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罗格列酮对急性冠脉综合征患者外周血单核细胞 ABCA1蛋 

白表达的干预 

苟连平 ～，秦 俭 ，吕 湛 ，凡瞿明3，程田兵。，冯 静 

(1．重庆医科大学附属第一医院心内科，重庆 400016；2．川I北医学院附属医院心内科；3．临床检验中心，南充 637000) 

【摘 要】目的：研究罗格列酮对急性冠脉综合征(Acute coronary syndrome，ACS)患者外周血单核细胞ABCA1蛋白表达的影响。 

方法：选取 ACS患者 21例，密度梯度法分离外周血单核细胞。实验分为：(1)不同终浓度(0 IXmol／L、1．0 IXmol／L、10 mol／L、100 

mol／L)罗格列酮分别与单核细胞孵育 24 h。(2)选定 10 mol／L终浓度罗格列酮分别与单核细胞孵育不同时间(O h、6 h、12 h、 

24 h o(3)PBS对照组。每组单核细胞各培养 3孔为测定孔 ，均同时设空白 1孑L。孵育结束后用流式细胞技术检测单核细 

胞 ABCA1蛋白的表达水平。结果：与对照组比，单核细胞在罗格列酮作用后，其 ABCA1蛋白表达呈浓度和时间依赖性增加。结 

论：罗格列酮能提高 ACS患者外周血单核细胞 ABCA1蛋白的表达，可能为罗格列酮抗动脉粥样硬化的重要机制之一。 
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The interventional effect of rosiglitazone on the expression of protein ABCA1 in 

peripheral blood mononuclear cells in patients with acute coronary syndrome 

GOU Lian-ping．et ol 

(Department of Cardiology，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the interventional effect of rosiglitazone on the expression of protein ABCA 1(ATP—binding cassette 

transporter-1)inperipheralbloodmonocytes(PBMC)inpatientswith acute coronary syndrome(ACS)．Methods：Twenty—onepatientswith 

ACS were enrolled in the study．PBMCs were isolated by density gradient centrifugation．The experiments included：(1)Rosiglitazone 0f dif． 

ferent final concentrations(0 mol／L，1．0 mol／L，lO mol／L，100 mol／L)were incubated with PBMCs for 24h．(2)Rosiglitazone ofthe 

chosenfinal concentration of10 mol／Lwasincubatedwith PBMCsfor0 h，6 h，12 h and 24 h，separately．(3)Controlgroupswere also set 

(cells treated with PBS)．Three wells served as measured wells．And one well acted as blank well in each group．Then the level of protein 

ABCA1 was determined by flow cytometry after incubation．Results：Compared with control groups，after PBMCs were intervened by rosigli— 

tazone，the expression of protein ABCA1 of PBMCs increased in dose-and timedepe-ndent manners．Conclusion：Rosiglitazone can in— 

crease the expression of protein ABCA1 of PBMCs，which may be one of the possible mechanisms for rosiglitazone to play all anti— 

atherosclerotic role． 

【Key words】Acute coronary syndrome；Peripheral blood mononuclear cell；Protein ABCA 1；Rosiglitazon 

ATP结合盒转运蛋白A1(ATP—binding cassette 

transport protein A1，ABCA1)是胆固醇逆向转运(Re— 

verse cholesterol transport，RCT)的第一步限速蛋白， 

在胆固醇逆向转运中发挥重要作用lll，因此，ABCA1 

蛋白成为预防或逆转动脉粥样硬化(Atherosclerosis， 
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AS)的重要干预靶点。有关噻烷二酮类代表药物罗 

