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MK2在动脉粥样硬化形成中的作用

雷敏徐戈 曾知恒李志乐

【摘要1 目的：检测丝裂原活化蛋白激酶激活蛋白激酶2(MK2)在实验性兔动脉粥

样硬化模型主动脉壁中的mRNA表达水平，并探讨其在动脉粥样硬化形成中的作用。

方法：16只雄性新西兰大白兔随机分为对照组与动脉粥样硬化组，对照组给予普通饮

食14周，动脉粥样硬化组给予高脂饲料14周。实验前后测定血脂、体重，14周末处死动

物，无菌条件下分离主动脉，病理学测定主动脉内膜厚度及斑块面积，实时荧光定量聚合

酶链反应(real—time fluorescence quantitative PCR，FQ-PCR)检测各组兔主动脉壁

MK2 mRNA的表达，并分析其与主动脉内膜厚度及斑块面积的相关性。 结果：与对照

组相比，动脉粥样硬化组高脂饮食14周后血清总胆固醇(TC)，低密度脂蛋白胆固醇

(LDL—C)及三酰甘油(TG)水平显著升高，高密度指蛋白胆固醇(HDL-C)水平降低，主动

脉内膜和斑块面积显著增加，MK2 mRNA的相对表达量为对照组的19．46±8．16倍，差

异均具有统计学意义(P<0．01)。MK2 mRNA的相对表达量与斑块面积(，．=0．941，P

<0．01)及内膜厚度(r=0．918，P<0．01)均呈正相关。 结论：MK2可能在转录水平参

与了动脉粥样硬化的形成。
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[Abstract]0bjective：The mRNA expression level of mitogen-activated protein kinase-activated

protein kinase 2(MK2)was detected in the aortic wall of rabbit atherosclerosis model，in order tO

investigate the role of MK2 in the pathogenesis of atherosclerosis． Methods：Sixteen male New Zealand

white rabbits were randomly divided into control group and atherosclerosis group．The control group

were given normal diet for 14 weeks，and the atherosclerosis group were given the high fat diet for 14

weeks．Serum lipids and body weights were measured before and after experiments．MK2 mRNA

expression in aortas was evaluated by real-time quantitative PCR，and the histopathological changes of

the aortas were analyzed at the end of the study．We analyzed the correlation between MK2 mRNA

expression and plaque area，as well as intimal thickness of the rabbit aortic wall． Results：Compared

with the control group，the TC，LDL-C，TG levels of atherosclerosis groups
were significantly

increased，and SO were aortic plaque area and intimal thickness．The relative expression of MK2 mRNA

of atherosclerosis groups was 19．46±8．16 times more than the control group(P<0．01)．MK2

mRNA relative expression was positively correlated with plaque area(r
2 0．941，P<O．01)and intimal

thickness(r
2 0．918，P<0．01)． Conclusion：MK2 may be involved in the pathogenesis of

atherosclerosis at the transcriptional level．

[Key words]Atherosclerosis；Aorta；Tuniea Intirm；MAP-kinase-activated kinase 2；PCR

基金项目：广西青年科学基金资助(桂科青0832049)

