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［摘要］　目的：通过建立大鼠高脂血症模型以动态观察其在不同时间点上所致大鼠血管内皮细胞

损伤后血浆抗血管性假性血友病因子（ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄ’ｓｆａｃｔｏｒ，ｖＷＦ）、纤溶酶原活化抑制物１（ｐｌａｓｍｉｎｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）和组织型纤溶酶原激活物（ｔｉｓｓｕｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｔＰＡ）分子标志

物的表达。方法：取体质量为（２００±２０）ｇ健康雄性 ＳＤ大鼠 ６０只，随机分为 ６组（１０只／组），即高脂

合剂灌胃 ７周组（Ａ７组）、高脂合剂灌胃 ８周组（Ａ８组）、高脂合剂灌胃 ９周组（Ａ９组）；普通饲料喂养

７周组（Ｃ７组）、普通饲料喂养 ８周组（Ｃ８组）、普通饲料喂养 ９周组（Ｃ９组）。实验结束时处死各组动

物，取血标本，分离血清立即测定血脂；取大鼠主动脉制成病理切片，光镜下观察内皮的病理改变，并另

取血浆以酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血浆 ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ的含量。结果：⑴７，８，９周高脂合剂灌

胃组大鼠血脂 ＴＧ，ＴＣ和 ＬＤＬ均高于其相应对照组，而 ＨＤＬ则先随灌胃时间的增加而升高，后随着灌胃

时间的延长再次降低。⑵光镜下检查发现对照组大鼠主动脉内皮细胞形态正常，而各模型组大鼠主动

脉内皮细胞有不同程度的损伤。⑶在 ３个模型组中，血浆中 ｖＷＦ和 ＰＡＩ１含量随着高脂血症持续时间

的延长而增加；ｔＰＡ的含量随着高脂血症持续时间的延长而降低；⑷在 Ａ７和 Ａ８组 ｖＷＦ的表达比较无

明显差别，它不随内皮病变的改变而变化；在模型组中，ＰＡＩ１随内皮细胞损伤的加重而逐渐增高；在模

型组中，ｔＰＡ随内皮细胞损伤的加重而逐渐递减。结论：⑴大鼠主动脉内皮细胞随高脂血症持续时间

的延长，病理损伤逐渐加重。⑵血浆中 ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ的改变可作为判断高脂血症大鼠血管内皮细

胞损伤的分子标志物。⑶在高脂血症大鼠血管内皮细胞损伤中，反映血管内皮细胞早期的病变 ＰＡＩ１

和 ｔＰＡ比 ｖＷＦ更敏感。

［关键词］　 高脂血症；　抗血管性假性血友病因子；　组织型纤溶酶原激活物；　纤溶酶原活化抑

制物；　大鼠
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　　随着经济的发展及人民生活水平的提高，血

