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阿托伐他汀在大鼠颈总动脉球囊损伤模型中对 NF鄄资B 及
其相关炎性因子的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究阿托伐他汀在大鼠颈总动脉球囊损伤模型中对核转录因子 NF鄄资B 及其相关炎性因子:细
胞间细胞黏附分子 1( ICAM鄄1)、血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄1)、单核细胞趋化蛋白 1(MCP鄄1)、白细胞介素 6( IL鄄
6)、肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)的影响。 方法摇 健康雄性 Wistar 大鼠 72 只,体重 300 ~ 350 g,随机分为 3 组,阿托伐

他汀干预组为实验组,通过灌胃法给予阿托伐他汀[10 mg / (kg·d)];安慰剂对照组为模型组,给予等量清水;空白

对照组为假手术组,只分离出左颈总动脉后缝合,不作球囊损伤处理,给予等量清水。 药物干预 3 天后实验组与模

型组行左侧颈总动脉内膜球囊损伤术,术后实验组继续每日给予阿托伐他汀,模型组及假手术组给予等量清水,每
组中各有 6 只于术后 1、3、7 天和 14 天分别处死,采集血清及颈总动脉标本。 采用组织形态学观察内膜增生,采用

免疫组织化学及酶联免疫吸附试验检测 NF鄄资B 及 ICAM鄄1、VCAM鄄1、MCP鄄1、IL鄄6、TNF鄄琢 等炎性因子的表达。 结果

摇 阿托伐他汀组球囊损伤后内膜增生面积显著小于模型组(P < 0郾 01);模型组血管壁及血清中 NF鄄资B 及炎性因子

ICAM鄄1、VCAM鄄1、MCP鄄1、IL鄄6、TNF鄄琢 的表达显著高于假手术组;阿托伐他汀组血管壁及血清中 NF鄄资B 及炎性因子

ICAM鄄1、VCAM鄄1、MCP鄄1、IL鄄6、TNF鄄琢 的表达显著低于模型组(P < 0郾 01)。 结论摇 阿托伐他汀能抑制大鼠颈总动脉

损伤后的内膜增生,其可能机制是通过特异性抑制炎症关键调节因子 NF鄄资B,从而减少其下游炎性因子 ICAM鄄1、
VCAM鄄1、MCP鄄1、IL鄄6 及 TNF鄄琢 的表达而实现的。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effects of atorvastatin on NF鄄资B and its related inflammatory factors of ICAM鄄1,
VCAM鄄1, MCP鄄1, IL鄄6, TNF鄄琢 in balloon injury model of common carotid artery in rats. 摇 摇 Methods摇 In the experi鄄
ment, a total of 72 male healthy Wistar rats between 300 and 350 gram were randomly divided into three groups. 摇 They
were as the followings: 淤 blank control group which were operated without balloon injury or atorvastatin; 于placebo control
group which were operated and injured by balloon without atorvastatin; 盂experimental group which were operated and in鄄
jured by balloon with atorvastatin. 摇 In the experiment, the experimental group were given atorvastatin by 10mg / (kg·d)
while the two control groups were given the same amount of water instead. 摇 After 3 days, all the rats were operated. 摇
However, blank control group were operated only without balloon injury. 摇 In each group, 6 of them were killed at 1, 3, 7,
14 days after operation and their blood samples and carotid arteryspecimens were taken respectively. 摇 Intimal hyperplasia
was detected by histomorphology. 摇 NF鄄资B and its downstream factors were detected by immunohistochemistry. 摇 摇 Results
摇 The hyperplasia area of intima after balloon injury in the experiment group was significantly smaller than the placebo con鄄
trol group (P < 0郾 01);The expression of NF鄄资B and its related factors in vascular wall and serum of the placebo control
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group was significantly higher than the blank control group (P < 0郾 01); The expression of NF鄄资B and its related factors in
vascular wall and serum of experiment group was significantly lower than the placebo control group (P <0郾 01). 摇 摇 Concul鄄
sions摇 Atorvastatin can inhibit intimal hyperplasia of common carotid artery in rats after injury. 摇 The mechanism may be that
it can specifically inhibit the expression of NF鄄资B, which is the key inflammatory regulatory factor. 摇 Thus, atorvastatin can
reduce the expression of its downstream inflammatory factors of VCAM鄄1, ICAM鄄1, MCP鄄1, IL鄄6 and TNF鄄琢.