作者单位：530021广西医科大学第一附属医院心血管病研究所心内科

通信作者：徐戈，Email：xuggee@21cn．corn

·论著·

万方数据



· 112· 垦匠一坚血管茆杂志2011年3月第!!鲞箜!塑 !!!』垦!型堕翌兰旦i!：坚!坚!!!!!!∑!!：!璺No．2

动脉粥样硬化是多种心脑血管疾病共同的主

要病理基础，严重危害人类的健康口]。随着动脉粥

样硬化炎症学说的提出，炎症在动脉粥样硬化的发

生发展中的作用已引起人们极大的关注[2]。p38蛋

白激酶信号途径是丝裂原活化蛋白激酶(Mitogen—

activated protein kinase，MAPK)家族中的重要成

员，参与了多种细胞的胞内信号传递，介导炎症、应

激等多种细胞反应，与心血管疾病发生的多种病理

过程如心肌病变、心脏缺血／再灌注、动脉硬化和高

血压的发生等相关L3J。

MAPK激活蛋白激酶2(MAP Kinase—

Activated Protein Kinase 2，MK2)是于1992年发

现并被纯化的第一个MAPK激活蛋白激酶[4]，主要

被p38蛋白激酶直接磷酸化激活，是p38蛋白激酶

的重要底物[5]。近年来，MK2在心血管疾病及炎症

方面的生物学功能日益受到重视L6’7]。MK2可通

过促进血管壁巨噬细胞泡沫细胞形成和增加单核

细胞／巨噬细胞趋化的细胞因子来促进动脉粥样硬

化的发展哺]。但MK2在动脉粥样硬化中的作用机

制尚未完全明确，MK2 mRNA在动脉粥样硬化主

动脉组织中的表达情况目前尚未见明确报道。本

研究通过建立实验性兔动脉粥样硬化模型，采用实

时荧光相对定量聚合物酶链反应(RQ-PCR)检测动

脉粥样硬化组及对照组兔主动脉壁中的mRNA的

含量，并分析其与斑块面积及内膜厚度的相关性，

从mRNA水平进一步探讨MK2在动脉粥样硬化

发生发展中的作用。

1材料与方法

1．1 主要试剂及仪器

胆固醇(安微天启化工科技有限公司)，蛋黄粉

(毫州市红日实业有限公司)，Trizol RNA提取试剂

(Invitrogen)，逆转录试剂盒(Fermentas)，Real

Master Mix试剂盒(SYBR Green)，PCR引物(上海

闪晶分子生物科技有限公司)，病理图像分析仪

(DMR+550)，紫外分光光度计(PE LAMB DA

BIO 20)，荧光实时定量PCR仪(ABl7500)，凝胶电

泳成像分析系统(Bio—Rad Gel DOC 2000)

