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CCL5调控IL-6/STAT5信号通路促进大鼠颅内动脉瘤进展的研究
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(1.蚌埠医科大学第二附属医院神经外科,安徽 蚌埠 233040;

2.蚌埠医科大学第一附属医院肾脏内科,安徽 蚌埠 233004)

摘 要:目的 探明趋化因子配体5(CCL5)激活IL-6/STAT5信号通路增加了颅内动脉瘤进展的分子机制。方法 构

建颅内动脉瘤大鼠模型,分为 NC组(空白对照组)和颅内动脉瘤组(IA组),检测各组大鼠的颅内动脉瘤形成情况。

TUNEL和免疫荧光实验检测神经元细胞凋亡情况和SM22-a的表达。HE和弹性纤维染色检测各组中血管内皮和弹

性纤维变化。生物信息学筛选差异基因。随后构建IA+CyclicMKEYTFA 组(CCL5抑制剂),即IA+TFA 组。

ELISA和 WB检测IL-6、TNF-α、IL-1β、IL-8和STAT5的表达。结果 ELISA实验显示,相较于 NC组,IA组的IL-6、

TNF-α、IL-1β、IL-8和STAT5表达升高。生物信息学结果显示CCL5在IA组中表达升高。HE染色和弹性纤维染色结

果显示,相较于NC组,IA组中动脉瘤形成明显,血管内壁增厚和弹性纤维减少,相较于IA组,IA+TFA组的血管内壁

变薄且弹性纤维增多。TUNEL结果显示,相较于 NC组,IA组中的 TUNEL阳性细胞率升高,而相较于IA组,IA+
TFA组的TUNEL阳性细胞率降低。WB结果显示,相较于IA组,IA+TFA组的IL-6、STAT5和CCL5表达降低。结

论 CCL5调控IL-6/STAT5信号通路促进了颅内动脉瘤进展。

关键词:趋化因子配体5;IL-6/STAT5信号通路;颅内动脉瘤;趋化因子配体5抑制剂

中图分类号:R743.9   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2024)06-0863-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2024.06.005

ResearchonCCL5regulatingIL-6/STAT5signalingpathwayto
promotetheprogressionofintracranialaneurysmsinrats

MINJingliang1,GUOYaling2,ZHANGHui1,WANGDawei1

(1.DepartmentofNeurosurgery,TheSecondAffiliatedHospitalofBengbuMedicalUniversity,
Bengbu233040,Anhui,China;2DepartmentofNephrology,TheFirstAffiliated

HospitalofBengbuMedicalUniversity,Bengbu233004,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatethemolecularmechanismsunderlyingtheenhancedprogressionofin-
tracranialaneurysmsthroughtheactivationoftheIL-6/STAT5signalingpathwaybychemokineligand5
(CCL5). Methods Aratmodelofintracranialaneurysmswasestablishedanddividedintoanormalcontrol
(NC)groupandanintracranialaneurysm (IA)group.TheformationofIAwasassessedinratsfromeach
group.TUNELandimmunofluorescenceassaywereconductedtoevaluateneuronalapoptosisandtheexpres-
sionofSM22-α,respectively.HEandelasticfiberstainingwereusedtoexaminechangesinvascularendotheli-
umandelasticfibersacrossthegroups.Differentialgeneswerescreenedbybioinformatics.Subsequently,an
IA+CyclicMKEYTFAgroup(CCL5inhibitor),referredtoastheIA+TFAgroup,wasestablished.ELISA
andWBwereemployedtodetecttheexpressionlevelsofIL-6,TNF-α,IL-1β,IL-8,andSTAT5. Results 
ELISAresultsshowedthattheexpressionlevelsofIL-6,TNF-α,IL-1β,IL-8,andSTAT5wereelevatedinthe
IAgroupcomparedtotheNCgroup.BioinformaticsresultsindicatedthattheexpressionofCCL5waselevated
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intheIAgroup.HEandelasticfiberstainingdemonstratedthat,comparedtotheNCgroup,theIAgroupex-
hibitedsignificantaneurysmformation,thickeningofthevascularintima,andadecreaseinelasticfibers.In
contrast,theIA+TFAgroupshowedthinningofthevascularintimaandanincreaseinelasticfiberscompared
totheIAgroup.TUNELassaysshowedanelevatedpercentageofTUNEL-positivecellsintheIAgroupcom-
paredtotheNCgroup,whereasthispercentagewasreducedintheIA+TFAgroupcomparedtotheIAgroup.
WBresultsindicatedreducedexpressionsofIL-6,STAT5,andCCL5intheIA+TFAgroupcomparedtothe
IAgroup. Conclusion CCL5promotestheprogressionofIAbyregulatingtheIL-6/STAT5signalingpath-
way.
  Keywords: chemokineligand5;IL-6/STAT5signalingpathway;intracranialaneurysm;chemokinelig-

