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间歇性低氧对兔血浆 Lp鄄PLA2 、IL鄄6 和 VCAM鄄1 的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 建立慢性间歇性低氧新西兰白兔模型,观察和评价间歇性低氧( IH)后对血浆中脂蛋白相关性

磷脂酶 A2(Lp鄄PLA2)、白细胞介素 6( IL鄄6)和血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄1)的影响及动脉粥样硬化形成情况。 方

法摇 采用随机对照、前瞻性动物实验和方差分析等方法,建立慢性间歇性低氧新西兰白兔模型。 将 36 只 4 月龄新

西兰大耳白兔随机分为两组:对照组和间歇性低氧组,按照低氧时间 4、8、12 周,又将对照组和间歇性低氧组各分 3
组。 对照 4、8、12 周组,每组 6 只;间歇性低氧 4、8、12 周组,每组 6 只。 间歇性低氧组置于缺氧舱中给予间歇低氧

处理每天 8 h。 分别于第 4 周、第 8 周和第 12 周给实验兔称重,采静脉血,用 ELISA 方法检测 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和

VCAM鄄1 含量,同时取腹主动脉利用 HE 染色观察动脉粥样硬化形成。 结果摇 (1)间歇性低氧 4 周组、8 周组和 12
周组两两比较及与对照组比较,血浆中 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和 VCAM鄄1 表达水平差异有统计学意义(P < 0郾 05),间歇性

低氧组与对照组间的差异随时间增加而增大,呈递增趋势,在 12 周时最明显。 (2)对照 4 周组、8 周组和 12 周组的

血浆 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和 VCAM鄄1 表达水平变化差异无统计学意义。 (3)间歇性低氧组的 Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 和 IL鄄6
血浆表达水平呈现明显正相关性。 Lp鄄PLA2 与 VCAM鄄1 的相关系数为 0郾 75(P < 0郾 001)。 Lp鄄PLA2 与 IL鄄6 的相关

系数为 0郾 55,(P < 0郾 001)。 VCAM鄄1 与 IL鄄6 的相关系数为 0郾 76(P < 0郾 001)。 (4)间歇性低氧干预下腹主动脉组织

HE 染色后可观察到动脉粥样硬化的形成。 结论摇 慢性间歇性低氧可引起血浆 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和 VCAM鄄1 水平增

高,血浆中 IL鄄6、VCAM鄄1 及 Lp鄄PLA2 三者存在相关性,可推测间歇性低氧介导了内皮下炎症因子的聚集导致血管

内皮的损伤,进而参与间歇性低氧后动脉粥样硬化的形成。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe and evaluate the effect of intermittent hypoxia (IH) on plasma lipoprotein鄄associat鄄
ed phospholipase A2(Lp鄄PLA2 ), interleukin鄄6 ( IL鄄6) and vascular cell adhesion molecule鄄1 (VCAM鄄1) by the rabbit
model of chronic intermittent hypoxia and the atherosclerosis formation. 摇 Methods摇 Using randomized controlled study,
prospective animal, variance analysis and so on. 摇 36 New Zealand White rabbits (4 months old) were divided into two
groups randomly. 摇 According to intermittent hypoxia time at 4, 8, 12 weeks, intermittent hypoxic group and control group
were divided into 3 groups separately. 摇 There were 3 groups in the control group (C1, C2, C3) and the intermittent hy鄄
poxia group (IH1, IH2, IH3). 摇 There were 6 rabbits in each groups. 摇 Intermittent hypoxia group were placed in hypoxic
chamber to treat by intermittent hypoxia for 8 hours per day. 摇 Weighting is at the fourth week, eighth week and twelfth
week separately. 摇 The content of Lp鄄PLA2, IL鄄6 and VCAM鄄1 was tested by ELISA method. 摇 At the same time, the ab鄄
dominal aorta was stained by HE staining to observe the formation of atherosclerosis. 摇 Results摇 (1) The plasma levels of
Lp鄄PLA2, IL鄄6 and VCAM鄄1 increased as time among IH1, IH2, IH3 and all control groups(P < 0郾 05), which was the
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most obvious at 12th week. 摇 (2) At the 4th week, 8th week and 12th week, the plasma levels of Lp鄄PLA2, IL鄄6 and
VCAM鄄1 had no difference in control groups. 摇 (3) The plasma levels of Lp鄄PLA2, IL鄄6 and VCAM鄄1 had a positive corre鄄
lation with each other (P < 0郾 05). 摇 The correlation coefficient was 0郾 75, 0郾 55 and 0郾 76 among Lp鄄PLA2, IL鄄6 and
VCAM鄄1(P < 0郾 001). 摇 (4) The formation of atherosclerosis in aortic tissue can be observed by HE staining after inter鄄
mittent hypoxia intervention. 摇 Conclusion摇 The plasma levels of Lp鄄PLA2, IL鄄6 and VCAM鄄1 was increased by intermit鄄
tent hypoxia and had a correlation. 摇 IH may mediate the aggregation of inflammatory cytokines to lead to vascular endothe鄄
lial injury and participate the formation of atherosclerosis.

