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　　【摘要】 　目的　探讨硫酸锌对高脂喂养载脂蛋白 Ｅ（ＡｏｐＥ）基因敲除小鼠心脏的抗氧化作用。
方法　ＡｏｐＥ基因敲除小鼠分为高脂模型组、低锌剂量组和高锌剂量组，三组小鼠连续 １４ 周喂饲高脂饲料制
作动脉粥样硬化模型，除正常对照组和高脂模型组自由饮用去离子水外，其余两组给予高脂饲料喂养的同时
分别自由饮用浓度为 ２畅５ ｍｍｏｌ／Ｌ、２５ ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸锌水溶液分别作为低锌剂量组和高锌剂量组。 测定小鼠
的体重、心重指数、心脏组织的抗氧化能力和金属硫蛋白唱Ⅰ型（ＭＴ唱１）ｍＲＮＡ的表达水平。 结果　低锌剂量
组和高锌剂量组小鼠的体重和体重增重明显降低（P＜０畅０５）；高脂模型组、低锌剂量组和高锌剂量组小鼠心
重指数明显高于正常对照组（P ＜０畅０５）；低锌剂量组和高锌剂量组小鼠的总抗氧化能力（Ｔ唱ＡＯＣ）、超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）水平均明显高于正常对照组和高脂模型组（P ＜０畅０１）；但低锌剂量组和高锌剂量组小鼠的丙
二醛（ＭＤＡ）水平明显低于正常对照组和高脂模型组（P＜０畅０１）；高锌剂量组小鼠心脏组织中 ＭＴ唱１ ｍＲＮＡ水
平明显高于高脂模型组（P ＜０畅０５）。 结论　硫酸锌能够明显增强高脂喂养 ＡｏｐＥ 基因敲除小鼠心脏的抗氧
化能力，而 ＭＴ可能在抗氧化过程中具有重要作用。
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　　动脉粥样硬化是一种多因素疾病，涉及基因、环 境、代谢等诸多因素。 近年研究显示，氧化应激是动脉
粥样硬化发生发展的重要因素，贯穿于动脉粥样硬化
斑块的形成、发展以及破裂并触发临床事件的始终［１］ ；
高脂喂养通过增强自由基产生的线粒体呼吸链增加了

可获得的氧化底物和自由基的数量［２］ ，还会造成肝脏
中脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）的增加［３］ ；并且有研
究报道饮食导致的肥胖可对抗氧化防御系统产生损
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害［４］ 。 而锌具有抗氧化作用，在清除氧自由基过程中
发挥重要作用

［５］ 。 目前补锌对于高脂造成动脉粥样硬
化小鼠心脏氧化应激损伤影响的研究甚少。 本实验主
要探讨硫酸锌对高脂喂养载脂蛋白 Ｅ（ＡｏｐＥ）基因敲除
小鼠模型心脏氧化损伤的保护作用及可能的作用

机制。

材料与方法

一、实验动物
８ 周龄清洁级雄性纯合子 ＡｏｐＥ 基因敲除小鼠 １８

只，购自北京大学医学部动物中心［合格证号为 ＳＣＸＫ
（京）２００６唱０００８］；８周龄清洁级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠６只，购
自北京维通利华实验动物中心 ［合格证号为 ＳＣＸＫ
（京）２００６唱０００９］。 实验动物饲养于山西医科大学屏障
动物房，动物房内室温为 ２０ ～２４ ℃，湿度为４０％～６０％，
光暗周期各 １２ ｈ，分笼饲养，每笼 １ 只。 小鼠随机分笼，
自由饮水，喂饲颗粒饲料，小鼠适应性喂养 １周。

二、主要试剂和仪器
１．试剂：七水合硫酸锌（天津博迪化工股份有限

公司，分析纯）；胆固醇（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＢＣＡ 蛋白
定量试剂盒（碧云天生物技术研究所）；总抗氧化能力
（Ｔ唱ＡＯＣ）检测试剂盒、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）检测试
剂盒、ＭＤＡ检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；
Ｔｒｉｚｏｌ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＳＹＢＲ瞮Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （Ｐｅｒ唱
ｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ瞮ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）（宝生物工程有限公司）。

２．主要仪器：７９００ＨＴ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国
ＡＢＩ公司），电动匀浆器（美国 Ｐｒｏ公司），ＥＳ唱Ｃ６００ 电子
天平，Ｂ唱２６０ 型恒温水浴锅（上海亚荣生化仪器厂），
５８０４Ｒ低温高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。

