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维生素 Ｂ６对动脉粥样硬化小鼠血管内皮损伤的影响及作用机制

朱茉莉，李怡霏，李珍珍，赵海燕，刘艳华，邱　月，万光瑞，李　鹏
（新乡医学院药学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨维生素Ｂ６（ＶＢ６）对动脉粥样硬化（ＡＳ）小鼠血管内皮损伤的影响及作用机制。方法　将３６

只ＡｐｏＥ－／－小鼠随机分为对照组、ＡＳ组、ＶＢ６组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６组和ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组，每组６只。ＡＳ组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ
组、ＡＳ＋ＶＢ６组和ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠高脂饮食１２周建立ＡＳ模型；对照组和ＶＢ６组小鼠常规饮食、正常饮水１２周。
１２周后，对照组小鼠常规饮食，每日给予和ＶＢ６组等体积的生理盐水灌胃；ＶＢ６组小鼠常规饮食，每日灌胃给予ＶＢ６
（５０ｍｇ·ｋｇ－１）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组小鼠继续给予高脂饮食，每日灌胃给予ＬｉＣｌ（１ｍｇ·ｋｇ－１）；ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠继续给予高脂饮

食，每日灌胃给予ＶＢ６（５０ｍｇ·ｋｇ
－１）；ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠继续给予高脂饮食，每日灌胃给予 ＶＢ６（５０ｍｇ·ｋｇ

－１）

和ＬｉＣｌ（１ｍｇ·ｋｇ－１）；６组小鼠均干预４周。干预结束后，采用酶联免疫吸附试验检测各组小鼠血清中一氧化氮
（ＮＯ）、丙二醛（ＭＤＡ）水平和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性。苏木精伊红染色观察各组小鼠胸主动脉组织形态，并计
算ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比。离体血管环实验检测胸主动脉舒张率。免疫组织化学法检测胸主动脉中钠
氢交换蛋白１（ＮＨＥ１）表达。结果　与对照组相比，ＡＳ组小鼠血清中 ＮＯ水平和 ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ水平显著
升高（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照组小鼠血清中 ＮＯ、ＭＤＡ水平和 ＳＯＤ活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 ＡＳ
组相比，ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠血清中ＮＯ水平和 ＳＯＤ活性显著上升，ＭＤＡ水平显著下降（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋
ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与ＡＳ组小鼠血清中ＮＯ、ＭＤＡ水平和 ＳＯＤ活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 ＡＳ＋ＶＢ６组相
比，ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠血清中ＮＯ水平和ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。ＡＳ组小鼠 ＡＳ斑
块面积占血管总面积的百分比显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照组小鼠ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比
比较差异无统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠斑块面积占血管总面积的百分比显著低于ＡＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋
ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与 ＡＳ组小鼠 ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比显著高于ＡＳ＋ＶＢ６组（Ｐ＜００５）。对照组小鼠血管内皮
光滑平整，细胞排列整齐有序；ＡＳ组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组和ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠的血管组织结构紊乱、血管内皮粗糙；ＶＢ６
组和ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠的血管壁结构正常、血管内皮光滑、细胞排列有序。ＡＳ组小鼠乙酰胆碱（Ａｃｈ）诱导的胸主动脉
舒张率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照组小鼠 Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率显著低于 ＡＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与
ＡＳ组小鼠Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠Ａｃｈ诱导的胸主动
脉舒张率显著高于ＡＳ＋ＶＢ６组（Ｐ＜０．０５）。６组小鼠硝普钠诱导的胸主动脉舒张率比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＡＳ组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比显著高于对照组（Ｐ＜００５）；ＶＢ６组与对照组小鼠胸主动脉中
ＮＨＥ１蛋白表达量百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比
显著低于ＡＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与ＡＳ组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比显著高于ＡＳ＋ＶＢ６组（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＶＢ６可通过抑制ＮＨＥ１蛋白的表达来改善ＡＳ小鼠的血管内皮损伤。
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ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＶＢ６ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍＮＯｌｅｖｅｌａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＭＤＡｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｓｅｒｕｍ
ＮＯ，ＭＤＡｌｅｖｅｌｓａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡＳ＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐ，ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍＮＯｌｅｖｅｌａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ｗｈｉｌｅｔｈｅＭＤＡｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡＳｐｌａｑｕｅａｒｅａｔｏｔｏｔａｌｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡＳ
ｐｌａｑｕｅａｒｅａｔｏｔｏｔａｌｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅＶＢ６ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡＳｐｌａｑｕｅ
ａｒｅａｔｏｔｏｔａｌｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅ
ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡＳｐｌａｑｕｅａｒｅａｔｏｔｏｔａｌｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡＳ＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐ，
ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡＳｐｌａｑｕｅａｒｅａｔｏｔｏｔａｌｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋
ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｏｆｍｉｃｅｗａｓｓｍｏｏｔｈｗｉｔｈｏｒｄｅｒｌｙａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆｃｅｌｌｓ；ｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ，ＡＳ＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐａｎｄＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｏｆｍｉｃｅｗａｓｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄａｎｄｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｗａｓｒｏｕｇｈ；ｉｎｔｈｅＶＢ６ｇｒｏｕｐａｎｄＡＳ＋
ＶＢ６ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｗａｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｃｅｗａｓｎｏｒｍａｌ，ｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｗａｓｓｍｏｏｔｈ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｒｒａｎｇｅｄ
ｏｒｄｅｒｌｙ．Ｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ（Ａｃｈ）ｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｃｈｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＶＢ６ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｃｈｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｃｈｂｅｔｗｅｅｎＡＳ＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐ，ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｃｈｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅ
ｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅａｍｏｎｇｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＨＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＨＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＶＢ６ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＨＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＨＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅＡＳ＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐ，ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＡＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ
ＮＨＥ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＡＳ＋ＶＢ６
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＶＢ６ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｎｊｕｒｙｉｎＡＳｍｉｃｅｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＮＨＥ１ｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｖｉｔａｍｉｎＢ６；ｓｏｄｉｕｍ／ｈｙｄｒｏｇｅｎｅｘｃｈａｎｇｅｒ１；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｎｊｕｒｙ；ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种由于
动脉壁周围脂质堆积而导致动脉壁增厚硬化、血管

