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高同型半胱氨酸血症对大鼠颈总动脉平滑肌细胞增殖
及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达的影响
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　 　 ［摘要］ 　 目的　 研究高同型半胱氨酸血症对大鼠颈总动脉平滑肌细胞增殖及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达的影响。 方法　 选取雄

性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，随机数字表法分为 ４ 组，每组 １０ 只。 分别以不同剂量蛋氨酸饮食喂饲 １２ 周后分离颈总动脉。 ＨＥ 染色观察颈

总动脉增殖情况；利用免疫荧光染色法观察并测定颈总动脉内增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＣＮＡ）表达情

况；利用免疫组织化学染色法及蛋白免疫印迹法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达情况。 结果　 不同剂量蛋氨酸饮食导致大鼠颈总动脉

不同程度增殖，颈总动脉内 ＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达增加，并呈浓度依赖性。 结论　 高同型半胱氨酸血症通过激活血管平滑

肌细胞内质网应激反应导致 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达增加，加重血管损伤，促进平滑肌细胞增殖，进一步加重动脉粥样硬化。
　 　 ［关键词］ 　 同型半胱氨酸；平滑肌细胞；动脉粥样硬化；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２
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　 　 同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ， Ｈｃｙ）是体内正常

蛋氨酸循环产生的中间产物［１］。 高同型半胱氨酸血

症（ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｉｎｅｍｉａ， ＨＨｃｙ）是各种原因导致的

蛋氨 酸 循 环 障 碍， 造 成 血 浆 中 的 Ｈｃｙ 水 平 ＞
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ［２］。 近年来，大量研究发现，Ｈｃｙ 是一种反

应性血管损伤氨基酸，ＨＨｃｙ 与动脉粥样硬化的形成

发展密切相关［３］。 血管平滑肌细胞的凋亡及异常增

殖是动脉粥样硬化形成的重要病理特征及主要发病

过程。 因此，本研究中利用喂饲 ＳＤ 大鼠不同剂量高

蛋氨酸饮食建立高同型半胱氨酸血症模型。 在同一

时间、同等条件下，利用免疫荧光染色法测定颈总动

脉内 增 殖 细 胞 核 抗 原 （ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＣＮＡ）表达情况，评估颈总动脉平滑肌细胞

增殖状态；利用免疫组织化学染色法及蛋白免疫印迹

法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达情况，旨在明确 ＨＨｃｙ 对

颈总动脉平滑肌细胞增殖的影响，为探究 ＨＨｃｙ 引起

动脉粥样硬化的发病机制提供线索。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料 　 实验动物：成年雄性 ＳＤ 大鼠 ４０
只，体质量（１５０±２８）ｇ，购于第二军医大学实验动物
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中心，动物许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２０１２⁃０００３。 建模过

程中 ＳＤ 大鼠均清洁级饲养，定时喂食、喂水，室温

维持在 ２２～２４ ℃，每日 ８～２２ 时光照。
实验试剂： Ｄａｋｏ Ｄｅｎｍａｒｋ Ａ ／ Ｓ 抗兔 ／鼠通用型

免疫组化试剂盒、ＰＣＮＡ 抗体（购于上海谷歌生物有

限公司），Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 抗体 （购于美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ 公

司），ＢＳＡ（购于 Ｒｏｃｈｅ 公司），肝素、水合氯醛、多聚

甲醛、１％盐酸酒精、ＰＢＳ 液等。
１．２　 高同型半胱氨酸血症模型的建立及 Ｈｃｙ 浓度

的测定　 随机数字表法将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠分为 ４ 组，
每组 １０ 只，各组大鼠鼠龄、体重均无显著差异