三、实验方法
１．动脉粥样硬化动物模型的建立：以 ＡｏｐＥ 基因

敲除小鼠和 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠建立动物模型。 小鼠适应
性喂养 １周后，连续 １４ 周饲以“西方类型”膳食（其中
胆固醇含量为 ０畅１５％，脂肪含量为 ２１％）［６］ 。

２．实验动物处理：实验以６只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为
正常对照组，并将 ＡｏｐＥ 基因敲除小鼠随机分为 ３ 组，
分别为高脂模型组、低锌剂量组和高锌剂量组，每组 ６

只。 四组小鼠均喂饲高脂饲料，在高脂喂养的同时，除
正常对照组和高脂模型组连续自由饮用去离子水外，
低锌剂量组和高锌剂量组小鼠分别连续 １４ 周自由饮
用２畅５ ｍｍｏｌ／Ｌ和 ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸锌水溶液。
每天观察、记录小鼠活动、反应、进食、皮毛、粪便

等情况。 于末次给予小鼠受试物 ２４ ｈ 后，小鼠眼眶取
血置于离心管中，脱颈处死小鼠，观察内脏变化，迅速
分离心脏等组织。

３．心重指数和生化指标的测定
（１）心重指数：取各组小鼠心脏，称重量，计算心重

指数：心重指数＝心脏重量／体重。
（２）生化指标的检测：心脏组织匀浆总蛋白、Ｔ唱

ＡＯＣ、ＳＯＤ和 ＭＤＡ的检测均按照试剂盒说明书操作。
（３）Ｒｅａｌ唱Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测小鼠心脏金属硫蛋白唱Ⅰ

型（ＭＴ唱１）ｍＲＮＡ水平：小鼠处死后分离心脏，液氮冷冻
后迅速置于 －８０ ℃冰箱保存。 按 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总
ＲＮＡ， 逆 转 录 为 ｃＤＮＡ 后 扩 增。 反 应 体 系 在
ＡＢＩ７９００ＨＴ型荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行。 引物序列如
下：ＧＡＰＤＨ： ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′唱ＡＧＧＣＣＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴ唱
ＧＴＣ唱３′， Ａｎｔｉ唱ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′唱ＴＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴ唱
ＴＣＴ唱３′； ＭＴ唱１： ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′唱ＴＣＴＡＡＧＣＧＴＣＡＣＣＡＣ
ＧＡＣＴＴＣＡ唱３′，Ａｎｔｉ唱ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ５′唱ＧＴＧＣＡＣＴＴＧＣＡＧＴ唱
ＴＣＴＴＧＣＡＧ唱３′。
四、统计学分析
计量资料采用均数 ±标准差（珋x ±s）表示，实验数

据采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 软件统计分析，数据如符合正态分
布，用单因素方差分析，用 ＬＳＤ 法、Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 法进行
两两比较；如不服从正态分布，用非参数检验，以 P ＜
０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．各组实验动物体重和心重指数比较（表 １）：低
锌剂量组和高锌剂量组小鼠体重均明显低于正常对照

组和高脂模型组，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）；正常
对照组和高脂模型组小鼠体重没有差异。 高脂模型
组、低锌剂量组和高锌剂量组心重指数明显高于正常
对照组，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

２．各组实验动物心脏抗氧化指标比较（表 ２）：低

表 1　各组实验动物体重和心重指数比较（n ＝６， 珋x ±s）
组别 初体重（ ｇ） 末体重（ ｇ） 体重增重（ ｇ） 心重指数（％）

正常对照组 ２１ >>畅５２ ±０ 0畅７９ ２７ hh畅２５ ±１ Z畅２５ ５ ~~畅７３ ±１ p畅９６ ０ HH畅５２６ ±０ b畅０１７５

高脂模型组 ２２ >>畅５８ ±０ 0畅６７ ２６ hh畅９５ ±０ Z畅８０ ４ ~~畅３７ ±１ p畅１９ ０ HH畅６１２ ±０ b畅０４４７ ａ

低锌剂量组 ２２ >>畅１３ ±０ 0畅５０ ２４ hh畅８８ ±０ Z畅２４ ａｂ ２ ~~畅７５ ±０ p畅６０ ａｂ ０ HH畅５８９ ±０ b畅０３２２ ａ

高锌剂量组 ２１ >>畅８７ ±０ 0畅８１ ２４ hh畅４０ ±０ Z畅８１ ａｂ ２ ~~畅５３ ±０ p畅４１ ａｂ ０ HH畅５７４ ±０ b畅０３９１ ａ

　　注：与正常对照组比较，ａP ＜０畅０５；与高脂模型组比较，ｂP ＜０畅０５
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表 2　各组实验动物心脏抗氧化指标比较（n＝６，珋x ±s）

