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　　摘　要：目的　探讨同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）促进ＡｐｏＥ基因敲除（ＡｐｏＥ
／）鼠动脉粥样硬化（ＡＳ）形成同时是否对肝脏脂质代谢

产生影响。方法　取健康５周龄雄鼠（ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）１２只作为正常对照组，饲以普通饮食；另选５周龄雄性纯合子ＡｐｏＥ
／鼠

（ＳＰＦ级近交系Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）３６只，分为模型对照组、高同型半胱氨酸血症（ＨＨｃｙ）组、叶酸和ＶＢ１２干预的干预组，每组１２只，饲养

１８周后，生化分析仪测定血清 Ｈｃｙ及血脂总胆固醇（ＣＨＯＬ）、三酰甘油（ＴＧ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）水平，

主动脉冰冻切片苏木素伊红（ＨＥ）染色后观察并测量斑块面积；肝脏组织冰冻切片油红Ｏ染色观察肝脏细胞脂质变化，酶法测定

肝脏脂质代谢改变。结果　与正常对照组比较，ＨＨｃｙ组血清 Ｈｃｙ、ＬＤＬ、ＴＧ、ＣＨＯＬ水平明显增高（犘＜０．０１），分别升高约２．３、

２．８、５．０、１０．７倍，ＨＤＬ下降约６４％（犘＜０．０１）；干预组 Ｈｃｙ、ＬＤＬ、ＣＨＯＬ水平较 ＨＨｃｙ组分别下降４３％、３４％、２１％，ＨＤＬ水平

增高３６％（犘＜０．０５），ＴＧ无明显变化；ＨＥ染色可见３组 ＡｐｏＥ
／鼠主动脉均有 ＡＳ形成，其中 ＨＨｃｙ组主动脉斑块面积２８．２×

１０４μｍ
２，明显大于模型对照组的１７．０×１０４μｍ

２（犘＜０．０５），干预组斑块面积１７．１×１０４μｍ
２，较 ＨＨｃｙ组减轻（犘＜０．０５）。肝脏

油红Ｏ染色 ＨＨｃｙ组脂质积累明显；干预组肝细胞内有少量脂质沉积；氧化酶法检测发现 ＨＨｃｙ组肝脏组织中ＣＨＯＬ和ＴＧ分

别是正常对照组的２．２、２．８倍（犘＜０．０１）；干预组肝脏ＣＨＯＬ、ＴＧ水平与 ＨＨｃｙ组比较下降３０％、３３％（犘＜０．０１）。结论　Ｈｃｙ

促进ＡｐｏＥ
／鼠ＡＳ形成的同时加速肝脏脂代谢紊乱。

关键词：同型半胱氨酸；脂类代谢；动脉粥样硬化；ＡｐｏＥ
／鼠
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ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｉｓｏｒｄｅｒ．
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管疾病的重

要基础性病变。高同型半胱氨酸血症（ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａ，

ＨＨｃｙ）是ＡＳ发病的独立危险因素
［１］。据文献报道，ＨＨｃｙ导

致ＡＳ可能的机制有损伤内皮细胞、促进脂质过氧化和脂质代

谢紊乱等［２３］。肝脏作为脂质代谢的重要靶器官，在脂质代谢

平衡中发挥着不可替代的作用［４］。Ｈｃｙ在导致 ＡＳ形成同时

对肝脏脂质代谢是否产生影响尚缺乏有力证据。小鼠在

犃狆狅犈（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，犃狆狅犈）基因敲除（犃狆狅犈／）后会造成自

发的脂质代谢功能紊乱，所造模型与人类相似。而饲喂高甲硫

基丁氨酸饲料，不但能引起 ＨＨｃｙ，还会加速犃狆狅犈／鼠ＡＳ形

０３０４ 重庆医学２０１４年１０月第４３卷第３０期

 基金项目：国家自然科学基金项目资助（８１１６００４４）；２０１２年国家自然科学基金项目资助（８１２６００６３）。　作者简介：卢冠军（１９７４－），副主

任医师，硕士，主要从事泌尿外科研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｊｙｘｙｙｚ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ。



