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要"目的
!

探讨槲皮素抗动脉粥样硬化"

8O

$的作用机制%方法
!

将
:4

只
4

!

-

周龄
8

$

&0

6

#

6小鼠分为正常饮食组&高

脂组和实验组"低剂量组&中剂量组及高剂量组$!建立
8O

模型!通过免疫组织化学技术&反转录聚合酶链反应"

a"#(Pa

$和酶联

免疫吸附试验"

0SYO8

$检测高迁移率族蛋白
*

"

.T['*

$&

"&DD

样受体
:

"

"Sa:

$在槲皮素抗
8O

中的蛋白和基因的表达%

结果
!

"

*

$高脂饮食
*2

周后!

.0

染色显示!主动脉壁内膜增厚!斑块于内膜表面突起!其中由脂质和坏死崩解物质混合而成'

8O

模型建立成功%"

2

$免疫组织化学分析显示!在高脂组中
.T['*

和
"Sa:

表达呈强阳性'随着药物剂量的增高!蛋白水平出现一

定程度下调"

"

$

+7+3

$!呈剂量依赖性%"

,

$

a"#(Pa

检测显示!

.T['*

基因在
*4

周时!

,

个剂量组间的两两比较!差异均有统计

学意义"

"

$

+7+3

$'而
"Sa:

基因在
-

&

*4

周时低剂量&中剂量和高剂量基因表达差异有统计学意义"

"

$
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$!呈时间依赖性%

"

:

$

0SYO8

检测结果显示!高脂组的
.T['*

和
"Sa:

蛋白表达呈强阳性'随着药物剂量的增高!蛋白水平出现一定程度的下调

"

"

$

+7+3

$!呈剂量依赖性和时间依赖性%结论
!

槲皮素具有抗
8O

作用!其作用与药物剂量&时间具有相关性%

.T['*

&

"Sa:

的蛋白和基因表达下调!可能是槲皮素抗
8O

的分子机制%
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心血管疾病是当今社会导致人类死亡的主要杀手#而动脉

粥样硬化$

8O

%是其最常见的病因(

*#2

)

'

8O

是一种血管慢性增

殖性炎症#同时也是对血管壁损伤的反应和修复过程'在
8O

发生*发展过程中#其核心机制是促炎以及抗炎之间失调'高

迁移率族蛋白
*

$

.T['*

%作为一种内源性免疫佐剂#参与

"&DD

样受体
:

$

"Sa:

%介导的多种炎症免疫反应'

"Sa?

是

.T['*

的受体之一#常见于自身免疫性疾病*炎症感染性疾

病等(

,#:

)

'但是在
8O

发病机制中关于
.T['*

与
"Sa:

关系

的研究较少'槲皮素属黄酮化合物之一#存在于许多植物的

花*叶*果实中#多以苷的形式存在'大量研究表明#槲皮素具

有抗氧化*扩张血管*抑制血小板聚集*降血压*抗血管平滑肌

细胞增殖以及抗肿瘤等多种生物学效应(

3#4

)

'为阐明槲皮素具

有抗
8O

的作用#本研究通过建立
8O

的
8

$

&0

6

"

6小鼠模型#

并通过免疫组织化学*反转录聚合酶链反应$

a"#(Pa

%*酶联

-
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检验医学与临床
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免疫吸附试验$

0SYO8

%检测
.T['*

和
"Sa:

蛋白及基因表

达情况#以探讨槲皮素抗
8O

作用的分子机制#为槲皮素抗
8O

提供理论依据'

$

!

材料与方法

$7$

!

实验动物
!

雄性
8

$

&0

基因敲除小鼠$品系
P3)'S

"

4V

%#

购于北京大学动物实验中心#

O(/

级#批号!

OPea

$京%

2++9#

+++:

'

$7/

!

试剂与设备
!

