
长期高脂饮食对小鼠心肌组织自噬、凋亡及

炎性反应的影响

刘强　韩晨俊　吴晓云　臧旺福　周健

　　【摘要】　目的：研究长期高脂饮食对小鼠心肌组织自噬、凋亡及炎性反应的影响。

　方法：６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对照组和高脂喂养组，饲养至２４周时，称量

体质量，取小鼠心脏及附睾周围脂肪组织并称重，计算心脏质量／体质量比值；Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和实时荧光定量聚合酶链反应检测小鼠心肌组织自噬、心肌凋亡及炎性反应相关基

因的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。　结果：与对照组相比，高脂喂养组体质量、内脏脂肪和

心脏组织质量均明显增加，心脏质量／体质量的比值也明显增加（犘均＜０．０５）；小鼠心肌

组织自噬标志基因犔犆３Ⅱ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达明显降低，自噬核心基因犅犲犮狀１的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平也明显降低（犘均＜０．０５）；凋亡相关基因犅犪狓和犅犪犱的ｍＲＮＡ

表达水平均明显升高，凋亡标志蛋白裂解型胱天蛋白酶３（ｃｃａｓｐａｓｅ３）和裂解型多聚腺

苷二磷酸核糖聚合酶（ｃＰＡＲＰ）的蛋白表达水平均明显升高（犘均＜０．０５）；炎性基因

犖犔犚犘３、白细胞介素（犐犔）１β和胱天蛋白酶１（犮犪狊狆犪狊犲１）的ｍＲＮＡ表达水平均明显增

加（犘均＜０．０５）。　结论：长期高脂饮食抑制小鼠心肌组织自噬，增加心肌细胞凋亡和

炎性反应相关基因的表达。
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　　肥胖是导致心血管病的重要因素。肥胖增加

