
[收稿日期] 　 ２０１６￣０５￣３１ [修回日期] 　 ２０１７￣０２￣２３
[基金项目] 　 广西自然科学基金项目(２０１０ＧＸＮＳＦＡ０１３１７５)
[作者简介] 　 杨国勋ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ主要研究方向为高血压、冠心病的基础与临床ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｂｄｙａｎｇｇｕｏｘｕｎ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣０５￣０４６３￣０４ 􀅰实验研究􀅰

阿托伐他汀对家兔动脉粥样硬化 ＶＳＭＣ 凋亡的
影响及其相关分子机制

杨国勋ꎬ 傅华军ꎬ 刘唐威ꎬ 李健玲ꎬ 申 颖ꎬ 钱 静
(广西医科大学第一附属医院心血管病研究所ꎬ广西壮族自治区南宁市 ５３００２１)

[关键词] 　 阿托伐他汀ꎻ　 血管平滑肌细胞ꎻ　 大电导钙激活钾通道ꎻ　 ＫＣＮＭＢ１ 基因ꎻ　 ＥＲＫ 信号通路

[摘　 要] 　 目的　 分析家兔动脉硬化时大电导钙激活钾通道(ＢＫＣａ)的表达以及阿托伐他汀干预后的变化ꎬ探讨

阿托伐他汀对家兔动脉硬化血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)凋亡的影响及其相关分子机制ꎮ 方法　 家兔分为正常组、动
脉粥样硬化组、阿托伐他汀组ꎬＨＥ 染色观察家兔动脉粥样硬化病变ꎬＴＵＮＥＬ 检测 ＶＳＭＣ 凋亡并计算凋亡指数

(ＡＩ)ꎬ原位杂交法检测兔胸主动脉 ＢＫＣａ β 亚单位 ＫＣＮＭＢ１ 基因的表达ꎬ蛋白印迹法检测磷酸化细胞外信号调节

激酶 １ / ２(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)的表达ꎮ 结果　 动脉粥样硬化组胸主动脉内膜显著增厚ꎬ呈较典型的动脉粥样硬化病变ꎻ阿
托伐他汀组 ＶＳＭＣ 凋亡指数较正常组、动脉粥样硬化组明显升高(３６. ５１％ ± １.５３％比 ６. ８０％ ± １.０８％、２７. ８３％ ±
１􀆰 ３６％ꎬＰ<０.０１)ꎻ动脉粥样硬化组 ＫＣＮＭＢ１ 基因的表达较正常组明显下调(１０５.１２±５.５０ 比 １４７.３３±５.７６ꎬＰ<０.０１)ꎬ
而阿托伐他汀组 ＫＣＮＭＢ１ 基因的表达较动脉粥样硬化组明显增加(１１６.４３±６.９２ 比 １０５.１２±５.５０ꎬＰ<０.０１)ꎻ阿托伐

他汀组 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 表达量低于动脉粥样硬化组 (０.９０±０.１４ 比 ３.４８±０.９１ꎬＰ<０.０１)ꎮ 结论　 阿托伐他汀诱导动脉粥

样硬化 ＶＳＭＣ 凋亡ꎬ该现象可能与其上调 ＢＫＣａ 的 ＫＣＮＭＢ１ 基因表达及抑制 ＥＲＫ 信号途径磷酸化有关ꎮ
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ＥＲＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 动脉粥样硬化是临床常见心脑血管疾病的病

理基础ꎬ因此减少以及防治动脉粥样硬化对减少心

脑血管疾病的发生具有重要的意义ꎮ 血管平滑肌

细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)的增殖与

凋亡失衡在动脉粥样硬化的发生及发展中起重要

作用ꎮ 大 电 导 钙 激 活 钾 通 道 ( ｂｉｇ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ
ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅꎬＢＫＣａ)、细胞外

信号调节激酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＥＲＫ)信号途径均被认为参与平滑肌细胞凋亡的调

节[１￣２]ꎮ ＢＫＣａ 为 ＶＳＭＣ 上最主要的钾离子通道ꎬ由
α 和 β 两种亚单位组成ꎬ其中 β１ 亚基主要分布于

动脉平滑肌ꎬ编码 β１ 亚基的基因为 ＫＣＮＭＢ１ꎮ ＥＲＫ
包括 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ꎬ磷酸化 ＥＲＫ ( ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＥＲＫꎬｐ￣ＥＲＫ)是其活化形式[３]ꎮ 阿托伐他汀诱导动

