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痰湿壅盛证高血压大鼠模型的建立与评价

吴$赛#

$姜月华!

$杨传华!

$孟宪卿#

!

!

$郝$东%

$亓英姿%

摘要$目的$观察痰湿壅盛证高血压模型大鼠的证候表现"理化指标及可能的病理机制# 方法$

8"

只

*DNO1/

大鼠采用高脂饲料饲养的方法制备痰湿壅盛证大鼠模型!同时设对照组$

#"

只%!给予普通饲料饲

养# 两组均持续饲养
!8

周后!选取造模大鼠中体重"血压均超过对照组平均值
!8P

的大鼠纳入模型组

$

!!

只%#检测两组大鼠体重"血压"血脂及相关血清学指标&观察靶器官形态变化&采用实时荧光定量
Q&>

$

R

#

Q&>

%检测主动脉中瘦素受体$

5-SODE /-G-SO4/

!

@-S>

%"

'1E0N

蛋白络氨酸激酶
!

$

'1E0N TDE1N-!

!

'1T!

%"信号转导子和转录激活子
%

$

NDFE15 O/1ENU0G-/ 1EU 1GODV1O4/ 4W O/1ENG/DSOD4E %

!

;O1O%

%"细胞因

子信号抑制蛋白"

%

$

N0SS/-NN4/ 4W G2O4TDE- NDFE15DEF

#

%

!

;4GN%

%"血管紧张素
!#

型受体$

1EFD4O-ENDE

! /-G-SO4/ O2S- #

!

X)#

%"

X) !

"磷脂酰肌醇
%

"激酶$

SH4NSH1ODU25DE4NDO45 % TDE1N-

!

Q(%Y

%"丝苏氨酸

蛋白激酶 $

N-/DE- OH/-4EDE- TDE1N-

!

XTO

%"核转录因子
TZS$8

$

E0G5-1/ W1GO4/ 4W T1SS1 Z

!

7,

#

"ZS$8

%"核因子
TZ

激酶抑制蛋白
#

$

DEHD.DO4/ 4W E0G5-1/ W1GO4/ T1SS1

#

Z TDE1N- #

!

(YY#

%"核因子
TZ

抑制蛋白
$

亚基$

7,

#

T1SS1

#

Z DEHD.DO4/ $

!

(YY$

%"核因子
TZ

抑制蛋白
#

亚基$

7,

#

T1SS1

#

Z DEHD.DO4/ #

!

(YZ#

%和磷酸腺苷活化蛋白激酶$

X+Q

#

1GODV1O-U S/4O-DE TDE1N-

!

X+QY

%

C>7X

表达水平# 根据
R

#

Q&>

结果!分别采用免疫组化和
*-NO-/E .54O

检测主动脉中
X)#

"

@-S>

的表达# 结果$与对照组比较!模

型组大鼠体重"血压"血脂升高!血清
@-S

"

XEF!

" 同型半胱氨酸$

?G2

%"内皮素
#

$

B)

#

#

%"

)7,

#

#

"

(@

#

$

"

$

!

微球蛋白$

$

!

#

+:

%升高!

7K

下降!差异均有统计学意义$

Q ["

!

"8

!

Q ["

!

"#

%# 模型组大鼠主动脉内皮损

伤"平滑肌细胞增生!伴发心"肾损害# 与对照组比较!模型组大鼠主动脉中
@-S>

"

'1T!

"

;O1O%

"

;4GN%

"

X)#

"

Q(%Y

"

XTO

"

7,

#

"Z S$8

"

(YY$

"

(YZ#

"

X+QY C>7X

表达上调$

Q ["

!

"8

%!

(YY#

下调$

Q ["

!

"8

%# 免

疫组化显示'模型组
X)#

和
@-S>

棕黄色沉积明显增多"阳性部位分布更加广泛#

*-NO-/E .54O

显示'与对

照组比较!模型组大鼠主动脉中
X)#

和
@-S>

蛋白表达增加$

Q ["

!

"8

%# 结论$模型大鼠呈现典型的证候

特征!体重增加!呈腹形肥胖状态!毛色黯淡!纳呆嗜睡!活动度下降!饮食减少!便溏!舌黯红!苔白厚腻# 瘦

素可作为评价痰湿壅盛证高血压大鼠模型的客观指标之一#

关键词$痰湿壅盛证&高血压&模型评价&瘦素
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W--UDEF \DOH HDFH W1O W4/1F-6 +-1E\HD5-
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1EU X+QY DE 14/O1 \-/- 0S

!
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$
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!

"8

%"

\HD5- OH- -]S/-NND4E 4W (YY#U-G/-1N-U

$

Q ["

!

