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CyPA 与 CD147 在兔动脉粥样硬化易损斑块中的表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨亲环素 A(CyPA) / CD147 在兔动脉粥样硬化易损斑块中的表达。 方法摇 新西兰雄性白兔

16 只,3 月龄,随机分为对照组和模型组,每组 8 只。 利用液氮损伤内膜 + 高脂饮食的方法建立易损斑块模型,对
照组正常饮食,不做任何处理,0 周和 13 周分别检测兔血清 C 反应蛋白(CRP)、CyPA 和 CD147 表达水平。 术后 13
周处死动物,取血管行 HE 染色、Masson 染色,观察血管形态,并做巨噬细胞、CyPA、CD147 免疫组织化学染色。 结

果摇 对照组未见斑块形成,模型组兔颈动脉形成典型的易损斑块,斑块内 CyPA 和 CD147 表达丰富,呈带状分布特

征,两者在同一斑块中具有共区域性;13 周时模型组兔血 CRP、CyPA 和 CD147 水平较 0 周及同时期对照组均明显

升高(P < 0. 05)。 结论摇 易损斑块中 CyPA、CD147 表达丰富,CyPA 和 CD147 是易损斑块的危险因素,其表达与易

损斑块的存在呈正相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the expressions of cyclophilin A (CyPA) / CD147 in rabbit atherosclerotic vulnera鄄
ble plaques. 摇 摇 Methods摇 16 healthy male New Zealand rabbits (3 months) were randomly divided into control group
and model group, 8 rabbits in each group. 摇 Rabbit model with typical atherosclerotic vulnerable plaque was developed by
injuring carotid intima with liquid nitrogen combined with high鄄fat diet. 摇 Meanwhile, the control group was fed with stand鄄
ard diet, and without injuriy. 摇 Expressions of C鄄reactive protein (CRP), CyPA and CD147 in serum of rabbits were tested
at the beginning and the 13th week. 摇 All rabbits were sacrificed after 13 weeks. 摇 Then paraffin鄄embedded sections were
used for HE staining and Masson trichrome staining to analyze the changes of vascular morphology. 摇 Additionally, mac鄄
rophagocyte, CyPA and CD147 monoclonal antibodies were applied for immunohistochemistry staining. 摇 摇 Results摇 Ath鄄
erosclerotic vulnerable plaques were found in model group but not in control group. 摇 There were rich expressions of CyPA
and CD147 with zonal distribution and co鄄location in the same atherosclerotic vulnerable plaques. 摇 The expressions of
CyPA, CD147 and CRP in serum increased significantly in model group compared with those in control group at the 13th
week (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions 摇 High expressions of CyPA and CD147 were found in atherosclerotic vulnerable
plaques, and the expressions of CyPA and CD147 were the risk factors of the atherosclerotic vulnerable plaques, which
have a positive correlation with the existence of atherosclerotic vulnerable plaques.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)作为冠状动

脉粥样硬化性心脏病的基本病理生理基础,是由多

种细胞(单核巨噬细胞、内皮细胞、平滑肌细胞等)
共同参与,并以脂质代谢紊乱和粥样斑块局部突出
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管腔为特征的慢性进展性炎症疾病,炎症反应参与

了 As 发生、发展的全过程[1鄄2]。 在众多的内皮损伤

及炎症诱导因子中,过度的氧化应激产物被认为是

整个炎症瀑布效应中的上游因子之一。 亲环素 A
(cyclophilin A,CyPA)作为氧化应激介导的主要产

物,在 As 斑块单核 /巨噬细胞的炎症激活中起着至

关重要的作用。 同时,CyPA 对单核细胞具有显著

的趋化迁移作用,加速单核细胞向斑块的浸润并转

化为巨噬细胞,参与 As 的炎性反应[3]。 自 1994 年

Muller 提出易损斑块的概念以来,国内外大量对易

损斑块的研究使我们对它的特性有了更多了解。
易损斑块是指所有易于发生血栓,以及可能快速进

展从而成为罪恶斑块的那些粥样病变。 主要诊断

标准包括急性炎症(单核 /巨噬细胞或有 T 细胞浸

润),纤维帽薄伴大的脂质核心,内皮剥脱伴表面血

小板聚集,斑块裂口,狭窄 > 90% [4]。 当前临床上

急性冠状动脉综合征发生的病理基础就是易损斑

块的形成。 目前有证据显示, CyPA 通过其受体

CD147 分子作用于 As 发生、发展的全过程,两者的

相互作用可导致斑块易损性增加,诱发血管内急性

血栓形成,导致急性冠状动脉综合征的发生[5鄄6]。
本研究拟通过动物模型来观察二者在斑块内及血

清中的表达变化,为诊断和防治急性冠状动脉综合

征提供新的方向。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 高脂饲料(1%胆固醇,8% 猪油,10% 蛋黄粉 +
兔基础饲料)购自北京华阜康生物科技股份有限公