格列酮的研究表明，在细胞水平上，它作为过氧化物 

酶体增殖物激活受体(Peroxisome proliferator-acti— 

vated receptor，PPAR)̂y激动剂，能增加 THP一1细胞 

ABCA 1蛋白的表达[21。在动物实验上，它对高脂血症 

兔 AS具有防治作用翻，但尚不知罗格列酮对急性冠 

脉综合征(Acute coronary syndrome，ACS)患者外周 

血单核细胞 ABCA1蛋白表达的影响如何，本文旨在 

对此进行研究。 
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1 材料、对象与方法 

1．1 研究对象 

收集 2007年 1月至 2007年 3月我科收治的ACS患者 

21例 ，其中，急性心肌梗死 11例 ，典型不稳定性心绞痛 10 

例。研究对象入选标准：①急性心肌梗死：根据 WHO诊断标 

准，胸痛持续至少 30 min，至少有相邻 2个导联 sT段抬高超 

过 0．2 mV、血清肌酸磷酸激酶同工酶水平升高超过正常值水 

平上限的 2倍以上及肌钙蛋 白 I超过正常值上限 2倍以上 

(肌钙蛋白 I正常范围为0~0．4 ng／m1)。②不稳定性心绞痛： 

不稳定心绞痛是介于稳定性心绞痛和急性心肌梗死之间的 

一 组临床心绞痛综合征。根据中华医学会心血管病学分会的 

诊断标准[41，不稳定性心绞痛为患者入院前有典型心绞痛发 

作，同时心电图示 sT段水平型或下斜型压低 ≥1 mm或 sT 

段抬高(肢体导联≥1 mm，胸导联 >t2 mm)，入院后急查心肌 

酶谱及肌钙蛋白值在正常范围内。以下为排除标准：肝肾功 

能不全 、心力衰竭 ，合并肿瘤 、创伤、感染、内分泌疾病、自身 

免疫性疾病、周围血管病变、糖尿病等。 

1．2 试剂与仪器 

罗格列酮(购自美国 Sigma公司)；鼠抗人单克隆 ABCA1 

一 抗(abcam，registered in England，number：3509322)；FITC标 

记的山羊抗鼠IgG二抗(美国进口，分装，购 自北京中杉金桥 

生物技术有限公司)；淋巴细胞分离液 L1’s1007(Ficol1液)(购 

自中国医学科学院生物工程研究所灏洋生物)；BD FACSCal— 

ibur三色流式细胞仪(美国Becton Dickinson公司)。 

1．3 方法 

1．3．1 人外周血单核细胞(Peripheral blood monocytes，PBMC) 

的制备 参见李华波等的方法[51。于晨起空腹时抽取肘静脉 

抗凝血 20 ml，等体积 Hank，S液稀释，徐徐加至密度为 1．007 

的 20 ml Ficoll液面上 ，2 000 r／min离心 20 min，吸出乳白色 

层 ，用 Hank，S液洗涤 3次(1 500 r／min离心 5 rain)；台盼蓝 

染色，计数活细胞数>95％，重悬于 RPMI1640培养基，置于 

37~C 5％CO 培养箱 2 h；用 37℃预热的培养基清洗 2次 ，将 

未贴壁细胞洗脱，贴壁细胞以瑞氏染色鉴定为单核细胞 ，占 

90％以上；将贴壁细胞用细胞刮片轻轻刮下 ，调整细胞浓度 

为 1 X 10 个 ／ml备用。 

1．3-2 实验设计 将分离培养的细胞浓度为 1 X 10s个 ／ml 

的 PBMCs分为：对照组(PBS处理)、不同浓度罗格列酮处理 

组(终浓度分别为 1．0 IXmol／L、10 IXmol／L、100 IXmol／L，处理 

时间为24 h)和不同时问罗格列酮处理组(据预实验确定终 

浓度为 10 mo]／L，处理时间分别为 6 h、12 h、24 h)，各组分 

别按罗格列酮不同浓度或不同处理时间命名。每组单核细胞 

各培养 3孑L为测定孔，均同时设空白 1孑L，于 6孔培养板置 

37~C、5％CO：细胞培养箱孵育，以备流式细胞技术检测。 

1_3．3 流式细胞术测定 ABCA1蛋白 各组测定孔细胞经 

4％多聚甲醛室温下固定 30 rain，再用含 1％／1,牛血清的PBS 

洗 3遍，每次 5 min，加入含 l％小牛血清、1．5％ABCA1一抗 

的 PBS，置室温 60 min，用含 l％小牛血清的 PBS洗 3遍 ，加 

1：200 FITC标记的羊抗鼠二抗，室温避光反应 30 min，含 l％ 

小牛血清的PBS洗 3遍后，移人测试管。流式细胞仪收集 10 

000个细胞／fq。测定各空白孔时以 PBS代替一抗 ，余条件同 

各组测定孔。采用 488 nm的激发波长，利用门技术 ，Cell 

Quest分析软件 ，测定细胞荧光强度。各组测定孔细胞荧光强 

度值减去相应空白孔细胞荧光强度值为平均荧光强度 ，代表 

该组细胞 ABCA1蛋白表达水平。 

1．4 统计方法 

应用 SPSS 10．0统计软件包进行分析。计量资料用均 

数 ±标准差( ±S)表示。采用方差分析及 t检验 ，以P<0．05 

为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 ACS患者外周血单核细胞经不同浓度罗格列 

酮处理 24 h后 ABCA1蛋 白的表达 

ACS患者外周血单核细胞在对照组(即PBS处 

理组 )6-一定的ABCA1蛋白表达，经不同浓度罗格 

列酮处理 24 h后 ，其表达呈浓度依赖性增多 ，其中 

10 mol／L、100 mol／L两组较对照组差异有统计 

学意义 ；10 mol／L组较 1．0 mol／L差异有统计学 

意义。见表 1。 

表 1 ACS患者外周血单核细胞受不同浓度罗格 

列酮处理 24 h后 ABCA1蛋白的表达(X一+S) 

