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间歇性低压低氧促进载脂蛋白 E 基因敲除小鼠血管重构
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨高海拔间歇性低压低氧( IHH)环境对载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠血管重构的影

响。 方法摇 将 14 只 8 周龄雌性 ApoE - / - 小鼠随机分为对照组和 IHH 组,IHH 组每天在低压舱模拟的 4000 m 海拔

低压低氧环境中放置 8 h,持续 60 天。 干预完成后采用 Masson 染色测定胸主动脉管壁胶原含量,采用免疫组织化

学法检测基质金属蛋白酶(MMP)及其组织型基质金属蛋白酶抑制剂(TIMP)的表达情况。 结果摇 与对照组比较,
间歇性低压低氧组小鼠主动脉管壁胶原含量显著降低,MMP鄄9 的表达显著增高,而 TIMP鄄2 的表达显著降低(P <
0郾 01),而 MMP鄄2、MMP鄄14 在两组间没有显著差异(P > 0. 05)。 结论 摇 IHH 可能通过加重 ApoE - / - 小鼠血管壁

MMP鄄9 和 TIMP鄄2 的表达失衡减少血管壁胶原含量,从而促进血管重构。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effect of intermittent hypobaric hypoxia ( IHH) on vascular remodeling in apoli鄄
poprotein E gene knockout (ApoE - / - ) mice摇 摇 Methods摇 14 female ApoE - / - mice were randomly divided into control
group and IHH group at 8 weeks of age. 摇 IHH group was put into a low pressure chamber simulating the hypobaric hypoxia
environment of 4000 m altitude for 8 hours per day, lasting 60 days. 摇 At the end of the intervention, the collagen content
and expressions of matrix metalloproteinase (MMP) and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP) in aortic tissue
were measured. 摇 摇 Results摇 The collagen content of aortic wall in IHH group was significantly decreased (P < 0. 01),
expression level of MMP鄄9 was significantly elevated and TIMP鄄2 was significantly reduced compared with control group (P
< 0. 01), but MMP鄄2, MMP鄄14 had no significant difference among the two groups (P > 0. 05). 摇 摇 Conclusion摇 IHH
might decrease the collagen content of aortic wall and promote vascular remodeling through increasing the expressional im鄄
balance of MMP鄄9 and TIMP鄄2.

摇 摇 人类在高海拔地区的活动日益频繁[1,2]。 严酷

的高原环境对身体机能提出了更高要求,容易导致

猝死发生[3]。 然而高海拔环境引起猝死的机制目

前并不清楚。 从海平面到高海拔地区时的环境变

化包括大气压力、氧分压、湿度和温度降低[4],而气

压与氧分压的降低是高原环境的突出特点。 基质

金属蛋白酶(metalloproteinase,MMP)及其组织型基

质金属蛋白酶抑制剂(tissue inhibitor of matrix metal鄄
loproteinase,TIMP)是与血管重构相关的主要酶类之

一[5]。 MMP鄄9 是降解主动脉壁中弹性蛋白和胶原

蛋白的主要酶[6]。 MMP鄄9 降解这些细胞外基质会

引起腹主动脉异常扩张,导致腹主动脉瘤形成,而
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后者是一个渐进的退化性疾病,可能导致主动脉破

裂而引起死亡[5]。
研究发现,阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(obstruc鄄

tive sleep apnea,OSA)患者的间歇性常压缺氧可通过

多种途径调节斑块细胞外基质(extracellular matrix,
ECM)分解代谢相关酶类,引起血管重构等多种病理

过程[7]。 然而,高原的低压低氧环境与模拟阻塞性睡

眠呼吸暂停间歇性缺氧环境大不相同,其在血管重构

过程中的作用仍待阐明。 本研究旨在观察高原低压

低氧环境对动脉粥样硬化血管重构的影响。

1摇 材料和方法

1. 1摇 实验动物

摇 摇 4 只载脂蛋白 E 基因敲除 ( apolipoprotein E
gene knockout,ApoE - / - )小鼠,雄性,8 周龄,购于南

京大学模式动物研究中心。 动物被安置于成都医

学院 SPF 实验动物中心,采用标准的昼夜循环

(12 h / 12 h)、温度(22 依 1益)、湿度(50% ~ 60% )
的饲养条件,自由采食食物和水,喂正常饲料。 实

验过程由医院动物管理和使用委员会批准。
1. 2摇 主要实验试剂

戊巴比妥钠购于上海索莱宝生物科技有限公

司;兔抗小鼠 MMP 抗体、兔抗小鼠 TIMP 抗体、
SABC 免疫组织化学试剂盒、DAB 显色试剂盒购于

武汉博士德生物工程有限公司;快速 Masson 染色液

购于南京建成科技有限公司。
1. 3摇 分组及干预

14 只 ApoE - / - 小鼠采用随机数字表法分配到

对照组和间歇性低压低氧( intermittent hypobaric hy鄄
poxia,IHH)组。 对照组放置于低压舱旁的平台上,
不作特殊处理;IHH 组放入低压仓内,关闭舱门后

