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探讨自介素 18结合蛋白对球囊损伤后内膜增殖的 

影响及其机制 

郭蓓蓓，黄 晶，朱 悫，杨 刚，李 波，邓昌明 

(重庆医科大学附属第二医院心血管内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察白介素 l8结合蛋白(Interleukin 18 binding protein，IL一18BP)对高脂饮食兔髂总动脉球囊损伤后动脉内膜 

增殖的影响，并探讨可能的机制。方法：将48只雄性新西兰大白兔随机分为4组：对照组、模型组、低剂量治疗组和高剂量治疗 

组，高脂饮食3周后行球囊损伤术。术时低剂量及高剂量组在夹闭近端髂总动脉之前分别给予 5、10 lxg IL-18BP快速耳缘静脉 

注射，对照组与模型组给予等体积的生理盐水静脉注射。术后继续高脂饮食，分别在球囊损伤后2周和4周将兔处死，最终共 

有43只雄性新西兰大白兔纳入实验。取髂总动脉，行 HE染色，观察髂总动脉病理变化及内膜增殖情况，免疫组织化学染色检 

测核因子 KB(Nuclear factor kappa B，NF—Ks)在血管内膜中的表达，Western blot检测NF—KB蛋白的半定量表达。结果：模型组 

动脉血管内膜明显增生，内膜下和中膜可见大量泡沫细胞堆积，有明显的粥样硬化斑块形成；与模型组相比，治疗组均有内膜 

增厚明显减轻，内膜下有少量泡沫细胞形成(P<0．05)；免疫组化和Western blot结果显示治疗组NF—KB阳性表达率均明显低于 

模型组(P<O．O1)。结论：IL一18BP可明显抑制血管内膜过度增生，其机制可能与其抑制血管内膜 NF—KB表达，从而减轻炎症反 

应有关。 

【关键词】白介素 18结合蛋白；球囊损伤；内膜增殖；核转录因子 

【中国图书分类法分类号】R541．4 【文献标志码 】A 【收稿日期】2011-07—04 

Effect of interleukin l 8 binding protein on neointimal proliferation after 

balloon injury and its possible mechanism 

GUO Bei—bei，HUANG Jing，ZHU Que，YANG Gang，LIBo，DENG Chang-ming 

(Department of Cardiology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect and mechanism of interleukin 18 binding protein(IL-18BP)on neointimal prolifera- 

tion of rabbit common iliac artery after balloon injury．Methods：New Zealand white male rabbits(n=48)were randomly divided into 

four groups：the control group，model group，low—dose treatment group and high—dose treatment group．All the rab bits were fed with 

hypercholesterol diet for 3 weeks，then IL-18BP was given to the rabbits in low-dose treatment group(5 g)and high-dose treatment 

group(10]zg)by intravenous bolus injection during surgery，while the other two groups were treated with saline at the sanle volume． 

The rabbits were killed at 2 weeks and 4 weeks after balloon-injury．A total of 43 rabbits were used for this study．The common iliac 

artery was assayed by hematoxylin and eosin(HE 1 staining to investigate artery morphology and the thickness arterial intima and 

media；the location and quantity of nuclear factor kappa B(NF-KB)were detected by immunohistochemistry and Western blot．Results： 

Compared with the control group，foam cells and intimal thickness in the model group were significantly increased；and those in lOW-- 

dose treatment group and high-dose treatment group were decreased compared with the model group(P<0．05)；compared with model 

group，the expression of NF-KB in low-dose and high-dose group was reduced significantly(P<0．01)．Conclusion：IL一18BP can sig— 

nificantly decrease arterial neointimal hyperplasia after balloon-injury and the mechanism may be related to its inhibition of the ex— 

pression of NF—KB． 

【Key words]interleukin 18 binding protein(IL-18 BP)；balloon injury；neointimal proliferation；nuclear factor kappa B(NF-KB) 

动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)已成为当今严重危害 

健康的常见病和多发病，是致死率高的冠心病病理学基础。 

作者介绍：郭蓓蓓(1983一)，女，硕士， 

研究方向：冠心病诊断与治疗。 

通信作者：邓昌明，男，教授，Email：dy070308@126．com。 

炎症反应学说是最主要的As学说之一，该学说与脂质浸润 

学说相辅相成。近年来大量的研究证实炎症反应在AS的发 

生和发展起决定性作用【l_，炎性细胞的浸润和炎症因子的表 

达贯穿于AS的每个阶段。这一过程中有众多炎症因子的参 

与，其中自介素 18(Interleukin 18，IL一18)是近年来发现的一 
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个重要的多效能细胞因子。研究发现IL一18可以加快和增强 