腔狭窄的病理状态，是多种心脑血管疾病的主要病因。

动脉内皮细胞损伤是 ＡＳ的一种初始病理现象［１４］。
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钠氢交换蛋白 １（ｓｏｄｉｕｍ／ｈｙｄｒｏｇｅｎｅｘｃｈａｎｇｅｒ１，
ＮＨＥ１）是一类存在于细胞膜表面的离子转运蛋白，
通过将细胞内 Ｈ＋与细胞外 Ｎａ＋按照１１的比例
进行交换来维持细胞内酸碱平衡［５６］。有研究表明，

巨噬细胞中ＮＨＥ１的活化会促进细胞凋亡，进而导
致ＡＳ或其他心血管疾病的发生［７］。维生素 Ｂ６
（ｖｉｔａｍｉｎＢ６，ＶＢ６）可通过转化为其活化形式磷酸吡
哆醛来减轻血管内皮细胞的形态改变［８９］。但

ＮＨＥ１在ＶＢ６改善ＡＳ血管内皮损伤中的作用尚不
清楚。基于此，本研究通过建立 ＡＳ模型来探讨
ＮＨＥ１在ＶＢ６改善载脂蛋白Ｅ基因敲除（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏ
ｔｅｉｎＥｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＡｐｏＥ－／－）小鼠血管内皮细胞
功能中的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＡｐｏＥ－／－小鼠３６只，６～８周龄，购自北京 Ｈｕａ
ｆｕｋａｎｇ动物实验中心（雌雄各占５０％）。小鼠饲养
于新乡医学院无特定病原体级动物房，温度（２３±
１）℃，湿度４０％ ～６０％，１２ｈ光暗循环，小鼠可自
由获取食物和水。

