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·基础研究·

运动对Apo E基因敲除小鼠冠状动脉超氧化物
阴离子和NF-κB的调控作用*

吴继全1，2 程文立1，5 陈 莉1 黎 娜1 韩呈武3 孔 晶4 李 鸿4 潘 琳4 姜国臣1 彭靖嫔1

摘要

目的：探讨长期中等负荷耐力运动对载脂蛋白E（Apo E）基因敲除小鼠冠状动脉粥样硬化的影响和对冠状动脉超

氧化物阴离子、CD40L的调控作用。

方法：40只6周龄Apo E基因敲除小鼠随机分为运动干预组和对照组。运动干预组给予长期中等负荷耐力跑台运

动干预32周；一般对照组未予以特殊干预。实验结束后评估两组小鼠冠状动脉主干的动脉粥样硬化病理形态学改

变程度，采用荧光免疫组化法测定冠状动脉主干的超氧化物阴离子、CD40L的表达、实时PCR的方法测定NF-κB、

MCP-1mRNA的表达。

结果：一般对照组冠状动脉粥样硬化进展显著；长期中等负荷耐力运动组冠状动脉粥样硬化程度显著下降、冠状动

脉主干狭窄率较对照组显著下降（33.3±5.66 % vs 48.3±5.91%,P<0.01）、冠状动脉主干超氧化物阴离子显著低于对

照组（2.17±0.69 vs 3.70±0.51, P<0.01），CD40L的表达均显著低于对照组（1.97±0.41 vs 2.47±0.35,P<0.01），并且

NF-κB、ICAM-1、MCP-1mRNA的表达也显著低于对照组。

结论：长期中等负荷耐力运动可显著下调Apo E基因敲除小鼠冠状动脉超氧化物阴离子与CD40L的表达，减轻炎

症浸润并延缓冠状动脉粥样硬化的进展。
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Abstract
Objective：To investigate the regulatory effect of exercise on the expressions of superoxide anion and inflamma-

tory reaction changes in coronary artery of apolipoprotein E(Apo E) deficient mice and the atherosclerotic pro-

gression of main coronary artery by treating with long-term medium load endurance exercise.

Method：Forty 6-week-age Apo E deficient mice were randomly divided into two groups：the exercise group

and the control group (n=20, each). The mice in the exercise group were kept on a long-term of 32 weeks

treadmill exercise. At the end of study, the morphology changes of main coronary artery were evaluated, the

expressions of superoxide anion and leukocytel differentiation antigen 40 ligands (CD40L) on the coronary ar-

tery were measured by fluoroimmanohistochemical technique, and the expressions of inter cellular adhesion mol-

ecule(ICAM)-1, monocyte chemoattractant protein(MCP)-1 and NF-κB were also measured by real-time fluores-

cence quantitative PCR technique.
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急性心血管病事件以其高发生率和致死率在疾

