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吡格列酮对兔动脉粥样硬化血管壁 ICAM一1表达的影响 
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【摘 要】目的：探讨吡格列酮对动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)血管壁细胞间粘附分子(Intercellular adhesion molecule一1， 

ICAM一1)表达的影响。方法：新西兰兔随机分成 5组：A：正常对照 ，B：正常 十低剂量吡格列酮(Pioglitazone，PIO)，C：病理对照 ， 

D：病理+低剂量PIO，E：病理+高剂量PIO。采用免疫组化及逆转录聚合酶链反应 (RT—PCR)的方法观察吡格列酮血管壁 

ICAM一1蛋白及 mRNA表达的影响。结果：AS斑块内有 ICAM一1蛋白和 mRNA高表达 ，PIO可抑制 ICAM一1蛋白和 mRNA表 

达(P<0．05)，高剂量较低剂量抑制程度更大(P<0．05)。结论：PIO可抑制AS斑块ICAM一1的mRNA和蛋白表达，进而发挥抗As 

炎症的作用。 
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【Abstract]Objective：To explore the effect of pioglitazone(PIO)on expression of intercellular adhesion molecule一1(ICAM一1)in 

atherosclerotic rabbit aorta．Methods：Newzealand white rabbits were divide into 5 groups：normal control，norm al+l0w dose of PIO，and 

AS control，AS+low dose of PIO，AS+high dose of PIO．1mmunohistochemistry was used to detect the protein of ICAM～1．Reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)was used to detect the mRNA of ICAM-1．Results：ICAM一1 protein and mRNA in 

AS plaques．PIO could inhibitthe expression ofICAM-1 protein and mRNA (P<O．05)．The effect ofhigh dose was more than that ofwere 

highly expressedlow dose(P<0．05)．Conclusion：PIO couldinhibitthe expression ofICAM-1 andfurtherproduceits anti-inflammatory 

effect onAS． 
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动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)是一个慢性炎症过 

