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同型半胱氨酸对自发性高血压大鼠脑组织损伤免疫
调节机制的研究
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高血压是老年常见疾病之一，随着人均寿命的

延长，老年人日益增多，老年高血压患者也相继增

多，老年高血压的防治研究已成为医学界十分关注

的问题。血清同型半胱氨酸（!"#"$%&'()*(，+$%）水

平是心血管疾病的重要标志之一,-.。大量动物实验

证实，高蛋氨酸摄入可引发高同型半胱氨酸血症

/0%1(20"#"$%&'3)*34)5，++$%6。伴有 +$% 升高的高

血压病（+ 型高血压）患者，其心脑血管疾病发生风

险较血浆 +$% 水平正常患者发生风险升高，当 +$%

超过 -7 !4"89: 以后，高血压风险是不伴有 +$% 升

高患者的 ;倍之多；而对于缺血性脑病患者而言，再

次出现脑血管意外的风险增加，且再次出现脑血管意

外后症状更加严重,<=;.。高血压脑损伤免疫失调机制

是近年来的研究热点,>=?.。机体调节性 @（2(AB85'"2% @，

@23A）细胞9辅助性 @（038132 @，@0）细胞受 +$% 作用

后出现比例失调，进而介导炎症反应增加，是高血

压免疫损伤的基础,C.。但是，@0-D 和 @2(A 细胞在脑

缺血炎性反应发生中的作用尚存在争议,D.。心脑血

管疾病尤高血压患者血浆同型半胱氨酸高于正常

人，而叶酸、维生素 E

C

（F)'54)* E

C

，GE
C

）、维生素 E
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（F)'54)* E

-<

，GE
-<

）水平低于正常人。+$% 能够提高

血脑屏障通透性，联合维生素治疗可降低血浆 +$%

水平，保护血脑屏障,7=H.。本文旨在观察伴 ++$% 的

I+J 补充叶酸、GE
C

和 GE

-<

前后血压、血浆 K:=-L、

K:=-D 水平、脑组织细胞因子表达情况及光镜下

@0-D 和 @23A 细胞变化情况。

! !"#$%

-M- !"

-M-M- 实 验 动 物 CL 只 雄 性 自 发 性 高 血 压

（&1"*'5*3"B&8% 0%132'3*&)F3 25'&，I+J）大鼠，7 周龄，

体质量 -H;M;!<>;M< A（平均 <<<MH A），购自北京维通

利华实验动物技术有限公司。本研究已获天津医科

大学第二医院伦理委员会批准。

-M-M< 主要试剂 J5' K*'3283BN)* -D（K:=-D）O:KIP

Q)' 和 J5' K*'3283BQ)* -L（K:=-L）O:KIP Q)' 购自美国

JRS 公司，实时定量荧光 TUJ 试剂盒 V5&'I'52'

W*)F(2&5X IYEJ Z2((* [5&'32（J"\）购自美国 J"]0(

公司，二氨基联苯胺（S)5#)*"^(*_)`)*(，SEP）显色

试剂盒购自北京天根生化科技有限公司。苏木素伊

红染料购自北京中杉金桥生物技术有限公司，所用

抗体购自美国 P^]5# 公司，@2)_"X 、+]%、叶酸、GE
C

、

GE

-<

等购自美国 I)A#5 公司。

-M-M; 主要仪器 D?LLE 全自动生化仪购自美国

PEK 公司，泰盟 ET=-LLP 全自动大小鼠无创血压测

量系统购自成都泰盟软件有限公司，PEK D?LL 荧光

定量 TUJ 仪购自美国 PEK 公司，[BX')&N5* VU 多功

能酶标仪购自英国 @0(2#" V)&0(2 I])(*')a)] 公司。

-M< #$

-M<M- 动物处理方案 按照随机数字表法将动物

随机分为 I+J=U、I+J=[ 以及 I+J=@，每组 <L 只。

I+J=U 普通饲料喂养，I+J=[ 给予 < #A9（NA·̀）

高蛋氨酸饮食，连续 -C 周。I+J=@ 组前 7 周给予

< #A9bNA·̀ c高蛋氨酸饮食，第 H 周开始给予普通饲

料喂养，并给予叶酸 > 4A9/NA·̀ c、维生素 E

-<

（F)'54)*
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，GE
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）LMLH 4A9（NA·̀）、维生素 E