１．２　主要药物、试剂与仪器
　　ＮＨＥ１抑制剂 ＬｉＣｌ、ＶＢ６、乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏ
ｌｉｎｅ，Ａｃｈ）、硝普钠（ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ，ＳＮＰ）购自
美国 ＳｉｇｍａＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ公司；ＮＨＥ１一抗购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、一氧
化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）测定试剂盒购自南京建成生
物工程研究所；Ｋ３型酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司，ＳＭＺ８００Ｎ体式显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司，组
织包埋机、ＲＭ２１２５ＲＴＳ超声振动切片机购自德国
Ｌｅｉｃａ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　动物分组、模型建立及各组干预措施
　　３６只小鼠适应性喂养１周后，随机分为对照组、
ＡＳ组、ＶＢ６组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６组和ＡＳ＋ＶＢ６＋
ＬｉＣｌ组，每组６只。ＡＳ组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６组
和ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠给予高脂饮食（质量分数
０．１５％ 胆固醇和２１．００％脂肪）１２周建立ＡＳ模型；对
照组和ＶＢ６组小鼠常规饮食、正常饮水１２周。１２周
后，对照组小鼠常规饮食，每日给予与ＶＢ６组等体积
的生理盐水灌胃；ＶＢ６组小鼠常规饮食，每日灌胃给
予ＶＢ６（５０ｍｇ·ｋｇ

－１）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组小鼠继续给予高
脂饮食，每日灌胃给予ＬｉＣｌ（１ｍｇ·ｋｇ－１）；ＡＳ＋ＶＢ６
组小鼠继续给予高脂饮食，每日灌胃给予 ＶＢ６
（５０ｍｇ·ｋｇ－１）；ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠继续给予高

脂饮食，每日灌胃给予 ＶＢ６（５０ｍｇ·ｋｇ
－１）和 ＬｉＣｌ

（１ｍｇ·ｋｇ－１）；６组小鼠均干预４周。
１．３．２　血清中ＭＤＡ、ＮＯ水平和ＳＯＤ活性检测
　　给药结束后，小鼠禁食禁水１２ｈ，腹腔注射戊巴
比妥钠（３０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉大鼠。摘除眼球，采血
１ｍＬ于抗凝管中，低温离心机４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取血清，应用酶联免疫吸附试验试剂盒测定
血清中ＮＯ、ＭＤＡ水平和ＳＯＤ活性，其中血清中ＮＯ
水平检测采用微板法，血清中ＭＤＡ水平检测采用硫
代巴比妥酸法，血清中ＳＯＤ活性检测采用水溶性四
氮唑８法，严格按照试剂盒说明书进行操作。
１．３．３　胸主动脉组织形态学观察
　　眼球取血后切开小鼠胸腔，分离胸主动脉。取
部分胸主动脉组织于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中固
定１６ｈ，体积分数７０％乙醇浸泡２ｍｉｎ，油红Ｏ染色
３０ｍｉｎ，体积分数７０％乙醇漂洗组织至发白，体式显
微镜拍照观察染色结果。另取胸主动脉组织进行脱

水、透明、浸蜡和包埋等制备成石蜡切片，苏木精伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色后，使用连接
ＱＩｍａｇｉｎｇＲｅｔｉｇａＣＣＤ相机的显微镜观察胸主动脉组
织形态学并拍照。采用 ＩｍａｇｅＪ软件的 ＩＨＣ
Ｐｒｏｆｉｌｅｒ［１０］插件处理图片，并计算 ＡＳ斑块面积占血
管总面积的百分比（每组血管斑块所占面积／血管
总面积×１００％）。
１．３．４　离体血管环实验检测胸主动脉对 Ａｃｈ或
ＳＮＰ的舒张反应
　　将胸主动脉切成环状（长３～４ｍｍ），悬挂并固
定在灌注 ｐＨ值７．４Ｋｒｅｂｓ缓冲液的器官室中。缓
冲液通入体积分数９５％ Ｏ２和５％ ＣＯ２，加入去氧肾
上腺素（１μｍｏｌ·Ｌ－１）诱发胸主动脉的收缩反应。
收缩前，给胸主动脉环施加 ２．０～６．０ｇ张力
９０ｍｉｎ。在此期间，每 １５ｍｉｎ更换 １次 Ｋｒｅｂｓ缓冲
液，共３次；将胸主动脉环置于 ６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ
溶液中 ３０ｍｉｎ，然后用１μｍｏｌ·Ｌ－１去氧肾上腺素
收缩血管环，待收缩反应达坪值后，再依浓度梯度加

入Ａｃｈ（０．００３、０．０３０、０．３００、３．０００μｍｏｌ·Ｌ－１）或
ＳＮＰ（０．００３、０．０３０、０３００μｍｏｌ·Ｌ－１），观察血管环
张力的变化，以药物诱发血管舒张幅度与最大收缩