管内皮功能障碍涉及的病变所导致的心、脑血管

意外成为主要死亡原因［１］。ｖＷＦ，ＰＡＩ和 ｔＰＡ均

在有关研究中被证明是内皮细胞受损的标志

物［２４］。本研究拟通过建立大鼠高脂血症模型，动

态观察其在不同时间点上所致大鼠血管内皮细

胞损伤后血浆 ｖＷＦ，ＰＡＩ和 ｔＰＡ分子标志物的表

达，并比较其异同点，以找出一个或几个敏感性、

特异性较高的反映内皮细胞损伤的分子标志物，

为临床早期诊断和治疗提供指导。

１　材料与方法

１．１　动物及饲喂方法　　取体质量（２００±２０）

ｇ健康雄性大鼠 ６０只（ＳＰＦ级，购自湖南农业大

学动物学部），将大鼠称重并以苦味酸标记，适应

性喂养７ｄ后，随机分为６组（１０只／组），即普通

饲料喂养对照组 ３组，分为 ７周、８周、９周喂养

组（Ｃ７组、Ｃ８组、Ｃ９组），并分别与各高脂合剂

灌胃组对照；高脂合剂灌胃组分别为 ７周、８周、

９周灌胃组（Ａ７组、Ａ８组、Ａ９组）。对照组用普

通饲料（购自中南大学动物学部）＋清洁水，自由

进食饮水，不限定进食量。实验组（高脂合剂灌

胃组）按 １ｍＬ／１００ｇ体质量的量予以高脂合剂

灌胃，每天 １次；每周称重 １次，再以此调整灌胃

剂量；高脂合剂配方［５］：胆固醇 ２５ｇ，去氧胆酸钠

２ｇ，甲基硫氧嘧啶 ０．８ｇ，丙三醇 ２０ｍＬ，２０ｍＬ

吐温８０，猪油 ２５ｇ，最后用蒸馏水定至 １００ｍＬ。

１．２　试验方法

１．２．１　标本制取

１．２．１．１　血浆标本制备　　大鼠以 ２０％乌拉

坦按 ２ｍＬ／１００ｇ腹腔同注射麻醉后，备皮，于胸

骨柄上一横指、正中线向右旁开 １ｃｍ处做切口，

于触及动脉搏动处分离肌肉可见右侧颈动脉，以

５号头皮针穿刺血管取血，血液标本以 ３．８％枸

椽酸钠 １∶９抗凝，取血 ５ｍＬ以 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取血浆分装置于 －７０℃冰箱保存；同时

另取血清立即作血脂测定。

１．２．１．２　主动脉标本制备　　处死后的大鼠，

以组织剪纵行剪开胸骨，暴露心脏及大血管，游
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高脂血症大鼠血浆ｖＷＦ，ＰＡＩ１和ｔＰＡ变化及意义　蒋海河，等

离主动脉至头颈部三大分支，予以切断，游离各

肋间动脉、逐一切断，于主动脉根部及主动脉穿

过膈肌水平分别切断主动脉，以眼科剪纵行剪

开，平铺在滤纸上，保持内膜面朝上，用１０％甲醛

液固定后，经梯度酒清脱水，二甲苯透明，浸蜡，

石蜡包 埋。以 滑 动 式 石 蜡 切 片 机 切 片，片 厚

５μｍ。

１．２．２　血脂测定方法　　采用酶法测定血清总

胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙ

ｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）浓度。采用化学遮蔽法测定血清高密

度脂蛋白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ）

和低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）。

１．２．３　ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ测定　　将冷冻血

浆于３７℃水浴解冰，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒根据说明进

行稀释，加样、洗涤，加酶标抗体，进行显色、比色

等。在酶标仪上以空白对照孔凋零，测定各孔

Ａ值。根据所绘标准曲线计算各待测标本含量。

１．２．４　主动脉石蜡切片的 ＨＥ染色　　二甲苯

Ⅰ，Ⅱ各顺序处理 １０ｍｉｎ按 １００％，９５％，８０％，

７０％，５０％ 各 １５ ｍｉｎ梯 度 酒 精 清 洁 脱 水 各

２～５ｍｉｎ，流 水 将 酒 清 冲 洗 干 净，苏 木 素 染 色

３ｍｉｎ，流水冲洗 １ｍｉｎ，１％盐酸酒清分化 ２０ｓ，流

水冲洗 １ｍｉｎ，稀氨水（１％）返蓝 ３０ｓ，蒸馏水洗

１ｍｉｎ，伊红染色 ３ｍｉｎ，流水冲洗 １ｍｉｎ，８０％，

９５％梯度酒精脱水中 １ｍｉｎ；酒精 １００％，二甲苯

Ⅰ，Ⅱ透明各 １５ｍｉｎ，中性树胶封片。

１．２．５　主动脉内膜苏丹Ⅲ染色　　在室温下将

主动脉置于苏丹Ⅲ染液（含 ０．５％苏丹Ⅲ，３５％

乙醇和 ５０％丙酮的饱和溶液）中 １５ｍｉｎ，用 ８０％

的乙醇洗脱去背景颜色，和双蒸水充分水洗后，

于 ４％多聚甲醛中固定。将标本照相后，由病理

科医师进行检测。

１．３　统计学处理　　统计学分析采用 ＳＰＳＳ１１．５

软件处理。计量资料结果全部采用均数 ±标准

差（ｘ±ｓ）表示，多组均数间比较采用单因素方差

分析 （ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）和两两比较 （ＬＳＤ法），

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠高脂血症判断标准　　大鼠正常血脂

ＴＣ含量为 １～２ｍｍｏｌ／Ｌ，模型组大鼠血脂高于此

值 ２倍，且 ＴＧ和 ＬＤＬ与正常对照组比较升高

（Ｐ＜０．０５），则判定为高脂血症。各模型组 ＴＣ均

高于正常对照 ２倍，且 ＴＧ和 ＬＤＬ与正常对照组

比较升高（Ｐ＜０．０５），认为高脂血症诊断成立。

２．２　高脂饲料喂养对大鼠血清 ＴＧ的影响　　

Ｃ７，Ｃ８和 Ｃ９组大鼠血清 ＴＧ之间比较，均无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ７，Ａ８和 Ａ９组大鼠血

