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4-苯基丁酸抑制内质网应激改善高同型半胱氨酸引起的血管重构 *
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摘要 目的：探讨高同型半胱氨酸血症（hyperhomocysteinemia, HHcy）导致血管损伤的机制并证明内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸

（4-PBA）在其中的保护作用。方法：采用蛋氨酸饲料喂养 SD大鼠制备 HHcy模型，24只大鼠随机分为 3组（每组 8只）：对照组

（Control）、HHcy模型组（HHcy）和 4-PBA处理组（4-PBA）；测量大鼠血压和心率，检测血清中同型半胱氨酸浓度，HE染色观察血

管形态，Western blot和免疫组化染色观察内质网应激分子 GRP78和 GRP94的表达，Western blot检测内质网应激促凋亡因子

CHOP和 Caspase 12的表达，TUNEL染色观察主动脉血管的细胞凋亡。结果：3组大鼠血压和心率没有显著差异（P>0.05）；和
Control组比较，HHcy组血清中同型半胱氨酸浓度明显增加（P<0.05），而 4-PBA处理组血清同型半胱氨酸浓度与 HHcy组比有降

低但没有统计学差异（P>0.05）；和 Control组比较，HHcy组主动脉血管平滑肌细胞肥大，走行紊乱，部分断裂，细胞核固缩，管壁

增厚，内质网应激分子 GRP78和 GRP94以及促凋亡因子 CHOP和 Caspase 12的表达明显增加（P<0.05），TUNEL染色阳性细胞
也显著增多；而 4-PBA处理组能明显改善 HHcy组主动脉血管的这些变化（P<0.05）。结论：高同型半胱氨酸血症能引起主动脉血
管重构，而 4-PBA可通过抑制内质网应激和细胞凋亡改善高同型半胱氨酸血症引起的血管重构。
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4-phenylbutyric Acid Alleviating Hyperhomocysteinemia-induced Vascular
Remodeling via Inhibiting Endoplasmic Reticulum Stress*

To investigate the mechanism of hyperhomocysteinemia (HHcy) induced vascular injury and to prove the

protective effect of 4-phenylbutyric acid (4-PBA). Twenty-four SD rats were randomly divided into 3 groups (8 rats in each

group): control group (control group), HHcy model group and 4-PBA treated HHcy group. Blood pressure, heart rate and serum homo-

cysteine concentration were detected. Vascular morphology was observed by HE staining. The expressions of endoplasmic reticulum

stress molecules GRP78 and GRP94 were observed by Western blot and immunohistochemistry. The expressions of apoptotic-related

factors CHOP and caspase 12 were detected by Western blot. The apoptosis of aortic vessels was observed by TUNEL staining.

There was no significant difference in blood pressure and heart rate among the three groups (P>0.05). Compared with the control group,
serum homocysteine concentration was significantly increased in the HHcy group (P<0.05), while serum homocysteine concentration in

4-PBA treatment group was lower than that in HHcy group, but there was no statistical difference (P>0.05). Compared with the control
group, aortic smooth muscle cells in the HHcy group were hypertrophic, disordered and partially broken. The expressions of endoplasmic

reticulum stress molecules GRP78 and GRP94 and apoptotic-related factors CHOP and caspase 12 were significantly increased (P<0.05),
and TUNEL staining positive cells were also significantly increased. 4-PBA treatment group could significantly improve these changes in

HHcy group (P<0.05). Hyperhomocysteinemia could induce aortic vascular remodeling, and 4-PBA could alleviate hyperho-

mocysteinemia-induced vascular remodeling by inhibiting endoplasmic reticulum stress and apoptosis.
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前言

心血管疾病多年来一直是危害人类健康和生命的头号杀

手，目前仍然是全世界范围内致残和致死的主要原因之一，其

病因复杂，发病机制还未完全明确[1]。同型半胱氨酸是一种高反

应性的含巯基氨基酸，是蛋氨酸代谢的中间产物。同型半胱氨

酸代谢受遗传因素、营养缺陷、肾脏功能损伤、年龄、性别以及

药物等的影响，在健康个体中，血浆同型半胱氨酸的含量在

5-10 滋mol/L，当人体血浆中同型半胱氨酸水平超过 15 滋mol/L
时，称为高同型半胱氨酸血症（hyperhomocysteinemia, HHcy）[2-4]。