C

（F)'54)* E

C

，

GE

C

）LMLH 4A9（NA·̀）灌胃治疗，直至 -C 周。根据每只

大鼠的公斤体质量计算其药物剂量，并依照体质量

变化及时调整剂量。分别于第 L、7、-C 周进行大鼠

尾静脉穿刺取血，每次取血 ?LL!7LL !:。第 7 周时，

每组大鼠随机选取 -L 只，麻醉后处死，摘取全脑。

第 -C 周时，将剩余的 ; 组大鼠全部处死，摘取全脑。

-M<M< 体质量、收缩压（&%&'"X)] ^X""` 123&&B23，IET）

和血浆 +]% 浓度检测 分别于第 L、7、-C 周记录大

鼠安静状态下的体质量，在大鼠清醒状态下用无创血

压测量系统检测收缩压（&%&'"X)] ^X""` 123&&B23，IET）。

用全自动生化仪检测大鼠血浆 +]%浓度，每次测定所

需样本量为 -LL!-?L!:血浆。每次检测重复 ;次。

-M<M; O:KIP 应用 O:KIP 方法于实验第 7 周及第

-C 周测量大鼠血浆 K:=-D 及 K:=-L 浓度。大鼠鼠尾

取血，离心取血浆严格按照试剂盒使用说明，采用

O:KIP 检测 ; 组大鼠血浆中 K:=-D 和 K:=-L 的蛋白

表达水平。实验重复 ; 次。

-M<M> 实时定量 TUJ（235X ')43 dB5*')'5')F( TUJ，e=

TUJ） 取实验第 7 周及第 -C 周大鼠脑组织用 e=

TUJ 检测 ; 组大鼠脑组织中 K:=-D 和 K:=-L 的

#JfP 表达水平。将脑组织置于液氮预冷的研钵中

研碎，用 @2)_"X 提取总 JfP，并逆转录成 ]SfP。所

有引物委托上海生工生物工程股份有限公司设计

并合成。K:=-D 引物序列：上游 ?"=ZUP ZUZ Z@P

U@U P@U UU@ UPP= ;"，下 游 ?"= @UP @@Z UZZ

U@U PZP Z@U UPZ=;"。K:=-L 引物序列：上游 ?"=

PUZ U@Z @UP @UZ P@@ @U@ UUU= ;"，下游 ?"=@UU

UPU PU@ UUP ZZ@ @UZ Z@U=;"。"=5]')* 引物序

列：上游 ?"= @UP ZZ@ UP@ UPU @P@ UZZ UPP=

;"，下游 ?"= PZU PU@ Z@Z @@Z ZUP @PZ PZZ=;"。

反应体系：选择 <?!:体系，分别加入 IYEJ -<M? !:、

]SfP < !:、上游及下游引物各 -M? !:，用水补足至

<? !:；反应条件：预变性 H? # -? #)*、H? # 变性

<L &、?D # 退火 <L &、?D # 延伸 ;? &，循环数 >L 个。

目的基因的相对定量结果用 <

=##U' 表示。
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!"#"$ 免疫组织化学染色实验 取第 !% 周大鼠脑

组织进行免疫组织化学染色。选择 &'()*+),-./ 浸泡

载玻片，捞取组织切片后置烤箱 $0!%1 "烤 21!

%1 3-.，使切片紧密结合黏附，切片常规脱腊至水。

21#过氧化氢 ! 份加蒸馏水 !1 份混合，室温下 $!

