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论著
动脉粥样硬化动物模型筛选

田光晶!马丛丛!许继取
!中国农业科学院油料作物研究所 油料脂质化学与营养湖北省重点实验室"湖北 武汉"1-&&%#$

摘"要!目的"以 V:大鼠和 0%);基因敲除#0%);l6l$小鼠为背景建立 1 种动脉粥样硬化#0V$模型!通过血浆脂
质’炎症水平和病理学检测!筛选出0V 研究的最佳动物模型" 方法"3 周龄的雄性健康 V:大鼠 %& 只!随机分成正常
组#对照组 !$’高脂组 #模型组 !$和高脂 k维生素 :- 组 #模型组 #$%%& 只 3 周龄雄性 H’4eE6% 小鼠!其中

#& 只为野生型小鼠#对照组 #$’1& 只为 0%);l6l小鼠!随机分为正常基础饲料喂养组#模型组 -$和高脂饲料喂养组
#模型组 1$%% 个月后观察体质量变化!检测血浆脂质和炎症水平!分离主动脉进行油红 D和苏木精2伊红#JG$染色"

结果"与对照组 ! 相比!模型组 ! 和模型组 # 大鼠的血浆总胆固醇#RH$’白介素 %#;E2%$和 H反应蛋白#H/a$水平明
显升高!差异有统计学意义#!+&)&’$!但是甘油三酯#RB$’低密度脂蛋白胆固醇#E:E2H$和高密度脂蛋白胆固醇
#J:E2H$没有明显变化!差异无统计学意义#!,&)&’$!而且模型组 ! 和模型组 # 大鼠均未能产生 0V 斑块和 0V 的前
期表现" 另外!与对照组 # 相比!模型组 - 和模型组 1 小鼠血浆 RH’RB和 E:E2H以及炎症因子 ;E2% 和 H/a水平均明
显升高!差异有统计学意义#!+&)&’$!并且其血浆 RH’E:E2H’;E2% 和 H/a水平明显高于模型组 -!差异有统计学意
义#!+&)&’$" 此外!模型组 1 小鼠血浆 J:E2H水平明显降低!差异有统计学意义#!+&)&’$!但是模型组 - 仅有部
分脂质沉积和 0V 斑块出现!而模型组 1 表现为典型的 0V 特点" 结论"以模型组 ! 和模型组 # 方法建立的大鼠 0V
模型不适合作为 0V 研究的对象%模型组 - 仅出现部分 0V 病理特点!而模型组 1 则发展为典型的 0V 病理特点!较为
适合作为 0V 研究的对象"
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""心血管疾病是当今世界造成死亡的最主要原
因之一"#&!- 年全球疾病负担研究估计心血管疾病
导致的死亡人数约占总死亡人数的 -&* )!* "预计到
#&-& 年心血管疾病死亡人数将高达 # -&& 万人 )#* +
在我国心血管疾病造成的死亡率高达 1#*"目前估
计全国共有心血管疾病患者 #)5 亿 )-21* + 动脉粥样
硬化 #>T.SU?P8NSU?P=P"0V$是心血管疾病的病理基
础"其发病机制非常复杂 )’* "目前尚不明确"因此尚
无有效的根治方法"所以其预防及减缓显得尤为重
要+ 随着医疗保健水平的提高"越来越多的具有抗
0V 作用的天然活性成分如木酚素 )%* (绿原酸 )4*和
芎芍 )3*等被相继开发出来"以此为原料的功能性食
品也相继问世"对这些功能性食品的抗 0V 功效进
行评价需要建立并选择合适的动物模型+

目前用于建立 0V 模型的动物有大鼠(小鼠(
猪(兔和灵长类动物等"其中猪类和猴类能够形成
最接近于人类的 0V 病理特点"但是由于其个体大(
成本高(造模时间长以及遗传研究困难等使其应用
受到了限制 )5* + 兔类可由高脂和酪蛋白等不规则
膳食诱导产生 0V"而且高脂虽然能够诱导泡沫细胞
产生"但是诱导 0V 晚期病变所需时间较长"而长期
的高脂饮食诱导大量炎症反应和肝脏毒性"引起兔
死亡率增加"而且这种大量炎症反应与人类 0V 的
慢性炎症反应的发病机制相差较大 )!&* + 而鼠类由
于成本低(易于繁殖(基因操作方便以及能够定期
监测 0V 等优点"是应用最多的动物模型 )5* + 本研
究主要以 V:大鼠和 0%);基因敲除#0%);l6l$小鼠
为研究对象建立 0V 模型"并通过相关生理指标检
测选择最优的动物模型+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"饲料

