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线粒体氧化应激相关蛋白酶 ＰＲＤＸ３在
主动脉夹层中的表达及其意义

郑思豪　王志维

摘　要　目的　探讨主动脉夹层（ＡＤ）患者体内过氧化还原酶 ３的表达及其意义。方法　选取 ２０１８年 ８月 ～２０１９年 ４月

于武汉大学人民医院确诊为 ＳｔａｎｆｏｒｄⅠ型主动脉夹层患者为 ＡＤ组，另选接受心脏移植患者作为对照组。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和

免疫组化染色检测主动脉夹层患者与正常对照组主动脉组织中 ＰＲＤＸ３的表达差异；构建人主动脉血管平滑肌细胞（ＨＡＳＭＣ）氧

化应激模型，提取细胞蛋白后使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测实验组与对照组的 ＰＲＤＸ３表达差异；用 ０．３％β－异氨基丙腈酯（ＢＡＰＮ）

构建 ＳＤ大鼠主动脉夹层动物模型，取两组大鼠主动脉组织做石蜡包埋，标本切片后处理步骤及检测指标同人体标本。结果　人

体标本中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法与免疫组化染色均发现，ＡＤ组 ＰＲＤＸ３的表达较对照组正常主动脉明显增高；动物实验中免疫组化染色

发现，ＡＤ组大鼠主动脉组织表达 ＰＲＤＸ３显著增高；细胞实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果显示随着 Ｈ２Ｏ２浓度的升高 ＰＲＤＸ３的表达也

随之升高。结论　ＰＲＤＸ３与线粒体氧化应激水平升高密切相关，ＰＲＤＸ３的升高说明在主动脉夹层中线粒体氧化应激水平升高。

ＰＲＤＸ３表达的上调可能与夹层的发生、发展密切相关，给主动脉夹层的治疗提供新的靶点。

关键词　主动脉夹层　线粒体氧化应激　过氧化物还原酶 ３　活性氧
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　　主动脉夹层（ａｏｒｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＡＤ）是一种极其凶
险的大血管疾病，起病急骤，病死率高

［１］
。典型的

ＡＤ表现为主动脉内膜撕裂，血液由破口涌入中膜

内，主动脉中膜沿长轴分离，形成假腔。ＡＤ主要病
理改变为主动脉中层退行性变（ａｏｒｔｉｃｍｅｄｉａｄｅｇｅｎｅｒ
ａｔｉｏｎ，ＡＭＤ），ＡＭＤ的特征是主动脉中层血管平滑肌
细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）的损失、细
胞外基质紊乱、弹性纤维断裂以及蛋白聚糖和葡糖胺

聚糖的聚集。其组织学特征包括慢性外膜和中膜炎

性细胞浸润、弹性蛋白断裂和变性以及由跨壁血管炎

·４２·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｙ２０２１，Ｖｏｌ．５０Ｎｏ．５　　



症、细胞外基质降解和血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）内环
境平衡失调构成的中膜衰减

［２］
。

现有研究显示，线粒体氧化应激对调控细胞凋

亡、细胞自噬、氧化应激等具有极其重要的作用，其在

肿瘤、心力衰竭、扩张型心肌病、心肌梗死后的缺血再

灌注损伤等中均发挥重要作用
［３］
。但是线粒体氧化

应激与 ＡＤ发生、发展的关系及其在主动脉平滑肌
（ＶＳＭＣｓ）凋亡中的作用联系尚未有具体的研究。本
研究通过分析线粒体氧化应激相关蛋白 －过氧化还
原酶３（ＰＲＤＸ３）在 ＡＤ患者和 ＡＤ大鼠模型主动脉组
织中的表达差异情况，研究其在主动脉夹层发生过程

中的作用，旨在为主动脉夹层诊疗提供新靶点。

材料与方法

１．标本与实验分组：选取 ２０１８年 ８月 ～２０１９年
４月于武汉大学人民医院确诊为 ＳｔａｎｆｏｒｄⅠ型夹层并
行胸主动脉全弓置换患者１４例为 ＡＤ组（ｎ＝１４），患
者均经过 ＣＴＡ检查确诊为胸主动脉夹层，三维重建
的结果显示破口位于升主动脉。所有患者术前均无

