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［摘要］　目的　探讨辛伐他汀对烟雾暴露大鼠肺血管Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）表达及肺血管重
塑的影响。方法　将３０只清洁级雄性健康ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、烟雾暴露组及辛伐他汀
干预组，每组各１０只。正常对照组大鼠吸入新鲜空气，常规食物喂养。烟雾暴露组及辛伐他汀干
预组大鼠均接受８周的烟雾暴露，辛伐他汀干预组大鼠在暴露时间内行辛伐他汀鼻饲灌胃。造模
结束后取３组大鼠的肺动脉和左主支气管标本，采用苏木素伊红（ＨＥ）染色法观察肺血管形态学
变化，并测量各组大鼠肺血管管壁面积／血管总面积（ＷＡ％）、血管壁厚度／血管外径（ＷＴ％）。采
用免疫组织化学染色法检测肺血管ＴＬＲ４蛋白表达水平。采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检
测肺血管ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达水平。采用Ｐｅａｒｓｏｎ法分析ＴＬＲ４与肺血管重塑的相关性。结果　烟
雾暴露组和辛伐他汀组大鼠ＷＡ％、ＷＴ％、肺动脉ＴＬＲ４蛋白及ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平明显高于正
常对照组，辛伐他汀组大鼠ＷＡ％、ＷＴ％、ＴＬＲ４蛋白及ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平明显低于烟雾暴露组
（Ｐ＜０．０５）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果显示，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ与 ＷＡ％、ＷＴ％均呈正相关（Ｐ＜０．０５）。
结论　烟雾暴露可上调大鼠肺血管ＴＬＲ４蛋白的表达水平，诱导肺血管重塑；而辛伐他汀药物干预
能够降低其ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达水平，逆转肺血管重塑。
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　　肺动脉高压是以出现右心衰竭或全心衰竭为特征
的严重难治性疾病，而肺血管重塑引起压力性血流受

阻是肺动脉高压的重要病理特征，也是其中心环

节［１］。吸烟是公认的严重社会危害行为，烟草烟雾中

的尼古丁等多种生物碱及含硫化合物不仅可诱发肺

癌，引起慢性支气管炎或哮喘急性发作，还可诱发肺血

管重塑。Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）４／核因子（ＮＦ）κＢ信号通
路参与血管平滑肌细胞增殖、血管内皮再生及新生血

管的形成，在血管重塑中发挥重要作用［２］。他汀类药

物广泛用于调脂、稳定动脉斑块等，而其抗炎、抗平滑

肌增殖、进而减轻血管周围炎症反应、扩张血管及降低

血流阻力等作用近年来也得到广泛关注［３５］。目前他

汀类药物已应用于肺动脉高压的治疗中且初见成效，

但他汀类药物影响肺血管重塑的作用机制还需进一步

探讨。近年来发现，免疫分子 ＴＬＲ４参与肺血管重塑，
本研究通过对烟雾暴露建立的肺血管重塑大鼠模型进

行药物干预治疗，观察他汀类药物对 ＴＬＲ４的表达及
血管重塑的影响，以期为他汀类药物对肺动脉高压的

治疗提供基础实验依据。

材料与方法

１．材料：清洁级健康雄性 ＳＤ大鼠３０只，体质量
１９０～２１０ｇ，由华中科技大学同济医学院附属梨园医
院老年医学研究所动物实验室饲养。兔抗 ＴＬＲ４多克
隆抗体试剂盒购自武汉谷歌生物公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购
自Ａｍｂｉｏｎ公司，Ｍｉｘ试剂盒、ＭＭＬＶ逆转录酶试剂盒
均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，βａｃｔｉｎ引物由武汉谷歌生物公
司合成。奥林巴斯光学显微镜购自日本奥林巴斯公司，

实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪购自日本 ＴＯＹＯＢＯ
公司，Ｎ２分光光度计购自上海精科，医学图文分析系
统型号为ＨＭＩＡＳ２０００（武汉千屏影像公司）。
２．方法
（１）实验分组和实验模型制备：将 ＳＤ大鼠随机分