"8

%

6 (CC0E4HDNO4GH-C

!

DG15 NO1DEDEF NH4\-U

"

./4\EDNH 2-554\ U-S4NDO 4W X)# 1EU @-S> \1N 4.VD40N52 DEG/-1N-U

"

\DOH C4/- -]

!

O-ENDV-52 S4NDODV- UDNO/D.0OD4E6 *-NO-/E .54O /-N05ON NH4\-U

"

1N G4CS1/-U \DOH OH- G4EO/45 F/40S

"

S/4O-DE

-]S/-NND4E 5-V-5N 4W X)# 1EU @-S> 4.VD40N52 DEG/-1N-U DE OH- C4U-5 F/40S

$

Q [ "

!

"8

%

6 &4EG50ND4EN

+4U-5 /1ON -]HD.DO-U O2SDG15 N2EU/4C-N 4W BXQJ;6 )H-2 S0O 0S \-DFHO \DOH W1O 1.U4C-E

"

F544C2 H1D/

"

S44/ 1SS-ODO-

"

H2S-/N4CED1

"

54\-/-U 1GODVDOD-N

"

/-U0G-U W44U DEO1T-

"

544N- NO445

"

U1/T /-U O4EF0-

"

\HDO-

O4EF0- \DOH \HDO-

"

OHDGT

"

F/-1N2 W0/ 6 @-S G405U .- O1T-E 1N 4E- 4W 4.c-GODV- DEUDG1O4/N W4/ -V1501ODEF H2

!

S-/O-END4E /1O C4U-5 \DOH BXQJ;6

YB_*K>J;

"

-]G-NNDV- 1GG0C051OD4E 4W SH5-FC

#

U1CSE-NN

&

H2S-/O-END4E

&

-V1501OD4EN 4W C4U-5

&

5-SODE

$$近年来"我国高血压病的发病率呈逐年增高趋势'

在引发高血压的诸多原因之中"超重和肥胖起了不容

忽视的作用' 肥胖已被证实是原发性高血压病的独立

危险因素"两者具有强烈的协同作用"且肥胖性高血压

常伴有多种神经(内分泌异常"易并发其他心脑血管和

代谢性疾病"促进不良心脑血管事件的发生)

#

*

'

痰湿是肥胖性高血压病的重要致病因素"朱丹

溪即曾提出+肥白人多痰湿,(+无痰不作眩,的观点'

近年来"临床研究显示大多数痰湿壅盛证患者伴随

体重指数$

Z+(

%的升高)

!

"

9

*

"很多患者治疗中体重

和血压难以得到有效控制"而化湿祛痰(平肝熄风类

中药对本病证具有独到的疗效"在肥胖性高血压病

研究领域具有重要的意义' 但目前被认可的中医病

证结合动物模型较少"研究较为表浅"本研究旨在建

立由饮食诱导的痰湿壅盛证高血压大鼠模型"观察

其证候表现及相关理化指标"明确其生物学基础并

初步探讨可能的病理机制'

材料与方法

#

$动物$

$"

只
*DNO1/

大鼠"雄性
A

周龄"

;Q,

级"体重
!""

%

!9" F

"鲁抗集团提供"动物合格证编

号#

;&`Y

$鲁%

"#%"""#

' 高脂饲料配方#普通饲料

$"P

"猪油
#!P

"蔗糖
8P

"奶粉
8P

"花生粉
8P

"鸡

蛋
#"P

"麻油
#P

"食盐
!P

"由鲁抗集团加工制

作)

8

*

' 大鼠在恒温(恒湿(明暗交替条件下饲养"适

应性喂养
#

周'

!

$试剂及仪器$酶联免疫吸附法$

B@(;X

%检测

瘦素$

@-S

" 批号#

@%$!9L

"

"<

%试剂盒&血管紧张素
!

$

XEF!

" 批号#

X!8%$9

"

"<

%试剂盒& 同型半胱氨酸

$

?G2

" 批号#

?#%!$<

"

"<

%(内皮素
#

$

B)

#

#

"批号#

B!$%$L

"

"<

%(

)7,

#

#

$批号#

)9$"L"

"

"<

%(

(@

#

$

$批

号#

(#"LL!

"

"<

%(

7K

$批号#

7!"<"A

"

"<

%(

$!

微球蛋

白$

$!

