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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过建立兔颈动脉内膜损伤模型,观察损伤病灶内血管内膜增生状态,检测炎症相关因子即血

小板活化因子(PAF)与白三烯 B4(LTB4)的表达水平,探讨全反式维甲酸(ATRA)是否具有通过抗炎而稳定斑块的

作用及其机制。 方法摇 选取 36 只新西兰雄性健康兔,随机分为对照组、高脂组、治疗组,每组 12 只。 每组再分为

A、B、C 3 个亚组,每个亚组 4 只。 对照组给予基础饲料,高脂组与治疗组给予高脂饲料,两周后行动脉内膜空气干

燥术。 对照组仅暴露颈动脉但不损伤内膜(即假手术);其余两组进行空气干燥术损伤动脉内膜;治疗组于术前 3
天开始给予 ATRA 灌胃。 分别于术后 1、2、4 周处死 A、B、C 3 个亚组动物,取病变血管进行形态学观察,测量所取

血管横截面的内膜面积,采用酶联免疫吸附法检测兔血清 PAF 与 LTB4 的表达水平。 结果摇 对照组未见内膜增

生,PAF 及 LTB4 有正常少量表达;高脂组内膜增生明显,管腔狭窄甚至变形,管壁不规则脂质斑点形成,PAF
(281郾 3 依 14郾 6 ng / L)及 LTB4(42郾 79 依 0郾 18 ng / L)表达显著增多(均 P < 0郾 05);治疗组内膜增生程度介于对照组与

高脂组之间(P < 0郾 05),PAF 及 LTB4 的表达水平亦介于对照组与高脂组之间(P < 0郾 05)。 结论摇 ATRA 可以显著

抑制动脉内膜损伤病灶内膜增生,其机制可能与 ATRA 抑制 PAF 的激活和表达,减少炎性趋化因子 LTB4 的释放,
从而抑制炎症反应有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether the all鄄trans retinoic acid (ATRA) will perform anti鄄inflammatory role
and therefore to inquire into its possible mechanism of stabilizing plaques, by establishing the animal models ofcarotid artery
endometrial injuring in rabbits and observing the expression level of platelet鄄activating factor (PAF) and leukotriene B4
(LTB4). 摇 摇 Methods摇 36 New Zealand male healthy rabbits were randomly divided into three groups: contrast group (n
= 12), high鄄fat group (n = 12) and treatment group (n = 12), each group then were divided into three subgroups (A, B,
C). 摇 Contrast group were provided basic feed while the other two groups were given fatty feed. 摇 All groups have to be suf鄄
fered from artery intima air鄄drying technique after two weeks. 摇 Contrast group only had exposure of carotid artery but no
damage to the intima; others should have injury to artery intima; the treatment group were administered ATRA lavage daily
from 3 days before the surgery. 摇 On the 7d, 14d and 28d, the target vessels were taken out for morphological observation
and measuring of intima thickening. 摇 Enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA) method was used to detect the expres鄄
sion level of PAF and LTB4 in rabbit serum. 摇 摇 Results摇 Contrast group did not see endometrial hyperplasia, PAF and
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LTB4 had normal small expression. 摇 High鄄fat group were of endometrial hyperplasia obviously, target vessels were stenosis e鄄
ven deformation, PAF and LTB4 had quantity expression. 摇 The intima hyperplasia in treatment group was lower than high鄄fat
group (P <0郾 05) as the same as the expression level of PAF and LTB4. 摇 摇 Conclusion摇 ATRA can significantly alleviate
injury area endometrial proliferation, the mechanism may be related to its inhibition of PAF activation and expression, then
reduce the release of inflammatory chemokines LTB4 in order to restrain the inflammatory response ultimately.

摇 摇 急性冠状动脉综合征(acute coronary syndrome,
ACS)与动脉粥样硬化斑块破裂、血栓形成有关。 研

究发现,动脉粥样硬化是血管内皮损伤导致的以脂

质沉积和慢性炎症反应为特点的血管壁病变[1]。 在

粥样硬化斑块形成的各个阶段,大量的炎症因子参

与其中,对其形成和发展发挥了至关重要的作用。
炎症因子通过趋化炎症细胞向血管损伤部位浸润,
促进血管平滑肌细胞凋亡及降解,细胞外基质造成

了动脉粥样斑块的不稳定[2]。 前期研究证明,全反

式维甲酸(all鄄trans retinoic acid,ATRA)可以通过抑

制血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle cell,
VSMC)的转化、迁移,调节细胞内信号传导途径从而

