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高同型半胱氨酸血症致血管炎症作用
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[摘　要 ]　目的　探讨高同型半胱氨酸血症是否引发兔主动脉的血管炎症反应。方法　20只雄性新西兰兔随机
分成对照组 (正常饮食)和蛋氨酸组 (高蛋氨酸饮食) ,每组各 10只 ,12周后测定血浆同型半胱氨酸 ,观察主动脉病
理变化 ,酶联免疫吸附法检测白细胞介素 8蛋白水平 ,免疫组织化学检测血管核因子κB的表达和活化。结果　高
蛋氨酸饮食显著增加血浆同型半胱氨酸水平 ,蛋氨酸组主动脉切片发现内皮细胞脱落 ,局部内膜增厚 ;白细胞介素
8分泌增加 ;主动脉内皮细胞核因子κB表达增强。结论　高同型半胱氨酸血症可以导致血管炎症反应 ,而炎症反
应是高同型半胱氨酸血症加速动脉粥样硬化潜在的分子机制之一。
[中图分类号 ]　R363 [文献标识码 ]　A

Experimental Study of Hyperhomocysteinemia Inducing Vascular Inflammatory Response
LIU Wei2Feng , ZHANG Bu2Yan , HUANG Wen2Zeng , and GUAN Hong2Jing
( Department of Cardiology , Zhongnan Hospital of Wuhan University , Wuhan 430072 , China)

[ KEY WORDS]　Hyperhomocysteinemia ;　Atherosclerosis ;　Interleukin28 ;　Nuclear Factor2kappa B ;　Endothelial Cell ;　
Rabbits

[ ABSTRACT]　　Aim　To investigate whether hyperhomocysteinemia could induce vascular inflammatory response in aorta of

rabbit . 　　Methods　Twenty New Zealand white rabbits were ramdomly divided into control group and methionine group.　After

twelve weeks , the level of homocysteine ( Hcy) were measured , aortic lesion were obsersved , Interleukin28 ( IL28) were deter2
mined by enzyme2linked immunosorbent assay ( ELISA) , the expression and activation of nuclear factor2κB (NF2κB) were studied

by immunohistochemistry. 　　Results 　Hyperhomocysteinemia was induced after high methionine diet , aortic endotheliocyte

came off and local intima thickened. 　The production of IL28 and activation of NF2κB were increased by hyperhomocysteinemia.

　　Conclusions　Hyperhomocysteinemia can induce vascular inflammatory response. 　Inflammatory response is one of potential

cellular mechanisms by which hyperhomocysteinemia accelerates atherosclerosis.
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　　目前认为动脉粥样硬化 (atherosclerosis , As)是

一个慢性炎症过程 1
,细胞因子在这一过程中发挥

了重要作用 ,在危险因素的作用下多种细胞因子的

过度表达加速了 As的进程。高同型半胱氨酸血症

(hyperhomocysteinemia ,HHcy)是近年来新发现的一个

独立的心血管疾病危险因素 2 ,3 。来自体外的研究

结果证实 ,同型半胱氨酸 (homocysteine , Hcy)与巨噬

细胞、内皮细胞、血管平滑肌细胞共同孵育 ,可引起

这几种细胞单核细胞趋化蛋白 1、白细胞介素 8 (in2
terleukin28 ,IL28) 、血管细胞粘附分子 1、细胞间粘附

分子 1、E2选择素及单核细胞整合素的表达增加 ,从

而引发了单核细胞、中性粒细胞、T细胞的募集和粘

附。尽管在体外的研究证实了 Hcy可促进炎性细胞

因子表达的增加 ,但 HHcy是否在体内引发相似的

改变 ,却较少有研究。由于体外培养和体内环境的

差异 ,因此研究 HHcy在体内对炎症过程的影响有

助于更好的了解 HHcy致 As机制。

1　材料与方法

1. 1　试剂与药品

蛋氨酸购自上海斐雅科技发展有限公司 ;酶联

免疫吸附法 ( enzyme2linked immunosorbent assay ,

ELISA)试剂盒购自第四军医大学免疫学教研室 ;核

因子κB p65单抗为 Santa2Cruz公司产品 ;S2P试剂盒

购自北京中山生物技术有限公司。

1. 2　动物模型制备

雄性新西兰白兔 20只 (购自武汉大学医学院实

验动物中心) ,体重为 1. 75～2. 35 kg ,适应性喂养一

周后 ,随机分为两组 :对照组 10 只 ,喂以普通兔饲
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料 ;蛋氨酸组 10只于普通兔饲料中加入 1. 7 %的蛋