为正常对照组、烟雾暴露组和辛伐他汀干预组，每组各

１０只。正常对照组大鼠吸入新鲜空气，常规食物喂养。
烟雾暴露组和辛伐他汀组大鼠烟雾暴露方法如下：接

受烟雾暴露的大鼠在暴露期间，转移于点燃香烟的烟

雾暴露箱内，烟雾暴露箱体大小约为１０５ｃｍ×６０ｃｍ×
５０ｃｍ，香烟每次２０支，焦油含量８ｍｇ，用测氧仪监测
箱体中的氧浓度（２１％左右），根据氧浓度测量结果来
决定通气孔的个数。烟雾暴露组大鼠每天烟雾暴露

２次，每次１小时，两次暴露之间至少间隔４小时，暴
露时间为８周；辛伐他汀干预组大鼠烟雾暴露方法和
时间同烟雾暴露组，且在暴露时间内每日早上９时左
右以１０ｍｇ／ｋｇ辛伐他汀鼻饲灌胃１次。

（２）病理标本制作：３组大鼠均于第 ８周结束造
模，用１％戊巴比妥钠（９０ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠后，放血处
死，迅速得到病理标本。取右肺动脉冻存于 －８０℃冰
箱，备存用于逆转录（ＲＴ）ＰＣＲ检测；取左主支气管，
按常规步骤制成石蜡切片，用于苏木素伊红（ＨＥ）染
色及免疫组织化学染色。

（３）ＨＥ染色：在光学显微镜下，观察各组大鼠标
本肺血管及肺泡的病理变化情况。严格挑选出厚度约

为４μｍ的切片进行ＨＥ染色，每张切片选取肺血管结
构完整且直径为５０～２００μｍ的５支肺血管作为观察
对象，采用医学图文分析系统测量血管的内径和外径，

计算血管壁厚度、血管壁面积和血管总面积，并计算管

壁面积／血管总面积（ＷＡ％）、管壁厚度／血管外径
（ＷＴ％）。

（４）免疫组织化学染色法检测肺动脉 ＴＬＲ４的表
达：实验采用ＰＶ６０００二步法进行免疫组化染色，具体
步骤如下：在光学显微镜下观察，选取厚度约４μｍ的
病理切片，用于免疫组化。首先按照常规步骤脱蜡水

化，经过酸化、修复，室温孵育后，加入兔抗 ＴＬＲ４多克
隆抗体，在４℃环境下过夜，再加 ＤＡＢ显色试剂显色，
最后在光学显微镜下观察。每个视野下，随机选取直

径约１００～２００μｍ动脉５支，每组随机选取２５个视
野。后采集图像，并测定每个视野下阳性细胞数量和

总细胞数量，用彩色图文分析系统计算出平均积分吸

光度值（ＩＡ）。肺动脉阳性染色的判断标准：肺动脉壁
上出现棕黄色颗粒。

（５）ＲＴＰＣＲ检测肺动脉 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达：取
出预留冻存的肺动脉，按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提供的步骤
提取各组肺动脉总 ＲＮＡ，取 １μｇ的 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ（按逆转录试剂盒说明进行操作），提取１μｌ的
ｃＤＮＡ用于实验，按试剂盒说明书取吸光度值为１．８～
２．０的 ｃＤＮＡ用于 ＰＣＲ扩增反应。ＴＬＲ４上游引物为
５’ＴＡＴＣＣＡＧＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＴＣＴ３’，下游引物为
３’ＡＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＧ５’，扩 增 长 度 为
８５ｂｐ；内参βａｃｔｉｎ上游引物为５’ＣＧＣＴＡＡＣＡＴＣＡＡＡＴ
ＧＧＧＧＴＧ３’，下游引物为 ３’ＴＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴＣＴＣＴＴ
ＧＡＧＧＧＡＧ５’，扩增长度为 ２０１ｂｐ。ＴＬＲ４反应条件
为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃延伸６０ｓ，
４０个循环；最后由计算机计算各组 Ｃｔ值，采用 ΔΔＣｔ
进行相对定量分析。目的ｍＲＮＡ含量＝２－ΔΔＣｔ。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。
采用 Ｐｅａｒｓｏｎ法分析 ＴＬＲ４与肺血管重塑的相关性。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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结　　果