摇 摇 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(obstructive sleep ap鄄
nea syndrome,OSAS)是一种发病率较高,具有一定潜在

危险的全身性疾病,国外报道其发病率成年男性为

4%,女性为 2% [1]。 目前研究证实 OSAS 是冠心病、充
血性心力衰竭和缺血性脑血管病的独立危险因素[2鄄5],
大多数认为 OSAS 导致心脑血管疾病的发生是由于

OSAS 独特的缺氧形式周期性缺氧鄄再合氧,即慢性间

歇性低氧[6]。 大量研究学者认为慢性间歇性低氧激活

炎症通路(NF鄄KB 依赖的炎性通路)使得中性粒细胞、
单核细胞和 T 淋巴细胞过高表达,同时黏附分子表达

也增强,促使炎性改变的发生,从而增强对血管内皮的

黏附和产生细胞毒作用,导致血管内皮细胞功能紊乱、
血管硬度增加和内膜增厚[6鄄8],进一步导致动脉粥样硬

化(As)。 脂蛋白相关性磷脂酶 A2(lipoprotein鄄associat鄄
ed phospholipase A2, Lp鄄PLA2)是一种新的炎性标志因

子,也是迄今为止美国食品药品监督管理局批准的唯

一用于缺血性心脑血管疾病的一个独立风险预测因

子[3,9鄄10]。 Lp鄄PLA2 能水解氧化型低密度脂蛋白和氧化

卵磷脂的 sn鄄2 键生成溶血磷脂酰胆碱和氧化不饱和脂

肪酸,后二者均可参与 As 形成过程中动脉内皮细胞功

能和结构损害、炎症细胞(单核细胞、巨噬细胞和中性

粒细胞等)聚集、炎症因子分泌增加、巨噬细胞吞噬脂

质形成泡沫细胞并聚集在内膜下,形成脂质核心,从而

导致 As 形成及斑块不稳定[9,11]。 我们前期研究已经

证实间歇性低氧(intermittent hypoxia,IH)和低氧均可

通过上调 Lp鄄PLA2 表达促进 As 形成[12鄄13],但对炎症因

子及与 Lp鄄PLA2 的关系不明确,本文通过建立OSAS 新

西兰白兔模型,观察在间歇性低氧状态下不同时间点

新西兰白兔模型血浆中的 Lp鄄PLA2、炎症因子白细胞介

素 6(interleukin鄄6,IL鄄6)和血管细胞黏附分子 1(vascu鄄
lar endothelial adhesion molecule鄄1,VCAM鄄1)表达水平

及其相关性,以探讨 OSAS 导致 As 疾病的病理生理

机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物及分组

36 只健康新西兰大耳白兔饲养 1 周,适应环

境,将所有动物依照随机数字表分别分至以下两

组:对照组和间歇性低氧组( IH 组)。 按照缺氧时间

4、8、12 周,又将对照组和间歇性低氧组各分 3 组,
即对照 4、8、12 周组,每组 6 只;间歇性低氧 4、8、12
周组,每组 6 只。 间歇性低氧组置于缺氧舱中给予