幅度的比值作为血管舒张率［１１］。

１．３．５　免疫组织化学法检测胸主动脉中 ＮＨＥ１蛋
白的表达

　　将胸主动脉石蜡切片脱蜡，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１柠
檬酸钠缓冲液（ｐＨ＝６．０）进行热修复（９２～９８℃，
３０ｍｉｎ），体积分数 ３％过氧化氢室温孵育 ５～
１０ｍｉｎ，体积分数３％牛血清白蛋白封闭２０ｍｉｎ，加
ＮＨＥ１一抗（滴度为１１００），４℃过夜孵育。第２
天用磷酸缓冲盐溶液洗３次，每次５ｍｉｎ，与相应二
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抗在 ３７℃温箱中孵育１ｈ，３，３′二氨基联苯胺显
色，苏木精复染，脱水，透明，封片。使用连接 ＱＩｍ
ａｇｉｎｇＲｅｔｉｇａＣＣＤ相机的显微镜观察切片中 ＮＨＥ１
蛋白的表达并拍照（棕色部分为 ＮＨＥ１蛋白表达）。
采用ＩｍａｇｅＪ软件的 ＩＨＣＰｒｏｆｉｌｅｒ［１１］插件处理图片，
计算ＮＨＥ１蛋白表达量百分比，ＮＨＥ１蛋白表达量
百分比＝ＮＨＥ１蛋白表达阳性细胞的平均灰度值
（染色强度）／阳性面积（染色面积）×１００％。
１．４　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析。计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析，组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ′ｓｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　６组小鼠血清中 ＮＯ、ＭＤＡ水平和 ＳＯＤ活性
比较

　　与对照组相比，ＡＳ组小鼠血清中 ＮＯ水平和
ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ水平显著升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照组小鼠血清中ＮＯ、
ＭＤＡ水平和ＳＯＤ活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。与ＡＳ组相比，ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠血清中ＮＯ水
平和ＳＯＤ活性显著上升，ＭＤＡ水平显著下降，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ
组与ＡＳ组小鼠血清中ＮＯ、ＭＤＡ水平和ＳＯＤ活性比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 ＡＳ＋ＶＢ６组
相比，ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠血清中 ＮＯ水平和
ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ水平显著升高，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果见表１。
表１　６组小鼠血清中ＮＯ、ＭＤＡ水平及ＳＯＤ活性比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍＮＯ，ＭＤＡｌｅｖｅｌｓａｎｄ
ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＤＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＮＯ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＳＯＤ／（ｋＵ·Ｌ－１）
对照组 ６ ３．２４±０．４４ ３８．７１±２．４３ １４８．９０±６．４８
ＡＳ组 ６ １３．４４±０．９８ａ １０．０６±０．７６ａ ４１．５３±３．８３ａ

ＶＢ６组 ６ ４．１５±０．３８ ３９．７６±２．６２ １４５．２０±５．５０
ＡＳ＋ＬｉＣｌ组 ６ １３．７９±０．７９ １０．９２±０．８０ ３７．０５±２．３１
ＡＳ＋ＶＢ６组 ６ ８．１５±０．７２ｂ ２２．７６±１．３２ｂ １１１．７０±３．３６ｂ

ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组 ６ １４．３９±０．６８ｃ １０．５９±０．６０ｃ ４２．８９±２．４８ｃ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与 ＡＳ组比较ｂＰ＜０．０５；与 ＡＳ＋

ＶＢ６组比较ｃＰ＜０．０５。

２．２　６组小鼠ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比比较
　　６组小鼠ＡＳ斑块情况见图１。对照组、ＡＳ组、
ＶＢ６组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６组和ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ
组小鼠ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比分别为
（１．７０±０．６０）％、（３７．５５±４．２５）％、（１．５５±
０．３９）％、（３７．７１±５．３２）％、（１５．４１±５．３２）％、
（３５．４５±４．６３）％。ＡＳ组小鼠 ＡＳ斑块面积占血管
总面积的百分比显著高于对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照组小鼠ＡＳ斑块面积占
血管总面积的百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠斑块面积占血管总面积的
百分比显著低于 ＡＳ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与 ＡＳ组小
鼠ＡＳ斑块面积占血管总面积的百分比比较差异无
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠ＡＳ
斑块面积占血管总面积的百分比显著高于 ＡＳ＋
ＶＢ６组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＡＳ组；Ｃ：ＶＢ６组；Ｄ：ＡＳ＋ＬｉＣｌ组；Ｅ：ＡＳ＋ＶＢ６组；Ｆ：ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣＬ组。