病中名列前茅，如何减缓冠状动脉粥样硬化的进展，

减少急性心血管病事件的发生，是多年来探索的课

题。近年有文献报道，适度的运动训练有利于心脏

康复，减缓冠状动脉粥样硬化的进展[1]，但既往研究

所观察时间较短，有关长期运动的研究较少。Pel-

legrin 等 [2]发现长期运动有益于稳定动脉粥样硬化

斑块，但有关长期运动对冠状动脉粥样硬化的影响

尚未见报道，并且其可能的机制仍不明确。为此，我

们对中等强度长期运动是否减缓冠状动脉粥样硬化

的进展进行了实验研究，并对其可能机制进行了探

讨。

动脉粥样硬化与氧化和炎症密不可分，氧自由

基对血管局部的损伤是引发和加重动脉粥样硬化的

重要原因之一[3]，超氧化物阴离子是阴离子自由基

中的一个重要组成部分，运动可以降低氧自由基的

产生，既往有关氧自由基的研究多测定的是血清、肝

脏或心肌组织中的总含量，尚未见有关运动对冠状

动脉组织中氧自由基表达影响的直接证据。本研究

对冠状动脉组织超氧化物阴离子进行了直接的测

定，并观察到中等量长期负荷运动显著降低了冠状

动脉组织超氧化物阴离子的表达；同时由于动脉粥

样硬化是一个慢性炎症过程，氧自由基与动脉粥样

硬化的慢性炎症密不可分，二者相互影响，最终影响

动脉粥样硬化的进程，因此，本研究观察了有关炎症

的变化，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

DSPT202 型小动物跑台 (杭州立泰)；Hitachi

7600生化自动分析仪（日本），抗鼠白细胞分化抗原

40 配 体（leukocyte differentiation antigen 40 li-

gands，CD40L)单克隆抗体（Abcam 公司，英国）、超

氧阴离子（采用超氧化物阴离子荧光探针，Santa

Cruz，美国，2μmol/L)、抗鼠核因子-κB P50亚基（nu-

clear factor κB P50 subunit，NF-κB P50）多克隆抗

体、FITC 标记的二抗（Abcam 公司，英国）。cDNA

合成试剂盒和荧光定量 RCR 试剂盒均购自 Santa

Cruz公司；NFκB P50、细胞间黏附分子1（请补充英

文全称，ICAM-1）、单核细胞趋化蛋白 (monocyte

chemoattractant protein 1, MCP-1)的上、下游引物

均购自美国 Invitrogen公司。主要仪器：解剖显微镜

（Nikon 90i，Nikon 公司，日本）；偏振光显微镜

(Olympus B, Olympus 公司，日本)，荧光分光光度

计（SpectraMax M2,MDC 公司，美国），Amp PCR

Systeme9700 由 美 国 ABI 公 司 提 供 ，Rotor

gene-3000A 定量 PCR 仪 (芬兰基因公司)。 Image

Pro-plus 6.0 图像分析软件购自美国 Media Cyber-

netics公司。

1.2 实验动物

6周龄Apo E基因敲除小鼠（品系C57/6J，北京

大学试验动物中心自美国 Jackson实验室引进并培

育）40只，均为雄性，体重19—21g,饲以普通饲料（中

国医学科学研究动物研究所提，60Coy灭菌照射处

理），饲养条件为清洁级 2级，自由饮水进食。进食

保证通风条件良好，室温 22—24℃，相对湿度 50%，

光照时间12h/d。

1.3 方法

1.3.1 动物分组与处理：将40只Apo E基因敲除小

鼠环境适应性喂养 2周后随机分成 2组，运动组(A

Result：The atherosclerotic stenosis severity of main coronary artery in the control group was more seriously

than that of the exercise group (48.3±5.91% vs 33.3±5.66, P<0.01). The expressions of superoxide anion and

CD40L on coronary artery were significantly lower in the exercise group than that of the control group（2.17±

0.69 vs 3.70±0.51, P<0.01; 1.97±0.41 vs 2.47±0.35, P<0.01）. The mRNA expressions of ICAM-1, MCP-1 and

NF-κB were also significantly lower in the exercise group than that of the control group.

Conclusion：Long-term medium load endurance exercise can inhibit the superoxide anion expression, reduce the

inflammation reaction on coronary artery and slow down the progression of coronary artery atherosclerosis of

Apo E deficient mice.

Author's address China-Japan Friendship Hospital，Beijing,100029

Key word endurance exercise；apolipoprotein E-deficient mice；atherosclerosis；superoxide anion；NF-κB
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组，n=20)和自由运动的对照组（B组）。每天清晨测

