
书书书

文章编号：!"""#$%"%（&""’）"(#’&)#"% 论著

南蛇藤素对 !"#$基因敲除小鼠主动脉壁%&’及%%()* 表达的影响

李金平，程* 军，田* 卓，胡厚源* * （第三军医大学西南医院心血管内科，重庆市介入心脏病学研究所，重庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 观察南蛇藤素对 ,-./基因敲除小鼠在动脉粥样硬化斑块形成的早期阶段主动脉壁中巨噬细胞移动
抑制因子（0123.-4156 0753187.9 7947:78.3; <128.3，=>?）和基质金属蛋白酶#(（01837@ 0681AA.-3.86791B6#(，==C#(）表达的影响。
方法* ’ 周龄雄性 ,-./基因敲除小鼠 !& 只，按随机数字表法分为南蛇藤素干预组和对照组，每组 D 只，均给予高脂饮食
饲养 ’ 周，在高脂饲养的后 % 周，分别予以 & 05·E5 F!·G F!南蛇藤素和相当剂量的溶剂二甲基亚砜（H=IJ）腹腔注射，每
日 ! 次，连续用药 % 周；小鼠处死后行主动脉连续石蜡切片，K/染色观察组织形态学改变，测定 ,-./ 基因敲除小鼠主动
脉根部粥样斑块面积，同时采用免疫组化方法观察主动脉壁 =>? 和 ==C#( 蛋白表达的强度。结果* 图像分析测量结果
显示对照组形成了早期斑块；南蛇藤素干预组斑块面积较对照组明显减小（! L "M "!），斑块面积 N动脉壁横切面积也明显
降低（! L "O "!）；南蛇藤素干预组与对照组比较，=>?、==C#( 的表达均明显降低（! L "M "!）。结论* 南蛇藤素可能通过下
调 ,-./基因敲除小鼠主动脉壁 =>?、==C#( 表达，发挥一定的抗动脉粥样硬化作用。
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* * 动脉粥样硬化（ 18463.B2A63.B7B，,I）是严重危害
人类健康的主要疾病之一，发病率呈上升趋势，在其疾
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病进程中伴有各种炎症因子的过度表达、基质金属蛋

白酶（01837@ 0681AA.-3.86791B6B，==CB）调节失衡等病
理过程［! F +］。载脂蛋白 /（,-./）基因敲除小鼠，在正
常饮食下即可形成明显的高脂血症及 ,I 病灶。高脂
饮食下的 ,I 灶病变得更明显、形成更早，是研究 ,I
发病机制和干预措施较理想的动物模型。南蛇藤素具
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有免疫抑制及影响细胞增殖的作用［!，"］，临床上多用

于与免疫异常相关的疾病的治疗和某些肿瘤的辅助治

疗，但尚未有将其用于心血管疾病治疗的报告。本研

究以 #$%& 基因敲除小鼠为对象，观察南蛇藤素对动
脉壁 ’’()* 和炎症因子 ’+,表达的影响，探讨其阻止
斑块形成的作用。

!" 材料与方法

-. -/ 主要试剂和设备
/ / 南蛇藤素（01234%5678，美国），#$%&基因敲除小鼠（北京大
学医学部实验动物中心），兔抗 ’+,多克隆抗体、兔抗’’()*多
克隆抗体、生物素化羊抗兔 +9:、即用型链霉素抗生物素蛋白过
氧化物酶（;#<0）、=#< 显色试剂盒（武汉博士德生物工程有
限公司），胆固醇（成都科龙化工公司），脂肪酸（市售猪油熬

制），+8197 (>% (2?@ A. B 图像分析软件（’7C41 5D37>，美国），数
码图像采集设备（E4F%G &524$@7 &HBB ，日本）。

-. H/ 动物分组
/ / #$%&基因敲除小鼠 -H 只，雄性，I 周龄，体质量（-*. !- J
B. AB）9，按随机数字表法分为 H 组：南蛇藤素干预组和对照组，
每组 A 只，H 组均给予高脂饮食饲养 I 周。高脂饮食是在普通
饮食中加入脂肪酸与胆固醇，其中脂肪酸含量为 H-K，胆固醇
含量为 B. H-K［A］。在高脂饲养的后 ! 周，南蛇藤素干预组予以
H 89·F9 L-·C L-南蛇藤素（溶于 =’;M）腹腔注射，对照组予
以相当剂量的溶剂 =’;M腹腔注射，每日 - 次，连续用药 ! 周；
实验第 -A 周，小鼠经 HBK乌拉坦腹腔麻醉，剖开胸腔行心脏取
血处死，经 ! K多聚甲醛灌注固定后取心脏连主动脉，剥离血
管外附着组织，行石蜡包埋，自主动脉根部向下行连续切片，每