#

+:

" 批号#

9#8%A

"

"<

%试剂盒"均由上海博蕴

生物科技有限公司生产&兔抗大鼠瘦素受体$

@-S>

%多

克隆抗体$批号#

!"<$$

"

#

#

XQ

%"武汉
Q/4O-DEO-GH

公

司&兔抗大鼠
XEF!#

型受体$

X)#

%多克隆抗体$批号#

.N

#

"$%">

%(

;XZ&

免疫组化试剂盒 $批号#

;Q

#

""!%

%"北京博奥森公司&

JXZ

显色试剂盒$批号#

=@(

#

<"%#

%"北京中杉金桥生物技术有限公司&

)/Db45

$批号#

B#L9

%"美国
XC/-NG4

公司&逆转录试剂盒$批号#

>>"9LX

%"大连
)1Y1>1

公司&

;_Z> :/--E%+1NO-/

Q&>

试剂盒$批号#

#"88<8!"

%"美国罗氏公司&血脂委
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托山东中医药大学附属医院检验科代测&引物由上海生

工生物工程有限公司合成"见表
#

' 主要仪器#全自动大

小鼠无创血压测量系统$型号#

ZQ

#

%""X

"成都泰盟公

司%&

@DFHO&2G5-/ 9A"!

荧光定量
Q&>

仪$型号#

@DFHO

#

&2G5-/ 9A"!

"美国
>4GH-

集团%&

71E4J/4S!"""

微

量紫外可见分光光度计$型号#

7J!""<

"美国
)H-/C4

;GD-EODWDG

公司%&

+05ODNT1E :4

酶标仪$型号#

#8#"

"

美国公司%&

+DED

#

Q/4O-1E )-O/1

电泳系统$型号#

+DED

#

Q/4O-1E )-O/1

"美国
ZD4

#

>-U

公司%&

)/1EN

#

Z54O )0/

#

.4

转膜仪$型号#

#L"

"

9#8"

"美国
ZD4

#

>1U

公司%&

,504/ &H-C a

成像分析系统$型号#

,504/ &H-C a

"

美国
Q/4O-DE ;DCS5-

公司%'

表
#

"目的基因引物序列

基因名称 引物序列
扩增产物

大小$

.S

%

@-S>

上游#

8

&#

):X&&X&)&&X:X))&&X&X

#

%

&

#"L

下游#

8

&#

X&X&)&X)&&)&X&X::))&&

#

%

&

'1T!

上游#

8

&#

:)X):&)&&&:XX)&&)):X

#

%

&

#8A

下游#

8

&#

)&):&&&)):)))X)&X)):&

#

%

&

;O1O%

上游#

8

&#

&:&&X&)&)::):)))&X)X

#

%

&

##8

下游#

8

&#

&X::XX&):&)):X))&))&:

#

%

&

;4GN%

上游#

8

&#

:)&X&&&X&X:&XX:)))&&

#

%

&

#9!

下游#

8

&#

)&&X:)X:XX)&&:&)&)&&

#

%

&

X)#

上游#

8

&#

&X:&&:)&X)&)X&&:XX X&

#

%

&

#%9

下游#

8

&#

:XX&X&:XX:&&&X:XX):)

#

%

&

X)!

上游#

8

&#

:&X:X)XX:&X)))::XX :&X

#

%

&

#8A

下游#

8

&#

X:)XX:)&X:&&X&X:&&X:X

#

%

&

Q(%Y

上游#

8

&#

:X::X::X&:&&XX:XX:)X

#

%

&

#"%

下游#

8

&#

):X):&&XX:XX&XX:X)::

#

%

&

XTO

上游#

8

&#

)::&X&&)))X))::&)X&X

#

%

&

#"$

下游#

8

&#

&&:&)&):)&))&X)&X:&

#

%

&

X+QY

上游#

8

&#

X):X):X::)::)::X:&X

#

%

&

##A

下游#

8

&#

X:):XX)::))&)&::&):)

#

%

&

7,

#

"Z S$8

上游#

8

&#

:X&&)::X:&XX:&&X))X:

#

%

&

#!%

下游#

8

&#

&X&):)&X&&)::XX:&X:X

#

%

&

(YY#

上游#

8

&#

:X:))&):&)&:&)&)&)):)

#

%

&

#"#

下游#

8

&#

:X::X):))&X&::)&):&)

#

%

&

(YY$

上游#

8

&#

:&:::):X)))X&)&)&X:&

#

%

&

#!"