!1 3-. 灭活内源性酶；蒸馏水冲洗 2 次。切片浸

1"1! 33'(4+ 枸橼酸盐缓冲液（56 %"1），微波炉加热

至沸腾后断电，高温下维持 $!!1 3-.，间隔 $!!1 3-.，

反复 !!# 次，以修复抗原。冷却后磷酸盐缓冲液

（567"#1*7"%1）洗涤 !!# 次；$#牛血清白蛋白（89:）

封闭，室温下 #1 3-.；滴加一抗，以试剂盒所附阳性

切片作为阳性对照，另取切片以磷酸盐缓冲液代替

一抗（兔抗鼠 ;+*!7 和 ;+*!1 抗体）作为阴性对照；

27 " ! <；磷酸盐缓冲液冲洗 # 3-.，共 2 次；滴加生

物素化山羊抗兔 ;=>，#1!27"共 #1 3-.，磷酸盐缓冲

液冲洗 # 3-.，2 次；滴加试剂 9:8?，#1!27 "反应

#1 3-.，磷酸盐缓冲液冲洗 $ 3-.，@ 次。使用 A:8 显

色试剂盒混匀稀释后加至切片，室温下显色 !# 3-.，

蒸馏水洗涤终止反应；苏木素轻度复染；脱水，透明，

封片；@11 倍光学显微镜下观察胞浆呈红色染色的

阳性细胞。

!"2 !"#$ 采用 9&99 !7"1 软件包对实验数据

进行统计学分析。计量资料以 !"# 表示。两组间的比

较采用配对 ! 检验，2 组间比较采用 " 检验。#B1"1$

为差异有统计学意义。

! !"

#"! 2 % 96C &'()*+,98&, -. 6D) /0

1234 1 周时，2 组 96C 大鼠的体质量、98& 和

血浆 6D) 浓度没有统计学差异（$E1"1$）。0 周时，

96C*F 和 96C*G 的体质量显著低于 96C*?，血浆

6D) 浓度显著高于 96C*? 组（$$1"1$）；96C*F 和

96C*G 的体质量、98& 和血浆 6D) 浓度没有统计学

差异（$ E1"1$）。!% 周时，经治疗后 96C*G 组的体质

量升高、血浆 6D) 浓度下降，与 96C*F 组比较具有

统计学意义（$$1"1$）。此外，第 1、0、!% 周时，2 组大

鼠的 98& 没有显著差异（$ E1"1$）。详见表 !。

图 ! 2 组 96C 大鼠的脑组织 ;+*!7 及

;+*!1 免疫组织化学染色结果（%#11）

H-= ! ;33I.'<-,J'D</3-DK( ,JK-.-.= 'L ;+*

!74;+*!1 -. MNK-. 'L J<N// =N'I5,（3K=.-L-DKJ-'.

#11）
96C*F ##@"0#&O"70 #O1"O!&!1"7%

K

#%%"2#&!!"#@

K

!%0"##&7"1! !O7"2@&!!"10 #!@"$#&!#"2# #0"7@&!"0% 2O"#2&#"00

K

@0"##&2"#@

K

96C*G ##1"2@&0"!# #O@"%!&O"0%

K

220"0@&O"%%

M

!%7"!#&%"0$ #1!"@!&O"%@ !0%"#2&0"!7 #0"%1&!"%7 2O"!!&#"1!

K

#7"1#&1"0%

M

% 1"!@ O"#OP !2"0%P 1"1O !"#$ @"@O !"%7 !%"2@P 2#"0!

P

96C*? ##2"%!&0"7% 2#O"0#&O"#! 2$$"#!&!1"2# !%$"@!&%"!! !0%"22&0"7% !O@"!#&0"!@ #0"#@&1"0O #%"#%&1"7% #0"2%&1"$@

1 周 0 周 !% 周 1 周 0 周 !% 周 1 周 0 周 !% 周

体质量4= 98&4（336=） 6D)4（!3'(4+）

# " #$ $%&%&'()*+$'(+,- %)*./01!"2!"#3!+#4

,-. " '/0* 1234567 $'( -80 92:;< %)* 38 65:22 4:/;=95!"$3!+#4

P

Q2 组间 $B1"1$；K

Q与 96C*? 比较，M

Q与 96C*F 相比较，$ B1"1$

#"# 2% 96C5'6-. ;+*!77 ;+*!112 96C*

G组的血浆 ;+*!7 浓度降低、;+*!1 浓度升高，然而

96C*F组的血浆 ;+*!7浓度继续升高、;+*!1浓度继

续降低，96C*F 和 96C*G 组血浆 ;+*!7 和 ;+*!1

浓定结果 0 周时，96C*F 和 96C*G 的血浆 ;+*!7

浓度显著高于 96C*?，;+*!1 浓度显著低于96C*?

