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● 基础研究 ●

睡眠呼吸暂停综合征致高脂饮食老年大鼠动脉粥样硬化的研究

王璋 司良毅

【摘要】 目的探讨睡眠呼吸暂停综合征对动脉粥样硬化(AS)早期老年大鼠动脉平滑肌细胞增生及细胞间

黏附分子(ICAM一1)表达的影响。方法选取Wistar雄性青年大鼠[3月龄，体重(250±30)g]与老年大鼠C20月龄，

体重(450士50)g]各24只。各组随机分为对照组、高脂组及缺氧组，每组8只。实验时间12周，实验终点电镜观察

胸主动脉内皮平滑肌细胞的特征、免疫细胞化学方法评价AS早期大鼠动脉增殖细胞核抗原(PCNA)及ICAM一1蛋

白表达的改变。结果 (1)高脂组与缺氧组均出现高脂血症。(2)高脂组出现轻度内皮损伤，老年缺氧组内皮病理损

伤较高脂组严重，形成典型的AS早期病变，包括内皮细胞脱失，平滑肌细胞增殖、迁移，吞噬脂质空泡等。(3)高脂

组动脉内膜PCNA及ICAM一1蛋白表达积分光密度值均显著增加，缺氧组较高脂组血管壁PCNA及ICAM-1蛋白

表达水平明显升高(P<0．01)，老年高脂组及缺氧组较相同条件青年组PCNA及ICAM-1表达均显著增高(P<

0．01)。结论睡眠呼吸暂停综合征可加速高脂血症大鼠AS早期病变的进程，其机制可能与缺氧诱导的动脉内皮

ICAM一1蛋白表达增加，促进动脉平滑肌细胞增殖有关，从而可能在AS发生发展过程中起重要作用。

【关键词】动脉粥样硬化；睡眠呼吸暂停综合征；增殖细胞核抗原

Effect of sleep apnea syndrome on atherosclerosis
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[Abstract]Objective To investigate effects of sleep apnea syndrome on expression of intercellular adhesion mol—

eeule-1(ICAM-1)and proliferation cell nuclear antigen(PCNA)in a cholesterol-fed rat model of early atherosclero—

sis．Methods Twenty-four male young Wistar rats(3 months old，(2504-30)93and twenty-four senile Wistar rats

C20 months old，(450±50)93 were randomly divided into 3 groups(咒一8)．The first group was fed with normal diet

as blank control，the second group was fed with high cholesterol diet as cholesterol-fed control group，the third group

was fed with high cholesterol diet and got simulated sleep apnea syndrome by chronic intermittent hypoxia exposure．

The thoracic aorta was examined by electron microscopy at the end of experiment．Expression of PCNA and ICAM-1

protein on artery endotheliocyte were detected by immunohistochemistry．Results (1)Rats of both groups 2 and 3

showed hyperlipemia．Statistical analysis showed an obvious difference as compared with blank control group(P<

0．01)．(2)Mild lesion of arterial endothelium was observed in the cholesterol-fed groups．The typical early lesion of

atherosclerosis was observed only in the group(3)The changes included significant endothelial exfoliation，prolifera—

tion and migration of smooth muscle cells，accumulation of lipid and cholesterol in the cells．3．The expression of

PCNA and ICAM-1 protein in sleep apnea syndrome group was singnificantly increased as compared with control

group(P<0．01)．Conclusion Sleep apnea syndrome caused by chronic intermittent hypoxia exposure induces typi—

cal thoracic aorta atherosclerosis，vascular ICAM-1 expression and smooth muscle cells proliferation in the cholesterol—

fed rats．
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睡眠呼吸暂停综合征(sleep apnea syndrome，

SAS)主要病理生理改变是导致低氧血症、高碳酸血

症。有研究证实长期反复间歇性缺氧会导致血管平

滑肌细胞的增生，而动脉中层平滑肌的肥厚与增生、

向内膜移行并吞噬氧化的低密度脂蛋白是动脉粥样
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硬化(atherosclerosis，AS)关键的病理基础Ⅲ。因

