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腹主动脉瘤中组织蛋白酶Ｓ以及ＮＦκＢｐ６５的表达及意义

李　伦，任　为　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院血管外科）

　　［摘要］　目的　观察组织蛋白酶Ｓ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ）及核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）ｐ６５在腹主动脉瘤（ａｂｄｏｍｉｎａｌ
ａｏｒｔｉｃａｎｅｕｒｙｓｍ，ＡＡＡ）中的表达，探讨其在 ＡＡＡ发生、发展及破裂中的作用及相关性。方法　 收集我科２００８年１月至
２０１３年３月行手术治疗ＡＡＡ术中留取的腹主动脉瘤壁组织７８例，其中ＡＡＡ（最大直径５～７ｃｍ）组 ２９例、ＡＡＡ（最大直
径 ＞７～９ｃｍ）组３４例、破裂腹主动脉瘤（ｒｕｐｔｕｒｅｄａｂｄｏｍｉｎａｌａｏｒｔｉｃａｎｅｕｒｙｓｍ，ＲＡＡＡ）（最大直径＞７～９ｃｍ）组１５例。采用
免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ及核心因子κＢｐ６５的表达，Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析检测两者的相关性。结果　 免
疫组化结果显示ＮＦκＢｐ６５集中于细胞质和细胞核表达，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ主要集中在细胞质表达。ＮＦκＢｐ６５及ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ在
ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组中的阳性率明显高于ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组（Ｐ＜０．０５），在ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组中阳性率较ＡＡＡ（＞７～
９ｃｍ）组显著升高（Ｐ＜０．０５）。差异性分析显示 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５在 ＡＡＡ组织中的表达与高血压、冠心病有关
（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢｐ６５在ＡＡＡ中的表达还与吸烟有关（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示 ＮＦκＢｐ６５及 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ在
ＡＡＡ组（＞７～９ｃｍ）中的表达显著高于 ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组（Ｐ＜０．０５），在 ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组中表达显著高于 ＡＡＡ
（＞７～９ｃｍ）组（Ｐ＜０．０５）。相关性分析显示ＮＦκＢｐ６５与ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ的表达呈正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ
与ＮＦκＢｐ６５在３组ＡＡＡ组织中均有表达，其表达量均随ＡＡＡ直径的增加及破裂呈现递增趋势，提示两种蛋白在 ＡＡＡ
发生、发展、破裂中发挥重要作用。
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ＮＦκＢｐ６５ａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＳｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎ７－９ｃｍＡＡＡｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎ５－７ｃｍＡＡＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＮＦκＢｐ６５ａｎｄｃａｔｈｅｐｓｉｎＳｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎ７－９ｃｍＲＡＡＡｇｒｏｕｐｔｈａｎ
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　　腹主动脉瘤（ａｂｄｏｍｉｎａｌａｏｒｔｉｃａｎｅｕｒｙｓｍ，ＡＡＡ）是
以腹主动脉局限性扩张为主要表现的一种疾病，好发

于年龄＞６０岁的老年人，其发生、发展机制复杂，目前
认为可能与遗传、生化、免疫、炎症、血流动力学等多种

因素有关，此病一旦发生就会不断扩张直至破裂，预后

极差［１］。ＡＡＡ的组织学特征主要是血管壁的炎症反
应和动脉壁中膜的重构［２］。组织蛋白酶 Ｓ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ
Ｓ）是组织蛋白酶家族中的重要一员，近年来其在心血
管疾病中的作用受到广泛的关注。研究证实ｃａｔｈｅｐｓｉｎ
Ｓ具有调节炎性因子表达从而介导炎性反应的作
用［３］，越来越多的证据提示ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ在ＡＡＡ的形成
中可能发挥重要作用［４－５］。核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢ，ＮＦκＢ）ｐ６５是一种细胞核内转录因子，ＮＦκＢｐ６５
信号通路在调节炎症、免疫和细胞凋亡反应中起着重

要作用［６］，其在主动脉中异常激活可促进炎症因子和

基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）类水
解蛋白的表达而成为动脉瘤发生的诱导因素之一［７］。