AS的进展伍31。而拮抗II，-18能防止内膜增殖及AS的发生与 

发展。 

II，．18结合蛋白(Interleukin 18 binding protein，II，-18 BP) 

是一种新发现的糖蛋白，可以与IL_18高亲和力特异性结合， 

从而抑制IL一18的生物学活性。IL一18BP具有类似于细胞因 

子受体胞外的免疫球蛋白样结构14]。国外有文献报道一定浓 

度 IL一18BP有抑制球囊损伤后血管内膜增殖的作用阎，但对 

于其内膜增殖与核因子KB(Nuclear factor kappa B，NF-KB)的 

关系国内外尚未见相关报道。本实验通过研究IL一18 BP对 

新西兰大白兔髂总动脉球囊损伤后内膜增殖及其对 NF—zB 

表达的影响，以进一步探讨其抑制血管内膜增殖的机制，为 

其临床防治AS提供新的思路与途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

3．0 Fogarty球囊导管(美国 Edwards Life sciences公司)， 

胆固醇 (北京鼎国公司)，IL一18BP(美国 R&D公司)，NF— 

KB p65抗体(Abcam公司)。即用型SABC试剂盒和DAB显色 

试剂盒(武汉博士德生物技术有限公司)，蛋白质提取West— 

eITl及IP细胞裂解液(碧云天试剂公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 动物分组 采用健康雄性新西兰大白兔 48只．体重 