冠心病、外周血管疾病、糖尿病、关节炎、膜性肾病。

患者均在入院后行急诊手术，术中取 ＡＤ患者病变组
织。组织取出后用预冷的 ０．９％氯化钠注射液漂洗，
一部分冻存于液氮中，一部分用 ４％多聚甲醛固定，
石蜡包埋用于进行后续检测。另选取 ５例心脏移植
患者作为对照组（此 ５例患者均无大血管疾病，其在
心脏移植术中取下的心脏主动脉血管可作为相对正

常主动脉血管组织）。术前所有实验方案均已告知

家属，并签署知情同意书，且该部分实验经武汉大学

医学伦理学委员会审批同意［伦理审批编号：ＷＤＲＭ
动（福）第２０２０１１０７号］。

２．实验动物与模型构建：选用 ＳＰＦ级野生型４周
龄 ＳＤ大鼠 １８只，实验动物均由武汉大学动物实验
中心提供［动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（鄂）２０１５－
００２７］，饲喂于武汉大学人民医院动物实验中心。将
实验动物采用数字表法随机分为 ＡＤ组（ｎ＝９）及对
照组（ｎ＝９）。ＡＤ组饲喂含 ０．３％β－异氨基丙腈酯
（ＢＡＰＮ）的维持饲料进行主动脉夹层动物模型构建，
对照组饲喂普通饲料。动物模型构建后密切观察造

模大鼠生存状况，若大鼠在造模过程中死亡，立即解

剖明确死因，并收集主动脉撕裂范围的主动脉组织标

本。４周后各组存活大鼠统一取材（ＡＤ组取主动脉
撕裂部位，对照组取相应部位血管），主动脉标本液

氮冻存或４％多聚甲醛固定用于后续实验。
３．氧化应激细胞模型构建：培养人主动脉血管平

滑肌细胞（ＨＡＳＭＣ）至 ８０％后，实验组加入不同浓度
的 Ｈ２Ｏ２，对照组不做处理。

４．实验试剂：ＰＲＤＸ３抗体购自中国北京 Ｂｉｏｓｓ生
物技术公司；β－氨基丙腈酯（ＢＡＰＮ）购自日本 ＴＣＩ
公司（货号 Ａ０７９６）；β－ａｃｔｉｎ抗体购自中国武汉 Ｓｅｒ
ｖｉｃｅｂｉｏ生物技术公司；抗兔二抗购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司（货号：５１５１Ｐ）。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法实验：按照分组要求处理组织
后，取约１００ｍｇ组织于１．５ｍｌＥＰ管内，加入含有适量
比例的 Ｃｏｃｋｔａｉｌ及 ＰＭＳＦ蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解
液，液氮研磨仪研磨组织。所得样品于冷冻离心机中

以４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取上清，所收集上清
液置于冰上超声碎裂。根据所获得蛋白上清液的体

积，以适当的比例加入 ５×蛋白上样缓冲液混匀，
１００℃金属浴 １５ｍｉｎ，所获蛋白样本冻存于 －８０℃冰
箱中。每孔蛋白上样量为 １０μｇ，电泳电压 ９０Ｖ，电流
４０ｍＡ，以１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ丙烯酰胺凝胶进行 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法电泳。在电流２００ｍＡ，电压１００Ｖ条件下电
转２ｈ。其后 ＴＢＳＴ洗膜，５％脱脂奶粉封闭 １５～
２０ｈ，一抗（ａｎｔｉ－ＰＲＤＸ３）４℃摇床孵育过夜，β－ａｃ
ｔｉｎ为内参，以山羊抗兔荧光二抗显影，在 Ｏｄｅｓｓｙ荧光
扫膜系统上扫膜，并对结果进行半定量分析。

６．免疫组织化学实验：各组标本经 ４％多聚甲醛
固定，石蜡包埋后进行切片。选取适量切片后将切片

置于 ６５℃恒温烘箱中加热融蜡 ２ｈ，然后放入二甲苯
溶液中脱去残留的石蜡，进行常规的水化步骤后用

ＰＢＳ漂洗。用 ｔｒｉｔｏｎ试剂破膜 １５ｍｉｎ，而后在枸橼酸
缓冲溶液中进行微波加热修复。自然冷却后，用 ３％
过氧化氢消除内源性过氧化物酶，血清常温封闭 １ｈ，
一抗４℃孵育过夜。室温复温 １ｈ，二抗避光孵育 １ｈ。
用 ＤＡＢ染色液在显微镜下显色，显色后苏木精染核，
盐酸乙醇分化，漂洗干净后进行风干，中性树脂封片，

