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[摘　 要] 　 目的　 构建大鼠的动脉粥样硬化模型ꎮ 方法　 将载脂蛋白 Ｅ(ＡｐｏＥ)缺陷(ＡｐｏＥ－ / －)大鼠共 １６ 只ꎬ均分

为两组作为实验组和对照组ꎬ均予高脂饲料喂养 １２ 周ꎮ 实验组在前 ４ 周予 Ａｌｚｅｔ 渗透泵植入大鼠皮下ꎬ内部填充

血管紧张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ)ꎬ以 １ μｇ / (ｋｇ􀅰ｍｉｎ)的速率匀速释放ꎮ 对照组仅予等量生理盐水处理ꎮ 第 １２ 周麻醉后测

体重、取血并处死ꎬ检测炎症因子及血脂ꎬ取心脏及主动脉组织ꎬ切片作 ＨＥ、油红 Ｏ、Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ 结果　 实验组大

鼠出现动脉粥样硬化斑块ꎬ对照组无类似表现ꎬ两组之间在其他方面无统计学差异ꎮ 结论　 ＡｐｏＥ－ / －大鼠予高脂饮

食饲养并予 ＡｎｇⅡ刺激ꎬ可成功造成大鼠动脉粥样硬化模型ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)疾病的动物

实验研究始于上个世纪初ꎬＩｇｎａｔｏｗｓｋｉ 等[１]使用含胆

固醇的高脂饲料喂养家兔并发现 Ａｓ 斑块ꎬ首次成功

建立了食饵性 Ａｓ 动物模型ꎬ开创了 Ａｓ 动物实验的

先河ꎮ ２０ 世纪 ６０ 年代ꎬ Ｗｉｓｓｌｅｒ 等研究者使用

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠喂养高脂、高胆固醇饲料后ꎬ在实验

动物主动脉内膜发现少量脂纹ꎬ从而第一次建立了

小鼠的 Ａｓ 模型ꎮ 其后ꎬＰｌｕｍｐ 等研究者于 １９９２ 年

又成功构建了 ＡｐｏＥ 缺陷(ＡｐｏＥ－ / －)小鼠ꎬ为 Ａｓ 的

研究再提供了一种较好的动物模型ꎮ 但长期以来

一直没有成熟的大鼠 Ａｓ 动物模型[２￣４]ꎮ 大鼠因其

生理指标及生活习性与人类更接近ꎬ更适合用于心

血管研究ꎬ如自发性高血压大鼠已成为高血压研究

的重要模型ꎮ 我们在前期研究中ꎬ使用 ＳＤ 大鼠采用
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转录激活子样效应因子核酸酶技术(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃ￣
ｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＴＡＬＥＮ)构建了ＡｐｏＥ－ / －

大鼠模型[５]ꎬ采用 Ｓａｎｇｅｒ 法测序确定 ＡｐｏＥ 基因成

功敲除ꎬ经高脂饮食喂养 ３ 个月后未见粥样斑块形

成ꎬ推测其原因可能是大鼠内皮细胞对高脂饮食抵

抗ꎮ 本实验仍沿用 ＡｐｏＥ－ / －大鼠作为实验动物ꎬ采用

血管紧张素Ⅱ(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡꎬＡｎｇⅡ)诱导血管内皮

损伤和后续的血管壁慢性炎症ꎬ旨在构建大鼠 Ａｓ 模
型ꎬ为 Ａｓ 的研究提供新的工具ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

