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敲除解偶联蛋白３促进高盐介导的血管内皮功能损害
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　　［摘要］　目的　探讨解偶联蛋白３（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＵＣＰ３）敲除对高盐介导的血管内皮功能损害的影响及机制。
方法　 雄性ＵＣＰ３敲除（ＵＣＰ３ＫＯ，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ背景）及相应的野生型小鼠（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）各２０只，分普盐饮食组（ｎｏｒｍａｌ
ｓａｌｔ，ＮＳ：饮食中含０．５％食盐）和高盐饮食干预组（ＨｉｇｈＳａｌｔ，ＨＳ：饮食中含８％食盐），每组１０只小鼠；饮食干预２４周后：
①二氢乙锭（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）染色荧光显微镜观察各组小鼠肠系膜动脉中超氧阴离子水平；②微血管张力检测仪观
察肠系膜动脉血管功能，包括内皮依赖性舒张功能和非内皮依赖性舒张功能；③测定鼠尾血压观察各组小鼠干预前后的
收缩压与舒张压水平。④取小鼠的胸主动脉，蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）观察 ＵＣＰ３蛋白和 ｐｅＮＯＳ的表达。结果 　与普
盐饮食ＷＴ小鼠比较，高盐饮食ＷＴ小鼠的血管超氧阴离子水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；而ＵＣＰ３敲除则显著增加高盐环境
下超氧阴离子的水平（Ｐ＜０．０５），与高盐 ＷＴ小鼠比较；高盐环境使血管内皮依赖性舒张功能受损，而高盐干预的 ＵＣＰ３
敲除小鼠与ＷＴ小鼠比较，内皮功能的损害更为显著（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示，高盐饮食显著增加 ＷＴ小鼠胸主
动脉组织中的ＵＣＰ３表达水平，降低ｐｅＮＯＳ水平。结论　 ＵＣＰ３敲除后使小鼠抗氧化应激能力下降，在高盐状态下，使血
管功能的损害加重，血压升高。

　　［关键词］　 解偶联蛋白３；血管内皮功能；高盐饮食；氧化应激
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　　高盐摄入可显著增加心脑血管事件的发生率与病
死率，与脑卒中患者死亡的相关性更强［１］。目前的研

究认为，高盐对心脑血管的影响与高盐导致机体氧化

应激反应的增强，超氧阴离子（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎ）产生
的增加密切相关［２－３］。机体对盐的敏感性存在显著的

差异，哪些因素调节机体对盐的敏感性目前还不清

楚［４］，因此，研究影响盐敏感性的分子靶点和相关的

机制，并对相关的分子靶点进行干预，将有利于盐敏感

性高血压和靶器官损害的防治。

　　线粒体是氧自由基产生的主要场所，存在于线粒
体膜上的解偶联蛋白（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＵＣＰｓ）通
过降低氢离子跨膜势能，调控超氧阴离子的产生对机

体的氧化应激水平有重要的调节作用［５］。超氧阴离

子可淬灭具有血管保护作用的一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，
ＮＯ），而高盐状态下超氧阴离子产生增加，使 ＮＯ水平
下降则可能是高盐对血压的影响和靶器官损害的重要

机制［６－７］。目前发现存在于线粒体膜上的 ＵＣＰｓ有
５种：ＵＣＰ１、ＵＣＰ２、ＵＣＰ３、ＵＣＰ４、ＵＣＰ５，而 ＵＣＰ２与
ＵＣＰ３均被认为与氧化应激相关的血管并发症存在密
切的联系［５］。前期研究表明，ＵＣＰ２敲除加重了高盐
介导的血管功能损害，提示 ＵＣＰ２可能与盐诱导的高
血压和血管功能损害相关［８］。此外，ＵＣＰ３基因的多
态性与动脉粥样硬化性血管损害有关［９］。为此，本研

究利用ＵＣＰ３基因敲除（ＵＣＰ３ＫＯ）小鼠和相应的野生
型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠探讨ＵＣＰ３是否与高盐介导的
血管损害也存在密切的联系。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组处理方法
　　ＳＰＦ级雄性８周龄 ＵＣＰ３敲除（ＵＣＰ３ＫＯ）（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ背
景）及相应的野生型小鼠（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）各２０只，体质量１８～
２２ｇ，由南京大学生命科学院张辰宇教授提供，分普盐饮食组
（ｎｏｒｍａｌｓａｌｔ，ＮＳ：饮食中含 ０．５％食盐）和高盐饮食干预组
（ｈｉｇｈｓａｌｔ，ＨＳ：饮食中含８％食盐），每组１０只小鼠；小鼠饲养
于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心。小

