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氟伐他汀及麝香保心丸对动脉粥样硬化兔LOX一1表达影响的研究

朱莉- ，周盛年- ，刘忠志z，董秋立z，董波2

( 1．山东大学齐鲁医院神经内科，济南25002l ；2．山东大学省立医院心内科，济南250021)

【摘要】目的：探讨动脉硬化兔血管中的血凝素样氧化低密度蛋白受体1( Lect i n l i ke oxi di zed l ow dens畸t i popr ot ei n r ecep—

t o卜 l ，L0x一1) 蛋白及基因的表达及氟伐他汀、麝香保心丸对L0x一1蛋白及基因表达的影响。方法：将32只新西兰大白兔随机分

为高脂饮食组、高脂饮食+氟伐他汀组、高脂饮食+麝香保心丸组及正常对照组，应用免疫组化测定兔胸主动脉中L0x—l 的蛋白

表达水平，用RT—PcR测定兔胸主动脉中L0x—l 基因表达的水平。结果：高脂饮食组、氟伐他汀组及麝香保心丸组胸主动脉中均

有L0x一1蛋白的表达，氟伐他汀及麝香保心丸干预组L0x一1蛋白及基因表达水平均明显低于高脂饮食组(P<o．05)。结论：动脉

硬化兔L0x—l 蛋白及基因表达水平明显升高，氟伐他汀及麝香保心丸能够明显抑制动脉硬化兔L0x—l 蛋白及基因表达，从而

可能在动脉粥样硬化的预防中起重要作用。
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目前的研究认为动脉粥样硬化(At he mscl eom—

si s，AS) 是一个以内皮细胞损伤为主，以炎症为特征

的病理过程，故探讨内皮 细胞功能的早期变化对探

讨AS的发病机制有重要意 义。近年来国外学者研究
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发现：在人类内皮细胞上有一种能够摄取氧化型低

名言压乏日旨至匿白( Oxi di zed l ow densi t y l i popmt ei n，OX—LDL)

的新型受体，此种受体被称之为植物血凝素样氧化

低密度脂蛋白 受体l ( Lect i n l i ke OX—LDL recept o卜l ，

L0x一1) 。LOX—l 能够促进内皮细胞、平滑肌细胞和

巨噬细胞对Ox—LDL的摄取及泡沫细胞的形成；促

进活性氧的合成及促进炎 性细胞的聚集，故目前认

为LOx一1在AS的发生中起重要的作用11．2J。

在有关动脉硬化的治疗中，目前认为中医药综

合治疗是抗As的重要基础，亦是治疗的方向。学者

普遍认为他汀类药物是公认的抗As药物，具有调脂、

抗炎、抗血栓、改善血管内皮功能、稳定动脉粥样硬

化斑块等作用。国内报道麝香保心丸亦具有保护内

皮及抗As作用13．4J，在临床研究中发现麝香保心丸对

缓解冠心病、心绞痛症状 亦具有良好疗效。为了探

讨氟伐他汀及麝香保心丸对内皮的保护作用及机

制，本研究通过建立兔As模型，检测药物干预条件

下AS血管LOx—l 的表达，现报道如下。

1材料与方法

1．1 兔动脉粥样硬化模型的建立

32只新丙兰大白兔先按常规饲料喂养1周，然后随机分为

4组( 凡=8)，单纯高脂饮食组、高脂饮食加氟伐他汀(25mg，( kg·

d)) 组( 简称氟伐 他汀组) 、高脂饮 食加麝香 保心丸( 25mg／( kg·

d) ) 组(简称麝香保心丸组) 及正常对照组。高脂饮食为除基

础饲料喂养 外，每天加胆固醇l ∥每只，猪油109，每只 ，饲养时

间为4个月。

1．2血脂测定

在试验结束前，于3组兔耳缘静脉取血，利用日本0l ym—

pus AU5400全自动生化分析仪及血生化测定试剂盒，测定总

胆固醇 (T0t al chol est eml ，Tc) 及低密度脂蛋白( kw densi t y

l i poprot ei n，LDL) 水平。

1．3病理形态学观察及免疫组织化学染色

HF染色：取胸主动脉常规固定，石蜡包埋，连续切片，切

片厚度为0．4—0．5“m，做常规苏木索一伊红( HE) 染色。

LOX一1免疫组织化学染色：主动脉石蜡切片经常规脱蜡

和水化后，用 l ％的胰蛋白酶在37℃下消化20mi n，PBS洗3次，

然后用3％的过氧化物酶浸泡20mi n，PB铡t 3次，加—抗，4℃过夜，

PBs洗3次，加酶标二抗，37℃作用30mi n，PBs洗3次，每次

5mi n， 加DAB显色，观 察结果。然 后用苏木 素套染。常 规脱水，

甘油明胶 封片。羊抗鼠L0x一1多克隆抗体 购自美国Sant a

cmz公司( sc—11653) ，l 。0x—l 多克隆抗体的工作浓度为l ：50。

具体步骤参照试剂盒说明书。阴性对照片以PBs替代L0x—l

多克隆抗体。

1．4 RT—PCR检测血管LOx—l mRNA表达

RT—PCR检测L0x一1 mRNA表达：取150mg左右兔胸主动

脉剪碎加1ml 州zol 并用匀浆器磨碎组织，按说明书操作一步

法提取总RNA。取5¨g总RNA按逆转录试剂盒的说明合成cD—

NA第一链。取定量cDNA模板( 2“1) 加入靶基凶L0x一1的上下

游引物，20LLl 体系行PcR反应。引物由济南博亚公司合成，

LOX— l 上游引物序列：5’一TTCACCTACCl ACATCTGTCACC一3’