１．３组大鼠ＷＡ％、ＷＴ％比较：烟雾暴露组和辛伐
他汀组大鼠 ＷＡ％、ＷＴ％明显高于正常对照组，辛伐
他汀组大鼠 ＷＡ％、ＷＴ％明显低于烟雾暴露组（Ｐ＜
０．０５），见表１。

表１　３组大鼠ＷＡ％、ＷＴ％比较（％，珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＷＡ％ ＷＴ％

正常对照组 ３５．１６±０．８８ ２２．１８±１．２２
辛伐他汀组 ４６．７８±０．９１ａ ４０．４５±１．０９ａ

烟雾暴露组 ６９．８５±０．８０ａｂ ６３．５８±１．６７ａｂ

　　注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０５；与辛伐他汀组比较，ｂＰ＜０．０５

　　２．３组大鼠肺血管典型 ＨＥ染色结果：正常对照
组大鼠肺泡相对完整，肺动脉管腔规则，管壁无明显增

厚，血管周围炎性细胞较少；烟雾暴露组大鼠肺泡可见

明显融合，肺动脉管壁可见锯齿状改变，管腔变形，血

管周围炎性细胞增多；辛伐他汀组大鼠肺泡亦可见融

合情况，但较烟雾暴露组减轻，肺动脉壁增厚及管腔变

形情况有所改善，血管周围炎性细胞较烟雾暴露组少。

见图１。
　　３．３组大鼠肺动脉ＴＬＲ４蛋白表达水平比较：烟雾
暴露组（０．５４±０．０９）和辛伐他汀组（０．３４±０．０７）肺
动脉ＴＬＲ４蛋白表达水平明显高于正常对照组（０．２８
±０．０９），辛伐他汀组ＴＬＲ４蛋白表达水平明显低于烟
雾暴露组（Ｐ＜０．０５）。
４．３组大鼠肺动脉典型ＴＬＲ４免疫组化染色结果：

正常对照组大鼠肺动脉阳性染色较浅，烟雾暴露组大

鼠肺动脉阳性染色明显加深，辛伐他汀组大鼠肺动脉

染色程度介于对照和烟雾暴露组之间。见图２。
　　５．３组大鼠肺动脉ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平比较：烟
雾暴露组（３．８１±０．３２）和辛伐他汀组（１．３１±０．２３）大
鼠肺动脉ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平明显高于正常对照组
（１．００±０．１２），辛伐他汀组大鼠肺血管 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
表达水平明显低于烟雾暴露组（Ｐ＜０．０５）。
６．相关分析结果：Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果显示，

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ与 ＷＡ％（ｒ＝０．８８８）、ＷＴ％（ｒ＝０．７６７）
均呈正相关（Ｐ＜０．０５）。

讨　　论

肺血管重塑过程也是血管慢性炎症过程，且肺血

管重塑广泛参与慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）、特发性
肺间质纤维化（ＩＴＰ）及其他慢性肺部炎症性疾病的病
程［６］。ＴＬＲ４是体内重要的免疫分子，在免疫反应、炎
症损伤、脂质代谢之间发挥纽带作用，ＴＬＲ４活化后在
血管慢性炎症方面发挥重要作用，且 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信
号通路参与肺血管增生或新生及冠状动脉硬化等血管

性疾病的重要环节［７８］。前期实验结果已证实烟雾暴

露会影响ＴＬＲ４的表达，且ＴＬＲ４的表达与肺血管重塑
相关，具体机制可能与 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路活化后
炎症因子释放增强，进而诱导血管平滑肌增生有

关［９］。广泛用于降脂、调脂稳定斑块的羟甲基戊二酸

单酰辅酶 Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂除具有调脂作
用外，在抗炎、抗血管增殖、诱导血管平滑肌凋亡等

