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【摘) 要】目的：探讨四硫钼酸盐（-J）引起的适度铜缺乏对

大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生和基质金属蛋白酶#&（JJP#
&）活性和表达的影响, 方法：Q? 雄性大鼠随机分为铜缺乏组

（-J 组）和对照组，-J 组术前 $ RT 及术后给予 -J 强饲，使

血清铜蓝蛋白降至基础值的（$" [ $）U；对照组给予蒸馏水强

饲, 每组分为 * 个时相点（!，(，%，!+ ;），建立颈总动脉球囊损

伤模型，于术后相应时间点处死动物, 利用含 ! E S \ 明胶的

Q?Q#PW]0 非变性凝胶电泳检测各点损伤的颈总动脉组织

JJP#& 活 性，X.HB.A= N/CB 法 检 测 JJP#& 蛋 白 表 达 水 平,
结果：-J 组血管内膜增生程度较对照组显著降低，管腔无明

显狭窄, 术后 ! ^ % ;，-J 组 JJP#& 活性显著低于对照组，-J
组 JJP#& 蛋白表达水平也较对照组明显降低（8 Y ", "!）,
结论：-J 诱导的适度铜缺乏能够显著抑制 JJP#& 的表达和

活性，这可能是起抑制血管球囊损伤术后再狭窄的机制之一,
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HI 引言

四硫钼酸盐（ B.BA2B53C1C/7N;2B.，JCQ+$ V ，-J）是

一种快速、有效的铜鳌合剂，能够与食物中和血浆中

的铜及蛋白质形成复合物，使之清除，从而降低体内

可利用的铜离子, 研究表明铜具有显著的诱导血管

生成作 用［!］，并 且 是 动 脉 损 伤 后 再 狭 窄 的 促 进 因

子［$］, 有研究表明，适当降低血铜可抑制球囊成形术

后的血管损伤反应［(］，但其相关的机制还待进一步

探讨, 血管球囊损伤后，血管平滑肌（‘QJD）增殖、迁

移和细胞外基质（0DJ）重塑等一系列反应是导致内

膜过度增殖、血管腔狭窄主要原因, JJPH 的表达受

核转录因子 !a（bI#!a）的调节［+］，后者是一种铜依

赖蛋白, 本实验试图探讨体内适度铜缺乏对 JJP#&
表达和血管再狭窄的影响,

JI 材料和方法

J, JI 材料I 选用 Q? 雄性大鼠 *" 只（由第四军医大

学实验动物中心提供），质量 (*" ^ +*" E，随机分为

-J 组和对照组，均给予普通混合饲料喂养, -J 组术

前 $ RT 给予四硫钼酸胺强饲，!" 1E S TE，测定血浆铜

蓝蛋白作为铜水平的代表［*］, 在服用 -J 前、手术当

日和服用 -J 最后一天测定血浆铜蓝蛋白水平，使之

在手术前降低到基础水平的（$" [ $）U，并维持到取

材当天, 对照组给予蒸馏水强饲,
J, KI 方法

!, $, !) 大鼠颈总动脉内膜剥脱模型的建立) 用浓度
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为 !" # $ % & 戊巴比妥腹腔内注射麻醉 ’( 大鼠，颈正

中切口，经左颈外动脉插入 )*$+,-. /) 球囊导管至左

颈总动脉根处，注入适量生理盐水充盈球囊，回拉导

管至颈总动脉分支处，重复 # 次，移出球囊导管，结扎

左颈外动脉" 大鼠分别在术后 0，#，1 和 02 3 处死，取

左侧颈总动脉液氮冻存或用 2! $ % & 甲醛固定，取右

侧颈总动脉为正常组织对照"
0" /" /4 形态学观察4 2! $ % & 甲醛固定的颈总动脉常

规脱水、石蜡包埋、切片，56 染色，光镜下观察、照相"
0" /" #4 蛋白提取液制备4 液氮冻存的大鼠颈总动脉

用剪刀剪碎，加入裂解液（7! 88*9 % & :,;<=5>9 缓冲

液 ?5 1" @，0! $ % & ’(’，0 88*9 % & AB’)，0! 8$ % & 亮

肽素），玻璃匀浆器匀浆，冰孵 07 8;C，收集于 0" 7 8&
离心管中，以0# 7!! ! 于 2D离心 0! 8;C" 收集上清

液，分装，储存于 E 1!D 冰箱" 蛋白浓度用 F>G 法

（AH6I>6 公司）测定"
0" /" 24 JK<-K,C L9*-4 各组取等量的大鼠颈总动脉组

织蛋 白（/! !$）提 取 液 与 电 泳 上 样 缓 冲 液（!" 7
88*9 % & :,;<=5>9 ?5 @" M，/! $ % & ’(’，/!! 8& % & 丙三

醇，!" 07 !8*9 % & 溴酚蓝和 7! 88*9 % & "=巯基乙醇）

按 0N0 混合，在沸水中煮 7 8;C 使蛋白变性" 采用 0!
$ % & 的 ’(’=聚丙烯酰胺凝胶（’(’=AGO6）电泳分离

待测蛋白样品，电转膜法将蛋白转移到 AP() 膜上，

!" 7 $ % & 脱脂奶粉封闭 0 Q，加抗 BBA=R 的 H 抗（’+C-+
>9+S<），2D 孵育过夜，:F’: 洗涤后加 HH 抗，(GF 法

显色"
0" /" 74 BBA=R 活性明胶酶谱分析 4 各组取等量蛋

白（/! !$）提取液与电泳上样缓冲液（!" 7 88*9 % &
:,;<=5>9 ?5 @" M，/! $ % & ’(’，/!! 8& % & 丙三醇和

!" 07 !8*9 % & 溴酚蓝）按 0N0 混合，用含 0 $ % & 明胶的

!" !M 浓度的 ’(’=AGO6，0!! P 恒压下做非变性凝胶

电泳" 电泳结束后，用 /789 % & 的 :,;-*C T=0!! 漂洗 #!
8;C，/ 次，以去除凝胶中的 ’(’" 随后将凝胶浸泡在

反应缓冲液（!" !7 8*9 % & :,;<，?5 1" 7，0! 88*9 % &
>+>9/，/!! 88*9 % & U+>9，0 88*9 % & VC>9/）中，#1D孵

