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目的
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探讨兔颈总动脉套管对动脉粥样硬化形成及
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表达的影响$方法
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将
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只体质量为"

1&%]%&1
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的
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个月龄健康新西兰兔分为
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组!分别为高脂饲养组%左侧颈总动脉套管组和左侧颈总动脉套管
a

高脂饲养组!每组
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只!取左

侧颈总动脉套管组右侧血管为对照组$饲养
(

周后处死动物!取各组兔颈总动脉血管&实时荧光定量
T6I
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#及免疫组织

化学检测兔颈总动脉血管组织中
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和蛋白表达定位$结果
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结果显示左侧颈总动脉套管组
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OIS8

表达较对照组%高脂饲养组%左侧颈总动脉套管
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高脂饲养组上调$免疫组化结果显示!除对照组外!各组胞质中均有
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蛋白定位!且左侧颈总动脉套管组%左侧颈总动脉套管
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高脂饲养组中主要定位于内膜增生处$结论
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%的重要诱因)

Y,K

信号通路是一条极其保守

的信号传导通路)近年来
Y,K

信号通路在心血管疾病发生发

展中的作用备受关注)研究发现
Y,K

信号通路参与了
85

发

展的许多方面&

$

'

#且
Y,K

信号和
85

的发展之间有着直接的联

系&

1.'
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)研究表明
'

.MCKF,#,

在球囊损伤和高胆固醇血症所致

的兔腹主动脉粥样斑块中呈高表达&

0

'

)然而#该蛋白在由血流

变化所导致的
85

发生过程中的作用还未见报道)因此#本文

研究应用了左侧颈总动脉套管#造成左侧颈总动脉狭窄#通过

检测狭窄处血管组织中
'

.MCKF,#,OIS8

和蛋白表达定位#探

讨颈总动脉套管对
85

形成及
'

.MCKF,#,

表达的影响#旨在为进

一步阐明动脉狭窄在导致
85

过程中提供理论依据)
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组%#每组
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只#均喂养
(

周)取左侧颈总动脉套管组右侧

血管为对照组$
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组%#
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只)
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组给予普通颗粒基础饲料#
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和
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采用普通饲料适应性饲养
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周#后各组按

实验分组继续喂养
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周后处死动物#取出左*右侧颈总动脉血

管#置于
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备用)
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表达水平检测
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将颈总动脉血管在液氮中磨碎#
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%#处理成组织匀浆#按照试剂盒说明

书进行总
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提取)
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实时荧光定量
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%测定
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按照反转录试

剂盒说明书进行反转录#扩增的
M7S8

加入至
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=

的反应体

系中#完成
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检测(
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仪器检测的
6K

值#通过公式
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6K进行相对定量分析计算可得到
'

.MCKF,#,

相对表达量)

表
$

!!

兔颈总动脉血管
'

.MCKF,#,OIS8

表达的

!!!

IJ.T6I

实验相关引物序列

引物 序列$

2e

!

'e

%

'

.MCKF,#,

正向!

2e.J6̀ J66JJJ8̀ `8̀ J88688J868.'e

反向!

2e.8688̀ 688̀ 6̀J8̀ ` J̀JJ̀ 8.'e

'

.CMK#,

正向!

2e.6̀ ` 8̀68J688̀ 8̀̀ 88̀ 6.'e

反向!

2e.8̀ `88̀ 8̀̀ `̀ 6J̀ `88̀ 8.'e

=&?&@

!

兔颈总动脉血管
;<

染色及
'

.MCKF,#,

蛋白定位及半

定量测定

=&?&@&=

!

兔颈总动脉血管
;<

染色
!

石蜡切片
)%g

烤片
$

:

#脱蜡至水#苏木素染
$O#,

#盐酸乙醇分化
2+

#流水冲洗
$:

#

蒸馏水片刻#

-%X

和
(%X

乙醇中脱水
$%O#,

#乙醇伊红染色
1

O#,

#脱水*透明#中性树胶封片)

=&?&@&>

!

'

.MCKF,#,

蛋白定位及半定量测定
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显色#
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缓冲液代替一抗做空白对照#苏木
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免疫组织化学结

果以细胞质内出现棕黄色或棕褐色颗粒为阳性)
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图像分析系统对染色结果进行半定量分析#计算平均面积
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1%%

倍视野中阳性信号的平均面积%*平均光密度*平均面积

与平均光密度的综合指数$
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统计学处理
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采用
5T55$-&%

软件进行统计学分析#计

量资料以
-]<

表示#多样本均数比较采用单因素方差分析#其

两两比较采用
=57.7

法#检验水准
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#以
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表示

差异有统计学意义)
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结
!!

果

>&=

!

IJ.T6I

检测
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表达
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实验结果采用
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)结果显示!与
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组
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组(
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染色结果
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免疫组织化学
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表达的半定量
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分析$
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检测
!

兔颈总动脉血管标本经
;<

染色#结果显示$图
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形成)采用免疫组织化学

的方法检测
'

.MCKF,#,

蛋白表达定位#

5T

染色呈粗细不一的棕

黄色颗粒#

'

.MCKF,#,

蛋白阳性产物主要定位于细胞质)结果显

示!

6

组胞质无棕黄阳性颗粒$图
'8

%#

;

组*

5

组*

5;

组胞质

均有棕黄阳性颗粒$图
'3

!

7

%#且
5

*

5;

组主要定位于内膜增

生处$图
'6

*

7

%)根据免疫组织化学表达的半定量分析结果显

(/2$
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1%$-

年
0

月第
0)

卷第
$1

期



示$表
1

*图
0

%!

