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孤儿核受体9C:05通过9PE-((3[fE#对氧化应激诱导的血栓
形成的保护作用及机制研究"

钟华平5!李!林#!谢家和!#

赣南医学院第一附属医院(5=心脏23b'#=血液科'!=心内科!江西赣州!:5$$$

!!摘!要"目的!分析孤儿核受体9C:05对氧化应激诱导的血栓形成的保护作用及机制%方法!选取健康

V8大鼠!$只!随机分为对照组"模型组和 9C:05组!每组5$只%用PI3F! 构建颈动脉血栓大鼠模型!用

9C:05激动剂促进大鼠9C:05的表达%称取!组小鼠的血栓重量'采用苏木精E伊红染色观察颈动脉组织切
片的血栓形成情况'采用蛋白质印迹法检测核转录因子E-(#9PE-($&环氧合酶E##3[fE#$信号轴相关蛋白表达
水平'采用硝酸还原酶法检测9[水平'采用酶联免疫吸附试验#ZA2V0$法检测内皮素E5#Z4E5$"内皮型一氧
化氮合酶#I9[V$"纤溶酶原激活物抑制剂E5#̂02E5$水平'采用放射免疫分析法测定血栓素#4f$(#""E酮E前列
腺素P5*#"E)I+'Ê ,P5*$水平%结果!对照组未形成血栓!9C:05组大鼠血栓重量明显低于模型组!!组比
较!差异均有统计学意义#H'$=$7$%模型组与9C:05组大鼠颈动脉组织9C:05蛋白表达水平均低于对照
组!且模型组低于9C:05组!差异均有统计学意义#H'$=$7$'模型组与9C:05组大鼠颈动脉组织&E9PE-(
&"7及3[fE#蛋白表达水平均高于对照组!且模型组高于9C:05组!差异均有统计学意义#H'$=$7$%模型
组"9C:05组大鼠血清 9["I9[V""E)I+'Ê ,P5*水平及 9[&Z4E5均低于对照组!且模型组均低于 9C:05
组!差异均有统计学意义#H'$=$7$'模型组"9C:05组大鼠血清Z4E5"̂02E5"4f(#水平及 4f(#&"E)I+'E
,̂P5*均高于对照组!且模型组均高于9C:05组!差异均有统计学意义#H'$=$7$%结论! 9C:05对9PE

-(&3[fE#信号通路相关蛋白表达具有负向调控作用!进而减轻大鼠深静脉血栓模型中的血栓和炎症%
关键词"9C:05'!9PE-(&3[fE#'!氧化应激'!血栓
中图法分类号"C7:! 文献标志码"0 文章编号"5"D#E6:77##$#!$57E#5""E$:
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)I+'Ê ,P5*%FIXIF=G=,5C4,!4.IK'/+%'F?%'J&N-N/'+M'%@+.%'@OJL#*/N+.IQI-?.+'M+.%'@OJL-/9C:05
?%'J&Q*LL-?/-M-K*/+FGF'QI%+.*/+.*+-/+.I@'NIF?%'J&#Q-+.*L+*L+-K*FFGL-?/-M-K*/+N-MMI%I/KI$H'
$=$7%=4.II\&%ILL-'/FIXIF'M9C:05&%'+I-/-/+.IK*%'+-N+-LLJI'M+.I@'NIF?%'J&*/N9C:05?%'J&Q*L
F'QI%+.*/+.*+'M+.IK'/+%'F?%'J&#*/N+.I@'NIF?%'J&Q*LF'QI%+.*/+.I9C:05?%'J&#*/N+.IN-MMI%E
I/KILQI%IL+*+-L+-K*FFGL-?/-M-K*/+$H'$=$7%=4.II\&%ILL-'/FIXIFL'M&E9PE-(&"7*/N3[fE#&%'+I-/-/+.I
K*%'+-N*%+I%G+-LLJI'M+.I@'NIF?%'J&*/N9C:05?%'J&QI%I.-?.I%+.*/+.'LI'M+.IK'/+%'F?%'J&#*/N

