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黄芩苷对慢性间歇性缺氧兔主动脉ＮＦκＢ和ＴＮＦα表达的影响
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（１．湖南省人民医院老年病科，长沙４１０００５；２．中南大学湘雅二医院老年病科，长沙４１００１１；

３．湖南省人民医院检验科，长沙４１０００５）

　　摘　要：目的　探讨慢性间歇性缺氧兔主动脉核转录因子（ＮＦ）κＢ和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α的表达水平，寻求两炎性因子

之间可能存在的联系，并观察黄芩苷的可能干预作用。方法　（１）利用常压间歇低氧舱制备慢性间歇性缺氧兔模型：空白对照组

新西兰兔常规饲养，后４周予生理盐水灌胃，实验周期为８周；慢性间歇性缺氧组给予间歇性缺氧，总共维持８周；黄芩苷干预组

同慢性间歇性缺氧组，持续予以相同间歇性缺氧８周，后４周给予黄芩苷灌胃干预［１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］。（２）形态学实验检测：光镜

下观察 ＨＥ染色后主动脉结构改变；ＳＡＢＣ法行免疫组织化学后定性及半定量检测主动脉内膜 ＮＦκＢ和 ＴＮＦα蛋白的表达。

结果　（１）慢性间歇性缺氧组兔主动脉出现了早期动脉粥样硬化的病理改变。黄芩苷干预组未出现明显早期动脉粥样硬化改变；

（２）慢性间歇性缺氧组兔主动脉内皮细胞中ＮＦκＢ和ＴＮＦα的表达明显升高；黄芩苷干预组与慢性间歇性缺氧组相比，ＮＦκＢ、

ＴＮＦα在主动脉内皮的表达水平明显减弱。（３）兔主动脉内皮细胞 ＮＦκＢ表达水平与ＴＮＦα呈正相关（狉＝０．７０２，犘＜０．０１）。

结论　慢性间歇性缺氧可导致兔早期动脉粥样硬化改变，其机制与激活ＮＦκＢ、ＴＮＦα相关。黄芩苷可通过减轻内皮细胞ＮＦκＢ

活性，下调ＴＮＦα表达，达到控制血管内皮炎性反应、抗动脉粥样硬化的目的。

关键词：慢性间歇性缺氧；　核转录因子κＢ；　肿瘤坏死因子；　黄芩苷
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　　阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（ＯＳＡＨＳ）是一种慢性

睡眠疾病，其特征是睡眠状态中反复发生的上气道完全或不完

全阻塞导致间断的低氧血症或合并高碳酸血症。最近国外已

有研究表明，ＯＳＡＨＳ患者血清中核转录因子（ＮＦ）κＢ及炎性

因子水平升高［１２］。ＮＦκＢ是调节细胞基因转录的关键因子之

一，在动脉粥样硬化发生发展中起重要作用。肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）α是受ＮＦκＢ调节的一种促炎性细胞因子，在调控细

胞免疫反应中起重要病理生理作用。近年来国内外对黄芩苷

的研究逐步增多，认识日益加深，发现黄芩苷有清除氧自由基，

减轻组织缺血再灌注损伤，调节细胞凋亡等多方面作用。本研
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究通过建立慢性间歇性缺氧兔模型，检测其主动脉中 ＮＦκＢ、

