
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&$(&%%C

哌唑嗪对
7

6

"?

T

(

T小鼠动脉粥样硬化斑块内

442.$

和
B942.$

表达的影响"

陈
!

玲!于
!

杨!陈曼华#

"武汉市中心医院心内科!武汉
0'%%$0

$

!!

"摘要#

!

目的
!

观察哌唑嗪对
7

6

"?

基因敲除"

7

6

"?

T

#

T
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$及基质金属

蛋白酶组织抑制剂
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$表达的影响!探讨哌唑嗪的抗动脉粥样硬化作用及其机制%方法
!

将
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T小鼠

随机分为正常饮食组&高脂饮食组&哌唑嗪组!各
/

只!正常饮食组给予普通饲料喂养!高脂饮食组与哌唑嗪组均给予高脂饮食'于

实验第
1

周开始!哌唑嗪组在高脂饮食基础上每日灌胃盐酸哌唑嗪"

$M

G

#

S

G

$!正常饮食组与高脂饮食组每日灌胃等体积生理盐

水%

$1

周后!腹主静脉取血检测各组血脂水平!另取主动脉标本采用免疫组织化学法测定
442.$

与
B942.$

表达水平!并进行

比较分析%结果
!

与高脂饮食组比较!哌唑嗪组血清总胆固醇"

B5

$&三酰甘油"

B;

$及低密度脂蛋白胆固醇"

:>:.5

$水平均降

低!高密度脂蛋白胆固醇"

c>:.5

$水平升高!差异均有统计学意义"
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$

%&%C

$'高脂饮食组小鼠主动脉内膜粥样斑块面积和内膜

厚度均较正常饮食组明显增加!而哌拉唑嗪明显抑制斑块形成和内膜增生'与正常饮食组比较!高脂饮食组&哌唑嗪组
442.$

蛋

白表达水平升高!

B942.$

蛋白表达水平降低!且哌唑嗪组
442.$

蛋白表达水平低于高脂饮食组!

B942.$

蛋白表达水平高于高

脂饮食组!差异均有统计学意义"

!

$
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$%结论
!

哌唑嗪能够降低
B5

&

:>:.5

水平!升高
c>:.5

水平!具有一定的抗动脉粥样

硬化作用!且其机制可能还与降低斑块内
442.$

表达水平!增加
B942.$

表达水平有关%
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哌唑嗪为选择性突触后
&

$

受体阻滞剂#能扩张周围血管#

使周围血管阻力降低#起降压作用#亦能扩张动脉和静脉#降低

心脏的前负荷与后负荷#还可用于治疗心力衰竭#多项临床观

察提示
&

$

受体阻滞药可能还具有改善脂质代谢*抗动脉粥样

硬化的作用&

$.1

'

)笔者前期研究发现#

&

$

受体阻滞剂能降低血

清总胆固醇$

B5

%和三酰甘油$

B;

%水平#并有抗动脉粥样硬化

的作用&

'.0

'

)本研究通过观察选择性的
&

$

受体阻滞剂哌唑嗪

对
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%小鼠动脉粥样硬化斑块内基质

金属蛋白酶
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B942.$

%表达的影响#探讨哌唑嗪抗动脉粥样硬化作

用的可能机制)

)%)1

重庆医学
1%$)

年
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月第
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卷第
$(

期

"

基金项目!武汉市科技局关键技术攻关项目$
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!

作者简介!陈玲$
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%#主治医师#硕士#主要从事动脉粥样硬化

研究)
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材料与方法

D&D

!

实验动物
!

/

周龄雄性
7
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"?

T

"

T小鼠$

5C-3

"

)b

背景%

10

只购自北京华阜康公司#饲养于华中科技大学同济医学院动物

中心无特定病原体$

@2X

%级环境)

D&E

!

仪器与试剂
!

普通饲料和高脂饲料均由华中科技大学实

验动物中心加工制作)高脂饲料配方!

/1&'V

基础饲料*

1&%V

胆固醇*

%&CV

胆酸钠*

%&1V

丙基硫氧嘧啶*

C&%V

白糖*

$%&%V

猪油#普通饲料配方为小鼠生长繁殖期标准配方)盐酸哌唑嗪

片购自上海信谊药厂有限公司#

442.$

和
B942.$

多克隆抗

体购自武汉博士德公司(全自动生化分析仪购自日本
=<

N

M

6

L+

公司#二氨基联苯胺$

>73

%显色试剂盒$

2%1%1

%购自碧云天生

物公司#

=<

N

M

6

L+3YC$

光学显微镜购自日本
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N

M

6

L+

公司)

D&F

!

