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摘  要 

本研究旨在深度剖析长链非编码RNA P53和P21在大鼠动脉粥样硬化模型中的作用及应用潜能。择取60
只大鼠，随机平均划分为正常组与粥样硬化组，借由构建大鼠动脉粥样硬化模型，综合运用多种实验技

术(如免疫组织化学染色、实时荧光定量PCR、蛋白质印迹法、酶联免疫分析等)及仪器(如彩色多普勒超

声诊断仪)，对两组中P53和P21的表达状况、调控机制及其与疾病演进的关联予以系统性且全方位的解析。

研究成果有望为动脉粥样硬化的诊断与治疗提供新颖且极具价值的靶点与策略。 
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Abstract 
This study aims to deeply analyze the role and application potential of long non-coding RNA P53 
and P21 in rat atherosclerosis model. 60 rats were selected and randomly divided into normal 
group and atherosclerosis group. By constructing rat atherosclerosis model, a variety of experimental 
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techniques (such as immunohistochemistry staining, real-time fluorescence quantitative PCR, protein 
blotting, enzyme-linked immunosorbent assay, etc.) and instruments (such as color Doppler ultra-
sound diagnostic instrument) were used to systematically and comprehensively analyze the expres-
sion status, regulatory mechanism and relationship between P53 and P21 and disease progression 
in the two groups. The research results are expected to provide novel and valuable targets and strat-
egies for the diagnosis and treatment of atherosclerosis. 
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1. 引言 

动脉粥样硬化作为心血管疾病的核心病理基础，对人类健康构成了重大威胁[1]。鉴于大鼠模型在生

理与病理层面和人类存在一定程度的相似性，其已成为探究动脉粥样硬化的常用且有效的工具。P53 和

P21 在细胞周期调控、DNA 损伤修复以及细胞凋亡等关键生物学进程中发挥着举足轻重的作用[2]，它们

与动脉粥样硬化的发生及发展之间或许存在着紧密且繁杂的关联[3] [4]。例如，有研究表明[5]，P53 相关

信号通路在动脉粥样硬化的进程中发挥了重要的调节作用。 

2. 材料与方法 

(一) 实验动物分组与模型建立 
选取 60 只特定品系的健康雄性大鼠，随机平均分成正常组和粥样硬化组。 
1) 粥样硬化组模型建立流程 
- 予以高脂饮食，其中涵盖特定比例的饱和脂肪酸(如棕榈酸占 20%、硬脂酸占 10%)以及高含量的胆

固醇(占总饲料重量的 2%)。 
- 每周施行两次维生素 D3 腹腔注射，每次剂量为 70 万 IU/kg 体重。 
- 每隔两周测定体重和血脂水平，涵盖总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇和高密度脂蛋白胆

固醇。 
- 每四周运用彩色多普勒超声诊断仪(探头频率设定为 10 MHz)评估动脉粥样硬化病变程度。 
2) 正常组：给予正常饮食，其他操作与粥样硬化组一致。 
(二) 样本采集与处理 
于实验第 16 周，采用人道且规范的方式分别对正常组和粥样硬化组的大鼠予以处死。 
1) 动脉组织采集与处理步骤 
- 迅速采集大鼠的主动脉组织，使用 10%福尔马林溶液固定 24 小时。 
- 历经梯度乙醇脱水(70%乙醇 1 小时、80%乙醇 1 小时、90%乙醇 1 小时、95%乙醇 1 小时两次、