只小鼠切片 "B 张，每张切片 H 个组织面，切片厚 " !8 ，每间隔
A 张取 - 张，分别行 N&染色、’+,及 ’’()* 免疫组化染色。

-. O/ 主动脉 #;斑块面积的分析
/ / 小鼠主动脉切片每间隔 A 张取 - 张，共取 A 张，做 N& 染
色，光镜观察血管壁 #;病变的组织学形态；数码相机 -BB 倍镜
下采集图像，用 +8197 (>% (2?@ A. B 图像处理软件作形态学分
析，测量动脉壁横切面积、粥样斑块面积，计算粥样斑块面积与

动脉壁横切面积之比，取其均值进行统计学分析。

-. !/ 免疫组织化学染色及分析
/ / 取各组小鼠主动脉切片常规行脱蜡、水化、组织抗原修复，
磷酸盐冲洗 O 次，一抗稀释度为 - P "B，;#<0 法染色，=#< 显
色；每组中另用 (<;取代一抗作为阴性对照；光镜下见黄褐色
颗粒为阳性。数码相机 !BB 倍镜下采集图像，采用 +8197 (>%
(2?@ A. B 图像处理软件进行积分光密度值（ +M=）测定，同时测
定血管壁的面积，计算出平均光密度（#M=），#M= Q +M= R血管
壁面积，通过 +M=半定量目标蛋白的表达，其值越大，表达量越
高。

-. "/ 统计学处理
/ / 结果以 !! J "表示，采用 ;(;; -B. B 统计软件进行两组间 #
检验。

#" 结果

H. -/ 南蛇藤素对 #$%&基因敲除小鼠斑块形成的影响
H. -. -/ N&染色结果/ / 对照组主动脉内多可见管壁厚薄不
均，中膜近内膜处平滑肌排列紊乱和增生，#;病变血管内膜层
增厚，可见由大量泡沫细胞形成的脂纹；南蛇藤素干预组主动

脉内可见早期脂纹形成，泡沫细胞数量较少（图 -）。
H. -. H/ 斑块面积与主动脉壁横截面积的比较/ / 南蛇藤素干
预组与对照组比较，斑块总面积明显减少［南蛇藤素干预组

（! HSB. S! J- BHS. A!）!8 H、对照组（I *S-. -* J - AA". SA）!8H，

$ TB. B-］；斑块面积 R动脉壁横切面积也明显降低［南蛇藤素干预
组（B. B!! JB. B-H）和对照组（B. B*B J B. BHB），$ T B. B-］；血管壁面
积无统计学差异［南蛇藤素干预组（-BO SH*. BH J H- !AI. "A）!8H、

对照组（-BB -!H. "I J-! A-S. **）!8H，$ QB. HOI］。
H. H/ 南蛇藤素对小鼠主动脉壁 ’+,、’’()* 表达的
影响

/ / ’+,阳性表达均为细胞质呈现棕黄色，细胞核不着色。对
照组内皮细胞和平滑肌细胞有较强的 ’+,表达，南蛇藤素干预
组 ’+,表达较弱，与对照组比较有显著性差异［光密度值为南
蛇藤素干预组（B. BHH J B. BBI）、对照组（B. B"! J B. B-"），$ T
BU B-］，提示南蛇藤素可以显著降低动脉血管壁 ’+, 的表达。
’’()* 阳性表达为细胞质呈现棕黄色，细胞核不着色。对照组
中内皮细胞和平滑肌细胞有较强的 ’’()* 表达，南蛇藤素干
预组 ’’()* 表达较弱［光密度值为南蛇藤素干预组（B. B-I J
B. BBA）、对照组（B. BOA J B. BBI），$ T B. B-］，提示南蛇藤素可以
显著降低动脉血管壁 ’’()* 的表达（图 H、O）。

!!

!"
#：对照组；<：南蛇藤素干预组

图 !" $%&’基因敲除小鼠主动脉形态学观察"（N& V-BB）
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$：对照组；-：南蛇藤素干预组；.：阴性对照
图 !" #$%&基因敲除小鼠主动脉根部血管壁’()的表达"（/$-. 0 122）

!! !" !#
$：对照组；-：南蛇藤素干预组；.：阴性对照

图 *" #$%&基因敲除小鼠主动脉根部血管壁’’+,- 的表达"（/$-. 0 122）

*" 讨论

" " 动脉粥样硬化是指大中型动脉内膜和内膜下发生
脂质沉积，并伴有中层平滑肌细胞向内膜移行增殖，内

膜层增厚而形成的粥样病灶或纤维脂质斑块。在不同

的发展阶段病变有以下几种组织学表现：脂纹、纤维斑

块、粥样斑块及复合病变。$%&’基因敲除小鼠是较成
熟的动脉粥样硬化动物模型，在 3 4 5 周龄时主要是单
核细胞趋附于损伤的内皮细胞处，6 4 72 周龄出现脂
纹，73 4 82 周龄后逐渐出现纤维斑块，病变部位以主
动脉根部最为明显，其次为胸主动脉。其斑块分布及

