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CXCL8对小鼠动脉粥样硬化发生发展的影响及其分子机制研究 *
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摘要 目的：探讨趋化因子 8(CXCL8)对小鼠动脉粥样硬化(AS)发生发展的影响及其可能机制。方法：40只雄性 Apo E-/-小鼠随机

分为 AS组和 CXCL8抑制剂（G31P）组，每组各 20只，另选取 20只雄性 C57BL/6J小鼠作为对照组。AS组小鼠予高脂饲料喂养

12周，G31P组小鼠予高脂饲料喂养 12周的同时皮下注射 G31P（注射剂量为 500 滋g/kg），对照组的小鼠予普通饲料喂养 12周。

ELISA法检测小鼠血清中的甘油三脂(TG)、低密度脂蛋胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、总胆固醇(TC)水平，实时

聚合酶链反应(RT-PCR)法检测小鼠主动脉组织中 CXCL8及基质金属蛋白酶 9(MMP9)mRNA的表达量，Western-blot法检测主

动脉 CXCL8及MMP9蛋白表达量。结果：高脂饮食喂养 12周后，AS组小鼠血清中的 TG、LDL-C、TC水平均高于 G31P组，而

HDL-C水平明显低于G31P组(P<0.05)；G31P组小鼠血清中的 TG、LDL-C、TC水平均高于对照组，HDL-C水平低于对照组(P<0.05)。AS
组小鼠主动脉组织中的 CXCL8、MMP9的 mRNA表达量及蛋白表达量高于 G31P组 (P<0.05)，G31P组小鼠主动脉组织中的的
CXCL8、MMP9的 mRNA表达量及蛋白表达量高于对照组(P<0.05)。结论：CXCL8在 AS小鼠主动脉组织中呈高表达，CXCL8可

能通过影响MMP9的表达在一定程度上参与了 AS的发生发展，抑制 CXCL8的表达或可延缓 AS的发生发展。
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Effects of CXCL8 on the Development of Atherosclerosis in Mice and Its
Molecular Mechanism Study*

To investigate the effect of chemokine 8(CXCL8) on the development of atherosclerosis (AS) in mice and

its possible mechanism. 40 male Apo E-/- mice were randomly divided into AS group and G31P group, 20 mice in each group,

meanwhile 20 male C57BL/6J mice was assigned into the control group. AS group mice were fed with high fat diet for 12 weeks, G31P

group mice were were fed with high fat diet for 12 weeks and subcutaneous injection at the same time of G31P (The injection volume is

500 滋g/kg), The control group mice were fed with regular diet for 12 weeks. Then ELISA method was used to measure serum triglyc-

eride (TG), low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), total cholesterol (TC) level. Re-

al-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were used to measure CXCL8mRNA and MMP9mRNA expression in aorta tissue. West-

ern-blot methods was performed to test the protein expression levels of CXCL8 and MMP9 in aorta tissue. After 12 weeks

high-fat diet feeding, the levels of TG, LDL-C and TC in serum of AS group were higher than those in the G31P group, while the HDL-C

level was lower than that in the G31P group (P<0.05). The levels of TG, LDL-C and TC in the serum of G31P group were higher than

control group, HDL-C level was lower than the control group (P<0.05). The expression levels of CXCL8mRNA, MMP9mRNA, CXCL8

protein and MMP9 protein in aortic tissue of AS group were higher than those in G31P group (P<0.05), and the expression levels of CX-
CL8mRNA, MMP9mRNA, CXCL8 protein and MMP9 protein in aortic tissue of G31P group were higher than those in the control group

(P<0.05). CXCL8 has high expression in the aortic tissues of as mice, it may be involved in the development of as by affect-

ing the expression of MMP9, inhibiting the expression of CXCL8 or delaying the development of AS.
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前言 动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)是一种以全身大、中动
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脉内膜脂质沉积、动脉内膜粥样斑块形成、管壁硬化、管腔狭窄