司;医用液氮(解放军 305 医院中心实验室);Masson
三色染色液(北京东方日创生物科技有限公司);
DAB 显色试剂盒(北京中杉生物技术开发有限公

司);辣根过氧化物酶标记 GAPDH 抗体(美国 Sigma
公司);兔巨噬细胞 RAM11 单克隆抗体(丹麦 Dako
公司);兔 CyPA 抗体(英国 Biobyt 公司);兔 CD147
抗体(武汉博士德生物工程有限公司);兔 C 反应蛋

白 ( C鄄reactive protein, CRP ) ELISA 试 剂 盒、 兔

CD147 ELISA 试剂盒(武汉华美生物工程有限公

司);兔 CyPA ELISA 试剂盒 (美国 Mybiosource 公

司)。
1郾 2摇 实验动物及分组

健康纯种雄性新西兰白兔 16 只,按简单随机方

法平均分为对照组和模型组。 对照组以普通饲料

喂养,不进行任何处理;模型组兔高脂喂养 7 天后,

液氮冻伤结合高脂饮食, 建立兔 As 易损斑块

模型[7]。
1郾 3摇 模型的建立

适应性喂养 1 周后,对照组不做任何处理,继续

普通饮食。 模型组实验动物禁食 12 h,自由饮水,耳
缘静脉注射 0. 3% 戊巴比妥钠 1 mL / kg,完全麻醉

后,固定四肢于操作台上,常规去除颈部毛发,消
毒,铺洞巾。 逐步切开右侧颈部皮肤,分离肌肉组

织,暴露右侧颈总动脉。 血管夹先后阻断远、近心

端血流,两夹间距约 4 cm。 1 mL 注射器稍靠近心端

45毅斜刺入管腔,抽除血液,生理盐水冲洗,留置针头

于管腔,迅速用注射器抽取液氮,于针头处注入血

管,反复 3 次,每次持续 10 s。 直至血管被液氮充

盈,血管膨胀,气体由穿刺点处溢出,肉眼可见选取

管腔、管壁发白。 并于术后第 12 周,再次重复上述

步骤,行颈动脉液氮激发术,建立 As 易损斑块模型。
1郾 4摇 组织标本留取及处理

实验动物于术后 13 周处死,分别剥离留取右颈

总动脉约 4 cm,每组取血管一部分常规石蜡包埋,
分别作 HE 染色、Masson 染色,利用 CyPA、CD147、
CAM11 单克隆抗体进行组织化学染色。 光镜观察

斑块的组织形态。
1郾 5摇 血清 CRP、CD147、CyPA 的检测

高脂饮食前及 13 周时分别在空腹 24 h 条件下

经兔耳中动脉取血,离心分离血清,静置 20 min 后

以 3000 r / min 离心 15 min,取上清液分装于 Eppen鄄
dorf 管中,检测 CRP、CD147、CyPA 表达水平。
1郾 6摇 统计学分析

计量资料以x 依 s 表示,两样本比较采用 t 检验,
前后对比研究采用配对 t 检验。 以 P < 0. 05 为差异

有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 一般情况

摇 摇 兔总体生长良好,模型组 1 只兔因麻醉过量死

亡,其余动物全部完成实验,所得 15 只动物实验数

据参与分析。
2郾 2摇 斑块形态

对照组可见内皮细胞完整,排列整齐,内弹力

膜清晰完好,中层平滑肌细胞排列整齐,形态规则,
未见斑块形成,内膜未见巨噬细胞表达。 模型组

HE 染色可见典型的不稳定性斑块,斑块表现为薄

的纤维帽、脂质核心,内膜为巨噬细胞及各种来源

的泡沫细胞浸润,局部存在黏液样变性。 Masson 染

694 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 5,2015



色可见纤维帽中平滑肌细胞明显减少,散在一些蓝

染的胶原纤维;RAM11 标志的巨噬细胞免疫组织化

学染色可见斑块内巨噬细胞丰富,部分存在片状的

黏液聚集,弹力纤维与平滑肌细胞呈层状排列,部

分内弹力板破损,平滑肌细胞经破损弹力板迁移入

内膜。 部分血管中膜弹力纤维被牵拉变直,血管中

膜变薄(图 1)。

图 1. 斑块形态摇 摇 A 为 HE 染色,B 为 Masson 染色,C 为 RAM11 抗体染色;1 为对照组( 伊 40),2 为模型组( 伊 40),3 为模型组( 伊 200)。