清 ＴＧ 均 显 著 高 于 相 应 普 通 饲 料 喂 养 组

（Ｐ＜０．０１）。Ａ７组、Ａ８组大鼠血清 ＴＧ比较无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），Ａ９组大鼠血清 ＴＧ显著高

于 Ａ７组、Ａ８组（Ｐ＞０．０１）。

２．３　高脂饲料喂养对大鼠血清 ＴＣ的影响　　

Ｃ７，Ｃ８和 Ｃ９组大鼠血清 ＴＣ之间比较，均无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ７，Ａ８和 Ａ９组大鼠血

清 ＴＣ 均 显 著 高 于 相 应 普 通 饲 料 喂 养 组

（Ｐ＜０．０１）。随灌胃时间的延长，高脂饲料喂养

组大鼠血清 ＴＣ呈逐渐升高趋势 （Ｐ＜０．０１）

（表１）。

２．４　高脂饲料喂养对大鼠血清 ＨＤＬ的影响　　

普通饲料各组大鼠血清 ＨＤＬ之间比较无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ７组、Ａ８组大鼠血清 ＨＤＬ均

显著高于相应普通饲料喂养组（Ｐ＜０．０１），Ａ９

组大鼠血清 ＨＤＬ与各普通饲料喂养组比较均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。高脂饲料喂养大鼠血

清 ＨＤＬ至第 ７周时最高，至第 ８周、第 ９周逐渐

下降，呈 先 升 高 后 降 低 的 趋 势 （Ｐ＜０．０１）

（表１）。

２．５　高脂饲料喂养对大鼠血清 ＬＤＬ的影响　　

普通饲料各组大鼠血清 ＬＤＬ之间比较均无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。高脂饲料喂养各组大鼠血

清 ＬＤＬ均 显 著 高 于 相 应 普 通 饲 料 喂 养 组

（Ｐ＜０．０１）。Ａ７组、Ａ８组大鼠血清 ＬＤＬ比较无

统计学意义，Ａ９组大鼠血清 ＬＤＬ显著高于 Ａ７和

Ａ８组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．６　高脂饲料喂养对大鼠血浆内皮细胞损伤分

子标志物的影响　　高脂饲料喂养对大鼠血浆

ｖＷＦＲ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ的影响如下：Ｃ７，Ｃ８和 Ｃ９

组大鼠血浆 ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ值之间比较，无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ７组、Ａ８组和 Ａ９组大

鼠血浆 ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ值与普通饲料喂养组

比较，有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。不同时间高脂

饲料喂养对大鼠 ｖＷＦ，ＰＡＩ１和 ｔＰＡ值之间比

较，随灌胃时间的延长，高脂饲料喂养各组大鼠

血浆的上述检测值均有不同程度的改变（表 ２）。
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表１　高脂饲料喂养对大鼠血脂水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｏｎｐｌａｓｍａｌｉｐｉｄｏｆｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｍｍｏｌ／Ｌ）

分组 ＴＧ ＴＣ ＨＤＬ ＬＤＬ
Ｃ７组 ０．６１±０．０２ １．５７±０．０４ ０．７８±０．１０ ０．５６±０．１７
Ａ７组 １．０４±０．２７ ３．２５±０．２７ １．３１±０．１９ １．３９±０．１８

Ｃ８组 ０．５８±０．０１ １．５５±０．０２ ０．７５±０．０９ ０．５５±０．１７
Ａ８组 １．１７±０．１７△△ ３．５６±０．４２△△ １．１７±０．１１△△ １．４４±０．２２

Ｃ９组 ０．６３±０．３２ １．６５±０．１３ ０．８２±０．１１ ０．５６±０．１５
Ａ９组 ２．８１±０．２９△△▲▲ ４．１１±０．６２△△▲▲ ０．７４±０．１１ １．９６±０．３０△△▲▲