（Ｐ＞０．０５）。 各组大鼠分别以不同剂量蛋氨酸饮食

喂饲。 对照组喂饲常规普通饲料，２％蛋氨酸组喂饲

含 ２％蛋氨酸的高蛋氨酸饲料，４％蛋氨酸组喂饲含

４％蛋氨酸的高蛋氨酸饲料，６％蛋氨酸组喂饲含 ６％
蛋氨酸的高蛋氨酸饲料。 各组大鼠分别于喂饲 ８、
１０、１２ 周时抽取静脉血，抗凝管收集，应用美国贝克

曼库尔特 ＡＵ ６８０ 型全自动生化分析仪检测血浆

Ｈｃｙ 浓度，计算 ３ 次测量值的平均值代表各组实验

动物的血浆 Ｈｃｙ 浓度。
１．３　 颈总动脉取材 　 各组大鼠建模 １２ 周后取材：
水合氯醛麻醉成功后将大鼠固定在操作台上，常规

备皮、消毒。 取颈正中切口，钝性分离皮下组织，暴
露气管，游离血管鞘，分离与左颈总动脉伴行的迷

走神经，以动脉夹孤立颈总动脉后剪下。 用含肝素

的生理盐水冲洗 ３ 遍，将分离的颈总动脉以 ４％多

聚甲醛固定 ２４ ｈ 后常规石蜡切片。
１．４　 ＨＥ 染色观察颈总动脉增殖　 将已固定并包埋

的颈总动脉石蜡切片脱蜡，苏木素染色 ５ ｍｉｎ，流水

冲洗后以 １％盐酸酒精分化 ３０ ｓ，分化满意后流水冲

洗。 １％氨水溶液返蓝 ３０ ｓ，满意后伊红染色 ３ ｍｉｎ，
充分脱水后中性树胶封片。
１．５　 免疫荧光染色法测定 ＰＣＮＡ 表达 　 将已固定

并包埋的颈总动脉血管组织石蜡切片放入 ６５ ℃的

烘箱中烘片脱蜡，ＰＢＳ 液冲洗后置于 ＥＤＴＡ 缓冲液

中微波修复，冷却后置入 ３％过氧化氢溶液，室温孵

育 １０ ｍｉｎ 后 ５％ ＢＳＡ 封闭 ２０ ｍｉｎ，滴加 １：２００ 稀释

的兔源抗鼠 ＰＣＮＡ 单克隆抗体，４ ℃过夜，次日 ＰＢＳ
液洗净后，每张切片中加 １００ μＬ 荧光素标记驴抗兔

ＩｇＧ（Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ ／ ＦＩＴＣ 抗体），避光室温下孵

育 １ ｈ， ＰＢＳ 液洗净后，每张切片中加入 １００ μＬ
ＤＡＰＩ，避光细胞核染色 ５ ｍｉｎ，用抗荧光淬灭封片剂

封片，４ ℃下避光保存，用 Ｂｉｏ⁃Ｒｅｄ Ｒａｄｉａｎｃｅ ２１００ 型

激光扫描共聚焦显微镜操作系统，氩离子激光系统

扫描 ＦＩＴＣ 标记的阳性反应物，阳性反应物经 Ｌａｓｅｒ

Ｓｈａｒｐ２０００ 软件摄像分析。
１．６　 免疫组织化学染色法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表

达　 将已固定并包埋的颈总动脉石蜡切片脱蜡至

水洗，链霉亲和素⁃生物素⁃过氧化物酶免疫组织化

学方法 （ ＳＡＢＣ） 检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白，兔源抗鼠

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 多克隆抗体用 ５％ ＢＳＡ 抗体稀释液按

１ ∶１００稀释，４ ℃过夜；二抗用 ５％ＢＳＡ 抗体稀释液按

１ ∶２０００ 稀释，ＤＡＢ 显色后复染、脱水、透明、封片。
在光镜下观察 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白阳性颗粒。
１．７　 蛋白免疫印迹法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达 　
将备用的颈总动脉血管组织液氮预冷后研磨成粉，
含 １％ 蛋 白 酶 抑 制 剂 的 组 织 裂 解 液 裂 解，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心并收集总蛋白提取液，经转膜、封
闭、浸泡、摇床，加入兔源抗鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 多克隆抗

体（用 ５％ＢＳＡ 抗体稀释液按 １ ∶１０００ 稀释）后 ４ ℃
过夜，二抗（用 ５％ＢＳＡ 抗体稀释液按 １ ∶１０００ 稀释）
摇床杂交 ２ ｈ，加显色剂避光显色 ５ ｍｉｎ，终止反应。
将胶片扫描、存档，凝胶成像分析仪分析处理，以 β⁃
ａｃｔｉｎ 作为内参，以 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 积分光密度值

的比值表示 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白相对表达水平。
１．８　 统计学处理　 实验结果应用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进

行统计学分析；计量资料以均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表

示，计量资料的组间比较采用单因素方差分析。 以

Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 各实验组血浆 Ｈｃｙ 浓度　 各实验组分别于喂

饲 ８、１０、１２ 周时抽取静脉血检测 Ｈｃｙ 浓度，结果提

示在不同剂量高蛋氨酸饮食喂饲 １２ 周后，２％、４％
及 ６％蛋氨酸组大鼠分别出现不同程度的高同型半

胱氨酸血症，见表 １。

表 １　 各实验组血浆 Ｈｃｙ 浓度（􀭰ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｈｃｙ 浓度（μｍｏｌ ／ Ｌ）