正常基础饲料和 0V 模型饲料均购自江苏省协
同医药生物工程有限责任公司 )许可证号%苏饲证
##&!1$&!&&3*+ 饲料配方见表 !+
!)!)#"实验动物

%& 只 3 周龄雄性 V:大鼠###’ f#’& A$(1& 只
3 周龄 0%);l6l雄性小鼠和 #& 只相同遗传背景下野
生型雄性 3 周龄 H’4eE6% 小鼠#!& f!’ A$"均购自
于北京维通利华实验动物技术有限公司 )许可证
号%VH<g#京$#&!#2&&&!*+ 所有动物饲养于华中科
技大学同济医学院 VaL屏障系统)许可证号%Vd<g

"""" 表 !"动物饲料成分表#*$

R>YNS!"H?@TS@TP?9>@=W>N9SSQ
成分 正常基础饲料 0V 模型饲料
酪蛋白 !3)5% ##)#5
52胱氨酸 &)#3 &)--

玉米淀粉 -’)’’ #-)%-

固体 !& !!)3’ 4)5!

蔗糖 !3)5% !#)’5

纤维素 eF#&& 1)41 ’)’4

大豆油 #)-4 #)45

可可脂 !)5& !4)#3

矿物质混合物 &)5’ !)!!

磷酸氢钙 !)#- !)1’

碳酸钙 &)’# &)%!

柠檬酸钾 !)’% !)31

维生素混合物 &)5’ !)!!

重酒石酸胆碱 &)!5 &)##

胆固醇 &)&& !)#’

#鄂$#&!&2&&#3*+ 试验期间所有动物分笼饲养"其
中大鼠每笼 - 只"小鼠每笼 ! 只"室温### r#$ ("
相对湿度 ’&* f%&*"自然昼夜节律"自由进食(饮
水"试验周期为 % 个月+
!)!)-"主要仪器与试剂

!’4’ 洗板机 #美国 e=?2/>Q$(G@P]=US酶标仪
#美 国 aSUX=@GNWSU$( BR2<53& 扫 描 仪 # 日 本
G]P?@$+

维生素 :-(油红 D和多聚甲醛均购自美国
V=AW>"甘油三酯#RB$(总胆固醇#RH$(低密度脂蛋
白胆固醇#E:E2H$和高密度脂蛋白胆固醇#J:E2H$
测定试剂盒均购自南京建成生物科技有限公司"白
介素 %#;E2%$和 H反应蛋白#H/a$酶联免疫吸附测
定试剂盒均购自美国 0Y8>W+
!)#"方法
!)#)!"分组及处理

所有动物饲喂正常基础饲料"适应性喂养 4 Q

后"根据体质量随机分组"每组 #& 只+
对照组 ! 为正常 V:大鼠饲以正常基础饲料&

模型组 ! 为正常 V:大鼠饲以 0V 饲料&模型组 # 为
正常 V:大鼠"试验开始时"将维生素 :- 溶于精炼
植物油"一次性腹腔注射 #%&& &&& ;C6XA$"然后饲
以 0V 模型饲料+

对照组 # 为正常 H’4eE6% 小鼠饲以正常基础
饲料&模型组 - 为 0%);l6l小鼠饲以正常基础饲料&

模型组 1 为 0%);l6l小鼠饲以 0V 模型饲料+

试验 % 个月后"各组动物禁食不禁水 !# ."异氟
烷麻醉"小鼠眼眶静脉丛取血"大鼠心脏取血"1 (
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下 - ’&& U6W=@ 离心 !’ W=@"分离血浆" l3& (保存
备用+
!)#)#"一般观察

试验期间每周称 ! 次动物体质量和剩食量"并
作好记录"观察生理状况"记录动物存活情况+
!)#)-"血浆脂质水平

试剂 盒 酶 法 测 定 血 浆 RH( RB( E:E2H 和
J:E2H+
!)#)1"血浆 H/a和 ;E2% 的检测

采用酶联免疫吸附试剂盒测定 H/a和 ;E2%"操
作过程严格按照说明书进行+
!)#)’"血管体视观察和整体油红 D染色

每组随机取 - 只动物"以 !* 戊巴比妥钠
#’ WN6XA$麻醉+ 打开胸腔后"用等渗生理盐水进行
快速左心室灌注"冲净全身血液+ 待右心耳流出液
体澄清时"将心脏(血管及肾脏留于原位+ 在体视
显微镜下分离主动脉弓"沿脊柱前缘使用微型手术
器械轻柔分离主动脉组织"小心剥离血管周围的脂
肪组织"之后分离出整根主动脉 #从与心脏连接处
至双侧髂总动脉分支处$+ 使用微型剪刀插入主动
脉管腔并纵向剪开整根血管"使整根血管的内壁充
分暴露+ 用 4&*乙醇轻轻冲洗 ’ W=@"待乙醇挥发
后"将整根血管浸入油红 D溶液 !’ W=@"3&*乙醇
溶液分化"然后进行图像扫描+
!)#)%"组织病理学检查