程，炎症 因子参与介导 AS各阶段 的炎症反应『1l。吡格列酮 

(Pioglitazone，PIO)是新一代噻唑烷二酮类(Thiazolidinedions， 

TZDs)药物，国外荟萃分析和大型临床实验已显示其优越的 

抗 AS潜力和应用价值。本研究用 PIO干预治疗 AS动物模 

型，探讨 PIO对血管壁 ICAM一1表达的影响以及 可能的机 

l。 

1 材料与方法 

1．1 动物 分组  

雄性新西兰白兔55只(体重 1．9～2-3 kg，购自上海生旺 

实验动物有限公司)，实验室适应性喂养普通饲料 10 d。随机 

分为 5组：A正常对照组(8只)：假手术+普通饲料+安慰剂 

喂养 ；B正常 +低剂量 PIO组(11只)：假手术+普通饲料+ 

吡格列酮(2．5 me,／(kg·d))；C病理对照组(12只)：腹主动脉 

内膜损伤+高脂饲料+安慰剂喂养；D病理+低剂量 PIO组 

(12只)：腹主动脉内膜损伤+高脂饲料 +低剂量吡格列酮 

(2．5rag／(kg·d))；E病理 +高剂量 PIO组(12只)：腹主动脉 

内膜损伤+高脂饲料 +高剂量吡格列酮(10 mg／(kg·d))。PIO 

(商品名艾可拓，天津武 田药品有限公司提供)剂量参考 

Masahik0【2l的实验确定。 

1．2 AS模型制作 

实验开始，A和 B组继续喂养普通饲料 100 g／d，C、D、E 

组开始喂养高脂饲料(1％胆固醇+10％蛋黄粉+5％猪油+ 

84％普通饲料 )100 。实验第 2周末，对 C、D、E组行腹主 

动脉内膜损伤术[31。A和B组手术只进行右股动脉远端结扎， 

未送入球囊损伤腹主动脉内膜。术后按上述饲料继续喂养至 

第 10周末。 

1-3 给药与取材 

实验第 3周开始 ，即手术后第 1 d，开始灌胃给药。A、c 

组每只兔 10 m1生理盐水灌胃，B、D组每只兔按 2．5 mg／kg计 

算 P10药量，稀释于 10 ml生理盐水灌 胃，E组每只兔按 10 

mg／kg计算药量 ，稀释于 1O ml生理盐水灌胃，每 日1次。实 

验第 10周末，采用空气栓塞法处死动物。取双侧髂动脉分权 

处至以上 2 em处动脉，生理盐水冲净管腔血液，标记后置入 

液氮罐，统一转移至一5O℃冰箱保存，备 RT—PCR用。再向上 

剪取 1 cm动脉，冲净 ，保存于 4％中性甲醛溶液 12～24 h，备 

免疫组化染色用。 

1．4 免疫组化检测 ICAM一1表达 

标本石蜡包埋 ，切片厚度 5 m。免疫组化采用 sP法(sP 

试剂盒购自福建迈新生物技术公司)，标记抗体采用单克隆 

小 鼠抗人 ICAM—l抗体(se一8439)(SANTA CRUZ BIOTECH— 

NOLOGY INC美国)，标本氨基联苯胺(DAB)显色，苏木素复 

染 ，同时作不加一抗而其它条件均相同的阴性对照。光镜下 

阅片，观察每张切片 5个具有代表性的高倍视野，每个视野 

计数 100个细胞。具体判断标准如下 ：阳性反应为细胞浆呈 

棕黄色。根据染色程度进行评分：染色强度弱者(淡黄色或仅 

个别细胞呈黄至棕黄色染色)为 1分，染色强度强者(呈黄至 

棕黄色染色)为 3分，中等染色强度者(染色强度介于前两者 

之间)为 2分 ；根据着色细胞百分率进行评分 ：着色细胞占计 

数细胞百分率 <5％为 0分 ，5～25％为 1分 ，26～50％为 2 

分，5l％～75％为3分，>75％为4分。将每张切片染色强度 

得分与着色细胞百分率得分各 自相乘，为其最后得分。得 

0—1分为阴性(一)，得 2～3分为弱阳性(+)，得 4—5分为 

中等阳性(++)，6分及以上为强阳性(+++)。 

1．5 RT—PCR检测 1CAM—lmRNA表达 

1．5．1 引物设计与合成 从 Genbank查获 目标基因 ICAM 

及内参标基因三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDI-I)的 mRNA序 

列，设计合成引物。ICAM一1登陆号 DQ893785扩增产物片 

I折：407 bp，上游弓I物 ：5’一GAGCTC，I ITI'GAGAACACCTC一3’ 

下游引物：5 TCACACTYCACTGTCACCTC一3’。GAPDH登 

陆号 L23961扩增产物片断：476 bp，上游引物 ：5’一GAGCTG 

AACGGGAAACTCAC一3’；下游弓{物 ：5’一GGTCTGGGATGGA 

AACTGTG一3’。 

1．5．2 组织总 RNA抽提 参照 Trizol RNA提取试剂盒说明 

书(Gibco公司)的流程提取组织总 RNA。用分光光度计测定 

RNA量和纯度 OD 0D 均在 1．7—20之间。 

1 5．3 cDNA合成 参照反转录试剂盒 (Promega公司)说 

明书进行。反应体系：总 RNA 1 g，10 X逆转录 Buffer 2 ILl， 

25 mmo价MgC12 4 txl，100 mmol／l dNTP 2 l，RNA酶抑制剂 

0．5 ILl，AMV逆转录酶 15 u，随机引物 0．5 Ixg，加 DEPC—H2O 

至总体积 20̈ l。反应条件为：42℃ 15 rain，95℃ 5 rain，4℃ 

5 min。 

1．5．4 半定量 PCR 取 2I．ZlcDNA进行 目标基因和内参标 

基因PCR反应。反应体系：cDNA2 l，Taq酶 2U，10mmol／l 

dNTPs 0．5 1，10×PCR buffer 2．5 l，25 mmol／1 MgC12 1．5 l， 

10 pmo]] 1上游引物 1 1，10pmo]] 1下游引物 1Ixl，加去 

离子水至 25 1。ICAM—l反应条件：94~C预变性 5 rain，94℃ 

变性 30 s，56~C退火4O s，72~C延伸40 S，最后 72~C延伸 8 min； 

循环次数分别设定为 28、30、32、34、36、38。GAPDH反应条 

件：94℃预变性 5 mira，94~C变性 30 s，58oC退火 40 S，72℃延 

伸 40 s，最后 72~C延伸 8 rain；循环次数分别设定为 24、26、 

28、30、32、34。 

1．5．5 电泳及图像分析 各取 PCR产物 5 LLl，经 1．5％琼脂 

糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，应用 ImagemasterVDS—CL对凝 

胶成像 ，计算 PCR产物电泳条带灰度积分，并以GAPDH的 

灰度积分进行标准校对。目标基因 PCR产物的相对量=目 

标基因电泳条带灰度积分 ／GAPDH电泳条带灰度积分。 

1．6 统计学处理 

计量资料(IcAM一1 PCR产物相对量)用 ±S表示，采用 

方差分析进行统计学处理。对等级资料(ICAM一1免疫组化染 

色积分)采用非参数检验(秩和检验 )，多个样本均数问比较 

用 Kruskal—Wallis H检验，两样本均数问比较用 Mann—Whit— 
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(P<O．05 o低剂量 PIO对正常兔血管 ICAM—lmRNA表达未 