成的进程，进而缩短造模时间［５６］。本实验复制犃狆狅犈／鼠ＡＳ

动物模型，旨在阐明在 Ｈｃｙ引起 ＡＳ的基础上，Ｈｃｙ在肝脏脂

质代谢异常中的作用，为ＡＳ过程中肝脏的损伤提供理论和实

验依据。

１　材料与方法

１．１　动物与材料　ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性纯合子健康小鼠１２

只及近交系Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ背景的犃狆狅犈
／小鼠３６只购自北京大

学实验动物中心（合格证号：ＳＣＸＫ（学）２００２００１）；西门子ＡＤ

ＶＩＡ２４００型 全 自 动 生 化 分 析 仪；生 化 检 测 试 剂 （批 号

０１２１８ＬＨ，北京利德曼公司）；苏木素伊红（ＨＥ）染液购自湖北

泰康医疗设备有限公司；油红Ｏ染液、三酰甘油（ＴＧ）、血脂总

胆固醇（ＣＨＯＬ）测定试剂盒为Ｓｉｇｍａ公司产品；ＯＣＴ包埋剂

购自上海金穗生物科技有限公司；ＣＭ１８５０切片机为德国Ｌｅｉ

ｃａ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　分组　将实验动物分为４组：（１）正常对照组（狀＝１２）：

５周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性纯合子健康小鼠饲以普通饮食；

（２）模型对照组（狀＝１２）：犃狆狅犈
／小鼠饲以普通饮食；（３）ＨＨｃｙ

组（狀＝１２）：犃狆狅犈
／小鼠饲以高甲硫基丁氨酸饮食（普通饮食

中加入１．７％甲硫基丁氨酸）；（４）干预组（狀＝１２）：犃狆狅犈
／小鼠

饲以高甲硫基丁氨酸饮食加０．０６‰叶酸和０．００４‰ＶＢ１２。小

鼠均饲养于ＳＰＦ级环境内，分笼饲养，室内温度控制２０～２５

℃，相对湿度６０％左右，明暗交替各１２ｈ，动物饲养笼具饮水

瓶定期消毒，所用垫料高压灭菌，饲养房内定期紫外灯消毒。

在自由摄食和饮水的条件下饲养１８周后，单侧眼球取血并处

死，进行后续试验。

１．２．２　小鼠血清 Ｈｃｙ与血脂水平检测　全自动生化分析仪

检测各组小鼠血清 Ｈｃｙ水平及ＣＨＯＬ、ＴＧ、ＬＤＬ、高密度脂蛋

白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）水平变化。

１．２．３　主动脉病理切片 ＨＥ染色　动物采血后，麻醉状态下

处死小鼠，分离主动脉，进行冰冻切片，切片采取 ＨＥ染色，普

通光学显微镜观察血管及斑块的形态结构并进行病理形态学

描述；用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件测量斑块面积（ｐｌａｑｕｅａｒｅａｓ，

ＰＡ）并取其平均值作为该标本的最终结果、采集图像。

１．２．４　肝组织油红Ｏ染色观察　取小鼠肝脏，放入液氮中速

冻后经包埋剂包埋，放入冰冻切片机固定制备肝脏７μｍ冰冻

切片，油红Ｏ染色，光学显微镜观察、拍照。

１．２．５　肝脏ＣＨＯＬ、ＴＧ水平测定　取新鲜的肝脏去掉其中

非肝细胞部分（如大血管、胆等），用刀切成小块，研磨成糊状制

成肝脏研磨液，氧化酶法测定肝脏ＣＨＯＬ、ＴＧ水平，操作步骤

按试剂盒说明书进行。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行统计

学数据处理，计量资料以狓±狊表示，前后对比采用配对狋检

验，组间对比采用单因素方差分析，计数资料用χ
２ 检验，采用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数进行相关性分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠血清 Ｈｃｙ和血脂水平的变化　４组小鼠使用不同饲

料喂养后，Ｈｃｙ水平明显改变，ＨＨｃｙ组变化最为明显，与正常

对照组比较，血清 Ｈｃｙ水平升高约２．３倍，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）；与模型对照组比较，血清 Ｈｃｙ水平升高约１．４倍

