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产前缺氧程序控制 6 周龄兔颈动脉内皮依赖性舒张功能及
其相关分子机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究产前缺氧对 6 周龄新西兰兔颈动脉内皮依赖性舒张功能的影响及相关分子机制。 方法摇
同期怀孕的新西兰母兔随机分为常氧对照组(n = 5)和缺氧组(12% O2,n = 5),于妊娠第 10 天开始相应的干预,至
妊娠第 29 天结束,自然分娩。 每窝随机留 1 只雄性新生兔饲养,共得 10 只雄性新生兔,母乳喂养至 6 周。 检测 6
周龄兔离体颈动脉内皮依赖性舒张功能;利用同位素方法测定内皮型一氧化氮合酶活性;利用 Western blot、免疫组

织化学法检测颈动脉内皮型一氧化氮合酶、热休克蛋白 90 表达。 结果摇 产前缺氧损伤 6 周龄兔颈动脉内皮依赖

性舒张功能,降低内皮型一氧化氮合酶活性,下调热休克蛋白 90 表达(P < 0郾 05)。 结论摇 产前缺氧通过下调 6 周

龄兔颈动脉热休克蛋白 90 表达,降低内皮型一氧化氮合酶活性,从而损伤颈动脉内皮依赖性舒张功能。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of perinatal hypoxia on carotid artery endothelium鄄dependent relaxa鄄
tions of 6 week old rabbits and its molecular mechanism. 摇 摇 Methods摇 Ten pregnant New Zealand White rabbits were
randomly divided into two groups: normoxic control group (21% O2, n = 5) and perinatal hypoxia group (12% O2, n = 5)
during day 10 ~ 29 of pregnancy. 摇 Pregnant rabbits had spontaneous deliveries, and only one male offspring from each lit鄄
ter was selected randomly and breast鄄fed for six weeks. 摇 Carotid arteries were obtained from 6 week old rabbits, endotheli鄄
um鄄dependent relaxation (EDR) and expression of endothelial nitric oxide synthase ( eNOS) and heat shock protein 90
(HSP90) of carotid arteries were examined. 摇 摇 Results摇 Perinatal hypoxia significantly impaired carotid artery EDR in 6
week old rabbits (P < 0郾 05). 摇 Perinatal hypoxia significantly decreased carotid artery HSP90 expression (P < 0郾 05) and
eNOS activities (P < 0郾 05) in 6 week old rabbits. 摇 摇 Conclusions摇 Perinatal hypoxia can induce functional impairment
in vascular endothelium from 6 week old rabbits. 摇 The molecular mechanism involved is that perinatal hypoxia decrease
HSP90 expression and eNOS activities of rabbit artery.

摇 摇 流行病学研究表明,不良的宫内生长环境可促

进日后成年期疾病,如高血压、动脉粥样硬化性疾

病、2 型糖尿病等的发生与进展[1]。 1995 年 Bark鄄

er[2]首次提出了心血管疾病胎儿起源学说。 缺氧是

胎儿遭受的最重要的与临床最相关的应激[3]。 哺

乳动物实验研究表明,产前缺氧可致其动脉内皮依
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赖性 舒 张 功 能 ( endothelium鄄dependent relaxation,
EDR)损伤[4鄄6],血压、脉压较对照组显著升高[7],但
其相关的分子机制目前尚未明确。