研究表明，HHcy能通过氧化应激导致血管炎症，同时还能通过

内质网应激导致血管损伤[5]。已有多项研究表明 HHcy与众多

心血管疾病的发生发展密切相关，是心血管疾病的独立危险因

素[6,7]，并作为临床诊断的辅助标志物，但是 HHcy引起血管损

伤的具体机制还不十分清楚。

内质网（endoplasmic reticulum, ER）是细胞内的一种重要

细胞器，在蛋白质修饰、折叠和钙储存等方面发挥重要作用[8]。

当未折叠、错误折叠蛋白堆积或 Ca2+超载时可引起内质网应激

（endoplasmic reticulum stress, ERS），触发未折叠蛋白反应（un-

folded protein response, UPR）[9]。而葡萄糖调节蛋白 78（Glucose

regulate protein 78, GRP78）能够使蛋白的合成减少并增强内质

网处理未折叠蛋白的能力，以保持内质网的稳态，然而错误或

未折叠蛋白堆积过多，超过内质网自身调节能力时，就可导致

ERS功能障碍，然而持续的内质网应激通过诱导凋亡相关分子

CHOP的表达和 Casepase 12的活化而导致细胞凋亡[10,11]。目前

已知的是在心力衰竭和缺血性心脏病中存在 ERS，但 ERS是

否参与 HHcy诱导的血管损伤，以及其作用的具体机制还不是

十分清楚。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

蛋氨酸饲料和普通饲料购买于空军军医大学实验动物中

心，蛋氨酸饲料制作方法是在普通饲料中添加 3%的蛋氨酸；在

空军军医大学实验动物中心购买 24只雄性 SD大鼠，体重 200 g-

220 g，大鼠可自由获取食物和水。

1.2 实验分组

24只大鼠随机分为 3组，每组 8只；对照组（Control）：给

予普通饲料喂养 20周；高同型半胱氨酸血症组（HHcy）：给予

蛋氨酸饲料喂养 20周；4-苯基丁酸组处理组（4-PBA）：蛋氨酸

饲料喂养 20周的同时，500 mg/(kg·d) 4-PBA灌胃 20周[12]。各

组大鼠饮水均不受限制。

1.3 大鼠动脉血压和心率的测量

有研究表明血浆中 Hcy浓度升高会影响动脉血压和心率[13]，

但慢性蛋氨酸喂养对动脉血压和心率是否有影响还不清楚。本

研究采用鼠尾无创血压测量仪检测大鼠血压，先对大鼠进行适

应环境和刺激的训练，避免因操作时大鼠活动受限导致应激反

应影响血压测量；将大鼠尾巴露于固定器外侧，维持大鼠尾部

的温度；根据大鼠的重量选取合适的加压尾套，将加压尾套固

定在大鼠尾巴根部，脉搏换能器置于大鼠尾巴中上三分之一的

位置，脉搏环能器的凹槽正对大鼠尾正中动脉；向气带内加压

至大鼠尾动脉搏动完全消失后继续向上加压 10-20 mmHg后，

缓慢松开橡皮球，让加压气袋放弃至大鼠尾动脉搏动至正常水

平后，取下加压气带；记录大鼠心率和 SBP；每只大鼠测量 3

次，每次间隔 5分钟。

1.4 ELISA检测血清中 Hcy的浓度

用 2%戊巴比妥钠（0.2 mL/100 g）对大鼠腹腔注射麻醉，并

仰卧于手术台上，采集眼眶静脉丛血液于离心管中，室温放置

30 min，置入 4℃离心机以 4000 g/min离心 15 min，吸取上清

置于 -80℃冰箱冻存。取出冻存的血清和检测试剂，放置至恢

复常温后按照操作说明进行 Hcy检测：首先，插卡后对样本按

顺序进行标号；然后取 8 滋L样本移入比色皿 1中，开始检测；

最后根据仪器的提示加入试剂 2约 40 滋L，再次进行检测，保
存结果。

1.5 HE染色观察血管形态

喂养 20周后，用 2%戊巴比妥钠（0.2 mL/100 g）对大鼠腹

腔注射麻醉，并仰卧于手术台上，开胸暴露出心脏，沿血管走

行，分离出主动脉（上至主动脉弓下至腹主动脉），放入预冷的

PBS中多次冲洗，一部分放入 4%多聚甲醛中固定，石蜡包埋切

片，剩余的用锡纸包裹后，在液氮中保存。石蜡切片在二甲苯和

梯度酒精中处理完成脱蜡复水；将切片放入染料苏木素中染核

30 min；切片浸入伊红染液中染细胞质；中性树胶封片。

1.6 免疫组化染色检测 GRP78和 GRP94蛋白的表达

将组织切片进行脱蜡处理，PBS洗涤 3次，每次 5 min；切

