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目的
!

观察低压缺氧对兔动脉粥样硬化斑块胶原含量的影响!并对其机制进行初步探讨$方法
!

日

本大耳兔随机分为常氧对照组和低压缺氧组两组!高胆固醇饮食
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周建立兔动脉粥样硬化"
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#病

变模型后!取主动脉内膜组织分别采用
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逆转核糖核
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#表达$结果
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低压缺氧能明显降低斑块中胶原蛋白含量!提高
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表达"
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低压缺氧能明显降低斑块中胶原蛋白含量!其机制可能与促进炎性反应!升高
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心血管疾病的发生率和死亡率逐年递增#是目前导致人类

死亡的第一大原因)动脉粥样硬化&
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'及其

并发症在其中占有重要地位#

;Y

斑块不稳定及其破裂是导致

心脑血管事件的重要原因#不稳定斑块破裂后产生的一系列并

发症#引起心+脑血管栓塞#严重威胁患者生命安全1

"

2

)斑块中

的胶原含量与斑块的稳定性密切相关#胶原是纤维帽的主要成

分之一#胶原含量越少#纤维帽越薄#斑块越容易破裂1

8

2

)目

前#低压缺氧与动脉粥样硬化形成的相互作用机制尚不清楚#

有关低压缺氧对动脉粥样硬化斑块稳定性的影响研究甚少)

本试验拟选取日本大耳兔为主要研究对象#探讨低压缺氧对

;Y

斑块中胶原含量的影响#从而揭示低压缺氧与
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斑块稳

定性的关系)
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材料与方法
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'试剂盒为上海东洋坊科技有限公司产品)
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方法
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实验分组
!

日本大耳兔
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只随机分为常氧对照组和

低压缺氧组两组)&
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'常氧对照组
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只!高胆固醇饲料&含
".
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猪油和
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'低压缺氧组
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只!高胆固醇饲料
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"

D

喂养
"8

周#低压缺氧试验!参照
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#

2的方法加以改进制作常压低

氧动物舱#模拟常压低压+低氧)压缩空气与混合气体&
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'在电磁阀控制下分别以
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"

A57

的流速输入低

氧舱#间隔
$%6

#循环
"

次"分#每天
/M

#其余时间置饲养笼#室

温+空气+正常摄食+摄水)低压缺氧试验过程中舱内混合气体

浓度由测氧仪检测#并随机采样送气体成分分析)对照组每天

同时置相同规格有机玻璃舱内#空气输入#无缺氧)各组实验

结束当天取标本)
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的提取及荧光定量逆转录聚合酶链反应
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从血

管内膜上刮取约
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粥样组织#置于研磨钵中#加入液氮研

磨#匀浆移入
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管中#加入
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#加入
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离心
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存待用)逆转录按试剂盒说明书进行)荧光定量聚合酶链反

应参见试剂盒说明书!
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扩增模板#阴

性对照扩增模板为去离子水(扩增条件为
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预变性
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随后
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#退火温度
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法测定羟脯氨酸
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从血管内膜上刮取粥样

组织#标本脱水+脱脂+烘干+称重#加
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倍于样本量的
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盐酸在
""%]

分解
8#M

#旋转蒸发器去除盐酸#双蒸水溶解

残留物#加氯胺
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溶液室温静置
8%A57

#加过氯酸溶液室温静

置
+A57

#加对苯胺基苯甲醛溶液在
&%]

温箱加热
8%A57

#取

出冷却后#在波长
+&%7A

处测定吸光值)通过羟脯氨酸标准

曲线计算出待测液内的羟脯氨酸浓度#以此推算组织总胶原蛋

白含量1
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法
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从血管内膜上刮取粥样组织#分别

提取各组细胞总蛋白#测定蛋白质浓度&考马斯亮蓝
O98+%

染

料法 '#并进行
Y0Y9I;O)

蛋白电泳+转膜+封闭)加入一抗
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:B6I8"

蛋白或
O;I0̂

单克隆抗体稀释度分别为
"W"%%%

和
"W+%%

'+二抗#最后进行化学发光显色#显色带经扫描仪扫

描后用
_B7DYGB7+,%

软件进行灰度值半定量分析)以
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作内参照#
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蛋白与
O;I0̂

片段的条带光密度
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'比值为相对值分别进行比较)
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统计学方法
!