内皮型一氧化氮合酶 ( endothelial nitric oxide
synthase,eNOS)主要分布于血管内皮细胞的细胞膜

上,eNOS 催化 L鄄精氨酸(L鄄arginine,L鄄Arg)生成的

一氧化氮(nitric oxide,NO)是主要的内皮源性舒张

因子,决定着血管 EDR[8]。 eNOS 的刺激性分子伴

侣热休克蛋白 90(heat shock protein 90,HSP90)通

过与 eNOS 结合而促进其活化,加强 NO 的释放[9]。
我们前期研究发现妊娠期缺氧上调胎兔颈动脉

eNOS 表达及其活性[10]。 本研究旨在观察该影响是

否持续至出生后,是否对血管 EDR 存在影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物及场所

摇 摇 同期妊娠新西兰白兔 10 只(30 依 1 天)由上海

实验动物中心提供。 妊娠第 10 天,孕兔随机分为常

氧对照组(n = 5)和缺氧组(n = 5)。 整个妊娠期,孕
兔饲养于标准的兔笼内,每笼 1 只,室温 23益,湿度

55% ,自然采光,自由摄食、饮水,自然分娩。 为避免

奶水对新生兔生长的影响,每窝随机留 1 只雄性新

生兔饲养,共得 10 只雄性新生兔。 母乳喂养至 6
周。 由福建医科大学实验动物中心负责提供饲养

和观察场地[福建省实验动物管理委员会,合格证

为 001 号;实验动物使用许可证号:SYXK(闽)2008鄄
0001]。
1郾 2摇 产前缺氧模型

参考 Wang 等[11]的方法,前期实验成功建立产

前缺氧模型[10]。 从妊娠期第 10 ~ 29 天,5 只孕兔置

于一个树脂玻璃箱内,每天 2 次,上、下午各 4 h,箱
内氧浓度由 S鄄450 型氧气监测仪持续监测,实时调

节氧氮的流量,使混合气氧浓度为 12郾 0% 依 0郾 5% 。
舱内 CO2 与水蒸气分别用钠石灰与氯化钙吸收。
常氧对照组的 5 只孕兔也置于相同的玻璃箱内,持
续通入空气,余条件同前。
1郾 3摇 动物标本采集

6 周龄兔经耳缘静脉用 3% 异戊巴比妥钠麻醉

(30 mg / kg),小心钝性分离颈动脉,清除血液、脂肪

和结缔组织后,截取 6 周龄兔右侧颈动脉取 1郾 5 cm
长的动脉环,固定于 10%甲醛溶液过夜,常规脱水、
石蜡包埋后置于室温备用;余动脉标本液氮中速冻

后转存于 - 70益 冰箱保存备检 eNOS、HSP90 蛋白

表达。
1郾 4摇 Western blot 检测 eNOS 和 HSP90 蛋白表达

动脉片段置于毛玻璃研钵中,加入裂解液(Cat:
P0013B,碧云天)研磨。 将裂解液移至 1郾 5 mL 离心

管中,4益、12500 g 离心 5 min;取上清液,用 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒(Cat: P0010,碧云天)测定蛋白

浓度。 上清液与 5 伊 加样缓冲液(Cat:P0015,碧云

天)按 4颐 1 混合,100益加热 5 min 变性。 采用 SDS鄄
PAGE,等量蛋白(30 滋g)及 Marker(Cat:P0066,碧云

天)上样,8% 分离胶,转移蛋白至 PVDF 膜 (Cat:
FFP30,碧云天)上,5% 脱脂牛奶封闭 2 h,eNOS 兔

多克隆抗体(1颐 200,博士德)、HSP90 小鼠单克隆抗

体(1 颐 200,博士德)稀释,4益 孵育过夜。 用 PBS、
TBST 各洗膜 2 次后,辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