间断缺氧处理,每日间歇低氧 8 h(9:00鄄17:00)。 所

有兔均给予普通饲料单笼喂养,自由饮水。
1郾 2摇 慢性间歇性缺氧模型制备

根据我们前期成功制作的间歇性低氧动物模

型经验及参考其他文献[12,14鄄15],将间歇性低氧组实

验兔置入低氧舱内,每天 8 h(9:00鄄17:00)。 向缺氧

舱内交替充入氮气和氧气,自动控制系统使每个循

环的时间控制在 5 min 左右,通过氧气传感器监测

间歇性低氧舱内的氧浓度来调控输气和排气系统,
通过调节氮气瓶电压阀使每一交替循环的缺氧舱

内最低氧浓度达到 8% 左右,持续 30 s 后通过排气

阀排出舱内高浓度氮气,接着开始充入氧气,使舱

内氧分压逐渐恢复到 21%左右,同样持续 30 s 后接

着再向缺氧舱内充入氮气,如此反复交替循环,每
天持续 8 h,然后通过预实验查动脉血气分析验证。
1郾 3摇 血 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和 VCAM鄄1 检测

实验结束次日上午 8 时,处死动物后立即采取

静脉血,采用 ELISA 法按照说明书步骤进行检测,
试剂由北京方程生物科技公司提供。
1郾 4摇 HE 染色观察腹主动脉斑块

将深麻醉状态下的新西兰白兔仰卧位固定于

解剖台上,取腹主动脉用 PBS 缓冲液冲洗后放入

4%甲醛溶液中固定(时间 > 24 h)。 取出标本经脱

水、透明、浸蜡、石蜡包埋。 包埋的石蜡块常规 4 滋m
连续切片、摊片、干燥、脱蜡至水、水洗、苏木精浸

染、1%氨水返蓝、1% 伊红染液染色浸染、上行梯度

酒精脱水、二甲苯透明后中性树胶封固,光学显微

镜下观察。
1郾 5摇 统计学处理

血浆中 Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 的表达水平

采用x 依 s 表示。 符合正态分布且方差齐的数据采

用 t 检验,符合正态分布而方差不齐的数据采用 t謘检
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验,不满足正态性的数据采用秩和检验。 采用 Pear鄄
son 相关性分析血浆中 Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 的

相关性。 所有统计数据应用 SPSS13郾 0 统计软件进

行统计分析。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 两组不同时间点 Lp鄄PLA2、IL鄄6 及 VCAM鄄1 的

比较

在 4 周、8 周和 12 周时,血浆 Lp鄄PLA2、IL鄄6 及

VCAM鄄1 的表达水平增高。 总体水平上看,间歇性

低氧组 Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 的变化分别较对

照组增高,其中 Lp鄄PLA2 的变化更加明显(表 1)。
2郾 2摇 Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 的相关性分析

对间歇性低氧组 Lp鄄PLA2、 VCAM鄄1 及 IL鄄6 血

浆水平进行相关性分析,发现随着缺氧周数时间延

长,Lp鄄PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 血浆水平呈现明显的

相关性,相关性分析结果均有统计学意义 ( P <
0郾 001)。 Lp鄄PLA2 与 VCAM鄄1 的相关系数 0郾 75 (P
< 0郾 001);Lp鄄PLA2 与 IL鄄6 的相关系数 0郾 55 (P <
0郾 001);VCAM鄄1 与 IL鄄6 的相关系数 0郾 76 ( P <
0郾 001)。

表 1. 间歇性低氧组和对照组在不同时间点 Lp鄄PLA2、IL鄄6 及 VCAM鄄1 的比较(x 依 s)
Table 1. Comparison of Lp鄄PLA2, IL鄄6 and VCAM鄄1 content in each group and at different time point(x 依 s)

指标
对照组

4 周 8 周 12 周

间歇性低氧组

4 周 8 周 12 周

Lp鄄PLA2(滋g / L) 11郾 12 依 1郾 59 13郾 90 依 3郾 14 12郾 00 依 2郾 04 14郾 10 依 0郾 47a 15郾 90 依 1郾 12a 23郾 93 依 1郾 70ab

IL鄄6 (滋g / L) 7郾 40 依 1郾 72 9郾 31 依 2郾 48 9郾 57 依 1郾 50 10郾 22 依 1郾 05a 13郾 85 依 0郾 93a 16郾 90 依 1郾 66ab