'""5#' 检验医学与临床#$#!年;月第#$卷第57期!A*O1IN3F-/!0J?JL+#$#!!Y'F=#$!9'=57

" 基金项目!江西省卫生健康委员会科技计划项目$#$#5!$"77%&江西省赣州市指导性科技计划项目$,a#$#$aVP$!5%(

!!作者简介!钟华平#男#主治医师#主要从事临床医学方面的研究(!#!通信作者#ZE@*-F!\-IU-*.IH?"5#"=K'@(



+.I@'NIF?%'J&Q*L.-?.I%+.*/+.I9C:05?%'J&#*/N+.IN-MMI%I/KIL.*NL+*+-L+-K*FL-?/-M-K*/KI$H'$=$7%=
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!!血栓性疾病近年来因其发病率高居各大疾病之
首而受到重视#已成为全球疾病负担和人口死亡的重
要原因#严重威胁人类健康)5*(孤儿核受体 9C:05
是一种即刻早期基因#参与体内多个病理生理过程(
9C:05可通过影响血栓调节蛋白及Z4E5的表达抑
制血栓形成)#*(然而#仍不能完全解释 9C:05参与
调节血栓形成的确切机制(核转录因子E-($9PE-(%
信号通路是经典的炎症信号通路#有研究报道利伐沙
班等药物通过9PE-(进而抑制血栓形成)!*#但其是否
参与由9C:05调控的血栓形成#国内外相关研究较
少见(目前血栓形成病因较多#其中氧化应激是重要
的病因之一(本研究拟研究9C:05对氧化应激诱导
的血栓形成的保护作用及其是否通过调节9PE-("环
氧合酶E#$3[fE#%信号轴从而调节血栓形成经典下游
分子9["内皮素E5$Z4E5%+纤溶酶原激活物抑制剂E5
$̂02E5%+血栓素$4f%0#"前列环素$̂,2#%的表达(
$!材料与方法
$=$!实验动物!选取健康V8大鼠!$只#雌雄各半#
每只体质量#$$&#:$?(适应性饲养5周后#随机分
为对照组+模型组和 9C:05组#每组5$只(本实验
通过赣南医学院实验动物伦理委员会批准#审批号!
#$##5$6(

$=/!试剂与仪器!壳囊孢菌素($3L/E(%+!>戊巴
比妥钠+:>多聚甲醛$美国V-?@*公司%&̂(V缓冲液
$TG3F'/I公司%&无水三氯化铁$PI3F!%试剂$阿拉丁
试剂有限公司%&硝酸还原酶试剂盒$北京索莱宝科技
有限公司%&放射免疫分析试剂盒$北京科美生物技术
有限公司%&酶联免疫吸附试验$ZA2V0%试剂盒$大连
4*c*C*公司%&电子分析天平$美国4.I%@'公司%&
病理切片扫描仪$T*@*@*+LJ公司%(
$='!方法
$='=$!颈动脉血栓模型制备!9C:05组大鼠灌胃
给予5$@?")? (̂V溶解的3L/E(#对照组+模型组大
鼠灌胃给予等量 (̂V(给药5周后#腹腔注射!>戊
巴比妥钠$#@A")?%麻醉大鼠#取仰卧位固定#分离
两侧颈总动脉#右侧颈总动脉备采血用#分离左侧颈
总动脉长度!K@#下置小片塑料薄膜$:K@j#K@%#
保护血管周围组织(模型组+9C:05组用完全浸透

7$> PI3F! 溶液的滤纸条$#K@j5K@%环敷于左侧

颈总动脉段上#对照组敷生理盐水滤纸条#!$@-/后
去除滤纸条#去除滤纸条后!$@-/#从右侧颈总动脉
插管取血:@A#:_!$$$%"@-/离心57@-/#分离
血清#于<#$_保存备用(
$='=/!测定血栓重量!取血后迅速剪下左侧颈总动
脉血栓部位血管段#用滤纸吸干表面血液#用电子分
析天平称取血栓湿重(
$='='!观察病理情况!左侧颈总动脉血栓部位血管
段称重后#浸泡于:>多聚甲醛中固定#用于苏木精E
伊红$TZ%染色#并使用病理切片扫描仪对切片进行
扫描(
$='=1!测定血清部分指标水平!采用硝酸还原酶法
检测9[水平#ZA2V0法检测Z4E5+内皮型一氧化氮
合酶$I9[V%+̂02E5的水平#用放射免疫分析法测定
4f0#+前列环素$̂,2#%的稳定代谢产物4f(#+"E酮E
前列腺素P5*$"E)I+'Ê ,P5*%水平(以上检测均按照
试剂盒使用说明书进行操作(
$='=2!测定大鼠颈动脉组织蛋白表达水平!取大鼠
左侧颈动脉组织剪碎#加入C2̂ 0蛋白裂解液#提取
总蛋白((30法测定蛋白浓度#得出样品总浓度后进
行上 样+电 泳+转 膜+封 闭(加 入 4'FF样 受 体 :
$4AC:%+髓样分化蛋白抗原$1G8;;%+9PE-(一抗
$稀释浓度均为5m5$$$%:_孵育过夜&清洗#加入
二抗$稀释浓度5m!$$$%孵育(按照电化学发光试
剂盒说明书进行显色#采用凝胶成像系统扫描图像测
定 条 带 灰 度 值#以 ,0̂ 8T 为 内 参 蛋 白#计 算
9C:05+9PE-(+3[fE#蛋白的相对表达量(