and5inhibitors

  颅内动脉瘤(intracranialaneurysm,IA)是一种常

见的脑血管疾病,发病率高达3%。IA破裂常常引起

广泛的蛛网膜下腔出血,从而导致灾难性后果[1-2]。到

目前为止,还没有找到治疗IA的有效药物,能够抑制

IA进展的唯一选择是血管内治疗或开颅手术夹闭。

IA的主 要 病 理 特 征 包 括 进 行 性 血 管 平 滑 肌 细 胞

(VSMC)死亡和细胞外基质(ECM)破坏导致IA的形

成和破裂[3-5]。因此,揭示VSMC损伤和ECM降解的

分子机制对于开发预防IA进展的药物至关重要。通

过基因测序发现趋化因子配体5(CCL5)在IA模型中

高表达。CCL5是一种趋化因子,在免疫系统和心血

管系统中发挥重要作用[6-7]。然而CCL5在IA中的报

道较少,因此本研究探究CCL5影响IL6/STAT5轴

促进颅内动脉瘤进展的分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 弹性纤维酶(默克集团有限公司,编
号:39445-21-1)、β-氨基丙腈(默克集团有限公司,编
号:A3134)、异戊巴比妥(默克集团有限公司,编号:

57-43-2)、CyclicMKEYTFA(默克集团有限公司,编
号:HY-P1949A)、IL-6ELISA试剂盒(索莱宝生物科

技有限公司,编号:SEKM-0007)、IL-8ELISA试剂盒

(合肥莱尔生物科技有限公司,编号:LE-M2500)、

TNF-αELISA试剂盒(上海佰利莱生物科技有限公

司,编号:BLL-S7398G)、IL-1βELISA试剂盒(上海佰

利莱生物科技有限公司,编号:BLL810363A)、STAT5
ELISA试剂盒(合肥莱尔生物科技有限公司,编号:

LE-H2198)、RIPA裂解液(上海碧云天生物技术有限

公司,编号:P0013B)、BCA蛋白检测试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司,编号:P0010S)、HE液(上海碧

云天生物技术有限公司,编号:C0105S)、维多利亚蓝

溶液(Solarbio公司,编号:G1596)、TUNEL试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司,编号:C1089)、超敏

ECL化学发光试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司,编号:P0018S)、SM22-a抗体(艾博抗贸易有限公

司,编号:ab14106,兔多克隆抗体)、CCL5抗体(艾博

抗贸易有限公司,编号:ab307713,兔单克隆抗体)、IL-
6抗体(艾博抗贸易有限公司,编号:ab233706,兔单克

隆抗体)、STAT-5抗体(艾博抗贸易有限公司,编号:

ab32364,兔单克隆抗体)、Multi-rAbHRP-山羊抗兔

重 组 二 抗 (武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司,编 号:

RGAR001)。

1.2 动物模型构建 购买雄性 Wistar大鼠15只(上
海凯学生物有限公司),体重在150~170g之间。购

买弹性纤维酶。将大鼠分为3组:空白对照组(无任何

处理)、IA诱导组(颈动脉瘤模型)、IA+TFA(颈动脉

瘤模型+TFA50μg/kg,腹腔注射)组。本研究经过

本院伦理审查委员会批准(伦动科批字〔2024〕第175
号)。IA模型构建方法:各试验组按30mg/kg体重

的剂量经腹腔注射3%异戊巴比妥麻醉大鼠。在对大

鼠进行左侧颈内动脉结扎之前,向右侧基底池的脑脊

液中注射弹性纤维酶。剪去大鼠颈部、上腹部的皮肤,
在显微镜下进行手术操作,暴露左侧颈动脉,并对其进

行分离。结扎颈总动脉,以模拟颈动脉瘤的形成。随

后剪开腹中部纵行切口,逐层剥离,首先寻找左肾随后

剥离结缔组织,并结扎左肾动脉,依次结扎右肾动脉。
手术完成后,对伤口进行缝合,并给予适当的护理。并

以0.9%氯化钠联合0.12%β-氨基丙腈(BAPN)喂
养。IA+TFA模型构建:在IA基础上,腹腔注射Cy-
clicMKEYTFA50μg/kg,以4周注射1次的频率,
连续注射4次(总计16周)。所有模型待16周后麻醉