本实验通过观察在不同直径以及破裂腹主动脉瘤

（ｒｕｐｔｕｒｅｄａｂｄｏｍｉｎａｌａｏｒｔｉｃａｎｅｕｒｙｓｍ，ＲＡＡＡ）中 ｃａｔｈｅｐ
ｓｉｎＳ与ＮＦκＢｐ６５的表达，探讨其在 ＡＡＡ发展、破裂
中的作用。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　目前认为腹主动脉瘤体直径≥５ｃｍ时有手术指征，患者术
前均行ＣＴＡ检查以确定最大直径。２００８年１月至２０１３年３月
我院行腹主动脉瘤切除人工血管植入术的患者共７８例，包括
６３例非破裂ＡＡＡ和１５例破裂腹主动脉瘤（ＲＡＡＡ）患者的病
变组织，其中男性６３例，女性１５例，年龄６３～８２（７３±１０）岁。
按ＡＡＡ不同直径及是否破裂分为３组。ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）
组：１５例，破裂动脉瘤最大直径 ＞７．０～９．０ｃｍ；ＡＡＡ（＞７～
９ｃｍ）组：３４例，未破裂动脉瘤最大直径 ＞７．０～９．０ｃｍ；ＡＡＡ
（５～７ｃｍ）组：２９例，未破裂动脉瘤最大直径为５．０～７．０ｃｍ。
未破裂标本留取ＡＡＡ最大直径处外侧壁全层瘤壁，破裂 ＡＡＡ
取破裂边缘全层动脉瘤壁。采集新鲜标本均分为２份，１份经
４％多聚甲醛固定、包埋保存，另１份用液氮保存为新鲜标本。
本研究经医院伦理委员会批准。患者均签署知情同意书。

１．２　主要试剂
　　ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ兔抗人多克隆抗体（北京博奥森生物技术有限
公司），ＮＦκＢｐ６５兔抗人多克隆抗体（北京博奥森生物技术有
限公司），生物素标记羊抗兔ＩｇＧ二抗（北京博奥森生物技术有
限公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ羊抗兔 ＩｇＧ二抗（北京中杉金桥生物技
术有限公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒及其他相关试剂（上海碧云
天生物技术有限公司）。

１．３　免疫组化法检测 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５蛋白
的表达

　　采用免疫组化ＳＰ染色法，５μｍ切片进行抗原修复及封闭
内源性生物素，滴加一抗（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ１∶１００，ＮＦκＢｐ６５
１∶１００），４℃过夜，ＰＢＳ洗涤３次后滴加二抗，ＰＢＳ洗涤，ＤＡＢ显
色，常规梯度乙醇脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封片。在

４００倍下拍照，根据每张切片的阳性细胞比例及着色深浅计分。
评分标准：着色细胞比例 ＜１／３为 １分，着色细胞比例 １／３～
２／３为２分；＞２／３为３分。着色深度：无着色为０分，浅黄色为
１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分。二者乘积作为每１例的积
分，积分＜４分为阴性，积分≥４分为阳性。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和ＮＦκＢｐ６５蛋白

的表达
　　常规方法进行组织蛋白提取，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取
６０μｇ蛋白进行１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转至聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶粉封闭非特异性抗原。加入一抗（ｃａｔｈｅｐ
ｓｉｎＳ，１∶２００；ＮＦκＢｐ６５抗体，１∶２００），４℃孵育过夜。用含０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳＴ洗膜，加二抗，室温孵育１ｈ。洗膜后，加入增强
化学发光底物ＥＣＬＰｌｕｓ试剂，曝光于Ｘ线片上，常规显影、定影。
采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行图像扫描和分析其灰度值。
１．５　采用差异性分析法分析 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢ

ｐ６５的表达与ＡＡＡ患者临床病理特征的关系
　　将７８例 ＡＡＡ组织切片分别按性别、年龄、吸烟史、高血
压、冠心病、糖尿病、慢性阻塞性肺部疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅｓ，ＣＯＰＤ）进行分组，比较各组中ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和
ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的差异。
１．６　统计学分析
　　应用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计数资料采用 χ２检验；计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析；采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关
分析ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ与ＮＦκＢｐ６５表达的关系。