主要试剂和设备包括槲皮素$美国
O;

A

FB

公司#批号
*++**-2-+,

%#兔抗人
.T['*

*

"Sa:

多克隆抗体

$北京博奥森生物技术有限公司%#

.T['*

*

"Sa:0SYO8

检测

试剂盒$

ab

公司进口分装%#

a>=>%"%B8H>

组合型
a"#(Pa

试剂盒$成都博瑞克生物技术有限公司%#

"%;Z&D

试剂$

Y<=;@%&#

A

><

公司%#

b!8 FB%]>%

%

$天根生化科技公司%#

!b#*+++

核

酸蛋白检测仪$美国
!B<&I%&

$

公司%#

FB?@>%H

M

HD>%

A

%BI;><@

(Pa

仪$

0

$$

><I&%J

公司%#

"B<<&<23++

凝胶图像扫描系统$美

国
'YL#a8b

公司%'

$7'

!

方法

$7'7$

!

小鼠的饲养及给药
!

O(/

级
8

$

&0

6

"

6小鼠
:4

只单独

喂养#随机分为
3

组!正常饮食组$

,

只%*高脂组$

*,

只%和实验

组$低*中*高剂量组#每组各
*+

只#口服榭皮素%'正常饮食组

给予普通饲料喂养#高脂组和实验组均给予高脂饮食喂养'每

周添加饲料#更换垫料#自由进食及饮水#监测体质量'饲养环

境温度保持在
24

!

2-g

'高脂饲料为基础饲料
3973N

*胆固

醇
+73N

*猪油
*+7+N

*蛋黄粉
*+7+N

*蔗糖
2+7+N

'

!!

小鼠喂养
*2

周后取
,

只正常饮食组及高脂组小鼠常规处

死#取血后离心做胆固醇检测#主动脉标本制备石蜡切片#进行

.0

染色观察血管病变情况#证实主动脉内有粥样斑块形成#

造模成功后行药物干预'槲皮素药剂量参见文献(

)

)#分别以

低*中*高剂量(

3+

*

*++

*

*3+F

A

"$

]

A

-

I

%)给药'槲皮素药丸的

制备!每周监测小鼠体质量#按每只小鼠的体质量计算药物剂

量#清晨喂食药丸'给药后第
-

*

*4

周末常规取材进行胆固醇

和
0SYO8

检测#其他组织保存在液氮中备用'

$7'7/

!

检测胆固醇
!

分别从各组小鼠眼眶静脉丛采血#血样

冷冻离心$

63g

#

:+++%

"

F;<

%分离得血清#采用全自动生化

分析仪对血浆中胆固醇进行测定'

$7'7'

!

检测
8O

!

采用
.0

染色方法检测
8O

'$

*

%取各组动

脉采用
*+N

甲醛固定'$

2

%使用水平由低到高的乙醇作脱水

剂#脱去水分#并置于二甲苯中&接着将已透明的组织块置入已

溶化石蜡中#再放入溶蜡箱保温'$

,

%于石蜡完全浸入组织块

后进行包埋'$

:

%完成包埋后将蜡块固定于切片机上#切成薄

片'$

3

%将已入蒸馏水后的切片放入苏木精水溶液中染色
*+

F;<

后分色#各数秒&用流水冲洗
DC

后入蒸馏水
3F;<

&在

)+N

*

9+N

乙醇中脱水各
*+F;<

&伊红染色液染色
,F;<

&染色

后的切片脱水#用二甲苯使切片透明&滴上中性树胶#盖上盖玻

片封固'$

4

%光镜下观察*拍片'

$7'71

!

免疫组织化学$

0<=;?;&<

二步法%检测
.T['*

*

"Sa:

蛋白表达
!

$

*

%石蜡切片放置于烘箱中#烘片*脱蜡#磷酸盐缓

冲液$

('O

%冲洗
,

次&$

2

%取
$

.

为
47+

的柠檬酸盐缓冲液#微

波加热至沸腾后将切片放置于切片架上#放到已沸腾的缓冲液

中#中档微波处理
*+F;<

后取出流水自然冷却#取出玻片#蒸

馏水冲洗
2

次#

('O

冲洗
2

次&$

,

%加
*

滴
,N.