（$$1"1$）；96C*F 和 96C*G 的血浆 ;+*!7和 ;+*!1

浓度没有显著差异（$ E1"1$）。!% 周时，经治疗后浓

度具有显著差异（$ E1"1$）。

#"2 2 % 96C 5'68%9 ;+ *!7 7 ;+ *!1

3CR: 6:; 0 周时，96C*F 和 96C*G 的脑组

织 ;+*!1 表达水平显著低于 96C*? （$$1"1$），

96C*F 和 96C*G 的 ;+*!1 表达水平差异没有统计

学意义（$ E1"1$），2 组间脑组织 ;+*!7 表达水平没

有显著差异（$ E1"1$）。!% 周时，96C*G 组脑组织

;+*!7 表达水平显著低于 96C*F 组，;+*!1 表达水

平显著高于 96C*F 组（$ E1"1$）。
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K

7#"0#&#"00
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#%"22&!"#!
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M
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K

$#"7$&@"#2

KM

" !20"%!

P

!%$"2@

P

!20"@#

P

O2"@%

P

96C*? ##"O!&!"#2 #@"##&2"0% @1"$#&1"0O @!"2!&!"1!

0 周 !% 周 0 周 !% 周
分组

;+*!74（!3'(4+） ;+*!14（!3'(4+）
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P

Q2 组间 $B1"1$；K
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Q与 96C*F 相比较，$ B1"1$
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K
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M
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K

@"%$&1"72

M
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P
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P
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P
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!"# $ ! %&' "#$%!& ()*+, ' ()*+- ()

!&*+,-./ $ 组 %&' 大鼠的脑组织 ()*+,

及 ()*+- 免疫组织化学染色结果见图 +。由图 + 可

以看出，+. 周时，%&'*/ 的脑组织 ()*+, 细胞阳性

率明显高于 %&'*0 和 %&'*1，()*+- 细胞阳性率

明显高于 %&'*0 和 %&'*1。

! ! "" #$%#$%&"' &'(!)( &'(!*)*"'+,-./01!+**2

,-. ! &//0123-452637/-689 458-1-1. 2: &';!)<&'(!= -1 >?8-1 5-4407 2: 53?77 .?20@41/8.1-:-685-21!+==3

张 宇，等"同型半胱氨酸对自发性高血压大鼠脑组织损伤免疫调节机制的研究!

2

"

" 45

蛋氨酸去甲基后可以形成 &34，叶酸、56
.

和

56

+!

是蛋氨酸代谢过程中重要的辅酶。&34 的代谢

异常导致血清中 &34 浓度升高，称为高同型半胱氨

酸血症。&34 是风湿性关节炎的独立危险因素，亦是

高血压患者靶器官损害的独立危险因素。&34 与血

管疾病关系密切，特别是脑梗死及脑出血7+-8。&34 通

过氧化应激、炎症反应、损害血管内皮、激活血小板

及促进平滑肌细胞增殖等多种机制促进风湿性关

节炎的发生和发展7++8。&34 与高血压发挥协同作用，

可致血管疾病的风险明显增加7+!8。本研究对高血压

大鼠进行高蛋氨酸饮食造成高血压合并 &&34 模

型，并用叶酸联合维生素干预模型，进而研究&34 对

高血压的影响。结果显示，9 周时高蛋氨酸饮食的

%&'*/ 和 %&'*1 血浆 &34 浓度显著高于正常饮

食的 %&'*0（!:-"-2）。此结果说明 9 周时 %&' 大

鼠的 &&34 模型建立成功。叶酸、56
.

和 56

+!