下游#

8

&#

&::X&&X&X:)&))&)&X)&

#

%

&

(YZ#

上游#

8

&#

X:&X)&)&&X&)&&:)&&)

#

%

&

##%

下游#

8

&#

X:&X&&&XXX:)&X&&XX:)

#

%

&

$

#

1GODE

上游#

8

&#

&:)):X&X)&&:)XX X:X

#

%

&

#8"

下游#

8

&#

X:&&X&&XX)&&X&X&X:

#

%

&

%

$动物分组及模型建立$大鼠随机分为造模组

$

8"

只%和对照组$

#"

只%' 参照文献)

$

*"造模组喂

食高脂饲料"对照组喂食普通饲料"自由饮水摄食"两

组均喂养
!8

周' 每天观察大鼠一般情况&每周测量

大鼠体重(身长$鼻尖至尾根%"计算
@--

&

N

指数
d

体

重$

F

%

#M%

'

#"M

体长 $

GC

%&每周于上午
"A

#

""

-

##

#

""

尾动脉加压法测量大鼠清醒状态下血压"连续

测量至少
8

次"每次间隔
% CDE

"取平均值"记录大鼠

收缩压(舒张压(脉压及平均动脉压'

!8

周后"以体

重(血压均超过对照组平均值
!8P

作为判定+肥胖性

高血压大鼠模型,成功的标准)

L

*

"筛选大鼠共
!!

只纳

入模型组"其余大鼠麻醉处死'

9

$检测指标及方法

9

!

#

$组织留取及病理学观察$观察结束后"

%P

戊巴比妥钠$

9" CFMTF

体重%麻醉"下腔静脉取血"分

离血清' 冰上分离胸主动脉"分为
%

份"一份以
#"P

中性甲醛固定"石蜡包埋"切片厚度
9 &C

"进行苏木

素"伊红$

?B

%染色及免疫组化"一份于 "

A"

(冻存

行实时荧光定量
Q&>

$

RQ&>

%和
*-NO-/E .54O

检

测"一份以
!

!

8P

戊二醛固定"扫描电镜观察主动脉内

皮形态"电镜样品制备和观察委托山东省立医院电镜

室进行' 冰上分离心(肾(肝组织"

?B

染色观察组织

病理学改变'

9

!

!

$血清指标检测$生化法检测大鼠
)&

(

):

(

?J@

#

&

(

@J@

#

&

水平&

B@(;X

法检测血清中
@-S

(

XEF!

(

?G2

(

B)

#

#

(

)7,

#

#

(

(@

#

$

(

7K

(

$!

#

+:

含量"各

观察
%

个复孔'

9

!

%

$

RQ&>

检测相关基因表达$

RQ&>

检测主

动脉中
@-S>

(

'1E0N

蛋白络氨酸激酶
!

$

'1E0N TD

#

E1N-!

"

'1T!

%(信号转导子和转录激活子
%

$

NDFE15

O/1ENU0G-/ 1EU 1GODV1O4/ 4W O/1ENG/DSOD4E %

"

;O1O%

%(细胞因子信号抑制蛋白#

%

$

N0SS/-NN4/ 4W

G2O4TDE- NDFE15DEF

#

%

"

;4GN%

%(

X)#

(

X)!

(磷脂酰肌

醇
%

#激酶$

SH4NSH1ODU25DE4NDO45 % TDE1N-

"

Q(%Y

%(

丝苏氨酸蛋白激酶 $

N-/DE- OH/-4EDE- TDE1N-

"

XTO

%(核转录因子
TZS$8

$

E0G5-1/ W1GO4/ 4W T1SS1

Z

"

7,

#

TZS$8

%(核因子
TZ

激酶抑制蛋白
#

$

DEHD.D

#

O4/ 4W E0G5-1/ W1GO4/ T1SS1

#

Z TDE1N- #

"

(YY#

%(核

因子
TZ

抑制蛋白
$

亚基$

7,

#

T1SS1

#

Z DEHD.DO4/ $

"

(YY$

%(核因子
TZ

抑制蛋白
#

亚基$

7,

#

T1SS1

#

Z DE

#

HD.DO4/ #

"

(YZ#

%和磷酸腺苷活化蛋白激酶$

X+Q

#

1GODV1O-U S/4O-DE TDE1N-

"

X+QY

%

C>7X

表达水

平'

)/Db45

法提取主动脉总
>7X

"根据试剂盒说明书

逆转录合成
GJ7X

' 建立
!" &@ Q&>

反应体系#

!

'

+1NO-/ +D] #"

!

" &@

(水
$

!

" &@

(引物
!

!

" &@

(

GJ

#

7X !

!

" &@

' 反应条件#

<8

(预变性
8 N

&

<8

(变性

#" N

"

$"

(退火
#" N

"

L!

(延伸
#" N

"扩增
98

个循

环&

<8

(变性
8 N

"

$8

(延伸
$" N

"

<L

(酶瞬间灭

活&

9"

(冷却
#" N

' 数据采用
!

"

!!&O法分析)

A

*

' 数

据以两组基因的相对表达差异$

,45U &H1EF-

%表示'
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9

!