图１　６组小鼠ＡＳ斑块（油红Ｏ染色，×２０）
Ｆｉｇ．１　ＡＳｐｌａｑｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（ｏｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ，×２０）

２．３　ＶＢ６对６组小鼠胸主动脉组织形态的影响
　　对照组小鼠血管内皮光滑平整，排列整齐有序；
ＡＳ组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组和 ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠的血

管组织结构紊乱，血管内皮粗糙；ＶＢ６组和ＡＳ＋ＶＢ６
组小鼠的血管壁结构正常，血管内皮光滑，细胞排列

有序；见图２。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＡＳ组；Ｃ：ＶＢ６组；Ｄ：ＡＳ＋ＬｉＣｌ组；Ｅ：ＡＳ＋ＶＢ６组；Ｆ：ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组。

图２　６组小鼠胸主动脉组织形态学改变（ＨＥ染色，×２００）

Ｆｉｇ．２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．４　６组小鼠胸主动脉对 Ａｃｈ、ＳＮＰ的舒张反应

比较

　　ＡＳ组小鼠Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率显著低

于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与

对照组小鼠 Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率比较差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠Ａｃｈ诱

导的胸主动脉舒张率显著高于 ＡＳ组，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组

与ＡＳ组小鼠Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率比较差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠

Ａｃｈ诱导的胸主动脉舒张率显著高于 ＡＳ＋ＶＢ６组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组小鼠ＳＮＰ诱导

的胸主动脉舒张率比较差异均无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）。结果见表２。

２．５　６组小鼠胸主动脉中 ＮＨＥ１蛋白表达量百分

比比较

　　６组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达结果见图３。

对照组、ＡＳ组、ＶＢ６组、ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋ＶＢ６组和

ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠胸主动脉中 ＮＨＥ１蛋白表达

量百分比分别为（９．０１１±２．２４４）％、（８５．８７０±

２．７０６）％、（９．１３３±１．８２４）％、（６９．１８０±４．７０１）％、

（３０．３３０±３．３１２）％、（８５．２８０±２．２８４）％。ＡＳ组小

鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比显著高于对

照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＶＢ６组与对照

组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比比较差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＳ＋ＶＢ６组小鼠胸主

动脉中ＮＨＥ１蛋白表达量百分比显著低于 ＡＳ组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＳ＋ＬｉＣｌ组、ＡＳ＋

ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组与 ＡＳ组小鼠胸主动脉中 ＮＨＥ１蛋白

表达量百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组小鼠胸主动脉中 ＮＨＥ１蛋白表达

量百分比显著高于ＡＳ＋ＶＢ６组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

表２　６组小鼠胸主动脉舒张率比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
血管舒张率／％

Ａｃｈ ＳＮＰ

对照组 ６ ９１．００±５．８３ ９３．００±８．２７

ＡＳ组 ６ ４３．１７±７．４９ａ ９３．００±３．５２

ＶＢ６组 ６ ８９．３３±４．５９ ９５．１７±２．０４

ＡＳ＋ＬｉＣｌ组 ６ ４６．００±８．７４ ９４．６７±４．１８

ＡＳ＋ＶＢ６组 ６ ７０．３３±５．９９ｂ ９５．８３±２．４８

ＡＳ＋ＶＢ６＋ＬｉＣｌ组 ６ ６０．２０±５．４６ｃ ９５．１７±２．５３

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与 ＡＳ组比较ｂＰ＜０．０５；与 ＡＳ＋

ＶＢ６组比较ｃＰ＜０．０５。
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图３　６组小鼠胸主动脉中ＮＨＥ１蛋白表达（免疫组织化学染色，×２００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＨＥ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

