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兔动脉粥样硬化组织ＣＯＸ２、ｍＰＧＥＳ１表达及阿伐他汀的影响
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　　［摘要］　目的　通过观察环氧化酶Ⅱ（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）、诱导型前列腺素合成酶Ⅰ（ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ１，ｍＰＧＥＳ１）在兔动脉粥样硬化（ＡＳ）斑块中的表达水平及阿伐他汀对其的干预作用。方法　 取４０只体
质量为２．０～２．２ｋｇ的３月龄健康雄性新西兰兔，随机分为正常对照组８只（普通饲料）；高脂模型组３２只（高胆固醇饲
料）。８周后将高脂模型组再分为模型组、阿伐他汀治疗Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组［剂量分别为２．５、５及１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），ｎ＝８］。
６周后取各组兔冠状动脉，检测其ＣＯＸ２及ｍＰＧＥＳ１的表达；同时，采血检测各组血清总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、高
密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）及极低密度脂蛋白胆固醇（ＶＬＤＬＣ）浓度。结果　 模型组血
清ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ及ＶＬＤＬＣ水平与正常对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）；而阿伐他汀治疗Ⅱ组及Ⅲ组上述各项
指标与模型组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）；阿伐他汀治疗Ⅰ组各项血脂水平较之模型组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。与正常对
照组比较，模型组动脉粥样硬化组织的ＣＯＸ２及ｍＰＧＥＳ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，治疗Ⅱ组、Ⅲ组动脉
粥样硬化组织的ＣＯＸ２及ｍＰＧＥＳ１表达明显下调（Ｐ＜０．０５）。结论 　 阿伐他汀可能通过降低ＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１表达、降
低血脂，进而发挥其对ＡＳ的治疗作用。
　　［关键词］　 动脉粥样硬化；环氧化酶２；诱导型前列腺素合酶１；阿伐他汀
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　　关于动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的发病机
制存在多种学说。近年来，多种因素引起的慢性炎症

反应因素及脂代谢紊乱在 ＡＳ中的作用受到越来越多
的重视，已被认为是 ＡＳ发生、发展的中介和中心环
节［１－４］。环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）及诱导
型前列腺素合酶１（ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
Ｅ１，ｍＰＧＥＳ１）与 ＡＳ相关疾病的发生、发展关系密
切［５］。研究［５－７］报道二者可以通过影响血管舒缩功

能、参与调节炎症反应及脂类代谢、促进前列环素及前

列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）合成，再通过其下游受体 ＥＰｓ进一
步引起金属基质蛋白酶（ＭＭＰ）等的表达，从而从多个
角度对ＡＳ的进程产生影响。本实验通过建立兔ＡＳ模
型，并给予阿伐他汀药物干预，以探讨阿伐他汀对兔动

脉粥样硬化ＣＯＸ２、ｍＰＧＥＳ１表达的影响，从而进一步
明确他汀类药物的抗动脉粥样硬化作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　４０只３月龄的健康雄性新西兰兔，体质量２．０～２．２ｋｇ，由
大连医科大学实验动物中心提供［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（辽）２００８０００２］。

１．２　主要试剂和仪器
　　阿伐他汀购于大连辉瑞制药公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａ
ＲａＯｎｅＳｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔＡＭＶ）购于大连宝生物公司；ＰＣＲ引
物由大连宝生物公司合成；Ｔｒｉｚｏｌ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。高
速台式离心机（德国 Ｔｈｅｒｍｏ公司 ＨＥＲＡＥＶＳＰｉｃｏ１７Ｃｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ）；低温高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４
Ｒ）；梯度 ＰＣＲ仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司２２３１Ｈａｍｂｕｒｇ）；Ｌａｂｅｒ
ｗｏｒｋ４．６凝集成像系统（美国基因公司）；一抗 ＣＯＸ２及 ｍＰＧ
ＥＳ１分别购于ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ及ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司。

１．３　模型制备及分组
　　将兔称质量、采血后，适应性喂养１周，随机分为对照组、
模型组、阿伐他汀治疗Ⅰ组、Ⅱ组及Ⅲ组［剂量分别为２．５、５及
１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），ｎ＝８］。对照组给予普通颗粒饲料；模型组和
药物干预组给予高脂饲料（１％胆固醇、８％猪油、７．５％蛋黄粉
的颗粒饲料）８周［８］，后采血。之后药物干预组（即阿伐他汀治