治疗后

%&'*1 组的血浆 &34 浓度下降到正常水平，继续进

行高蛋氨酸饮食的 %&'*/ 组的血浆 &34 继续升

高，并且显著高于 %&'*1 和 %&'*0 组（!:-"-2）。该

结果说明叶酸联合 6 组维生素能够有效降低 %&'

合并 &&34 模型大鼠的血浆 &34 水平。此外，高蛋

氨酸饮食影响 %&' 大鼠的体质量，我们的研究发现

9 周时，%&'*/ 和 %&'*1 的体质量显著低于 %&'*

0，治疗后 %&'*1 组的体质量升高。

关于高同型半胱氨酸血症对脑血管系统疾病

的影响机制具有很多研究，包括动脉粥样硬化、埃

尔茨海默症、帕金森综合征、中风等。徐志红等7+$8认

为同型半胱氨酸能引起人脐静脉内皮细胞炎症因

子的表达与释放; 这些生物学效应是通过核转录因

子 !6 信号通路来实现的。孔炜等7+#8发现免疫细胞

介导的氧化应激和炎症反应在早期动脉粥样硬化

形成中的重要作用。本研究重点研究高同型半胱氨

酸对自发性高血压大鼠脑损伤的免疫调控机制。

()*+- 来源于 1<! 和部分 1=>? 细胞，能抑制 1<+ 细

胞应答及合成细胞因子，是近年来发现的免疫抑制

因子和抗炎因子，在机体中主要起免疫调节和抗炎

作用，能抑制炎症细胞因子的表达，可促进 @A 的

合成，还能通过抑制炎症介质诱导 @A 的释放发挥

抗炎症效应7+2*+.8。1<+, 细胞主要效应因子是 ()*+,，

()*+, 是一种主要由活化的 1 细胞产生的致炎细胞

因子，可以促进 1 细胞的激活和刺激上皮细胞、内

皮细胞、成纤维细胞产生多种细胞因子如 ()*.、()*

9、粒细胞*巨噬细胞刺激因子BC/*0%DE和化学增活

素及细胞黏附分子 + B3>FFGFH= HI<>JKLM NLF>3GF> +，

0O/*+E，从而导致炎症的产生7+,*+98。0<HJPHKM 等7+Q8的

研究表明高同型半胱氨酸可以加重脑脊髓炎的临

床症状，其机理可能同 &34 破坏血脑屏障，促进

1&+ 细胞分泌 1@D*"、(D@*# 等致炎因子有关。我

们的结果显示：第 9 周时，高蛋氨酸饮食的 %&'*/

#-,



!"# $%&%'% (，)*+,*-./ 0，12+,*- 3，45 /67 8-9:4'-.%'4 -'*-;-5< =/'!

,94/5-, ,/',49 .4<>%=6/<-/ ;? 942+6/5-'2 <5466/54 ,466< !@#7 A/',49

B4<，CDEF，GF（G）HCF"I

!I# J/'2 J K，J4 J L，M-' N O，45 /6P Q'*-;-5-%' %: =-9:4'-.%'4 %'

RSK T;45/C -'.+,4. =9%6-:49/5-%'， >-29/5-%' /'. 1=-5*6-/6 T

L4<4',*?>/6 59/'<-5-%' %: *+>/' 64'< 4=-5*46-/6 ,466< 6-'4 (BUVEW

DX!@#P 8M%( )'4，CDEF，Y（C）H4Z[YFG

![# \-</5%>- 0，L+]/4 \，(/]/>%5% ^，45 /6P 8-9:4'-.%'4 -'*-;-5< RSKT

;45/ET-'.+,4. %_49T4`=94<<-%' %: ,%66/24' 5?=4 Q /'. *4/5 <*%,]

=9%54-' XG -' UZXa ,466<!@#P bLc =+6>%'/9? >4.-,-'4，CVEC，ECHCX

!G# c%55-' dP R*4 9%64 %: =-9:4'-.%'4 -' 5*4 594/5>4'5 %: -.-%=/5*-,

=+6>%'/9? :-;9%<-<!@#P B4<=-9 B4<，CVEF，EX（E）H(Z

!Y# c*4' R，J%+ J U，@-/'2 \，45 /6P 1=-5*46-/6T>4<4',*?>/6 59/'<-5-%'

（1LR）H U ;-%6%2-,/6 =9%,4<< -' 5*4 .4_46%=>4'5，<54> ,466 .-::494'!