２　结果

２．１　各组中ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达
　　免疫组化检测显示 ＮＦκＢｐ６５在细胞质和细胞核中均有
表达（图１），其在 ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组、ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组、
ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组阳性表达率分别为 ２４．１４％（７／２９）、
５０００％（１７／３４）和８６．６７％（１３／１５）。其中，ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组
与ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组与ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ主要表达于细胞质（图１），
其在ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组、ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组、ＲＡＡＡ（＞７～
９ｃｍ）组阳性表达率分别为１７．２４％（５／２９）、４４．１２％（１５／３４）
和８０．００％（１２／１５）。其中 ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组与 ＡＡＡ（＞７～
９ｃｍ）组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）
组与ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。７８例 ＡＡＡ组织中 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５的蛋白表
达呈正相关（ｒ＝０．３１７，Ｐ＜０．０５）。
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图１　免疫组化检测蛋白酶Ｓ和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达　（ＳＰ×４００）

２．２　ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５的蛋白表达与腹主动
脉瘤临床特征的关系

　　统计学分析显示，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ的表达与患者的性别、年龄、
吸烟、糖尿病、慢性阻塞性肺病无明显相关性，与合并冠心病、

高血压有关（Ｐ＜０．０５）。ＮＦκＢｐ６５的表达与患者的性别、年
龄、糖尿病、慢性阻塞性肺病无明显相关性，与合并高血压、冠

心病、吸烟有关（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　ＮＦκＢｐ６５及ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ的表达与临床病理特征的关系
ＮＦκＢｐ６５ ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ

临床特征 例数
阳性 χ２值 Ｐ值 阳性 χ２值 Ｐ值

年龄（岁）

　≥７０ ４４ ２０ ０．１５９ ＞０．０５ １９ ０．１９４ ＞０．０５
　＜７０ ３４ １７ １３
性别

　男性 ６３ ３０ ０．００４ ＞０．０５ ２５ ０．２４４ ＞０．０５
　女性 １５ ７ ７
吸烟史

　有 ４７ ２７ ４．７５３ ＜０．０５ ２０ ０．１１４ ＞０．０５
　无 ３１ １０ １２
高血压

　有 ５４ ３０ ４．６４０ ＜０．０５ ２６ ３．９３６ ＜０．０５
　无 ２４ ７ ６
冠心病

　有 ３４ ２４ １２．９５７ ＜０．０５ １９ ５．４９９ ＜０．０５
　无 ４４ １３ １３
糖尿病

　有 １８ １２ ３．４７１ ＞０．０５ １０ ２．０４２ ＞０．０５
　无 ６０ ２５ ２２
ＣＯＰＤ
　有 ２４ １３ ０．６３０ ＞０．０５ １１ ０．３３１ ＞０．０５
　无 ５４ ２４ ２１

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和ＮＦκＢｐ６５蛋白
的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ２种蛋白在各组均有表达，ＮＦκＢ

ｐ６５及 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ在 ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组中的表达较 ＡＡＡ
（５～７ｃｍ）组显著增高（Ｐ＜０．０５）；在ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组的
表达较ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组显著增高 （Ｐ＜０．０５）。７８例ＡＡＡ
组织中 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５的蛋白表达呈正相关（ｒ＝
０７０４，Ｐ＜０．０１）。见图２、表２。
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１～３：ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组；４～６：ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组；７～９：ＲＡＡＡ
（＞７～９ｃｍ）组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ及ＮＦκＢｐ６５蛋白表达

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢｐ６５及ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ蛋白的表达
（珋ｘ±ｓ）
组别 例数 ＮＦκＢｐ６５ ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ

ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组 ２９ ５．０８±０．５３ ３．０８±０．５３
ＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组 ３４ ８．１５±１．０５ａ ５．４８±０．９５ａ

ＲＡＡＡ（＞７～９ｃｍ）组 １５ ９．２６±１．４４ｂ ６．３０±１．０４ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＡＡ（５～７ｃｍ）组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＡＡ（＞７～
９ｃｍ）组比较

