<[9""

全自动

生化仪$日本奥林巴斯株式会社%&

+S9""

电子天平

$上海第二天平仪器厂%&

,/-QB4

低温冷冻离心机$美

国
)P-/@4

公司%&

+AUA

#

S/4T-AU !

电泳仪$美国
;A4

#

R1X

公司%&

+AUAS

#

9

电泳槽$北京凯元信瑞仪器有限

公司%&

+AUA )/1UQ ;54T &-55

转膜仪$美国
;A4

#

R1X

公司%&

R+!!%$

轮转式切片机$德国
L?(&<

公司%&

G52@J0Q ;b$#

光学显微镜$日本%)
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$动物分组及给药$参照文献+

:

,方法"高脂饲

喂
8 KI

周
<J4?

"

H

"小鼠建立动脉粥样硬化斑块模型)

!9

只
8 KI

周龄
<J4?

"

H

"小鼠按体重*窝别随机进行随

机配对"每对
#!

只$第
#

次腹腔注射时"随机抽取
#

只

给予重组水蛭素"该只作为药物组"另只作为模型组%"

#!

只野生型
&$8;LH:'

小鼠为正常对照组) 参照文

献+

8

,"于
#"

周龄起$脂质条纹期%"药物组隔日给予重

组水蛭素溶于生理盐水腹腔注射"

"

!

!$ @DHMD

"连续注

射
$

周&模型组给予等量生理盐水腹腔注射&正常对照

组不进行任何处理)

%

组均给予高脂饲料$基础饲料

8I

!

I$c

"脂肪
!#c

"胆固醇
"

!

#$c

%) 饲喂至
!"

周龄

时处死"处死前
#

日晚禁食*禁水)

9

$标本采集$每组取
:

只小鼠麻醉后"心尖部以

肝素生理盐水灌洗"无菌条件下取心脏和主动脉"

#"c

甲醛固定"脱水"常规石蜡包埋"小鼠心底部横断面连续

切片"每张切片厚
$ !@

) 参照文献+

I

,"每只小鼠的主

动脉根部取
9

个相同的切面"分别为 $

#

%升主动脉最近

端横截面"切面形态呈圆形&$

!

%主动脉瓣附着部位"并

有冠状动脉开口&$

%

%主动脉瓣起始横截面&$

9

%主动脉

瓣完全出现并汇合在一起) 每组另外
:

只小鼠同样方

法取主动脉根部制备蛋白裂解液"进行
*-QT-/U .54T

检测) 每只小鼠采血后"离心取上清液)

#"

只进行血

清检测$血脂检测
$

只"炎症因子
$

只%)

$

$检测指标

$

!

#

$血清指标测定$取材前禁食*禁水
#! P

"

<J4?

"

H

" 小 鼠 麻 醉 后" 经 眼 眶 静 脉 丛 采 血"

% """ / H@AU

"

#" @AU

离心分离血清"测定血脂及炎症

因子)

)&

*

)N

采用氧化酶法测定"

OFL

#

&

*

LFL

#

&

采

用直接法测定& 血清
PQ

#

&RS

*

(L

#

:

*

?

#

Q-5BTA4U

*

++S

#

!

均采用
?L(=<

法)

$

!

!

$病理形态指标测定$

O?

染色及形态计量

学测定斑块面积*血管管腔面积"计算矫正的斑块面积

$斑块面积
H

血管管腔面积%"计算机图像分析仪分析细

胞外脂质面积
H

斑块面积)

$

!

%

$

*-QT-/U .54T

法检测主动脉根部
=)(+#

*

G/1A#

及
)RS&#

蛋白表达$

;&<

法测定蛋白浓度&

调整蛋白浓度"煮沸
% K $ @AU

使蛋白变性&

=F=

#

S<N?

电泳"转膜&转膜完毕后"立即把蛋白膜放置到

#

&

);=)

中"漂洗
# K ! @AU

"以洗去膜上的转膜液&

加入
*-QT-/U

封闭液$

$

'脱脂奶粉"溶于
#

&

);=)

中%"在摇床上缓慢摇动"室温封闭
:" @AU

&

);=)

稀

释一抗$

#

(

# """

%"

9

%孵育过夜&加入
#

&

);=)

"在

摇床上缓慢摇动洗涤
$ K#" @AU

"共洗涤
%

次&

);=)

稀释二抗$

#

(

% """

%"室温孵育
:" @AU

&

);=)

洗膜

%

次" 每次
$ K #" @AU

&

?&L

化学发光"显影"定影)

用
f01UTAT2 GU-

软件对凝胶图像进行光密度分析"以

目的条带与内参照条带信号强度的比值代表组织中目

的蛋白的表达水平)

:

$统计学方法$采用
=S== #8

)

"

统计软件处

理数据) 计量资料以
`

*

Q

表示"组间均数比较采用单

因素方差分析$

GU-

#

a12 <7G3<

%"组间两两比较采

用
;4UW-//4UA

法"

S V"

!