最后在全自动显微镜下观察拍照。

７．统计学方法：以 Ｇｒａｇｈｐａｄ软件进行统计学处
理，至少取３次独立实验结果。计量资料的两组间比
较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．两组人体主动脉组织中 ＰＲＤＸ３表达比较：

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测发现，ＡＤ组患者主动脉血管
ＰＲＤＸ３的表达在 ｍＲＮＡ水平及蛋白水平均较对照组
主动脉明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００，
图１）；人体组织免疫组化结果显示，ＡＤ患者主动脉
组织中 ＰＲＤＸ３表达较对照组明显增高，表现为显微

·５２·
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镜下主动脉血管中膜中出现大量高表达的阳性型号

（图２），用 ＩｍａｇｅＪ软件进行阳性率统计分析发现，
ＡＤ组与对照组之间比较，差异有统计学意义。

图 １　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测人体组织 ＰＲＤＸ３表达
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果；Ｂ．ＰＲＤＸ３相对表达量

　

图 ２　人体主动脉组织标本间免疫组织化学染色
Ａ．免疫组化检测人主动脉 ＰＲＤＸ３表达，红色箭头示

高表达的阳性型号；Ｂ．ＰＲＤＸ３的阳性率

　

２．两组大鼠主动脉组织中 ＰＲＤＸ３的表达：免疫
组化染色结果发现，ＡＤ组较对照组ＰＲＤＸ３表达明显
增高，表现为显微镜下主动脉组织胞质中出现大量高

表达的阳性型号（图３）。
３．不同组 Ｈ２Ｏ２浓度下 ＨＶＳＭＣｓ表达 ＰＲＤＸ３的

比较：ＨＶＳＭＣｓ培养至 ８０％加入过氧化氢处理后，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测发现，Ｈ２Ｏ２实验组 ＰＲＤＸ３的表
达随着 Ｈ２Ｏ２浓度的升高而增高（图４），并在蛋白水平
较对照组明显增高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

讨　　论
本研究发现，ＡＤ患者主动脉组织中过氧化物还原

酶３的表达在 ｍＲＮＡ水平及蛋白质水平均较正常对照
主动脉组织明显增加，提示在主动脉夹层发病过程中

图 ３　大鼠主动脉组织免疫组织化学染色
Ａ．免疫组化检测大鼠主动脉 ＰＲＤＸ３表达，红色箭头示

高表达的阳性型号；Ｂ．ＰＲＤＸ３的阳性率

　

图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞模型内 ＰＲＤＸ３表达
Ａ．不同处理组细胞蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果；

Ｂ．ＰＲＤＸ３相对表达量

　

线粒体氧化应激水平明显升高。同时在免疫组化染色

中发现，在胞质中出现的大量阳性信号也提示在线粒

体中可能发生了氧化应激水平的升高，表现为 ＡＤ组
中 ＰＲＤＸ３的表达较正常对照组的明显增高。但是由
于人体组织标本之间存在的年龄、性别、家族遗传、生

活条件差异性可能带来不可避免的误差，会导致样本

均一性相对较差。为此本研究构建了大鼠主动脉夹层

动物模型，进一步证实线粒体应激相关蛋白 ＰＲＤＸ３的
表达升高可能与主动脉夹层具有密切的联系。

·６２·
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主动脉夹层作为一类致死率极高的主动脉疾病，

其病理变化表现包括主动脉血管平滑肌细胞的丢失

和凋亡过多，弹力纤维断裂，细胞外基质胶原沉积过

多
［４］
。既往研究更多地涉及血管组织的中膜结构，

而对于线粒体这一细胞内重要细胞器涉及较少。线

粒体作为体内主要的供能细胞器，其功能失调会导致

内环境系统的紊乱
［５，６］
。同时线粒体是大量的氧化

还原反应的场所所在，主动脉夹层的发生、发展涉及

多个器官系统的功能失调，细胞内超氧离子的聚集导

致线粒体膜电位下降线粒体结构损伤从而功能受损，

最终导致细胞凋亡发生主动脉夹层。线粒体对氧化

还原应激的适应性反应可能涉及线粒体通道，如线粒

体通 透 性 转 换 孔 （ＭＰＴＰ）和 内 膜 阴 离 子 通 道
（ＩＭＡＣ）。它们的激活导致线粒体内和线粒体间氧化
还原环境的改变，从而导致 ＲＯＳ的释放［７］

