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普罗布考对动脉硬化闭塞症兔体内炎症反应的影响

高真生，刘国利，李　博，杨春宁，李　岩　（沈阳医学院附属第二医院血管外科，辽宁 沈阳 １１００２３）

［摘　要］　目的　探讨普罗布考对动脉硬化闭塞症兔体内炎症反应的影响。方法　采用右股动脉不全结扎在 ＳＰＦ级雄性健
康新西兰白兔上建立动脉粥样硬化闭塞症动物模型。将模型兔分为实验组和对照组，其中实验组兔子采用普罗布考治疗。治疗４
周后，采用ＨＥ染色评价各组兔股动脉血管的损伤程度；采用ＥＬＩＳＡ检测血浆中ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＣＲＰ水平；采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方
法分析各组股动脉血管的ＩＬ１、ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达量；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组股动脉血管中ＮＦκＢ的核积累量及ＩκＢ磷酸化
水平。结果　实验组兔股动脉血管的损伤程度相比于对照组得到显著改善；实验组兔血清中ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＣＲＰ水平显著低
于对照组；实验组兔股动脉血管中ＩＬ１、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平、ＮＦκＢ的核积累量及 ＩκＢ磷酸化水平显著低于对照组。结论
普罗布考能够显著改善动脉硬化闭塞症兔体内的炎症反应。
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［中图分类号］Ｒ３４；Ｒ９１；Ｒ３６３　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０１６０８２２

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｂｕｃｏｌｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｒａｂｂｉｔｓｗｉｔｈａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ
ＧＡＯＺｈｅｎｓｈｅｎｇ，ＬＩＵＧｕｏｌｉ，ＬＩＢｏ，ＹＡＮＧＣｈｕｎｎｉｎｇ，ＬＩＹａｎ　（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＶａｓｃｕｌａｒＳｕｒｇｅｒｙ，ＳｅｃｏｎｄＡｆｆｌｉｌａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＳｈｅｎｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＳｈｅｎｙａｎｇＬｉａｏｎｉｎｇ１１００２３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｂｕｃｏｌｏｎｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｒａｂｂｉｔｓｗｉｔｈａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳＰＦｍａｌｅｎｅｗｚｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｒｉｇｈｔｆｅｍｏｒａｌａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ．
Ｔｈｅｍｏｄｅｌｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒａｂｂｉｔｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｐｒｏｂｕｃｏｌ．Ａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｉｎｊｕｒｙｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｒｉｇｈｔｆｅｍｏｒａｌａｒｔｅｒｙｉｎｒａｂｂｉｔｓ；ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１，ＩＬ６，ＴＮＦαａｎｄＣＲＰ；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩＬ１，ＴＮＦαｉｎｒｉｇｈｔｆｅｍｏｒａｌａｒｔｅｒｙ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｄｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＮＦκＢ，ａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＩκＢ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｏｆｒｉｇｈｔｆｅｍｏｒａｌａｒｔｅｒｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｕｎａｔｅｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦαａｎｄＣＲＰｉｎｐｌａｓｍａ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩＬ１、ＴＮＦαａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＮＦκＢ，ａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＩκＢｉｎｒｉｇｈｔｆｅｍｏｒａｌａｒｔｅｒｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｐｒｏｂｕｃｏｌａｔｔｅｎｕａｔｅｓｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｒａｂｂｉｔｓｗｉｔｈａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｒｏｂｕｃｏｌ；ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ；ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ

　　动脉硬化闭塞症（ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｏｂｌｉｔｅｒａｎｓ，ＡＳＯ）
是一种由于动脉粥样硬化病变引起的周围血管疾

病［１］。ＡＳＯ始于动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ），
是一种比较难治的周围血管疾病。ＡＳ患者由于斑块
的存在，导致血管血流变小，血小板发生堆积，进而引

起动脉血管变窄、血管壁弹性降低，最终能够导致动脉

血管发生闭塞，严重时甚至会出现继发性血栓及下肢

坏疽等临床症状［２３］。ＡＳＯ作为一种常见的周围血管
疾病，常发生于中老年人群，近些年发病率逐年增加，

且因其复杂难治、治疗费用昂贵，严重影响患者的生活

质量［４］。尽管ＡＳＯ的具体发病机制尚未完全明确，但
有研究认为慢性炎症是 ＡＳＯ发生的一个重要原
因［５６］，当血管内皮细胞受到损伤时，单核细胞会大量

聚集在损伤部位，激活一系列级联反应，最终导致动脉

粥样硬化斑块的形成［７９］。因此，对于ＡＳＯ的治疗，抑
制机体内的炎症反应十分重要。目前，ＡＳＯ治疗主要

是通过使用促进血液循环的药物以及手术治疗。普罗

布考是一种常用药物，具有良好的抗动脉粥样硬化作

用，其能抗氧化应激，降低 ＯＸＬＤＬ水平，并可抑制多
种炎性因子分泌，下调基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）水平，抑制泡沫细胞形成，阻止斑
块的破裂以及心脑血管事件发生。本研究采用手术建