抑制 VSMC 增生[3鄄5]。 本文旨在通过建立兔颈动脉

损伤与修复模型,观察 ATRA 对损伤与修复病灶中

内膜增生的影响,探讨全反式维甲酸是否具有通过

抑制炎症相关因子血小板活化因子(platelet鄄activa鄄
ting factor,PAF)与白三烯 B4( leukotriene B4,LTB4)
的表达而减轻 VSMC 增殖,进而达到稳定动脉粥样

硬化斑块、预防急性冠状动脉综合征等急性心血管

事件的作用,为指导临床用药提供理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 健康新西兰雄性白兔 36 只(山东省农业科学院

畜牧兽医研究所),许可证号 SCXK(鲁)20080002,90
天龄,体重 2郾 50 依 0郾 20 kg,单笼饲养。 基础饲料(青
岛市药品检验所),胆固醇(上海如吉生物科技发展有

限公司),兔 PAF 与 LTB4 酶联免疫吸附测定( en鄄
zyme鄄linked immunosorbent assay,ELISA)试剂盒(青岛

沃尔森生物技术有限公司),ATRA(重庆华邦制药有

限公司,批号 2012014)。 Olympus CellSens Dimension
免疫荧光显微镜,Image鄄Pro Plus 图像分析系统。
1郾 2摇 动物模型制备

36 只兔随机分为对照组、高脂组、治疗组,每组

12 只。 每组再分为 A、B、C 3 个亚组,每个亚组 4
只。 对照组每只每日给予基础饲料 150 g,高脂组和

治疗组每日每只给予 150 g 高脂饲料 (6% 猪油、
1郾 5%胆固醇、92郾 5% 基础饲料),3 组均自由饮水。

两周后按 Fischman 等[6] 的方法行动脉内膜空气干

燥术。 对照组施行假手术,即仅暴露一侧颈动脉但

不损伤其内膜;其余两组暴露一侧颈动脉并穿刺行

空气干燥以损伤内膜。 治疗组术前 3 天开始给予

ATRA 6 mg / (kg·d)溶于植物油灌胃至处死动物,
对照组、高脂组分别给予等量植物油灌胃亦至处死

动物。 分别于术后 1、2、4 周处死 A、B、C 3 个亚组动

物,取约 1郾 0 cm 的病变血管等距离切为 3 ~ 4 段,
10%甲醛缓冲溶液固定,石蜡包埋。
1郾 3摇 血管内膜形态学观察及测量

将病变血管横切面(约 3 ~ 4 滋m)行 HE 染色,
光学显微镜下观察管壁结构,Image鄄Pro Plus 系统进

行图像分析,测量所取病变血管横截面的内膜面积

( intimal area,IA)、中膜面积(medial area,MA)、内膜

/ 中膜面积比( I / M),结果取平均值。
1郾 4摇 ELISA 法检测血清 PAF 与 LTB4 的表达水平

术后 1、2、4 周取病变血管前经兔颈静脉采血约 3
mL,不抗凝,全血标本于室温下静置半小时以上,
3 000 r / min 21益离心 10 min,将血清和血细胞小心分

离,留取上清液置于 - 20益冰箱保存。 样品收集结束

后使用兔 ELISA 试剂盒检测血清中 PAF 与 LTB4 的

表达 水 平。 PAF 拟 合 曲 线 公 式: Y = 0郾 0002X +
0郾 0531,LTB4 拟 合 曲 线 公 式: Y = 0郾 0065934X +
0郾 061982,相关系数 r =0郾 98797。
1郾 5摇 统计学处理

使用 SPSS 17郾 0 统计软件,计量资料以x 依 s 表

示,行 t 检验,计数资料用等级 H 检验,P < 0. 05 为

差别有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 动物情况及血管形态学观察

摇 摇 实验初期,对照组病亡兔 1 只,其余各组动物健

康。 动脉内膜空气干燥术后,3 组动物均未出现伤

口感染或其他全身患病情况,切口愈合良好。 对照

组 A、B、C 3 个亚组动脉内膜光滑,管壁平整,单层

内皮细胞排列整齐,染色均匀,与内弹力板紧贴,内
弹力板结构完整,VSMC 排列规则,方向一致。 高脂

组 A 亚组内膜粗糙,可见小脂质点,脂质细纹,内皮
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细胞增生,内弹力板部分断裂,VSMC 排列紊乱,迁
入内膜基层,细胞外基质增多;高脂组 B 亚组脂质团