所有数据以
>b8

表示#应用
YIYY"%,%

专业统计学软件对数据进行统计学处理#统计学方法采用
J

检

验#当
!

#

%,%+

时认为有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C,B
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低压缺氧对斑块中胶原含量的影响
!

本实验采用

U<>667>@

方法测定斑块中羟脯氨酸的含量#从而推算出胶原

含量)结果常氧对照组胶原蛋白含量&

"#,+/b$,"+
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#低

压缺氧组&

"%,/-b",/8

'
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#两组比较#差异有统计学意义
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!

#

%,%+

')显示低压缺氧后明显降低了斑块中的胶原蛋白

含量#降低率为
8+,#+.

&
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#
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C,C
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低压缺氧对斑块中
2*9&

+
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A:(;

表达的影响
!

本

实验采用
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分别检测了常氧对照组和低压缺氧组斑块

中
2*9&

+

'(f9
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A:(;

的表达)结果如表
$

所示#表明低压缺

氧后明显升高了斑块中
2*9&

+

'(f9

%

A:(;

的表达#分别升高

了
$%,#$.

+

#+,"&.

#差异有统计学意义&
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表
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低压缺氧对斑块中
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表达的影响$
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常氧对照组
%,%38b%,%"& %,%$"b%,%%+

低压缺氧组
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注!与常氧对照组比较#
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低压缺氧对斑块中
(f9

$

_

蛋白表达的影响
!

本实验采

用
U>6?>@7KC<?

法检测常氧对照组和低压缺氧组斑块中
(f9

$

_

的表达)结果分别为常氧对照组!

>b8Z%,%#+b%,%%/

#低

于缺氧组!

>b8Z%,%+-b%,%""

)低压缺氧后#明显升高了斑

块中
(f9

$
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的表达#升高了
8&,&-.

差异有统计学意义&
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D
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;Y

不稳定斑块破裂后产生的一系列并发症#引起心+脑血

管栓塞#严重威胁患者生命安全1

&

2

)目前对斑块稳定性的研究

也越来越受到重视#但现有的研究绝大部分局限于对尸检标本

的研究#通过建立动物模型对此进行研究较少)兔是
;Y

的易

感动物#采用高脂饲料喂养后一般
/

!

"8

周即可获得在腹主动

脉等大血管发生
;Y

的动物模型)为此#本研究选择兔作为低

压缺氧干预促进
;Y

形成1

-

2的造模动物)胶原是纤维帽的主

要成分之一#纤维帽对斑块起保护作用#纤维帽越厚#斑块越稳

定)破裂的
;Y

斑块的纤维帽通常胶原含量较低#能合成胶原

平滑肌细胞的数目也较少1

/

2

)本实验研究发现#低压缺氧会使

兔
;Y

斑块中的胶原含量下降#说明低压缺氧可以降低
;Y

斑

块的稳定性)

;Y

斑块的稳定性除与血液流变学的改变有关

外#还与斑块内的成分密切相关#斑块内的炎性反应因子可以

刺激平滑肌细胞+内皮细胞等产生基质金属蛋白酶#有效降解

胶原和纤维帽内其他细胞外基质#使纤维帽变薄#纤维帽的不

断变薄将最终导致粥样斑块的破裂1

3

2

)本研究发现#低压缺氧

会升高兔
;Y

斑块中的炎性反应因子
'(f9

%

+

2*9&

水平#其降

低斑块中胶原含量的机制可能与升高斑块中的炎性反应因子

水平有关)
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胶原蛋白实验方法1
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卡托普利和缬沙坦对大鼠心肌梗死后胶

原网络重塑的干预研究1

S

2

,

重庆医学#

8%%&

#

$+

&

"+

'!

"$-+9"$--,

!!!!!!!!!!!!

&下转第
8"/&

页'

,

#/"8

,

检验医学与临床
8%"%

年
"%

月第
-

卷第
8%

期
!

*BK >̀DRC57

!

1G?<K>@8%"%

!

a<C,-

!

(<,8%