为基本病理特征的疾病[1,2]。研究发现，AS是冠心病、脑梗塞、外

周血管疾病等人体大部分心脑血管疾病发生和发展的病理生

理基础[3-5]。但是迄今为止，关于 AS的发病机制尚未完全明确。

在众多的假说和理论中，炎症假说一直是关于 AS的发病机理

的重要学说之一[6,7]。炎症假说认为 AS从本质上说是一种炎症

性疾病。受累动脉病变从内膜开始，一般先出现血管内皮细胞

的损伤，随着炎症细胞的趋化，聚集和迁移，导致动脉内膜和中

层发生炎症反应，巨噬细胞迁移进入动脉中层，变为泡沫细胞，

导致动脉管壁增厚、弹性减弱、动脉管腔狭窄，最终导致了 AS

的发生[8-10]。趋化因子 8(Mhemokinefactor8，CXCL8)是炎症细胞

因子家族中的一员，研究发现，其在炎症性疾病的发生发展中

起到了重要的作用，主要参与调节机体的免疫反应、造血功能

和炎症反应[11,12]。CXCL8与其受体 CXCR1/2结合后，引起平滑

肌细胞的增殖以及迁移相关因子基质金属蛋白酶 -9(Matrix

metalloproteinase9，MMP9)的表达量增加[13]，但是，关于 CXCL8

在 AS的发生发展过程中所起的作用，目前国内外尚未见大规

模的报道。鉴于此，本研究利用 Apo E-/-小鼠建立 AS模型，同

时对模型小鼠施加 CXCL8抑制剂[CXCL8(3-72)-K11R/G31P，

G31P]抑制主动脉中 CXCL8的表达，并与正常小鼠比较血脂、

CXCL8以及MMP9表达的变化，以探讨 CXCL8在 AS发生发

展中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性 Apo E-/-小鼠 40只，6周龄，体重平均(20.12± 5.32)g；