VCAM鄄1 (滋g / L) 45郾 38 依 3郾 39 44郾 17 依 3郾 57 46郾 31 依 4郾 38 60郾 60 依 6郾 71a 64郾 52 依 3郾 01a 79郾 57 依 6郾 34ab

a 为 P < 0郾 01,与对照组同时间点比较;b 为 P < 0郾 01,与本组 4 周比较。

2郾 3摇 间歇性缺氧后实验兔动脉血气分析

间歇性低氧组实验兔在间歇性低氧舱低氧最

低点动脉血氧分压为 19郾 6 ~ 31郾 5 mmHg,最低血氧

饱和度范围为 30郾 8% ~ 58郾 1% ,恢复舱内氧浓度至

21%后,测得动脉血氧分压为 72郾 5 ~ 105郾 8 mmHg,
动脉血氧饱和度为 94郾 2% ~ 98郾 9% ,符合人类 OS鄄
AS 的血氧饱和度诊断标准(SaO2 < 80% )。
2郾 4摇 HE 染色病理形态学结果分析

各组实验兔腹主动脉 HE 染色结果显示,对照

组和间歇性低氧 4 周组的主动脉壁内膜连续光滑,

内膜完整,中膜和外膜清晰可见,无内膜增厚,各层

结构正常,无脂质沉积,为正常动脉组织镜下表现;
间歇性低氧 8 周组血管内膜内可见连续性中断,结
构紊乱,内皮细胞脱落缺失,平滑肌细胞减少,在内

皮下可见少量泡沫细胞;间歇性低氧 12 周组主动脉

光镜下可见内皮细胞脱落缺失,平滑肌细胞减少,
多层泡沫细胞紧贴内弹力板堆积,部分填充于中

层,内皮下有较多泡沫细胞聚集,脂质类似物游离

于细胞外,不同程度的动脉粥样硬化形成(图 1 )。

图 1. 各组实验兔腹主动脉病理切片 HE 染色结果( 伊 100)摇 摇 A 为间歇性缺氧 4 周组,B 为间歇性缺氧 8 周组,C 为间歇性缺氧 12 周

组,D 为对照组。

Figure 1. The pathological sections of the abdominal aorta in each group by HE staining ( 伊 100)
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3摇 讨摇 论

OSAS 与严重心脑血管发病率和死亡率密切相

关,并且是 As、动脉血栓形成和代谢综合征的独立

危险因素,最近研究表明与肿瘤和死亡增加密切相

关,间歇性缺氧是其核心病理生理机制,导致交感

神经兴奋性增加,并与炎症、氧化应急和促凝血功

能关系密切[16]。 Guo 等[17] 研究表明慢性间歇性缺

氧小鼠通过氧化应激和炎症反应导致内皮细胞中

淋巴细胞的凋亡,并可导致内皮细胞激活炎症通

路,促使炎症因子的增加(如肿瘤坏死因子、IL鄄6、
IL鄄8、C 反应蛋白和细胞间黏附分子 1 等),血管内

皮的黏附增强和细胞毒作用增大,导致血管内皮细

胞功能紊乱,最终导致 As。
IL鄄6 是由单核巨噬细胞、血管内皮细胞、T 淋巴

细胞等产生的参与炎症反应的多基因多效应的细

胞因子,同样也是导致 As 的重要前炎症介质。 Tau鄄
man 等[18]的前瞻性研究在排除了体重的因素后表

明,IL鄄6 水平的增高与呼吸暂停低通气指数(AHI)
及夜间最低血氧饱和度相关,而与肥胖不相关,夜
间缺氧程度越高, IL鄄6 水平越高,且病情越严重;
CPAP 治疗后 IL鄄6 水平则有所下降。 本研究结果表

明,间歇性低氧 4 周组、8 周组和 12 周组血浆中 IL鄄
6 表达水平差异有统计学意义(P < 0郾 05),随时间

呈递增趋势;与对照组相比,间歇性低氧组 IL鄄6 的

含量均增高(P < 0郾 05),间歇性低氧组与对照组间

的差异随时间增加而增大,在 12 周时最明显;分析

间歇性低氧所致 IL鄄6 水平升高的原因,可能与长期

反复间歇性低氧刺激导致免疫细胞活化、炎症通路

的激活、交感神经的兴奋及儿茶酚胺分泌增多有

关。 IL鄄6 能促进细胞黏附分子表达和中性粒细胞氧

自由基的释放;作用于血管壁引起血管内皮损伤,
促进内皮细胞和平滑肌细胞增殖,进而参与 As 的形

成发展。
黏附分子是一类位于细胞膜表面或在体液中发

挥黏附作用的糖蛋白,黏附分子是以配体鄄受体的形

式发挥作用,介导细胞与细胞之间、细胞与细胞外基

质之间的相互识别,也是重要的促炎症介质,血清中

可溶性黏附分子水平可作为反应疾病过程中血管内

皮细胞功能紊乱的敏感指标。 Ohga 和 Chin 等[19鄄21]