9

$免疫组化检测主动脉
X)#

受体和
@-S>

的表达$主动脉切片"依次滴加兔抗大鼠
X)#

和

@-S>

一抗$均
#

)

!""

稀释%"

9

(过夜"羊抗兔
(F:

二抗(

;XZ&

"显微镜下
JXZ

显色(苏木素复染"

QZ;

代替一抗作为阴性对照"以棕黄色颗粒沉积者

判定为阳性'

9

!

8

$

*-NO-/E .54O

检测主动脉
X)#

受体与

@-S >

蛋白表达$取主动脉组织
#"" CF

"加入
>(QX

裂解液$含
#P Q+;,

%"冰上裂解
8 CDE

"

#! """ / M

CDE

离心
#8 CDE

"提取组织蛋白'

Z&X

法检测蛋白

浓度'

#!P ;J;

#

QX:B

电泳"上样量
8" &F

"

Q3J,

膜常规电转印"含
8P

脱脂奶的
QZ;

#

)

室温封闭
# H

'

弃封闭液"不洗"加入兔抗大鼠
@-S>

一抗或兔抗大鼠

X)#

一抗 $均
#

)

%""

稀释%"以
$

#

1GODE

为内参"

9

(

孵育过夜' 次日加入山羊抗兔
(F:

二抗$

#

)

!" """

%"

室温孵育
# H

"

B&@

显色"

,504/ &H-C a

下曝光(条

带半定量分析'

8

$统计学方法$应用
;Q;; #<

!

"

进行数据分

析"计量资料以
]

*

N

表示"各时间点比较采用两组独

立样本
O

检验" 组间比较采用
;O0U-EO

&

N O

检验"

Q [

"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠一般表现$模型组大鼠呈现典型的

痰湿证表现"大鼠体重明显增加"呈腹形肥胖状态"精

神萎靡不振"毛色萎黄黯淡"纳呆嗜睡"活动度下降"饮

食减少"便溏"肛周不洁"舌黯红"苔白厚腻' 对照组大

鼠体型瘦长"活动度良好"反应灵敏"毛色柔顺"有光

泽"大便黏软有形"肛周洁净"舌质淡红"苔薄白'

!

$各组大鼠造模各时间点血压和体重比较

$表
!

%$与对照组比较"模型组大鼠收缩压和舒张压

在第
8 e !8

周明显升高"差异有统计学意义 $

Q [

"

!

"8

%"平均动脉压在
!"

%

!8

周明显升高"差异有统

计学意义$

Q ["

!

"8

%' 在造模过程中"两组大鼠脉压

差比较"差异无统计学意义$

Q f"

!

"8

%'

与对照组比较"模型大鼠第
8 e!8

周体重明显升

高$

Q [ "

!

"8

"

Q [ "

!

"#

%&

@--

&

N

指数对照组为

!

!

A8

*

"

!

#!

"模型组为
%

!

9$

*

"

!

#%

"模型组高于对照

组 $

Q ["

!

"8

%"模型成功率为
99P

'

%

$各组大鼠血清学指标比较$表
%

(

9

%$喂食高

脂饲料
!8

周后"与对照组比较"模型组大鼠
)&

(

@J@

#

&

明显升高"差异有统计学意义$

Q ["

!

"8

%&两组

表
!

"各组大鼠血压及体重比较"$

]

*

N

%

组别
E

时间 体重$

F

% 收缩压$

CC?F

% 舒张压$

CC?F

% 平均动脉压$

CC?F

% 脉压差$

CC?F

%

模型
!! "

周
!%!

+

A#

*

!A

+

8L #%!

+

L%

*

#"

+

$A #"!

+

!$

*

L

+

%! ##9

+

%A

*

$

+

L$ %%

+

!L

*

L

+

#8

8

周
9$L

+

!$

*

9A

+

"%

"

#$9

+

#%

*

$

+

%A

"

#!9

+

L8

*

8

+

#A

"

#%"

+

AL

*

9

+

<% %<

+

%A

*

8

+

$8

#"

周
8<"

+

$<

*

89

+

%8

""

#88

+

#L

*

<

+

!9

"

#!!

+

A#

*

<

+

A#

"

#%#

+

9$

*

<

+

8! %!

+

AA

*

$

+

8#

#8

周
$<9

+

#<

*

89

+

L8

"

#89

+

$%

*

A

+

LA

"

#!$

+

$%

*

#"

+

$"

"

#!A

+

$%

*

<

+

8" %9

+

8%

*

$

+

%%

!"

周
L%L

+

L8

*

8!

+

8A

"

#$9

+

8

*

#!