（犘＜０．０１），提示 Ｈｃｙ代谢异常可引起 ＨＨｃｙ；与 ＨＨｃｙ组比

较，干预组 Ｈｃｙ浓度下降约４３％（犘＜０．０１），提示叶酸和ＶＢ１２

干预可有效改善高甲硫基丁氨酸饮食诱发的 ＨＨｃｙ，见图１。

与正常对照组比较，ＨＨｃｙ组血清ＬＤＬ、ＴＧ、ＣＨＯＬ水平变化

最为明显，分别升高约２．８、５．０、１０．７倍，ＨＤＬ下降约６４％，差

异均有统计学意义（犘＜０．０１）；与模型对照组比较，ＨＨｃｙ组血

清ＬＤＬ、ＴＧ、ＣＨＯＬ水平分别升高约１．１、１．３、０．９倍，ＨＤＬ下

降约２７％（均犘＜０．０５），提示 ＨＨｃｙ可加速脂质代谢紊乱；干

预组血清ＬＤＬ、ＣＨＯＬ水平较 ＨＨｃｙ组下降３４％、２１％（犘＜

０．０５），ＨＤＬ水平增高３６％（犘＜０．０５），ＴＧ水平虽下降但差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：犘＜０．０１，与模型对

照组比较；ｄ：犘＜０．０１，与 ＨＨｃｙ组比较。

图１　　各组小鼠血清 Ｈｃｙ水平

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与

模型对照组比较；ｅ：犘＜０．０５，ｆ：犘＜０．０１，与 ＨＨｃｙ组比较。

图２　　各组小鼠血清ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＣＨＯＬ水平测定

　　Ａ．正常对照组；Ｂ．模型对照组；Ｃ．ＨＨｃｙ组；Ｄ．干预组。

图３　　各组小鼠主动脉粥样硬化病理改变 ＨＥ染色（１００×）
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２．２　主动脉组织形态观察及斑块面积情况　光学显微镜下观

察，正常对照组小鼠血管壁结构清晰，血管中未见 ＡＳ斑块，内

膜表面光滑、完整（图３Ａ）；而其他３组犃狆狅犈
／鼠均出现了不

同程度的ＡＳ斑块，其中 ＨＨｃｙ组在ＡＳ斑块中出现大量泡沫

细胞堆积，斑块面积较大，突向管腔面，内膜明显增厚，内有脂

质沉积，形成大小不等形态不规则的泡沫细胞，变化最为明显

（图３Ｃ）；模型对照组斑块面积较小，有少量的易损斑块出现

（图３Ｂ）；干预组主脉斑块程度较 ＨＨｃｙ组明显减轻，内、中膜

增厚程度较 ＨＨｃｙ组稍轻，显示叶酸与 ＶＢ１２干预对 ＨＨｃｙ诱

发的血管损伤具有拮抗作用（图３Ｄ）。与正常对照组比较，其

他３组犃狆狅犈
／鼠有明显的 ＡＳ斑块形成（犘＜０．０５）；其中，

ＨＨｃｙ组的变化最为明显，主动脉斑块面积为２８．２×１０
４

μｍ
２，

高于模型对照组的１７．０×１０４μｍ
２，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；干预组斑块面积１７．１×１０４μｍ
２，较 ＨＨｃｙ组减小（犘＜