量体重。运动方案[4]：先进行 2周适应性跑台运动，

跑台坡度 0°，每周运动 5d，运动强度和运动时间每

天递增，第一周运动时间逐渐由 15min达到 45min，

每次运动为3—5min，每次运动中间休息2min，每天

运动 1—2 次，运动速度由 8m/min 到 12m/min。第

二周运动时间逐渐增至60min，每次运动为5min，每

天运动 2—3次，每次运动中间休息 2min，运动逐渐

增至速度 15m/min，并且该运动方式最后直至实验

结束，共持续32周。

1.3.2 检测项目及检测方法。

1.3.2.1 血清胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）测定:采

用酶法测定。

1.3.2.2 免疫荧光及超氧化物阴离子荧光测定：冰

冻切片以丙酮固定，在室温下分别与抗鼠CD40L抗

体孵育, FITC 标记的二抗与一抗结合。以超氧阴

离子孵育30min，以PBS漂洗4次。切片用荧光显微

镜(Nikon 90i，日本)进行检查，计算平均光密度值对

表达量进行定量分析。结果由1名不了解实验方案

的人员使用 Image Pro.5.1+软件进行资料分析。

1.3.2.3 实时 PCR：主动脉弓提取总 RNA（每组 10

例）。反转录后，进行实时荧光定量RT-PCR扩增。

实时定量PCR：主动脉根部提取总RNA，反转录后，

实时荧光定量RT-PCR扩增测定MCP-1、NF-κB P65

亚基的表达。引物采用引物表达程序进行设计并确

保引物跨越内含子。引物序列如下：
MCP-1上游：5'-CTGGATCGGAACCAAATGAG-3'，

下游：5'-AAGGCATCACAGTCCGAGTC-3'，

NF-κB P65亚基：上游:5'-AGCTCAAGATCTGCC G-3'，

下游:5'-TCTCACATCCGATTTTTGATAACC-3'，

β-actin上游：5'-TGACAGGATGCAGAAGGAGA-3'，

下游：5'-CGCTCAGGAGGAGCAATG-3'。

采用引物表达程序进行设计并确保引物跨越内

含子，购自 Invitrogen 公司。扩增条件 95℃ 5min，
95℃ 20s，60℃ 1min，共 40个循环。标本进行重复

试实验结果与对照组比较，并定后者值为1，得出浓

度相对值。

1.4 统计学分析

采用盲终点的方法对结果进行评定，组间比较

采用方差分析及 t检验的方法，全部数据以均数±标

准差表示。数据使用 SPSS 17.0版处理，P<0.05为

差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 血脂水平

运动组血脂水平较对照组有显著降低见表1。

2.2 运动对冠状动脉主干粥样硬化的影响

运动组冠状动脉主干狭窄率较对照组显著下

降。见表2，图1。

2.3 冠状动脉主干超氧阴离子表达

运动组小鼠冠状动脉主干超氧阴离子表达较对

照组小鼠有显著降低,见表2，图2。

2.4 冠状动脉血管CD40L表达

运动组小鼠冠状动脉主干CD40L表达较对照

组小鼠有显著降低,见表2，图3。

2.5 运动对血管 ICAM-1、MCP-1、NF-κB P65亚基

基因表达的影响

运 动 组 小 鼠 主 动 脉 血 管 ICAM-1、MCP-1、

NF-κB P65 亚基基因表达均显著低于对照组，图

4。将对照组小鼠的基因表达设为 1，两组均为 20

例。

3 讨论

3.1 长期中等负荷耐力运动对Apo E基因敲除小

鼠冠状动脉粥样硬化影响

冠状动脉粥样硬化的进展及易损斑块的形成是

导致急性冠脉综合征的主要原因，也是导致心血管

病事件的主要原因。尽管冠脉内支架等介入治疗技

术在不断进步，临床中支架的应用已经非常普遍并

且抗血小板和降脂药物等一、二级预防措施已得到

表1 两组间Apo E基因敲除小鼠血脂比较（x±s，mmol/L）

组别

运动组
对照组

①与对照组比较P<0.01

动物数

20
20

胆固醇

11.89±3.08①

16.01±4.11

甘油三酯

1.33±0.71①

3.32±1.02

表2 两组间Apo E基因敲除小鼠冠状
动脉主干相关指标的比较 （x±s）

组别

运动组
对照组

①与对照组比较P<0.01。超氧阴离子及CD40L为光密度值。

动物数

20
20

狭窄率

33.3%±5.66%①

48.3%±5.91%

超氧阴离子

2.17±0.69①

3.70±0.51

CD40L

1.97±0.41①

2.47±0.35
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广泛应用[5—7]，但是心血管病事件仍在持续攀升，丝