1．2动物分组与饲养

广西医科大学实验动物中心提供的16只新西

兰雄性大白兔(清洁级，3月龄)，体重(2．05±

0．2)kg，随机分为两组：对照组和动脉粥样硬化组。

对照组予以普通饮食14周，动脉粥样硬化组予以高

脂饲料(1％胆固醇、7．5％蛋黄粉和8％猪油)喂养

14周。每只兔每日总食量约为1209，饮水不限。饲

养期间因生病和意外，对照组死亡2只，动脉粥样硬

化组死亡1只。于第14周末空气栓塞处死存活动

物，无菌条件下分离主动脉血管(从主动脉起始处

至髂动脉分叉处)，生理盐水冲洗。部分用作病理

组织学诊断，部分置液氮中冻存待测RQ—PCR。

1．3血脂及体重测定

饲养前及饲养至第14周末，称取动物体重

(Bw)，并经兔耳中央动脉取空腹血2 ml，静置30

min后离心取血清，检测血清总胆固醇(TC)、三酰

甘油(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL—C)和低密

度脂蛋白胆固醇(LDL_C)的浓度。

1．4主动脉病理学观察

选取靠近主动脉弓部的主动脉约1．5 cm，置于

4％福尔马林溶液内固定24h以上，梯度乙醇脱水，

常规石蜡包埋，血管横断面作5弘m连续切片，常规

苏木素一伊红(HE)染色做病理学检测，由有经验的

病理科医师采用高清晰度的病理图像分析系统测

定主动脉内膜厚度及斑块的最大横截面积，计算其

占主动脉横截面积的比例。将剩余的主动脉从背

侧面纵行正中线剪开、铺平，对铺平的主动脉进行

摄像，将照片输入计算机，观察脂质条纹、斑块破

裂、血栓形成情况。

1．5 荧光定量PCR法检测主动脉MK2 mRNA的

表达

1．5．1 总RNA制备及cDNA合成 应用Trizol

试剂盒按说明书提取RNA。然后按常规方法应用

随机引物和逆转录试剂盒合成cDNA第1链。

1．5．2 实时定量PCR MK2上游引物(5’。3’)：

TCAAGAAAAACGCCATCATCG，下游引物(5’一

3’)：TTGGGGCAGTCCTGAAGCA，扩增目的片

段长度139bp。肌动蛋白(B—actin)上游引物(5 L

3’)：CGCAGAAACGAGACGAGA，下游引物(5 L

3’)：GCTGTCACCTTCACCGTTCC，扩增目的片

段长度126bp。应用Real MasterMix试剂盒，总反

应体积为20p1，包括2．5倍Real MasterMix 8肚l，

上、下游引物各1I*1，cDNA2／A以及去离子水8“l。

以13-actin为内对照，每个标本均进行MK2和B—

actin检测，重复检测2次。反应条件为：95℃预变

性2min后，共进行45个循环扩增，每一循环包括

95℃变性15 S，58℃退火15 S，68℃延伸31 s。并在

延伸阶段68℃时收集荧光信号。整个PCR反应完

成后，将温度从60 0|C升至95℃，每升高1℃仪器自

动收集荧光信号，得到溶解曲线。反应在ABl7500

荧光定量PCR仪中进行。最后对扩增产物进行琼

万方数据



睑0血管病杂志2011年3月箜塑鲞第2期 Int J Cardiovasc Dis，丛!堕!!!!!!!!!：!!：堕!：；

脂糖凝胶电泳分析特异性。

1．5．3扩增效率一致性检测将样本cDNA以10

倍倍比稀释，并以此做为模板，扩增MK2和口一

actin。以eDNA浓度梯度的对数值作为横坐标，

△Ct=(CtM。：一Ct脚。i。)作为纵坐标绘制关系曲线。

若所得曲线斜率绝对值d0．1，说明MK2和G—actin

扩增效率相同，可通过下列公式计算MK2的相对

表达量：MK2 mRNA的相对表达量=2。△△c‘，

△△Ct=(△Ct，Q)一(△Ct，C)。其中△Ct，Q为

动脉粥样硬化组MK2基因的Ct值与内参照B—

actin基因Ct值之差；△Ct，C为对照组MK2基因

的Ct值与内参照fl-actin基因Ct值之差。

1．6统计学处理

计量资料用x-±s)表示，两组间比较采用t检

验。相关统计采用Pearson’S相关回归分析。采用

SPSS 13．0软件处理数据。

2 结果

2．1 血脂和体重测定结果

两组兔的体重在实验过程中组问无显著差异。
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高脂饮食14周后兔血清TC，LDL-C，TG水平较0

周及对照组同时期显著升高，HDL—C水平降低(见

表1)。

表1两组兔0周和14周时的血脂变化(mmol／L)

血脂
对照组 动脉粥样硬化组

0周 14周0周 14周

lC 0．9 7士0．26 1．2 7±0．36 I．0 7±0．28 28．24±5．49”儿2’

TG 0．81±0．1 0．98±0．5 0．72±0．09 2．39±0．39‘”(2)

HDL—C 1．72±0．32 1．80±0．23 1．88±0．37 1．57±0．37<2)

LDL—C 0．60±0．33 0．71±0．24 0．79±0．36 30．36±2．71‘”(21

注：与本组0周相比，“’P<O．01；与对照组同时期相比，

(2’P<0．05

2．2各组兔主动脉病理形态学的变化

对照组主动脉血管内膜连续、光滑、内皮完整；

动脉粥样硬化组血管内膜明显增厚，内皮下见脂质

沉积和泡沫细胞形成，泡沫细胞分布于整个血管

壁，局部聚集成脂质斑块，斑块内纤维成分少，细胞

成分多，且在内膜显著增厚的基础上发生了典型的

动脉粥样硬化病变(见图1)。

图1 2组兔主动脉HE染色结果对比 (x25)