心输出量，使左室压力负荷增加，并诱发左室肥厚，

最终导致心力衰竭［１］。自噬是一种溶酶体依赖的降

解途径，需要自噬相关基因（犃犜犌）的参与，可调节

心肌细胞结构和功能［２３］。在正常心脏中，自噬充当

细胞质成分周转的管家，维持能量平衡［４］，溶酶体关

联膜蛋白２（ＬＡＭＰ２）缺乏引起的自噬降解缺陷可

导致严重的心功能障碍［５］。自噬在主动脉弓缩窄

（ＴＡＣ）、肺动脉高压（ＰＡＨ）等情况下被激活，促进

心肌肥厚，抑制自噬能减缓心肌肥厚［６］；而Ｌｉ等
［７］

发现特异性敲除心肌细胞自噬基因犃犜犌７会加重

心肌肥厚。凋亡和炎性反应在心血管病的发展中

起重要作用［８９］，自噬与凋亡的相关蛋白存在相互作

用［１０］，自噬可调节炎性小体依赖的炎性反应信

号［１１］。本研究观察长期高脂饮食对小鼠心肌细胞

自噬、凋亡和炎性反应的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

６周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠购自上海

ＳＬＡＣ实验动物公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自

ＰＩＥＲＣＥ公司；抗微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）抗体

购自Ｓｉｇｍａ公司；抗ＡＴＧ５抗体、抗ＡＴＧ７抗体、抗

裂解型多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ｃＰＡＲＰ）抗体、

抗裂解型胱天蛋白酶３（ｃｃａｓｐａｓｅ３）抗体购自ＣＳＴ

公司；抗ＧＡＰＤＨ抗体购自上海康成公司；ＲＮＡ逆

转录酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

ＴａｑＴＭ荧光实时定量ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公

司；引物购自博尚生物公司。

１．２　实验分组

常规饲料喂养１２只６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

１周，将小鼠随机分为对照组和高脂饲料喂养组

（ＨＦＤ组），每组６只。对照组继续予以常规饲料喂

养，ＨＦＤ组改为高脂饲料喂养，每周测量体质量，饲

养至２４周，禁食１２ｈ后称重并处死小鼠，取小鼠心

脏及附睾周围脂肪组织并称重。将心脏组织保存

在－８０℃冰箱中，用于蛋白质和ＲＮＡ的提取。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

取部分小鼠心脏匀浆，提取总蛋白，用ＢＣＡ蛋

白定量试剂盒进行蛋白定量，等量蛋白质经过１２％

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）后转移到硝化纤维素膜上，室温下用５％脱

脂牛奶将膜封闭２ｈ，加入 ＬＣ３、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、

ｃＰＡＲＰ、ｃｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨ等一抗４℃孵育过

夜，加入ＨＲＰ标记的兔或鼠二抗室温下孵育２ｈ，

ＥＣＬ发光，用ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００化学发光成像

分析仪显影，ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白表达水平进行

定量。

１．４　实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测

用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂分离总 ＲＮＡ，逆转录后在

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＰＣＲ系统（Ｒｏｃｈｅ公司）中用ＳＹＢＲ

预混ＥｘＴａｑ进行定量ＰＣＲ分析，引物序列见表１。

以３６犅４基因作为内参，每个样本均设置复孔，并进

行３次独立实验。

表１　狇犚犜犘犆犚引物序列

基因名称 上游引物（５′３′） 下游引物（５′３′）

３６犅４ ＡＧＣＧＣＴＣＣＴＧＧＣＡＴＴＧＣＴ ＣＣＧＣＡＧＧＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴ

犅犲犮狀１ ＡＣＣＧＴＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡ ＧＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＡＣＴＴＴＣＴＧＴ

犃犜犌５ ＴＧＴＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＧＴＧ ＧＴＣＡＡＴＡＧＣＴＧＡＴＣＴＴＧＧＣＡ

犃犜犌７ ＣＣＴＧＣＡＣＡＡＣＣＡＣＡＣＡＣ ＣＡＣＣＴＧＡＴＴＡＴＧＧＣＴＴＣＣＣ

犝犔犓１ ＡＡＧＴＴＣＧＡＧＴＴＣＴＣＧＣＡＡＧ ＡＣＣＴＣＣＡＡＧＧＴＣＧＴＧＣＴＴＣＴ

犅犃犇 ＴＧＡＧＣＣＧＡＧＴＧＡＧＣＡＧＧＡＡ ＧＣＣＴＣＣＡＴＧＡＴＧＡＴＴＧＧＧＴ

犅犪狓 ＡＧＡＣＡＧＧＧＧＣＣＴＴＴＧＣＴＡＣ ＡＡＴＴＣＧＣＣＧＧＡＧＡＣＡＣＡＴＣＧ

犖犔犚犘３ ＡＴＴＡＣＣＣＧＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧ ＣＡＴＧＡＧＴＧＧＣＴＡＧＡＡＧ

犐犔１β ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＡＧＴＧ ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＧＧＡＣＡＧ

犮犪狊狆犪狊犲１ ＡＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＣＡ ＡＣＣＣＴＣＧＧＡＧＡＡＡＧ

犔犆３Ⅱ ＴＴＡＴＡＧＡＧＣＧＡＴＡＣＡＡＧＧＧＧＧＡＧ ＣＧＣＣＧＴＣＴＧＡＴＴＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＧ

　　注：Ｂｅｃｎ１为酵母自噬基因Ａｔｇ６／Ｖｐｓ３０的同系物；ＡＴＧ５为自噬相关基因５；ＡＴＧ７为自噬相关基因７；ＵＬＫ１为人类丝氨酸／苏氨酸蛋白

激酶１；ＢＡＤ为ＢＣＬ２／ＢＣＬＸＬ相关凋亡启动子；Ｂａｘ为ＢＣＬ２相关Ｘ蛋白；ＮＬＲＰ３为ＮＬＲ家族Ｐｙｒｉｎ域蛋白３；ＩＬ１β为白细胞介素１β；

ｃａｓｐａｓｅ１为胱天蛋白酶１
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１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１０．０软件包进行统计学分析。所