０．０５），提示叶酸和 ＶＢ１２对 Ｈｃｙ诱发的血管损伤具有拮抗作

用，见图４。

２．３　肝脏组织油红Ｏ染色观察　光镜下可见，正常对照组、

模型对照组肝脏组织未见明显脂质积累（图５Ａ、Ｂ）；ＨＨｃｙ组

汇管区周围肝脏细胞内的大量脂肪呈橙红色，并有大量散在的

大小不等的脂肪空泡存在，脂质积累明显且含量较多（图５Ｃ）；

干预组肝脏细胞质内有散在脂肪小滴，见少量脂质沉积，肝脏

细胞内的少量脂肪滴呈橙红色（图５Ｄ）。

２．４　肝脏脂质代谢水平　检测各组小鼠肝脏中ＣＨＯＬ、ＴＧ

水平，结果显示：与对照组比较，ＨＨｃｙ组肝脏组织中ＣＨＯＬ

和ＴＧ分别是正常对照组的２．２、２．８倍（犘＜０．０１），提示 ＨＨ

ｃｙ可进一步促进肝脏脂质代谢紊乱；干预组肝脏ＣＨＯＬ、ＴＧ

水平与 ＨＨｃｙ组相比分别下降３０％、３３％（犘＜０．０１），提示叶

酸和ＶＢ１２干预对 ＨＨｃｙ上调肝脏脂质代谢紊乱具有拮抗作

用。见图６。

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，与模型对照组

比较；ｄ：犘＜０．０５，与 ＨＨｃｙ组比较。

图４　　各组小鼠主动脉粥样硬化斑块面积

　　Ａ．正常对照组；Ｂ．模型对照组；Ｃ．ＨＨｃｙ组；Ｄ．干预组。

图５　　各组小鼠肝脏组织油红Ｏ染色（×１００）

　　ａ：犘＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＨＨｃｙ组比较。

图６　　肝脏ＣＨＯＬ、ＴＧ吸光度值

３　讨　　论

ＡＳ所致的心脑血管疾病是严重危害人类健康的主要疾

病之一，研究表明，ＨＨｃｙ是 ＡＳ独立危险因子
［７８］。已有研究

证实，ＨＨｃｙ可以导致内皮功能紊乱从而加速动脉斑块的形

成，对血栓形成具有促进作用［９１０］。但是关于 ＨＨｃｙ对肝脏脂

质代谢影响研究甚少。ＡｐｏＥ参与受体介导的载脂蛋白清除

过程，在脂质代谢中发挥重要作用［１１１２］。因此，小鼠在 ＡｐｏＥ

基因敲除后会造成自发的脂质代谢功能紊乱，Ｎａｍｊｏｓｈｉ等
［１３］

发现，在ＡｐｏＥ
／鼠饲饮食高甲硫基丁氨酸可诱导 ＨＨｃｙ，加速

ＡＳ形成。本研究结果显示，与正常对照组及模型对照组比

较，ＨＨｃｙ组血清 Ｈｃｙ水平明显升高，表明喂饲高甲硫基丁氨

酸饮食能引起 ＨＨｃｙ，与文献报道一致
［１４］。病理组织切片观

察可见３组犃狆狅犈
／鼠均有ＡＳ斑块形成，ＨＨｃｙ组主动脉斑块

程度最为明显，证明本实验犃狆狅犈
／鼠ＡＳ动物模型复制成功。

肝脏作为物质运输和代谢的重要器官，是机体进行脂肪代

谢、脂质降解的关键部位［１５］。当肝脏内脂蛋白合成不足或合

成障碍时，肝脏细胞内脂肪不能被及时转运出肝脏，从而导致

脂肪在肝脏实质细胞内大量蓄积，形成大小不等的脂肪小滴。

本实验中，油红Ｏ染色观察肝脏组织形态结构时，３组犃狆狅犈
／

鼠均存在不同程度的肝脏细胞脂质代谢改变，提示 Ｈｃｙ可以

加速肝脏脂质代谢紊乱。血清及肝脏脂质代谢ＣＨＯＬ、ＴＧ检

测显示：与正常对照组比较，ＨＨｃｙ组血清中ＬＤＬ、ＴＧ、ＣＨＯＬ

明显升高，ＨＤＬ明显降低，同时肝脏组织中ＣＨＯＬ和 ＴＧ较

正常对照组也明显增高，说明 ＨＨｃｙ可进一步加重脂质代谢

紊乱，提示在 Ｈｃｙ引起 ＡＳ的同时，Ｈｃｙ可能扰乱了肝脏脂质

代谢，加速肝脏脂质代谢紊乱，从而导致血脂升高。

维生素Ｂ族的叶酸和ＶＢ１２可以减少Ｈｃｙ的生成，降低ＡＳ

发生的危险［１６１７］。本研究发现，干预组的 Ｈｃｙ水平，以及肝脏

ＣＨＯＬ、ＴＧ水平较 ＨＨｃｙ组均明显下降，提示叶酸和 ＶＢ１２可
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以降低血清 Ｈｃｙ的水平，有效改善高甲硫基丁氨酸饮食诱发

