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阿洛伐他汀、替硝唑对兔动脉粥样硬化合并
牙周炎斑块中炎症因子的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 在已建立的动脉粥样硬化合并牙周炎的新西兰大白兔的动物模型基础上,探讨阿洛伐他汀、替
硝唑对控制动脉粥样硬化及消除牙周炎中肿瘤坏死因子、白细胞介素 1 及白细胞介素 6 的影响。 方法摇 48 只雄性

新西兰大白兔随机分为 4 组,每组 12 只,即对照组、他汀(阿洛伐他汀)组、替硝唑组、联合(阿洛伐他汀 + 替硝唑)
组,后 3 组以相应药物干预。 各组分别按照实验设计进行相应干预处理。 至 20 周末处死动物,取血管,采用荧光

定量 PCR 技术进行定量测定。 结果摇 标准曲线参数良好,肿瘤坏死因子、白细胞介素 1、白细胞介素 6 和 茁鄄肌动蛋

白标准品 Ct 值与其相应梯度稀释标准品浓度呈良好线性关系(R2 > 0郾 990)。 经熔解曲线分析,在 3 种炎症因子

中,与对照组相比,联合组检出率最低,两组存在统计学差异(P < 0郾 05);他汀组、替硝唑组检出率位于联合组及对

照组之间(P < 0郾 05)。 结论摇 阿洛伐他汀及替硝唑可以降低兔动脉粥样硬化合并牙周炎的肿瘤坏死因子、白细胞

介素 1 及白细胞介素 6 含量,且两种药物联合应用对兔动脉粥样硬化合并牙周炎斑块中肿瘤坏死因子、白细胞介

素 1 及白细胞介素 6 含量的降低效果更佳,为协同作用,这可能成为动脉粥样硬化合并牙周炎的治疗方法之一。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of atorvastatin and tinidazole control animation atherosclerosis and the
elimination of periodontitis levels of tumor necrosis factor (TNF), interleukin鄄1 ( IL鄄1) and interleukin鄄6 ( IL鄄6) on the
basis of animal models of atherosclerotic arteries with merged periodontitis. 摇 摇 Methods摇 A total of 48 male New Zealand
white rabbits with atherosclerosis and chronic periodontitis were randomly divided into 4 groups ( n = 12): the control
group, the atorvastatin group, the tinidazole group, the atorvastatin + tinidazole group. 摇 Every group accepted the corre鄄
sponding treatment. 摇 All the animals were sacrificed until 20 weeks, and the blood vessels were taken for quantitative de鄄
termination by using quantitative polymerase chain reaction (PCR) technique. 摇 摇 Results摇 The standard curve parame鄄
ters of tumor necrosis factor, interleukin鄄1, interleukin鄄6 and 茁 鄄actin standard Ct values of their corresponding serial dilu鄄
tions of the standard concentration showed a good linear relationship (R2 > 0郾 990) by melting the song in three kinds of in鄄
flammatory factors. 摇 The atorvastatin + tinidazole group, the lowest detection rate was far lower than in control group (P <
0郾 05), while the detection rate of the atorvastatin group and the tinidazole group (P < 0郾 05) in the atorvastatin + tinidazole
group and control group. 摇 摇 Conclusion摇 Atorvastatin + tinidazole can reduce the level of TNF, IL鄄1 and IL鄄6 in the rab鄄
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bit model with atherosclerosis and chronic periodontitis, which may be one of the methods for prevention and treatment of
atherosclerosis and periodontitis.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种严重