ＴＮＦα的表达，探讨慢性间歇性缺氧兔动脉硬化的可能机制，

并采取黄芩苷干预，比较药物干预前后两种炎性因子在主动脉

内皮的表达，以期为治疗ＯＳＡＨＳ患者相关的心血管疾病提供

实验依据和理论支持。

１　材料与方法

１．１　实验对象　从中南大学动物实验部购买健康新西兰兔

２４只，实验开始时均７月龄左右，雄性，体质量为（２．７８±

０．３２）ｋｇ，购回后在室温（２５±１）℃，饲养２级条件下饲养１周，

而后随机分为３组：空白对照组、慢性间歇性缺氧组、黄芩苷干

预组，每组各８只。

１．２　仪器与试剂　仪器：间歇低氧舱由 ＨＢＯ２Ｂ型控氧仪、

氮气储气瓶、有机玻璃舱和排气装置４个部分组成。试剂：兔

免疫组织化学ＳＡＢＣ试剂盒工作液、生物素标记羊抗兔ＩｇＧ、

ＮＦκＢ兔抗人多克隆抗体工作液、ＴＮＦα兔抗人多克隆抗体，

均购自武汉博士德公司；ＡＥＣ显色剂购自北京中杉公司。

１．３　方法

１．３．１　动物模型制备与分组　空白对照组：在常规饲养条件

下饲养８周，后４周采用生理盐水灌胃。慢性间歇性缺氧组：

每日上午９点至下午５点将该组新西兰兔置于间歇低氧舱内，

向舱内循环充入氮气、排出空气，每次循环８ｍｉｎ，即４ｍｉｎ充

入氮气使缺氧舱内氧气最低浓度达８．５％，维持时间１ｍｉｎ，其

后２ｍｉｎ通过排气装置排出舱内混合空气，使舱内氧浓度恢复

到２１％并维持１ｍｉｎ，如此循环，周而复始。黄芩苷干预组：同

慢性间歇性缺氧组予以间歇性缺氧处理８周，后４周给予黄芩

苷［１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］灌胃干预。

１．３．２　形态学检测　８周后新西兰兔经苯巴比妥钠（１００

ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射麻醉，麻醉成功后剪开腹腔，后沿膈肌剪

开，剪断肋骨，暴露心脏，取出主动脉标本放于１０％中性甲醛

液中固定处理，其后对固定后的主动脉进行脱水、二甲苯透明、

石蜡包埋、切片操作。将一部分切片行 ＨＥ染色后置于普通光

学显微镜下观察，另一部分切片采用ＳＡＢＣ法分别行 ＮＦκＢ、

ＴＮＦα免疫组织化学染色。ＮＦκＢ蛋白定性分析：主动脉内

皮细胞或平滑肌细胞的细胞核或细胞质出现棕红色颗粒为阳

性表现。ＴＮＦα蛋白定性分析：主动脉内皮细胞的细胞质出

现棕红色颗粒为阳性表现。ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白免疫组织化学

半定量分析：采用ＣＭＩＡＳⅡ多功能真彩色病理图像分析系统

分别记录３组ＮＦκＢ及ＴＮＦα表达的平均灰度值。平均灰度

值可反映蛋白的半定量表达，值越高，说明蛋白表达量越高；值

越低，则说明蛋白表达量越低。每例取５张切片，在２０倍物镜

下经标准灰度校正后每张切片检测随机５个视野的平均灰度

值，取５个数据的平均值为一个标本的 ＮＦκＢ和ＴＮＦα蛋白

定量指标。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行统计处理和

分析，计量资料以狓±狊表示，ＮＦκＢ和ＴＮＦα数据组间比较

采用狋检验，ＮＦκＢ和ＴＮＦα之间的相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ

相关分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥ染色后兔主动脉病理变化　光学显微镜下空白对照

组主动脉内膜内皮细胞排列完整有序，中膜的平滑肌细胞完

整，排列规则。慢性间歇性缺氧组主动脉出现血管壁增厚，内

膜下可见泡沫细胞沉积，内皮细胞大部分缺失，中膜的平滑肌

细胞排列紊乱。黄芩苷干预组病变轻于慢性间歇性缺氧组，内

皮细胞小部分缺失，内膜下无泡沫细胞形成。见图１。

　　注：Ａ为空白对照组；Ｂ为慢性间歇性缺氧组；Ｃ为黄芩苷干预组。

图１　　ＨＥ染色后兔主动脉病理变化

２．２　ＮＦκＢ免疫组织化学结果　ＮＦκＢ蛋白阳性信号为主动

脉的内皮细胞或平滑肌细胞的细胞质或细胞核出现棕红色颗

粒。空白对照组表达呈弱阳性或低表达（ＮＦκＢ灰度值为

１１８．５６±７．４４），慢性间歇性缺氧组表达呈强阳性（ＮＦκＢ灰度

值为１６８．５７±１１．２８），黄芩苷干预组（ＮＦκＢ灰度值为１４１．３１±

１１．５７）表达较慢性间歇性缺氧组明显下降，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。见图２。

　　注：Ａ为空白对照组；Ｂ为慢性间歇性缺氧组；Ｃ为黄芩苷干预组；

图中箭头所示为ＮＦκＢ蛋白阳性信号表现。

图２　　３组ＮＦκＢ免疫组织化学结果

２．３　３组ＴＮＦα免疫组织化学结果　ＴＮＦα蛋白阳性信号

表现为主动脉内皮细胞细胞质出现棕红色颗粒。空白对照组

表达呈弱阳性或低表达（ＴＮＦα的灰度值为１１８．８１±８．１３），

慢性 间 歇 性 缺 氧 组 表 达 呈 强 阳 性 （ＴＮＦα 的 灰 度 值 为

１６２．６８±１５．０９），黄芩苷干预组（ＴＮＦα的灰度值为１４１．７３±

１４．６４）表达较慢性间歇性缺氧组下降，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。见图３。

　　注：Ａ为空白对照组；Ｂ为慢性间歇性缺氧组；Ｃ为黄芩苷干预组；

图中箭头所示为ＴＮＦα蛋白阳性信号表现。

图３　　３组ＴＮＦα免疫组织化学结果
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２．４　新西兰兔主动脉 ＮＦκＢ表达水平与 ＴＮＦα表达的关