$=1!统计学处理!采用 V̂ VV#!=$统计软件进行数
据分析(符合正态分布的计量资料以3h5表示#两
组间比较采用9检验#多组间比较采用单因素方差分
析(以H'$=$7为差异有统计学意义(
/!结!!果
/=$!各组大鼠血栓重量比较!对照组未形成血栓
)$$=$$h$=$$%@?*#9C:05组大鼠血栓重量为
$:=6"h5=:#%@?#明显低于模型组的$;=D:h#=!"%

@?#差异有统计学意义$BBD7=;D7#H'$=$7%(
/=/!各组大鼠颈动脉病理情况!对照组血管结构完
整#内皮细胞未见增生或脱落#管腔内无明显血栓形
成#管壁均匀(而模型组血管管腔内存在大面积的连
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续血栓#几乎完全阻断血管#镜下见血管壁变薄#结构
不清晰(与模型组相比#9C:05组血栓形成明显减
少#镜下见血管壁各层结构较模型组清晰(

/='!各组大鼠颈动脉组织 9C:05+&E9PE-(&"7+

3[fE#蛋白表达水平比较!模型组与 9C:05组大
鼠颈动脉组织 9C:05蛋白表达水平均低于对照组
$H'$=$7%#且模型组低于9C:05组$H'$=$7%&模
型组与 9C:05组大鼠颈动脉组织 &E9PE-(&"7+

3[fE#蛋白表达水平均高于对照组$H'$=$7%#且模
型组均高于9C:05组$H'$=$7%(见表5(
表5!!各组大鼠颈动脉组织蛋白表达水平比较%3h5&

组别 ( 9C:05 &E9PE-(&"7 3[fE#
对照组 5$ 5=:6h$=$" $=D:h$=$7 $=:5h$=$#
模型组 5$ $=6!h$=$;* 5=":h$=#D* 5=#Dh$=5;*

9C:05组 5$ 5=#7h$=$:*O $=65h$=5"*O $="!h$=5#*O

B #5:=5:; "D=DD" 5##=:":
H '$=$$5 '$=$$5 '$=$$5

!!注!与对照组相比#*H'$=$7&与模型组相比#OH'$=$7(

/=1!各组大鼠血清部分指标水平比较!模型组+

9C:05组大鼠血清 9[+I9[V+"E)I+'Ê ,P5*水平
及9["Z4E5均低于对照组$H'$=$7%#且模型组均
低于9C:05组$H'$=$7%&模型组+9C:05组大鼠
血 清 Z4E5+̂ 02E5+4f(# 水 平 及 4f(#""E)I+'E
,̂P5*均高于对照组$H '$=$7%#且模型组高于

9C:05组$H'$=$7%(见表#+图5(

图5!!各组大鼠颈动脉组织蛋白印迹图

表#!!各组大鼠血清部分指标水平比较%3h5&

组别 (
9[

$!@'F"A%
I9[V
$b"A%

Z4E5
$&?"@A%

9["Z4E5
0̂2E5

$0b"@A%
4f(#
$/?"A%

"E)I+'Ê,P5*
$/?"A%

4f(#""E)I+'E

,̂P5*

对照组 5$ !"=$Dh:=#6 !#=#Dh:=$" D:=;!h5:=;5 $=7$h$=55 $=D"h$=$; #;D=;;hD!=5! 6#=6:h#:=$7 !=#6h5=5"

模型组 5$ #7=6#h#=D;* #:=5;h#=5#* 557=5"h#5=6#* $=#!h$=$"* 5=5#h$=$7* :"!=D5h5$:=#7*:7=$"h5!=D$* 5$=;Dh#=D6*