育 0M Q，0! $ % & 考马斯亮蓝 I=/7! 染色 0" 7 W / Q，以

#!! 8& % & 甲醇加 0!! 8& % & 乙酸适当脱色" 凝胶成

像仪拍照，灰度分析法分析"
统计学处理：实验重复 # 次，数据用 " # $ 表示，并

对数据进行 % 检验" & X!" !7 即认为有统计学差异"

!" 结果

!" #" 对血管损伤后内膜增殖的形态学影响" 光镜下

观察（图 0），血管球囊损伤术后 02 3，对照组血管内

膜呈弥漫性增厚，增厚的内膜中以细胞成分（P’B>）

为主，而 :B 组血管内膜仅略有增生"

G：对照组；F：:B 组"

图 04 血管横断面4 56 Y 0!

!$ %" 对 &&’() 蛋白表达的影响" 术后 0 3，对照组

BBA=R 蛋白表达显著增高，持续 1 3，之后逐渐降低

到基础水平" :B 组术后 0 W 1 3，BBA=R（’, R" / Y
0!2）表达也有所升高，但明显低于对照组（& X !" !0，

图 /）"

图 /4 对照组和 :B 组 BBA=R 蛋白表达水平

!$ !" 对 &&’() 活性的影响" 活性的 BBA=R 在 ’,

R" / Y 0!2 的位置使明胶发生降解" 在正常的颈总动
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脉组织，!!"#$ 无活性% 颈总动脉内皮剥脱术后 & ’，

!!"#$ 活性迅速升高，术后 ( ’，!!"#$ 活性仍维持在

较高水平% )! 组术后 & *( ’，!!"#$ 活性也有明显升

高，但各时相点均明显低于对照组（! +,% ,&，图 -）%

图 -. 对照组和 )! 组 !!"#$ 明胶酶谱活性变化

!" 讨论

!!"#$ 也称 /0 型胶原酶、明胶酶 1，血管内皮剥

脱术后其过度表达可通过多种方式参与血管损伤修

复反应% 首先，!!"#$ 促进胶原、胶原降解后形成的

明胶和弹性蛋白的降解，这是 02!3 迁移的必要条

件% 其次，!!"#$ 可结合 / 型胶原，通过受体 3455 促

进 02!3 与基质结合以促进 02!3 迁移［6 7 (］% 第三，

!!"#$ 切开 /// 型胶原，胶原片段可以促进中性粒细

胞、单核细胞和成纤维细胞的化学趋化作用［(］% 第

四，!!"#$ 在体内可通过增加血管周长、管腔面积和

细胞核密度以及减少内膜基质含量来改变血管重

构［(］% 第五，!89:; 等［(］还发现 !!"#$ 有促进血管

扩张的作用，可能的机制有：! !!"#$ 降解动脉胶原

蛋白和弹性蛋白可增加血管扩张；" 内膜通过一氧

化氮在调节血管变化及急性中膜和外膜扩张中起主

要作用［<］；# !!"#$ 降解基质可产生 =>4 片段，在

=>4 多肽和弹力酶降解的胶原片段的作用下，02!3
中的整合素 $?%- 介导动脉的血管扩张反应%

!!"#$ 的 表 达 和 活 性 受 核 转 录 因 子#&1（@A#
&1）的调节［5］% @A#&1 是属于 =BC 家族的转录因子，

能与调控免疫应答、炎症反应、细胞分化和生长、细胞

粘附和细胞凋亡所必需的许多细胞因子、粘附因子等

基因启动子或增强子部位的 &1 位点发生特异性结

合，启动和调节这些基因的转录，在机体的免疫应答、

炎症反应和细胞的生长发育等方面发挥重要的作

用［$］% @A#&1 是铜依赖的重要转录因子，已有研究证

明，降低血清铜水平能够抑制 @A#&1 的激活［&,］% 因

此，)! 组 !!"#$ 的表达和活性的抑制可能是通过

@A#&1 途径发挥作用%

本研究证实，)! 诱导的适度铜缺乏能够移抑制

血管损伤后再狭窄的发生，对 !!"#$ 表达和活性的

抑制可能是其机制之一% )! 通过口服吸收，作用于

全身，使用方便% 通过监测血清铜蓝蛋白（3D）可简

便的监测 )! 用量，副作用极少，主要是使用过量导

致的贫血和 E 或白细胞减少，减少用药量或停药后即

可恢复% 研究发现，3D 水平在 F, * &F, GH E I 时，生

长因子、炎症因子的分泌可被阻断，只要人类血浆 3D
水平保持在 F, GH E I 以上，既可满足细胞铜的需求又

可避免副作用［&&］，长期治疗没有毒性发生［&J］% )!
诱导的适度铜缺乏在肿瘤治疗的临床实验中的已取

得了初步的成功［&& 7 &J］，对于再狭窄的影响研究尚处

于起步阶段% 本研究表明适度铜缺乏对减少介入术

后再狭窄的发生有着有益的影响，或许可作为可考虑

的治疗手段之一%
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