"$

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组小鼠血脂与体重水平比较$表
#

%$与正常

对照组比较"高脂饲喂的
<J4?

"

H

"小鼠
)&

*

)N

*

LFL

#

&

明显升高$

S V"

!

"#

%"

OFL

#

&

水平则差异无统计学意

义$

S g"

!

"$

%&与模型组比较"药物组
<J4?

"

H

"小鼠血

清
)&

*

LFL

#

&

明显下降$

S V"

!

"$

"

S V"

!

"#

%"两组
)N

及
OFL

#

&

水平比较"差异无统计学意义$

S g"

!

"$

%)

%

组小鼠体重比较"差异无统计学意义$

S g"

!

"$

%)

!

$各组小鼠炎症因子水平比较$表
!

%$与正常

对照组比较"模型组血清炎症因子
PQ

#

&RS

*

(L

#

:

*

?

#

Q-5-BTAU

*

++S

#

!

水平均明显升高$

S V"

!

"$

"

S V

"

!

"#

%&与模型组比较"药物组血清中上述炎症因子水

平均明显降低$均
S V"

!

"#

%)

表
#

$各组体重与血脂水平比较$$

`

*

Q

%

组别
U

体重$

D

%

)N

$

@@4HL

%

)&

$

@@4HL

%

LFL

#

&

$

@@4HL

%

OFL

#

&

$

@@4HL

%

正常对照
$ %#

)

!"

*

#

)

9# #

)

9#

*

"

)

!8 9

)

$$

*

"

)

%: #

)

I8

*

"

)

9$ #

)

9!

*

"

)

9$

模型$$

$ %#

)

9:

*

"

)

8:

!

)

$$

*

"

)

9#

!

>

)

I8

*

"

)

>!

!

9

)

"I

*

"

)

I>

!

#

)

"!

*

"

)

##

药物$$

$ %#

)

"$

*

#

)

%8 #

)

II

*

"

)

$"

:

)

"8

*

"

)

:8

""

!

)

$9

*

"

)

!"

"

#

)

#$

*

"

)

!$

$$注#与正常对照组比较"

!

S V"

)

"#

&与模型组比较"

"

S V"

)

"$

"

""

S V"

)

"#

表
!

$各组血清炎症因子水平比较$$

`

*

Q

%

组别
U PQ

#

&RS

$

!DH@L

%

(L

#

:

$

JDH@L

%

?

#

Q-5-BTAU

$

UDH@L

%

++S

#

!

$

UDH@L

%

正常对照
$ "

)

#":

*

"

)

"#9 %"

)

"I"

*

9

)

$I$ 9I

)

:::

*

!

)

I"8 #9$

)

9>#

*

!9

)

:8"

模型
$

"

)

!I:

*

"

)

"%%

!!

%8

)

:!#

*

!

)

>>>

!

:%

)

%99

*

#

)

8>%

!!

!$:

)

9""

*

%#

)

#$"

!!

药物
$

"

)

#I$

*

"

)

"$"

"

%!

)

#%$

*

#

)

:9:

"

$$

)

$%"

*

#

)

8:%

"

#>#

)

!#>

*

#!

)

:9$

"

$$注#与正常对照组比较"

!

S V"

)

"$

"

!!

S V"

)

"#

&与模型组比较"

"

S V"

)

"#
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$$

%

$各组小鼠主动脉病理学改变$图
#

"表
%

%$正

常对照组小鼠未见斑块形成&高脂饲喂
<J4?

"

H

"小鼠

至
!"

周龄时见小鼠主动脉血管壁脂质斑块形成) 与

模型组
<J4?

"

H

"小鼠比较"药物组主动脉矫正斑块面

积$斑块面积
H

管腔面积%"细胞外脂质面积
H

斑块面积

明显降低$

S V"

!

"$

"

S V"

!

"#

%)

图
#

$各组小鼠主动脉病理变化$$

O?

" &

!""

%

表
%

$各组斑块面积
H

管腔面积*细胞外脂质

面积
H

斑块面积比较$$

`

*

Q

%

组别
U

斑块面积
H

管腔面积

细胞外脂质面积
H

斑块面积

正常对照
:

- -

模型$$

: #

)

#"%

*

"

)

"#> "

)

#:!

*

"

)

"#%

药物$$

:

"

)

"8:

*

"

)

""I

!

"

)

#%9

*

"

)

""8

!!

$$注#与模型组比较"

!

S V"

)

"$

"

!!

S V"

)

"#

9

$各组小鼠主动脉
=)(+#

*

G/1A#

及
)RS&#

蛋

白表达比较$图
!