氨酸。动物喂养 12周。

1. 3　同型半胱氨酸的检测

12周时 ,空腹自兔耳中央动脉采血 5 mL ,部分

血样用 EDTAK2 抗凝 ,于 4℃、3 000 rΠmin 离心 15

min ,取上层血清和血浆置 - 20℃冰箱保存。Hcy采

用高压液相色谱检测 ,使用 Waters高压液相色谱分

析仪 ,荧光分析试剂盒为 Ingel Biomebix公司产品。

1. 4　病理形态学和免疫组织化学检测

采血后动物用 3 %戊巴比妥钠麻醉后迅速开胸

取出心脏及主动脉至髂动脉分叉处 ,取近主动脉弓

处的血管放入预冷的 4 %多聚甲醛溶液中固定 ,石

蜡包埋 ,切成 4μm厚的切片 ,分别进行 HE染色和

免疫组织化学实验。切片常规脱蜡入水 ,微波抗原

修复 10～15 min ,温度控制在 95℃～100℃。3 %过

氧化氢室温孵育 12 min ,山羊血清室温孵育 12 min ,

甩去血清。1∶80稀释的核因子κB p65单抗 4℃孵育

过夜。生物素化的羊抗鼠 IgG室温孵育 20 min , S2P

三抗室温孵育 15 min , DAB显色 ,苏木素复染 ,酒精

脱水 ,封片。用 PBS代替一抗做阴性对照。计算机

图像扫描半定量分析核因子κB p65表达的强弱。

1. 5　酶联免疫吸附法

采用夹心 ELISA 检测血清及主动脉匀浆中的

IL28含量。血清制备同上。组织匀浆制备 :主动脉

称重 ,置 4℃PBS缓冲液 ,匀浆 ,低温离心取上清 ,

ELISA操作按照试剂盒说明书步骤进行。组织蛋白

定量采用考马斯亮蓝法。

1. 6　统计学处理

数据用 x ±s 表示 ,SPSS10. 0 软件进行统计学

处理 ,采用单因素方差分析进行显著性检验 ,两组间

比较采用 LSD法 ,以 P < 0. 05为有显著性差异。

2　结 果

2. 1　血浆同型半胱氨酸水平比较

动物喂养 12周后 ,蛋氨酸组血浆 Hcy水平显著

增高 ,达到对照组的 9倍 ,形成了高 Hcy血症 (表 1 ,

Table 1) 。

2. 2　病理形态学和免疫组织化学改变

各组动物主动脉大体观察均未见粥样斑块形

成 ,光镜下可见蛋氨酸组主动脉内皮细胞脱落 ,局部

内膜增厚。核因子κB p65在对照组的主动脉中没

有或很少表达 ,蛋氨酸组核因子κB p65主要在内皮

细胞表达 ,胞浆及胞核均可见棕黄色颗粒 (图 1 ,Fig2
ure 1) 。各组切片图像分析结果见表 2 (Table 2) 。

表 1. 各组同型半胱氨酸水平比较 ( x±s ,μmolΠL , n = 9)

Table 1. The levels of Hcy in the two groups

分　组 实验前 第 12周

对照组 12. 21±1. 45 12. 48±1. 61

蛋氨酸组 12. 38±1. 51a 99. 77±51. 39a

a : P < 0. 01 , 与对照组相比。

表 2. 各组核因子κB在血管内皮细胞的平均光密度值

Table 2. The levels of NF2κB in endothelial cells in the two

groups

分　组 平均光密度值

对照组 0. 1437±0. 0367

蛋氨酸组 0. 5652±0. 0445a

a : P < 0. 01 , 与对照组相比。

图 1. 核因子κB在主动脉组织中的表达 (SP×400) 　　A为

蛋氨酸组 , B为对照组。

Figure 1. NF2κB expression in aorta

2. 3　血清及主动脉组织白细胞介素 8水平

高蛋氨酸饮食 12周后 ,血清及主动脉组织 IL28

水平显著增加 ,分别达到对照组的 3. 24 倍和 4. 35

倍 (表 3 ,Table 3) 。

表 3. 各组白细胞介素 8水平比较

Table 3. The levels of IL28 in the two groups

分组 血清 (ngΠg) 主动脉组织 (ngΠL)