组别 Ｔ唱ＡＯＣ（Ｕ／ｍｇ ｐｒｏｔ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ ｐｒｏｔ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏｔ）
正常对照组 ０   畅７７ ±０  畅０４ １ 倐倐畅２９ ±０ t畅０６ ５   畅３５ ±０  畅２７

高脂模型组 ０   畅６７ ±０  畅１３ １ 倐倐畅２７ ±０ t畅０６ ５   畅２９ ±０  畅４６

低锌剂量组 １畅１５ ±０ 蝌畅１６ ａｂ １ 倐倐畅７０ ±０ t畅１３ ａｂ ３   畅９０ ±０  畅１４ ａｂ

高锌剂量组 １畅２０ ±０ 蝌畅１５ ａｂ １ 倐倐畅９１ ±０ t畅２５ ａｂ ３   畅９９ ±０  畅３９ ａｂ

　　注：与正常对照组比较，ａP ＜０畅０１；与高脂模型组比较，ｂP ＜０畅０１

锌剂量组和高锌剂量组的 Ｔ唱ＡＯＣ 和 ＳＯＤ 水平均明显
高于正常对照组和高脂模型组，差异有统计学意义（P
＜０畅０１）；低锌剂量组和高锌剂量组的 ＭＤＡ 水平均明
显低于正常对照组和高脂模型组，差异有统计学意义
（P ＜０畅０１）。

３．硫酸锌对小鼠心脏 ＭＴ唱１ ｍＲＮＡ 表达的影响
（图 １）：与对照组相比，高脂模型组、低锌剂量组和高
锌剂量组显著升高 ＭＴ唱１ ｍＲＮＡ表达水平（P ＜０畅０５）；
而加硫酸锌干预后低锌剂量组和高锌剂量组 ＭＴ唱１
ｍＲＮＡ表达水平均有上升，其中高锌剂量组与高脂模
型组比差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

讨　　论

氧化应激与冠状动脉粥样硬化性心脏病（简称冠
心病）的发病机制密切相关［１］ ；并且一般认为高脂饮食
导致的氧化应激在冠心病的发展中具有活跃的作

用［７］ 。 因此，探讨高脂饮食模式对动脉粥样硬化过程

中心血管系统的氧化损伤作用具有重要意义。 本实验
模拟人体“西方膳食”，对 ＡｐｏＥ基因敲除小鼠进行高脂
喂养，并同时用不同浓度硫酸锌进行干预。

本次实验发现低锌剂量组和高锌剂量组小鼠的体

重和体重增重明显降低，这可能是因为小鼠饮用硫酸
锌可以增加锌α２ 糖蛋白的合成，而锌α２ 糖蛋白能够
以时间和剂量依赖性的方式减少小鼠体质量，其中以
脂肪的减少为主，肌肉含量没有改变［８］ 。
本次实验结果显示，低剂量锌组和高剂量锌组小

鼠心脏组织 Ｔ唱ＡＯＣ和 ＳＯＤ水平增高，并且随着硫酸锌
浓度的增加，Ｔ唱ＡＯＣ和 ＳＯＤ也有增加的趋势，而脂质过
氧化产物 ＭＤＡ的含量明显降低，这说明锌干预能够提
高小鼠心脏抗氧化能力，改善高脂引起的心脏组织氧
化损伤，这与孙忠等［９］的实验结果一致。

有研究显示，心脏中 ＭＴ 具有明显的抗氧化作
用

［１０］ ，并且锌是 ＭＴ的强诱导剂［１１］ 。 通过进一步实验
还发现，硫酸锌干预组小鼠心脏组织中 ＭＴ唱１ ｍＲＮＡ水
平高于高脂模型组，并且心脏组织中 ＭＴ唱１ ｍＲＮＡ的水
平与硫酸锌具有剂量依赖关系，随着硫酸锌浓度的增
加而增加。 心脏组织中的 Ｔ唱ＡＯＣ 和 ＳＯＤ水平与 ＭＴ唱１
ｍＲＮＡ的水平具有相同趋势，这进一步确证了心脏组
织抗氧化能力的提高可能是通过锌诱导心脏中 ＭＴ的
增加实现的。
综上所述，适当剂量地长期补锌能够降低高脂膳

食对小鼠心血管系统的氧化损害。 因此，日常合理补

·３７０２·中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 ４月第 ６ 卷第 ８期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ａｐｒｉｌ １５，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．８



锌对于降低我国心血管疾病的发病率具有重大的社会

价值和现实意义。
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