摇 摇 近年来,冠状动脉粥样硬化性心脏病(冠心病)
成为危害人类健康的罪魁祸首之一,随着医学水平

的进步,经皮冠状动脉介入治疗(PCI)成为治疗冠

心病的有效手段,但是再狭窄(restenosis, RS)仍是

制约这一技术应用的主要问题。 大量研究证实,再
狭窄的机制主要由于球囊扩张和支架置入时导致血

管壁损伤,内皮细胞释放多种细胞因子,并活化核因

子 资B(NF鄄资B),NF鄄资B 得以激活,并移位进入细胞

核,与 DNA 链上特异部位结合,启动基因转录,并相

继激活下游相关的炎性因子,如黏附分子 ( ICAM鄄
1、VCAM鄄1)、趋化因子(MCP鄄1) 、IL鄄6、TNF鄄琢 等,而
炎性因子正反馈活化 NF鄄资B,进而形成瀑布效应,在
其作用下,原已存在于内膜的平滑肌细胞发生表型

转变(由收缩型转变为合成型),并穿过内弹力板窗

孔迁移入内皮下间隙,增殖形成新生内膜[1,2]。 本

研究通过模拟临床再狭窄,建立大鼠颈总动脉球囊

损伤模型,观察阿托伐他汀( atorvastatin)对 NF鄄资B
及其相关炎性因子的影响,探讨阿托伐他汀防治再

狭窄的可能作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料及分组

摇 摇 健康雄性 Wistar 大鼠 72 只,体重 300 ~ 350 g,
由中国医科大学动物实验中心提供。 实验前适应性

饲养 1 周,喂食标准饲料,自由饮水,随机分为 3 组:
空白对照组为假手术组,只分离出左颈总动脉后缝

合,不作球囊拉伤处理;阿托伐他汀干预组为实验

组,通过灌胃法给予阿托伐他汀[10 mg / (kg·d)];
安慰剂对照组为模型组,给予等量清水,每组又分为

术后 1 天、3 天、7 天、14 天 4 个时间段,每个时间段

6 只大鼠。 药物干预 3 天后行左侧颈总动脉内膜损

伤术,术后实验组继续每日给予阿托伐他汀,假手术

组及模型组继续给予等量清水。
1郾 2摇 处理方法

参照文献[3]方法并改进,将大鼠麻醉后固定,
暴露左颈总动脉,用眼科剪将颈外动脉剪一小口,从
小口向近心端插入球囊导管,去除动脉夹,采用普通

球囊导管插至颈总动脉起始部,使用压力泵 6 个大

气压使球囊充分膨胀,慢速回拉球囊至颈总动脉分

叉处,反复 3 次,最后抽出球囊导管中的生理盐水,
撤出球囊,结扎颈外动脉,逐层缝合皮下组织与皮

肤,放回笼内,普通饲料喂养。 术后常规肌注青霉素

20 万单位 3 天以预防感染。 于术后 1、3、7、14 天分

别处死大鼠,采集血清及颈总动脉标本。
1郾 3摇 组织形态学观察

常规烤片、脱蜡、水化后进行苏木素鄄伊红(HE)
染色,光学显微镜观察血管平滑肌细胞 ( vascular
smooth muscle cell,VSMC)的移行、增殖及内膜增厚

情况, 并应用数码摄像系统进行拍照, 再利用

Image J图像处理系统进行图像编辑,分别测量血管

内膜和中膜横断面的面积,以及外弹力膜内横截面

积(extermal elastic lamina,EEL),计算内膜 / 中膜面

积比。 每只动物随机选取 5 张切片进行图像分析,
取平均值。
1郾 4摇 采用免疫组织染色法检测 NF鄄资注 及炎症因子

ICAM鄄1、VCAM鄄1、MCP鄄1 的表达

常规烤片、脱蜡、水化后进行免疫组化染色,模
型组与实验组大鼠各 6 条血管,光镜下( 伊 400 倍)
每张血管组织切片随机选取 5 个视野,通过计算阳

性细胞百分数来评定 NF鄄资B、 VCAM鄄1、 ICAM鄄1、
MCP鄄1 的活化情况。 通过下面公式计算:阳性细胞

百分数 = DAB(显色剂)染色的阳性细胞核或胞质 /
(苏木素染色的细胞核或胞质 + DAB 染色的阳性细

胞核或胞质) 伊 100% 。
1郾 5摇 采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测不同时间

点血清 MCP鄄1、TNF鄄琢、IL鄄6 的含量

严格按照试剂盒说明书操作,显色后用酶标仪

读 OD 值,再以建立的标准曲线换算出检测指标的

真实含量。
1郾 6摇 统计学分析

采用 SPSS17郾 0 软件包进行统计学处理,计量资

料以x 依 s 表示,行正态性及方差齐性检验,两个正

态分布数据均数比较采用 t 检验, 多组样本间均数

比较采用方差分析,方差齐时采用 LSD 方法进行两

两比较,方差不齐时采用 Tamhane爷 s T2 法。 P <
0郾 05 认为差异有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 血管形态学动态变化