有实验数据用均数±标准差表示，组间比采用狋检

验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　高脂饮食诱导小鼠肥胖并增加心脏质量

与对照组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠体质量、内脏

脂肪和心脏组织质量均明显增加，心脏质量／体质

量的比值也明显增加（犘均＜０．０５）。见表２。

２．２　高脂饮食抑制心肌组织的自噬

与对照组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠心肌组织中

Ｂｅｃｎ１和ＬＣ３Ⅱ的 ｍＲＮＡ表达水平明显降低（犘

均＜０．０５），两组犃犜犌５、犃犜犌７和犝犔犓１的ｍＲＮＡ

表达水平的差异无统计学意义，见表３。与对照组

小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠心肌Ｂｅｃｎ１和ＬＣ３Ⅱ的蛋白

表达水平明显降低（犘 均＜０．０５），两组 ＡＴＧ５、

ＡＴＧ７的蛋白表达水平的差异无统计学意义，见

表３、图１。

表２　两组小鼠体质量和心脏质量比较

组别 体质量／ｇ 心脏质量／ｇ 内脏脂肪质量／ｇ 心脏质量／体质量／ｍｇ·ｇ－１

对照组 ３０．５１±１．１７ ０．１７±０．０１ ０．８６±０．０７ ５．４７±０．６３

ＨＦＤ组 ５１．２３±０．９７（１） ０．４６±０．０４（１） １．９１±０．２４（１） ９．１４±０．７１（１）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５

表３　两组小鼠心肌自噬相关基因犿犚犖犃与蛋白表达水平比较

基因名称
ｍＲＮＡ表达水平

对照组 ＨＦＤ组

蛋白表达水平

对照组 ＨＦＤ组

犝犔犓１ １．２２±０．４３ １．０２±０．２９

犃犜犌５ １．０７±０．３９ ０．８６±０．３７ １．００±０．０２ １．０４±０．０９

犃犜犌７ １．３０±０．６１ １．１９±０．３４ １．０１±０．０６ １．００±０．０５

犅犲犮狀１ １．４８±０．５４ ０．７９±０．２３（１） １．０２±０．０８ ０．６７±０．０３（１）

犔犆３Ⅱ １．０１±０．１６ ０．６６±０．１１（２） １．００±０．０３ ０．６７±０．０７（１）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与对照组相比，（２）犘＜０．０１

图１　两组小鼠心肌自噬相关基因的蛋白表达情况

２．３　高脂饮食对心肌组织凋亡的影响

与对照组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠心肌组织中促

凋亡基因犅犪狓（１．６５±０．３３对１．０２±０．２５）和犅犃犇

（１．５７±０．３３对０．８８±０．３１）的ｍＲＮＡ表达水平明

显升高（犘均＜０．０５）；ＨＦＤ组小鼠心肌组织中凋亡

标记基因犮犘犃犚犘（１．２９±０．０３对１．００±０．０７）和

犮犮犪狊狆犪狊犲３（１．３８±０．０１对１．００±０．０８）的蛋白表

达水平显著升高（犘均＜０．０５），见图２。

图２　两组小鼠心肌凋亡相关蛋白的表达情况

２．４　高脂饮食促使心肌组织发生炎性反应

与对照组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠犖犔犚犘３的

ｍＲＮＡ（１．４６±０．４２对０．７３±０．３１，犘＜０．０５）和蛋

白（２．３７±０．０２对１．００±０．０６，犘＜０．０１）表达水平

明显升高，胱天蛋白酶１（犮犪狊狆犪狊犲１，１．６０±０．２６对

０．９７±０．１４，犘＜０．０１）和白细胞介素１β（犐犔１β，

１．１５±０．０８对０．９９±０．０７，犘＜０．０５）的ｍＲＮＡ表

达水平也明显上调，见图３。
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图３　两组小鼠炎性基因的蛋白表达情况

