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发病机制中
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患者
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例体检健康者作为健康对照组&酶联免疫吸附试验"

0UPY.

$检测
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的
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表达情况#
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后检测主动脉斑块变
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PU/!3

在
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患者外周血和
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小鼠斑块中均高表达!
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可能对
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具有保护作用&
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动脉粥样硬化$

.Y

%是由血管壁中脂质滞留及其

触发的免疫反应引起的一种慢性炎症性疾病)巨噬

细胞&

<

淋巴细胞等炎症细胞#以及多种细胞因子参

与
.Y

斑块形成及其稳定性下降'

!/#

(

)白细胞介素
!3

$

PU/!3

%可由
<

细胞&巨噬细胞和内皮细胞等分泌产

生'

&/%

(

)已有研究表明#

PU/!3

能够促进
,-&

;

<

细胞&

单核细胞及嗜酸性粒细胞的迁移#尤其对
,-&

;

<

淋

巴细胞具有强烈的趋化作用'

3

(

)但是#也有研究发现

PU/!3

具有抗炎作用#可增加人外周血单个核细胞中

R=i)#

的表达#并降低
<

细胞对活化信号的反应#从

而发挥潜在的免疫负向调节作用'

:

(

)

PU/!3

在
.Y

相

关疾病中的作用尚存在分歧)一方面#有研究提示

PU/!3

可加剧
.Y

进程使斑块趋向不稳定#从而引发

卒中和心肌梗死等'

(

(

+另一方面#

PU/!3

在斑块中的水

平与卒中&心肌梗死等疾病呈负相关#提示
PU/!3

可能

具有维持斑块稳定性的作用'
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(

)目前#尚缺乏
PU/!3

对于
.Y

影响的直接证据#且
PU/!3

影响
.Y

的具体

机制也不明确)本研究拟通过分析
.Y

外周血
PU/!3

水平和
.Y

小鼠模型
PU/!3

水平干预#初步探讨
PU/!3

在
.Y

患者和小鼠外周血和
.Y

斑块中的表达水平#

以及
PU/!3

在
.Y

发生&发展中的作用)
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资料与方法
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收集
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年
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年
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济宁医学院附属医院就诊并行冠状动脉造影检查确

定为
.Y

的患者
#'

例作为病例组#其中男
!#

例#女

!:

例#年龄
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!

(#

岁#平均
3&

岁)全部病例均为新

发病例)选取同期体检健康者
"7

例作为健康对照

组#其中男
!"

例#女
!:

例#年龄
#3

!

:%

岁#平均
3"

岁)每位受试者空腹抽取静脉血
#4U

入凝血管#另

抽取
"4U

入乙二胺四乙酸$

0-<.

%抗凝血管备用)

凝血管
"'''F

"

456

#离心
!'456

分离得到血清#

M('

`

保存备用)本研究经过济宁医学院附属医院伦理

委员会批准#所有调查者签署知情同意书)济宁医学

院附属医院病理科获取具有代表性
"

例
.Y

患者颈总

动脉斑块剥脱术后斑块标本备用)实验动物采用无

特定病原体$

Y)R

%级
.

C

=0

M

"

M小鼠#购自北京维通利

华实验动物技术有限公司#养于
!"B

光照周期&恒温

恒湿
Y)R

环境)相关饲养及处置遵循实验动物福利

原则及济宁医学院实验动物伦理委员会的要求)

A$B

"

仪器与试剂
"

,

K

@A@5=6%

细胞成像酶标仪购自

美国
]5=<?N

公司#

?̂FA?H9VHD@5GH

2

?[!*

高速冷冻

离心机及
<*PO=D

和逆转录试剂盒均购自美国
<B?F/

4=R59B?F

公司)

R<,/"''),*

仪购自英国
R?IJ5=

公司)显微镜型号为日本
eUfV)gYP[/PUU#'

)

PU/!3

酶联免疫吸附试验$

0UPY.

%检测试剂盒购自武

汉华美生物工程有限公司)脂多糖$

U)Y

%购自美国

Y5

2

4A

公司#

Yf]*QF??6VA9@?FV5i

购自
SAO

K

4?

公司)兔抗人
PU/!3

一抗&羊抗兔二抗及
,-#

抗体均

购自英国
.JEA4

公司)

A$C

"

方法

A$C$A

"

0UPY.

检测血清
PU/!3

表达水平
"

采用

0UPY.

检测血清
PU/!3

表达水平#参照
0UPY.

检测

试剂盒$武汉华美生物工程有限公司%说明进行操作#

绘制标准曲线#计算出
PU/!3

血清水平)

A$C$B

"

外周血单个核细胞
PU/!3

的
4*W.