聚,局部形成皂斑,动脉内膜增生,管壁厚薄不均,
VSMC 积聚于复层内皮下,其中浸润单核细胞、巨噬

细胞等炎症细胞,内弹力板断裂严重;高脂组 C 亚组

片状脂质斑形成,隆起突入管腔内,引起管腔狭窄甚

至堵塞,管腔变形,内膜增生显著,内皮细胞大量增

生并有多量炎性细胞浸润,胞内出现脂质空泡,
VSMC 增生明显并移行内皮层中。 治疗组与高脂组

病理变化类似但相应程度均较轻(图 1)。

图 1. 术后 4 周 3 组动物颈动脉 HE 染色( 伊 200) 摇 摇 A 为对照组 C 亚组,B 为治疗组 C 亚组,C 为高脂组 C 亚组。

Figure 1. HE staining of rabbits爷 carotid artery in the 4th week after operation( 伊 200)

2郾 2摇 内膜面积、中膜面积、内膜 /中膜面积比

术后 14、28 天,治疗组各亚组 IA、I / M 值低于相

应高脂组各亚组,差别有统计学意义(P < 0. 05;表
1)。 术后 7、14、28 天,各组中膜面积差异无统计学

意义(P > 0. 05;表 1)。

表 1. ATRA 对各亚组动物颈动脉内膜增殖的影响及内膜 /
中膜面积比

Table 1. The comparison of IA and MA in three groups

分摇 组 n IA(mm2) MA(mm2) IA / MA
对照组 A 亚组 3 鄄 0郾 61 依 0郾 03 鄄
对照组 B 亚组 4 鄄 0郾 62 依 0郾 02 鄄
对照组 C 亚组 4 鄄 0郾 61 依 0郾 04 鄄
治疗组 A 亚组 4 0郾 05 依 0郾 01 0郾 62 依 0郾 06 0郾 08 依 0郾 02
治疗组 B 亚组 4 0郾 13 依 0郾 02a 0. 65 依 0郾 03 0郾 20 依 0郾 03a

治疗组 C 亚组 4 0. 24 依 0. 03b 0. 63 依 0. 05 0. 39 依 0. 06b

高脂组 A 亚组 4 0. 07 依 0. 01 0. 65 依 0. 04 0. 11 依 0. 03
高脂组 B 亚组 4 0. 21 依 0. 02 0. 63 依 0. 05 0. 34 依 0. 05
高脂组 C 亚组 4 0. 34 依 0. 01 0. 65 依 0. 06 0. 53 依 0. 04

a 为P <0. 05,与高脂组B 亚组比较;b 为P <0. 05,与高脂组C 亚组比较。

2郾 3摇 ELISA 检测兔血清 PAF 与 LTB4 结果

对照组血清中可见 PAF、LTB4 有少量正常表达;
高脂组术后 7 天可见 PAF、LTB4 表达增多,术后 14、
28 天表达量显著增多(P <0. 05;表 2);治疗组各亚组

PAF、LTB4 表达规律与高脂组类似,但表达量显著低

于高脂组,差别有统计学意义(P <0. 05;表 2)。
2郾 4摇 PAF 与 LTB4 的相关性分析

根据数据结果,将两变量置于直角坐标轴上,
把其中一变量取作 X,另一个取作 Y,绘制散点图,
用计算机软件求得样本相关系数 r = 0郾 955,进行

Pearson 积距相关系数的假设检验( t = 8郾 52),结果

显示两变量间线性相关有统计学意义(P < 0郾 05)。

说明当 PAF 的激活和表达受到抑制时,炎性趋化因

子 LTB4 的释放也相应减少,从而减轻炎症反应。

表 2. 术后 7、14、28 天各亚组血清 PAF、LTB4 的表达水平

(ng / L)
Table 2. The expression level of PAF and LTB4 in rabbit
serum after operation(ng / L)

分摇 组 n PAF LTB4
对照组 A 亚组 3 149郾 5 依 12郾 6 35郾 73 依 0郾 23
对照组 B 亚组 4 161郾 3 依 13郾 1 36郾 88 依 0郾 32
对照组 C 亚组 4 167郾 4 依 12郾 8 36郾 42 依 0郾 21
治疗组 A 亚组 4 216郾 7 依 13郾 6 38郾 83 依 0郾 14
治疗组 B 亚组 4 221郾 2 依 14郾 6a 38郾 30 依 0郾 26a