摇 摇 光镜下,假手术组大鼠颈总动脉内膜仅见单层

内皮细胞,内弹力膜完整(图 1A)。 球囊损伤后即

刻,可见动脉内皮剥脱(图 1B);模型组球囊损伤术

后 14 天,颈总动脉新生内膜呈均一或不均增厚,管
腔呈向心性或偏心性狭窄,内膜增生明显,说明已形

成典型损伤后内膜增生动物模型(图 1C);实验组

与同一时间点模型组相比,内膜增生明显减轻(图
1D),差异有显著性(P < 0郾 01)。 术后 14 天内膜增

生的形态学分析见表 1。

表 1. 14 天组血管各层面积比较(mm2,n = 6,x 依 s)
Table 1. Comparison of each layer of blood vessels in 14 days group

分摇 组 内膜面积 中膜面积 EEL 截面积 内 /中膜面积比

实验组 0郾 059 依 0郾 043ab 0郾 121 依 0郾 042 0郾 329 依 0郾 022 0郾 521 依 0郾 336ab

模型组 0郾 102 依 0郾 031b 0郾 101 依 0郾 021 0郾 319 依 0郾 020 1郾 074 依 0郾 498
假手术组 0郾 012 依 0郾 002 0郾 098 依 0郾 010 0郾 302 依 0郾 013 0郾 122 依 0郾 010

a 为 P < 0郾 01,与模型组比较;b 为 P < 0郾 01,与假手术组比较。

图1. 球囊损伤术后各组大鼠血管典型的HE 染色结果摇 摇 A
为假手术组,B 为损伤后即刻,C 为安慰剂对照组14 天,D 为实验组14
天。

Figure 1. Presentative histological sections of common ca鄄
rotid arteries after injury

2郾 2摇 免疫组织化学染色检测血管壁 琢鄄SMA、NF鄄
资B、I鄄资B琢、VCAM鄄1、ICAM鄄1、MCP鄄1 表达

阴性对照组可见背景为棕褐色,苏木素复染后

胞核呈蓝色,未见特异性染色(图 2A);平滑肌特异

肌动蛋白(琢鄄smooth muscle actin,琢鄄SMA)免疫组织

化学染色表明新内膜中增生的细胞主要为平滑肌细

胞(箭头所示),阳性颗粒为棕黄色,胞质及胞核均

有表达(图 2B);球囊损伤术后 7 天、14 天模型组

NF鄄资B 表达明显高于同一时间点实验组 (P < 0郾 05;
图 3 及表 2);炎性因子 ICAM鄄1 、VCAM鄄1 、MCP鄄1
的表达 14 天模型组也明显高于实验组(P < 0郾 05;
图 4 ~图 6 及表 2)。 表 2 示模型组阳性细胞百分数

与实验组相比差异有显著性。

表 2. 14天组中膜和内膜阳性细胞百分比的比较(x 依 s,n =30)
Table 2. Comparison of positive cells percentage of media
and intima in 14 days group

指摇 标 实验组 模型组

NF鄄资B p65 0郾 442% 依0郾 057% a 0郾 744% 依0郾 125%
ICAM鄄1 0郾 478% 依0郾 024% a 0郾 768% 依0郾 046%
VCAM鄄1 0郾 402% 依0郾 091% a 0郾 742% 依0郾 075%
MCP鄄1 0郾 400% 依0郾 086% a 0郾 787% 依0郾 088%

a 为 P < 0郾 01,与模型组比较。

2郾 3摇 ELISA 检测 IL鄄6、MCP鄄1、TNF鄄琢 的表达

从图 7 ~ 图 9 可以看到,在同一时间点,炎性因

子 IL鄄6、TNF鄄琢、MCP鄄1 在实验组的表达明显少于模

型组(P < 0郾 01),但都高于假手术组(P < 0郾 01) (除
MCP鄄1 第 14 天实验组);在实验组,炎症因子的表达

被逐渐抑制,到 7 天时到达高峰,14 天时炎症因子的

表达较 7 天减少(P < 0郾 01)。 模型组炎症因子呈上

升趋势,到 14 天到高峰(P <0郾 05)。

图 2.阴性对照组与 琢鄄SMA 的免疫组织化学结果(HE 伊400)
A 为阴性对照组,B 为 琢鄄SMA。

Figure 2. Immunohistochemical results in negative control
group and the 琢鄄SMA
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图 3.模型组与实验组中 NF鄄资B 的免疫组织化学结果比较摇
摇 A 为NF鄄资B P65 模型组7 天组,B 为NF鄄资B P65 实验组7 天组,C 为