(1颐 1000,碧云天)稀释后 22益孵育 1 h,同时检测 茁鄄
actin 的表达作为内参,洗膜同前。 用化学发光试剂

(Cat:P0018,碧云天)检测,压片 1 ~ 5 min,显影定

影。 扫描胶片,用 Quantity One v4郾 62 软件分析各组

目标条带的相对吸光度值。
1郾 5摇 免疫组织化学法检测 eNOS 和 HSP90 表达

包埋 6 周龄兔右侧颈动脉蜡块连续切片(5 滋m
厚),经常规二甲苯脱蜡、梯度酒精水化后蒸馏水冲

洗;于 0郾 01 mol / L 枸橼酸盐缓冲液(pH 6郾 0)中进行

抗原修复:载玻片置于盛有枸橼酸盐缓冲液的烧杯

中,烧杯置于沸水中 10 min,后取出烧杯,冷却至室

温。 3%过氧化氢室温下孵育 10 min,PBS 冲洗 3
次。 非免疫动物血清室温下孵育 10 min 后甩去动

物血清;在标本上滴加一抗,均以 1颐 100 稀释,阴性

对照组用封闭液代替一抗,4益湿盒中过夜,PBS 冲

洗 3 次;滴加生物素标记的第二抗体,室温下孵育

10 min 后 PBS 冲洗 3 次;滴加即用型链霉亲和素辣

根过氧化物酶,室温下孵育 10 min 后 PBS 冲洗 3
次;DAB 显色,光镜下观察;自来水冲洗终止显色;
苏木素复染,梯度酒精脱水、二甲苯透明后用中性

树胶封片,自然晾干;光学显微镜下观察拍摄。
1郾 6摇 同位素方法测定 eNOS 活性

采用 eNOS 试剂盒(美国 Calbiochem 公司)检测

动脉组织 eNOS 活性。 利用 eNOS 试剂盒中平衡树

脂(Dowex AG 50鄄WX8)分离标记 L鄄Arg 和 L鄄瓜氨酸

(L鄄Cit),用液闪仪测定 eNOS 催化生成的瓜氨酸放

射强度( cpm),反映 eNOS 活性。 具体步骤严格按

照说明书实施。
1郾 7摇 EDR 检测

6 月龄兔经耳缘静脉用 3% 异戊巴比妥钠麻醉

(30 mg / kg),取出颈动脉,置于盛有 Kreb爷 s 溶液的
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培养皿中,持续通以 95%O2、5 %CO2 混合气。 清除

血液、脂肪和结缔组织,截取 3 ~ 4 mm 的动脉环,动
脉环固定在 10 mL 的浴槽中,浴槽保持 37益,持续

充以 95%O2、5% CO2 混合气, 每隔 20 min 更换槽

中 Kreb爷s 液一次。 标本负荷 1郾 5 g,平衡 2 h。 连接

肌肉张力换能器,经多通道生理信号采集处理系统

描记张力变化。 累积给予终浓度分别为 10 - 8、
10 - 7、10 - 6 及 10 - 5 mmol / L 去甲肾上腺素 ( norepi鄄
nephrine,NE)预收缩血管,待张力上升达稳定平台

后,累积给予乙酰胆碱(acetylcholine,Ach)舒张血管

(终 浓 度 为 10 - 8、 10 - 7、 10 - 6、 10 - 5、 10 - 4、 10 - 3

mmol / L),同步记录反应曲线。 计算 Ach 诱导的最

大舒张百分比(最大舒张百分比 = Ach 引起的最大

张力下降值 / NE 引起的最大张力增加值 伊 100% ),
表示内皮依赖性舒张功能。
1郾 8摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,两组间比较采用 t 检验。
以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 eNOS 和 HSP90 蛋白表达

摇 摇 Western blot 检测显示,eNOS、HSP90 均表达于

6 周龄兔颈动脉,产前缺氧组兔颈动脉 eNOS 的表达

较常氧对照组差异无显著性(P > 0郾 05),HSP90 的

表达较常氧对照组降低(P < 0郾 05;图 1)。 免疫组织

化学检测显示,eNOS 蛋白仅表达于内膜,沿着颈动脉

内膜腔表面暗褐色的着色;HSP90 蛋白主要表达于

内、中膜,定位于核周胞浆,呈棕黄色。 产前缺氧组

eNOS 表达较常氧对照组差异无显著性(P > 0郾 05),
HSP90 的表达较常氧对照组降低(P <0郾 05;图 2)。

图 1. 6 周龄兔颈动脉 eNOS、HSP90 蛋白表达(n = 5) 摇 摇 a
为 P < 0郾 05,与常氧对照组比较。

Figure 1. Expression of carotid artery eNOS, HSP90 pro鄄
tein from 6 week old rabbits

图 2. 6 周龄兔颈动脉 eNOS、HSP90 免疫组织化学染色( 伊 400)摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与常氧对照组比较。

Figure 2. Immunohistochemistry for carotid artery eNOS and HSP90 from 6 week old rabbits