产生有统计学意义的影响(尸>0．05 o 

3 讨 论 

3．1 TZDs作用的分子机制 

过氧化物酶体增殖物激活受体 (peroxisome proliferator— 

activated receptor一 ，PPAR )是配体激活的转录因子—— 

核受体家族成员之一，在 AS病变中的内皮细胞 、单核 ／巨噬 

细胞、T淋巴细胞 、平滑肌细胞中均有表达 ，参与这些细胞代 

谢活动和结构变化，对 AS的发生、发展、转归发挥重要的调 

控作用。TZDs是人工合成特异性 PPAR 激动剂。在血管细 

胞内，PPAR 被 TZDs激活后 ，一方面，与另一核受体—— 

视黄醇类x受体形成异二聚体，随后结合在靶基因启动子区 

的特异性 PPAR反应元件(PPREs)上，进而调节控制脂质和 

糖类代谢的基因，即转录激活。这些 PPREs由一致的 AG— 

GTCA重复序列组成，中间被 1或 2个核苷酸隔开。另一方 

面，PPAR 激活后还能通过防碍其他信号通路及其下游转 

录因子(包括 NF K B、AP1、STAT等)，以非 DNA结合的方式 

抑制炎症基因表达；或者与 DNA结合后 ，通过募集辅阻遏 

物 ，抑制炎症基因发挥抗炎特性，即转录抑制。 

3．2 吡格列酮对 ICAM一1的作用 

黏附分子是主要的炎症因子 ，与 AS的形成、发展及稳定 

性密切相关_lI。主要分为五大类：整合素家族、选择素家族、免 

疫球蛋白超家族 、钙离子依赖的细胞黏附素家族、其它未归 

类的分子。免疫球蛋白超家族是一组含有多个免疫球蛋白样 

细胞外结构域的糖蛋白，与整合素家族黏附分子互为受体与 

配体 ，参与细胞识别和黏附。主要有 1CAM一1、血管细胞黏附 

分子(VCAM一1)、血小板 内皮细胞黏附分子(PECAM一1)。 

ICAM一1是一个高糖化(8个糖化位点)的 90 ku的整合膜蛋 

白，其结构含有 5个类似免疫球蛋白区，一个膜转移蛋白和 

一 个细胞质部位，它在内皮细胞、上皮细胞、单核细胞和淋巴 

细胞上均有表达。ICAM一1的表达需要 mRNA和蛋白质的生 

物合成。在通常情况下 ICAM一1的表达处于低水平 ，但在各 

种炎症介质的刺激下其表达迅速增加 。 

目前，吡格列酮对 AS斑块 ICAM一1作用的研究罕见报 

道。本实验观察到，ICAM一1的 mRNA和蛋白在病理对照组 

AS斑块内高度表达，ICAM一1蛋白分部于内皮细胞、泡沫细 

胞的胞膜和胞浆中。PIO干预可减少 ICAM一1的 mRNA和蛋 

白表达，并呈一定的量效关系，进而发挥抗 AS炎症的作用。 

相关报道可供参考，Cuzzocrea等[61建立角叉藻聚糖诱导 

的气道水肿和胸膜炎动物模型，罗格列酮与角叉藻聚糖同时 

皮下注射或提前注射均能发挥有效的抗炎作用。罗格列酮减 

少动物模型肺组织ICAM一1的表达。提前给予PPARŷ拮抗 

剂双酚丙烷二环氧丙醚(BADGE)可明显对抗罗格列酮的抗 

炎作用 。提示 罗格 列 酮对 ICAM一1的抑制作 用与激 活 

PPAR 有关。Jackson等 安验显示：环格列酮和曲格列酮可 

抑制人主动脉内皮细胞 VCAM一1的 mRNA和蛋白表达。他 

认为，NF—B是粘附分子的关键的转录因子，与其他粘附分子 

特异性转录因子协同作用。推测 NF—B是由一类特异性亚基 

(女口：p50(NF—B1)，p52(NF—B2)，p65(Rel A)，c—Rel，and 

Rel B)组成的二聚物。TZDs通过抑制特异性 NF—K B二聚物 

形 成或在 VCAM一1启 动子 区抑制辅 助转录 因子而抑制 

VCAM一1表达。已知人内皮细胞 ICAM一1基因启动子区也 

有 NF— K B的结合位点 ，吡格列酮抑制 IcAM一1表达的分 

子机制能否用上述其他 TZDs药物抑制 VCAM一1的机制来 

解释?需要更进一步实验证实。 
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