+

A9

"

#%"

+

"A

*

#"

+

L%

"

#%9

+

8"

*

#"

+

"9

"

%!

+

8"

*

L

+

8$

!8

周
A99

+

%#

*

$9

+

#<

"

#L#

+

$%

*

#"

+

8<

"

#%!

+

!8

*

#"

+

!#

"

#%<

+

%A

*

A

+

$$

"

%%

+

"L

*

$

+

$L

对照
#" "

周
!%$

+

L!

*

%!

+

"% #%8

+

!%

*

#!

+

<9 #"8

+

89

*

A

+

!# ##%

+

$A

*

#"

+

<9 %$

+

%L

*

$

+

!A

8

周
%!<

+

8%

*

9"

+

8% #%$

+

A<

*

##

+

<A #"9

+

A<

*

A

+

$# ##8

+

8$

*

#"

+

"A %9

+

8A

*

$

+

#L

#"

周
9L$

+

8<

*

%$

+

9% #%%

+

$L

*

#"

+

8< <A

+

!!

*

A

+

$8 ##%

+

"9

*

#"

+

<8 %8

+

99

*

$

+

#9

#8

周
8A%

+

L%

*

%%

+

#% #%9

+

8A

*

#8

+

L# #"%

+

8$

*

<

+

%L ##!

+

8<

*

A

+

$$ %"

+

A#

*

$

+

8L

!"

周
$8<

+

AA

*

!!

+

%8 #%$

+

#%

*

#%

+

L% #"#

+

#%

*

<

+

9A ##"

+

L<

*

<

+

#$ %L

+

9#

*

$

+

9<

!8

周
$L8

+

!A

*

!#

+

A< #%8

+

#%

*

#!

+

$< #""

+

A$

*

<

+

$! ##%

+

$L

*

#"

+

%! %9

+

A9

*

8

+

8A

$$注#与对照组同期比较"

"

Q ["

!

"8

"

""

Q ["

!

"#

表
%

"高脂饮食
!8

周后各组大鼠血脂水平比较$$

CC45M@

"

]

*

N

%

组别
E )& ): ?J@

#

& @J@

#

&

模型
!!

!

+

#%

*

"

+

!<

"

#

+

#8

*

"

+

!L "

+

9#

*

"

+

"9

"

+

9L

*

"

+

"$

"

对照
#" #

+

98

*

"

+

!" "

+

L$

*

"

+

## "

+

8#

*

"

+

"A "

+

!9

*

"

+

"!

$$注#与对照组比较"

"
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!

"8

表
9

"各组大鼠血清学指标变化"$

]

*

N

%

组别
E XEF!

$

EFM@

%

@-S

$

EFMC@

%

B)

#

#

$

EFMC@

%

?G2

$

&C45M@

%

7K

$

&C45M@

%

$!

#

+:

$

EFMC@

%

)7,

#

#

$

SFMC@

%

(@

#

$

$

SFMC@

%

模型
!!

#<!

+

99

*

#A

+

!L

"

$

+

%%

*

"

+

%#

"

8<

+

!<

*

$

+

9#

"
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+

"A

*

"

+

L%

"
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+
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*

%

+
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"
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+
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*

!

+
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"

!"A

+
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*

##

+

9L

"
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+
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*

#8#

+
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"
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*
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+
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+

L9

*

"

+
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+
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*
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+
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+
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*

"

+
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+
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*
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+

#A #L

+
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*

!

+
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*

L8

+

%#
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&

比较"差异无统计学意义$

Q f "

!

"8

%&与

对照组比较"模型组
XEF!

(

?G2

(

@-S

(

B)

#

#

及
$!

#

+:

升高$

Q ["

!

"8

%"

7K

下降$

Q ["

!

"8

%&血清中炎

症因子
)7,

#

#

和
(@

#

$

升高$

Q ["

!

"8

%'

9

$各组大鼠主动脉形态学观察$图
#

%$电镜显

示#对照组大鼠主动脉血管条索排列整齐"内皮细胞间

连接完整"黏膜光滑"无明显附着物&模型组血管平滑

肌层增厚"内壁不光滑"血管内皮可见脱落(破损"聚集

成团"条索部分紊乱"细胞间连接丢失"内膜可见大量

纤维(脂质等斑块附着物'

?B

染色显示#对照组大鼠

主动脉管壁厚薄均匀"内皮呈连续波浪状"中层平滑肌

细胞排列整齐"细胞核大小一致&模型组大鼠主动脉内

皮排列紊乱"中层平滑肌的细胞层数明显增加"细胞核

密集"体积增大"核深染'

$$注#

X

为电镜下模型组$ '

! """

%&

Z

为电镜下对照组$ '

! """

%&

&

为

?B

染色后模型组$ '

!""