9C:05组 5$ !$="7h!=5"*O #;=7#h5=D:*O ;;=5:h5;=6:O $=!"h$=$6*O $=;Dh$=$:*O !D#=5!h;#="5*O "6=$5h57=6"*O 7=7!h5=#!*O

B #5=:#7 #$=:D 55=6"7 #!=7;5 6"=7#7 5$=$"6 5"=;: :#=D::

H '$=$$5 '$=$$5 '$=$$5 '$=$$5 '$=$$5 $=$$5 '$=$$5 '$=$$5

!!注!与对照组相比#*H'$=$7&与模型组相比#OH'$=$7(

'!讨!!论
血栓形成可引起血栓栓塞性疾病#其致死率+致

残率较高#而且发病率逐年增加#对人类健康造成极
大损害(故寻找抗血栓治疗的潜在靶点具有重要意
义(本研究用PI3F! 构建颈动脉血栓大鼠模型#通过
腹腔注射 9C:05激动剂促进大鼠 9C:05的表达#
同时检测9PE-("3[fE#信号轴相关蛋白表达水平及

9["Z4E5+̂ 02E5+4f0#"̂ ,2# 的表达#以期分析

9C:05对氧化应激诱导的血栓形成的保护作用
机制(

9C:05广泛表达于各组织+器官(相关研究显
示#9C:05主要参与细胞存活+凋亡+代谢+血管重塑
和胆固醇合成等过程#具有调节葡萄糖代谢#调控血
管新生#调节内皮细胞功能等作用):E"*(9PE-(作为
炎症的关键转录因子#其激活可调节下游炎症介质

3[fE#水平(3[fE#为诱导型环氧化酶#在生理状
态下不表达或低水平表达#出现炎症时其表达上调#
通过催化产物前列腺素+4f+细胞间黏附分子等炎症
介质参与血栓形成)D*(本研究结果显示#9C:05组

大鼠血栓重量明显低于模型组$H'$=$7%&模型组大
鼠颈动脉组织9C:05蛋白表达水平低于9C:05组
$H'$=$7%&模型组大鼠颈动脉组织&E9PE-(&"7及

3[fE#蛋白均高于9C:05组$H'$=$7%(提示上调

9C:05水平#可抑制 9PE-("3[fE#信号通路#进而
改善颈动脉血栓大鼠模型中血栓情况(有研究发现#
抑制9PE-(信号通路#可减轻大鼠深静脉血栓模型中
的血栓和炎症);*#与本研究结果一致(

9[和Z4E5均为血管内皮细胞合成+释放的血
管活性因子#可反映血管内皮功能(9["Z4E5比值
的调节对血栓形成起着重要作用(I9[V可通过释放

9[来调节正常的血管张力及血栓阻力#维持内皮细
胞的稳态(当血管内皮损伤时#会导致氧自由基生成
增加#9[分泌减少( ,̂2#具有舒张血管#抑制血小
板活化#抗血栓形成的作用#"E)I+'Ê ,P5*可反映

,̂2#的水平&4f0#具有强烈的促使血管收缩及活
化血小板+促进血栓形成的作用#4f(#可反映4f0#
的水平&̂,2#和4f0#平衡失调与血栓形成密切相
关)6*( 0̂2E5在纤溶系统中起着决定性作用#能够调
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节纤维蛋白溶解的过程#进而促进血栓形成并抑制血
栓的降解和重塑)5$*(本研究中#模型组+9C:05组大
鼠血清 9[+I9[V+"E)I+'Ê ,P5*水平及 9["Z4E5
均低于对照组$H'$=$7%#且模型组均低于 9C:05
组$H'$=$7%&模型组+9C:05组大鼠血清 Z4E5+

0̂2E5+4f(#水平及4f(#""E)I+'Ê ,P5*均高于对
照组$H'$=$7%#且模型组均高于 9C:05组$H'
$=$7%(提 示 9C:05 可 上 调 9[+I9[V+"E)I+'E
,̂P5*水平及 9["Z4E5#下调 Z4E5+̂ 02E5+4f(#
水平及4f(#""E)I+'Ê ,P5*#进而减轻大鼠颈动脉血
栓模型中的血栓和炎症(

综上所述#9C:05对9PE-("3[fE#信号通路相
关蛋白表达具有负向调控作用#进而减轻大鼠深静脉
血栓模型中的血栓和炎症#为临床血栓栓塞性疾病的
治疗提供了新的思路和策略(
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