　　与相应的对照组比较，Ｐ＜０．０１；与Ａ７组比较，△△Ｐ＜０．０１；与Ａ８组比较，▲▲Ｐ＜０．０１

表２　高脂饲料喂养对大鼠血浆ｖＷＦ，ＰＡＩ１和ｔＰＡ水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｏｎｐｌａｓｍａｖＷＦ，ＰＡＩ１ａｎｄｔＰＡｏｆｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

分组 ｖＷＦ（％） ＰＡＩ１（Ｕ／Ｌ） ｔＰＡ（Ｕ／Ｌ）
Ｃ７组 ０．１３３±０．０１０ ０．３４７±０．０１８ ０．９９４±０．０４７
Ａ７组 ０．１４４±０．００９ ０．６８９±０．０２７ ０．５３７±０．０５２

Ｃ８组 ０．１３４±０．０１７ ０．３４９±０．０１７ １．００±０．０６０
Ａ８组 ０．１４９±０．００６ ０．８００±０．０３５△△ ０．２６７±０．０１６△△

Ｃ９组 ０．１３６±０．０１４ ０．３５３±０．０１３ ０．９９７±０．１３３
Ａ９组 ０．１７５±０．００６△△▲▲ ０．９３１±０．０４１△△▲▲ ０．１８９±０．０１１△△▲▲

　　与相应的对照组比较，Ｐ＜０．０１；与Ａ７比较，△△Ｐ＜０．０１；与Ａ８比较，▲▲Ｐ＜０．０１

２．７　高脂饲料喂养对大鼠主动脉内膜的影响　
　肉眼观察：各组大鼠主动脉内膜光滑、平整未
见明显异常。Ａ７组、Ａ８组和 Ａ９组大鼠主动脉
内膜 ＨＥ染色：光镜下见血管内皮细胞清晰可见，
结构完整，均未见明显异常。苏丹 ＩＩＩ染色：未见
黄褐色着色细胞（图 １Ａ，图 ２Ａ）。Ａ７组大鼠主
动脉内膜 ＨＥ染色：光镜下见血管内皮细胞结构
完整，血管内皮层未见泡沫细胞，其他结构未见

明显异常。苏丹 ＩＩＩ染色：未见黄褐色着色细胞
（图 １Ｂ，图 ２Ｂ）。Ａ８组大鼠主动脉内膜 ＨＥ染
色：光镜下部分血管内皮细胞损伤、脱落，血管内

皮层未见明显泡沫细胞。脂肪染色：未见黄褐色

着色细胞（图 １Ｃ，图 ２Ｃ）。Ａ９组 ＨＥ染色：光镜
下血管壁增厚，纤维增生，内膜增厚，内皮细胞脱

落，部分区域见蓝色钙盐沉积。脂肪染色：可见

内膜下黄褐色着色细胞（图 １Ｄ，图 ２Ｄ）。

图１　大鼠主动脉ＨＥ染色（ＨＥ，×１００）。Ａ：对照组；Ｂ：Ａ７组；Ｃ：Ａ８组；Ｄ：Ａ９组。
Ｆｉｇ．１　Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅａｏｒｔａｏｆｔｈｅｒａｔｓ（ＨＥ，×１００）．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧｒｏｕｐＡ７；Ｃ：ＧｒｏｕｐＡ８；Ｄ：ＧｒｏｕｐＡ９．
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图２　大鼠主动脉苏丹ＩＩＩ染色（×１００）。Ａ：对照组；Ｂ：Ａ７组；Ｃ：Ａ８组；Ｄ：Ａ９组。
Ｆｉｇ．２　ＳｕｄａｎＩＩＩｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅａｏｒｔａｏｆｔｈｅｒａｔｓ（×１００）．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧｒｏｕｐＡ７；Ｃ：ＧｒｏｕｐＡ８；Ｄ：ＧｒｏｕｐＡ９．