３　讨论

高脂饮食诱导的肥胖小鼠模型被广泛应用于

研究。据报道，２４周高脂饮食喂养可诱导小鼠肥胖

和心脏肥大［１２］。高脂饮食喂养１６周的小鼠心脏质

量和心肌细胞大小明显增加［１３］。本研究采用高脂

饲料喂养小鼠２４周，发现高脂饮食小鼠的体质量和

心脏质量／体质量显著增加，提示心肌肥大模型构

建成功。在此基础上，本研究进一步观察高脂饮食

小鼠的心肌自噬、凋亡及炎性基因的表达变化，发

现高脂饮食可以抑制小鼠心肌组织的自噬，增加心

肌组织的凋亡，加重炎性反应，提示自噬、凋亡和炎

性反应可能参与肥胖引起的心肌肥厚和功能障碍。

自噬在不同刺激如衰老、缺血、高血压等诱导

的心肌肥厚中起着重要作用［１４］。本研究为明确自

噬是否与高脂饮食引起的心肌肥大有关，检测高脂

饮食小鼠犅犲犮狀１、犃犜犌５、犃犜犌７、犝犔犓１和犔犆３等自

噬核心基因的表达变化。这些因子参与自噬的起

始、成核、伸长／封闭步骤，促进自噬体形成。其中

Ｂｅｃｎ１是自噬的关键调节因子，协调自噬途径的每

个主要步骤。ＬＣ３是自噬的标志蛋白，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的

比值可反映自噬活性。Ｌａｎｃｅｌ等
［１５］发现在高脂饮

食１２周的小鼠心肌组织中，自噬标志基因ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值的变化无统计学意义，而自噬底物Ｐ６２

的水平明显升高。Ｗａｎｇ等
［１６］的研究表明在高脂饮

食１１个月的小鼠的心肌组织中，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比

值明显降低，Ｐ６２蛋白水平明显升高。本研究结果

显示，２４周高脂饮食喂养明显降低了小鼠心肌组织

中自噬标志基因犔犆３Ⅱ和自噬核心基因犅犲犮狀１的表

达水平。但近期也有研究表明，在高脂饮食２４周的

小鼠的心肌组织中，犔犆３Ⅱ和犘６２的表达水平增加，

提示自噬通量受损与自噬降解有关［１２］。因此，需要

进一步明确肥胖状态下心肌组织的自噬活性。

细胞凋亡是维持细胞稳态的方法。在缺血／再

灌注和心力衰竭的心肌细胞中，凋亡增加，细胞凋

亡促进代偿性心肌肥厚发展为失代偿性心肌肥厚，

进而导致心力衰竭［１７］。在肥胖动物模型如ｄｂ／ｄｂ

小鼠中，心肌细胞凋亡增加，在高脂饮食诱导的肥

胖小鼠中，凋亡标志物ｃＰＡＲＰ增加
［１２］。这提示凋

亡参与了肥胖引起的心肌功能障碍。本研究检测

高脂饮食小鼠心肌组织中凋亡相关基因的变化，结

果表明高脂饮食喂养２４周可显著增加小鼠心肌细

胞凋亡基因的表达，这与先前的研究结果相似。近

期研究发现，自噬与细胞凋亡密切相关。自噬核心

基因犅犲犮狀１具有与抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２相互作用的

ＢＨ３结构域
［１８］，在凋亡中可被ｃａｓｐａｓｅ裂解，从而

失去其自噬活性［１９］。提示在高脂饮食诱导的肥胖

小鼠心肌中，细胞凋亡的增加可能是通过抑制自噬

实现。

研究发现，肥胖患者的脂肪组织释放大量炎性

因子，促进全身慢性低度炎性反应，慢性炎性反应

是肥胖患者发生心血管并发症的重要原因。在高

脂饮食诱导的肥胖动物模型中，炎性反应可能在心

肌肥大和心力衰竭的进展中起重要作用。既往文献

表明，激活ＮＬＲＰ３炎性小体可通过激活ｃａｓｐａｓｅ１促

进ＩＬ１β的成熟和分泌，进一步触发炎性反应。本

研究果显示，高脂饮食显著增加小鼠心肌犖犔犚犘３、

犮犪狊狆犪狊犲１和犐犔１β的ｍＲＮＡ表达水平。有研究表

明，６氨基３甲基嘌呤对自噬的抑制显著增加了炎

性因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＩＬ８在人和小鼠脂肪组织中

的表达，特别是在肥胖组中，自噬通过降解受损的

线粒体抑制ＮＬＲＰ３炎性小体的激活
［２０］，提示抑制

自噬可能加速炎性反应，导致心脏功能障碍。

本研究利用高脂饮食诱导心肌肥大小鼠模型，

发现长期高脂饮食可以抑制心肌细胞自噬，激活凋

亡和炎性反应，这可能为预防和治疗肥胖引起的心

血管病提供新的治疗靶点。
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