100%乙醇 1 小时两次)。 
- 进行二甲苯透明处理 30 分钟两次。 
- 采用石蜡包埋技术将组织制成蜡块，以供后续切片。 
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2) 血液样本采集与处理步骤 
- 采集血液样本，于室温下静置 30 分钟。 
- 以 3000 rpm 的转速在高速离心机中离心 15 分钟，分离获取上层血清。 
- 将血清转移至无菌离心管中，放置于−80℃超低温冰箱保存。 
(三) 实验技术 
1) 免疫组织化学染色 
- 针对动脉组织切片实施常规脱蜡和抗原修复。 
- 滴加 3%过氧化氢溶液以消除内源性过氧化物酶活性。 
- 滴加正常山羊血清封闭液，降低非特异性背景染色。 
- 分别滴加 P53 和 P21 一抗(一抗浓度为 1:200)，在 4℃恒温箱中孵育过夜。 
- 滴加生物素标记的二抗工作液，于室温孵育 30 分钟。 
- 滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液，在室温孵育 30 分钟。 
- 运用 DAB 显色试剂盒进行显色，苏木精复染细胞核，中性树胶封片。 
- 借助光学显微镜观察并拍照，利用图像分析软件对染色结果进行定量分析。 
2) 实时荧光定量 PCR (qPCR) 
- 使用 TRIzol 试剂提取动脉组织中的总 RNA，测定 RNA 的浓度和纯度(A260/A280 比值应处于

1.8~2.0 之间)。 
- 运用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA。 
- 设计 P53 和 P21 基因的特异性引物，在荧光定量 PCR 仪上开展扩增反应。 
- 反应结束后，采用 2CT 法对数据进行相对定量分析。 
3) 蛋白质印迹法(Western Blot) 
- 运用 RIPA 裂解液于冰上裂解动脉组织 30 分钟，以 12,000 rpm 的转速在 4℃离心机中离心 15 分

钟，收集上清液即为总蛋白。 
- 使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，并将各样品浓度调整一致。 
- 通过 10%的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白，电泳条件为恒压 80 V，电泳 2 小时。 
- 采用湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜上，转膜条件为恒流 300 mA，转膜 2 小时。 
- 用 5%脱脂牛奶在室温下封闭 2 小时。 
- 分别与 P53 和 P21 的一抗(稀释比例为 1:1000)在 4℃摇床上孵育过夜。 
- 与相应的二抗(稀释比例为 1:5000)在室温下孵育 2 小时。 
- 使用增强化学发光试剂盒进行显色，化学发光成像系统对蛋白条带进行曝光和成像。 
4) 酶联免疫分析 
- 酶联免疫分析试剂盒购买的是武汉吉立德生物科技有限公司的专用科研试剂，严格按照操作流程，

在福建中医药大学附属第二人民医院，由高资历检验师进行检测，检测血清中 P53 和 P21 的含量。 

3. 结果 

(一) 动脉粥样硬化模型的评估 
经由高脂饮食结合维生素 D3 注射的处置，粥样硬化组成功诱导出大鼠动脉粥样硬化。通过组织学观

测，清晰可见粥样硬化组动脉内膜显著增厚，大量脂质沉积，同时伴有炎症细胞的广泛浸润等典型病理

改变，而正常组则无此类变化。 
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1) 组织学图像分析 
分别展示并详尽解读正常组和粥样硬化组具有代表性的动脉组织切片的图像，量化内膜增厚、脂质

沉积等病理指标的差异。运用图像分析软件(如 ImageJ)对切片进行定量分析。 
2) 超声检查结果 
呈现正常组和粥样硬化组的超声图像，剖析动脉壁厚度、血流速度等参数的变化差异，与组织学结

果相互印证。 
(二) P53 和 P21 的表达变化 
免疫组化结果明确显示，在粥样硬化组的动脉粥样硬化病变区域，P53 和 P21 的蛋白表达显著提升，

且主要集中分布于内皮细胞和平滑肌细胞，而正常组中表达较低。qPCR、Western blot 和酶联免疫分析结

果进一步有力证实，粥样硬化组中 P53 和 P21 的 mRNA 和蛋白水平均大幅高于正常组。 
1) 免疫组化定量分析 
运用图像分析软件，对正常组和粥样硬化组免疫组化染色的阳性区域进行定量分析，给出具体的数

据和统计学差异(见表 1)。 
2) 酶联免疫分析数据 
呈现酶联免疫分析所得正常组和粥样硬化组中 P53 和 P21 的含量数据，并进行统计学分析(见表 1)。 
 

Table 1. Data analysis of two methods (unit: IU/ml) 
表 1. 两种方法数据结果分析(单位：IU/ml) 