３　讨　论

血管内皮细胞是循环血液与血管平滑肌间

的机械屏障，同时具有接受、传递信息和分泌血

管活性物质等功能，维持血管内皮的完整和功能

正常对于确保血管壁的光滑和血流的通畅具有

重要意义。但在许多病理情况下，如高脂血症、

高血压等均可导致内皮细胞结构和功能的改变，

并在相应病理过程的发生发展中起着重要的作

用［６］。在本实验中，通过高脂合剂灌胃，大鼠血

浆中 ＴＧ，ＴＣ和 ＬＤＬ出现了不同程度的升高，证

实了大鼠存在高脂血症，并经病理切片光镜下检

查，发现血管内皮出现了不同程度的损伤，说明

高脂血症可以导致血管内皮细胞损伤或功能障

碍，这与已有的研究结果一致。

血管内皮细胞分泌的多种物质如 ｖＷＦ，ＰＡＩ

和 ｔＰＡ等被视为内皮细胞功能的标志物。当内

皮细胞损伤或功能障碍时，上述物质释放量改

变，测定其循环血中的浓度可反映内皮细胞的功

能状态。

ｖＷＦ主要由血管内皮细胞的内质网合成并存

储在 ＷｅｉｂｅｌＰａｌａｄｅ小体中的一种多聚糖蛋白，它

是初期止血中支持血小板黏附的重要因素。当

内皮受损时，ｖＷＦ合成释放增加，血浆中的 ｖＷＦ

水平与内皮受损程度呈正相关，是反映血管内皮

受损的特异指标［２］。在本实验中，３个模型组大

鼠血浆中 ｖＷＦ与对照组比较均明显升高，说明模

型组大鼠存在血管内皮细胞损伤或功能障碍，Ａ７

和 Ａ８组大鼠血浆中 ｖＷＦ之间比较无统计学意

义，而病理检查表明 Ａ７和 Ａ８组大鼠动脉内皮

病变逐渐加重，故可认为在高血脂所造成的内皮

细胞损伤中，ｖＷＦ可以作为反映其病变的标志

物，但对反映内皮细胞早期损伤或功能障碍尚不

够敏感。

ｔＰＡ是由 ５２７个氨基酸组成的单链丝氨蛋

白酶，为纤溶系统的生理性激活剂，由血管内皮

细胞合成贮存释放入血。ＰＡＩ１是由 ３７９个氨基

酸残基组成的单链糖蛋白，它主要由内皮细胞合

成和分沁，大部分储存于血小板 α颗粒中，是 ｔ

ＰＡ的抑制物。当血管内皮细胞受损后，ＰＡＩ活性

增高而使 ｔＰＡ纤溶活性降低。当血管内皮细胞

损伤或功能障碍时，ｔＰＡ合成减少，同时血浆中

ＰＡＩ１大量增加，因此 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１可被认为是

内皮细胞受损的标志物［３４］。本实验结果表明，

各对照组间大鼠 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１含量无明显差别；

各模型组大鼠血浆 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１含量与相应的
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对照组相比均有显著性的改变，这也说明大鼠高

脂血症可导致其血管内皮细胞损伤或功能障碍。

进一步分析发现，随着高脂喂养时间的延长、血

脂的升高，内皮的病变逐渐加重，血浆 ＰＡＩ１含

量也逐渐升高，而 ｔＰＡ含量则逐渐下降，提示血

浆 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１含量在内皮细胞病变的不同阶

段，随内皮细胞损伤程度的变化而变化。因此，

血浆 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１不仅可以作为血管内皮细胞

的损伤的标志物，而且还可以作为判断内皮细胞

功能障碍或损伤程度的指标。

虽然本实验的主动脉内皮光镜检查结果表

明，Ｃ７组与高脂饲料喂养 Ａ７组大鼠主动脉内皮

都没有明显的 病理改变，但此两组间的血浆

ｖＷＦ，ｔＰＡ和 ＰＡＩ１水平已经有显著性的差别，

表明血管内皮的功能损伤要早于其结构的损伤，

在动脉形态学损害或斑块出现之前，就发生了内

皮细胞功能障碍，这与国外相关的研究结果一

致［７］。提示上述 ３个指标可以作为血管内皮损

伤的较敏感的指标，能反映高脂血症大鼠血管内

皮早期的损害情况。Ａ７和 Ａ８组的大鼠血浆中

ｖＷＦ之间比较无统计学意义，而 ｔＰＡ和 ＰＡＩ１则

有显著性改变，说明与 ｖＷＦ相比，ｔＰＡ和 ＰＡＩ１

能更敏感地反映出早期血管内皮受损程度的

变化。
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