。ＡＤ的发
展进程中长期全身炎性介质的释放可能参与其中，带

来的是过量的 ＲＯＳ产生和聚集，而 ＲＯＳ的上升超过
“正常”或“生理”的阈值水平，会导致一种通常被称

为“氧化应激”的过程
［８，９］
。在正常生理条件下，线粒

体负责细胞内大部分 Ｈ２Ｏ２的产生，ＲＯＳ也能作为细
胞内信号分子发挥作用，既往研究已经证明，Ｈ２Ｏ２可
以诱导血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的表型改变，促进细
胞凋亡，从而导致钙化等血管病变

［１０，１１］
。

过氧化还原蛋白（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ，ＰＲＤＸ）是一个高
度保守的过氧化物酶家族，其维持细胞内活性氧

（ＲＯＳ）的动态平衡［１２］
。该家族成员在大多数生物体

中都有表达并参与各种生物学过程，在活性氧（ＲＯＳ）
产生、炎症、肿瘤、动脉粥样硬化、心力衰竭等中均发

挥相应作用
［１３～１６］

。哺乳动物线粒体产生过量活性氧

（ＲＯＳ）所致的线粒体损伤是许多疾病中氧化损伤的
基础。氧化应激下线粒体产生的过量活性氧（ＲＯＳ）
可导致线粒体蛋白质、线粒体膜和 ＤＮＡ的氧化损伤，
损害线粒体合成 ＡＴＰ及其广泛代谢功能的能力，包
括对大多数细胞正常运转至关重要的三羧酸循环、脂

肪酸氧化、尿素循环、氨基酸代谢、血红蛋白合成和

ＦｅＳ中心组装［１７］
。线粒体氧化损伤时还可以通过增

加细胞色素 Ｃ（ｃｙｔＣ）等膜间隙蛋白从而激活细胞凋
亡

［１８］
。ＰＲＤＸ３作为一种内源性过氧化物清除剂，在

正常生理情况下，ＰＲＤＸｓ的产生与 ＲＯＳ处于动态平
衡的状态

［１９］
。当发生主动脉夹层等疾病导致内环境

稳态失调，线粒体氧化应激产生大量的 ＲＯＳ，随之而
来的是线粒体内的过氧化物清除剂 －过氧化还原蛋
白 ＰＲＤＸ３的升高，用以清除过量的 ＲＯＳ。主动脉夹

层发生时产生的大量 ＲＯＳ时伴随而来的是机体随之
而来的 ＰＲＤＸｓ的上调，当上调的 ＰＲＤＸｓ不足以清除
过量的ＲＯＳ时，过量的ＲＯＳ会导致线粒体破碎，平滑
肌细胞凋亡，最终导致主动脉夹层的发生。

综上所述，在主动脉夹层的发生、发展过程中，

ＲＯＳ的爆发可以导致线粒体氧化应激的发生，使线粒
体氧化应激相关过氧化还原蛋白 ＰＲＤＸ３上调；如果过
氧化清除剂 －ＰＲＤＸ３的产生不足以清除过量的 ＲＯＳ，
线粒体稳态无法恢复，过量的 ＲＯＳ则会使得线粒体功
能受损、破裂，同时诱导细胞凋亡，最终促进主动脉夹层

的发生、发展。对主动脉夹层发病机制的进一步探究能

够揭示主动脉夹层这一危险疾病的发病机制，从而为未

来主动脉夹层的早期治疗提供新的治疗思路及靶点。
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连接蛋白表达上调对 ＣＲＳ疾病缓解的作用。后续需
通过增加体外细胞实验及分子生物学实验才可以对

该现象及假设进行进一步验证。

综上所述，本研究通过建立 ＣＲＳ的 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠模型，阐述了鼻上皮间紧密连接蛋白的破坏在烟曲

霉菌提取物致小鼠鼻窦炎发生中的作用。但分子作

用机制目前尚不十分明确，仍需增加体外实验进行深

入探讨。
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