系　新西兰兔主动脉中，ＮＦκＢ表达水平与ＴＮＦα表达呈显

著正相关（狉＝０．７０２，犘＜０．０１）。见图４。

图４　　ＮＦκＢ与ＴＮＦα的相关分析

３　讨　　论

ＯＳＡＨＳ现已明确为心脑血管疾病危险因素之一，可增加

动脉硬化、冠心病及脑卒中的发病率［３］。动脉粥样硬化目前被

认为始于血管内皮的损伤，而炎性反应在其中起了举足轻重的

作用。研究表明，ＯＳＡＨＳ患者血清炎性细胞因子、黏附分子

等明显升高，提示ＯＳＡＨＳ可引起全身炎性反应
［２］。本实验中

选择新西兰兔主动脉为研究对象，观察到经过８周的间歇性缺

氧干预后新西兰兔主动脉可出现粥样硬化的早期改变，且同时

伴有主动脉中ＮＦκＢ、ＴＮＦα表达升高，提示慢性间歇性缺氧

可能通过提高 ＮＦκＢ、ＴＮＦα表达来促进早期动脉粥样硬化

的发生。

ＮＦκＢ是Ｒｅｌ家族的蛋白质，包括 Ｐ５０（ＮＦκＢ１）和 Ｐ５２

（ＮＦκＢ２）、ＲｅｌＡ（Ｐ６５）、ＲｅｌＢ、ＲｅｌＣ。细胞处于静息状态时，

ＮＦκＢ与ＩκＢ形成复合体，此复合体呈失活状态存在于细胞质

中，无调节基因转录的功能，而一旦细胞受到缺氧、感染等外界

因素的刺激，则会引发一系列的酶促反应。慢性间歇性缺氧的

缺氧复氧过程类似缺血再灌注过程，可产生大量氧自由基

（ＲＯＳ）。ＲＯＳ可通过氧化ＩＫＫ激酶的关键位点使ＩＫＫ激酶

活化，活化后的ＩＫＫ激酶接着使ＩＫＢ磷酸化，ＩＫＢ磷酸化后可

活化ＮＦκＢ。ＮＦκＢ活化后进入细胞核，在细胞核内结合于

ＴＮＦα启动子的κＢ序列，促进ＴＮＦα基因的转录，增加ＴＮＦ

α释放
［４］。ＴＮＦα是受 ＮＦκＢ调控的一种促炎性细胞因子，

在心肌缺血再灌注损伤、动脉粥样硬化等疾病的病理生理过

程中起重要作用。Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ等
［５］通过建立慢性间歇性缺氧

鼠模型表明ＮＦκＢ在鼠动脉中表达强且快于其他组织，提示

血管中的内皮细胞和平滑肌细胞对慢性间歇性缺氧的刺激非

常敏感。研究已证实血浆中早期动脉硬化的发生与ＴＮＦα水

平有关［６］，且拮抗ＴＮＦα可改善动脉硬化及血管内皮损伤
［７］。

本研究发现，经慢性间歇性缺氧干预后，兔主动脉内皮细

胞中出现了ＴＮＦα表达升高且有比较典型的早期动脉粥样硬

化病理改变，泡沫细胞沉积。分析慢性间歇性缺氧导致ＴＮＦ

α升高可能有以下机制：一方面慢性间歇性缺氧可能通过激活

巨噬细胞产生ＴＮＦα
［８］，另一方面ＯＳＡＨＳ患者睡眠过程中存

在睡眠结构紊乱，这也会影响ＴＮＦα分泌
［９］。另外，ＴＮＦα的

产生还受肥胖及血糖升高等的影响，而ＯＳＡＨＳ患者常合并糖

尿病、代谢综合征等，这些合并症也会进一步促进血浆中

ＴＮＦα水平升高。ＴＮＦα分泌后可作用于血管内皮细胞，增

