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褪黑素减轻大鼠颈动脉球囊损伤后炎性细胞浸润

杨根欢　汪　岩　廖鹏志　贾玉龙

摘　要　目的　探讨褪黑素对大鼠的颈动脉球囊损伤后炎性细胞浸润的影响。方法　随机将 ２０只雄性 ＳＤ大鼠分为正常

对照组、正常并注射褪黑素组、球囊损伤组、球囊损伤并注射褪黑素组。将各组大鼠的颈动脉行球囊损伤，１４天后取出实验大鼠

的颈动脉。免疫组织化学染色检测实验大鼠颈动脉内的 ＣＤ４５表达情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测实验大鼠颈动脉内的 ＮＦ－κＢ、

ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－１的表达情况。结果　球囊损伤能明显诱导实验大鼠颈动脉壁内的炎性细胞浸润。球囊损伤并注射

褪黑素组大鼠的炎性细胞浸润程度显著低于球囊损伤组大鼠（Ｐ＜０．０１）。球囊损伤组大鼠的 ＮＦ－κＢ、ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１、

ＩＣＡＭ－１的表达显著高于正常对照组大鼠（Ｐ＜０．０１）。球囊损伤并注射褪黑素组大鼠的 ＮＦ－κＢ、ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－１

的表达显著低于球囊损伤组大鼠（Ｐ＜０．０５）。结论　球囊损伤能明显诱导实验大鼠颈动脉的炎性细胞浸润和炎性因子的表达，

褪黑素能够减轻此炎性细胞浸润。
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　　随着经济的进步和人群膳食结构的改变，动脉粥
样硬化的发生呈现出年轻化的趋势。因而血管相关

性疾病的发生率越来越高，尤其是心脑血管疾病已成

为重要的致死、致残的原因之一。动脉粥样硬化最基

本的病理变化便是炎性细胞浸润
［１］
。褪黑素在体内

分布广泛，相对分子质量较小，可以自由通过细胞膜

性结构
［２］
。已有研究表明，褪黑素具有强大的抗炎

和抗氧化功能
［３］
。本研究表明，褪黑素能够抑制炎

性细胞浸润过程中相关炎性因子的表达，进而减轻球

囊损伤诱导的实验大鼠颈动脉内炎性细胞的浸润。

材料与方法

１．材料与试剂：ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠（北京维通
利华实验动物技术有限公司），褪黑素（美国 Ｓｉｇｍａ公

司），免疫组织化学试剂盒（北京中杉金桥生物技术

有限公司），ＮＦ－κＢ抗体（美国 ＣＳＴ公司），ＭＣＰ－１
抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＩＣＡＭ－１抗体和ＶＣＡＭ－１
抗体（中国博士德生物工程有限公司）。

２．球囊损伤模型的制备及动物实验：２０只 ＳＰＦ
级的雄性 ＳＤ大鼠，平均体质量为 ３５０ｇ。随机将实验
大鼠分为正常对照组、正常并注射褪黑素组、球囊损

伤组、球囊损伤并注射褪黑素组，每组 ５只。将实验
大鼠麻醉后行颈部正中切口，解剖出颈总动脉、颈内

动脉和颈外动脉并套线备用，将颈外动脉的远端及其

分支结扎。将颈总动脉和颈内动脉阻断，将颈外动脉

用显微剪刀剪开，将 ２Ｆ的取栓球囊插入颈总动脉内
约２ｃｍ。将０．０５ｍｌ的０．９％ＮａＣｌ注射液注入取栓球
囊内，充盈后拖至颈总动脉的远端，如此反复３次，随
后行颈外动脉的断端结扎，逐层缝合颈部切口。按照

预定实验设计定时对各组实验大鼠分别行腹腔内注
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射褪黑素（５ｍｇ／ｋｇ）及同体积的 ０．９％ＮａＣｌ注射液，
每日１次［４］