2

L

2

于切片上#

室温下孵育
*+F;<

#

('O

冲洗&$

:

%除去
('O

#加
*

滴相应的第

一抗体$相应稀释倍数%#后室温孵育
2C

&$

3

%

('O

冲洗#除去

('O

#加
*

滴聚合物增强剂#室温孵育
2+F;<

#

('O

冲洗&$

4

%除

去
('O

#加
*

滴酶标二抗#室温下孵育
,+F;<

#

('O

冲洗&$

)

%除

去
('O

#加
*

滴新鲜配制的二氨基联苯胺液#显微镜下观察
3

F;<

&$

-

%苏木素复染*冲洗*蓝化*切片*脱水干燥#中性树胶封

固#晾干后观察&$

9

%结果判断!光镜下#

.T['*

和
"Sa:

表达

阳性的细胞为细胞质着色#呈现特异性棕黄色颗粒'采用图像

分析仪进行图像分析#随机选择
3

个高倍镜视野#测定阳性反

应细胞的平均光密度值$

8

值%'

$7'72

!

a"#(Pa

检测
.T['*

*

"Sa:

的
Fa!8

基因表

达
!

$

*

%引物的设计及合成'针对目的基因序列#运用
(%;F#

>%37+

软件设计特异性引物#由上海生物工程有限公司合成'

基因引物序列见表
*

'$

2

%提取细胞总
a!8

及进行反转录'

按照说明书操作步骤提取组织总
a!8

#检测总
a!8

的纯度

及水平'取
+7-

*

A

总
a!8

为模板#冰上操作#加入试剂#反转

录反应体系$

2+

*

S

%如下!

3h(%;F>OH%;

$

@

"T

'GJJ>%:7+

*

S

#

I!"(T;\@G%>27+

*

S

#

OG

$

>%aY+73

*

S

#

a/><CB<H>%+73

*

S

#

LD;

A

&

$

I"

%

*-

*7+

*

S

#

a>=>%"%B8H>*7+

*

S

#

a!B?>/%>>.

2

L

**7+

*

S

'将反应体系放入
(Pa

仪中#按预先设定的程序进行

反应!

:2g2+F;<

$反转录反应%#

99g3F;<

$反转录酶的失

活反应%#获得的
Hb!8

#可直接进行后续
(Pa

或于
62+g

冷

冻保存'

表
*

!!

基因引物序列

基因 引物序列 产物$

1

$

%

.T['* 3̂#P[8[P8"PP"[[P""8"P#,̂ **+

3̂#"P8[P""[[P8[P"""P"#,̂

"Sa: 3̂#[["8"""[8P8PPP"PP#,̂ 2:)

3̂#P"[""PP""[8PPP8P"#,̂

$

#BH@;< 3̂#"[P"["PPP"["8"[PP"P"[#,̂ 22,

3̂#""[8"["P8P[P8P[8"""PP#,̂

$7'7)

!

(Pa

扩增*电泳及结果分析
!

按照说明书加入试剂#

(Pa

扩增反应体系$

2+

*

S

%如下!

2h"B

X

(Pa TB?@>%T;\*+

*

S

#

Hb!8*

*

S

#

(%;F>%/

$

*+

*

F&D

"

S

%

*

*

S

#

(%;F>%a

$

*+

*

F&D

"

S

%

*

*

S

#

II.

2

L)

*

S

'

.T['*(Pa

扩增条件如下!变

性
9:g

#

3F;<

&变性
9:g2+?

#退火
32g2+?

#延伸
2+?

#共

,+

个循环&延伸
)2g3F;<

'

"Sa:(Pa

扩增条件如下!变性

9:g

#

3F;<

&变性
9:g,+?

#退火
33g,+?

#延伸
,+?