加中性粒细胞的黏附作用及黏附分子的表达水平，使血管内皮

细胞产生其他炎症介质，共同介导血管内皮的炎性反应。此

外，ＴＮＦα还可以通过细胞毒作用致内皮细胞脱落，造成直接

血管内皮细胞损伤［１０］。本实验结果还表明，动脉内皮细胞中

ＴＮＦα表达水平与 ＮＦκＢ呈正相关。结合既往研究，ＴＮＦα

与ＮＦκＢ之间存在正反馈作用，ＮＦκＢ诱导ＴＮＦα分泌，促进

ＴＮＦα生成，新生成的ＴＮＦα又可以与细胞表面的ＴＮＦα受

体结合，经由细胞内信号传导系统使ＮＦκＢ的激活，促进更多

的炎性细胞释放炎性因子，扩增炎性反应［１１］。

黄芩苷是一种来源于植物的黄酮类化合物，具有抗炎、抗

过敏、抗氧化等药理作用。研究结果表明，含黄芩苷与儿茶素

的复合制剂可防止高脂饮食引起的氧化应激、炎症和血管功能

障碍［１２］。汉黄芩素通过 ＭＡＰＫ 信号通路抑制 ＮＦκＢ，阻断

ＴＮＦα，抑制人主动脉平滑肌细胞中 ＭＭＰ９表达，从而减轻

动脉粥样硬化［１３］。本研究发现，在加用黄芩苷干预后，主动脉

内皮细胞中 ＮＦκＢ、ＴＮＦα表达均较慢性间歇性缺氧组明显

下调，两者变化同向，提示黄芩苷可能通过下调ＮＦκＢ、ＴＮＦα

水平，减轻慢性间歇性缺氧对于内皮细胞的损伤；推测其可能

通过改善慢性间歇性缺氧的氧化应激状态，减少 ＮＦκＢ激活，

下调ＮＦκＢ调控的炎症介质ＴＮＦα的表达，从而阻止了动脉

粥样硬化的进程，而其具体信号通路尚待进一步研究探讨。

综上所述，本实验证实慢性间歇性缺氧能通过激活 ＮＦ

κＢ，活化ＮＦκＢ调控的靶基因，诱导炎症介质ＴＮＦα的产生，

导致早期动脉粥样硬化病变的发生。黄芩苷可通过抑制内皮

细胞ＮＦκＢ活性，下调ＴＮＦα表达，控制血管内皮炎性反应，

实现抗动脉粥样硬化的作用。ＮＦκＢ可作为慢性间歇性缺氧

导致早期动脉粥样硬化的干预新靶点，为ＯＳＡＨＳ的治疗提供

了新的思路。
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ＶＤ发生。神经细胞缺血坏死后，大脑中既有胶质细胞增生，

也有神经细胞凋亡和脑白质变性发生［１６］。ＶＤ患者受损脑组

织越多、越严重，痴呆症状也越严重。脑梗死后２４ｈ内ＥＥＧ

就有阳性发现，早于ＣＴ，在早期诊断中较ＣＴ有明显优势
［１７］。

而应用ＱＥＥＧ，通过定量测定，则在诊断方面更具优势。

综上所述，ＱＥＥＧ是一种简单实用的方法，克服了传统肉

眼判断的主观影响，通过观察脑波（δ＋θ）／（α＋β）值的细微变

化，对异常的发现较常规ＥＥＧ更准确、更敏感，对 ＡＤ与 ＶＤ

的诊断、鉴别诊断及认知功能评估有重要价值。
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