组别 ABCA1蛋白表达 

对照组(0 tool／L) 

1．0 mol／L组 

10 mol／L组 

100umol／L组 

3．096±0．230 

3．159±0．253 

3．977 4-0．174 c 

4．662±0．518 c 

注： 与0 m0L，L罗格列酮组比铰，P>0．05；6与 0 molJL 

罗格列酮组比较，P<0．05；c．与 1 mol／L罗格列酮组比较 ， 

P<0．05； 与 10 mol／L罗格列酮组比较，P>0．05 

表 2 ACS患者外周血单核细胞受 10 Ixmo]／L终浓度罗 

格列酮处理不同时间后 ABCA1蛋白的表达(X~S) 

分组 ABCA1蛋白表达 

对照组(Oh) 

6 h组 

12 h组 

24 h组 

3．096±0．230 

3．627±0．358 

4．150±0．123 

4．613±0．296 

注：a．与 0 h罗格列酮组比较，P<0．05．h．与 0 h罗格列酮 

组比较，P<0．01；c．与 6h罗格列酮组比较，尸<0．Ol；d与 12 h 

罗格列酮组比较，P<0．05 
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2．2 ACS患者外周血单核 细胞 受终浓度为 10 

LLmol／L罗格列酮处理不同时间后ABCA1蛋白的表达 

10 IX mol／L罗格列酮处理 ACS患者外周血单核 

细胞 6 h、12 h和 24 h后，ABCA1蛋白表达呈时间依 

赖性增多，较对照组均有显著差异；12 h组较 6 h组 

有显著差异；24 h组与 12 h组比较亦有显著差异。 

见表 2。 

3 讨 论 

高密度脂蛋白(High density lipoprotein，HDL)是 

唯一抗 AS的脂蛋白，一方面它可直接保护动脉血 

管[6／，另一方面参与 RCT而降低荷脂巨噬细胞内胆 

固醇及磷脂水平，而 ABCA1蛋白是 HDL介导 RCT 

的第 1步，具有抗 AS作用【71。ABCA1蛋白介导 RCT 

分两步：第 1步，正常外周细胞膜上的 ABCA1介导 

细胞内的磷脂流出 ，并与细胞外的载脂蛋 白 AI 

(apoAI)结合形成盘状的磷脂 一apoAI复合物。第 2 

步，细胞内的胆固醇通过扩散跨膜流出，被前述复 

合物捕获，形成前 6 HDL，在卵磷脂胆固醇脂酰转 

移酶作用下 ，转变成富含胆固醇脂的球状的成熟 

HDL，这表明ABCA1间接作为胆固醇流出的调节 

蛋白，与 HDL的合成有关嘲，因而 ABCA1蛋白成为 

抗 AS药物作用靶点之一。 

近来研究发现，PPAR 的人工合成配体罗格 

列酮能上调 ABCA1蛋白的表达19,10I，至于它能否增 

加 ACS病人 ABCA1蛋白表达，有关研究较少。本实 

验以不同浓度罗格列酮作用于 ACS患者外周血单 

核细胞，观察 24 h后 ABCA1蛋白的表达情况，结果 

显示，罗格列酮能呈剂量依赖性增加 ABCA1蛋白 

的表达，10 mol／L和 100 mol／L组与对照组差异 

显著 。因此本 实验选定罗格列酮终浓度 为 10 

mol／L，进一步观察它作用于 ACS患者外周血单 

核细胞不同时间(6 h、12 h和 24 h)后 ABCA1蛋白 

的表达。结果表明，罗格列酮能呈时间依赖性增加 

ABCA1蛋白的表达，且每个不同时问点的表达均较 

对照组有显著差异。 

1．0 mol／L组与 0 mol／L组比较，差异无统计 

学意义(P>0．05)，100 mol／L组与 10 mol／L组比 

较差异无统计学意义(尸>0．05)；而 100 mol／L组、10 

mol／L组与 1 mol／L组比较 ，差异有统计学意义 

(P<0．05)，这提示罗格列酮浓度过低不足以使 AB— 

CA1蛋白表达，浓度过高不使ABCAI蛋白表达显著 

增多。在一定范围内，随着罗格列酮浓度增加，AB— 

CA1蛋白表达亦增加。同时，观察在同一浓度 l0 

mol／L作用下 ，6 h组、12 h组、24 h组与 0 h组比 

较，12h组、24h组与 6h组比较，24h组与 12h组比 

较，差异有统计学意义(尸<0．05～0．01)，这意味着罗格 

列酮与单核细胞作用越久，ABCA1蛋白表达亦多。 

至于罗格列酮致 ABCA1蛋白表达的机制，国外 

研究表明，ABCA1基因启动子区存在 DR一4、锌脂蛋 

白 202(ZNF202)、TATA—box、GC—box、E—box、Spl等 

调控元件。胆固醇和(或)cAMP刺激SP1、E—box结合 

因子等结合到近侧启动子；而来源于脂蛋白的固醇或 