立ＡＳＯ动物模型，探究普罗布考治疗对 ＡＳＯ动物体
内炎症反应的影响，进而探讨其治疗 ＡＳＯ的机制，为
普罗布考治疗ＡＳＯ的应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
雄性清洁级健康新西兰白兔２０只，体质量２．５～

３．５ｋｇ，置于长方形兔笼中，室温下（２３～２５℃）饲养，
进食标准饲料。
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１．２　模型制备及治疗
参照文献［１０］中模型建立方法，采用３ｍＬ／ｋｇ水

合氯醛腹腔麻醉各组兔子，于右侧腹股沟下搏动处暴

露股动脉，于无血管分支处，７号手术线绕动脉轻轻结
扎（实验过程不拆线），注意不要完全结扎，缝合切口，

禁食１ｄ，之后喂食高脂饲料，持续饲养结扎１２周［１０］。

在第１３周将结扎兔随机分成实验组和对照组，每组
１０只，２组兔均开始喂食普通饲料。实验组采用灌胃
服用普罗布考，剂量２００ｍｇ／ｋｇ，每天１次，治疗２周。
２周后麻醉处死兔子，分别采集兔血浆，离心取血清；
剥离获取兔子右股动脉血管，部分置入４％多聚甲醛
中固定，剩余置于液氮中冷藏保存。

１．３　血管ＨＥ染色
普罗布考治疗２周后，麻醉处死兔子，剥离获取右

股动脉血管（共结扎１４周），部分血管置入４％多聚甲
醛中固定，然后脱水、石蜡包埋、切片、伊红美蓝染色，

在光学显微镜下察血管病理损伤程度。

１．４　血清指标检测
采用酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）检测实验组和对照

组血清中白细胞介素 １β（ＩＬ１β）、白细胞介素 ６（ＩＬ
６）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）含量；
兔 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＣＲＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒购于
Ｒ＆Ｄ公司，实验操作均按购买试剂盒的说明书操作。
１．５　血管组织炎症因子表达水平

将冷冻兔股动脉血管组织研磨，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取皮肤组织的总ＲＮＡ，以总ＲＮＡ为模板，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８
为引物反转录合成 ｃＤＮＡ，选用在皮肤组织中稳定表
达的βａｃｔｉｎ作为内参，利用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定２组兔
股动脉血管组织中ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平，ＩＬ
１β上游引物：５’ＣＣＧＣＣＡＧＡＴＣＧＴＣＡＣＣＡＣＧ３’，下游
引物：５’ＴＣＴＧＡＧＣＴＡＣＡＧＡＣＣＧＡＡＧ３’；ＴＮＦα上游
引物：５’ＡＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＴＧＣＡ３’，下游引物：
５’ＴＡＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＧＧＣＴＧＴＡ３’；βａｃｔｉｎ上游引
物：５’ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣ３’，下游引物：５’
ＧＧＴＡＣＣＡＣＣＡＴＡＣＣＡＧＧ３’。将冷冻兔股动脉血管组
织研磨，采用ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，采用细胞总蛋白
提取试剂盒和细胞核蛋白提取试剂盒提取总蛋白和核

蛋白，试剂盒均购于碧云天生物技术有限公司，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测兔股动脉血管组织中 ＮＦκＢ的核积
累量及 ＩκＢ磷酸化水平。兔 ＩκＢ和 ｐＩκＢ抗体购于
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔 ＮＦκＢ抗体、兔
ＬａｍｉｎＢ抗体购于Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司。
１．６　数据处理

采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　普罗布考对股动脉血管病理损伤的影响
如图１所示，实验组兔子血管的闭塞程度相比于

对照组得到显著改善（切片中央空白区即为血管空

腔），且实验组血管壁炎性细胞浸润相比于对照组得

到显著改善。

ａ：对照组；ｂ：实验组　箭头（→）：炎性侵润区域
图１　动脉血管ＨＥ染色切片

２．２　２组兔子血浆中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＣＲＰ水平
ＥＬＩＳＡ检测结果表明，与对照组比较，实验组兔子

血浆中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＣＲＰ水平显著降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图２　２组血浆中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＣＲＰ水平比较

２．３　２组兔子血管中 ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平
的比较

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明，与对照组比较，实验组股
动脉血管中ＩＬ１、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平显著降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．４　２组兔子血管中ＩκＢα磷酸化水平及ＮＦκＢ的核

积累量比较

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，实验组 ＩκＢα磷酸化水平
以及 ＮＦκＢｐ６５的核积累量相比于对照组显著减少
（Ｐ＜０．０５），见图４。
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：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图３　２组股动脉血管中ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平

ａ：ＩκＢα磷酸化水平；ｂ：ＮＦκＢ核积累量水平；ｃ：ｐＩκＢα、ＮＦκＢ
ｐ６５相对表达量比较　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；
图４　２组股动脉血管中ＩκＢα磷酸化水平及ＮＦκＢ的核积累