#共
,+

个循环&延伸
)2g3F;<

'反应结束后将扩增产物进行琼脂

糖凝胶电泳#观察记录结果#凝胶定量分析软件
G̀B<@;@

M

L<>

对得到的条带进行灰度扫描#计算相对灰度值$目标基因条带

光密度"
$

#BH@;<

基因条带光密度%#实验重复
,

次'

$7'7.

!

0SYO8

检测血清中
.T['*

*

"Sa:

蛋白水平
!

使用

.T['*

*

"Sa: 0SYO8

检 测 试 剂 盒#最 小 检 测 水 平
$

*+

$A

"

FS

#批间变异系数
$

*+N

'按说明书操作#所有
8

值都应

减去空白值后再行计算'以标准品
2+++7+

*

*+++7+

*

3++7+

*

23+7+

*

*237+

*

4273

*

,*72

*

+7+

A

"

FS

为横坐标#

8

值为纵坐标#

绘制出标准曲线#计算出
.T['*

*

"Sa:

水平'

$71

!

统计学处理
!

采用
O(OO*97+

统计软件进行统计分析#

计量资料以
IQF

表示#组间比较采用
L

检验#多组间两两比较

采用
O!W#

S

法#以
"

$

+7+3

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/7$

!

.0

染色结果
!

正常饮食组小鼠主动脉壁厚薄均匀#管

壁光滑#无斑块#未见脂质和坏死崩解物质以及胆固醇结晶'

-

2*32

-

检验医学与临床
2+*)

年
9

月第
*:

卷第
*)

期
!

SB1T>IPD;<

!

O>

$

@>F1>%2+*)

!

U&D7*:

!

!&7*)



高脂组小鼠主动脉壁厚薄不均匀#内膜明显增厚#斑块于内膜

表面突起#其中由脂质和坏死崩解物质混合而成#并见胆固醇

结晶*钙化'见图
*

!

2

'

图
*

!

正常饮食组
*2

周
.0

染色结果#

h*++

%

!

图
2

!

高脂组
*2

周
8O

模型

.0

染色结果#

h*++

%

!

/7/

!

各组
8

$

&0

6

"

6小鼠血浆胆固醇水平比较
!

正常饮食组

小鼠血浆胆固醇水平明显低于高脂组'在
-

*

*4

周时#小鼠血

浆胆固醇水平在高脂组和实验组间比较#差异均无统计学意义

$

L5237+:

*

2,74)

#

"

%

+7+3

%#随着药物剂量的增高#胆固醇水

平下降不明显'在
-

周与
*4

周时#低*中*高剂量组间比较差

异无统计学意义$

"

%

+7+3

%'见表
2

'

/7'

!

免疫组织化学检测高脂组和实验组
.T['*

*

"Sa:

蛋白

的
8

值
!

高脂组的
.T['*

和
"Sa:

表达呈强阳性&随着药

物剂量的增加#蛋白的表达出现一定程度的下调$

"

$

+7+3

%#

呈剂量依赖性'

-

周时#

.T['*

蛋白的
8

值在低*中剂量组

两两比较#差异无统计学意义$

"

%

+7+3

%&而
"Sa:

蛋白的
8

值在低*中*高
,

个剂量组间的两两比较#差异均有统计学意义

$

"

$

+7+3

%'

*4

周时#

.T['*

和
"Sa:

蛋白的
8

值均呈不同

程度下调$

"

$

+7+3

%&低*中*高剂量组在不同时间
.T['*

*

"Sa:

蛋白表达差异有统计学意义$

"

$

+7+3

%#呈时间依赖性'

见表
,

'

表
2

!!

高脂组与实验组
8

$

&0

6

'

6小鼠血浆胆固醇水平

!!!

比较#

IQF

$

FF&D

'

S

%

组别
' -

周
*4

周

高脂组
*, *47+4Q+72, *37)3Q+7)3

实验组 低剂量组
*+ *3724Q+74- *:7-3Q+79,

中剂量组
*+ *47+)Q+7** *37,9Q+7)*

高剂量组
*+ *37)4Q+79+ *47+*Q+73+

表
,

!!