脉粥样硬化早期 ＶＳＭＣ 凋亡是其抗动脉粥样硬化机

制之一ꎬ但是否通过影响 ＢＫＣａ 表达和 ＥＲＫ 信号途

径来实现以及它们的关系尚未完全阐明ꎮ 本研究

试图通过检测 ＢＫＣａ 表达和 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 水平变化来

研究阿托伐他汀对家兔 ＶＳＭＣ 凋亡的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

健康 ３~４ 月龄家兔 ２０ 只ꎬ雌雄各半ꎬ由广西医

科大学动物实验中心提供ꎮ
１.２　 主要仪器和试剂

倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ高速低温离心机

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ切片机、病理图像分析仪 ＤＭＲ＋
Ｑ５５０ 型(德国 ＬＥＩＣＡ 公司)ꎻ原位细胞凋亡检测试

剂盒(Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ Ｇｍｂｈ 公司)ꎻＫＣＮＭＢ１ 原位

杂交检测试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)ꎻ
ｐ￣ＥＲＫｌ / ２ 抗体(Ｒ＆Ｄ 公司)ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 内参抗体(Ｅａｒ￣
ｔｈＯｘ 公司)ꎮ 阿托伐他汀片剂ꎬ每片 １０ ｍｇꎬ辉瑞制

药有限公司生产ꎬ生产批号为 ２０１００８３０ꎮ
１.３　 动物分组和模型制备

家兔随机分为 ３ 组:正常组 ８ 只ꎬ雌兔 ３ 只ꎬ雄
兔 ５ 只ꎬ每天给予普通饲料ꎻ动脉粥样硬化组 ６ 只ꎬ
雌兔 ３ 只ꎬ雄兔 ３ 只ꎬ每天每只给予高胆固醇饲料

１００ ｇꎻ阿托伐他汀组 ６ 只ꎬ雌兔 ４ 只ꎬ雄兔 ２ 只ꎬ前
１０ 周喂养同动脉粥样硬化组ꎬ后 ６ 周每天每只加服

阿托伐他汀 ５ ｍｇꎬ一次予温水灌服ꎮ 家兔分笼饲

养ꎬ每笼 ２ 只ꎬ不限饮水ꎬ观察 １６ 周ꎮ

１.４　 标本处理

实验结束后禁食 １２ ｈꎬ经耳缘静脉注入空气处

死动物ꎬ分离胸主动脉ꎬ生理盐水冲洗ꎬ分离外膜脂

肪组织及筋膜ꎬ用 １０％甲醛溶液固定ꎬ石蜡包埋ꎬ３~
４ μｍ 厚度切片待用ꎮ
１.５　 胸主动脉平滑肌细胞凋亡测定

用 ＴＵＮＥＬ 法制备凋亡细胞切片以进行光学显

微镜观察并拍照ꎮ 结合凋亡细胞形态特征来综合

判断ꎬ每只家兔观察 ２ 张切片ꎬ每张切片随机记数 ５
个高倍视野下的凋亡细胞数ꎬ凋亡指数( ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｉｎｄｅｘꎬＡＩ)＝ 凋亡细胞数 / 细胞总数×１００％ꎮ
１.６　 胸主动脉 ＫＣＮＭＢ１ 基因表达的检测

采用原位杂交法检测胸主动脉 ＫＣＮＭＢ１ 基因

的表达ꎮ 每只兔取 ２ 张切片ꎬ使用病理图像分析仪ꎬ
高倍镜下随机选取 ５ 个视野(每个视野观察细胞数

不少于 ２００ 个)ꎬ每个视野随机测量 ２０ 个胞浆内的

灰度值ꎬ计算均数ꎬ作为该视野的灰度值ꎬ然后进行

整理和统计分析ꎮ
１.７　 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 蛋白的表达检测

收集实验兔胸主动脉标本ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测相关蛋白表达ꎬ其中 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 的磷酸化检测位

点为 Ｔｈｒ２０２ / Ｔｙｒ２０４ꎮ 用凝胶图像分析软件扫描ꎬ测
定蛋白条带的灰度值ꎬ结果用实测值与内参 β￣ａｃｔｉｎ
的比值表示ꎮ
１.８　 统计学分析

所得数据均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ使用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软

件进行分析ꎮ 多组间比较采用方差分析ꎬ方差不齐

改用秩和检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 动脉粥样硬化模型的鉴定

光镜下 ＨＥ 染色显示ꎬ正常组兔胸主动脉内膜

光滑完整ꎬ未见明显增厚ꎬ内皮紧贴内弹力膜ꎬ中层

弹力膜与平滑肌相间排列ꎬ排列整齐ꎻ动脉粥样硬

化组兔胸主动脉内膜增厚明显ꎬ粥样斑块向内膜表

面隆起ꎬ可见大量泡沫细胞ꎬ薄纤维帽ꎬ中膜弹力纤

维断裂ꎬ平滑肌细胞极性紊乱ꎻ阿托伐他汀组兔胸

主动脉可见动脉粥样硬化斑块ꎬ内膜稍增厚ꎬ泡沫

细胞含量较少ꎬ可见较厚纤维帽(图 １)ꎮ 因此ꎬ动物

模型符合实验需求ꎮ
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２.２　 兔胸主动脉平滑肌细胞凋亡情况