对照组 ２０ ７．２２±１．２０
２％蛋氨酸组 １０ １７．２３±３．２５∗

４％蛋氨酸组 １０ ２２．４５±１．６５∗

６％蛋氨酸组 １０ ２７．３２±３．０２∗

　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０．０５

２．２　 高同型半胱酸血症对大鼠颈总动脉血管形态

学的影响　 对照组大鼠颈总动脉壁各层结构完整，
内膜光滑，中膜血管平滑肌细胞排列整齐有序。 ２％
蛋氨酸组、４％蛋氨酸组及 ６％蛋氨酸组大鼠颈总动

脉内膜增厚，内膜中平滑肌细胞出现不同程度的增

殖，见图 １。
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Ａ：对照组；Ｂ：２％蛋氨酸组；Ｃ：４％蛋氨酸组；Ｄ：６％蛋氨酸组

图 １　 各组颈总动脉结构（ＨＥ ×２００）

２．３　 高同型半胱酸血症对大鼠颈总动脉血管壁

ＰＣＮＡ 表达的影响 　 ＦＩＴＣ 免疫荧光染色后，颈总

动脉中的 ＰＣＮＡ 呈现绿色信号。 对照组大鼠颈总

动脉内 ＰＣＮＡ 绿色信号较少，２％、４％、６％蛋氨酸

组大鼠颈总动脉内 ＰＣＮＡ 绿色信号较对照组明显

增多，６％蛋氨酸组中 ＰＣＮＡ 绿色信号最多，见图

２。 免疫荧光染色后，各组随机选取 １０ 张图片经

Ｌａｓｅｒ Ｓｈａｒｐ２０００ 软件分析后，行荧光强度测定和

ＰＣＮＡ 阳性细胞计数，结果见表 ２。

表 ２　 各组颈总动脉血管壁 ＰＣＮＡ 表达荧光强度

及阳性细胞数比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＣＮＡ 表达荧光强度 阳性细胞数

对照组 １０ １２．３９±２．１３ １５．８９±２．１４

２％蛋氨酸组 １０ ２７．５２±２．３７∗ ３４．８１±１．７６∗

４％蛋氨酸组 １０ ３８．９６±２．２４∗ ４８．１４±１．８９∗

６％蛋氨酸组 １０ ４９．８４±２．８３∗ ５０．２８±１．７８∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０．０５

Ａ：对照组；Ｂ：２％蛋氨酸组；Ｃ：４％蛋氨酸组；Ｄ：６％蛋氨酸组

图 ２　 各组颈总动脉血管壁 ＰＣＮＡ 表达（ＦＩＴＣ ×２００）

Ａ：对照组；Ｂ：２％蛋氨酸组；Ｃ：４％蛋氨酸组；Ｄ：６％蛋氨酸组

图 ３　 免疫组织化学染色法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白（ＳＡＢＣ ×４００）

２．４ 　 高同型半胱酸血症对大鼠颈总动脉血管壁

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达的影响 　 免疫组织化学染色

后，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白呈棕黄色颗粒，光镜下观察各组

颈总动脉血管组织切片发现， 对照组大鼠颈总动脉

血管组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白阳性颗粒较 ２％蛋氨酸

组、４％蛋氨酸组及 ６％蛋氨酸组稀疏，染色较淡，６％
蛋氨酸组中颈总动脉血管组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白阳

性颗粒最为致密，且染色较深，见图 ３。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组颈总动脉内 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２

蛋白表达情况，结果发现，２％、４％、６％ 蛋氨酸组

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达较对照组明显增多，６％蛋氨酸

组中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达最多，并且与 Ｈｃｙ 呈浓度

依赖性（Ｐ＜０．０５），见图 ４。

３　 讨　 论

高同型半胱氨酸血症是以血浆 Ｈｃｙ 水平异常

增高为特征的病理状态［４⁃５］，是动脉粥样硬化形成

前的亚临床状态。 异常增高的 Ｈｃｙ 是引起动脉粥
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与对照组比较，∗Ｐ＜０．０５
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白结果及表达