毫没有降低心血管病致死人数的增长速度。究其原

因与患者的生活方式不无密切的关系。由于生活节

奏的加快、生活方式的改变，能坚持运动的人群在逐

渐减少，但是运动对动脉粥样硬化的延缓有不可替

代的作用，必须予以高度重视。研究[8—11]表明，运动

可以减缓动脉粥样硬化的进展并可显著减缓冠状动

脉粥样硬化的进展，但是既往有关运动延缓动脉粥

样硬化相关的研究在观察时间上相对较短，本研究

观察了中等强度负荷长期运动对 Apo E 基因敲除

小鼠冠状动脉粥样硬化的影响进行了观察，结果发

现中等强度负荷长期运动对 Apo E 基因敲除小鼠

的胆固醇、甘油三酯具有显著下降并对冠状动脉粥

样硬化具有显著地抑制作用。

3.2 中等强度长期运动对冠状动脉血管氧自由基

损伤的影响

氧化应激是指机体内自由基的产生和抗氧化防

御之间严重失衡的一种病理状态[12]，在动脉粥样硬

化的发生发展中起着不可忽视的作用[13]，也是动脉

粥样硬化的重要病理改变之一，动脉粥样硬化引起

的内皮损伤可导致自由基的清除障碍，自由基堆积

导致脂质过氧化反应加重，加速动脉粥样硬化的发

生发展[14]，氧自由基的清除将有利于动脉粥样硬化

的减缓。

本研究通过对中等强度长期运动训练的可能机

制进行了的探讨，首次在Apo E基因敲除小鼠冠状

动脉血管中发现，中等强度长期运动训练后其超氧

化物阴离子自由基显著减轻。在既往的多项研究表

明运动可以增强超氧化物歧化酶的活性增加氧自由

基的清除机制，但未见有关冠状动脉血管中氧自由

基的表达变化，本研究首次应用荧光染色法观察到

了运动对冠状动脉血管中氧自由基表达的影响，即

中等强度长期运动训练对冠状动脉血管的氧化应激

具有调控作用。

3.3 中等强度长期运动对冠状动脉慢性炎症状态

的影响

依据动脉硬化的炎症假说，动脉粥样硬化是动

脉壁对脂质沉积的一种炎症-纤维增生性反应 [14]。

该病理过程存在于动脉粥样硬化的各期，高脂血症、

损伤及感染等因素导致血管内皮损伤、巨噬细胞的

激活及分泌炎性细胞因子，介导血流中白细胞在血

管壁上滚动，穿越内皮细胞进入动脉的内膜，促进斑

块的形成与发展，而炎症反应的激活又是加重动脉

粥样硬化导致急性心血管病事件的主要原因 [14]。

NF-κB的激活是炎症激活的关键步骤之一，NF-κB

与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，A：运动组，B：对照组

图1 天狼猩红加维多利亚蓝染色显示冠脉
主干狭窄程度 (标尺为100μm）

运动组

图2 两组冠状动脉主干超氧阴离子表达 (标尺为100μm）

图3 两组冠状动脉主干CD40L表达 (标尺为100μm）

图4 ICAM-1、MCP-1、NF-κB P65亚基基因表达
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激活后可进一步激活靶基因并引发转录，从而上调

一些参与炎症反应的分子表达如：ICAM-1、MCP-1

等[15—18]，并上调炎症蛋白CD40L的表达调控炎症的

进程。

本研究发现中等强度长期运动训练的对Apo E

基因敲除小鼠动脉NF-κB、ICAM-1、MCP-1基因表

达的具有显著下调的作用，并下调炎症蛋白CD40L

的表达，减轻动脉粥样硬化相关的炎症状态。

氧化应激与炎症两者的关系也是密不可分的，

氧化应激所产生的氧自由基可以与蛋白、脂质及核

酸发生各种各样的氧化反应并产生各种各样的损

伤，血管壁在动脉粥样硬化情况下超氧化物阴离子

生成增加并在局部堆积，而超氧化物阴离子又可激

活NF-κB，从而导致炎性细胞激活与浸润等，炎性细

胞、内皮细胞等又可产生超氧化物自由基，导致恶性

循环 [19—23]，因此，中等强度长期运动训练减轻了

Apo E基因敲除小鼠动脉超氧化物阴离子的产生，

抑制动脉壁炎症表达，从而有助于打破这一恶性循

环，有助于动脉壁的新的平衡状态的形成，从而抑制

冠状动脉粥样硬化的进展。
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