三组兔胸主动脉组织切片 ＴＵＮＥＬ 染色后均可

见细胞核碎裂、胞质充满深棕色颗粒的细胞(图 ２)ꎬ
表明这些细胞发生了凋亡ꎮ 正常组、动脉粥样硬化

组、阿托伐他汀组细胞凋亡指数分别为 ６. ８０％ ±
１􀆰 ０８％、２７.８３％±１.３６％、３６.５１％±１.５３％ꎬ正常组细

胞凋亡指数很低ꎬ阿托伐他汀组细胞凋亡指数较动

脉粥样硬化组明显升高(Ｐ<０.０１)ꎮ

２.３ 　 兔胸主动脉平滑肌细胞 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 的

表达

原位杂交检测表明ꎬ正常组 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 高表

达ꎬ动脉粥样硬化组 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 表达明显减弱ꎬ阿
托伐他汀组 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 的表达与动脉粥样硬化组

相比明显增加(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ 正常组、动脉粥样硬化

组、阿托伐他汀组 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 表达的灰度值分别

为 １４７.３３±５.７６、１０５.１２±５.５０、１１６.４３±６.９２ꎮ

图 １. 各组兔胸主动脉组织形态学改变

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２. 兔胸主动脉平滑肌细胞凋亡检测

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

图 ３. 兔胸主动脉平滑肌细胞 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
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２.４ 　 阿托伐他汀对兔胸主动脉平滑肌细胞 ｐ￣
ＥＲＫ１ / ２ 表达的影响

动脉粥样硬化组 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 呈高表达ꎬ阿托伐

他汀干预后显著抑制 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 的表达(Ｐ<０.０１ꎻ图
４)ꎮ 动脉粥样硬化组、阿托伐他汀组 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 表

达量分别为 ３.４８±０.９１、０.９０±０.１４ꎮ

图 ４. 各组兔胸主动脉平滑肌细胞 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 的表达 　 　 １

为正常组ꎬ２ 为动脉粥样硬化组ꎬ３ 为阿托伐他汀组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

研究发现在正常血管和动脉粥样硬化各个阶

段的 ＶＳＭＣ 都存在细胞凋亡ꎬ但正常 ＶＳＭＣ 增殖和

凋亡指数都很低[４]ꎮ 随着动脉粥样硬化发生发展ꎬ
平滑肌细胞的增殖和凋亡均增加ꎬＶＳＭＣ 的表型可

由收缩型转化为合成型ꎬ表现出显著的增殖特

性[５￣６]ꎮ 平滑肌细胞增殖速率若大于凋亡速率ꎬ则
会导致血管壁细胞数量增多、内膜增厚、管腔变窄ꎬ
因此ꎬ调节增殖与凋亡之间的平衡对于抗动脉粥样

硬化尤为重要ꎮ 他汀类药物具有抗动脉粥样硬化

作用ꎬ其是否通过诱导 ＶＳＭＣ 凋亡尚有争议ꎮ Ｄｏｙｏｎ
等[７]认为ꎬ阿托伐他汀不能诱导自发性高血压大鼠

胸主动脉 ＶＳＭＣ 凋亡ꎻ而 Ｓｕｓｋｉ 等[８] 发现ꎬ阿托伐他

汀在体外呈时间和剂量依赖性诱导 ＶＳＭＣ 凋亡ꎮ 本

研究中ꎬ正常组 ＶＳＭＣ 凋亡指数很低ꎻ动脉粥样硬化

组随着 ＶＳＭＣ 增殖明显的同时ꎬ凋亡亦明显增加ꎮ
而阿托伐他汀组凋亡指数明显高于动脉粥样硬化

组ꎬ说明阿托伐他汀在动脉粥样硬化早中期可以诱

导 ＶＳＭＣ 凋亡增加ꎬ从而抑制动脉粥样硬化向纤维

斑块发展而起到抗动脉粥样硬化的作用ꎮ

有报道诱导 ＶＳＭＣ 凋亡的机制涉及到 ＢＫＣａ 离

子通道和 Ｒａｓ / ＥＲＫ 信号通路ꎮ ＢＫＣａ 激活、开放可

诱导各种 ＶＳＭＣ 凋亡增加[９￣１１]ꎮ Ｒａｓ / ＭＡＰＫ / ＥＲＫ
通路是多种细胞生长、增殖、老化以及凋亡所必需

的信号转导机制之一[１２]ꎮ 研究报道ꎬ５￣羟色胺通过

上调 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 抑制肺动脉平滑肌细胞凋亡[１３]ꎮ
本研究中ꎬ原位杂交法检测可见阿托伐他汀组 ＫＣ￣
ＮＭＢ１ ｍＲＮＡ 的表达明显增加ꎬ同时ꎬ阿托伐他汀干