免疫组织化学检测高脂组和实验组
8

$

&0

6

'

6小鼠主动脉中
.T['*

&

"Sa:

蛋白的
8

值#

IQF

%

组别
'

.T['*

-

周
*4

周

"Sa:

-

周
*4

周

高脂组
*, +7*:Q+7+* +7*4Q+7+* +7*4Q+7+* +7*9Q+7+2

实验组 低剂量组
*+

+7*2Q+7+*

B

+7**Q+7+*

B

+7*,Q+7+*

+7**Q+7+*

B

中剂量组
*+

+7**Q+7+*

B

+7+-Q+7+*

B1

+7*2Q+7+:

B1

+7+-Q+7+*

B1

高剂量组
*+

+7+4Q+7+*

B

+7+3Q+7+*

B1

+7+-Q+7+*

B1H

+7+4Q+7+*

B1H

L **72: 3)7-, :*792 ***7,*

"

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

!!

注!与高脂组比较#

B

"

$

+7+3

&与低剂量组比较#

1

"

$

+7+3

#&与中剂量组比较#

H

"

$

+7+3

/71

!

.T['*

*

"Sa:

的
Fa!8

基因表达
!

提取的小鼠主动

脉总
a!8

质量#电泳出现
2-O

*

*-O

和
3O%a!8,

条带#其中

2-O

的亮度约为
*-O

亮度的两倍#且条带清晰无拖尾#表明

a!8

完整无降解&核酸蛋白检测仪上检测
a!8

的纯度*水平

结果可见#

8

24+

"

8

2,+

比值在
*79

!

27*

#水平为
*+++<

A

"

S

#表

明提取的总
a!8

纯度较高#无蛋白污染现象'

/72

!

(Pa

扩增结果
!

在目的基因相应大小位置出现单一条

带#表明
.T['*

和
"Sa:

均能被特异性扩增#与相同时间点

的高脂组相比#

.T['*

和
"Sa:

基因的相对灰度值均出现不

同程度下降#以高剂量组最为明显$

"

$

+7+3

%#呈剂量依赖性'

在
-

周时#

.T['*

基因在低*中*高
,

个剂量组间两两比较差

异无统计学意义$

"

%

+7+3

%#而
*4

周时#

,

个剂量组间的两两

比较#差异有统计学意义$

"

$

+7+3

%'

"Sa:

基因在
-

*

*4

周

时#各剂量组差异均有统计学意义$

"

$

+7+3

%#

*4

周时变化更

为明显#呈梯度式下调'见表
:

'

/7)

!

0SYO8

检测高脂组和实验组
.T['*

*

"Sa:

蛋白水

平
!

高脂组中
.T['*

和
"Sa:

蛋白表达呈强阳性&随着药物

剂量的增高#实验组蛋白水平出现一定程度的下调#呈剂量依

赖性'在
*4

周时#

.T['*

*

"Sa:

蛋白水平在低剂量与中剂

量组间的两两比较差异无统计学意义$

"

%

+7+3

%#而在低*高

剂量组#中*高剂量组的两两比较#差异有统计学意义$

"

$

+7+3

%'同剂量的实验组在
-

*

*4

周两个时间比较#

.T['*

*

"Sa:

蛋白表达差异有统计学意义$

"

$

+7+3

%#呈时间依赖性'

"Sa:

在
-

周时#低*中*高剂量组间均差异有统计学意义$

"

$

+7+3

%'见表
3

'

表
:

!!

高脂组和实验组
8

$

&0

6

'

6小鼠主动脉中
.T['*

与
"Sa:Fa!8

的相对灰度值比较#

IQF

%

组别
'

.T['*

"

$

#BH@;<

-

周
*4

周

"Sa:

"

$

#BH@;<

-

周
*4

周

高脂组
*, +7-,Q+7+- +7)-Q+7+) 27+-Q+7+- *792Q+7*2

实验组 低剂量组
*+

+74*Q+7+-

B

+732Q+7+,

B

*79-Q+7*+

+799Q+7+,

B

中剂量组
*+

+73-Q+7+9

B

+7:+Q+7+,

B1

*73,Q+7*)

B1

+7)9Q+7+)

B1

高剂量组
*+

+7:9Q+7+)

B

+7,4Q+7+:

B1H

+7)+Q+7*4

B1H

+734Q+7+9

B1H

L *+72: 3*74) 437*- *3:7,*

"

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

!!