对照组 154. 77±28. 93 62. 94±9. 04

蛋氨酸组 499. 62±51. 76a 274. 04±33. 86a

a : P < 0. 01 , 与对照组相比。
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3　讨 论

近年来的研究认为 As是一个慢性炎症过程 ,有

多种促炎因子参与其中。IL28是一种重要的趋化因

子 ,主要由单核巨噬细胞产生 ,其他如内皮细胞、上

皮细胞等在一些刺激条件下也可产生。在人的 As

斑块中已发现存在 IL284 。本研究证实蛋氨酸组血

浆 Hcy水平明显升高并形成 HHcy ,血清及主动脉组

织 IL28水平显著增加 ,分别是对照组的 3. 24 倍和

4. 35 倍。国内刘建民等5 的研究也表明病理浓度

的 Hcy能刺激内皮细胞分泌 IL28。IL28的主要生物

学活性是吸引和激活中性粒细胞 ,促进中性粒细胞

的溶酶体活化和吞噬作用 ,诱导单核细胞趋化、粘附

于血管内皮 ,同时也可趋化 T淋巴细胞和嗜酸性粒

细胞等。此外 , IL28还具有丝裂原效应和血管生成

效应 ,加重血管平滑肌细胞的增殖 ,脂质沉积和钙

化。本研究结果显示蛋氨酸组主动脉已出现内皮细

胞脱落 ,局部内膜增厚等病理改变。

核因子κB是一种有双向调节作用的核转录因

子 ,对包括 IL28在内的多种细胞因子的基因转录起

关键性的调控作用 ,因此核因子κB 的活化对 IL28

的基因转录也是不可缺少的 6 。本研究结果表明 ,

核因子κB在对照组的主动脉中没有或很少表达 ,蛋

氨酸组核因子κB在主动脉内皮细胞中表达 ,而活化

的核因子κB进一步诱导 IL28的表达。最近亦有研

究发现在高 Hcy血症的载脂蛋白 E基因敲除小鼠血

管壁中存在活化的核因子κB并调控着下游炎症因

子的表达 7 。有学者认为核因子κB 的激活可能是

As发生与发展的始动机制之一 8 。至于 Hcy如何

激活核因子кB ,具体机制还不清楚 ,目前推测是 Hcy

自身氧化产生活性氧自由基 ,继而激活了核因子

κB 9 。

本研究结果提示炎症反应可能是 HHcy 促 As

重要的分子机制 ,核因子 кB 在这一过程中起了重

要的介导作用。
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了解低血压

低血压是指成年人血压长期低于 90Π60 mm Hg ,常见的有体质性低血压和体位性低血压。前者主要见于

体质较弱的女性和脑力劳动者。一般症状不明显 ,但较重时会出现疲倦、头晕、健忘 ,还可能出现心前区憋

闷。体位性低血压又叫直立性低血压 ,常在平卧、下蹲突然站起或长时间站立时出现 ,此时会出现眩晕等短

暂性脑缺血症状。防治体质性低血压要忌偏食 ,饮食要荤素搭配 ,应摄取含蛋白质、铁、叶酸和维生素 B12多

的食物 ,加强运动锻炼能调整血压 ,体位性低血压患者从卧位、蹲位站起来时动作应缓慢。另外 ,体位性低血

压也可因多种疾病或药物引起 ,如脊髓有病、内分泌功能紊乱、慢性营养不良或因服用降压药不当及过量等。

因此应去医院查明病因后 ,再进行有针对性的治疗。

无论是哪一种低血压病人 ,都可以适当多吃些咸一点的食品 ,因为盐能使血压上升。每天多喝水、多运

动能增加血容量 ,还可吃些桂圆肉、大枣、红小豆等 ,不但能增加营养 ,还有利于纠正低血压。
(胡必利编写)
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