学者研究发现 OSAS 患者中血清中可溶性细胞黏附

分子升高,并可经 CPAP 治疗后下降[15]。 本实验结

果显示间歇性低氧组血浆中 VCAM鄄1 表达水平随缺

氧时间延长呈递增趋势,在 12 周时最明显。 认为黏

附分子是 As 发病的一个启动因素,间歇性低氧后所

致炎症通路的激活导致血浆中 VCAM鄄1 升高,血浆中

VCAM鄄1 的含量在一定程度反应了血管内皮损伤程

度,同时可诱导单核细胞黏附于血管内皮细胞表面并

进入内皮下,在血管平滑肌增生中起重要作用,参与

As 的形成发展。 本研究还发现间歇性低氧组血浆

VCAM鄄1 与 IL鄄6 呈正相关,进一步说明两者的共同作

用加速了血管内皮功能的损害,参与 As 的发生和

发展。
Lp鄄PLA2 是一种新的炎性标志因子,是缺血性

心脑血管疾病的独立风险预测因子。 人们发现 Lp鄄
PLA2 能水解 Lyso鄄PC 和 ox鄄NEFA,参与 As 形成过

程中动脉内皮细胞功能和结构损害、炎症细胞聚

集,引起炎症因子分泌增加、巨噬细胞吞噬脂质形

成泡沫细胞并聚集在内膜下,形成脂质核心,从而

导致 As 形成,所以 Lp鄄PLA2 在 As 形成过程中起着

重要的作用。 Bekci 等[22]研究显示,OSAS 患者血浆

Lp鄄PLA2 的表达水平较对照组增高,我们前期研究

显示间歇性低氧可引起实验动物血浆 Lp鄄PLA2 表达

增加,高脂饮食具有叠加效应。 本研究再次证明间

歇性低氧可促进血浆中 Lp鄄PLA2 表达水平随缺氧时

间延长呈递增趋势;同时证实间歇性低氧组的 Lp鄄
PLA2、VCAM鄄1 及 IL鄄6 血浆水平呈现明显正相关

性。 推测间歇性低氧后启动炎症通路而导致大量

炎症介质的释放和炎性细胞的活化,而 Lp鄄PLA2 其

生物学活性不依赖于 Ca2 + ,主要由巨噬细胞、淋巴

细胞、单核细胞、肥大细胞等炎性细胞产生和分泌,
所以间歇性低氧可能会导致 Lp鄄PLA2 的表达水平

升高,同时,Lp鄄PLA2 下游产物等促炎物质可诱导炎

性因子的活化和分泌,进一步激活粒细胞,导致生

成更多的 Lp鄄PLA2,这一正反馈调节加速了血管内

皮细胞功能的损害,从而介导了 As 的形成,最终导

致血栓的形成和心脑血管事件的发生。 因此,Lp鄄
PLA2 均在 As 的发生发展过程中具有极其重要的

作用。
综上所述,该间歇性低氧模型符合 OSAS 造模

标准,间歇性低氧可引起血浆 Lp鄄PLA2、IL鄄6、VCAM鄄
1 表达增加,Lp鄄PLA2 与 IL鄄6 和 VCAM鄄1 之间存在

正相关。 因此,我们推测间歇性低氧可能通过炎症

通路引起血浆中 IL鄄6、VCAM鄄1 含量增加,并且炎性

细胞的增多同时刺激了 Lp鄄PLA2 的分泌,共同介导

As 形成,所以 Lp鄄PLA2、IL鄄6 和 VCAM鄄1 可能作为

OSAS 致 As 的重要危险因素,有待于临床进一步

研究。
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