鼠于饮食干预２４周后处理如下：①以１０％乌拉坦（１ｇ／ｋｇ）麻
醉后测颈动脉介入血压；② 颈动脉取血后迅速取出肠系膜动
脉测定血管功能以及血管超氧阴离子水平；③ 取胸主动脉以免
疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测组织中ＵＣＰ３，ｐｅＮＯＳ表达水平。

１．２　主要仪器与试剂
１．２．１　仪器　　小鼠鼠尾血压测量仪（软隆，日本）；小血管张

力测定仪（ＭｕｌｔｉＭｙｏｇｒａｐｈＳｙｓｔｅｍ，ＤＭＴ６１０Ｍ型，丹麦）；解剖显
微镜（ＸＹＨ３Ａ型，上海永亨光学仪器制造公司）；ＴＥ２０００Ｕ倒
置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）；凝胶扫描成像系统（ＢｉｏＲａｄ公
司，美国）；核酸蛋白分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，德国）。
１．２．２　试剂　　乌拉坦（国药集团化学试剂有限公司）；食用
盐 （重庆盐业有限公司）；苯肾上腺素，乙酰胆碱，Ｌ硝基精氨
酸甲脂，二氢乙锭（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ），（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美
国）；硝酸甘油注射液（山西康宝生物制品股份有限公司）。

１．３　血管功能的评价［１０］

　　带血管的肠段置于４℃ Ｋｒｅｂｓ液（单位：ｍｍｏｌ／Ｌ，１１９ＮａＣｌ，
４．７ＫＣｌ，２．５ＣａＣｌ２，１ＭｇＣｌ２，２５ＮａＨＣＯ３，１．２ＫＨ２ＰＯ４，１１Ｄ
葡萄糖，）中，在解剖显微镜下分离肠系膜动脉一级分支（长

２０～２．５ｍｍ）。按照操作说明将血管环固定在充满Ｋｒｅｂｓ液的
浴槽中。调节浴槽温度在３７℃，并持续通以５％ＣＯ２、９５％Ｏ２的
混合气体，调节初张力，平衡６０ｍｉｎ后先以ＫＣｌ（６０ｍｍｏｌ／Ｌ）预
激血管３次，再次平衡２０ｍｉｎ。
　　内皮依赖性舒张功能的检测方法：加入１０－５ｍｏｌ／Ｌ苯肾上
腺素（ＰＥ）预收缩血管，反应曲线在到达平台期后分别加入
１０－９～１０－５ｍｏｌ／Ｌ的乙酰胆碱（ＡＣｈ）。用一氧化氮合酶
（ｅＮＯＳ）的抑制剂 ＬＮＡＭＥ（１００μｍｏｌ／Ｌ）孵育血管３０ｍｉｎ后，
以ＰＥ（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）预收缩血管，再次以ＡＣｈ（１０－９～１０－５ｍｏｌ／Ｌ）舒
张血管。

　　非内皮依赖性舒张功能的检测方法：加入１０－５ｍｏｌ／Ｌ苯肾
上腺素（ＰＥ）预收缩血管，反应曲线在到达平台期后分别加入
１０－９～１０－５ｍｏｌ／Ｌ的硝酸甘油（ＮＴＧ）。
　　舒张功能以 ＡＣｈ或 ＮＴＧ的舒张幅度占 ＰＥ预收缩幅度的
百分比表示。采用ＧｒａｇｈｐａｄＰｒｉｓｍ３．０软件作图并计算最大收
缩或最大舒张反应（Ｅｍａｘ）。
１．４　超氧阴离子检测［１１］

　　在显微镜下分离肠系膜动脉血管条，以冰冻切片剂包埋后
迅速置－２０℃中，２０ｍｉｎ后行切片，切片贴附于盖玻片并放置
在六孔板中，加入浓度为４０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＥ染色液，３７℃避光
孵育３０ｍｉｎ。以 Ｋｒｅｂｓ液洗涤３次后置于荧光显微镜下，进行
照相。采用ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓ３．２软件（Ｎｉｋｏｎ）进行图像采集和荧
光强度分析。