下游：5’一CAAAGACCAACGAGCAATGA一3’，PCR产物386bp；

GAPDH上游弓I 物序列：5’一GAGcTGAAcGGGAAAcTcAc一3’，

下游：5’一GGTCTCCCATCCA AACTGTG一3’，PCR产物476bp。

扩增条件：预变性94℃×5mi n，变性94℃×30s，退火55℃×

45s，延伸72℃×l mi n，30个循环后再72℃延伸10mi n，4℃终止。

PcR产物在1．5％琼脂糖凝胶中电泳，以GAPDH为内参照采用

图 像 分 析 处 理 系 统 检 测 相 列 光 密 度 。 Pc剐 豇 粼 为 ： 94℃ 1mi n、
58℃l mi n、72℃1mi n，共34个循 环，最后72℃ 延长7mi n。PCR产

物在1．5％琼脂糖凝胶中电泳，紫光灯下拍照，将凝胶电泳图

像输入美国Fl uo以hem TM9900凝胶成像分析系统，计算

L0x一1与GAPDH扩增条带光密度值作为其相对表达强度。

1．5统计学处理

实验数 据以均数 加减标准 差( ；±s)表示 。应用sPssl 3．O

软件进行分析，多组间的均数比较用方差分析；两组间的均

数比较用￡检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 各组血浆总胆固醇水平的变化

经4个月喂养，高脂组的血浆TC及LDL水平与氟

伐他汀组及麝香保心丸组的相比，差别有统计学意

义( 氏0．05) ( 见表1) 。

表1 4组血 脂比 较( 互±s)

★，J<U．U50

2．2主动脉病理形态学改变

高脂饮食组兔主动脉管腔明显变窄，内膜明显

增厚，脂质斑块弥漫，内有泡沫细胞大量积聚；氟伐

它汀及麝香保心丸组管腔内径扩大，内膜增厚程度

减小，泡沫细胞数目相对减少(见图1)。光镜下正常

对照组兔内膜薄且结构完整。

2． 3 高脂组、氟伐它汀组及麝香保心丸组内膜LOX—

l 蛋白的表达

棕黄色阳性颗粒主要出现在增厚的内膜中内

皮细胞上。正常组未见LOx一1抗原表达，高脂饮食
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图l 高脂组、氟伐它汀组、麝香保心丸组及正常对照组LOX—l 蛋白的表达( ×20)

组LoX—l 蛋白表达( 23．35％±1．49％) 明显增强，氟

伐它汀( 11．38％±1．29％) 及麝香保心丸组LOx一1蛋

白( 16．39％土1．13％) 表达较高脂饮食组明显减弱，

棕黄色颗粒分布稀疏，差异有统计学意义( P<O．05) ，

说明氟伐它汀及麝香保心丸组均抑制LOx一1表达

( 见图1) 。

2．3 主动脉LOX一1mRNA的表达

RT—PCR显示，对照组主动脉无LOX—l mRNA的

表达，高脂组光密度比值( 1．36±O．12，P<O．05) ，而

氟伐它汀组光密度比值( o．42±o．13，P<o．05) 及麝

香保心丸组( o．64±o．54)，较高脂组明显下调(P<

0．05) (见图2) 。

1．高脂组；2．氟伐它汀组；3．麝香保心丸组；4．正常对照组

图2高脂组、氟伐它汀组、麝香保心丸组及正常对照组主动

脉LOX一1mRNA表达

3讨论

目前的研究认为内皮损伤是As的基础与前提，

在As的发生发展中起重要作用，故研究内皮损伤的

早期发病机制对预防与治疗As有重要意义。近年来

国外学者的研究发现：在人类内皮细胞上有一种能

够摄取Ox—LDL的新型受体，此种受体属于c一类植

物血凝素家族，被称之为LOx—l 刚，此类受体的主要

功能是介导血管内皮细胞摄取OX—LDL，进一步诱导

氧自由基、内皮素一l 及粘附分子的产生，导致内皮

细胞功能损伤，故国外学 者认为LOX—l 的表达是血

管内皮细胞出现功能异常的早期标志物，在As发生

中起重要作用m1；进一步研究还发现在AS血管的平

滑肌细胞、巨噬细胞亦表达LOx—l ，表明LOx—l 的表

达不仅在内皮细胞的激活中有意义，而且在巨噬细

胞摄取脂质转变成泡沫细胞中亦起重要作用。

本研究发现，动脉粥样硬化兔中的Lox一1蛋白

的表达明显增加，他汀类组及麝香俯1) 丸组亦有LOx—l

表达，但与高脂组相比，LOx一1表达较少，经统计学

检验，有显著的差异。RT—PcR的结果显示，他汀类

组及麝香保心丸组LOx一1mRNA的表达明显低于高

脂组的水平。本文的研究表明氟伐它汀及麝香保心

丸可下调LOX一1的表达，通过抑制LOX一1的产生而减

少了内皮细胞、平滑肌细胞、巨噬细胞对0X—LDL的

摄取，从而抑制泡沫细胞的形成，进而保护内皮功能

及抑制AS的发生发展。

Lox一1的产生受多种因素的影响。国外研究

发现高脂血症( 尤其是Ox—LDL升高) 及血管紧张素

Ⅱ均可诱导LOx一1的产生19】，并且其表达量的增加

随着0X—LDL及AngⅡ浓度的增加而增加110J。近年国

外学者进行体外实验发现他汀类药物能够抑制

0x—LDL诱导内皮细胞表达LOx一1及诱导内皮细胞

产生粘附分子这一作用【l I 】。因此，推测他汀类及麝

香保心丸抑制LOx—l 表达的机制可能与其降脂、抗

凝等多方面有关，至于其 详细机制还有待于深入研

究。
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