"表
9

%$与正常对照组比较"模型组

主动脉
=)(+#

*

G/1A#

及
)RS&#

表达增多 $

S V

"

!

"#

%&与模型组比较"药物组小鼠上述蛋白表达明显

下降$

S V"

!

"$

"

S V"

!

"#

%)

表
9

$各组
=)(+#

*

G/1A#

*

)RS&#

蛋白表达水平比较$$

`

*

Q

%

组别
U =)(+# G/1A# )RS&#

正常对照
: "

)

%!# :

*

"

)

">$ " "

)

!:> 9

*

"

)

":" " "

)

989 %

*

"

)

":: "

模型
:

"

)

:"" %

*

"

)

"I9 I

!

"

)

9I> 9

*

"

)

"%8 "

!

"

)

:II :

*

"

)

"88 "

!

药物
:

"

)

9:! :

*

"

)

"8! "

"

"

)

%I8 8

*

"

)

"$! #

""

"

)

$88 9

*

"

)

"$# !

"

$$注#与正常对照组比较"

!

S V "

)

"#

&与模型组比较"

"

S V

"

)

"$

"

""

S V"

)

"#

讨$$论

<J4?

基因缺陷小鼠由美国洛克菲勒大学生化遗传

与代谢实验室和北卡罗来那大学病理遗传实验室应用基

因同源重组的靶基因技术于
#>>!

年培育成功+

>

"

#"

,

"其动

$$注#

#

为正常对照组&

!

为模型组&

%

为药物组

图
!

$各组小鼠主动脉
=)(+#

*

G/1A#

*

)RS&#

蛋白表达电泳图

脉粥样硬化斑块好发部位与人类相同"且同样经历从

脂质条纹到有纤维帽覆盖的成熟斑块的各个阶段"因

此"

<J4?

"

H

"小鼠是目前研究动脉粥样硬化较为理想

的动物模型)

动脉粥样硬化的发生发展涉及脂质入侵*血小板

活化*血栓形成*炎症反应*氧化应激*内膜损伤*血管

平滑肌细胞激活*选择性基质代谢及血管重建等多种

机制+

##

,

) 血脂异常是导致动脉粥样硬化的主要危险

因素之一"脂质是
<=

斑块的重要组成部分"血清

LFL

#

&

的降低使进入斑块内的胆固醇下降"从而减轻

氧化低密度脂蛋白的浸润)

血脂中
LFL

被氧化后参与形成泡沫细胞"还可损

伤内皮"促进单核细胞及中性粒细胞黏附"促进平滑肌

细胞增生及血小板黏附聚集"加剧炎症反应+

#!

,

) 已知

炎症反应参与动脉粥样硬化的每一个时期"从发生到

发展"最终导致动脉粥样硬化斑块破裂及血栓的形

成+

#%

,

)

&RS

是对急性感染或炎症反应所产生的一种

主要的急性反应期蛋白由肝脏合成"在正常人血清中

含量极微"而急性炎症反应阶段可迅速增加
# """

多

倍"

(L

#

#

*

(L

#

:

和肿瘤坏死因子#

"

$

)7,

#

"

%可调节其合

成+

#9

,

) 多项研究证实"

PQ

#

&RS

是发生心肌梗死*卒

中*血管性死亡等及其预后的独立预测因子+

#$

"

#8

,

)

因此"

PQ

#

&RS

水平高低可反映斑块的易损程度"如能

降低
PQ

#

&RS

的表达"可起到延缓动脉粥样硬化及稳

定粥样斑块的作用)
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!

!

血管内皮受损是动脉粥样硬化及其斑块形成中重

要的环节"当血管受损后"局部发生炎症反应"使得多

种致炎因子如
(L

#

:

*

?

#

Q-5-BTAU

等分泌增多)

?

#

Q-

#

5-BTAU

只在活化的内皮细胞表达"是内皮细胞受损的

标志"

(L

#

:

在动脉粥样硬化斑块肩区表达"刺激基质

金属蛋白$

++S

%参与动脉粥样硬化发生发展过程中

的基质重建过程+

#I

,

) 凝血酶除将纤维蛋白原变为纤

维蛋白参与凝血过程外"还通过激活凝血酶受体引发

直接或间接凝血酶介导的分子和细胞间相互作用) 伴

随凝血过程的瀑布式反应"凝血酶使内皮通透性增强"

引发一系列血管损伤反应+

#>

,

)

血管平滑肌细胞的增殖和凋亡是动脉粥样硬化的

重要特征"是动脉粥样硬化斑块形成的重要机制之一"

而细胞内钙稳态在其中起着重要作用"轻度升高的钙

离子促进细胞增殖"而持续增高的细胞内钙离子促进

细胞凋亡)

=)(+#

是一种主要定位于内质网上的
#

型跨膜蛋白"被认为是胞内钙库
&1

! d的'传感器("通

过影响钙离子内流调节细胞功能"它能感受钙库中钙

离子浓度下降"然后易位到胞膜"将信息传给位于胞膜

的
)RS&#

及
G/1A#

通道"介导
)RS&#

及
G/1A#

通道

开放"胞外钙离子内流以补充胞内
&1

! d

"它们是钙库

操纵性钙通道蛋白的主要组成分子)

<0.1/T ,&

等+

!"