5-/5-%'，/'. 5+>%9-24'4<-<!@#P @ c466 8*?<-%6，CVEG，CFC（EC）HFC[E

!a# Q]42+,*- L，L/]-'% L，0/-;/9/ ^P c6-'-,/6 <-2'-:-,/',4 %: 1 T

,/.*49-'T,/54'-' ,%>=64` 4`=94<<-%' -' >45/<5/5-, :%,- %: ,%6%94,5/6

,/9,-'%>/!@#P @ (+92 )',%6，CVVE，GG（F）HCVE

!EV# M-+ c J，M-' \ \，R/'2 L @，45 /6P d->4'5-' ,%'59-;+54< 5%

4=-5*46-/6 T>4<4',*?>/6 59/'<-5-%' ,/',49 ,466 >4,*/'-,< ;?

>4.-/5-'2 ,?5%<]4645/6 %92/'-&/5-%' /'. :%,/6 /.*4<-%' >/5+9/5-%'!@#P

)',%5/9245，CVEZ，[（EY）HEZa[[

!EE# d /6,%+95 e，0%f/'45& L，̂ -->- \，45 /6P RSK T;45/ /'. 5*4

(>/. <-2'/6-'2 =/5*f/? <+==%95 59/'<,9-=5%>-, 94=9%29/>>-'2

.+9-'2 4=-5*46-/6T>4<4',*?>/6 ,466 59/'<-5-%'!@#P L%6 g-%6 c466，

CVVZ，E[（X）HEaYG

!EC# h*/'2 @，R-/' N @，h*/'2 \，45 /6P RSKT!T-'.+,4. 4=-5*46-/6T5%T

>4<4',*?>/6 59/'<-5-%' =9%,44.< 5*9%+2* <54=f-<4 /,5-_/5-%' %:

>+65-=64 :44.;/,] 6%%=<!@#P (,- (-i'/6，CVEX，G（FXZ）H9/aE

（CVEYTVCTEX 收稿）

和 (\BTR 组血浆和脑组织中的促炎因子 QMTEG 浓

度均显著高于正常饮食组 (\BTc，血浆和脑组织中

的抑炎因子 QMTEV 水平均低于 (\BTc；E[ 周时，经

叶酸联合维生素治疗后 (\BTR 组血浆和脑组织中

的促炎因子 QMTEG 降低，抑炎因子 QMTEV 水平升高，

并且免疫组化也得到类似结果。因此，我们推测 \,?

通过调节炎性反应进而影响高血压患者的脑组织

病变。即 \,? 可促进炎症反应从而导致脑组织病变

的发生，下调免疫反应后可起到保护作用。
!"#$%

!E# S/'2+6? 8j k6/> ( Kj B%64 %: *%>%,?<54-'4 -' 5*4 .4_46%=>4'5 %:

,/9.-%_/<,+6/9 .-<4/<4!@#P ^+59 @j CVEZjEXH [

!C# \4 M Lj S/% c Jj l/'2 Jj 45 /6P B4. ,466 .-<59-;+5-%' f-.5* /'.

*%>%,?<54-'4 /,5 /< -'.4=4'.4'5 9-<] :/,5%9< :%9 ,/9.-%_/<,+6/9

4_4'5< -' '4f6? .-/2'%<5-, 4<<4'5-/6 *?=4954'<-%' !@#P )',%5/9245j

CVEGjYm[DnHEDCZaD
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f-5* +'594/54. *?=4954'<-%'!@#P c6-' c*-> U,5/j CDEGjXGGH FC
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化杂志j CDDGjEZmGoH ZCZ
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!EY# l%r]%f<]/ 3 lj (&=/]%f<]- 8j S6/;-'<]- kj 45 /67 S6/;-'<]-j

-'54964+]-' EGk =9%>%54< 6?>=*%,?54< /.*4<-%' /'. -'.+,4< ccMC

/'. cNcME 9464/<4 :9%> ;9/-' 4'.%5*46-/6 ,466<!@#7 Q'5 @ L%6 (,-j

CDEGjEYmZoH 8--H 1EDDD

!Ea# c*/<5/-' 1 Lj 3+',/' 3 (j B%.249< @ Lj 45 /67 R*4 9%64 %: /'5-24'

894<4'5-'2 ,466< -' >+65-=64 <,649%<-<!@#7 g-%,*->-,/ 15 g-%=*?<-,/

k,5/j CDEEj EYECmCoHC[Z

（CDEYTDETCa 收稿）

!"#$ XDF %&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第 CX 卷天津医科大学学报XDY