量水平比较

３　讨论

ＡＳＯ是一种常见的慢性缺血性血管外科疾病，会
严重影响患者的生活质量，探究新型有效的治疗 ＡＳＯ
的新方法在临床上仍十分迫切。其中，采用手术结扎

新西兰白兔的股动脉而建立 ＡＳＯ兔模型常被用来对
ＡＳＯ进行研究。该模型具有几个显著的特点：①具有
较高的拟人性，研究表明该模型血管细胞增殖现象显

著，内皮细胞脱落现象明显，弹力纤维破坏，平滑肌细

胞和纤维细胞增殖活跃、泡沫细胞形成增多，中膜内层

可见变形坏死灶［９］，这些特征都与人类ＡＳＯ发病过程
高度相似；②具有较高的可重复性；③模型制备周期
短；④血管直径适中，适宜后续研究；⑤简便经济，该方
法取材便宜方便，手术简便［１１１２］。基于手术建立 ＡＳＯ
模型兔具有的这些特征，本研究选择手术方法建立

ＡＳＯ模型兔，并在该模型上探究普罗布考对ＡＳＯ的治
疗效果。

关于动脉硬化闭塞症发病机制有多个学说，包括

脂质浸润学说、平滑肌细胞增殖和克隆学说、内皮损伤

反应学说、血栓形成学说、炎症反应学说［１３１４］。其中

炎症反应学说近些年被广泛证实。炎症反应学说是由

Ｒｏｓｓ提出的在内皮损伤学说的基础上发展而来，该学
说指出动脉粥样硬化过程实际是一种慢性炎症的过

程，在该过程中单核细胞、Ｔ淋巴细胞等会浸入血管内
膜，其中单核细胞在血管内膜中转化为巨噬细胞，巨噬

细胞进一步变成泡沫细胞，最终逐渐发展成为动脉粥

样硬化，在动脉粥样硬化的基础上进一步发展成为动

脉硬化闭塞症［１４１５］。

炎症是具有血管系统的活体组织对损伤因子所发

生的复杂的防御反应，症状表现为局部的红肿热痛，病

理检查可发现有大量炎性细胞如巨噬细胞、粒细胞的

局部浸润和组织坏死，其中心环节是血管反应［１６］。研

究表明，动脉硬化闭塞症患者体内炎症水平显著升

高［１５］。其原因是机体受到异常刺激如血脂过高，能够

导致血管内皮细胞受到损伤，损伤的内皮细胞释放大

量的炎性因子，进一步激活血管中单核细胞及淋巴细

胞，激活的淋巴细胞侵入血管内膜，启动炎症连锁级联

反应，最终引发广泛的血管内炎症［１７１８］。研究表明，

机体内一些因子如细胞因子 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＣＲＰ
水平能够反应机体内炎症水平［１９］。ＮＦκＢ是一种快
反应转录因子，普遍存在于细胞浆中，与 ＮＦκＢ的抑
制性蛋白ＩκＢ结合而呈非活性状态［２０２１］。研究显示，

其受多种刺激物，如ＴＮＦα、ＩＬ１、蛋白激酶 Ｃ激活剂、
有丝分裂原、氧化应激、细菌、病毒、免疫刺激剂等激

活［２２２３］。激活的 ＮＦκＢ与 ＩκＢ解离后入核与靶基因
启动子／增强子上的 ＮＦκＢ位点结合，从而调控许多
靶基因的表达，因此被誉为控制早期基因表达的基因

开关，虽然炎症反应包括众多分子参与，但是 ＮＦκＢ
在炎症反应中处在中心地位［２４２５］。普罗布考是一种

常见的治疗动脉硬化闭塞症的药物，研究发现联合应

用普罗布考和阿托伐他汀组较单独服用阿托伐他汀

组，急性脑梗死患者颈动脉内中膜厚度（ＩＭＴ值）及斑
块面积均下降，斑块数量减少；此外，普罗布考和瑞舒

伐他汀两种药物联合使用较单独使用瑞舒伐他汀能更

有效地缩小高脂血症患者颈动脉斑块面积，降低炎性

因子ＩＬ６、ＴＮＦα水平［２６２７］。本研究结果证实，经过普

罗布考治疗后模型兔的血管闭塞程度以及血管壁炎性

细胞浸润程度得到了显著改善，兔血清中 ＩＬ１、ＩＬ６、
ＴＮＦα、ＣＲＰ水平著降低。此外，治疗组血管壁 ＩＬ１、
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ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平以及 ＩκＢ磷酸化水平、ＮＦκＢ
核积累量也较模型组显著降低。因此我们认为，普罗

布考治疗能够显著改善动脉硬化闭塞症兔血管的闭塞

程度，显著降低动脉硬化闭塞症图血管内的炎症水平，

并且其可能与使ＩκＢ磷酸化水平降低，减少 ＮＦκＢ的
核积累量有关。
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