水平测定

"

密度梯度法分离外周血单个核细胞)

<F5O=D

法提取

标本中单个核细胞总
*W.

#逆转录成
E-W.

后进行

实时定量
),*

检测$

*</

X

),*

%)总体系
!'

$

U

!

Yf]* QF??6 VA9@?F V5i %

$

U

#

)F54?F/*?>?F9?

'$%

$

U

#

)F54?F/R=FLAFI'$%

$

U

#

--Z#

$

U

#

E-W.

!

$

U

)

),*

反应程序为
7% ` !'456

#

7% ` !%9

#

3'`#'9

#

:"`#'9

共
&'

个循环)每个样品均设置

复孔并至少检测
#

次)结果分析采用
"

M

''

,@法#其中

''

,@a

$样本的
,@

值
M

内参的
,@

值%

M

$对照组
,@

值
M

内参的
,@

值%)

A$C$C

"

重组小鼠
PU/!3

的表达与鉴定
"

构建
PU/!3

和谷胱甘肽融合蛋白原核高表达载体
C

Q0[/PU!3/

QY<

#转化感受态细胞后鉴定并挑选成功转化菌落于

#'`

#空气浴摇床
('F

"

456

培养过夜)待细菌浓度

吸光度值达到
'$%

时#加入终浓度为
'$!44=D

"

U

P)<Q

#

#:`!%'F

"

456

继续培养
!$%B

)离心收获细

菌#提取细胞总蛋白#经
QY<

吸附柱富集
PU/!3;

QY<

融合蛋白#进一步经
Z?9@?F6JD=@

鉴定)

A$C$D

"

免疫组化检测斑块中
PU/!3

的表达
"

从济宁

医学院附属医院病理科收集患者颈总动脉内膜剥脱

术后
.Y

斑块石蜡切片+颈椎脱臼处死
.Y

模型小鼠

后#沿腹中线剪开皮肤和胸骨后取腹主动脉根部#磷

酸盐缓冲液$

)]Y

%冲洗去血凝块后迅速放于
&+

多聚

甲醛中固定
&(B

#然后常规石蜡包埋切片)分别对切

片进行
0̂

染色和免疫组化染色#然后在显微镜

$

eUfV)gYP[/PUU#'

%下观察拍照)

A$C$E

"

PU/!3

对
.Y

小鼠斑块形成的影响
"

采用

.

C

=0

M

"

M雄性小鼠
"'

只#雌雄各半#将其随机分为两

组#每组
!'

只)两组均给予
'$"%+

胆固醇和
!%+

可

可油喂食
(

周)实验组高脂喂养小鼠于第
&

周每周

!

次腹腔注射重组
PU/!3

$每只
"

$

2

%#连续注射
&

周+

对照组小鼠同时给予腹腔注射同等剂量
)]Y

)两组

均在
&

周后处死小鼠#取小鼠主动脉根部制备连续石

*

:#!
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统计学处理
"

采用
Y)YY!3$'

统计学软件进行

分析#定量指标采用
8bA

对数据进行基本统计学描

述#利用两独立样本
?

检验对数据进行分析)检验水

准
&

a'$'%

#

:

$

'$'%

为差异有统计学意义)

B

"

结
""

果

B$A

"

病例组与健康对照组外周血
PU/!3

水平比较
"

应用
0UPY.

检测研究对象外周血
PU/!3

水平#病例组

PU/!3

水平明显高于健康对照组#差异有统计学意义

$

:

$

'$'%

%#见图
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)病例组患者外周血单个核细胞

中
PU/!34*W.

水平明显高于健康对照组#差异有统

计学意义$
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%#见图
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为
*</

X

),*

检测外周

血单个核细胞中
PU/!3

的
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水平+与健康对照组比较#
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图
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病例组和对照组外周血
PU/!3

水平及

单个核细胞中
PU/!3

的
4*W.

水平比较
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PU/!3

在人和
.
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=0

M

"

M小鼠
.Y

斑块中高表达

"

通过免疫组化检测
.Y

患者颈总动脉剥脱术后斑块

中
PU/!3

水平#发现
.Y

患者
.Y

斑块局部
PU/!3

表达

水平高于其周围非斑块区#见图
".

)免疫组化染色

显示非高脂喂养
.
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=0

M

"

M小鼠
PU/!3

表达明显比高

脂喂养
.Y.
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M

"

M 小鼠
PU/!3

表达水平低#见图
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斑块局部
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表达水平+
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人颈总动脉剥脱术斑块应小鼠斑块
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腹腔注射
PU/!3

可减小高脂喂养
.Y.

C

=0

M

"

M

小鼠斑块面积#提高斑块稳定性
"

0̂

染色显示#与对

照组高脂喂养
.Y.