治疗组 C 亚组 4 226郾 7 依 15郾 1b 37郾 89 依 0郾 10b

高脂组 A 亚组 4 258郾 8 依 13郾 2 40郾 46 依 0郾 28
高脂组 B 亚组 4 266郾 3 依 14郾 3 41郾 58 依 0郾 27
高脂组 C 亚组 4 281郾 3 依 14郾 6 42郾 79 依 0郾 18

a 为P <0郾 05,与高脂组B 亚组比较;b 为P <0郾 05,与高脂组C 亚组比较。

3摇 讨摇 论

长期临床实践发现,虽然 ACS 患者的临床表现

迥异,但其冠状动脉病理生理变化却有着高度相似

性,即粥样硬化病灶中的斑块由稳定变为不稳定至

破裂,继而血小板激活导致血栓形成。 血栓形成是

其主要病理环节,而血小板的活化和血管内皮的损

伤是血栓形成的重要原因[7]。 血小板既参与动脉

粥样硬化炎症反应,又参与粥样斑块破裂血栓形

成,在动脉粥样硬化的发生和发展中发挥了重要作

用。 血小板只有激活才能引起黏附、聚集、趋化、释
放等一系列生物学效应。 除此之外,单核巨噬细胞

在血小板激活后,诱导产生多种炎症因子以及金属
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蛋白酶系列,进一步促进和加重炎症反应,加速动

脉粥样硬化的进展和斑块的不稳定[8]。
全反式维甲酸衍生于维生素 A 族,它可抑制细胞

增生并诱导正常分化,广泛应用于早幼粒细胞白血病、
银屑病等的治疗。 先前研究证实 ATRA 可抑制 VSMC
的活化、迁移、增殖[3鄄5]。 本实验采用高脂饮食、空气干

燥术损伤动脉内膜,从而建立动物动脉内膜损伤模型

的方法,通过检测炎性因子的表达量,观察内膜损伤病

灶中 VSMC 的增生情况,探讨 ATRA 可能通过减少炎

性因子的表达、减轻炎症反应而抑制内膜增生的机制。
血小板活化因子是一类磷脂介质,具有广泛生物学活

性,它是目前已知的最强的血小板激活剂。 有研究发

现,PAF 在Mantagel 鼠模型体内可直接刺激内皮细胞

的迁移,增加血管通透性,这种生物学活性类似于血管

内皮 生 长 因 子 ( vascular endothelial growth factor,
VEGF) [9],这对粥样硬化病灶中 VSMC 的迁移增殖途

径可能具有协同作用。 此外,中性粒细胞在 PAF 的趋

化作用下,不断向内皮损伤区域黏附、聚集,在积聚部

位释放大量自由基、溶酶体酶及白三烯类物质。 目前

认为,炎症参与了不稳定斑块的形成和破裂,是 ACS 发

病的主要机制。 白三烯 B4 是 5 脂氧化酶促炎途径的

重要产物之一,参与冠心病炎症发病机制,与动脉粥样

斑块不稳定、斑块破裂有关[10]。 Bck 等[11]对人冠状动

脉平滑肌细胞进行体外培养,发现加入白三烯 B4 后能

够促进人冠状动脉平滑肌细胞的迁移和增殖,提示白

三烯 B4 在血管内膜增生过程中的作用,及其在动脉粥

样硬化发生发展中重要炎性介质的身份。 在本实验中

发现,PAF 与 LTB4 在对照组有少量正常表达,在高脂

组表达明显增多,管壁增厚并有粥样斑块形成,管腔狭

窄变形。 使用 ATRA 治疗后 PAF 与 LTB4 表达水平、
内膜增殖程度均明显降低。 治疗组与高脂组表达水平

数据比较结果证明 ATRA 能够下调 PAF、LTB4 的表达

水平。 实验数据显示当 PAF 受到抑制的同时 LTB4 的

表达亦降低。 直线相关分析结果表明两者具有相关

性,即 PAF 与 LTB4 的表达呈正相关,说明 ATRA 对白

三烯 B4 的抑制作用可能是通过下调血小板活化因子

的表达实现的。 ATRA 抑制动脉内膜损伤与修复病灶

内膜增生的作用机制之一,可能是通过抑制 PAF 的激

活和表达从而下调炎性趋化因子 LTB4 的表达而抑制

炎症过程。
动脉粥样硬化是一种全身性病变,可同时累及

冠状动脉、颈动脉及下肢动脉等,因颈动脉解剖位

置表浅、相对固定、易于寻找,成为常用的实验途

径[12]。 该实验结果显示,ATRA 可抑制与动脉粥样

硬化相关的炎性因子诸如 PAF、LTB4 的表达,减轻

炎症反应及内膜增殖,稳定粥样斑块继而预防 ACS。
由于关于 ATRA 对动脉粥样硬化病灶中的炎症反应

抑制作用资料尚少,炎性因子众多,炎症反应复杂,
能否利用 ATRA 的抗炎作用作为治疗动脉粥样硬化

疾病的新策略还有待进一步探讨。
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