１．５　小鼠血压的测定
　　鼠尾血压：采用鼠尾无创血压仪测定小鼠清醒状态下的鼠
尾血压。

１．６　血管组织的蛋白检测［１１］

　　采用蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）：取小鼠胸主动脉参照既往
方法经蛋白提取、定量，蛋白电泳，转膜，蛋白封闭，抗原抗体反

应，暗室显影等步骤后以凝胶成像系统扫描分析条带光密度值

（ＯＤ值），计算每个蛋白条带光密度值与内参照 ＧＡＰＤＨ光密
度值的比值。

１．７　统计学分析
　　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据用 珋ｘ±ｓ珋ｘ表示，两组间
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比较以非配对ｔ检验进行统计分析，采用ＧｒａｇｈｐａｄＰｒｉｓｍ３．０软
件作图。

２　结果

２．１　ＵＣＰ３与高盐介导的血管超氧阴离子的水平升
高有关

　　高盐饮食２４周后，以二氢乙锭荧光强度示，ＷＴ小鼠普盐
及高盐饮食超氧阴离子水平分别为（１５．３５±３．１０）、（２７．１３±
６．２２），ＵＣＰ３ＫＯ小鼠普盐及高盐饮食超氧阴离子水平分别为
（１９．０７±５．１９）、（３８．５１±７．５２）。无论是 ＷＴ小鼠还是 ＵＣＰ３
ＫＯ小鼠高盐干预后，与对应的普盐饮食小鼠比较肠系膜动脉
中超氧阴离子的水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；而与高盐饮食的
ＷＴ小鼠比较，ＵＣＰ３ＫＯ小鼠动脉中超氧阴离子的水平升高更
为显著（Ｐ＜０．０５）。提示在ＵＣＰ３敲除后更为显著增加高盐介
导的超氧阴离子的释放，见图１。
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Ａ：ＷＴＮＳ；Ｂ：ＷＴＨＳ；Ｃ：ＵＣＰ３ＫＯＮＳ；Ｄ：ＵＣＰ３ＫＯＨＳ
图１　ＤＨＥ染色荧光显微镜观察各组小鼠肠系膜动脉中超氧

阴离子水平

２．２　ＵＣＰ３敲除加重高盐饮食介导的血管内皮功能损害
　　高盐干预的小鼠肠系膜动脉乙酰胆碱诱导的血管内皮依

赖性舒张功能显著受损，无论是与 ＷＴＮＳ比较还是与
ＵＣＰ３－／－ＮＳ比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；而与 ＷＴ
ＨＳ比较，ＵＣＰ３－／－ＨＳ的乙酰胆碱诱导的血管内皮依赖性舒张
功能受损更为显著，两组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而ｅＮＯＳ抑制剂ＬＮＡＭＥ预孵后，以上差异消失，提示ＵＣＰ３敲
除后加重了高盐介导的血管内皮功能损害。硝酸甘油诱导的

血管非内皮依赖性舒张功能在各组小鼠中无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。结果见图２。

２．３　ＵＣＰ３敲除促进高盐介导的血压作用
　　２４周饮食干预后，ＷＴＨＳ组小鼠的鼠尾收缩压、舒张压与
ＮＳ组小鼠比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；而ＵＣＰ３ＫＯＨＳ组的
鼠尾收缩压则显著高于ＮＳ组（Ｐ＜０．０５）。舒张压虽有升高的
趋势，但经统计学比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。结果见图３。
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Ａ：鼠尾收缩压 ａ：Ｐ＜０．０５，与ＵＣＰ３ＫＯＮＳ比较；Ｂ：鼠尾舒张压
图３　高盐饮食干预对小鼠鼠尾血压的影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴＮＳ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＵＣＰ３ＫＯＮＳ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴＨＳ比较
Ａ：以苯肾上腺素（ＰＥ，１０－５ｍｏｌ／Ｌ）预收缩后，Ａｃｈ诱导的血管内皮依赖性舒张反应；Ｂ：以ＬＮＡＭＥ预孵３０ｍｉｎ后，ＰＥ预收缩，Ａｃｈ
诱导的血管内皮依赖性舒张反应；Ｃ：以苯肾上腺素（ＰＥ，１０－５ｍｏｌ／Ｌ）预收缩后，ＮＴＧ诱导的血管非内皮依赖性舒张反应