将主动脉固定于 1*的多聚甲醛溶液"包埋切
片"进行圆管腔和主动脉根部苏木精2伊红 #JG$
染色+
!)-"统计学分析

体质量数据以平均数表示"其他数据均以平均
数 r标准差#"<r,$表示+ 采用 VaVV !-)& 软件对结
果进行分析"采用单因素方差分析"用 L=P.SUaEV:
进行显著性差异检测+ !+&)&’ 为差异有统计学
意义+

#"结果
#)!"体质量变化

如图 ! 所示"各组大鼠初始体质量差异无统计学
意义#!,&)&’$"对照组 ! 和模型组 ! 大鼠的体质量
随喂养时间的增长而呈现递增的趋势+ 模型组 # 大
鼠的体质量在第 ! 周开始即低于对照组 ! 和模型 !"
并且在以后持续降低"在第 ’ 周达到最低点+ 虽然
之后体质量逐渐恢复"但到试验结束时仍然明显低
于对照组 ! 和模型组 !+ 另外"维生素 :- 处理导致
模型组 # 大鼠组的体质量明显增大"差异有统计学
意义#!+&)&’$"同时导致数只大鼠死亡+

图 !"各试验组大鼠体质量改变情况
L=AMUS!"H.>@ASP?9Y?QO\S=A.T=@ S>8. Ŝ]SU=WS@T>N

U>TAU?M]

如图 # 所示"模型组 - 和模型组 1 小鼠初始体
质量差异无统计学意义#!,&)&’$"对照组 # 小鼠
的体质量稍高"但三组间差异无统计学意义 #!,
&)&’$+ 对照组 # 与模型组 - 小鼠的体质量随喂养
时间的增长而出现递增的趋势"模型组 1 小鼠从第
!- 周开始体质量明显高于 H’4eE6% 对照小鼠"差异
有统计学意义#!+&)&’$"并保持到试验结束+

图 #"各试验组小鼠体质量改变情况
L=AMUS#"H.>@ASP?9Y?QO\S=A.T=@ S>8. Ŝ]SU=WS@T>N

W=8SAU?M]

#)#"血浆脂质变化
如表 # 所示"与对照组 ! 比较"模型组 ! 和模型

组 # 大鼠的血浆 RH明显增高"差异有统计学意义
#!+&)&’$&但血浆 RB(E:E2H和 J:E2H没有明显
改变"差异无统计学意义#!,&)&’$+

表 #"大鼠血浆 RH(RB(E:E2H和 J:E2H含量#"<r,"WW?N6E$

R>YNS#"H?@TS@TP?9RH(RB(E:E2H>@Q J:E2H=@ U>T]N>PW>

组别 RH RB E:E2H J:E2H

对照组 ! #)% r&)#3 &)5# r&)!% &)55 r&)!’ !)33 r&)1#

模型组 ! -)’! r&)%4# !)&% r&)#3 !)#! r&)-# !)1& r&)-&

模型组 # -)41 r&)43# !)&5 r&)## !)13 r&)-1 !)%- r&)-’

注%#表示与对照组 ! 比较"!+&)&’

""如表 - 所示"与对照组 # 比较"模型组 - 和模型
组 1 小鼠的血浆 RH(RB和 E:E2H均明显增高"差异
有统计学意义#!+&)&’$&模型组 1 小鼠血浆 J:E2
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H明显降低"差异有统计学意义#!+&)&’$&并且模
型组 1 的血浆 RH和 E:E2H水平明显高于模型组 -"
差异有统计学意义#!+&)&’$+