片浸入柠檬酸 -磷酸氢二钠缓冲液中，微波煮沸并加热 3 min，

自然冷却；封闭内源性过氧化氢酶；用山羊血清封闭 30 min，

PBS洗涤 3次，每次 5 min；用 GRP78 和 GRP94 一抗（1：200）

在 4℃过夜；PBS洗涤 3次，每次 5 min，加入生物素偶联的二

抗，37℃水浴 30 min；PBS洗涤 3次，每次 5 min，加入亲和素 -

辣根过氧化物酶，30℃水浴 15 min；DAB显色；脱水、透明并用

中性树脂封片。

1.7 Tunel染色观察细胞凋亡

将组织切片进行脱蜡处理，PBS洗涤 3次，每次 5 min；切

片用 0.2％TritonX-100处理 10min，PBS洗涤 3次，每次 5min；

配置罗氏 Tunel染色试剂工作液（A液和 B液为 1：50），37℃

水浴避光 2 h，PBS洗涤 3次，每次 5 min；37℃水浴避光 DAPI

染核 5 min，PBS洗涤 3次，每次 5 min，50%甘油封片保存；激

光共聚焦显微镜观察并统计凋亡细胞数。

1.8 Western blot检测大鼠主动脉血管中相关蛋白的表达

将血管放入 EP管中，用眼科剪在冰上剪碎后加入 RIPA

裂解液裂解 30 min，4℃，12000× g离心 10 min后，取上清液

按 4：1加入上样缓冲液，沸水煮 10 min，分装并放入 -80℃冰

箱中保存；10% SDS-PAGE胶每孔上样 20 g，恒压 100 V电泳

90 min，硝酸纤维素膜 60 V恒压湿转 3 h，转膜结束后，将膜放

入 5 %脱脂奶粉中室温封闭 2 h，将膜放入相应一抗中 4℃孵

育过夜；TBST洗膜 5次，每次 5 min，将膜和相应二抗室温孵育

2 h，TBST洗膜 5次，每次 5 min，ECL化学发光，Image图像分

析软件分析条带灰度。

1.9 统计学处理

使用 SPSS17.0统计软件对数据进行分析，结果以 x± s表
示。两组均数间比较采用单因素方差分析（one way ANOVA），

P＜0.05表示差异具有统计学意义。
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2 结果

2.1 各组大鼠心率、收缩压和血清中 Hcy浓度的比较

喂养 20周后对各组大鼠进行心率以及收缩压测定，结果

表明各组大鼠心率比较没有明显差异无统计学意义（P>0.05）；

各组大鼠收缩压比较也未见明显变化，无统计学差异（P>0.05）。
20周后对所有大鼠取血进行血清 Hcy水平检测，结果显示，喂

食高蛋氨酸组大鼠血清中 Hcy浓度明显高于对照组（P<0.01）；
4-PBA组大鼠血清中 Hcy浓度低于高蛋氨酸组但无统计学意

义（P>0.05）。结果见表 1。

Note: *P＜0.05 vs. Control, **P<0.01 vs. Control.

表 1 各组大鼠心率、SBP变化（n=8, x± s）
Table 1 The heart rate and SBP in each group（n=8, x± s）

HHcy 4-PBA

370± 41 372± 38

95± 10 99± 11

46.12± 8.44** 41.69± 4.79**

Control

HR（bpm） 366± 37

SBP（mmHg） 90± 9

Hcy（滋mol/L） 8.36± 2.89

2.2 HE染色观察大鼠主动脉血管形态的变化

蛋氨酸喂养 20周后，取大鼠胸主动脉血管进行 HE染色。

结果显示：Control组大鼠血管组织中，细胞排列正常，细胞核

形态正常，而 HHcy组大鼠主动脉血管平滑肌细胞肥大，平滑

肌走行紊乱，部分断裂，细胞核固缩，碎裂，管壁增厚；与 HHcy

组相比，4-PBA组大鼠主动脉血管壁变薄，血管平滑肌细胞部

分排列整齐，细胞核畸形紊乱减少。以上结果说明 HHcy引起

了主动脉血管重构，而内质网应激抑制剂 4-PBA 可以改善

HHcy引起的主动脉血管重构（见图 1）。

图 1 HE染色观察大鼠血管形态（× 40）

Fig.1 HE staining of vascular morphology in rats (× 40)