,也发现"利用
QAR7<

技术下调
=)(+#

"细胞增殖

受抑制"敲除
=)(+#

基因可以阻止冠状动脉血管平滑

肌细胞增殖) 郭瑞威等+

!#

,采用
R7<

干扰技术沉默

原代培养血管平滑肌细胞
=)(+#

分子后"

%

O

#

)XR

掺

入量和细胞明显减少"表明平滑肌细胞增殖明显受到

抑制) 况春燕等+

!!

,研究发现"

R7<

干扰沉默
=)(+#

抑制内皮祖细胞的增殖和迁移及钙库操纵性钙内流"

人源
=)(+#

的再表达逆转了
=)(+#

剔除对内皮祖细

胞的影响)

(UD0-U-10 &

等+

!%

,通过
R7<

干扰沉默

)RS&#

"降低了钙离子的内流"并且减弱了氧化修饰

LFL

对血管平滑肌细胞的毒性) 氧化型低密度脂蛋

白$

4`

#

LFL

%可以时间依赖性地诱导
G/1A#

表达"从

#! P

开始具有显著差异"干扰
G/1A#

可以使巨噬细胞

结合*摄取
FA(

标记的
LFL

的能力明显降低+

!9

,

) 由此

推知"钙库操纵性钙通道蛋白
=)(+#

*

G/1A#

*

)RS&#

与动脉粥样硬化的发生*发展密切相关"是治疗动脉粥

样硬化的重要靶点)

凝血酶具有生长激素样作用"促进血管平滑肌细

胞增殖反应"且这种作用主要是通过
&1

! d和
SZ&

信

号通路实现的+

!

,

"因而贯穿于动脉粥样硬化发生发展

的全过程) 水蛭素是目前最强的直接凝血酶抑制剂"

它不仅可以与游离的凝血酶结合"而且可以同结合于

血栓的凝血酶结合+

9

,

) 本研究结果表明"经重组水蛭

素治疗后主动脉
=)(+#

*

G/1A#

*

)RS&#

表达显著下

降"这与体外所证实的其对血管平滑肌细胞增殖的抑

制作用相一致+

!$

,

) 另外本研究表明水蛭素可以通过

下调钙离子信号蛋白
=)(+#

*

G/1A#

*

)RS&#

的表达"

从而抑制血管平滑肌增殖*迁移)

本课题组前期研究结果表明"直接凝血酶抑制剂水

蛭素的口服剂型可以降低
S&(

术后升高的血小板聚集

率及
PQ

#

&RS

浓度"并改善
<&=

患者的远期预后) 本

研究旨在应用重组水蛭素"以动脉粥样硬化斑块病理学

形态*炎症因子及影响血管重塑的钙离子信号蛋白为研

究对象"进一步探讨其改善动脉粥样硬化的机制+

!:

,

)

本研究结果可见重组水蛭素治疗组
<J4?

"

H

"小鼠斑块

面积与管腔面积的比例*斑块中细胞外脂质成分的比例

均较模型组显著下降) 进一步的血清学检测表明"重组

水蛭素虽然没有完全改变此基因敲除小鼠的基础血脂

水平"但明显降低
<J4?

"

H

"小鼠血清中
)&

*

LFL

) 此

外"重组水蛭素对动脉粥样硬化发生发展过程中的炎症

因子如
PQ

#

&RS

*

(L

#

:

*

++S

及
?

#

Q-5-BTAU

均具有显著

的改善作用) 证实重组水蛭素在动脉粥样硬化斑块形

成过程中发挥调脂*抗炎*改善内皮功能等重要功效)

由此可见"水蛭素通过对动脉粥样硬化形成过程中多因

素*多环节的调节作用"进而延缓其病理进程)

本研究也存在其局限性"如未对动脉粥样斑块进

行动态的干预及观察) 后续的研究笔者将进一步设立

不同周龄的
<J4?

"

H

"小鼠"以不同浓度的重组水蛭素

干预"进一步探索其对动脉粥样硬化斑块的影响"及该

作用是否为浓度依赖性) 此外"以基础实验为依据"进

一步探索水蛭素及其衍生物在治疗冠心病患者的临床

疗效"将有助于发挥中医药在防治冠心病急性冠脉综

合的特色)
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