危害人类的疾病,其发病机制目前尚未完全阐明,
近年来,炎症在动脉粥样硬化中的作用越来越受到

人们的肯定,同时有研究结果[1,2] 发现牙周炎可能

是导致 As 的危险因素之一,二者之间关系已成为近

几年来研究的一大热点。 而作为重要炎症因子的

肿瘤坏死因子( tumor necrosis factor,TNF)、白细胞

介素 1(interleukin鄄1,IL鄄1)及白细胞介素 6( interleu鄄
kin鄄6,IL鄄6),其在 As 及牙周炎中的作用也已受到学

者关注。 阿洛伐他汀、替硝唑作为抗炎调脂药物,
其重要作用引起人们越来越多的重视。 国内关于

As 的实验研究多采用兔、大鼠、鹌鹑、小型猪等动物

模型[3], 亦有转基因小鼠模型[4]。 根据文献报

道[5,6],采用兔建立动脉粥样硬化合并牙周炎模型,
时间短,易形成斑块,且斑块较稳定。 本实验拟采

用动脉粥样硬化合并牙周炎的新西兰兔模型,观察

阿洛伐他汀、替硝唑对其血管内皮斑块中 TNF、IL鄄1
及 IL鄄6 的影响,探讨两种药物对牙周炎及控制动脉

粥样硬化的治疗效果。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 动物选择及分组

摇 摇 选取清洁级新西兰大白兔(新疆实验动物中心

提供)48 只,均为雄性,体重为 2郾 5 ~ 3郾 0 kg。 饲养

于新疆医科大学第一附属医院实验动物中心动物

房,温度 20 ~ 24益,相对湿度 40% ~ 70% 。 将新西

兰大白兔按随机数字表分为 4 组,每组 12 只,即对

照组、他汀(阿洛伐他汀)组、替硝唑组、联合(阿洛

伐他汀 +替硝唑)组,均采用高脂饮食喂养。 3 个月

后结扎牙齿,造成牙周炎与冠心病模型,对其进行

药物灌胃。 本研究获得新疆医科大学第一附属医

院动物实验伦理委员会批准 (批准号: IACUC鄄
20110325012)。
1郾 2摇 主要药品、仪器、试剂和引物

胆固醇(批号:A1015,纯度:99郾 8% ;美国 Amre鄄
seo 公司);蛋黄粉(批号:0212,纯度:95% ;北京宝

信生物科技有限公司);猪油(自制);阿托伐他汀片

(商品名:立普妥,批号:054610k;辉瑞制药);替硝

唑片(批号:090702;山西津华辉星制药有限公司)。
口腔致病菌:牙龈卟啉单胞菌、伴放线杆菌、中间普

氏菌、具核梭杆菌,以上 4 种牙周炎特异性致病菌标

准菌株均由四川大学华西口腔医学院口腔微生物

实验室提供。 BlO鄄RADIQ5 荧光定量聚合酶链反应

(polymerase chain reaction,PCR)扩增仪、Quality 图

像分析系统(均为美国伯乐公司产品);凝胶成像系

统(美国 Bio鄄Rad 公司)。 荧光定量 PCR 试剂盒(批
号: 204143 ) 及 逆 转 录 cDNA 试 剂 盒 ( 批 号:
DRR047A)(均购自 TaKaLa 公司)。 所用引物均由

大连宝生物工程(大连)有限公司合成。
1郾 3摇 造模及给药方法

所有大白兔均先制作成牙周炎合并动脉粥样

硬化模型。
1郾 3郾 1摇 牙周炎模型制作摇 摇 第 1 ~ 4 周进行大白兔

的实验牙结扎:48 只兔,给予氯胺酮注射液 80 ~ 100
mg / kg、安定注射液 1 mg / kg、阿托品注射液0郾 2 ~
0郾 3 mg / kg,兔耳缘静脉缓慢注射复合麻醉;用 0郾 25
正畸结扎丝和 4郾 0 丝线分别于左、右下颌第一前磨