2.3 免疫组化观察主动脉血管中内质网应激相关因子 GRP78

和 GRP94的表达

GRP78和 GRP94蛋白在内质网应激时特异性表达 [14]，免

疫组化染色时可见血管平滑肌细胞胞质中出现棕黄色颗粒。免

疫组化结果显示，Control组大鼠血管平滑肌细胞胞浆中可见

少量棕黄色颗粒，HHcy组大鼠血管平滑肌细胞胞浆中可见大

量棕黄色颗粒，而 4-PBA组大鼠血管平滑肌细胞胞浆中棕黄

色颗粒比 HHcy组大鼠明显减少（见图 2），提示 GRP78 和

GRP94等内质网应激蛋白可能是 HHcy引起血管重构的重要

原因，而 4-PBA可以明显降低 GRP78和 GRP94的表达。

2.4 Western blot 检测主动脉血管中内质网应激相关因子

GRP78和 GRP94的表达

为了进一步检测 GRP78 和 GRP94 在 HHcy引起血管重

构中的表达，我们采用 western blot方法检测 GRP78和 GRP94

的蛋白表达。与 Control 组相比，HHcy 组大鼠血管组织中

GRP78和 GRP94蛋白表达升高（P<0.05），与 HHcy组比较，

4-PBA组大鼠血管组织中 GRP78和 GRP94表达降低（P<0.05）
（见图 3）。这些提示进一步提示 HHcy 引起的血管重构中

GRP78和 GRP94等内质网应激蛋白表达升高，而 4-PBA可以

明显降低 GRP78和 GRP94的表达。

2.5 Western blot 检测主动脉血管中凋亡相关因子 CHOP 和

Caspase 12的表达

CHOP 促进细胞凋亡的内质网应激的特异性蛋白。在

Control组大鼠主动脉血管中，CHOP蛋白表达较少；与 Control

组比较，HHcy组大鼠主动脉血管中 CHOP蛋白表达明显升高

（P＜0.05）；而 4-PBA组大鼠主动脉血管中 CHOP蛋白表达低

于 HHcy 组（P＜0.05）。Caspase 12 正常情况下以其前体

pro-Caspase 12的形式存在，被裂解后激活，可特异性介导内质

网应激引起的细胞凋亡。与 Control组相比，HHcy组大鼠血管

平滑肌中裂解的 Caspase 12表达升高（P<0.05），与 HHcy组比

较，4-PBA组大鼠血管中裂解的 Caspase 12表达降低（P<0.05）
（见图 4）。

2.6 TUNEL染色检测大鼠主动脉血管平滑肌细胞凋亡

Control组中可见只有极少数细胞核被染上绿色荧光，HHcy

组大鼠主动脉血管组织切片可见部分细胞胞核被绿色荧光染

色，4-PBA组大鼠主动脉血管组织切片少量细胞核被绿色荧光

染色（见图 5）。

3 讨论

HHcy与许多血管疾病的发展密切相关，是心血管疾病的
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图 2 免疫组化检测各组大鼠血管平滑肌组织 GRP78及 GRP94表达（× 20）

Fig.2 Immunohistochemical staining of GRP78 and GRP94 in vascular smooth muscle of rats (× 20)

图 3 Western blot检测各组大鼠主动脉血管中 GRP78和 GRP94蛋白表达

Fig.3 The protein levels of GRP78 and GRP94 detecting by western blot in aorta of rats

A和 C：各组大鼠主动脉血管中 GRP78蛋白表达；B和 D：各组大鼠主动脉血管中 GRP94蛋白表达。与 Control组比较，*P＜0.05；与 HHcy组比

较，#P＜0.05。

A and C: Representative immunoblots of GRP78 and results of densitometric analyses of GRP78; B and D: Representative immunoblots of GRP94 and

results of densitometric analyses of GRP94. *P＜0.05 vs. Control; #P＜0.05 vs. HHcy.