氧化固醇通过刺激肝x受体(Liver X receptor，LXR)／ 

视黄酸x受体(Retinoid X receptor，RXR)与启动子区 

的DR一4结合，从而诱导 ABCA1基因的转录。LXR／ 

RXR属于核受体超家族，与配体结合形成二聚体后 

结合到 ABCA1基因启动子的识别序列 DR一4(DR一4 

元件是由4个碱基对分隔的重复TGACCA)上，促进 

靶基因的转录【l1】。PPAR 被罗格列酮活化后被靶基 

因 LXR内部的 PPAR反应元件(称为DR1或 DR2， 

由 1个碱基对分隔的重复 AGGTCA)识别而激活 

LXR，LXR与 ABCA1基因启动区的LXR反应元件结 

合到 ABCA1基因启动子的识别序列 DR一4上，从而 

上调 ABCA1蛋白表达【121，即通过 PPAR—LXR—AB— 

CA1路径而实现。因此，PPARa和PPAR 激动剂很 

可能是问接通过活化 LXR／RXR途径来上调 AB— 

CA1基因转录的【l3】。就 ABCA1蛋白表达增多的效 

应如何，Singaraja等【 41和 Vaisman[ 51等的转基因研究 

表明，ABCA1过度表达可使 apoAI介导的胆固醇流 

出明显增加，HDL水平显著升高。故促进 ABCA1蛋 

白的表达，可促进胆固醇 RCT，可能对 AS的防治具 

有重要意义。 

本研究在细胞水平显示，罗格列酮在本实验条 

件下呈剂量依赖性和时间依赖性升高 ACS患者外 

周血单核细胞 ABCA1蛋白的表达。进一步研究其 

作用机制及在体效应，将为临床更好防治AS和 ACS 

提供新的思路。 
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西洛他唑对糖尿病模型大鼠勃起功能的影响 

窦红珍 ，肖明朝 ，苟 欣 -，李国秧 z，李 静 

(1．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科；2．重庆市神经病学重点实验室； 

3．重庆医科大学基础医学院生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨西洛他唑对糖尿病模型大鼠勃起功能的影响。方法：50只SD雄性大鼠腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病动 

物模型，成模 8周后随机分为糖尿病对照组(DM组)和西洛他唑治疗组(cI组)，同时喂养 10只大鼠为正常对照组(C组)。各组 

动物灌服西洛他唑[20 mg／(kg·d)]或者 Ns。灌胃处理 8周后用阿朴吗啡(Apomorphine，APO)诱导法观察勃起功能，用电生理方法 

测定坐骨神经的运动神经传导速度(Motormerve conduction velocity，MNCV)；并取阴茎海绵体组织用比色法检测一氧化氮合酶 

(Nitric oxide synthaes，NOS)水平，用 TUNEL法观察阴茎海绵体平滑肌细胞凋亡情况。结果 ：与 DM组相比，CI组的勃起功能、 

MNCV、NOS水平明显改善，凋亡指数显著降低 (P<0．05)。结论：西洛他唑对 DM大鼠勃起功能的下降具有明显治疗作用。 

【关键词】糖尿病；勃起功能；凋亡；两洛他唑 
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The effect of cilostazoI on erectile function in diabetic rat model 

DOUHong-zhen，et 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of eilostazol on erectile function in diabetic rat mode1．Methods：Diabetes were induced in 50 

male adult sprague—dawley(SD)rats by an intraperitoneal injection of streptozotocin．The DM rats were randomly divided into diabetic 

group(DM group)and cilostazol therapy group(CI group)8 weeks after the injection(another 10 normal SD rats as control。C group)．The 
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