方法

D&F&D

!

分组与模型的建立
!

10

只小鼠随机分为
'

组$各
/

只%!正常饮食组*高脂饮食组*哌唑嗪组)正常饮食组给予不

含胆固醇的繁殖饲料$普通饲料%喂养#高脂饮食组与哌唑嗪组

均给予高脂饮食)其中哌唑嗪组在适应性喂养
$

周后#于实验

第
1

周开始在高脂饮食基础上每日定时以盐酸哌唑嗪
$M

G

"

S

G

灌胃$将盐酸哌唑嗪片溶解于
$%M:

生理盐水中%#正常饮

食组与高脂饮食组每日灌胃等体积生理盐水#共
$1

周)

D&F&E

!

处理方法
!

所有小鼠于
$1

周后禁食不禁水
$

夜#腹腔

注射戊巴比妥$

$M

G

"

S

G

%处死)取小鼠全血#静止后取血清)

小鼠麻醉后处死#分离主动脉瓣至髂肾动脉分支动脉组织#在

相同部位取一段长约
$KM

的主动脉#由
0V

多聚甲醛&含

%&$V

焦碳酸二乙酯$

>?25

%'固定)

D&F&F

!

检测指标及方法
!

各组
B;

*

B5

*高密度脂蛋白胆固醇

$

c>:.5

%*低密度脂蛋白胆固醇$

:>:.5

%应用生化分析仪进行

检测#所有操作步骤按仪器说明书进行)常规脱水#用石蜡包

埋#每份标本连续切片
C

$

M

$

0%

张%#每
C

张取
$

张#共取
/

张

切片#经苏木素
.

伊红$

c?

%染色后在光镜下观察主动脉的形态

学变化#用
9MH

G

E;

多功能图像分析软件分析主动脉斑块面

积"血管内膜表面积比值)染色检测斑块内
442.$

和
B942.

$

的表达)免疫组织化学!脱蜡*水化组织切片#

'V

过氧化氢

$

c

1

=

1

%去离子水孵育
CM#,

#磷酸盐缓冲液$

23@

%冲洗)滴加

一抗$

$j$%%

%#

'-\

孵育
1I

#

23@

冲洗
'

次#每次
1M#,

)滴

加二抗羊抗兔
9

G

;

#室温或
'-\

孵育
1%M#,

#

23@

冲洗
'

次#

每次
1M#,

#应用
>73

溶液显色)蒸馏水冲洗*复染*脱水*透

明封片)每组随机选取
C

张免疫组织化学切片#光镜下观察细

胞上呈现棕色着色者判为阳性细胞#每张切片选择阳性目标最

多的区域#采取
'

个视野#采用
9MH

G

E2P"2<L+)&%

软件进行吸

光度分析)采用蛋白质印迹法$

dE+FEP,Q<"FF#,

G

%测定小鼠主

动脉组织
442.$

和
B942.$

蛋白水平#操作步骤参照核蛋白

提取试剂盒说明书及文献&

0

'#从各组主动脉组织中取适量冷

冻的血管组织剪碎*匀浆#提取核蛋白测定#用
9MH

G

Eb

软件分

析条带灰度值)

D&G

!

统计学处理
!

采用
@2@@$-&%

统计软件进行数据处理与

统计分析#计量资料以
BU4

表示#多组间比较采用单因素方差

分析#组间两两比较采用
:@>

法(以
!

$

%&%C

为差异有统计学

意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

哌唑嗪对
7
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T
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T 小鼠血脂水平的影响
!

饲养
$1

周

后#

'

组血清
B5

*

B;

*

:>:.5

及
c>:.5

水平比较#差异均有统

计学意义$

!

$

%&%$

%(与正常饮食组比较#高脂饮食组血清

B5

*

B;

及
:>:.5

水平增高#

c>:.5

水平降低#差异均有统计

学意义$

!

$

%&%$

或
!

$

%&%C

%)与高脂饮食组比较#哌唑嗪组

血清
B5

*

B;

及
:>:.5

水平均降低#

c>:.5

水平升高#差异均

有统计学意义$

!