样硬化的新的、独立的、重要的危险因素［６⁃７］，可以

视为高血压、高血糖、脂代谢异常、吸烟等传统危险

因素之外的心血管病剩留危险因素。 目前，Ｈｃｙ 对

血管平滑肌细胞增殖的影响的实验研究主要基于

离体实验，而离体细胞培养不能完全复制 Ｈｃｙ 在体

内的代谢及病理生理过程。 本研究中，笔者利用喂

饲高蛋氨酸饮食的方法，使 ２％蛋氨酸组、４％蛋氨酸

组及 ６％蛋氨酸组大鼠在不同剂量高蛋氨酸饮食喂

饲 １２ 周后，血浆中 Ｈｃｙ 水平均处于不同程度高水平

状态（均＞１５ μｍｏｌ ／ Ｌ），因此，可以视为较理想、可靠

的高同型半胱氨酸血症动物模型。
周宪梁等［８］的研究发现，Ｈｃｙ 能够促进平滑肌

细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１的 ｍＲＮＡ 表达增加，通过细胞周期调

控蛋白诱导平滑肌细胞进入分裂期，促进平滑肌细

胞增殖，这与本研究的结果相似。 本研究中，２％、
４％及 ６％蛋氨酸组大鼠颈总动脉中 ＰＣＮＡ 表达较对

照组明显增多，提示 Ｈｃｙ 对血管平滑肌细胞具有明

显的增殖效应。 同时还发现，随着 Ｈｃｙ 水平升高，
ＰＣＮＡ 的表达也相应增多，说明 Ｈｃｙ 并呈浓度依赖

性刺激平滑肌细胞增殖。
血管平滑肌细胞的凋亡及异常增殖是动脉粥

样硬化形成的重要病理特征及主要发病过程。
Ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋白是一组半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶，
参与多种凋亡途径介导的细胞凋亡［９⁃１１］。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１２ 蛋白定位于细胞内质网外膜，是介导内质网应激

反应凋亡的关键酶，参与内质网应激反应特有的凋

亡途径［１２⁃１３］。 有研究发现，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 过表达参与

动脉粥样硬化、糖尿病肾病、肝纤维化等多种疾病

的发病过程［１４⁃１５］。 本研究中，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白在各

实验组中均有表达， ２％、 ４％ 及 ６％ 蛋氨酸组中

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达水平较对照组明显升高。 此

外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果发现，２％、４％及 ６％蛋氨酸组

中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达水平较对照组明显升高，并
且与 Ｈｃｙ 呈浓度依赖性。 以上实验从细胞水平及

分子水平均证明了 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达升高与血浆

Ｈｃｙ 水平升高有关，并且与 Ｈｃｙ 呈浓度依赖性。 目

前国内外亦有研究发现，各种原因诱发的短时间的

内质网应激反应具有维持细胞稳态，促使细胞生存

的作用［１６］。 过强的内质网应激反应超过自身调节

能力，会引起细胞功能紊乱，最终导致细胞凋亡及

异常增殖［１７］。 本研究结果提示长时间高浓度的

Ｈｃｙ 刺激可能造成 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达增加，破坏

细胞稳态，导致血管平滑肌细胞凋亡及异常增殖。
综上所述，本实验提示 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白可能参

与了 ＨＨｃｙ 引起的动脉粥样硬化，Ｈｃｙ 可能激活细

胞内质网应激反应，造成 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白表达增加，
进一步激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ 凋亡蛋白酶级联反应，启
动平滑肌细胞凋亡，持续长时间的内质网应激反应

最终造成细胞功能紊乱，加速细胞凋亡，使血管平

滑肌细胞异常增殖，最终参与并促进动脉粥样硬化

的发生发展。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 蛋白参与的内质网应激反

应是 Ｈｃｙ 导致动脉粥样硬化可能的机制之一。
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９８．４％ （６２ ／ ６３）。
在临床具体运用内镜套扎术联合 β⁃受体阻滞

剂治疗食管静脉曲张出血中，我们体会需注意以下

几个方面：①术前充分评估、交代病情，告知患者及

亲属内镜套扎治疗过程中可能的风险，对于病情危

重或不能耐受内镜患者，可在全身麻醉气管插管条

件下行经内镜套扎治疗。 ②术前胃镜检查明确出

血原因，对于合并有显著胃底静脉曲张者慎行食管

静脉曲张套扎治疗，避免食管静脉套扎治疗后胃底

曲张静脉压力增加而破裂大出血［５］。 ③在活动性

出血情况下实施操作，应经内镜吸引或冲洗充分暴

露手术野，发现出血部位，套扎操作应快速准确，尽
可能第一环结扎住出血部位；急诊情况下，以控制

活动性出血稳定病情为原则，无需勉强结扎所有曲

张静脉［６⁃８］。 ④在出血量大，内镜检查无法找到出

血点情况下，可在贲门四壁分别结扎四个点，发现

明确红色血栓部位，可选择血栓部位上下方分别结

扎。 ⑤套扎术后 １ 周左右围手术期内，为皮圈脱落

再出血危险期，应注意饮食严密观察病情［９⁃１０］。 ⑥
口服 β⁃受体阻滞剂心得安初始可小剂量，再逐渐增

大剂量，并注意不随意停药［１１⁃１２］。
总之，采用内镜套扎术治疗食管静脉曲张破裂

出血是一种操作较为简便、安全及止血效果肯定的

救治方法，联合口服 β⁃受体阻滞剂，能降低门脉压，
减少再出血发生，疗效理想，值得临床推广。
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