Figure 1. Plaque morphology

2郾 3摇 斑块内 CyPA 和 CD147 的表达

对照组内膜部分散在巨噬细胞存在,有少量均

匀分布的 CyPA、CD147 表达;中膜无巨噬细胞,可见

散在少量 CyPA、CD147 表达。 模型组斑块内富含巨

噬细胞、泡沫细胞,CD147、CyPA 呈片状分布表达,
且具有共区域性;与同一血管同一斑块的巨噬细胞

标记染色对比,可见 CD147、CyPA 的表达多集中于

巨噬细胞聚集部位(图 2)。
2郾 4摇 血清 CRP、CyPA 及 CD147 水平

实验前,两组兔血清 CyPA、CD147 及 CRP 水平

皆无显著性差异(P > 0. 05)。 第 13 周,对照组血清

CyPA、CD147 及 CRP 水平与实验前相比无显著性

差异(P > 0. 05);模型组血清 CyPA、CD147 及 CRP
水平较实验前明显升高,差异有显著性意义(P <
0郾 05)。 对照组和模型组组间血清 CyPA、CD147 及

CRP 水平差异有显著性意义(P < 0. 05),表现为后

者 CyPA、CD147 及 CRP 水平明显高于前者(表 1)。
多因素 Logistic 回归分析 CyPA、CD147 及 CRP 对易

损斑块存在的预测价值,结果显示,CyPA、CD147 及

CRP 均为易损斑块的危险因素,表达与易损斑块的

存在呈正相关(OR = 1. 10,P = 0. 023;OR = 1. 15,P
= 0. 043;OR =1. 05,P = 0. 026)。

表 1. 血清 CD147、CyPA 及 CRP 水平(x 依 s)
Table 1. Serum levels of CD147, CyPA and CRP(x 依 s)

项摇 目 对照组(n = 8) 模型组(n = 7)

0 周

摇 CD147(滋g / L) 62. 15 依 4. 52 67. 23 依 5. 32

摇 CyPA(滋g / L) 0. 99 依 0. 06 0. 95 依 0. 07

摇 CRP(mg / L) 0. 33 依 0. 07 0. 32 依 0. 07

13 周

摇 CD147(滋g / L) 61. 50 依 5. 45 120. 46 依 6. 99ab

摇 CyPA(滋g / L) 1. 02 依 0. 07 2. 03 依 0. 11ab

摇 CRP(mg / L) 0. 33 依 0. 07 0. 83 依 0. 12ab

a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与同组 0 周比较。
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图 2. 斑块内 CyPA 和 CD147 的表达摇 摇 A 为 CD147 抗体染色,B 为 CyPA 抗体染色;1 为对照组( 伊 40),2 为模型组( 伊 40),3 为模型组

( 伊 200)。

Figure 2. The expression of CyPA and CD147 in plaques

3摇 讨摇 论

本研究成功创建了兔 As 易损斑块,可见薄的纤

维帽、大脂质核心,内膜为巨噬细胞及泡沫细胞浸

润,部分内皮脱落、斑块出现裂隙,局部小血栓形

成,与人类尸检研究相比,属于典型易损斑块[8],对
照组未见斑块形成。

在此基础上我们对 CD147、CyPA 表达进行了研

究。 结果显示,As 易损斑块中 CyPA、CD147 表达丰

富,呈带状分布特征,两者具有共区域性,同时发现

同一血管的同一斑块中 RAM11 标记的巨噬细胞也

表达在相近区域。 在 As 发生发展过程中,CyPA 通

过其受体 CD147 的协同作用可趋化单核细胞、中性

粒细胞和 T 细胞等聚集至炎症反应部位[9鄄11],同时
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CyPA鄄CD147 相互作用促进巨噬细胞等活化以产生

IL鄄6、IL鄄8、TNF鄄琢 等各种炎症因子,加重血管壁的炎

症反应。 炎症刺激及炎性因子的聚集又可诱导活

化的巨噬细胞、平滑肌细胞分泌 CyPA 和 CD147,形
成一个恶性循环。 从某种程度上解释了斑块内

CyPA鄄CD147 表达具有共区域性,同时又与巨噬细

胞表达范围相近。 活化的巨噬细胞可在 CyPA鄄
CD147 的作用下表达更多基质金属蛋白酶 (matrix
metalloproteinase,MMP) [12],特别是 MMP鄄9,通过降

解细胞外基质,削弱 As 斑块纤维帽的厚度,此类斑

块在血管切应力等因素下易出现斑块破裂,引发急

性心肌缺血事件的发生。 而在对照组,仅在内皮下

可见散在 CyPA、 CD147 表达。 由上可知, CyPA鄄
CD147 的相互作用促进了 As 斑块的发生发展,加重

斑块的易损性。
血清学指标显示, 模型组兔外周血 CyPA、

CD147 及 CRP 水平与术前及对照组相比均明显升

高,这与以往研究相同[13]。 CRP 等的升高提示易损

斑块模型兔体内炎症状态,结合斑块形态及回归分

析,发现外周血 CyPA、CD147 与易损斑块的形成呈

明显正相关。 急性冠状动脉综合征患者斑块多为

易损性,血清 CyPA 与 CD147 检测有望与 CRP 一样

作为危险分层的指标,但需要临床进一步的大样本

研究。
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