此，笔者认为SAS的慢性缺氧损伤可能是AS发生

发展的重要因素之一。本研究旨在通过建立SAS

动物模型，观察间歇性缺氧对动脉内皮细胞的影响，

探讨SAS与AS发生的关系及其可能的机制。

1材料和方法

1．1 动物模型的建立 健康雄性Wistar 3月龄青

年大鼠，体重(250±30)g与20月龄老年大鼠，体重

(450±50)g各24只。各组随机分为对照组(普通

饮食、不缺氧)、高脂组(高脂饮食、不缺氧)及缺氧组

(高脂饮食、间歇性缺氧)，每组8只。高脂饮食：在

普通大鼠饲料基础上加入2％胆固醇、o．2％丙基硫

氧嘧啶、3％猪油。

间歇性缺氧实验：按照文献[z]所述方法制作模

拟SAS间歇性低氧特征的大鼠模型。压缩空气与

混合气体(90％N。+10％O：)在电磁阀控制下分别

以2L／min的流速输入低氧舱，间隔30s，lmin l循

环，每天8h，其余时间置大鼠饲养笼，室温、空气、正

常摄食、水，累积缺氧时间12周。对照组每日同时

置相同规格有机玻璃舱内，空气输入，无缺氧。

1-2 研究方法 (1)血脂检测：实验结束当日，采

12h空腹大鼠动脉血，离心分离出血清，采用全自动

生化分析仪，检测血胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、

高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固

醇(LDL—C)。(2)电镜标本制作：以pH 7．4PB(含

4％多聚甲醛和2．5％戊二醛)左心室插管灌流固

定，切取胸主动脉，剪取5mm长度，置同一固定液

中继续后固定24h，1％锇酸固定1h，梯度酒精脱水，

包埋、超薄切片，Philips TECAIIO型透射电镜观

察。(3)免疫化学实验：各组实验结束当日取胸主动

脉石蜡包埋、每间隔5mm做连续切片，免疫细胞化

学链霉亲和素一生物素一过氧化酶复合物法检测血管

增殖细胞核抗原(proliferation cell nuclear antigen，

PCNA)表达；新鲜胸主动脉冰冻切片，免疫荧光法

检测血管壁细胞间黏附分子1(intercellular adhe-

sion molecule-1，ICAM一1)蛋白表达，光镜及荧光显

微镜观察染色结果，采用Image-pro Plus4．5高清晰

彩色病理图像分析系统测定积分光密度值(IOD)。

每个标本计数5张切片，以每张切片的PCNA阳性

表达IOD表示增生状态，ICAM-1荧光染色IOD表

示其蛋白表达强度。

1．3统计学分析实验数据采用SPSSIO．0软件

进行统计分析。统计方法为单因素方差分析(One-

Way ANOVA)，组间分析用独立样本t检验，以

P<0．05为差异有统计学意义。结果以击±S表示。

2 结 果

2．1 SAS与高脂饮食对血脂的影响 各实验组血

脂及组分的变化见表1。单纯高脂饲料饲养的青

年、老年大鼠均可形成高脂血症。高脂组与缺氧组

空腹血清TG、TC、LDL-C均显著高于同龄对照组

(P<O．01)，HDL-C较同龄对照组无显著差异(P>

0．05)。缺氧组血脂各组分水平较高脂组差异无显

著性(P>o．05)。老年组血脂各组分水平均高于青

年组，但无显著差异(P>o．05)。

2．2透射电镜观察透射电镜下观察，青年、老年

对照组均可见内膜完整平坦，内皮细胞形态正常；高

脂组可见内皮细胞肿胀、突向管腔，细胞核电子密度

变浅，核增大，基底膜完整。老年高脂组内皮表面部

分破溃，内皮下层平滑肌细胞增多，可见向内膜迁移

的平滑肌细胞。缺氧组内膜损伤和增生明显：内皮

细胞肿胀，部分脱落，并可观察到平滑肌细胞迁移至

内皮下，吞噬脂质空泡(图1)；中膜可见增生的平滑

肌细胞。

2．3动脉壁PCNA的表达 实验结果显示，PCNA

阳性染色部位在胞核，胞核被染成棕黄色颗粒，阳性

表达多位于病变血管壁内膜及中膜内层细胞核中。

表1各组大鼠血脂水平比较(f士s；mmol／L)

注：与同龄对照组比较，’P<0．01
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图1老年缺氧组：平滑肌细胞迁移至内皮下。