表 -"小鼠血浆 RH(RB(E:E2H和 J:E2H含量#"<r,"WW?N6E$

R>YNS-"H?@TS@TP?9RH(RB(E:E2H>@Q J:E2H=@ W=8S]N>PW>

组别 RH RB E:E2H J:E2H

对照组 # #)4’ r&)-% &)4# r&)#- !)%5 r&)-’ #)’1 r&)%3

模型组 - 5)3’ r!)%&# !)&- r&)--# %)5% r!)1## !)5& r&)%&

模型组 1 !5)&& r’)4’s !)## r&)1!# !-)’- r1)1!s !)%’ r&)13#

注%#表示与对照组 # 比较"!+&)&’& s表示与模型组 - 比较"
!+&)&’

#)-"血浆炎症因子改变
如表 1 所示"与对照组 ! 大鼠比较"模型组 ! 和

模型组 # 大鼠的血浆炎症因子 ;E2% 和 H/a均明显
增高"差异有统计学意义#!+&)&’$+

表 1"大鼠血浆 ;E2% 和 H/a水平#"<r,"]A6WN$

R>YNS1"aN>PW>NS[SNP?9;E2% >@Q H/a=@ U>TP
组别 ;E2% H/a

对照组 ! -’)1% r5)11 ’1)-1 r3)’#

模型组 ! -’-)-’ r3%)41# ’#5)-5 r4%)-1#

模型组 # 11’)’% r!##)&3# ’&1)’# r!’3)-#

注%#表示与对照组 ! 比较"!+&)&’

""如表 ’ 所示"与对照组 # 比较"模型组 - 和模型
组 1动物的血浆;E2%和H/a均明显增高"差异有统计
学意义#!+&)&’$&并且模型组 1 的血浆 ;E2% 和 H/a
水平明显高于模型组 -"差异有统计学意义#!+&)&’$+

表 ’"小鼠血浆 ;E2% 和 H/a水平#"<r,"]A6WN$

R>YNS’"aN>PW>NS[SNP?9;E2% >@Q H/a=@ W=8S
组别 ;E2% H/a

对照组 # 1#)3& r!’)13 -1)&! r1)1-

模型组 - #34)4! r!14)!5# -3-)#5 r55)&%#

模型组 1 44!)’- r!#3)’-s 5&3)!& r!%!)41s

注%#表示与对照组 # 比较"!+&)&’& s表示与模型组 - 比较"
!+&)&’

#)1"形态学改变
如图 - 所示"所有组别的大鼠主动脉油红 D染

色均未见明显的脂质沉积和脂质斑块+ 圆管腔和
三尖瓣 JG染色 #见图 1(’$可见所有组别内膜完
整"未见泡沫细胞聚集"未见 0V 病变形成+

注%0为对照组 !&e为模型组 !&H为模型组 #

图 -"大鼠主动脉油红 D染色
L=AMUS-"D=NUSQ2D2PT>=@SQ S@ 9>8S>?UT=8]US]>U>T=?@P9U?WU>TP

注%0为对照组 !&e为模型组 !&H为模型组 #

图 1"大鼠圆管腔 JG染色
L=AMUS1"JGPT>=@=@A?9]N>‘MSP=@ T.S>?UT=8NMW=@>?9U>TP

注%0为对照组 !&e为模型组 !&H为模型组 #

图 ’"大鼠主动脉根部 JG染色
L=AMUS’"JGPT>=@=@A?9]N>‘MSP=@ >?UT=8U??T?9U>T

""小鼠主动脉油红 D染色#见图 %$的结果表明%对
照组 # 小鼠的主动脉未见脂质沉积现象"模型组 -

仅见少量的脂质沉积"而模型组 1 的主动脉可见极
为明显的 0V 斑块"并且以主动脉弓和下腹部主动
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脉最为明显+ 小鼠主动脉圆管腔和主动脉根部 JG
染色#见图 4(3$也显示对照组 # 小鼠成正常的管腔
结构"内膜完整"未见泡沫细胞聚集"未见 0V 病变&
模型组 - 的管腔内膜不完整"有少量的动脉粥样硬
化斑块沉积"有少量的泡沫细胞+ 而模型组 1 的管
腔可见血管壁明显增厚"内膜完整性破坏"内膜下
有大量泡沫细胞浸润"形成明显的 0V 斑块+