开机,设定模拟高度 4000 m,启动 2 min 内达到目标

气压值并维持 8 h,结束时再于 2 min 内恢复到常

压,关机并取出小鼠,小鼠休息 16 h 后再次重复低

压低氧干预。 实验共干预 8 周,每天 8 h。
1. 4 摇 免疫组织化学检测血管壁 MMP鄄2、MMP鄄9、
MMP鄄14 及 TIMP鄄2 的表达

干预完成后处死小鼠,取胸主动脉 1 mm,经多

聚甲醛固定、脱水、包埋程序后,5 滋m 切片。 烤片

120 min 后脱蜡至水,热抗原修复后 3% H2O2 灭活

内源性过氧化物酶 10 min,蒸馏水冲洗 2 min。 滴加

5%正常山羊血清(PBS 稀释)封闭,室温孵育 10
min,倾去血清,不洗。 滴加相应蛋白的兔抗小鼠一

抗工作液(稀释比例 1颐 50),4益冰箱过夜,PBS 冲洗

5 min 伊 3 次。 滴加适量生物素标记的山羊抗兔二

抗工作液,37益孵育 20 min,PBS 冲洗 5 min 伊 3 次。
滴加适量链酶亲和素鄄生物素鄄过氧化物酶复合物

(SABC)工作液,37益 孵育 20 min,PBS 冲洗 5 min
伊 3 次。 滴加适量 DAB 显色剂室温显色 3 ~ 15
min,光镜下控制反应时间。 自来水充分冲洗后以苏

木素轻度复染,自来水冲洗。 最后脱水,透明,封片。
1. 5摇 Masson 染色

使用快速 Masson 染色液试剂盒对血管壁胶原

进行染色,按试剂盒说明书操作:淤R1 核染液染色

60 s,倒丢,R5 冲洗液冲洗 30 s;于R2 浆染液染色

30 s,倒丢,R5 冲洗液冲洗 30 s;盂R3 分色液分色 6
min,镜下观察样本中胶原纤维部分退成淡粉红色时

弃去分色液,不冲洗;榆R4 蓝色复染液染色 5 min,
倒丢,用无水乙醇冲洗干净;虞吹干后以中性树胶

封片。
1. 6摇 图像采集和分析

所得染色标本在 Olympus BX41 显微镜下观察

并采集图像。 图像分析采用 Image Proplus 6. 0 研究

软件进行,分别测定阳性染色面积和血管壁面积,
以阳性染色面积 / 血管壁面积表示胶原含量。
1. 7摇 统计学方法

数据以 x 依 s 表示,组间比较采用非配对 t 检

验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1 摇 IHH 对 ApoE - / - 小鼠胸主动脉胶原含量的

影响

IHH 组小鼠胸主动脉胶原含量显著低于对照

组(P < 0. 01;图 1)。
2. 2摇 IHH 对 ApoE - / - 小鼠胸主动脉 MMP 和 TIMP
表达的影响

MMP鄄2、MMP鄄14 在两组间没有显著差异(P >
0. 05),而 IHH 组 MMP鄄9 显著高于对照组,TIMP鄄2
显著低于对照组(P < 0. 01;图 2)。

3摇 讨摇 论

对移居者的研究表明,环境的变化可能会极大

地改变遗传稳定的人口患心血管疾病的风险[1]。
而高原环境对人体的影响越来越受到重视。 据报

道,日益普及的活动如徒步旅行、登山和滑雪板运动
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图 1. IHH 对 ApoE - / - 小鼠胸主动脉胶原含量的影响(n = 7) 摇 摇 A 为小鼠胸主动脉 Masson 染色( 伊 200);B 为胶原含量定量分析。 a
为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 1. Effect of IHH on collagen content of the thoracic aorta in ApoE - / - mice

图 2. IHH对 ApoE - / -小鼠胸主动脉MMP鄄2、MMP鄄9、MMP鄄14 和 TIMP鄄2 表达的影响(n = 7) 摇 摇 A 为胸主动脉 MMP鄄2、MMP鄄9、
MMP鄄14 和 TIMP鄄1 免疫组织化学染色照片( 伊400);B 为蛋白表达水平,以阳性染色面积占血管壁面积比表示。 a 为 P <0. 01,与对照组比较。