注!与高脂组比较#

B

"

$

+7+3

&与低剂量组比较#

1

"

$

+7+3

&与中剂量组比较#

H

"

$

+7+3

-
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年
9
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卷第
*)

期
!
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表
3

!!

0SYO8

检测高脂组和实验组
8

$

&0

6

'

6小鼠血清中
.T['*

与
"Sa:

蛋白水平#

IQF

$

F

A

'

FS

%

组别
'

.T['*

-

周
*4

周

"Sa:

-

周
*4

周

高脂组
*, *32739Q*27*+ *::79-Q)742 *9)733Q)7): *9-7)9Q4722

实验组 低剂量组
*+

*:4792Q-7)+

B

**47-9Q:7,:

BI

*-:733Q37:4

*,37:2Q*,7*2

BI

中剂量组
*+

*,+7+*Q:7*9

B

*+9733Q479*

BI

*)+7)2Q47::

B1

*2,7)2Q**73+

BI

高剂量组
*+

**372,Q:7:9

B

447,:Q)7+9

B1HI

*3-73-Q47)93

B1H

),74,Q-7:3

B1HI

L 227+- *4+7++ ,27+9 *4+7-2

"

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

$

+7+*

!!

注!与高脂组比较#

B

"

$

+7+3

&与低剂量组比较#

1

"

$

+7+3

&与中剂量组比较#

H

"

$

+7+3

&与同剂量组
-

周时比较#

I

"

$

+7+3

'

!

讨
!!

论

8O

是以血管壁损伤为基础的慢性炎性疾病'近年来研究

表明#炎症及天然免疫是
8O

的发病机制之一(

-#9

)

'大量研究

证明先天免疫防御机制参与了
8O

的发生*发展&而
"Sa:

途

径在
8O

和对抗外源性致病原和内源性炎性配体防御反应之

间的作用得到肯定#尤其是
"Sa:

在
8O

的发病机制中起着重

要作用(

*+#**

)

'

.T['*

可促进炎性反应以及单核
#

巨噬细胞聚

集#其作为一个内源性的免疫佐剂#参与到
"Sa:

介导的多种

疾病的免疫反应'

"Sa?

是
.T['*

的受体之一#

.T['*

与

"Sa:

受体结合后通过一系列活化髓样分化蛋白
--

#启动丝裂

原活化蛋白激酶信号转导途径#使
O4

激酶激活#最终导致核转

录因子
#

+

'

活化#促进炎症因子的释放(

*2#*:

)

'研究表明#

.T['*

*

"Sa:

可通过多条途径参与自身免疫性疾病*炎症感

染性疾病等'

本文分析发现#在槲皮素抗
8O

过程中#随着药物剂量增

加#

.T['*

*

"Sa:

蛋白及基因表达均下调#同时随作用时间

的延长#

.T['*

*

"Sa:

蛋白及基因表达也均下调#表明槲皮

素抗
8O

作用呈剂量*时间依赖性'

.T['*Fa!8

在早期表

达无明显差异#而在晚期均有差异#表明其可能是晚期炎症因

子#与文献(

*3#*)

)报道基本一致'在药物作用后
-

周#

.T['*

蛋白表达下降#而
Fa!8

表达水平差异无统计学意

义#可能与泛素酶活性增加有关#具体机制需要进一步研究'

因此#

.T['*

参与
8O

可能是通过与
"Sa:

结合启动
T8(W

信号转导途径引发免疫应答来实现'

综上所述#槲皮素具有抗
8O

作用#其可能机制是通过下

调
.T['*

*

"Sa:

表达#而发挥抗炎作用'
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