项目 
方法 

免疫组化定量分析 酶联免疫分析 

P53 P21 P53 P21 

正常组 10.69 7.35 6.31 4.36 

粥样硬化组 123.51 69.31 76.32 40.21 

t 12.363 16.352 7.895 6.358 

p 0.021 0.026 0.019 0.019 

 

3) 运用 SPSS2.0 统计软件，对所获取的数据进行全面、深入且细致的分析。计量资料以均数±标准

差(x ± s)的形式进行精确呈现，组间比较采用严谨的 t 检验；计数资料则以清晰准确的率(%)来表示，组

间比较采用科学的 χ2检验。以 P < 0.05 判定为差异具有显著的统计学意义。 
(三) 相关性分析 
通过深入的数据分析，发现粥样硬化组中 P53 和 P21 的表达水平与动脉粥样硬化病变的严重程度呈

现出显著的正相关性，而正常组无此相关性。这一发现为进一步揭示它们在疾病进展中的作用提供了重

要线索。 
1) 相关性系数计算 
分别运用统计学方法计算正常组和粥样硬化组的相关性系数，以精确量化表达水平与病变程度之间

的关联强度差异。 
2) 散点图绘制 
通过绘制正常组和粥样硬化组的散点图，直观展示表达水平与病变程度之间的线性或非线性关系差

异。 
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4. 讨论 

(一) P53 和 P21 在动脉粥样硬化中的可能作用机制 
P53 的激活极有可能是对动脉粥样硬化相关应激的迅速且有效的响应。通过精准调控下游一系列基

因，包括 P21 的表达，深刻影响着细胞周期进程、细胞凋亡以及炎症反应等关键生物学过程，从而在动

脉粥样硬化的发生和发展中发挥着不可或缺的作用。而在正常组中，这些调节机制未被显著激活。 
1) 细胞周期调控机制探讨 
详细阐述 P53 和 P21 如何通过调节细胞周期相关蛋白的表达，影响细胞的增殖和分化，以及在粥样

硬化组和正常组中的差异。 
2) 细胞凋亡的调节作用 
分析 P53 和 P21 在诱导细胞凋亡中的具体分子机制，以及其对动脉粥样硬化病变中细胞存活和死亡

平衡的影响，对比正常组和粥样硬化组的不同。 
(二) 在诊断与治疗方面的潜在价值 
P53 和 P21 的表达变化与动脉粥样硬化病变之间存在紧密的关联，这充分显示出它们很可能成为极

具敏感性的诊断指标[6]，从而实现对疾病的早期精确诊断[7] [8]。另外，针对 P53 和 P21 通路展开的创

新性药物干预策略，有希望为动脉粥样硬化的治疗开拓出崭新的路径[9]。然而，在正常组里，这些指标

对于诊断和治疗而言并无意义。 
1) 生物标志物的可行性分析 
综合考量检测方法(包括酶联免疫分析)的可行性、准确性以及临床应用的前景，对 P53 和 P21 作为

粥样硬化组生物标志物的潜力进行全面评估，对比正常组的情况。 
2) 药物干预策略的展望 
探讨针对 P53 和 P21 通路的现有药物研发进展以及未来可能的发展方向，为临床治疗提供新的思路

和希望，着重分析对粥样硬化组的治疗作用，以及与正常组的差异。 

5. 结论 

本研究通过将 60 只大鼠分为正常组和粥样硬化组，在大鼠动脉粥样硬化模型中全面且深入地揭示了

P53 和 P21 的表达变化及其与疾病进展的密切关系。粥样硬化组中 P53 和 P21 的显著变化为进一步透彻

理解动脉粥样硬化的发病机制提供了全新的视角和有力的证据。这一研究成果不仅为开发基于 P53 和 P21
的精准诊断方法(如酶联免疫分析)奠定了坚实基础，也为探索创新的治疗策略开辟了充满希望的道路。然

而，要将这些研究成果成功转化并应用于临床实践，仍需开展更多更为深入和广泛的研究，以充分验证

其可行性和有效性。 
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