３　讨论

　　ＡＡＡ是一种以腹主动脉进行性扩张为主的病死
率极高的血管疾病。在我国６５岁以上人群中发病率
高达２％～９％［８］。临床针对ＡＡＡ以外科开放性治疗
和血管内介入治疗为主。众多研究研究表明炎症反应

与细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）退化是 ＡＡＡ
形成的关键因素［９］。

　　ＮＦκＢ是一种转录调节因子，由２种亚单位组成
的同源或异源二聚体，其中 ｐ５０和 ｐ６５组成的异源二
聚体是其常见的二聚体形式，而二聚体化是其与基因

κＢ位点结合的关键［１０］。ＮＦκＢｐ６５在静息时主要以
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无活性的前体形式存在于细胞质，当其被激活时可引

起靶基因的表达，其靶基因包括白细胞介素１（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１）、ＩＬ６等炎性介质及基质金属蛋白
酶［６］，其中靶基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ２，ＭＭＰ２）和ＭＭＰ９的转录激活可导致腹主动脉
细胞外基质的降解破坏［７］。动物实验表明 ＮＦκＢ抑
制剂可显著抑制腹主动脉瘤形成［１１］。本研究结果显

示，在ＡＡＡ中ＮＦκＢｐ６５的表达与 ＡＡＡ直径呈正相
关，直径相同下ＲＡＡＡ中ＮＦκＢｐ６５的表达更高，这表
明在ＡＡＡ发展以及破裂中 ＮＦκＢ可能是一个关键的
因素。已有大规模临床研究表明吸烟、高血压会导致

ＡＡＡ的发病率明显增高［１２］。本研究分析表明 ＮＦκＢ
ｐ６５表达强度与 ＡＡＡ患者合并有高血压、冠心病、吸
烟有关，提示吸烟、高血压、冠心病可能通过影响ＮＦκＢ
ｐ６５的表达导致ＡＡＡ的发生和发展、破裂。
　　ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ是半胱氨酸组织蛋白酶的一种，由细
胞溶酶体分泌，在多种组织和细胞类型中以基础水平

广泛表达。目前动物实验研究证实，其在心血管系统

中具有水解细胞外基质中弹性蛋白和胶原蛋白［１３］，导

致主动脉中微血管生成、诱导动脉中层平滑肌细胞细

胞的凋亡［１４］、调节组织炎性纤维化的作用。其在正常

主动脉表达很少，而在动脉硬化和动脉瘤中高表

达［１５］。Ｑｉｎ等［１６］以血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，Ａｎｇ
Ⅱ）灌注建立腹主动脉瘤模型，发现 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ基因
敲除小鼠小鼠 ＡＡＡ发生率显著降低。同时有研究表
明在ＡＡＡ患者的血清中ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ水平显著升高，并
与ＡＡＡ直径呈正相关［５］。Ｐａｎ等［１７］研究发现 ｃａｔｈｅｐ
ｓｉｎＳ可升高心肌巨噬细胞中活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的水平从而激活 ＮＦκＢｐ６５水平，加重
组织炎性反应。本实验结果显示，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ的表达
水平与ＡＡＡ直径呈正相关，且直径相同下ＲＡＡＡ中的
ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ表达更高，此外 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ表达强度与
ＡＡＡ患者合并有冠心病、高血压有关，这与临床上可导致
ＡＡＡ发生的高危因素的结果一致［１５］。说明ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ
高表达与ＡＡＡ的发生、发展、破裂密切相关。
　　本研究中相关性分析显示 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢ
ｐ６５的表达呈正相关，提示两者之间可能存在一定的
调控关系，与Ｐａｎ等［１７］对于两种蛋白之间关联性的研

究结果基本相符。由于ＡＡＡ发病率低，且目前治疗方
案以手术和介入治疗为主，本实验仅能对收集到的手

术病例标本进行实验分析，这是本研究的局限之处。

本研究表明 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ和 ＮＦκＢｐ６５在 ＡＡＡ组织中
均有表达，且其表达程度与病情严重程度呈正比，提示

它们可能参与了ＡＡＡ的发展和破裂，同时 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ
与 ＮＦκＢｐ６５的表达可能存在一定关联性。抑制
ｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ与 ＮＦκＢ的表达有望成为干预腹主动脉瘤

发生、发展的新途径。
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