雄性 C57BL/6J小鼠 20只，6周龄，体重平均(20.11± 6.55)g，以

上两种小鼠均由湖南中医药大学实验动物中心提供。

1.2 主要试剂与仪器

RNA 提取试剂盒和实时聚合酶链反应 (real-time poly-

merase chain reaction，RT-PCR)试剂盒(宝生生物工程(大连)有

限公司)；小鼠 CXCL8 ELISA试剂盒(美国 Assay Biotechnology

公司)；小鼠血脂试剂盒(北京北化康泰临床试剂有限公司)；梯

度 PCR仪(美国 Takara 公司)；实时定量 PCR仪(美国 Agilent

Technologies 公司)；水平电泳槽(美国 Bio-Rad 公司)；酶标仪

(美国 Thermo Fisher公司)。MMP9一抗以及 CXCL8一抗(美国

Santa Cruz公司)，ECL(武汉博士德生物工程有限公司)，辣根过

氧化物酶标记兔抗小鼠二抗(美国 Santa Cruz公司)。G31P由四

川大学免疫学教研室提供。

1.3 方法

1.3.1 AS动物模型的建立 40只雄性 Apo E-/-小鼠随机分为

AS组和 G31P组，每组各 20只。另选取 20只雄性 C57BL/6J

小鼠作为对照组。AS组小鼠饲以高脂饮食 (普通饲料 79%，

10%猪油，蛋黄粉 10%，胆固醇 1%)，G31P组小鼠饲以高脂饮

食(普通饲料 79%，10%猪油，蛋黄粉 10%，胆固醇 1%)同时每

周皮下注射 G31P (500 滋g/kg)，对照组小鼠饲以普通饲料，12
周后，处死小鼠，收集血液，抗凝后以 3000 r/min离心 10 min，

离心半径 12 cm，取上层血清保存在 -50℃冰箱中保存待测。解

剖小鼠，分离其胸主动脉，保存在液氮中。

1.3.2 ELISA法检测小鼠血脂水平 取冰箱中保存的血样，采

用 ELISA法测定小鼠血清中的高密度脂蛋白胆固醇(High den-

sity lipoprotein cholesterol，HDL-C)、总胆固醇(Total cholesterol，

TC)、低密度脂蛋胆固醇 (Low density lipoprotein cholesterol，

LDL-C)、甘油三酯(Triglyceride，TG)水平。

1.3.3 RT-PCR测定主动脉组织中 CXCL8、MMP9 mRNA表达

量 将液氮中保存的小鼠主动脉样品在冰上匀浆，然后按试

剂说明书进行操作。将 RNA反转录为 cDNA，SYBR荧光染料

实时相对定量 PCR扩增 cDNA。以 茁-actin基因为内参，上游
5'-AGATCCTGACCGAGCGTGGC-3'，下游 5'-CCA GGG AGG

AAG AGG ATG CG-3；CXCL8：上游 5' CAA ACT GCT AAA

TGA CGA GG 3'，下游 5' GGG AAA GGT TGT GTA GGG TC

3'，MMP9；上游 5'-ATGCCCACTCGGTGCGTGGC-3'，下游

5'-CGC GCC TCC TTG CTT GAC CC-3；PCR 反应条件如下：

95℃条件下预变性 10 min，之后变性 5s，退火 30 s，温度设为

59℃，然后 72℃下延伸 l min，上述操作重复 40次，采用 2-△ △ t

法计算目的基因表达量。

1.3.4 Western-blot 法测定主动脉 CXCL8 以及 MMP9 蛋白表

达量 取出主动脉组织加入 RIPA裂解液以及 PMSF提取组

织总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，取等量蛋白加入等体积的

5× SDS上样缓冲液煮沸 10 min，进行 SDS-PAGE蛋白电泳，

再分别进行转膜，封闭，一抗孵育过夜(CXCL8,1:1500,MMP9,1:

1000)，二抗以 1:5000稀释 37℃孵育 2.5 h，加入 ECL显影定影

后成像，Image J软件计算灰度值，以 GAPDH蛋白为内参，相

对表达量 =(所测蛋白灰度值 /内参 GAPDH灰度值)× 100%。

1.4 统计学方法

采用 SPSS21.0 进行统计分析，计量资料采用(x± s)来表
示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采用 t检验。P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AS小鼠模型的建立

在建模的过程中，每天观察小鼠的一般情况，每周称量一

次体重。在整个实验过程中，中途无小鼠死亡或者患有其他疾

病的情况发生。

2.2 小鼠血脂水平比较

在 12周的建模过程结束之后，脱颈处死小鼠，收集血清，

检测血脂变化。AS组小鼠血清的 TC、LDL-C、TG水平均明显

高于对照组，而 HDL-C水平明显低于对照组(P<0.05)；G31P组
小鼠血清的 TC、LDL-C、TG水平均低于 AS组，但仍高于对照

组 (P<0.05)；G31P组小鼠血清的 HDL-C水平高于 AS组而低

于对照组(P<0.05)，见表 1。

2.3 小鼠主动脉组织 CXCL8、MMP9mRNA及 CXCL8、MMP9

蛋白的表达量比较

AS组小鼠主动脉组织中 CXCL8mRNA、MMP9mRNA 及

蛋白表达量均高于对照组(P<0.05)。与 AS组比较，G13P组小

鼠主动脉组织中 CXCL8mRNA、MMP9mRNA及蛋白的表达量

明显降低，但仍高于对照组，差异有统计学意义(均 P<0.05)，见
图 1，表 2。
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Notes: Compared with control group, *P<0.05;compared with AS group, #P<0.05.

Notes: Compared with control group, *P<0.05; compared with AS group，#P<0.05.

图 1 三组小鼠主动脉组织 CXCL8、MMP9蛋白表达图

Fig.1 Expression map of CXCL8 and MMP9 protein in three groups of

mice

3 讨论

AS是累及大、中动脉的一种炎症性疾病，包括冠心病、脑

梗塞、外周动脉疾病在内的大部分心脑血管疾病的病理基础为

AS[14,15]。CXCL8作为细胞趋化因子家族中的一员，广泛地参与

了机体内的炎症的发生发展以及 AS的过程[16,17]。但是，对于

CXCL8在 AS的发生发展中的作用，目前还缺乏广泛而深入的

研究。本研究采用 AS的小鼠动物模型，应用 G31P抑制 CX-

CL8的表达，探讨 AS的发展变化以及下游MMP9的变化，研

究 CXCL8在 AS发生发展中的作用。

表 1 三组小鼠血脂水平比较(x± s)
Table 1 Comparison of blood lipid levels in three groups of mice(x± s)

Groups n TC(mg/dL) LDL-C(mg/dL) HDL-C(mg/dL) TG(mg/dL)