图 4 Western blot检测各组大鼠主动脉血管中 CHOP和 Caspase-12蛋白的表达

Fig. 4 The protein levels of CHOP and Caspase-12 detecting by western blot in aorta of rats

A和 C：各组 SD大鼠主动脉血管中 CHOP蛋白的表达；B和 D：各组 SD大鼠主动脉血管中裂解的 Caspase-12蛋白表达；注：与 Control组比较，

*P＜0.05；与 HHcy组比较，#P＜0.05。

A and C: Representative immunoblots of CHOP and results of densitometric analyses of CHOP; B and D: Representative immunoblots of Caspase-12 and

results of densitometric analyses of Caspase-12. *P＜0.05 vs. Control; #P＜0.05 vs. HHcy.
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图 5 TUNEL检测各组大鼠主动脉血管平滑肌细胞凋亡（× 40）

Fig.5 TUNEL staining of vascular smooth muscle of rats (× 40)

TUNEL阳性细胞核呈绿色，代表细胞凋亡，DAPI染色细胞核呈蓝色。

TUNEL-positive nucleus showing apoptosis was green and DAPI staining was blue.

诊断标志物或独立危险因素[15,16]。研究表明，HHcy介导的氧化

应激，低甲基化等损伤内皮细胞，导致炎症因子的聚集以及内

源性一氧化氮合成减少，使血栓聚集和血管舒张功能发生障

碍，可能是其导致血管功能障碍的机制之一[17,18]。另外，HHcy可

以诱导血管平滑肌细胞肥大和增殖，引起血管重构，但是长期

的 HHcy能否诱导血管平滑肌细胞的凋亡以及其与血管重构

的关系还不清楚。本研究中，高蛋氨酸喂养 20周诱导 HHcy组

血浆中同型半胱氨酸浓度显著高于正常饮食喂养的对照组，说

明 HHcy大鼠模型成功，同时 HHcy组主动脉血管 HE染色显

示，血管平滑肌细胞肥大，平滑肌走行紊乱，部分断裂，细胞核

固缩，碎裂，管壁增厚，说明长期 HHcy引起了主动脉血管的重

构，证实了 HHcy有引起血管损伤的作用，但是具体机制仍有

待阐明。

研究表明，ERS作为一种胞内细胞器上的应激反应，能够

在细胞水平上参与多种疾病的病理过程。ERS时钙稳态失衡和

蛋白质形成异常，通常表现为 GRP78和 GRP94等内质网应激

分子表达上调。GRP78、GRP94等一起作为分子伴侣，调节内质

网蛋白质合成、翻译后折叠等细胞生理过程，减轻细胞损伤 [19,20]。

本研究发现 HHcy组大鼠动脉组织中内质网应激标志性蛋白

GRP78和 GRP94的蛋白表达升高，说明 HHcy引起了血管平

滑肌细胞的内质网应激反应；同时 HHcy组大鼠主动脉血管中

内质网凋亡相关蛋白 CHOP的表达升高、裂解的 Casepase 12

增多，TUNEL染色可见明显的细胞凋亡，说明 HHcy可以通过

内质网应激引起血管平滑肌细胞的凋亡，这可能是 HHcy导致

血管重构的重要机制。

4-PBA是一种低分子量脂肪酸和一种无毒的药理化合物，

已被发现具有分子伴侣样活性，其理化性质可以稳定肽结构，

提高 ER处理折叠异常蛋白的能力，被认为是一种特异的内质

网应激抑制剂。研究表明给予腹主动脉缩窄术后小鼠口服

4-PBA可降低 GRP78、p-PERK和 p-elF2琢的表达。4-PBA还可
显著下调肥大和纤维化相关基因的表达 [21]。在本研究中，与

HHcy组相比，使用内质网应激抑制剂 4-PBA后，主动脉血管

平滑肌细胞肥大、排列紊乱、断裂以及细胞核紊乱、固缩、碎裂

减轻，内质网应激标志性蛋白 GRP78和 GRP94表达降低，内

质网凋亡相关蛋白 CHOP和 Caspase 12表达减少，进一步说明

内质网应激参与了 HHcy致血管重构，是其致血管重构的机制

之一，而内质网应激抑制剂可能对改善血管重构具有积极作用。

综上所述，高蛋氨酸喂养所致的同型半胱氨酸升高引起了

内质网分子伴侣 GRP78和 GRP94表达增加，提示 HHcy引起

了主动脉血管内质网应激反应，同时 HHcy时内质网应激凋亡

相关蛋白 CHOP和裂解的 Caspase 12表达升高，细胞凋亡增

加，而内质网应激抑制剂 4-PBA可以显著抑制这些变化，表明

HHcy可以通过内质网应激引起血管平滑肌凋亡，这可能是其

导致血管重构的机制之一，这些结果为临床上治疗 HHcy提供

了实验依据。
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