疗Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组）分别给予２．５、５、１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）阿伐他汀盐水
灌胃６周，而对照组和模型组给予同体积的生理盐水灌胃，再
次采血。

１．４　组织取材
　　给药６周末处死动物，取出冠状动脉左主干，左前降支，左
旋支及右冠状动脉，剥净动脉外膜的周围脂肪，置于液氮中备用。

１．５　血脂检测
　　采用酶法测定血清总胆固醇（ＴＣ）和甘油三酯（ＴＧ）浓度，化
学遮蔽法测定血清高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋
白胆固醇（ＬＤＬＣ）及极低密度脂蛋白胆固醇（ＶＬＤＬＣ）浓度。

１．６　组织总ＲＮＡ的提取及ＲＴＰＣＲ检测
　　将冠状动脉在液氮中碾磨呈粉状，加入１ｍｌＴｒｉｚｏｌ中，处理

成组织匀浆，按照试剂盒说明书要求提取总 ＲＮＡ。按照
ＲＴＰＣＲ试剂盒，采用一步反应法完成 ｍＲＮＡ检测；Ｃｙｃｌｏｐｈｉｎ、
ＧＡＰＤＨ作为内参照。ＣＯＸ２、Ｃｙｃｌｏｐｈｉｎ、ｍＰＧＥＳ１及ＧＡＰＤＨ的
上、下游引物序列及产物大小见表 １。ＣＯＸ２及 Ｃｙｃｌｏｐｈｉｎ的
ＲＴＰＣＲ反应条件为：４２℃ １ｈ，９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５５℃
１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３２个循环，７２℃７ｍｉｎ；ｍＰＧＥＳ１及ＧＡＰＤＨ
的ＲＴＰＣＲ反应条件为：４２℃ １ｈ，９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，
５５℃１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环，７２℃ ７ｍｉｎ，反应体系均为
２５μｌ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶染色（终浓
度为：０．５μｇ／ｍｌ），应用美国基因公司Ｌａｂｗｏｒｋ４．６凝胶成像分
析软件系统进行半定量分析［９］。

表１　兔冠状动脉ＣＯＸ２及ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ表达的ＲＴＰＣＲ
实验相关引物序列

基因 引物序列（５′—３′） 片段长度（ｂｐ）
ＣＯＸ２ 正义：ＧＧＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴＣＴＡＣＣＣＧＣ １５１

反义：ＧＧＴＴＧＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧ
Ｃｙｃｌｏｐｈｉｎ 正义：ＡＴＧＧＴＣＡＡＣＣＣＣＡＣＣＧＴＧＴＴＣＴＴＣＧ ２０６

反义：ＣＧＴＧＴＧＡＡＧＴＣＡＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＡ
ｍＰＧＥＳ１ 正义：ＧＣＡＧＣＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＴＣＴＧＡＡＧＡ ２１０

反义：ＡＧＡＣＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡ
ＧＡＰＤＨ 正义：ＡＧＧＧＴＡＡＴＣＡＴＣＴＣＡＧＣＣＣＣ ４４５

反义：ＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣ

１．７　各组ＣＯＸ２及ｍＰＧＥＳ１的蛋白检测
　　冠状动脉组织０．１ｇ加入蛋白裂解液（１ｍｌＲＩＰＡ和１０ｍｌ
ＰＭＳＦ），冰浴中匀浆至组织完全裂解。于４℃１１０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ法进行蛋白定量，取４０ｍｇ蛋白加入
２×ＳＤＳ凝胶加样缓冲液中，１００℃ １０ｍｉｎ使蛋白质变性。用
８％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离蛋白（总蛋白上样量为
４０μｇ），电转膜法将蛋白转移至ＮＣ膜上，丽春红染色观察转移
效果，并确定蛋白分子量标准位置。５％脱脂奶粉封阻３７℃
１ｈ，按１∶２００加入一抗（兔抗兔多克隆抗体），４℃ 过夜，ＴＢＳＴ洗
涤３次，１∶３０００加入辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗，３７℃
１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，Ｘ光显影。结果用Ｌａｂｗｏｒｋ４．６凝胶成像分
析软件系统对其灰度值进行比较和半定量分析（内参为ＧＡＰＤＨ）。

１．８　治疗组，阿伐他汀不良反应的评估
　　根据阿伐他汀引发的胃肠道功能紊乱程度（主要为食欲减
退）将不良反应分为轻或无、中等及严重。评估标准为，最终进

食减少量占治疗开始时的进食量１／４之内为轻度或无不良反
应；１／４～１／２为中等度不良反应；１／２以上为严重不良反应。

１．９　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计学处理，采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用ｑ检验。