牙颈部(尽量置于龈沟内)结扎。 第 5 ~ 15 周进行

牙周致病菌接种:用接种环在龈沟内和结扎线上涂

布混合细菌悬液(1郾 0 伊 1012 CFU / L) [CFU:菌落形

成单位(colony鄄forming unit)],成分为牙龈卟啉单胞

菌(ATCC 33277)、伴放线杆菌(ATCC 29523)、中间

普氏菌(ATCC 2561l)、具核梭杆菌(ATCC 25586),
每周 1 次接种每只兔,并对脱落或断裂的丝线进行

补充结扎。
1郾 3郾 2摇 动脉粥样硬化模型制作 摇 摇 实验第 1 ~ 20
周,48 只兔均予以高脂饮食,饲料配方:质量分数

2%胆固醇 +质量分数 5%蛋黄粉 +质量分数 5%猪

油 +质量分数 88%基础饲料(由新疆医科大学实验

动物中心提供)。 第 1 周先以质量分数 50%高脂饲

料 +质量分数 50%普通饲料进行适应性喂养,之后

改为全高脂饲料喂养。
1郾 3郾 3摇 药物干预 摇 摇 4 组均灌胃给药。 于实验第

16 ~ 20 周,对照组给予同体积生理盐水,他汀组给

予阿托伐他汀片 1郾 5 mg / kg,替硝唑组给予替硝唑

片 150 mg / kg, 联 合 组 给 予 阿 托 伐 他 汀 片 1郾 5
mg / kg +替硝唑片 150 mg / kg。 灌胃方法:经咽部插

入鼻饲管 15 ~ 20 cm,将药物按剂量推入胃中,每天

1 次,共 4 周。 实验时间 20 周。
1郾 4摇 血管提取

20 周麻醉实验动物,放血处死,取升主动脉全长。
1郾 5摇 RNA 提取及鉴定

所有用于 RNA 提取的研磨碗、离心管、枪头用
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0郾 1%二乙基焦磷酰胺水浸泡过夜,消毒,组织称重。
加 1 000 滋L Trizol 试剂研磨,组织变成液体后放入

编号的 EP 管中混匀,冰上静置,加入三氯甲烷振

荡,静置后低温离心机离心,取上清液,加入异丙

醇,振荡后静置, - 20益冰箱 20 min,用低温离心机

离心后弃去上清,加入 75% 乙醇 1 mL,稍振荡,离
心。 吸取上清弃去,在超净台内吹,使 RNA 沉淀刚

好干燥,加入二乙基焦磷酰胺水溶解,制成 RNA 溶

液。 取上述 RNA 样品 2 滋L,用 DNA / RNA 微量定量

仪进行定量测定含量并观察 A260 / A280 值判断其

纯度,取适量样品进行琼脂糖凝胶电泳,鉴定 RNA
的完整性,其余 - 80益保存备用。
1郾 6摇 逆转录聚合酶链反应

逆转 录 互 补 脱 氧 核 糖 核 酸 ( complementary
DNA,cDNA):取上述总 RNA 2 滋L 加入逆转录反应

体系中经过两步反应:42益反应 2 min,4益反应 for鄄
ever;37益反应 15 min,85益反应 5 s,4益反应 forev鄄
er,至总体积 20 滋L。 转录出 cDNA。
1郾 7摇 标准品的制备

将合成的 cDNA 进行 PCR 反应和琼脂糖凝胶电

泳,常规温度梯度 PCR 确定 TNF、IL鄄1、IL鄄6 和 茁鄄肌动

蛋白(茁鄄actin)最适退火温度,并获取产物(表 1)。

表 1. 引物名称、序列、扩增长度

Table 1. Name, sequence and amplification length of primers

引物名称 扩增序列 扩增产物长度

TNF 上游 5忆TCTGGAGAGAGCGCCATGA3忆
下游 5忆CCACGAGCAGGAAAGAGAAGA3忆

200 bp

IL鄄1 上游 5忆TGTTCTTTGAGGCCGATGGT3忆
下游 5忆TGTAGGGTTGGCAGGAGATG3忆

150 bp

IL鄄6 上游 5忆GTGAATAATGAGACCTGCCTGCT3忆
下游 5忆CTGGTGTTTTCTTCGTCACTCCT3忆

147 bp

茁鄄actin 上游 5忆GAGCGTGGCTACTCCTTCGT3忆
下游 5忆GGGCAGCTCGTAGCTCTTCT3忆

190 bp

1郾 8摇 标准曲线的建立

用 SYBRoreen 试剂盒行荧光定量 PCR。 取逆转

录产物 2 滋L 加入下列 PCR 反应体系:SYBRoreen 试

剂 12郾 5 滋L,双蒸水 8郾 5 滋L,各因子上、下引物各 1郾 0
滋L。 TNF、 IL鄄1、 IL鄄6 的 PCR 反应条件为:50益 2
min,95益 10 min,95益 15 s,59益、56益及 56益 30 s,
72益 30 s,读板,40 个循环;72益 30 s,熔解曲线从

69益至 98益,每 0郾 2益 1 s 读板,结束反应。 标准曲

线和熔解曲线由 PCR 仪器自动生成。 获得待测样

本和对照样本中目的基因及内参基因的相对表达

量,计算各组均数及标准差后,将目的基因与内参

基因进行比较,得到目的基因相对表达量的变化。
内参照采用 茁鄄actin。 所得结果直接在荧光定量操

作软件中进行分析比较。
1郾 9摇 统计学分析

采用 SPSS 13郾 0 软件进行分析,计量资料用x 依
s 表示,各组及各组间采用 2 伊 2 析因分析,P < 0郾 05
有统计学意义。

2摇 结摇 果

按实验对引物浓度、退火温度、延伸步骤等进

行优化,确定最佳反应体系(25 滋L)。 反应条件为:
50益 2 min,95益 10 min,95益 15 s,59益、56益 及

56益 30 s,72益 30 s,读板,40 个循环;72益 30 s,熔
解曲线从 69益至 98益,每 0郾 2益 1 s 读板。 TNF、茁鄄
actin、IL鄄6 等标准曲线相关系数分别为 0郾 972、
0郾 977、0郾 936 等,说明定量结果准确可靠,标准曲线