吞噬脂质空泡(透射电镜。×10 000)

对照组可见PCNA较低表达。青年、老年高脂组

PCNA组织10D较对照组均明显增高，缺氧组

PCNA表达则更高(P<o．01，表2)。老年高脂组及

缺氧组较相同条件青年组PCNA表达显著增高

(Pd0．01)。

2．4 动脉壁ICAM-1的表达 实验结果显示，

ICAM一1阳性染色切片在荧光显微镜下观察呈亮绿

色。阳性表达以内膜及中膜内层为主，外膜仅有少

量表达。对照组可见微量ICAM-1蛋白表达，青年、

老年高脂组ICAM-1蛋白表达IOD较对照组均明

显增高(表2、图2)，缺氧组ICAM-1蛋白表达则更

高(P<o．01，图3)。老年高脂组及缺氧组较相同条

件青年组ICAM一1蛋白表达显著增高(P<o．01)。

表2动脉壁PCNA与ICAM-1的表达(IOD)

注：与同龄对照组比较，。P<o．01；与高脂组比较，8 P<

0．01；与青年组比较，△P<o．01

3讨论

AS始发部位是动脉内皮细胞，内皮细胞受损、

平滑肌细胞增生与向内膜下迁移是AS发生过程中

重要的病理改变[3]，血管平滑肌细胞及巨噬细胞吞

噬氧化、超氧化脂质形成的“泡沫细胞”是粥样斑块

形成的基础。而各种病理因素作用下，多种黏附分

子的表达，然后白细胞在黏附分子的作用下与内皮

细胞发生粘附，释放一些炎症介质及杀伤性细胞因

图2老年高脂组：ICAM-l蛋白表达较

对照组明显增高(×200)

图3老年缺氯组·ICAM-1蛋白

显示高表达(×200)

子，导致内皮和内皮下组织受到损伤，则是刺激中膜

平滑肌细胞增生、向内皮下迁移，吞噬脂质变成泡沫

细胞的重要诱因Hj。

大量研究已证实高胆固醇血症可以损害内皮细

胞，本实验中高脂组即可见内皮细胞肿胀，老年高脂

组还可见内皮表面部分破溃，内皮下层平滑肌细胞

增生；而缺氧组不仅出现内皮细胞部分脱失，还可观

察到平滑肌细胞迁移至内皮下、吞噬脂质空泡，中膜

平滑肌细胞增生等早期AS形成的典型特征。通过

检测血清TG、TC、LDL-C、HDL—C发现高脂组与缺

氧组血脂各组分水平并无显著差异。

本实验还观察到高脂饮食大鼠早期AS时血管

壁内膜与中膜内层PCNA阳性细胞明显增多，而间

歇性缺氧则可进一步增加血管壁PCNA的表达，从

而导致平滑肌细胞增殖；在相同实验条件下，老年组

血管壁PCNA的表达均明显高于青年组。实验结

果提示，SAS特征性的间歇性缺氧可显著促进早期

AS时血管平滑肌细胞的增殖，老年大鼠血管平滑

肌细胞增生比青年大鼠更为活跃。Yoshida等[5]研
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究发现血管壁ICAM一1表达增高是AS病变发生早

期重要的表现之一。正常饮食饲养的大鼠动脉壁

ICAM一1表达水平低，高脂饮食饲养的大鼠动脉内

皮细胞表达ICAM一1增加，本实验结果显示，在间歇

性缺氧及衰老条件下，高脂饮食饲养的大鼠动脉壁

ICAM一1蛋白表达可进一步显著增加。

在血脂水平接近的条件下缺氧组内皮病理改变

明显重于高脂组的实验结果提示，内皮损伤的因素

除高胆固醇血症外，SAS特征性的间歇性缺氧也参

与了内皮损伤的过程，其机制可能与间歇性缺氧诱

导ICAM一1等炎症介质的表达，促进单核巨噬细胞

向内皮黏附、诱导血管平滑肌细胞增殖有关，从而加

速AS发生发展的进程；此外，从实验结果可以看

出，衰老也是AS内皮损伤的易患因素。因此，笔者

认为，衰老及SAS与AS的形成具有某种内在联

系，但需进一步研究以阐明其机制。
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