2．0～2．5 kg，购自重庆医科大学实验动物中心，单笼饲养。分 

为对照组 1O只，模型组10只，低剂量治疗组(5 g)14只，高 

剂量治疗组(10 )14只。所有兔给予高脂饮食(6％猪油、 

1％胆固醇、93％的普通饲料)3周，自由饮水。 

1．2．2 动物模型建立 高脂饮食 3周后治疗组和模型组行 

髂总动脉球囊损伤术，使用3％戊巴比妥钠 30 mg／kg静脉麻 

醉，仰卧位固定动物于手术台上，一侧腹股沟区剃毛，碘伏消 

毒，铺无菌孔巾，沿腹股沟区搏动最明显处与动脉走向一致 

切开长约4．O～5．0 cm的皮肤切口，钝性分离皮下组织及肌肉， 

充分暴露股动脉。近端用动脉夹阻断血流后，将球囊导管送 

至髂总动脉处．球囊送人约8—10 cm后注入肝素生理盐水 

0．15～0．18 ml充盈球囊，至回拉时有轻度阻力感并回拉。重复 

扩张 3次，每次约 30 s，间歇为 60 S，抽空球囊后退出股动 

脉，结扎股动脉。逐层缝合皮下组织及皮肤。低剂量组手术时 

在夹闭近端血管前给予5 g IL一18BP快速耳缘静脉注射， 

高剂量组手术时夹闭近端血管前给予 10 g IL一18BP快速 

耳缘静脉注射。对照组行假手术，只分离股动脉不行球囊损 

伤。而模型组和对照组在夹闭近端股动脉前均给予同体积的 

生理盐水快速耳缘静脉注射。动物均于穿刺成功后给予肝素 

150 U／kg抗凝．术后每日肌肉注射青霉素 80万U，连续 3 d， 

预防术后感染。 

1．2_3 动物处死及标本采集 术后继续高脂饮食，于球囊损 

伤后第2周和第4周分别处死动物。处死前12 h禁食，静脉 

注射戊巴比妥钠50 mg／kg，暴露心脏后以0．1 mol／L PBS盐 

水，经左室灌注，剪开右心房放血，逐层分离髂总动脉以0．1 

mol／L PBS盐水冲洗，取血管约4 cm分成 2段。一段血管组 

织立即放于液氮中冷冻用于Western blot检测，另一段以4％ 

的多聚甲醛固定后予以石蜡包埋。 

1．2．4 病理形态学检查 将石腊包埋的血管切成4 m厚的 

切片。常规烤片脱腊、水化后进行 HE染色。光镜下观察血管 

壁形态学变化．应用Image—Pro Plus 6．0软件分析系统进行图 

像分析，计算血管腔内膜的厚度、中膜的厚度及内膜／中膜厚 

度比值。 

1．2．5 免疫组织化学检测 采用SABC法。切片二甲苯脱腊 

和梯度酒精脱水．经热抗原修复：3％过氧化氢灭活内源性过 

氧化物酶，室温 10 min，PBS冲洗 3×5 min；滴加 5％的BSA 

封闭液，室温2O min，甩去多余液体：然后加NF—KB P65一 

抗(1：300)4％冰箱孵育过夜，滴加适量生物素标记山羊抗兔 

[sG，37℃孵育 20 min，PBS冲洗3×5 rain，滴加辣根过氧化 

物酶标记链酶卵白素，37℃孵育20 min，PBS冲洗3×5 min， 

DAB显色，自来水充分冲洗，苏木素复染，脱水，透明，封片。 

在阴性对照切片中，滴加PBS替代 NF—KB P65一抗，其余步 

骤不变。血管 NF—KB P65表达鉴定：光学显微镜下观察细胞 

核或胞浆呈棕黄色染色者为阳性细胞。以每一玻片高倍视野 

(×400)下取5个视野，计算细胞染色阳性百分率。 

1．2．6 Western blot检测 使用Western blot及 IP细胞裂解 

液提取蛋白，蛋白定量试剂盒定量蛋白浓度。按照 80 g蛋 

白脉 道上样．10％十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳分 

离蛋白，0．1 mA恒流半干转23 min至PVDF膜。5％脱脂奶 

粉封闭过夜。NF—KB P65(Abcam公司)一抗(1：1 ooo)4~c孵 

育24 h。用TBST漂洗 3次，每次 10 min。辣根过氧化物酶标 

记的羊抗兔二抗(北京中杉)(1：2 500)室温孵育 1．5 h后，用 

TBST漂洗 3次 。每次 10 min，化学发光法显色后用 CCD成 

像系统成像及Quantity One软件分析成像条带灰度值，计算 

条带与相应内参(8一actin)条带的灰度比值。 

1-3 统计学分析 

采用 SPSS16．0软件对数据进行分析，多组间比较采用 

单因素方差分析，两组间比较采用LSD—t检验。结果用均数± 

标准差(互±8)表示，P<0．05表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 新西兰大白兔的存活情况 

对照组及模型组动物新西兰大白兔均存活。低剂量组因 

麻醉过深死亡 1只，术后大出血死亡 1只，低剂量组共计死 

亡2只。高剂量组因术后感染死亡 1只，术后大出血死亡 1 

只，腹泻死亡 1只，高剂量组共计死亡 3只。最终共有43只 

新西兰大白兔纳入实验。 

2．2 病理形态学观察 

肉眼观察对照组髂总动脉呈粉红色，有弹性，而模型组 

呈灰白色．弹性较差。HE染色光镜下观察对照组内膜光滑， 

内弹力板完整 无增殖，中膜平滑肌排列整齐；模型组内膜增 
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终点平衡尿酸酶法与动力学尿酸酶法联用测定尿酸 

龙高波 ，杨宪峰 ，刘红博 ，蒲 军z，杨晓兰 ，廖 飞 

(1．重庆医科大学检验医学院、临床检验诊断学教育部重点实验室；2．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：考察终点平衡尿酸酶法和动力学尿酸酶法联用测定尿酸的可行性和线性范围。方法：在 25℃下 1．2 ml硼酸钠 

缓冲液(0．20 mol／L，pH 9．2)中用 293 nm吸收跟踪尿酸酶反应；测定加入 5 l尿酸酶液前反应体系吸收，加入 5 l苛求芽孢杆 

菌尿酸酶液后记录5．0 min内吸收变化。终点平衡法以尿酸酶反应前吸收为起点而尿酸完全氧化后吸收为本底，二者之差为尿 

酸净吸收且同尿酸浓度成正比；动力学法分析尿酸酶反应过程预测本底。分析模拟尿酸酶反应曲线，探索从终点平衡法转换为 

动力学法的尿酸浓度界限值；实验测定联用法的可行性和线性范围。结果：分析40 U／L苛求芽孢杆菌尿酸酶模拟反应曲线．发 

现两种方法转换的尿酸浓度界限值可为5．0~mol／L；分析实验反应曲线证实此界限值可行。在40 U／L尿酸酶时终点平衡法测 

量范围 1．0～6．0 Ixmol／L；联用法测量范围 1．5～60 txmol／L且对 30 txmol／L黄嘌呤有抗性：在 5．0 I~mol／L以下变异系数小于 10％而 

5．0~xmol／L以上可小于5％。结论 ：这种联用法测定尿酸成本更低、线性范围更宽且效率高。 

【关键词】尿酸；动力学尿酸酶法；终点平衡尿酸酶法；线性范围；联用法 
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轻，而NF—KB的表达显著降低，这可能是IL一18BP能抑制内 

膜增殖的机制。当然 As中内膜的增殖是一个复杂的炎症反 

应过程，抑制内膜的增殖，其具体作用机理往往是多靶点、多 

环节．还需更深层次的研究为其临床防治 As提供有力的依 

据。 
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