　 　 健康且体重约 ２００ ｇ 的雄性 ＡｐｏＥ－ / －大鼠 １６ 只

系沿用本实验室前期方法[５]构建ꎮ
１.２　 动物分组与喂养

将实验大鼠均分为实验组和对照组ꎬ各组 ８ 只ꎬ
均以高脂饲料喂养 １２ 周ꎮ 饲料配方:２％胆固醇ꎬ
１０％猪油ꎬ０.５％胆酸钠ꎬ１０％蛋黄粉ꎬ０.１％丙基硫氧

嘧啶ꎬ５％白糖ꎬ７２.４％基础饲料ꎮ
１.３　 渗透泵皮下植入术

实验开始第 １ 周ꎬ两组实验动物均予 ４％水合

氯醛ꎬ按每 １００ ｇ 体重 １ ｍＬ 的剂量腹腔麻醉ꎬ并予

碘伏消毒ꎬ背部肩胛骨下 ０.５ ｃｍ 处ꎬ横行剪开皮肤

１.５ ｃｍꎬ皮下植入 ２００４ 型 Ａｌｚｅｔ 渗透泵 １ 枚ꎮ 该型

渗透泵容量 ２００ μＬꎬ可以 ０.２５ μＬ / ｈ 的速率稳定释

放填充液体达 ２８ 天ꎮ 实验组渗透泵填充 ＡｎｇⅡ ２００
μＬ(２.５ ｍｇ)ꎬ对照组填充生理盐水 ２００ μＬꎮ 在渗透

泵植入第 ２ 周初首次监测鼠尾动脉血压ꎬ以后分别

于第 ４ 周、第 ８ 周及第 １２ 周末复查血压ꎮ
１.４　 血液采集和检测

实验第 １２ 周末ꎬ各组动物禁食过夜ꎬ水合氯醛

麻醉ꎬ用浸泡于 １０００ ｋＵ / Ｌ 的肝素钠溶液中的医用

玻璃毛细管ꎬ作双侧内眦静脉采血 ３ ~ ５ ｍＬꎬ并予

３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ ꎮ 按照操作手册ꎬ取适量血

清使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒分别检测标本炎症因子白细

胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)、肿瘤坏死因子 α
( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａꎬＴＮＦ￣α)及血脂总胆固醇

( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、
高密度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)、低密度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ)和空腹血糖( ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬＦＢＧ)ꎮ
１.５　 标本的制备和病理学观察

取直至髂总动脉分叉处ꎬ立即用 ４％多聚甲醛

固定ꎬ作主动脉全段油红 Ｏ 染色ꎬ检查 Ａｓ 斑块染色

情况ꎮ 取心脏作冰冻切片ꎬ层厚 ５ μｍꎬ分别作 ＨＥ、
油红 Ｏ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ使用 Ｌｅｉｃａ ＤＭ３０００ 正置光

学显微镜系统拍照ꎬ作光镜下形态学检查ꎮ
１.６　 统计学方法

数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ利用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件作

方差分析ꎬＰ<０.０５ 认为具有统计学差异ꎬＰ<０.０１ 为

具有显著统计学差异ꎮ

２　 结　 果

２.１　 体重及生化指标

　 　 实验组大鼠收缩压 ( ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ
ＳＢＰ)为 １４２±５ ｍｍＨｇꎬ对照组大鼠收缩压为 １１０±３
ｍｍＨｇꎬ两组之间有统计学差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 而两组

体重、空腹血糖、血清炎性因子及血脂指标ꎬ均未发

现统计学差异(Ｐ>０.０５ꎻ表 １ 和表 ２)ꎮ

表 １. 两组大鼠体重比较(ｘ±ｓꎬｇ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ
±ｓꎬｇ)

时间 对照组(ｎ＝ ８) 实验组(ｎ＝ ８)

１ 周 １９８.５±５０.３ ２００.２±４３.７
４ 周 ２５５.３±３６.２ ２３７.８±５５.６
８ 周 ３００.５±５０.２ ２９７.５±４４.２
１２ 周 ３２９.７±５４.６ ３３８.４±５４.９

表 ２. 两组大鼠生化指标比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓꎬ ＦＢＧ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓ)

生化指标 对照组(ｎ＝ ８) 实验组(ｎ＝ ８)

ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.１５±０.２８ ２.３７±０.２６
ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.６５±０.２３ ２.８９±０.３６
ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ３.６９±０.３７ ４.０３±０.３９
ＨＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １８.４３±１.４３ １８.４８±１.７１
ＦＢＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ８.５±１.７ ７.４±１.５
ＩＬ￣１β(ｎｇ / Ｌ) ６.４±０.６ ６.４±０.６
ＴＮＦ￣α(ｎｇ / Ｌ) ６１.２±１.３０ ６１.２±１.３０