预后 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 的表达明显低于动脉粥样硬化组ꎬ
阿托伐他汀组凋亡指数明显高于动脉粥样硬化组ꎮ
因此ꎬ推测阿托伐他汀可能通过上调 ＫＣＮＭＢ１
ｍＲＮＡ 的 表 达 抑 制 Ｒａｓ / ＭＡＰＫ / ＥＲＫ 通 路 诱 导

ＶＳＭＣ 凋亡增加ꎬ调节增殖与凋亡平衡ꎮ
阿托伐他汀通过上调 ＢＫＣａ 的 ＫＣＮＭＢ１ ｍＲＮＡ

表达诱导 ＶＳＭＣ 凋亡ꎬ其进一步的机制是否是通过

抑制 ＥＲＫ 信号通路来实现呢? 本课题组的前期研

究发现ꎬ体外培养兔主动脉 ＶＳＭＣꎬ用低浓度 ＴＥＡ 阻

断 ＢＫＣａ 通道后ꎬｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 的表达并没有明显改

变ꎮ 在体外实验中ꎬ用 ＰＤ９８０５９(ＭＥＫ 抑制剂)抑制

ＥＲＫ１ / ２ 的磷酸化ꎬ结果亦未能阻止有丝分裂剂刺

激导致的 ＢＫＣａ 表达下调[１４￣１５]ꎮ 由此推测ꎬ阿托伐

他汀分别通过影响 ＢＫＣａ 和 Ｒａｓ / ＥＲＫ 通路诱导动

脉粥样硬化兔 ＶＳＭＣ 凋亡ꎮ 但 ＢＫＣａ 和 ＥＲＫ 分别

阻断后ꎬ其相互之间的变化以及对凋亡的影响还有

待进一步研究ꎬ以便得到更直接的证据ꎮ
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分数及心腔的大小ꎬ这些常常决定手术方式的选

择ꎮ 同时ꎬＴＴＥ 还能鉴别其他的致死性胸痛的疾病ꎬ
如急性肺栓塞及急性心肌梗塞等ꎮ 过去ꎬＴＴＥ 被认

为诊断急性主动脉夹层作用有限[６]ꎬ然而这些资料

都是基于过去相对陈旧的研究ꎮ 随着超声心动图

技术的发展(良好的二维分辨率及谐波成像)ꎬＴＴＥ
诊断主动脉夹层有着高敏感性及特异性(分别是

９７％和 １００％) [７]ꎮ
ＴＴＥ 诊断主动脉夹层具有一定的缺点ꎮ 对主动

脉壁内血肿、高位升主动脉夹层及破裂口的定位显

影不良ꎮ 通过多切面的探查方法ꎬ可以显示大多数

成年人的胸主动脉ꎮ ＴＴＥ 对声窗差的患者(肥胖、
肺气肿、胸廓畸形、机械通气)诊断价值具有局限

性ꎮ ＴＴＥ 对夹层累及主动脉弓降部及弓部的分支血

管、胸降主动脉的显示常常受限ꎮ 有研究对 ５２ 例经

手术证实的急性主动脉夹层患者的 ＴＴＥ 图像进行

回顾性研究发现ꎬＴＴＥ 对破裂口及弓部分支血管受

累的显示仅仅为 ５３.８％和 ５７.９％[８]ꎮ
ＣＴＡ 是诊断主动脉夹层金标准[６ꎬ９]ꎮ 但是 ＣＴＡ

不够方便、迅速ꎬ尤其不能做床旁检查ꎬ常常导致延

误治疗ꎮ ＣＴＡ 需要静脉注射造影剂ꎬ对病人是一个

潜在的高风险ꎮ ＴＴＥ 具有快速、无创、安全、便携、无
放射性、无血流动力学影响及不影响紧急诊心脏外

科手术的准备ꎮ 临床怀疑主动脉夹层时ꎬＴＴＥ 是首

选的确诊本病的重要手段ꎬ尤其是急诊床旁超声心

动图检查ꎮ
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