6

组*

;

组*

5;

组阳性染色面积*

>97

无明显差

异$

!

&

%&%2

%#

5

组阳性染色面积高于
6

组$

!

$

%&%2

%#

5

组平

均光密度*

>97

明显高于
6

组$

!

$

%&%$

%#

;

组平均光密度高

于
6

组$

!

$

%&%2

%#

6

组*

5;

组平均光密度无明显差异$

!

&

%&%2

%#

5

组阳性染色面积高于
;

组*

5;

组$

!

$

%&%2

%#

5

组平

均光密度*

>97

明显高于
;

组*

5;

组$

!

$

%&%$

%#

;

组*

5;

组

阳性染色面积*平均光密度*

>97

无明显差异$

!

&

%&%2

%)

!!

8

!

6

组(

3

!

;

组(

6

!

5

组(

7

!

5;

组)黑色箭头!棕黄阳性颗粒

所在)

图
'

!!

兔颈总动脉血管
'

.MCKF,#,

免疫组织化学定位染色

!!

8

!

'

.MCKF,#,

所占面积(

3

!平均光密度(

6

!

>97

)

C

!

!

$

%&%2

#与
;

组比较(

N

!

!

$

%&%2

#与
5;

组比较)

图
0

!!

'

.MCKF,#,

表达的半定量分析

?

!

讨
!!

论

!!

85

是常见的心血管疾病#是由多因素参与*多基因异常调

控的长期的综合性病理过程#它好发生于动脉的弯曲*分叉及

狭窄这样一些血管几何形状发生急剧变化的部位#这些部位易

产生低速*摆动或回旋的异常血流#导致
85

的发生&

2.)

'

)血流

异常导致血管重建#血管重建是
85

病理基础&

-

'

)研究表明#

Y,K

信号通路对血管发展发挥关键作用&

/

'

)最近的工作也表

明
Y,K

"

'

.MCKF,#,

信号传导途径参与心血管系统内的病理生理

重塑&

(.$$

'

)本文研究应用了兔左侧颈总动脉套管#造成左侧颈

总动脉狭窄#并导致明显的
85

的发生)结果显示#动脉狭窄

所导致的
85

斑块在左侧颈总动脉套管
a

高脂饲养组中更为

明显#

85

发展程度较左侧颈总动脉套管组严重#然而
'

.MCKF,#,

OIS8

和蛋白的表达在左侧颈总动脉套管组较左侧颈总动脉

套管
a

高脂饲养组上调)因此推测#

'

.MCKF,#,

可能在
85

发生

的早期表达)

'

.MCKF,#,

是一种多功能的蛋白质#是经典
Y,K

信号通路

的核心组成部分&

$1

'

)在静息状态下#

'

.MCKF,#,

主要位于细胞

膜#而在细胞质中被降解游离量较少#当有特殊刺激诱导时#

'

.

MCKF,#,

降解受到抑制)已有许多数据显示#

'

.MCKF,#,

激活是

85

形成的一个关键组成部分&

$'.$2

'

)此外#

'

.MCKF,#,

在多种实

体肿瘤中高表达&

$).$/

'且主要在细胞质中堆积#如肾细胞癌&

$(

'

*

宫颈癌&

1%

'

*乳腺癌&

1$

'

#

'

.MCKF,#,

表达主要集中在细胞质内)本

研究结果首次发现
'

.MCKF,#,

蛋白在
85

发生时主要在细胞质

中堆积#且蛋白表达水平在
85

病理严重的
5

组中比
5;

组中

高#这可能和在
85

发生时#

'

.MCKF,#,

的
5̀V.'

磷酸化被阻断#

'

.MCKF,#,

的水平在细胞质内短暂提高有关)

85

是心血管疾病的主要病理基础#而心血管疾病是人类

常见的循环系统疾病#是我国和全世界危害人类生命健康最严

重的疾病之一#其患病率和病死率均居各类疾病之首&

11

'

)各

种心血管疾病严重威胁着人类的生命和健康#因此防治动脉硬

化具有重要的意义)本研究证实颈动脉套管所导致的血流变

化能促进
85

的发生#并首次发现经典
Y,K

信号通路在该过程

发生的早期起到关键作用)因此#进一步探索该信号通路的作

用机制将为心血管疾病的治疗提供新的思路)
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(重庆医学)杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
3̀''2/[$(/1

,统计学名词及符号-的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性*回顾性或是横断面调查研究%#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等%#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等%(主要做法应围绕
0

个基本原则$重复*随机*对照*均衡%概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
-]<

表达近似服从正态分布的定量资料#用
I

$

KF

%表达呈偏态分布的定量资料(用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚(用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则(用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设
j

计类型*资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
7

检验和单因素方差分析(对于定性资料#应根据所采用的设计类型*定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
"

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析(对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理(对于多

因素*多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面*合理的解释和评价)

2&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
7

检验*两因素析因设计资料的方

差分析*多个均数之间两两比较的
L

检验等%#统计量的具体质$如!

7A'&02

#

"

1

A0&)/

#

CA)&-(

等%(在用不等式表示
!

值的

情况下#一般情况下选用
!

&

%&%2

*

!

$

%&%2

和
!

$

%&%$'

种表达方式#无须再细分为
!

$

%&%%$

或
!

$

%&%%%$

)当涉及总

体参数$如总体均数*总体率%时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(2X

可信区间$

"M

%)

$(2$
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