良好。 熔解曲线结果显示,TNF、IL鄄1、IL鄄6 及 茁鄄ac鄄
tin 产物均为单特异峰,经凝胶电泳证实有特异目的

条带,说明无引物二聚体及非特异性扩增产物(图
1 ~ 4)。

图 1. TNF 定量标准曲线的建立及样本的检测摇 摇 左图:茵为标准品, 伊 为待测样品。 右图:TNF 熔解曲线。

Figure 1. The establishment of quantitative standard curve and the detection of sample for TNF
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图 2. IL鄄1 定量标准曲线的建立及样本的检测摇 摇 左图:茵为标准品, 伊 为待测样品。 右图:IL鄄1 熔解曲线。

Figure 2. The establishment of quantitative standard curve and the detection of sample for IL鄄1

图 3. IL鄄6 定量标准曲线的建立及样本的检测摇 摇 左图:茵为标准品, 伊 为待测样品。 右图:IL鄄6 熔解曲线。

Figure 3. The establishment of quantitative standard curve and the detection of sample for IL鄄6

图 4. 内参照 茁鄄actin 定量标准曲线的建立及样本的检测摇 摇 左图:茵为标准品, 伊 为待测样品。 右图:茁鄄actin 熔解曲线。

Figure 4. The establishment of quantitative standard curve and the detection of sample for 茁鄄actin

摇 摇 在阴性对照未检测到荧光信号的情况下,未知

样本中 TNF、IL鄄1 及 IL鄄6 的检出率达到 100% 。 根

据 3 组各炎症因子分别与 茁鄄actin 相比的比值确定

在各样本的表达水平,且在 3 组炎症因子中,他汀

组、替硝唑组及联合组分别于对照组相比,所得数

据均有统计学意义(P < 0郾 05;表 2)。 单用阿洛伐他

汀及替硝唑对血管斑块中炎症因子 TNF、IL鄄1 及 IL鄄
6 都有疗效,并且两药联合应用有很好的交互作用

和协同作用,能加强疗效。 说明单用阿洛伐他汀、
替硝唑干预治疗兔动脉粥样硬化合并牙周炎均有

效,两种药物联合干预治疗效果更佳(P < 0郾 01)。

表 2. 4 组中 TNF、IL鄄1、IL鄄6 含量比较(x 依 s,mmol / L)
Table 2. Comparison of TNF, IL鄄1, IL鄄6 among four groups (x 依 s,mmol / L)

分摇 组 n TNF F1 P1 IL鄄1 F2 P2 IL鄄6 F3 P3

他汀组 12 1郾 57 依 0郾 02 135郾 01 0郾 000 1郾 26 依 0郾 03 95郾 90 0郾 000 1郾 43 依 0郾 02 25郾 05 0郾 000
替硝唑组 12 1郾 62 依 0郾 02 62郾 37 0郾 000 1郾 28 依 0郾 02 73郾 18 0郾 000 1郾 54 依 0郾 05 4郾 32 0郾 007
联合组 12 1郾 40 依 0郾 07 15郾 95 0郾 000 1郾 04 依 0郾 05 9郾 24 0郾 000 1郾 26 依 0郾 02 84郾 91 0郾 000
对照组 12 2郾 67 依 0郾 31 2郾 34 依 0郾 03 1郾 61 依 0郾 04
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3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化被认为是动脉壁血管重塑的炎