2．3各组主动脉内膜厚度和斑块面积变化

动脉粥样硬化组内膜厚度及斑块面积显著高

于对照组(见表2)。

表2各组主动脉内膜厚度和斑块面积变化

注：与对照组相比，⋯P<0．01

2．4主动脉MK2 rflRNA的表达

相对定量分析结果显示，各组兔动脉壁均有

MK2 mRNA表达。与对照组(差别倍数为20=1)

比较，动脉粥样硬化组MK2 mRNA表达升高，是对

照组的19．46±8．16倍(P<0．01)，见图2。

MK2 mRNA相对表达量

正常对照组 动脉粥样硬化组

围2 MK2 mRNA的相对表达量

2．5 MK2 mRNA表达量与动脉斑块面积及内膜

厚度的相关性分析

MK2 mRNA的相对表达量与斑块面积(r=
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0．941，P<0．001)及内膜厚度(r=0．918，P<

0．001)均呈正相关。

3讨论

动脉粥样硬化是一种慢性炎症性疾病，许多细

胞炎症因子和调节炎症途径的信号分子均参与了

动脉粥样硬化的炎症过程‘9|。MK2是炎症过程的

一个关键调节信号分子，具有稳定富含AU元件的

tuRNA、参与细胞迁移，介导炎症因子的产生等多

种细胞炎症功能，在炎症过程中具有多重作用，包

括介导炎症介质表达、转录因子调控及炎症介质转

录后调控等[10一¨。

本研究利用高脂饮食成功地建立了实验性动

脉粥样硬化兔模型，观察到动脉粥样硬化组兔主动

脉MK2 mRNA表达水平较对照组明显升高，且各

组MK2 mRNA表达量与动脉粥样硬化斑块面积(r

=0．941，P<0．01)及内膜厚度(r=0．918，P<

0．01)呈显著正相关，提示MK2可能在基因水平参

与了促AS的进程。

Jagavelu等¨1研究也显示：(1)在高胆固醇血症

低密度脂蛋白受体(一／一)小鼠主动脉中，MK2的

活性形式(磷酸化MK2)在动脉内皮和巨噬细胞丰

富的斑块区域呈强阳性，而在平滑肌细胞丰富的血

管壁则呈阴性，这表明了MK2在动脉粥样硬化的

作用主要是启动内皮细胞和单核／巨噬细胞的进

程；(2)在体内，MK2缺陷可以通过减少血管脂质沉

积和巨噬细胞含量抑制动脉粥样硬化；(3)在体外，

MK2缺陷可显著降低食源性泡沫细胞的形成和清

道夫受体在腹膜巨噬细胞的表达；在用小干扰RNA

(siRNA)沉默MK2的内皮细胞中，吸引巨噬细胞

进入血管壁的关键介质一血管内皮细胞粘附分子1

(VCAM一1)和单核细胞趋化蛋白1(MCP一1)的表达

显著降低。该研究为MK2参与动脉粥样硬化的不

同阶段提供了证据，即MK2可通过促进血管壁巨

噬细胞泡沫细胞形成和增加单核细胞／巨噬细胞趋

化的细胞因子来促进动脉粥样硬化的发展。遗憾

的是该研究没有从基因水平研究MK2在动脉粥样

硬化中的作用，而我们的研究正好弥补了这一点。

总之，MK2在活性蛋白及mRNA水平均参与

了动脉粥样硬化的发展，是一个更有选择性地抑制

动脉粥样硬化重要进程的靶点。如能进一步采用

MK2特异性抑制剂阻断这一环节，减少炎性因子的

释放，进而延缓动脉粥样硬化的进展，将为治疗提

供有力的理论依据，MK2亦有望成为动脉粥样硬化

治疗的新靶点。
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