方面发挥重要作用［１０］，已被用于肺动脉高压及动脉硬

图１　３组大鼠肺血管ＨＥ染色结果（Ａ：正常对照组；Ｂ：烟雾暴露组；Ｃ：辛伐他汀组；×２００）

图２　３组大鼠肺动脉典型ＴＬＲ４免疫组化染色结果（Ａ：正常对照组；Ｂ：烟雾暴露组；Ｃ：辛伐他汀组；×２００）

·５８４·临床内科杂志２０２１年７月第３８卷第７期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．７



化的防治。辛伐他汀是第一代 ＨＭＧＣｏＡ还原酶抑制
剂的代表药物，且已有用于肺动脉高压治疗的实例。

尽管如此，辛伐他汀在肺动脉高压的治疗中仍处于初

级阶段，对肺血管重塑的药理机制还不甚明确。因此

本实验通过对烟雾暴露后发生肺血管重塑的大鼠模型

加以辛伐他汀干预，观察其对血管的保护作用，并初步

探讨其与近年来发现的ＴＬＲ４是否关联。
缺氧缺血、大气污染、细菌或病毒感染等均可诱发

肺血管炎症改变。本实验通过烟雾暴露制备肺血管炎

症损伤模型，对大鼠口服辛伐他汀干预治疗，观察其肺

血管重塑改变。２００３年Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ等［１１］提出他汀类药物

可通过抗炎机制在减轻血管重塑中发挥作用；２０１１年
陈丹丹等［１２］对比格犬进行实验证实他汀类药物通过

抑制比格犬白细胞介素１β、肿瘤坏死因子等炎症因子
的释放减轻血管重塑，改善肺动脉高压，而本次实验结

果发现，辛伐他汀干预治疗后，大鼠肺血管管壁增厚及

变形情况有所减轻，且在光镜下观察发现血管周围炎

症细胞数量明显减少，提示辛伐他汀对血管重塑有改

善作用，且可能与减少炎症细胞浸润有关。本实验结

果与上述研究结果一致，证实辛伐他汀在烟雾暴露大

鼠肺血管重塑治疗中，发挥了一定作用。

他汀类药物在干预血管炎症方面的作用已成为研

究热点。目前已有动物实验结果证实他汀类药物对

ＴＬＲ４有调节作用。许旭光等［１３］通过对大鼠鼻饲辛伐

他汀后，检测到ＴＬＲ４蛋白表达水平受到抑制，大鼠动
脉硬化程度减轻，且 ＴＬＲ４蛋白表达水平与辛伐他汀
的浓度有关，其机制可能与辛伐他汀抑制氧化型低密

度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）ＴＬＲ４信号通路，从而引起下游的
肿瘤坏死因子等释放减少有关；李悦妍等［１４］通过动物

实验证实阿托伐他汀能够改善动脉粥样硬化程度，可

能与下调ＴＬＲ４表达引起单核细胞趋化蛋白（ＭＣＰ１）
和转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）等炎性因子的表达有关，
且ＴＬＲ４蛋白表达水平与他汀类药物的剂量有关。本
研究发现，经辛伐他汀干预后，大鼠肺血管形态有改

善，且周围的炎症渗出减轻，检测到 ＴＬＲ４蛋白表达水
平下降，ＰＣＲ结果证实 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平在辛伐
他汀干预后明显下降，与血管重塑程度呈正相关，初步

提示辛伐他汀有抑制 ＴＬＲ４蛋白表达、减轻炎症反应
的作用。而我们前期实验结果证实，ＴＬＲ４／ＮＦκＢ参

与血管平滑肌增殖，诱导血管重塑，因此初步推测辛伐

他汀对血管重塑的改善作用可能与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ活化
被抑制、炎症反应被有效减轻有关。

综上所述，辛伐他汀在烟雾暴露后的大鼠肺血管

重塑中能够有效改善血管炎症反应，减轻血管重塑，其

机制可能与引起ＴＬＲ４蛋白表达水平下降有关。而辛
伐他汀影响ＴＬＲ４下游哪些炎症因子的表达及是否还
有其他的作用途径还需进一步研究证实。
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动脉高压机制［Ｊ］．中国分子心脏病学杂志，２０１１，１１（１）：２６３１．

［１３］许旭光，张延斌，孔刘莎．辛伐他汀通过抑制 ＴＬＲ４信号通路调节
血管平滑肌细胞炎症因子的表达［Ｊ］．中国动脉硬化杂志，２０１４，２２
（１２）：１２２０１２２４．

［１４］李悦妍，关玉庆，苗伟，等．阿托伐他汀对冠状动脉粥样硬化模型兔
Ｔｏｌｌ杨受体４及下游信号表达的影响［Ｊ］．山东大学学报，２０１４，５２
（６）：１６．

（收稿日期：２０２０１１１８）

（本文编辑：余晓曼）
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