Figure 2. Effects of IHH on MMP鄄2, MMP鄄9, MMP鄄14 and TIMP鄄2 expressions in aorta of ApoE - / - mice

等,使得高海拔地区的游客数量持续增加。 由于这

些地区巨大的身体机能需求[8],这些活动也与相对

较高的死亡风险相关[9]。 在高海拔地区最常见的

死亡原因是外伤、高原病、寒冷损伤、雪崩掩埋和心

源性猝死[8]。 其中心源性猝死被认为与冠状动脉

疾病有着紧密联系,可能机制是需氧量增加,肾上

腺素能活性增加,心率、血压和血流动力学突然变

化,脆弱的动脉粥样硬化斑块破裂,从而增加血小

板活化和血栓形成[9]。 具有动脉粥样硬化病变基

础的人群到高海拔地区活动可能存在很高的潜在

死亡风险。
动脉粥样硬化是进展性动脉疾病[10],其进展是

由局部斑块生长和血管壁重构反应的性质决定

的[11]。 在动脉粥样硬化血管重构中,ECM 的降解

贯穿于动脉粥样硬化血管重构发生发展的整个过

程[12]。 根据国外文献报道,ApoE - / - 小鼠在第 8 周
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龄时即出现泡沫细胞病灶(病理表现为脂纹),15 周

龄时出现晚期病灶(纤维斑块) [13],因此第 8 至第

15 周可能是动脉粥样硬化发生发展的关键时期。
本实验选择 8 周龄 ApoE - / - 小鼠,并使用低压实验

舱模拟 4000 m 高原低压低氧环境,来研究后者对动

脉粥样硬化血管重构的影响。 我们发现 IHH 干预 8
周的 ApoE - / - 小鼠其血管壁胶原含量显著减少,而
胶原是 ECM 的主要成分之一[14],这提示高原的

IHH 环境可能有促进血管重构的作用,并最终促进

动脉粥样硬化的进展。
MMP 在 ECM 的降解中发挥着重要作用,MMP

可以降解 ECM 成分,为血管平滑肌细胞越过中膜向

内膜迁移扫清障碍[14]。 TIMP 是 MMP 的内源性抑

制剂,可抑制 MMP 的活性。 这些蛋白水解酶与心

血管疾病的发生和进展相关[15]。 在正常的生理条

件下,MMP 的活性受到转录水平和前体酶原激活情

况的调节,并与特定的 ECM 成分相互作用。 内源性

TIMP 提供了一个平衡的机制,以防止 ECM 过度降

解。 MMP 和 TIMP 之间的不平衡可能会导致大量的

MMP 活性增加,并可能导致与血管疾病有关的病理

变化[5]。 其中 MMP鄄9 降解 ECM,会引起腹主动脉

异常扩张,导致腹主动脉瘤形成,最终可能导致主

动脉破裂而引起死亡[5]。
鉴于动脉平滑肌的主要间质成分为玉、芋型胶原、

弹力纤维、硫酸软骨素、硫酸皮肤素以及其他蛋白多

糖[14],我们选择了均能分解玉、芋型胶原的三种 MMP,
即MMP鄄2、MMP鄄9、MMP鄄14,及其内源性抑制剂 TIMP鄄
2 为检测指标,来研究 IHH 对血管壁 ECM 影响的分

子机制。 我们发现相比于对照组,IHH 组 MMP鄄9 在

主动脉管壁的蛋白表达量显著升高,而对 MMP鄄2 有

抑制作用的 TIMP鄄2 显著减少,MMP鄄2、MMP鄄14 在两

组间无明显差异。 我们的结果与以往的研究[14]提示

MMP鄄9 在血管重构中起主要作用。 而 TIMP鄄2 在 IHH
组显著减少提示 IHH 既可能通过增加MMP鄄9 的表达

促进 ECM 分解和血管重构,也可能通过减少 MMP 的

内源性抑制剂 TIMP鄄2 促进上述病理过程。
总之,我们的研究发现 IHH 可能通过使有动脉

粥样硬化基础的血管MMP鄄9 表达增加,同时使 TIMP鄄
2 表达减少而促进血管重构。 然而 MMP、TIMP 家族

还有多种分子,血管重构也还有其它多种机制的参

与,IHH 对血管重构的影响仍有待进一步深入研究。
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