AS group 20 475.45± 27.57* 127.45± 18.46* 15.56± 4.54* 204.46± 25.65*

Control group 20 135.46± 35.56 27.57± 13.57 36.57± 2.43 125.45± 21.56

G31P group 20 216.49± 55.81*# 75.43± 18.91*# 21.35± 5.62*# 168.52± 19.26*#

F 19.162 23.129 15.833 9.738

P 0.001 0.000 0.003 0.037

表 2三组小鼠主动脉组织 CXCL8、MMP9mRNA及其蛋白表达量比较(x± s)
Table 2 Comparison of CXCL8, MMP9mRNA and protein expression in three groups of mice(x± s)

Groups n CXCL8mRNA MMP9mRNA CXCL8protein MMP9protein

AS group 20 30.45± 5.46* 25.41± 3.96* 0.71± 0.11* 0.56± 0.09*

Control group 20 2.50± 1.57 1.53± 0.89 0.31± 0.02 0.18± 0.04

G31P group 20 15.63± 7.49*# 12.14± 5.85*# 0.49± 0.08*# 0.37± 0.06*#

F 13.436 21.132 27.331 33.224

P 0.025 0.034 0.007 0.004

本研究选取了 6周龄的 ApoE-/-雄性小鼠，采用高脂食物

喂养的方法来建立 AS的动物模型。研究结果显示，在喂养了

12周以后，与野生型小鼠 (C57BL/6J) 相比较，ApoE-/-小鼠的

TG、TC、LDL-C均显著性升高，HDL-C显著性下降，说明模型

建立成功。我们推测，ApoE-/-小鼠由于脂质代谢障碍，经过了高

脂肪食物的喂养之后，产生了高脂血症，脂质沉积于血管壁，导

致血管内皮损伤，CXCL8表达量增加，诱导白细胞和血小板在

内皮细胞黏附和迁移然后促进 AS的发生发展[18,19]。通过 G31P

特异性拮抗 CXCL8的产生后，ApoE-/-小鼠 TG、TC、LDL-C水

平均显著降低，而 HDL-C水平升高。Western-blot结果显示 AS

组中主动脉中 MMP9蛋白的表达量明显升高，而拮抗 CXCL8

后 MMP9蛋白的含量明显下降，说明 CXCL8促进 AS的发生

发展过程中有MMP9的参与。另外，本实验还检测了小鼠主动

脉组织中 CXCL8mRNA 的表达水平，研究结果显示，CX-

CL8mRNA在正常 C57BL/6J小鼠主动脉组织内仅仅有少量表

达，而在 AS组小鼠主动脉组织中 CXCL8mRNA表达量增高，

G31P组中 CXCL8mRNA的表达明显下降。有研究指出 CX-

CL8表达量的增高可以刺激白细胞的黏附和募集、动脉中层平

滑肌细胞的增殖，从而导致了 AS斑块的发生和发展[20,21]。CX-

CL8的大量表达，刺激了动脉中层的平滑肌细胞表型的转变，

由收缩型转化为合成型，导致平滑肌细胞大量地增殖，并且在

CXCL8的作用下，向血管内膜处迁移，导致了AS的发生发展[22,23]。

因此，CXCL8可能处于 AS发生发展的一个重要的中间环节，

调节着其他的炎症细胞因子的表达，进而参与了 AS的发生和

发展。

本研究注射 G31P对 AS小鼠进行干预，发现 G31P在一

定程度上可以延缓 AS的进程，同时发现，应用 G31P后小鼠

MMP9的表达明显下降，有不少外国研究发现一定剂量的 CX-

CL8 可以显著性提高基质金属蛋白酶 (Matrix metallopro-

teinase，MMPs)的表达以及活性，因此通过抑制 CXCL8的表达

可以减少MMPs的表达，进而延缓 AS的进程[24,25]。MMP9可以

降解细胞外基质，促进平滑肌细胞的迁移，从而促进 AS的发

生发展[26,27]，但是这一切的启动机制是 CXCL8的增加，MMPs

可以通过其蛋白水解效应，增加 CXCL8的生物学活性，CX-

CL8和MMPs形成了一个正反馈环路，相互作用和强化，使 AS

不断地发生发展和恶化[28-30]。
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综上所述，CXCL8在 ApoE-/-雄性小鼠患 AS后，其主动脉

组织中表达较正常野生型小鼠升高，可能通过影响MMP9的

表达参与了 AS的发生和发展，而 G31P可通过抑制 CXCL8的

表达延缓 AS的发生发展。
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