-"讨论
选择合适的动物模型是进行功能性食品抗 0V

功效评价的重要前提"本研究主要在总结前人经验
的基础上选择 V:大鼠和 0%);l6l小鼠"建立 0V
模型+

注%0对照组 #&e为模型组 -&H为模型组 1

图 %"小鼠主动脉油红 D染色
L=AMUS%"D=NUSQ2D2PT>=@SQ S@ 9>8S>?UT=8]US]>U>T=?@P9U?WW=8S

注%0对照组 #&e为模型组 -&H为模型组 1

图 4"小鼠圆管腔斑块改变#JG染色$

L=AMUS4"JGPT>=@=@A?9]N>‘MSP=@ T.S>?UT=8NMW=@>?9W=8S

注%0对照组 #&e为模型组 -&H为模型组 1

图 3"小鼠主动脉根部斑块改变#JG染色$

L=AMUS3"JGPT>=@=@A?9]N>‘MSP=@ >?UT=8U??T?9W=8S

""研究表明钙离子可以作为平滑肌细胞的迁移
和增殖以及细胞外基质分泌过程中的第二信使"促
进 0V 的发展 )!!* + 过量维生素 :能够引起血钙升
高"破坏动脉内膜完整性"诱导炎症细胞和脂质的
聚集 )!#* + 本研究主要采用高脂和高脂 k维生素 :-
联合诱导建立模型组 ! 和模型组 # 大鼠 0V 模型+
0MY=@ 等 )!-*采用高脂喂养 V:大鼠 3 周后"其血浆
RH(E:E2H(J:E2H和 RB没有明显变化"这与本研
究中模型组 ! 大鼠血浆 E:E2H(J:E2H和 RB变化
一致"但是模型组 ! 大鼠血浆 RH水平明显升高"可
能与喂养时间较长有关系+ 有研究学者指出单纯
的高脂饲料无法诱导大鼠 0V 产生"这在本研究中
也得到证实+ a0KB等 )!1*采用 4 &&& &&& ;C6XA剂

量的维生素 :- 连续灌胃 1 Q 并以由 1*胆固醇(!*

胆酸(&)’*丙基硫氧嘧啶以及色拉油制成的乳剂连
续喂养 V:大鼠 - 个月后"V:大鼠主动脉内膜有明
显的脂质沉积和 0V 斑块形成"其血浆 RH(E:E2H水
平明显升高+ 温进坤等 )!’*采用相同剂量的维生素
:- 连续灌胃 - Q"并用含 !*胆固醇(&)-’*胆酸(
’*猪油和 &)%!*丙基硫氧嘧啶的高脂饲料连续喂
养 V:大鼠 #! Q"结果大鼠主动脉出现内膜增生和
脂质沉积(中膜平滑肌细胞增殖等 0V 病变+ 赵娟
等 )!%*采用 4 &&& &&& ;C6XA剂量的维生素 :- 大鼠
腹腔注射 - 次联合高脂饲料喂养 1 周"成功快速地
复制了大鼠 0V 模型+ 本研究中采用一次性腹腔注
射% &&& &&& ;C6XA维生素 :- 联合高脂饲料喂养 V:

大鼠 % 个月后"未能产生明显的 0V 病变"而且大剂
量的维生素 :- 导致大鼠死亡率升高"体质量大幅
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度降低"组内个体差异增大"表明该方法可能不能
建立稳定的 V:大鼠 0V 模型"因此模型组 # 不适合
用作 0V 研究的对象+

早在 !55# 年"aNMW] 等 )!4*成功建立了 0%);l6l

小鼠 0V 模型并发现含 1)’*脂肪的常规饲料即诱
导 0%);l6l小鼠 0V 病变+ 刘剑刚等 )!3*分别采用普
通饲料和高脂饲料诱导 0%);l6l小鼠 0V 模型"并分
别研究 !’(!5(#1(#3 和 -% 周龄 0%);l6l小鼠 0V 发
展情况"结果表明随着时间的推移 0%);l6l小鼠 0V
程度逐渐加重"经历了从脂肪条纹到斑块形成的 0V
病理过程"但高脂组 0%);l6l小鼠 0V 病变程度严
重+ 现在"0%);l6l小鼠已经被广泛应用于各种 0V
相关研究 )!52#!* + 本研究中"模型组 - 和模型组 1 动
物的血浆 RH(RB和 E:E2H均明显增高"模型组 1 动
物的血浆 J:E2H明显降低"并且模型组 1 的血浆
RH和 E:E2H水平明显高于模型组 -"差异均有统计
学意义#!+&)&’$+ 模型组 - 和模型组 1 的血浆炎
症因子 ;E2% 和 H/a均明显增加"差异有统计学意义
#!+&)&’$"但模型组 1 增加更为明显+ 此外"模型
组 - 小鼠仅出现部分0V 模型特点"而模型组 1 则发
展为典型 0V 病理特点"而且在整个生长过程中体
质量增长趋势平稳"个体间差异较小"适合作为 0V
研究的对象+
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