２　结果

２．１　各组血脂水平的比较
　　各组干预６周后，模型组 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、ＶＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ
水平与正常对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）；而
阿伐他汀治疗Ⅱ组及Ⅲ组上述各项指标与模型组比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；阿伐他汀治疗Ⅰ组各项血脂水平与模
型组比较差异则无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。
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表２　不同剂量阿托伐他汀干预６周后，各组家兔血清ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、ＶＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ水平的表达变化及分析（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＶＬＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ）
组别

０周 ８周 １４周 ０周 ８周 １４周 ０周 ８周 １４周 ０周 ８周 １４周 ０周 ８周 １４周

对照组 １．７３±０．２６ １．７５±０．７３ １．７３±０．７９１．０７±０．５６ １．１１±０．３８ １．０９±０．４７ ０．６０±０．１７ ０．６４±０．１２ ０．６２±０．１６ ０．５４±０．２１０．５２±０．２４ ０．５６±０．１８ １．０５±０．１２ １．０７±０．０９ １．０４±０．１４

模型组 １．８６±０．２５２６．４６±０．８７ａ２６．４６±０．８７ａ１．０８±０．５２ ２．０３±０．２１ａ１．９９±０．２２ａ０．６９±０．１５１５．３２±２．７９ａ１５．９７±２．１０ａ０．５２±０．２３１．２８±０．０９ａ１．２７±０．１０ａ１．０３±０．１４ ０．５８±０．０５ａ０．５９±０．０６ａ

治疗Ⅰ组 １．８４±０．２７２７．０８±０．２３ａ２５．２６±１．９８１．０５±０．６６ ２．０２±０．２３ａ１．９７±０．２０ ０．７０±０．１３１４．９８±３．０１ａ１４．７９±３．２３ ０．５６±０．１９１．２６±０．１０ａ１．２５±０．１１ １．０６±０．１１ ０．５９±０．０３ａ０．５６±０．０７

治疗Ⅱ组 １．８２±０．２８２６．３２±０．７１ａ２１．３２±０．１３ｂ１．１０±０．３２ ２．０４±０．１８ａ１．８６±０．１９ｂ０．６５±０．２０１４．６７±２．９９ａ１２．０１±２．１３ｂ０．５１±０．２０１．２７±０．０８ａ１．０４±０．１２ｂ１．０２±０．１５ ０．５６±０．０９ａ０．６２±０．１５ｂ

治疗Ⅲ组 １．８５±０．２５２７．１１±０．１９ａ２０．０８±０．０９ｂ１．０６±０．６３ ２．０２±０．２０ａ１．７９±０．１２ｂ０．７２±０．０９１４．９８±３．１１ａ１０．８７±１．９９ｂ０．５５±０．１７１．２６±０．１１ａ０．７７±０．１４ｂ１．０３±０．１１ ０．６０±０．０３ａ０．６９±０．０９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

２．２　各组冠状动脉ＣＯＸ２ｍＲＮＡ及蛋白表达情况
　　与正常对照组比较，模型组ＣＯＸ２ｍＲＮＡ及蛋白质的表达
均显著增加（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，阿伐他汀治疗Ⅱ、Ⅲ组
上述指标明显降低（Ｐ＜０．０１）；阿伐他汀治疗Ⅰ组的上述指标
虽下降，但无显著性差异。与治疗Ⅰ组比较，治疗Ⅱ及Ⅲ组上
述指标亦显著降低（Ｐ＜０．０１）。治疗Ⅱ、Ⅲ组之间差异不显著
（Ｐ＞０．０５），见图１。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ：ＣＯＸ２ｍＲＮＡ及

蛋白表达定量分析　１：正常对照组；２：模型组；３：治疗Ⅰ组；４：治疗Ⅱ
组；５：治疗Ⅲ组；６：标准；ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜

００１，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与治疗Ⅰ组比较

图１　阿伐他汀干预后兔冠状动脉ＣＯＸ２ｍＲＮＡ及蛋白表达情况

２．３　各组冠状动脉ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ及蛋白表达情况
　　与正常对照组比较，模型组及阿伐他汀治疗Ⅰ组ｍＰＧＥＳ１
ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著增高（Ｐ＜０．０１），而治疗Ⅱ及Ⅲ组虽
仍高于正常对照组（Ｐ＞０．０５）。与模型组比较，阿伐他汀治疗
Ⅱ及Ⅲ组的 ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著下降（Ｐ＜
００１）。与治疗Ⅰ组比较，治疗Ⅱ、Ⅲ组的ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ及蛋
白表达亦显著下降（Ｐ＜００１）。治疗Ⅱ、Ⅲ之间差异不显著
（Ｐ＞０．０５），见图２。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ：ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ
及蛋白表达定量分析　１：正常对照组；２：模型组；３：治疗Ⅰ组；
４：治疗Ⅱ组；５：治疗Ⅲ组；６：标准；ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与治疗Ⅰ组比较
图２　阿伐他汀干预后兔冠状动脉ｍＰＧＥＳ１ｍＲＮＡ及蛋白表达情况

２．４　各组不良反应的情况
　　３个治疗组（每组均为８例）均出现不同程度的副作用，不
良反应的主要表现为：胃肠功能紊乱，食欲减退等症状，但未出

现死亡现象。２．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）阿伐他汀组，出现轻微不良反应
的例数为８，无中等或严重的不良反应；５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）阿伐他汀
组，７例表现为轻微或无不良反应，１例表现为中等程度的不良
反应；１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）阿伐他汀组，出现严重、中等及轻微不良
反应的例数分别为１、２和５例。

３　讨论

　　ＡＳ是一种由多种炎性因子参与并伴有细胞增生
的血管慢性炎症反应过程［１０］，并成为各种 ＡＳ危险因
子导致ＡＳ发病的共同环节。环氧化酶是炎症的重要
介质前列腺素（ＰＧ）生物合成的关键酶，主要分为组成
型（ＣＯＸ１）和诱导型（ＣＯＸ２）。后者在 ＡＳ血管中的
单核巨噬细胞、内皮细胞广泛表达［６］。ｍＰＧＥＳ１是
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ＰＧＥ２合成的关键限速酶，主要与 ＣＯＸ２相偶联，特别
是在炎症因子引起的迟发反应中，由 ｍＰＧＥＳ１和
ＣＯＸ２共同介导ＰＧＥ２合成的增加

［１１］。大量的研究证

实ＡＳ病变的主要细胞成分（内皮细胞、单核巨噬细
胞等）在多种促炎介质作用下均可诱导 ＣＯＸ２／ｍＰＧ
ＥＳ１的表达，并与ＡＳ的发生，特别是炎症反应具有密
切的关系［５，１２－１３］。此外研究还发现，ＡＳ病变本身释放
的细胞因子也可诱导 ＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１表达，进一步
导致炎症反应的放大和增强［１４］。本实验结果也显示

ＡＳ模型中，ＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１表达均显著增加，这与国
外研究报道的结果相一致［１５］。

　　阿伐他汀为羟甲戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原
酶抑制剂，其水解产物在体内竞争性地抑制胆固醇合

成过程中的限速酶 ＨＭＧＣｏＡ还原酶，抑制内源性胆
固醇的合成，也使低密度脂蛋白受体合成增加，因而成

为目前最常用的调脂调血压的药物之一［１６－１７］。本研

究发现，阿伐他汀明显降低主动脉ＡＳ中ＣＯＸ２／ｍＰＧ
ＥＳ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达，提示其可能是通过ＣＯＸ２／
ｍＰＧＥＳ１这一炎症信号通路改善 ＡＳ性炎症反应。此
外，阿伐他汀干预 ６周后，５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组和
１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组兔的血液中 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ、
ＶＬＤＬ的浓度均出现一定程度的下降，而 ＨＤＬ的浓度
均出现一定程度的上升，这与文献［１８］报道类似；
２．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组则未见明显效果。这表明阿
伐他汀还具有调节胆固醇代谢［１８］，从而发挥其治疗

ＡＳ的作用。但本实验同时还发现在３个不同剂量组
中，整体治疗效果以 ５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组为最佳；
１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组的各项指标虽好于其他两组，
但该组发生不良反应的数量明显升高。这可能与

１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的阿伐他汀促进了胃肠道不适等不良
反应的发生率有关。

　　综上所述，ＡＳ的形成是一个多因素共同作用的结
果。ＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１在 ＡＳ发展中的起着重要的作
用；阿伐他汀通过降低 ＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１表达，进而控
制炎症反应，同时降低血脂，从而发挥其对 ＡＳ的治疗
作用。同时也提示，在临床实际工作中，合理选择用药

剂量也是至关重要的。
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