C

=0

M

"

M小鼠腹腔注射
)]Y

的相

比#注射重组
PU/!3

可减小小鼠
.Y

斑块的总面积#而

且注射
)]Y

对照组小鼠斑块中
,-#

;细胞数量明显

多于注射
PU/!3

小鼠主动脉斑块中
,-#

;细胞数量#

见图
#

)此外#与腹腔注射
)]Y

的小鼠对照组
.Y

斑

块相比#腹腔注射
PU/!3

的小鼠斑块相对稳定#并未破

裂#见图
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为腹腔注射
)]Y

的高脂喂养
.
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M
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M小鼠斑块
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;免

疫组化染色$
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PU/!3

在哮喘&过敏及风湿性关节炎等多种自身

免疫性疾病中发挥促炎并加剧病情的作用'

!'/!#

(

#但其

在
.Y

疾病中的作用尚存在分歧)一方面#李秀芹

等'

(

(的研究发现冠心病患者
PU/!3

水平较健康人群

高#并据此认为体内升高的
PU/!3

可能增加干扰素
(

$

PRW/

(

%&

PU/!

"

&肿瘤坏死因子
&

$

<WR/

&

%&

PU/!%

等促

炎细胞因子以及
,-&'U

的表达#进而促进
.Y

斑块的

形成#促使斑块不稳定#导致冠状动脉血栓形成)另

一方面#有研究报道
PU/!3

在斑块中的水平可能与卒

中&心肌梗死等
.Y

相关疾病的发生呈负相关'

7

(

)

Q*nW]0*Q

等'

!&

(的研究发现颈动脉斑块中高水平

的
PU/!3

与斑块的稳定性表型相关)这种稳定性表型

以增加的弹性蛋白&胶原蛋白和
R=i)#

为特征#并在

平均
"!

个月的随访期内较少发生术后心血管事件)

这提示
PU/!3

可能具有维持斑块稳定和减轻疾病的作

用)总之#目前的研究仅局限于观察
PU/!3

和临床症

状之间的关系#且研究结果存在分歧#缺乏
PU/!3

影响

.Y

斑块的直接证据)

本文在前人研究的基础上检测了临床患者
PU/!3

的水平#证实
.Y

患者外周血中
PU/!3

蛋白水平及

4*W.

水平均明显高于健康人群#差异有统计学意义

$

:

$

'$'%

%#且在患者颈总动脉斑块局部发现
PU/!3

高表达)提示
PU/!3

与
.Y

存在密切关系)为进一步

研究
PU/!3

对
.Y

斑块的影响#本研究把诱导纯化的

PU/!3

腹腔注射到
.

C

=0

M

"

M小鼠模型体内#发现
PU/!3

可以有效地减小斑块形成&降低斑块内
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;细胞的
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含量&增加斑块稳定性)这提示
PU/!3

在
.Y

疾病中

可能发挥保护性的作用)

PU/!3

是一种具有多种功能的细胞因子)一般认

为
PU/!3

主要发挥促进炎症的作用#但也有研究发现

PU/!3

具有抵抗炎症的作用)有研究者发现#

PU/!3

可

增加
R=i)#

的表达#并降低
<

细胞对刺激的反应#具

有潜在的免疫调节作用'

7

(

)

V,R.--0W

等'

:

(的研

究表明
PU/!3

优先吸引调节性
<

细胞的迁移#且被

PU/!3

吸引的调节细胞表达更高水平的
R=i)#

)本研

究发现#

PU/!3

干预导致小鼠斑块局部
,-#

阳性水平

显著降低#局部炎症减轻)提示
PU/!3

在小鼠
.Y

模

型中可能更多地发挥抗炎作用#并且可能由此导致

.Y

负荷的降低)

本研究结果表明#

PU/!3

可以减小斑块面积#减轻

斑块局部炎症水平#发挥抵抗
.Y

斑块形成&增加斑块

稳定性的作用#提示
PU/!3

在
.Y

中可能发挥保护性

的作用)

.Y

患者血清和斑块中
PU/!3

的水平升高可

能是由疾病导致的补偿性反应)本研究结果提示#

PU/

!3

可能作为一种监测
.Y

发展和预后的指标#也是治

疗
.Y

的新靶点)但本研究还存在一些不足之处#选

取研究对象数量较少#后续研究会选择更大量的研究

样本#以期为临床提供更加可靠的参考)

D

"

结
""

论

""

本研究通过检测
.Y

患者外周血&

.Y

斑块组织

及
.Y

小鼠动脉斑块#证实
PU/!3

在
.Y

患者外周血

和
.Y

小鼠斑块中均高表达)通过腹腔注射
.Y

小鼠

重组
PU/!3

#发现
PU/!3

可能具有稳定
.Y

斑块的

作用)
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