。１４天后取出各组实验大鼠的球囊损伤
段颈动脉。０．９％ＮａＣｌ注射液将颈动脉冲洗干净，将
颈动脉一分为二，分别保存于 ４％的多聚甲醛和液氮
中，用于后续实验。

３．免疫组织化学染色：常规方法对石蜡切片进行
脱蜡及水化，柠檬酸盐抗原修复液浸泡后行高压、高

温修复抗原，室温下用 ３％过氧化氢溶液孵育 １０ｍｉｎ
以灭活内源性的过氧化物酶，然后室温下用 ５％的山
羊血清封闭 ３０ｍｉｎ。一抗 ４℃下孵育过夜（ＣＤ４５１∶
５０），二抗室温下孵育６０ｍｉｎ。ＤＡＢ法染色，阳性表达
为棕黄色。终止染色后用苏木精复染 ５ｍｉｎ，０．１％盐
酸乙醇分化３～５ｓ，自来水冲洗返蓝 ２ｍｉｎ，然后常规
进行脱水、透明、封片。将免疫组织化学的切片置于

光学显微镜下拍照（×４００），用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软
件对 ＣＤ４５阳性区域的平均吸光度值进行分析，将相
应数值用于统计分析。

４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：将大鼠的颈动脉标本加
入６００μｌＳＤＳ组织裂解液，置于研钵中，研磨成组织
匀浆，常规方法提取组织蛋白并测定蛋白浓度。将总

量为 ２０μｇ的蛋白上样，１２０Ｖ的恒压下电泳约

９０ｍｉｎ，３２０ｍＡ的恒流下进行转膜，室温下用 ５％脱脂
牛奶封闭 １ｈ，４℃下一抗孵育 １２ｈ（ＮＦ－κＢ１∶２０００，
ＭＣＰ－１１∶２０００，ＩＣＡＭ－１１∶５００，ＶＣＡＭ－１１∶５００），
ＴＢＳＴ洗膜 ３次，在室温下二抗（浓度１∶５０００）孵育
１ｈ，之后应用辣根过氧化物酶化学发光法检测目标蛋
白。用 ＡｌｐｈａＥａｓｅＦＣｓｙｓｔｅｍ软件（美国 ＡｌｐｈａＩｎｎｏ
ｔｅｃｈ公司）对 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果进行分析，分别
测量目标蛋白和相应内参的灰度值，将其比值用于统

计学分析。

５．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，两样本均数间的比较应用 ｔ检验，多样本均数间的
比较应用方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．各组实验大鼠的颈动脉壁内炎性细胞的浸润

情况：球囊损伤组实验大鼠的颈动脉壁内炎性细胞的

浸润程度显著高于正常对照组实验大鼠（Ｐ＜０．０１）。
球囊损伤并注射褪黑素组实验大鼠的颈动脉壁内炎

性细胞的浸润程度显著低于球囊损伤组实验大鼠

（Ｐ＜０．０１，图１）。

图 １　各组实验大鼠的颈动脉壁内炎性细胞浸润情况（ＣＤ４５免疫组化染色，×４００）
Ａ．正常对照组；Ｂ．正常 ＋褪黑素组；Ｃ．球囊损伤组；Ｄ．球囊 ＋褪黑素组；Ｅ．与正常对照组或正常 ＋

褪黑素组比较，Ｐ＜０．０１；与球囊损伤组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

　　２．各组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ－κＢ的表达情
况：球囊损伤组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ－κＢ的表达
显著高于正常对照组实验大鼠（Ｐ＜０．０１）。球囊损
伤并注射褪黑素组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ－κＢ的
表达显著低于球囊损伤组实验大鼠（Ｐ＜０．０１，图２）。

３．各组实验大鼠的颈动脉内 ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１
和 ＩＣＡＭ－１的表达情况：球囊损伤组实验大鼠的颈
动脉内 ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１的表达显著
高于正常对照组实验大鼠（Ｐ＜０．０１）。球囊损伤并
注射褪黑素组实验大鼠的颈动脉内 ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－
１和 ＩＣＡＭ－１的表达显著低于球囊损伤组实验大鼠
（Ｐ＜０．０５，图３）。

讨　　论
随着人类的疾病谱的改变，社会对血管疾病的认

识和重视程度也越来越高。而炎症作为一重要的病

理生理过程参与了很多常见血管病的发生，甚至在某

些血管病中可以作为最主要的病理改变，如动脉粥样

硬化、多发性大动脉炎和白塞病等
［５，６］
。褪黑素作为

体内重要的内分泌物质，能够被体内很多器官合成。

褪黑素具有调节人体的生物节律、调节肠道的功能、

抑制肿瘤的生长、抗炎性损伤和抗氧化损伤等重要生

理功能
［７，８］
。目前国内外普遍将褪黑素应用于调节

人体睡眠及肠道生理功能方面，效果显著且无明显的

毒性不良反应。已有研究表明，在很多血管疾病中褪
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图 ２　各组实验大鼠的颈动脉内 ＮＦ－κＢ的表达