$

%&%$

或
!

$

%&%C

%)见表
$

)

表
$

!!

'

组
7

6

"?

T

(

T小鼠各项血脂指标水平

!!!

比较$

( /̀

)

BU4

%

组别
B5

$

MM"<

"

:

%

B;

$

MM"<

"

:

%

:>:.5

$

MM"<

"

:

%

c>:.5

$

MM"<

"

:

%

正常饮食组
C&1(U%&(1 $&/CU%&C$ '&C'U%&)/ %&()U%&'1

高脂饮食组
$/&)0U1&$'

"

1&01U%&-1

"

$C&1CU%&)C

"

%&-1U%&$1

%

哌唑嗪组
$1&-/U$&C)

#

$&(/U%&)'

'

(&/1U$&%1

#

%&($U%&1'

'

!!

"

!

!

$

%&%$

#

%

!

!

$

%&%C

#与正常饮食组比较(

#

!

!

$

%&%$

#

'

!

!

$

%&%C

#与高脂饮食组比较)

E&E

!

'

组小鼠主动脉形态学改变
!

光学显微镜下观察#正常

饮食组可见少量粥样硬化斑块(高脂饮食组内膜出现明显增

厚#可见大量粥样硬化斑块(哌唑嗪组可见内膜厚度较高脂饲

料组明显变薄#粥样硬化斑块较高脂饲料组明显减少)见

图
$

)

E&F

!

'

组主动脉斑块面积"血管内膜表面积比值比较
!

7

6

"?

T

"

T小鼠均见动脉粥样斑块形成#管腔呈不同程度的狭

窄)与正常饮食组$

%&$)1U%&%1'

%比较#高脂饮食组小鼠主动

脉斑块面积"血管内膜表面积比值$

%&)C'U%&%0)

%增加#差异

有统计学意义$

!

$

%&%$

%(而与高脂饮食组比较#哌唑嗪组小

鼠主动脉斑块面积"血管内膜表面积比值$

%&''1U%&%'C

%减

小#差异有统计学意义$
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!正常饮食组(
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!高脂饮食组(
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图
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组小鼠主动脉内膜
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染色$
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%

E&G

!

'

组斑块内
442.$

及
B942.$

表达水平比较
!

实验结

束后各组小鼠血管壁免疫组织化学染色显示#呈棕黄色颗粒#

442.$

*

B942.$

均为阳性)与正常饮食组比较#高脂饮食组

和哌唑嗪组
442.$

在小鼠斑块及血管内*中*外膜细胞染色
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阳性表达增加#哌唑嗪组与高脂饮食组比较#

442.$

阳性表达

减少(与正常饮食组比较#

B942.$

在高脂饮食组和哌唑嗪组

表达减少#哌唑嗪组与高脂饮食组比较#

B942.$

阳性表达增

加)见图
1

*

'

)与正常饮食组比较#高脂饮食组小鼠斑块内

442.$

平均吸光度值上升#斑块内
B942.$

平均吸光度值下

降#差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

%(与高脂饮食组比较#哌唑

嗪组斑块内
442.$

平均吸光度值下降#斑块内
B942.$

平均

吸光度值上升#差异均有统计学意义$

!

$

%&%C

%)见表
1

)

!!

7

!正常饮食组(

3

!高脂饮食组(
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组小鼠斑块及周围血管壁
422.$

的表达$光学显微镜)
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!正常饮食组(
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!高脂饮食组(
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!哌唑嗪组)

图
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组小鼠斑块及周围血管壁
B942.$

的表达$光学显微镜)
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组小鼠斑块内
442.$

及
B942.$

的吸光度值
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比较$
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组小鼠主动脉组织
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蛋白表达$
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图
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组小鼠主动脉组织
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和
B942.$

蛋白电泳图
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组小鼠主动脉组织
442.$

和
B942.$

蛋白表达水平

比较
!

dE+FEP,Q<"FF#,

G

检测结果显示!与正常饮食组比较#高

脂饮食组小鼠主动脉组织
442.$

蛋白表达水平上升#

B942.