２.２　 病理改变

实验组大鼠主动脉窦部可见少量动脉粥样斑

块形成ꎬ经油红 Ｏ 染色ꎬ呈鲜艳的红色斑块(图 １)ꎮ
这些 Ａｓ 斑块ꎬ多形成于易出现湍流的部位ꎬ特别是

主动脉壁与瓣膜交界处ꎮ 斑块内有少量纤维组织ꎬ
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可经 Ｍａｓｓｏｎ 染色染为蓝色ꎮ 斑块内可见细胞成分ꎬ
在 ＨＥ 染色下易见ꎬ细胞形态不均一ꎮ 相对而言ꎬ对
照组大鼠未发现任何类似表现ꎬ提示对照组大鼠主

动脉窦部无 Ａｓ 改变ꎮ
但主动脉大体油红 Ｏ 染色ꎬ实验组和对照组均

未发现明显的 Ａｓ 斑块(图 ２)ꎮ

图 １. 大鼠主动脉窦部组织病理改变　 　 Ａ 为实验组油红 Ｏ 染色(４０×)ꎬ可见三个主动脉瓣ꎬ箭头所指处可见动脉粥样硬化斑块形成ꎻＢ
为对照组油红 Ｏ 染色(４０×)ꎬ未见斑块ꎮ Ｃ、Ｄ、Ｅ 均为 Ａ 图上方箭头所指病变处放大图示(２００×)ꎬ可见 Ａｓ 斑块被油红 Ｏ 染为红色(Ｃ)ꎬ被
Ｍａｓｓｏｎ 染料染为蓝色(Ｄ)ꎬＨＥ 染色可见其中细胞成分(Ｅ)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｓｉｎｕｓ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － Ｒａｔｓ

图 ２. 大鼠主动脉大体油红 Ｏ 染色 　 　 Ａ 为实验组ꎬＢ 为对

照组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｎｆａｃｅ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ａｏｒｔａｓ ｏｆ ｒａｔｓ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化性心血管疾病(Ａｓ ｃａｒｄｉｏ￣ｖａｓｃｕｌａｒ

ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＳＣＶＤ)己成为工业化国家的首位死因ꎮ
这使得 Ａｓ 疾病的研究ꎬ成了当今公共卫生的一个重

要课题ꎮ 在 Ａｓ 的基础研究中ꎬ动物模型必不可少ꎮ
其中ꎬＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎬ是美国洛克菲勒大学生化遗传

与代谢实验室和北卡罗莱那大学病理遗传实验室ꎬ
应用胚胎干细胞基因敲除技术ꎬ于 １９９２ 年成功培育

出的新型 Ａｓ 动物模型ꎮ 该小鼠在饲喂含胆固醇的

高脂饮食后ꎬ可出现显著的自发性 Ａｓ 斑块ꎬ成了一

种新型的、成熟的 Ａｓ 疾病研究的实验动物模型ꎮ 但

以该小鼠构建 Ａｓ 动物模型仍有诸多缺陷ꎮ 其体型

太小而不易进行血管腔内手术操作ꎬ难以出现易损

斑块ꎬＡｓ 斑块在主动脉树的分布以及斑块的组分与

人的 Ａｓ 斑块存在较大差异等问题[６￣７]ꎬ限制了它的

使用ꎬ这使得 ＡｐｏＥ－ / －小鼠不能完全满足 Ａｓ 基础研

究的需要ꎮ 而大鼠体型较大ꎬ特别是颈总动脉等血

管较粗ꎬ能满足血管腔内球囊损伤及血管支架植入

等手术操作要求ꎬ这使得构建 Ａｓ 大鼠模型的需求持

续存在ꎮ
动物种属与其抗 Ａｓ 的能力相关ꎮ 研究证
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实[８]ꎬ动物抗 Ａｓ 能力呈以下趋势:大鼠>豚鼠>狗>
兔>猪ꎮ 鼠类缺乏胆固醇酯转运蛋白(ＣＥＴＰ)ꎬ因而