的 ＨＨｃｙ，并对 Ｈｃｙ加速肝脏脂质代谢紊乱具有拮抗作用。

综上所述，本研究在犃狆狅犈
／鼠ＡＳ模型的基础上，对肝脏

细胞中脂质代谢指标ＣＨＯＬ、ＴＧ水平进行测定，证实 Ｈｃｙ促

进犃狆狅犈／鼠ＡＳ形成的同时能够加速肝脏脂质代谢紊乱。

通过对肝脏中脂质代谢进行检测、分析，将有助于了解 ＡＳ与

肝脏病变的关系，为进一步研究 Ｈｃｙ引起肝脏脂质代谢紊乱

的作用机制奠定基础。
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ｔｈｙｌａｒｇｉｎｉｎｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ

ｄｉｓｅａｓｅｓ？［Ｊ］．ＣｌｉｎＢｉｏｃｈｅｍ，２０１２，４５（１６／１７）：１３２５

１３３０．

［９］ Ｗｉｌｓｏｎ ＫＭ，Ｍｃｃａｗ ＲＢ，ＬｅｏＬ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａａｎｄｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

ｅｍｉａｉｎ ＡｐｏＥｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒＴｈｒｏｍｂ

ＶａｓｃＢｉｏｌ，２００７，２７（１）：２３３２４０．

［１０］任晓丽，杨波，黄陈平，等．高甲硫基丁氨酸饮食对大鼠血

管内皮细胞分泌功能的影响［Ｊ］．氨基酸和生物资源，

２０１０，３２（４）：５０５４．

［１１］ＺｈａｎｇＣＮ，ＷａｎｇＪＪ，ＺｈｕａｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｏ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｎｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ，

２００５，１３（２）：２２５２２７．

［１２］ＺｈａｎｇＳＨ，ＲｅｄｄｉｃｋＲＬ，ＰｉｅｄｒａｈｉｔａＪＡ，ｅｔａｌ．Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａａｎｄａｒｔｅｒｉａｌｌｅｓｉｏｎｓｉｎｍｉｃｅｌａｃｋｉｎｇ

ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２５８（５８１）：４６８４７１．
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ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１）：ｅ５３５２９．

［１４］苏娟，王生兰，黄玉珊，等．同型半胱氨酸、半胱氨酸在动

脉粥样硬化发病机制中作用的对照研究［Ｊ］．卫生研究，

２００９，３８（１）：４３４６．

［１５］刘树业，段樱，李娴．代谢组学的进展及肝脏代谢组织

［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，２００９，１（３）：１９７２０２．

［１６］ＴａｂａｎＳｈｏｍａｌＯ，ＫｉｌｔｅｒＨ，ＷａｇｎｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｒｄｉａｃ
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ｒａｔｓ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＴｏｘｉｃｏｌ，２００９，９（２）：９５１０２．

［１７］庄爱霞，姜建东，刘娟，等．叶酸、维生素Ｂ１２治疗高同型半

胱氨酸血症对颈动脉粥样硬化的影响［Ｊ］．脑与神经疾病

杂志，２０１１，１９（３）：２０９２１２．
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［７］ 宁宗，余雷，莫康林，等．急性有机磷农药中毒对胆碱酯酶

和多巴胺水平的影响［Ｊ］．广西医学，２０１２，３４（１０）：１３１８

１３２０．

［８］ 朱海英，肖淑萍，孙红玉．血管性痴呆患者丁酰胆碱酯酶

活性及与脑白质病变的相关性研究［Ｊ］．中国全科医学，

２０１３，１６（１９）：２２５７２２５９．

［９］ 陈伟，褚沛．外源性胆碱酯酶辅助治疗急性重度有机磷农

药中毒对照观察［Ｊ］．临床急诊杂志，２０１１，１２（２）：８０８１．
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２０１３，２８（６）：１１１３１１２８．
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３９６．
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