图２　微血管张力检测仪观察肠系膜动脉血管功能
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２．４　高盐对血管组织ＵＣＰ３和ｐｅＮＯＳ表达的影响
　　高盐饮食使 ＷＴ小鼠主动脉组织中 ＵＣＰ３的表达水平
（１１４±０．１９）与ＷＴ普盐组小鼠（０．８８±０．１４）比较显著上升
（Ｐ＜０．０５）；同时，对于ＷＴ小鼠主动脉组织中ｐｅＮＯＳ，与普盐
饮食表达水平（０．８８±０．１０）相比，高盐饮食表达水平（０．７０±
０．０９）显著下降。ＵＣＰ３敲除后，普盐饮食和高盐饮食的ｐｅＮＯＳ
表达分别为（０．８４±０．０７）、（０．５１±０．０７），提示 ＵＣＰ３敲除后
高盐饮食的ｐｅＮＯＳ水平下降更为显著，ＵＣＰ３高盐饮食小鼠与
ＷＴ高盐饮食小鼠比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：１、２：ＷＴＮＳ；３、４：ＷＴＨＳ；Ｂ：１：ＷＴＮＳ；２：ＷＴＨＳ；３：ＵＣＰ３ＫＯ

ＮＳ；４：ＵＣＰ３ＫＯＨＳ

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高盐饮食对ＵＣＰ３（Ａ）和ｐｅＮＯＳ（Ｂ）的表达

３　讨论

　　在本研究中，我们发现，ＵＣＰ３ＫＯ小鼠在高盐环
境下血管产生的超氧阴离子水平与相应的ＷＴ小鼠比
较显著增加，血管组织中 ｐｅＮＯＳ的水平显著下降；另
外，其由乙酰胆碱诱导的肠系膜动脉血管内皮依赖性

舒张功能亦较相应的 ＷＴ小鼠显著下降，但由硝酸甘
油诱导的血管非内皮依赖性舒张功能各组小鼠间无显

著性差异。鼠尾血压数据表明，高盐饮食可显著升高

ＵＣＰ３ＫＯ小鼠的收缩压，而对 ＷＴ小鼠的血压则无显
著的影响。此外，我们还发现高盐饮食组 ＷＴ小鼠胸
主动脉组织中的ＵＣＰ３水平显著升高。
　　我国一般人群中盐敏感者１５％ ～４２％，而原发性
高血压群体中盐敏感者占６０％。黑人盐敏感比例更
高，另外老年人、糖尿病、肥胖、代谢综合征人群盐敏感

性的比例也明显增高。我国目前已有超过２亿的高血
压患者，９千万的糖尿病人群，约７千万的肥胖人群，
加上我国面临的人口老龄化问题，因此，研究盐的敏感

性机制，制定相关的心脑血管疾病及相关的并发症的

防治策略具有重要的现实意义。氧化应激是高盐导致

血管损伤和血压升高的重要机制［１２］，但至于盐敏感个

体为什么在高盐状态下机体氧化应激增强，目前尚未

完全清楚。线粒体是机体氧自由基的重要来源，而线

粒体膜电势是调节超氧阴离子产生的主要因素。膜电

位电势升高，呼吸链不能将质子泵入内外膜间隙，呼吸

链氧化功能下降，中间产物处于还原状态的时间延长，

这样就增加了活性中间体中电子逃逸的机会，被氧捕

获后还原氧的同时导致超氧阴离子产生增加［１３］。研

究发现，ＵＣＰ３可通过降低线粒体膜势能从而减少氧
自由基的产生，是调节体内氧化应激的重要功能蛋

白［１４］。本研究显示，在高盐环境下，ＵＣＰ３敲除后血管
中超氧阴离子水平显著高于 ＷＴ小鼠，同时血管组织
中ｐｅＮＯＳ的水平显著下降，以致血管内皮依赖性舒
张功能显著低于相应的 ＷＴ小鼠，这些研究结果提示
ＵＣＰ３可能是血管应对高盐环境的一个重要保护性调
节因子，而ＵＣＰ３的缺失使机体的抗氧化能力下降，使
机体对盐的敏感性增加。

　　ＵＣＰ３ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠在给予普盐饮食时鼠
尾血压无显著性差异，说明在生理状态下，ＵＣＰ３对血
压的影响不大。在高盐环境下，ＷＴ小鼠血压虽有一
定的上升趋势，但与普盐饮食比较仍无显著差异，这与