３　讨论

　　ＡＳ是一种与脂质代谢障碍有关的全身性疾病，
主要病变为动脉内膜中脂质沉积、内膜纤维化及粥

样斑块形成等。ＮＨＥ１通过使细胞内 Ｈ＋和细胞外
Ｎａ＋交换来维持细胞内 ｐＨ值与 Ｎａ＋浓度的动态平
衡。ＮＨＥ１活化可导致细胞内 ｐＨ下降、Ｎａ＋浓度增
加，引起细胞内 Ｃａ２＋超载进而导致钙蛋白酶活
化［１２１３］，这一过程被认为是导致糖尿病微小血管并

发症发生的关键因素［５］。有研究表明，血管钙蛋白

酶活性的增加可导致内皮功能异常［１４］。ＶＢ６参与
糖类和脂肪的代谢，在人体中起着极其重要的作

用［１５］。ＷＡＮＧ等［１６］研究显示，补充 Ｂ族维生素可
以提高大鼠血脂代谢酶的活性，从而调节血清中脂

质水平，对ＡＳ有一定的预防作用。
　　本研究结果发现，与对照组相比，ＡＳ组小鼠的
ＡＳ斑块明显，血管内皮损伤严重，Ａｃｈ介导的血管
内皮依赖性舒张反应显著降低，血清中 ＮＯ水平和
ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ水平显著升高；给予 ＶＢ６
治疗后，以上各项指标均得到明显改善。上述结果

说明，ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠补充ＶＢ６可以显著缩小胸主
动脉斑块面积，维持血管内皮细胞功能，保持细胞形

态完整、排列有序。为了进一步探讨 ＶＢ６防治 ＡＳ
的机制，本研究检测了胸主动脉中ＮＨＥ１的表达，结
果显示，补充 ＶＢ６后可显著改善 ＡＳ小鼠血管内皮
功能障碍，降低胸主动脉中 ＮＨＥ１的表达水平。值
得注意的是，本研究观察到 ＬｉＣｌ可逆转 ＶＢ６对 ＡＳ
小鼠的改善作用。上述结果说明，ＶＢ６可通过抑制

ＮＨＥ１的表达来改善ＡＳ小鼠的氧化应激，改善内皮
舒张功能和血管内皮的损伤。

　　ＶＢ６通过抑制ＮＨＥ１而改善ＡＳ的具体机制有待
进一步的实验来揭示。通过查阅大量相关文献推测，

作为内皮细胞功能的重要调节因子，多种信号通路相

关因子可能在这一过程中发挥作用，如人蛋白激酶

Ｃβ、环前列腺素合酶、细胞外调节蛋白激酶１／２、磷酸
化丝氨酸／苏氨酸激酶、蛋白激酶Ｂ、活化磷酸腺苷蛋
白激酶、血管紧张素Ⅱ、内皮素、微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）等［１７２２］。其中，ｍｉＲＮＡ由小的非编码 ＲＮＡ
组成，与信使ＲＮＡ的特定３′非翻译区域结合，抑制
信使ＲＮＡ翻译或促进信使ＲＮＡ降解。有研究通过
ＲＮＡ深度测序，在人脐静脉内皮细胞中鉴定出４００
多个 ｍｉＲＮＡ，这些 ｍｉＲＮＡ对于维持内皮细胞的稳
态是必不可少的。同时，一些 ｍｉＲＮＡ，如 ｍｉＲ１３０、
ｍｉＲ１３３ａ和ｍｉＲ１９９ａ／ｂ，在静态内皮细胞中不存
在，但在血管平滑肌细胞和心肌细胞中表达较

多［２３］；病理生理条件下，它们在内皮细胞中表达异

常［２４］。他汀类药物或其他药物可抑制这些ｍｉＲＮＡ，
使糖尿病、高脂血症等患者的血管内皮功能正常化。

因此，推断ＶＢ６可能通过特异性ｍｉＲＮＡ逆转 ＮＨＥ１
的表达来改善动脉粥样硬化，具体机制有待进一步

研究来探讨。

４　结论

　　ＶＢ６可通过抑制 ＮＨＥ１表达来改善 ＡｐｏＥ
－／－

ＡＳ小鼠血管内皮功能障碍。由于血管内皮功能障
碍是包括ＡＳ、糖尿病和高血压在内的多种心血管疾
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病进展的一个普遍起始点［２５２６］，因此，这一发现可

能在新药开发中具有重要的应用价值。而本研究为

ＡＳ的防治提供了理论依据，并为进一步的研究奠定
了基础。
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