性病理过程,发生的重要病理变化在于血管内皮功

能异常,而在内皮水平发生的炎症过程是冠心病动

脉粥样硬化的起始和进展的重要因素,抑制炎症反

应可以明显减轻动脉硬化的程度,从而延缓冠心病

的发生发展[7,8]。 德国 Ulm 大学医疗中心的学者认

为任何来源的慢性炎症均与心血管风险增加相

关[9];而慢性牙周炎是最常见、也最容易被人们忽

略的一种与之相关的炎症性疾病。 Arbes 等[10]比较

了冠心病与牙周疾病的相关性,发现随牙周疾病严

重程度的增加,发生冠心病的几率也相应增加。 国

内刘平等[11]的研究证实慢性牙周病和动脉粥样硬

化具有密切的相关性,且影响动脉粥样硬化的病

情,是其重要危险因素之一。
在众多的炎症因子中,TNF鄄琢 被认为是关键的

炎症因子。 TNF 不仅对多种肿瘤具有细胞毒作用,
而且能够诱导干扰素 酌( interferon鄄酌, IFN鄄酌) 的产

生,可诱导 IL鄄1、 IL鄄6、C 反应蛋白 ( C鄄reactive pro鄄
tein,CRP)的合成,及黏附分子的表达;增强单核细

胞吞噬能力,刺激单核细胞、血管内皮细胞(vascular
endothelial cell,VEC)及其他细胞产生多种炎症因

子和趋化因子等。 TNF 同时还能以自分泌的机制

对产生的细胞进行有效的调节,是参与机体炎症与

免疫应答调节的具有广泛影响的细胞因子,是细胞

因子网络中的一个重要组成成员。 其重要性主要

在于 TNF鄄琢 不但启动早期炎症,而且维持炎症,加
速 As 发生和发展过程[12,13],在 As 的形成机制中起

着关键作用。 同样作为炎症因子之一的 IL鄄1 可刺

激内皮细胞产生反应性氧分子,使血管通透性增加

以及产生有细胞毒性的脂质过氧化物,并且还可刺

激血管内皮细胞增殖,提高凝血酶原活性,促进中

性粒细胞对血管壁的粘附及平滑肌细胞增生;在 As
形成的炎症反应过程中,IL鄄1 可以导致血管壁损伤、
增厚、血栓形成。 在细胞因子中,不可忽视的另一

种炎症因子是 IL鄄6,IL鄄6 作为多功能炎性细胞因子

的一种,是炎性介质网络的关键成份,在炎症反应

中同样起着重要的作用,其增多也会进一步放大及

加重炎症反应。
目前已证实他汀类药物的主要作用是调脂;其

不仅具有调脂作用,还具有非调脂作用,如抑制斑

块内炎症,降低基质金属蛋白酶(matrix metallopro鄄
teinase,MMP)活性[14,15]。 此外,他汀类药物还具有

一些不可忽视的作用,就是抑制平滑肌细胞增殖,

促进新生血管形成,改善内皮功能,抑制血小板聚

集及降低胰岛素抵抗等[16]。 替硝唑作为治疗牙周

炎的有效药物之一,其在体内消除很慢,维持有效

血药浓度时间长,抗厌氧菌作用强,比同类药物甲

硝唑疗效更高;不仅如此,替硝唑还有着毒性小、无
溶血现象、对血管无刺激的优点。 替硝唑作用机制

为抑制病原体 DNA 合成,并能快速进入细胞内。 临

床实验显示替硝唑可减轻炎症反应,降低炎症标志

物水平,缩小 As 斑块,减轻 As 程度[17]。 缺血性心

脏病患者应用替硝唑等抗生素治疗后可降低 CRP、
IL鄄1、IL鄄6 等炎症因子水平,减少严重心血管事件发

生率[18]。
本研究在预实验阶段曾沿用相关文献[19,20] 中

所采用的荧光定量 PCR 两步法,但总有引物二聚体

的非特异峰产生。 经提高退火温度后,非特异峰产

生明显减少,但扩增效率显著降低。 因此采用通用

性好、成本相对较低、特异性强、敏感度高、操作方

便的荧光定量 PCR 三步法技术进行 TNF、IL鄄1、IL鄄6
表达水平的检测。 实验结果显示:用荧光定量 PCR
技术检测兔动脉粥样硬化合并牙周炎斑块的炎症

因子 TNF、IL鄄1、IL鄄6 的表达量,发现联合(阿洛伐他

汀 +替硝唑)组 3 种因子的表达量最少,与单用阿

洛伐他汀组和单用替硝唑组比较有统计学差别(P
< 0郾 05);而与对照组比较,单用阿洛伐他汀组和单

用替硝唑组也有统计学差别(P < 0郾 05)。 结果提

示,对动脉粥样硬化合并牙周炎的治疗不仅可以采

用单一药物治疗,更推荐采用多药物、多途径、多环

节干预;对动脉粥样硬化合并牙周炎患者采用联合

药物干预治疗可能是降低冠心病风险的有效措施

之一。
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