他人的研究结果类似，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ遗传背景的小鼠血压
对高盐不敏感［１５］。提示正常功能的 ＵＣＰ３至少可以
减轻高盐环境对血压和血管功能的影响。有研究显

示，ＵＣＰ３基因多态性与动脉粥样硬化尤其是冠脉术
后支架内的再狭窄有显著的相关性［１６］。这些证据提

示ＵＣＰ３的功能异常或缺失可能在高血压、动脉粥样
硬化等疾病的发病机制中发挥一定作用。

　　在进一步的研究中，我们发现高盐环境可显著增
加野生型小鼠胸主动脉组织中ＵＣＰ３的表达。既往有
研究表明在氧化应激状态下，ＵＣＰ３的 ｍＲＮＡ与蛋白
表达增加，推测可能是机体应对氧化应激的一种反馈

代偿机制［１７］。因此，在高盐环境下通过饮食或药物干

预的方式上调ＵＣＰ３的表达或增加 ＵＣＰ３的活性可能
在盐敏感性高血压和高盐诱导的血管功能障碍中具有

潜在的有益作用，但尚需进一步证实。
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体位压迫预防肝穿刺活组织检查术后出血１７３例观察
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ｈｔｍｌ（２０１３０４１０）

　　肝穿刺活组织检查术有时会引起腹腔内大出血，是术后
引起死亡的主要原因。以往预防肝活检术后出血的主要措施

为采用腹带和沙袋压迫的方法，但这种护理方法不仅部分限

制了患者的活动，使患者不适，且易出现穿刺点疼痛、腰背酸

痛、排尿困难等情况，且仍有少部分患者发生出血，国外报道

出血的发生率为０．４％～５．３％［１－２］，国内报道为０．６％［３］，因

此探索新的预防出血的方法甚为必要。我院于２０１０年１０月
至２０１２年１２月对１７３例患者进行了肝活检，通过体位压迫
替代沙袋、腹带的护理方法，无１例发生出血，且患者舒适度
好，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　２０１０年１０月至２０１２年１２月在我院为明确诊断病情实施
肝穿刺患者１７３例，其中 ＣＴ引导下穿刺３２例，彩超引导下穿
刺１４１例。其中慢性乙型肝炎７８例，肝癌２５例，自身免疫性肝
病２２例，药物性肝损害９例，肝脓肿８例，脂肪肝８例，肝硬化
７例，淤胆型肝炎２例，急性病毒性肝炎２例，肝包虫病１例，肝

豆状核变性１例，慢性丙型肝炎１例，未见异常者９例。其中
男性９９例，女性７４例，年龄１５～８０岁，平均４３．０岁。所有患
者均具备肝脏活检的适应证。

１．２　方法
　　患者取仰卧位，身体右侧靠床沿，右臂上举置于枕后，穿刺
点一般取右侧腋中线第８～９肋间或较突出的肝叶病灶处（减
弱回声或无回声区）。常规消毒局部皮肤、铺巾后，在彩超或

ＣＴ定位下，用２％利多卡因局部麻醉，将穿刺针推进至肝包膜，
嘱患者深吸气后深呼气末屏气５ｓ，再次在彩超或ＣＴ引导下采
用一次性活检枪（美国巴德 Ｒｅｆ．ＭＣ１４１６）快速打枪，钳取出肝
组织条即拔针。拔针后立即以无菌纱布按压针眼５～１０ｍｉｎ，
然后彩超或ＣＴ检查肝脏是否有出血，确认无出血，穿刺点局部
用安尔碘消毒，再予创可贴覆盖。将穿刺获得的肝活组织条注

入１０％甲醛固定液标本瓶中及时送检。

１．３　护理
１．３．１　术前心理疏导　　术前向患者强调体位护理对预防术
后出血的作用，反复说明其重要性，多和患者沟通，指导患者做

呼吸屏气训练、床上排便等，针对患者情况强化健康宣教。

１．３．２　术后体位压迫护理　　患者术后返回病房途中给予俯
卧位，安全返回病房后协助取右侧卧位：双上肢屈肘，左手放于

胸前，右手放于枕旁。右腿伸直，左腿屈曲并用软枕或靠垫至

与同侧髋部等高或略低。右侧卧位可以使肝脏穿刺点利用肝
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