处死大鼠后,剥离脑组织,拍照记录。

1.3 ELISA实验 采用标准试剂盒检测细胞因子

IL-6、TNF-α、IL-1β、IL-8和STAT5水平。从大鼠尾

静脉中采集血液样本,测定血清中IL-6、TNF-α、IL-
1β、IL-8和STAT5的表达水平。

1.4 WesternBlot实验检测 收集大鼠脑组织,用

RIPA裂解液提取总蛋白裂解物,用于 WesternBlot。
使用BCA蛋白检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限

公司)测定蛋白浓度。待定量后,每个样品(30μg)的
裂解物用十二烷基硫酸钠-PAGE分离,用电子印迹蛋
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白转移系统(GenScrip)转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜
上。然后用5%脱脂牛奶包常温孵化2h,PVDF膜与

一抗4℃孵育过夜,与二抗在室温下孵育1h,用ECL
曝光液进行曝光,使用Bio-Rad成像系统进行成像。

1.5 HE染色和弹性纤维染色 制备4μm厚石蜡包

埋脑组织切片,随后蜡块脱蜡后分别用 HE液和维多

利亚蓝溶液进行染色。图像通过光学显微镜拍摄。

1.6 TUNEL染色 采用TUNEL试剂盒严格按照

说明书进行细胞凋亡检测。脱蜡、水合后,用酶在室温

下孵育20min。切片用PBS洗涤3次后,在37℃下

与TUNEL反应混合液染色1h,并与兔抗SM22-a
(1∶1000)在4℃孵育过夜。PBS洗涤3次后,DAPI
染色1h,最后室温下孵育二抗。最后将切片封存,在
显微镜下拍照观察。

1.7 生物信息学 从使用R软件(版本4.3.1)进行

生物信息学分析。从GEO数据库(https://www.nc-
bi.nlm.nih.)下载GSE7543基因芯片数据。用R包

“LIMMA”筛选差异表达基因,假发现率(FDR)<

0.05,|对数倍变化(Fc)|≥1。用热图显示差异表达

基因。

1.8 统计学方法 实验数据使用GraphpadPrism8.
0进行统计分析。计量资料符合正态分布的,利用(췍x
±s)表示。组间差异用独立t检验进行分析。多组间

比较采用单因素方差分析,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 IA模型构建 构建IA动物模型,动物模型如图