NF鄄资B P65 模型组 14 天组,D 为 NF鄄资B P65 实验组 14 天组。

Figure 3. Comparison of immunohistochemical results of
NF鄄资B in model group and experimental group

图 4. 模型组与实验组中 ICAM鄄1 的免疫组织化学结果比较

( 伊400) 摇 摇 A 为模型组 14 天组,B 为实验组 14 天组。

Figure 4. Comparison of immunohistochemical results of
ICAM鄄1 in model group and experimental group

图 5. 模型组与实验组中 VCAM鄄1 的免疫组织化学结果比较

( 伊400) 摇 摇 A 为模型组 14 天组,B 为实验组 14 天组。

Figure 5. Comparison of immunohistochemical results of
VCAM鄄1 in model group and experimental group

图 6. 模型组与实验组中 MCP鄄1 的免疫组织化学结果比较

( 伊400) 摇 摇 A 为模型组 14 天组,B 为实验组 14 天组。

Figure 6. Comparison of immunohistochemical results of
MCP鄄1 in model group and experimental group

图 7. IL鄄6 的表达摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与模型组及假手术组相比;b
为 P <0. 01,与假手术组相比;c 为 P <0. 01,实验组中不同天数组两两

比较;d 为 P <0. 01,模型组中不同天数组两两比较。

Figure 7. Expression of IL鄄6

图 8. TNF鄄琢 的表达摇 摇 a 为 P <0郾 01,与模型组及假手术组相比;
b 为 P <0. 01,与假手术组相比;c 为 P <0. 01,实验组中不同天数组两

两比较;d 为 P <0. 01,模型组中不同天数组两两比较。

Figure 8. Expression of TNF鄄琢

图 9. MCP鄄1 的表达摇 摇 a 为 P <0郾 01,与模型组及假手术组相比;
b 为 P <0. 01,与假手术组相比;c 为 P <0. 01,实验组中不同天数组两

两比较;d 为 P <0. 01,模型组中不同天数组两两比较。

Figure 9. Expression of MCP鄄1

3摇 讨摇 论

大量研究表明:他汀类药物除调脂作用以外,还
具有抗炎作用[4],而再狭窄本质就是一种炎症反

应[1,2]。 球囊损伤术后取血管行苏木素鄄伊红染色,大
鼠颈总动脉球囊损伤 7 天、14 天后可见明显的新生

内膜形成。 与模型组相比,阿托伐他汀组的内膜增生

明显减少,而中膜面积和 EEL 截面积相比较没有统
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计学意义,表明内膜增生是管腔变窄的主要因素。 业

已证实,NF鄄资B 激活通路是 VSMC 增殖的必经和始动

环节[5,6],它是血管成形术后内膜增生的一个关键调

节因子[7,8]。 在免疫组织化学染色中,阳性细胞百分

数模型组明显多于实验组,表明 NF鄄资B p65 活化后核

移位异常活跃,其下游炎性因子 ICAM鄄1、VCAM鄄1、
MCP鄄1 的免疫组化染色阳性细胞数模型组也明显多

于实验组,与 NF鄄资B 呈现一致性。 ELISA 实验表明,
炎症因子 IL鄄6、MCP鄄1、TNF鄄琢 在实验组的表达明显

少于模型组,这表明阿托伐他汀的确抑制了炎症反

应;在实验组,炎症因子的表达被逐渐抑制,但仍呈增

长趋势,到 7 天时炎症因子的含量到达高峰,14 天时

炎症因子的表达较 7 天减少,这表明阿托伐他汀抑制

炎症需要一个过程,具有时间依赖性,甚至可以使炎

症因子的含量恢复到正常水平范围。
综上所述,阿托伐他汀抑制了一系列瀑布式级链

反应的起始点,即 NF鄄资B 活化,而由 NF鄄资B 启动的

ICAM鄄1、VCAM鄄1、IL鄄6、MCP鄄1、TNF鄄琢 等下游炎性因

子也相应减少,导致平滑肌细胞移行减少,进而内膜

增生减少。 由此可知阿托伐他汀的抗炎作用的分子

机制可能与抑制 NF鄄资B 的活化有关,而 ICAM鄄1、
VCAM鄄1、IL鄄6、MCP鄄1、TNF鄄琢 等炎症因子参与了这一

过程。 但从目前的研究来看,他汀类抗炎机制的分子

途径不止一条[9,10],这还需要进一步深入研究。 在临

床上,支架后再狭窄仍是制约介入技术发展的一大障

碍,而本研究进一步明确了他汀药物在再狭窄中的作

用靶点,这势必会对他汀药物的规范化使用提供更有

力的证据。
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