病理特征与人类 $/ 斑块极为相似。本研究采用
$%&’基因敲除小鼠为实验动物，以斑块面积与血管壁
面积比来评价动脉粥样硬化发展程度，本实验中对照

组和南蛇藤素干预组 $%&’ 基因敲除小鼠均有不同程
度动脉粥样硬化斑块形成，证实该动物模型是成功的。

" " 南蛇藤素（.9:;<=>&:）又名雷公藤红素（ ?>@%=9>,
@A9），是从植物雷公藤中提取的一种单体，属三萜类色
素，分子式为 .8!BC6D1，相对分子质量为 132。本研究
表明，对照组和南蛇藤素干预组都有脂纹或纤维斑块

等早期 $/病变形成，但相比较而言，南蛇藤素干预组
斑块病变较局限，斑块面积与管壁面积之比值低于对

照组，提示南蛇藤素在一定程度上抑制了斑块的进展，

具有一定的抗动脉粥样硬化作用。

" " 本研究表明，南蛇藤素对 ()* 表达有显著抑制作

用。目前药理研究已证实，南蛇藤素具有显著的免疫

抑制和抗炎作用。它可以通过 E*,!- 途径抑制内皮
细胞 )F,7、G.$(,7、).$(,7、’,选择素等因子表达［3］；
在各种炎症性动物模型中，应用南蛇藤素可以降低血

清的 )F,7、)F,8、)F,72、ED水平［H］。()*是与动脉粥样
硬化密切相关的一种炎症因子，在与动脉斑块有关的

单核 I巨噬细胞、内皮细胞、平滑肌细胞中均有表达，而
在正常动脉壁中基本无表达［6，!］。()*可以诱导单核 I
巨噬细胞黏附于内皮，并可以激活血管内皮细胞、平滑

肌细胞等表达丰富的致炎因子和细胞介质，如 ?E*,"、
)F,7、)F,6、).$(,7 和 G.$(,7 等。目前已经有很多证
据表明动脉粥样硬化是一种炎症性疾病，而抑制血管

的炎症反应是抗动脉粥样硬化治疗的重要手段。本研

究结果提示，南蛇藤素除可直接抑制炎症因子的表达

外，尚可能通过抑制 ()* 的表达进而影响众多炎症因
子的分泌和表达，减轻血管的炎症反应，防止单核 I巨
噬细胞的进一步聚集和浸润，减少巨噬细胞源性泡沫

细胞的形成，从而发挥抗动脉粥样硬化作用。

" " 本研究观察了 $%&’ 基因敲除小鼠动脉壁内
((+,!水平的变化，结果显示，南蛇藤素可以显著降低
血管壁内 ((+,! 的表达。((+< 是调节细胞外基质
动态平衡的最重要的一大酶系，对基质有广泛的降解

作用，与动脉粥样斑块的关系非常密切［72，77］。与动脉

斑块有关的免疫细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞及泡

沫细胞等都可以分泌 ((+<，而在正常的血管壁中
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!!"#表达甚少。!!"$% 可以彻底降解胶原片段，增
强血管平滑肌细胞迁移活性和收缩胶原的能力［&’］，对

()*+基因敲除小鼠的动脉粥样斑块形成有促进作
用［&,］，在动脉粥样硬化引起的血管代偿性重塑中

!!"$% 也发挥了很大的作用［&-］。在人不稳定型心绞
痛病变组织中，巨噬细胞和平滑肌细胞中的 !!"$% 合
成活跃，其结果是破坏斑块表面的纤维帽，斑块易于发

生破裂［&.］。本研究表明，南蛇藤素可以抑制 ()*+ 基
因敲除小鼠血管壁 !!"$% 的表达，因而可以减少胶原
降解、抑制平滑肌细胞迁移，减少平滑肌源性泡沫细胞

的聚集，从而延缓动脉粥样斑块形成；同时 !!"$% 表
达的降低也可以减少斑块表面纤维帽中胶原降解，防

止纤维帽的破裂，进而发挥稳定斑块的作用。南蛇藤

素可以抑制 /0$&、123$!等炎症因子的表达，已经有明
确证据表明此类炎症因子可以促进 !!"$% 的表达，但
并不排除南蛇藤素直接或通过其他未知的途径抑制

!!"$% 的表达，这需要进一步的研究证实。
4 4 因此，南蛇藤素可能通过降低动脉血管壁 !!"$%
和炎症因子 !/3 的水平，抑制炎症介质的表达，同时
抑制血管壁胶原降解，限制平滑肌细胞向内皮迁移，从

而起到抑制动脉粥样硬化和稳定动脉粥样硬化斑块的

作用。
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