与正常对照组或正常 ＋褪黑素组比较，Ｐ＜０．０１；

与球囊损伤组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

图 ３　各组实验大鼠的颈动脉内 ＭＣＰ－１、

ＩＣＡＭ －１、ＶＣＡＭ －１的表达

与正常对照组或正常 ＋褪黑素组比较，Ｐ＜０．０１；

与球囊损伤组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

黑素具有重要的血管保护作用，如尼古丁诱导的血管

病、低氧所致的血管损害以及高血压相关的血管损伤

等
［４，９］
。

炎症的本质是炎性细胞的浸润，即血管壁内炎性

细胞的浸润程度能够反映其炎性损伤的程度
［１０］
。

ＣＤ４５是组织内炎性细胞的重要标志物之一，因此本
研究通过检测实验大鼠颈动脉内的 ＣＤ４５阳性细胞
数目来反映其炎性细胞的浸润程度及炎性损伤的程

度
［１１］
。大鼠颈动脉球囊损伤可引起动脉内膜的增生

和动脉壁的炎性反应，因此本研究用此经典动物模型

研究褪黑素对动脉壁内炎性细胞浸润的影响。结果

表明，球囊损伤能明显诱导实验大鼠颈动脉壁内的炎

性细胞的浸润，而褪黑素可以抑制此炎性细胞的浸

润。同时本研究尚对褪黑素抑制实验大鼠颈动脉壁

内炎性细胞浸润的机制进行了探讨。

ＭＣＰ－１是组织内炎性细胞的重要趋化因子之
一，ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１是组织细胞间重要的黏附
因子

［１２～１４］
。因此 ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１均

能够参与炎性细胞向血管壁的黏附和浸润。而 ＮＦ－
κＢ作为重要的炎性因子则能够诱导 ＭＣＰ－１、
ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１的表达［１５，１６］

。结合本研究结

果可以推断，褪黑素能够通过抑制 ＮＦ－κＢ、ＭＣＰ－１、
ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１的表达进而减轻球囊损伤诱
导的实验大鼠颈动脉壁内的炎性细胞浸润。有研究

表明，将大鼠的松果体切除后，发现其主动脉内

ＭＣＰ－１、ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１的表达显著升高，这
与本研究的结果类似

［１７］
。同时本研究也显示，褪黑

素在治疗炎症相关的血管病方面具有潜在的临床应

用价值。
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磷酸甘油酸变位酶１（ＰＧＡＭ１）在胃癌
组织中的表达及其临床意义

宋宜朋　高　超

摘　要　目的　分析磷酸甘油酸变位酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｍｕｔａｓｅ１，ＰＧＡＭ１）在胃癌组织及癌旁正常组织中的表达程度，探

讨 ＰＧＡＭ１的表达与胃癌临床病理特征的关系。方法　选取 ２０１９年 ２～５月于徐州医科大学附属医院胃肠外科接受胃癌手术治

疗的 ５５例患者，采用免疫组化法检测 ５５例患者胃癌组织及癌旁正常组织中 ＰＧＡＭ１的表达水平，分析其水平与临床病理特征的

关系。结果　５５例患者胃癌组织中的 ＰＧＡＭ１高表达率（３４／５５，６１．８％）显著高于癌旁正常组织（１８／５５，３２．７％），差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）；ＰＧＡＭ１蛋白表达水平与患者的临床分期（ＴＮＭ）、淋巴结转移有关（Ｐ＜０．０５）；与患者性别、年龄、肿瘤分化程

度、肿瘤直径、脉管侵犯及浸润深度无关（Ｐ＞０．０５）。结论　ＰＧＡＭ１在胃癌组织中呈高度表达，并且与胃癌的临床病理特征

相关。

关键词　胃肿瘤　ＰＧＡＭ１　临床病例参数　免疫组化
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