其血脂主要成份为对血管具有保护作用的 ＨＤＬꎬ而
不易形成 Ａｓ 病变ꎬ使得大鼠 Ａｓ 模型难以建立ꎮ 因

此ꎬ改造大鼠脂质调控的相关基因表达ꎬ从而改变

其脂代谢基础ꎬ将有利于大鼠 Ａｓ 疾病模型的建立ꎮ
ＡｐｏＥ 是 １９７３ 年 Ｓｈｏｒｅ 等[９]ꎬ在正常人的 ＶＬＤＬ

中首次发现的ꎬ其基因定位于第 １９ 对染色体长臂

上ꎬ可翻译为 ２９９ 个氨基酸的成熟蛋白ꎮ 目前认为

ＡｐｏＥ 具有抗 Ａｓ 的作用[１０]ꎮ 故而通过技术手段敲

除 ＡｐｏＥ 基因可成功引起实验动物血脂升高[１１]ꎬ使
实验大鼠在高脂饮食的诱导之下出现显著的高脂

血症[５]ꎮ 本研究基于以上观点ꎬ采用 ＴＡＬＥＮ 技术

构建 ＡｐｏＥ－ / －大鼠ꎮ ＴＡＬＥＮ 技术是近几年的新型基

因敲除方法ꎬ它采用 ＴＡＬＥ 蛋白核酸结合域的特异

性氨基酸序列ꎬ与其靶位点核酸序列之间存在对应

关系ꎬ组装出能特异性结合任意 ＤＮＡ 序列的模块化

蛋白ꎮ 其操作方便ꎬ理论上可以修饰任意内源性基

因序列[１２￣１３]ꎮ
在 Ａｓ 的形成过程中ꎬ脂代谢紊乱和内皮损伤是

目前公认的主要始动因素[１４￣１６]ꎮ 早在 １８６３ 年ꎬＶｉｒ￣
ｃｈｏｗ 即提出 Ａｓ 的发生与血浆脂质水平升高相关ꎮ
过多的血浆脂质可进入并沉积于动脉管壁(主要是