%&

J

为
?B

染色后对照组$ '

!""

%

图
#

"各组大鼠主动脉内膜形态比较

8

$各组大鼠主要脏器形态学变化$图
!

%$对照

组心肌细胞形态正常(排列条理"心肌间隙较小"动脉

血管周围无炎细胞浸润$

!Z

%' 模型组心肌细胞体积

增大"心肌间隙增宽"并见小的灶性坏死"部分心肌轻

度变性并断裂$

!X

%&模型组心肌细胞动脉血管周围少

量慢性炎细胞浸润"管壁空泡(脂肪变性"心肌细胞间

质散在少量纤维结缔组织'

对照组肾小球形态正常"球囊间隙较小"肾小管无

明显扩张$

!,

%&模型组可见部分肾小球高度扩张"肾

小球毛细血管扩张"球囊间隙增宽"个别肾小球变性(

坏死(萎缩"部分肾小管扩张"动脉血管内皮增生(玻璃

样变和空泡变性$

!B

%'

对照组肝细胞形态正常(边界清楚(胞浆丰富"中

央静脉及其周围放射状排列的肝细胞索清晰$

!J

%&模

型组肝细胞呈现典型脂肪肝样变"肝细胞肿胀"细胞质

$$注#

X

为模型组左心室组织&

Z

为对照组左心室组织&

&

为模

型组肝组织&

J

为对照组肝组织&

B

为模型组肾组织&

,

为对照组

肾组织& 箭头所指为病变组织

图
!

"各组大鼠心(肝(肾组织形态比较

$

?B

染色" '

!""

%

中可见大的脂滴空泡"细胞核居边$

!&

%'

$

$各组大鼠主动脉中各基因表达水平比较

$图
%

%$与对照组比较"模型组大鼠主动脉中
@-S>

(

'1T!

(

;O1O%

(

;4GN%

(

X)#

(

Q(%Y

(

XTO

(

7,

#

"ZS$8

(

(YY$

(

(YZ#

(

X+QY C>7X

表达明显上调 $

Q [

"

!

"8

%"

(YY#

表达下调$

Q ["

!

"8

%"

X)!

表达差异无

统计学意义$

Q f"

!

"8

%'

$$注#与对照组比较"

"

Q ["

!

"8

图
%

"各组大鼠主动脉中各基因表达比较

L

$各组大鼠主动脉中
X)#

和
@-S>

蛋白表达

比较$图
9

(

8

"表
8

%$免疫组化显示#模型组主动脉

棕黄色沉积明显增多(阳性部位分布更加广泛"模型

组大鼠主动脉中
@-S>

(

X)#

分布增加'

*-NO-/E
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!

!
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.54O

条带的半定量分析结果表明"经高脂饲料
!8

周

后"模 型 组 大 鼠 主 动 脉 的
@-S>

(

X)#

表 达 增

加 $

Q ["

!

"8

%'

表
8

"各组大鼠
X)#

及
@-S>

蛋白表达水平比较$$

]

*

N

%

组别
E @-S>M$

#

1GODE X)#M$

#

1GODE

模型
!!

"

+

!A9

*

"

+

"!$

"

"

+

%9L

*

"

+

"%#

"

对照
#" "

+

!#!

*

"

+

"!! "

+

!$<

*

"

+

"!9

$$注#与对照组比较"

"

Q ["

!

"8

$$注#

X

为模型组主动脉
@-S>

表达&

Z

为对照组主动脉
@-S>

表达&

&

为模型组主动脉
X)#

受体表达&

J

为对照组主动脉
X)#

受体表达

图
9

"各组大鼠主动脉中
@-S>

及
X)#

的

表达和分布$$免疫组化染色" '

!""

%

图
8

"各组大鼠主动脉中
@-S>

(

X)#

蛋白表达电泳图

讨$$论

痰湿壅盛证是高血压病常见证型之一' 其病因病

机"多因情志失调(饮食不节(嗜食肥甘厚味(油腻炙

!