489 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 11,2013



2郾 2摇 eNOS 活性

产前缺氧组 eNOS 活性较常氧对照组明显下降

(P < 0郾 05;图 3)。

图 3. 6 周龄兔颈动脉 eNOS 活性摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与常氧对

照组比较。

Figure 3. eNOS activities of carotid artery from 6 week old
rabbits

2郾 3摇 EDR 变化

产前缺氧组颈动脉 EDR 较常氧对照组明显下

降(P < 0郾 05;图 4)。

图 4. 6 周龄兔颈动脉 EDR 变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与常氧对照

组比较。

Figure 4. EDR changes of carotid artery from 6 week
old rabbits

3摇 讨摇 论

缺氧是影响内环境稳态的常见应激之一,也是

胎儿遭受最重要且与临床最相关的应激。 许多情

况下可引起妊娠期缺氧,并进一步造成胎儿产前缺

氧。 如孕妇居住在高海拔地区、吸烟以及一氧化碳

污染等[12],此外,许多临床疾病可导致胎儿长期慢

性缺氧,包括贫血、胎盘功能不良、脐带受压、先兆

子痫、心肺肾等脏器疾患和血红蛋白病等。 我们前

期实验参考 Wang 等[11] 的方法建立产前缺氧模型,
为了确定产前缺氧是否引起胎兔的慢性低氧血症,
检测了胎兔的红细胞比容、红细胞计数、促红细胞

生成素(erythropoietin,EPO)水平,结果表明,产期缺

氧明显升高胎兔的红细胞比容、红细胞计数、EPO
水平,证实成功建立产前缺氧模型[10]。

哺乳动物实验研究表明,产前缺氧可导致胎鼠

及新生仔鼠血管 EDR 损伤,但仅观测到出生 12 h
内的内皮功能情况,未对成年后内皮功能的影响进

行研究[4];产前缺氧大鼠其成年期、老年期的血压、
脉压较对照组显著升高[7];我们之前的研究也表

明,产前缺氧致成年期 EDR 降低[5,6],但其相关的

分子机制目前尚未明确。 而对非哺乳类动物研究

发现,卵内低氧暴露孵育 19 天鸡胚通过减少 NO 的

释放降低股动脉对 Ach 的敏感性[13],而这些动脉内

皮特性的改变在卵内低氧暴露的小鸡出生后 3 ~ 4
周、14 ~ 15 周还存在[14]。 产前缺氧引起 EDR 的改

变可能提示一个心血管疾病的胎儿程序控制的内

皮功能损伤机制。 血管内皮功能损伤主要表现在

血管对 Ach 诱导的 EDR 下降。 eNOS 表达减少或生

物学活性降低,均会导致 eNOS 催化生成的 NO 减

少,导致 EDR 损伤[15]。 EDR 降低是血管内皮功能

损伤最重要的特征,与高血压及动脉粥样硬化等心

血管疾病的发生进展密切相关[16,17]。
我们前期研究发现产前缺氧上调胎兔颈动脉

eNOS 表达,升高 eNOS 活性[10],本研究选取出生后

6 周龄(断奶期)作为持续观察的时间点。 研究结果

表明,6 周龄兔颈动脉 eNOS 表达较常氧对照组升

高,但差异无显著性;随之我们检测离体颈动脉

EDR,发现产前缺氧致 EDR 降低;产前缺氧组 eNOS
活性较常氧对照组也相应降低;而 eNOS 表达在两

组间差异无显著性。 因此,我们转而关注 eNOS 分

子伴侣的表达情况,发现刺激性分子伴侣 HSP90 的

表达较常氧对照组降低,终于揭示产前缺氧降低 6
周龄兔颈动脉 EDR 的分子机制。

eNOS 主要分布于血管内皮细胞,富集于细胞

膜上的小窝结构,在生物体内各种刺激作用下,进
入胞质发挥其生物活性作用。 eNOS 催化产生的

NO 通过激活血管平滑肌细胞中的可溶性鸟苷酸环

化酶, 促进细胞内环磷酸鸟苷 ( cyclic guanosine
monophosphate,cGMP)的合成,通过 eNOS鄄NO鄄cGMP
通道,对内皮下的血管平滑肌舒张功能起着重要的
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作用[8]。 HSP90 作为 eNOS 的刺激性分子伴侣,在
胞浆中呈高水平表达,目前关于 HSP90 对 eNOS 信

号转导的调节功能的描述大部分集中于内皮细胞。
HSP90 对 eNOS 的作用主要通过与 eNOS 结合、促进

eNOS 磷酸化、上调 NO 的合成,从而影响血管 EDR。
总之,我们之前研究发现,产前缺氧上调胎兔

颈动脉 eNOS 表达,升高 eNOS 活性[9]。 本研究发现

产前缺氧组 eNOS 高表达在出生后 6 周龄新西兰兔

颈动脉已经消失,但产前缺氧通过程序控制 eNOS
的刺激性分子伴侣 HSP90 的表达,降低 eNOS 活性,
损伤 EDR。 后续我们将继续选取不同的时间点,持
续观察产前缺氧对血管结构、功能及相关分子水平

的影响。
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