胆固醇)ꎬ同时伴随着巨噬细胞、淋巴细胞以及中膜

的平滑肌细胞等的参与ꎮ 炎症细胞通过吞噬作用

清除脂质成分ꎬ同时逐渐泡沫化ꎬ形成泡沫细胞(包
括巨噬细胞源性泡沫细胞和平滑肌细胞源性泡沫

细胞)ꎬ并由此形成脂质核心ꎬ引起动脉粥样斑块的

形成ꎮ 同时还可刺激动脉管壁的细胞外基质成分

增生ꎬ引起动脉内膜增厚ꎬ血管硬化ꎮ 其斑块内纤

维帽的变薄ꎬ大的脂质核心以及炎细胞浸润增加等

因素ꎬ均是促使斑块破裂并形成局部血栓的重要因

素[１７]ꎮ 血脂水平与 Ａｓ 发病率呈正相关ꎮ 所以通过

升高血脂将有望成功造成 Ａｓ 动物疾病模型ꎮ 本实

验使用 ＡｐｏＥ－ / －大鼠目的是为了通过脂质代谢紊乱

增加脂质沉积ꎬ进而引起 Ａｓ 发生ꎮ 在既往国内外相

关研究中ꎬ尚缺乏成熟的大鼠 Ａｓ 模型ꎮ 目前国内外

学者多采用添加丙基硫氧嘧啶的高脂饲料造模ꎬ但
未取得令人信服和满意的效果[７]ꎮ 该实验添加丙

基硫氧嘧啶的目的是为确保和进一步升高血脂ꎬ在
此基础上 Ａｓ 斑块的出现ꎬ证明 Ａｓ 的发生与丙基硫

氧嘧啶本身无明显关联ꎬ而与脂代谢紊乱相关性大ꎮ
另外ꎬ内皮损伤在 Ａｓ 动物模型的建立过程中同

样起着十分重要的作用ꎮ 机械、免疫等多种因素可

以引起内皮损伤ꎬ并引起其功能的紊乱甚至剥落ꎬ

进而引起内膜的完整性与通透性障碍ꎮ 在此基础

上ꎬ血浆中的脂质成分将更容易在内膜损伤处得以

富集ꎬ进而被单核巨噬细胞等炎症细胞吞噬并形成

泡沫细胞ꎬ并使 Ａｓ 斑块得以形成并进展[１８￣１９]ꎮ 利

用该机制造模较为成功的方式有ꎬ使用机械损

伤[２０]、免疫损伤[２１￣２２]、 ＶＤ３ 注射[２３￣２４]、 卡介苗注

射[２５]等方式ꎮ 但因损伤大ꎬ实验动物种属和遗传特

性等方面问题ꎬ造模成功率较低ꎬ实验动物死亡率

较高ꎮ
血管紧张素Ⅱ在 Ａｓ 发病机制中的作用早有研

究[２６￣２７]ꎬ其参与 Ａｓ 发生发展的作用是值得肯定的ꎮ
目前认为ꎬＡｎｇⅡ可通过诱导内皮细胞氧化应激反

应[２８]ꎬ降低内皮细胞的抗纤溶功能并使其纤溶 /抗
纤溶系统失衡[２９]ꎬ以及激活内皮 ＮＦ￣κＢ 而促发内

皮炎症反应等机制[３０]ꎬ诱导 Ａｓ 形成ꎬ故本实验采用

ＡｎｇⅡ协同诱导 Ａｓ 斑块构建大鼠 Ａｓ 模型的实验设

计是可行的ꎮ
本建模方式可使既往难以形成 Ａｓ 斑块的大鼠

出现 Ａｓ 表现ꎬ操作简单ꎬ实验大鼠均可出现不同程

度 Ａｓ 斑块表现ꎬ不会因为以上实验操作出现动物死

亡ꎮ 两组大鼠体重增加情况无统计学差别ꎬ提示

ＡｎｇⅡ对大鼠的生长发育无明显不良影响ꎮ Ａｓ 的发

生涉及到细胞炎症等因素的参与[３１]ꎮ 但本实验中ꎬ
在整体水平上ꎬ未发现实验组和对照组间有统计学

差异ꎮ 考虑在 Ａｓ 发生及发展过程中ꎬ其炎症表现在

整体水平上并不显著ꎬ仅仅在动脉管壁等局部可能

有表现ꎬ若取主动脉组织作 ｑ￣ＰＣＲ 检测其炎症因子

表达则有望出现阳性结果ꎮ 在本实验中出现的 Ａｓ
斑块均较小ꎬ考虑其原因主要与建模周期短有关ꎬ
如延长血管紧张素Ⅱ的使用时间和高脂饲料喂养

时间ꎬ则有望增加 Ａｓ 斑块的大小ꎬ形成更有利于实

验研究的 Ａｓ 斑块ꎮ 对于 ＡｐｏＥ－ / －小鼠而言ꎬ一般高

脂饮食饲养 ３ 个月可出现显著的 Ａｓ 斑块[１１]ꎮ 对于

大鼠而言ꎬ其本身具有抗 Ａｓ 能力ꎬ且动物体型越大ꎬ
Ａｓ 模型建立起来需要的时间也会越长ꎮ 如本实验

建模时间延长到 ４ 至 ６ 个月ꎬ则 Ａｓ 斑块有望更加明

显ꎮ 另外ꎬ在本研究中两组实验动物 ＨＤＬＣ 水平均

远高于 ＴＣ 和 ＬＤＬＣ 水平ꎬ不排除其高水平的 ＨＤＬＣ
对该种实验动物抗 Ａｓ 起了重要作用ꎬ这可能是大鼠

Ａｓ 斑块难以形成的原因之一ꎮ
本实验结果表明:ＡｐｏＥ－ / － 大鼠ꎬ在含胆固醇高

脂饲料饲养以及 ＡｎｇⅡ的双重作用下ꎬ可出现典型

的 Ａｓ 斑块ꎮ 与 ＡｐｏＥ－ / －小鼠相比ꎬＡｐｏＥ－ / －大鼠体积

较大ꎬ满足血管腔内手术等操作的需要ꎬ与兔及猪

等实验动物相比ꎬ其价格便宜ꎬ繁殖快速ꎬ取材方
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便ꎬ可为国内外 Ａｓ 的研究提供一个新型的动物模型

以供参考ꎮ
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