1A所示,结果显示相较于 NC组,IA组的动脉瘤成

型。HE染色和弹性纤维染色检测动脉瘤,结果显示

相较于NC组,IA中的血管内壁增厚不规则,且纤维

蛋白碎片减少,见图1B,即胶质细胞的纤维化减少。
而TUNEL实验检测动脉瘤切片样本中神经元凋亡

情况,结果显示相较于NC组(1.01±0.001)%,IA组

中的 TUNEL阳性的血管平滑肌细胞(利用SM22-a
标记)数量增加(33.81±1.52)%,P <0.001,见图

1C。

注:A.各组大鼠脑部的典型图片;B.各组大鼠切片的 HE染色和弹性

纤维染色情况(×400);C.TUNEL染色结果;***P<0.001。

图1 IA模型构建

2.2 CCL5在IA组中高表达 为进一步检测IA的

分子机制,通过生物信息学显示,相较于NC组,IA组

中CCL5表达升高,见图2A、图2B。随后ELISA结果

提示,相较于NC组,IA组中IL-6、TNF-α、IL-1β、IL-8
和STAT5(P<0.001)的表达升高,见图3。

2.3 CCL5抑制剂(CyclicMKEYTFA)抑制IL-6/

STAT5轴影响IA进展 为进一步探索CCL5对IA
的影响机制,在IA组基础上加入CCL5抑制剂,HE
和纤维蛋白染色检测血管瘤组织,结果显示,相较于

NC组,IA组中纤维蛋白减少,而相较于IA组,IA+
TFA组的血管内壁厚度变薄且纤维蛋白增多,见图

4A。TUNEL实验检测血管瘤组织中神经元细胞凋亡

情况,结果显示,相较于 NC组(1.01±0.001),IA组

中的TUNEL阳性细胞率升高[(32.13±0.98)%,P
<0.001],而相较于IA组,IA+TFA组的TUNEL阳

性细胞率降低[(15.01±1.84)%,P <0.001],见图

4B。ELISA检测外周血样本,结果显示,相较于IA
组,IA+ TFA 组 中 IL-6、IL-8、TNF-α、IL-1β 和

STAT5的表达降低(P <0.05),见图5A。WB结果

显示,相较于IA 组,IA+TFA 组中 CCL5、IL-6和

STAT5的蛋白水平表达降低(P<0.05),见图5B。
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注:A.热图分析差异基因;B.热图显示炎性通路富集基因。

图2 生物信息学筛选差异基因

注:*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3 ELISA检测2组样本中的炎性分子表达

注:A.HE染色和纤维蛋白染色检测3组情况(×400);

B.TUNEL染色结果;***P<0.001。

图4 TFA抑制IA的纤维蛋白的降解
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注:A.ELISA检测各组IL-6、IL-8、TNF-α、IL-1β和STAT5的表达;

B.WB检测各组中CCL5、IL-6、STAT5的表达。**P<0.01,***P<0.001。

图5 TFA抑制IL-6/STAT5轴的表达

3 讨论

IA是一种由于颅内动脉壁的异常扩张而形成的

动脉瘤,其中VSMC死亡和ECM 破坏是动脉瘤的主

要诱因之一。通过生物信息学检测发现,CCL5在颅

内动脉瘤样本中过表达,且颅内动脉瘤组中的炎性因

子的表达增加。

CCL5属于趋化细胞因子或趋化因子家族。CCL5
可以促进T细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞的趋

化过程,随后将白细胞募集到炎症部位[8-10]。此外,

CCL5在某些自然杀伤细胞(NK)的增殖和活化中也

起着重要作用。CCL5吸引免疫细胞,如T细胞和巨

噬细胞,到 炎 症 部 位,从 而 促 进 炎 症 的 发 生 和 进

展[9-12]。此外,CCL5还与血管内壁增生和纤维蛋白降

解等过程密切相关[13-14]。具体来说,CCL5可以促进

血管内皮细胞的增殖和迁移,从而增加血管内壁的厚

度和阻力。从分子机制讲,CCL5可以与靶细胞表面

的受体结合,激活激酶和转录因子,促进基因的表达和

蛋白质的合成。此外,CCL5还可以与其他细胞因子

和生长因子相互作用,形成复杂的网络,调节细胞的生

长、分化和功能。例如,CCL5可以激活PKCδ,这是一

种在多种细胞类型中表达的PKC亚型[15-16]。激活的

PKCδ可以激活细胞生长、分化、代谢和趋化作用。在

炎症过程中,PKC的活化可以诱导炎症细胞如巨噬细

胞和中性粒细胞的活化,进一步释放炎症介质,加剧炎

症反应[2,17-20]。
本组研究中,发现加入CCL5抑制剂后,可以抑制

外周血样本IL-6、IL-8、TNF-α、IL-1β和STAT5的表

达,同时也抑制了IL-6和STAT5的蛋白表达。这可

能是CCL5通过与其受体的相互作用,影响IL-6介导

的信号转导。这种影响可能改变STAT5的磷酸化状

态和活性。本研究中,发现IA 组中 CCL5、IL-6和

STAT5表达升高,而CCL5抑制剂组中CCL5、IL-6和

STAT5表达降低,且CCL5抑制剂组中纤维蛋白的降

解。然而本研究也存在很多不足之处,首先未能详细

阐明CCL5可能通过促进IL-6/STAT5轴的详细机

制,其次只做了动物实验,未进行细胞学实验,因此需

要在后续进一步完善相关检查。
总而言之,本研究显示沉默CCL5可能通过抑制

IL-6/STAT5的表达从而抑制了IA 的进展。因此

CCL5抑制剂的进一步开发可能有助于颅内动脉瘤的

治疗与诊断。
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