(劳逸过度(体质因素等导致脾胃健运失司"不能布

散水谷精微"导致体内痰湿凝聚"上蒙清窍"发为眩晕'

痰湿日久阻碍气血运行"导致气滞血瘀"久而化火生

风"亦可上扰头目"导致眩晕头痛' 肥胖是痰湿证形成

的重要诱因' 清.石室秘录/载#+肥人多痰"乃气虚

也"虚则气不运行"故痰生之,' .杂病广要/指出病机

为+气虚肥白之人"湿痰滞于上"阴火起于下"是以痰

挟虚火"上冲头目,' 本研究通过长期高脂饮食诱导

建立大鼠模型"旨在模拟人高血压病痰湿壅盛证的发

病过程及+脾虚失运"痰湿内生,的病机特点' 经过

!8

周的高脂饲料喂养后模型大鼠呈现典型的证候表

现"包括饮食减少(嗜睡(活动度下降(反应慢(便溏等

大鼠呈腹型肥胖"体重(

@--

&

N

指数及血压均明显升

高"且在高脂饮食早期升高较为迅速' 血脂升高"肝细

胞呈脂肪肝样变' 模型大鼠在症状体征与各项理化指

标方面均符合+痰湿壅盛,证型特点"且指标稳定"无

可逆性变化"提示造模成功' 国外研究显示高脂饮食

诱导肥胖性高血压模型成模率约为
8"P

)

$

*

"本研究的

成模率为
99P

"与国外研究相符'

模型大鼠血清中
XEF!

显著升高提示肾素-血

管紧张素$

>X;

%系统的激活&

?G2

(

B)

#

#

升高"

7K

降

低"提示内皮损伤和内皮功能的紊乱&

)7,

#

#

(

(@

#

$

升

高提示机体处于炎症反应状态&

$!

#

+:

的升高提示肾

小球滤过功能受损和高血压肾损害早期"该结果客观

支持了痰湿壅盛高血压模型的成功'

XEF!

持续的缩

血管效应导致血管缺血缺氧"引发炎性反应"大量炎性

细胞浸润"激活免疫细胞如单核 "巨噬细胞表达释放

大量的
)7,

#

#

(

(@

#

$

等炎性细胞因子"

)7,

#

#

(

(@

#

$

可

进一步促进血管内皮细胞的损伤"增强缩血管因子效

应)

<

*

' 血清
?G2

可直接激活
>X;

系统"减少
7K

生

成(引起内皮紊乱(平滑肌细胞过度增殖"加速弹力纤

维溶解(胶原纤维合成"加速细胞衰老和组织纤维化"

是冠心病(脑卒中的独立危险因素)

#"

*

'

高血压病的发病过程中涉及神经(内分泌及免疫

系统的异常' 在本研究中"模型大鼠体态肥胖(血压升

高"血清瘦素水平明显升高$

!

!

!<<

倍%"即存在高瘦

素血症' 瘦素由脂肪组织合成分泌"是联系肥胖和高

血压的分子基础)

##

*

' 虽然大鼠血清瘦素升高"但机体

对瘦素的反应性减弱或无反应"增加的瘦素无法抑制

肥胖的进展和体内脂肪的蓄积"即机体对瘦素的摄食
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!

和体重调节等代谢性作用产生了抵抗&同时"体内增加

的脂肪组织持续分泌瘦素"而瘦素对心血管的作用仍

然保留"导致血压继续升高"发生心血管损害' 模型大

鼠主动脉中
@-S>

(

X)# C>7X

和蛋白质表达显著增

加"加强了瘦素的外周效应"从分子水平上说明瘦素和

XEF!

参与了血管的重塑' 据此推测
>X;

系统的激

活和高瘦素血症在痰湿壅盛高血压的疾病发展过程中

起关键作用'

7,

#

"Z S$8

的上调提示机体的炎症状

态"联合构成了本证型的分子基础'

本研究中"模型大鼠主动脉
@-S>

(

'1T!

(

;O1O%

(

;4GN%

(

X)#

(

Q(%Y

(

XTO

(

7,

#

"Z S$8

(

(YY$

(

(YZ#

(

X+QY

表达上调"

X)!

(

(YY#

表达下调"提示本证型

的病理机制可能与
'1T!M;O1O%

通路(

Q(%YMXTO

通路

及
7,

#

"Z

通路的活化密切相关' 增加的瘦素可直接

活化
'XY!M;)X)%

和
Q(%YMXYO

通路"启动多种基因

的转录"改变细胞糖代谢及蛋白质合成等过程"加重血

管内皮损伤(减缓平滑肌细胞凋亡)

#!

*

"两者通过

Q(%Y

(

XTO

等分子彼此联系"互相调节' 血清
)7,

#

#

(

(@

#

$

升高"激活了内皮细胞中的
(YY

激酶"从而激活

7,

#

"Z

通路)

#%

*

"参与炎症(免疫(细胞增殖凋亡等多

种生理病理过程的调控'

本研究的造模方法是以肥胖是形成痰湿证的重要

诱因为根据' 由于造模成功率低"如何提高造模成功

率有待进一步研究' 本研究主要以肥胖痰湿壅盛证高

血压大鼠为主"形体消瘦痰湿证大鼠则不在本研究

范围'
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