$

蛋白表达水平下降#差异均有统计学意义$

!
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%(与高脂

饮食组比较#哌唑嗪组主动脉组织
442.$

蛋白表达水平下

降#

B942.$

蛋白表达水平上升#差异均有统计学意义$
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多因素综合作用造成动脉粥样硬化的发生#有研究表明#

炎性反应与动脉粥样硬化的关系比目前已知的其他任何因素

更为密切&

C

'

)

7

6

"?

T

"

T小鼠缺乏清除极低密度脂蛋白和乳糜

微粒受体的配体#血液循环中脂类物质容易累积#机体氧化和

抗氧化平衡被破坏#易于诱导全身低程度炎性反应#所以是目

前研究动脉粥样硬化的主要基因工程动物&

)

'

)本实验通过给

予
7

6

"?

T

"

T小鼠高脂饮食#加剧诱导炎性反应#成功地诱导局

部大面积动脉粥样硬化斑块的形成)结果表明#哌唑嗪能够降

低
B5

*

:>:.5

水平#升高
c>:.5

水平#并通过
c?

染色观察

到高脂饮食诱导的
7

6

"?

T

"

T小鼠主动脉斑块的面积在使用哌

唑嗪后明显减少)

动脉粥样硬化是由多种炎性介质介导的一种慢性炎性反

应#其进展过程中始终伴随着细胞外基质$

EOFPHKE<<L<HPMHFP#O

#

?54

%的重构#血管平滑肌细胞$

DH+KL<HP+M""FIML+K<EKE<<

#

a@45

%的增生与迁移#分泌大量的
?54
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)基质金属蛋白酶
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MHFP#OMEFH<<"
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%是一组同源的酶活性依赖

钙离子$

5H

1Z

%和锌离子$

h,

1Z

%的中性蛋白酶#主要由巨噬细

胞*平滑肌细胞和内皮细胞分泌#这些酶原状态的
442+

可被

细胞因子如白细胞介素
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9:.$

%*肿瘤坏死因子
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%*干

扰素$
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%*血小板源性生长因子刺激激活)活化的
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特异性地与
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各成分相结合#降解胞外基质#促进斑块破
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*

*

)

和
+

型胶原纤维)有研究表明#动脉粥样硬化的形成及

发展过程也是
?54

重建的过程#在动脉粥样硬化形成的不同

阶段和不同部位#

?54

的合成与降解速度是不同的#当动脉粥

样硬化斑块内的炎性反应增强#

?54

的降解速度大于合成速

度时#斑块表面的纤维帽变薄#对机械外力的抵抗作用减弱#最

终会导致斑块破裂&

(

'

)基质金属蛋白酶组织抑制剂$

F#++LE#,.

I#Q#F"P"JMHFP#OMEFH<<"
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P"FE#,H+E+

#

B942

%能够平衡这一作

用#不但能够抑制
442+

活性#而且参与组织结构的建立与维

持#决定平滑肌细胞周围的基质蛋白裂解程度&

$%

'

)

B942.$

在

生理状态下主要由平滑肌细胞表达#在体内通过结合
442.$

形成非共价的复合物#阻断
442.$

与底物的结合#从而限制

442.$

降解胶原的作用&

$$

'

)本实验主动脉
442.$

*

B942.$

免疫组织化学染色显示#相较于正常饮食组#高脂饮食组*哌唑

嗪组的
442.$

蛋白表达水平升高#

B942.$

蛋白表达水平降

低#且哌唑嗪组
442.$

蛋白表达水平明显低于高脂饮食组#

B942.$

蛋白表达水平明显高于高脂饮食组#提示哌唑嗪能降

低斑块内
442.$

蛋白水平的表达#增加
B942.$

蛋白水平的

表达#从而延缓动脉粥样斑块的发展#提高斑块的稳定性#这可

能也是哌唑嗪抗动脉粥样硬化的机制之一)

降脂药物在临床已经被广泛运用于动脉粥样硬化的预防

治疗#效果确切#但临床上患者常合并多种疾病#如何应用单一

用药实现多功效及个体化用药的问题尚需进一步探讨)选择

性的
&

$

受体阻滞剂哌唑嗪是临床常见降压药#本研究通过探

讨哌唑嗪降压外的调脂和抗动脉粥样硬化作用#挖掘这种老药

的新用途#为临床高血压合并高脂血脂及动脉粥样硬化的患

者#在用药选择方面提供新的思路#也为临床防治动脉粥样硬

化提供一种新的选择)
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