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摘要 目的：本研究旨在检测两种严重高甘油三酯血症(HTG)小鼠的血液流变学，建立具有异常血液流变学特点的 HTG小鼠模

型，以应用于进一步的相关机制研究。方法：采用 ApoC3转基因与 GPIHBP1基因敲除的 HTG小鼠及野生型小鼠，所用小鼠均为

C57BL/6J背景下 8周龄雄性小鼠，通过生物物理法检测和比较其血浆粘度、红细胞渗透脆性、变形性与电泳率。结果：与野生小鼠

相比，ApoC3转基因与 GPIHBP1基因敲除的 HTG小鼠血浆甘油三酯含量明显升高(P<0.05)，红细胞渗透脆性显著增加(P<0.05)，

变形指数与电泳率明显降低(P<0.05)，血浆粘度显著升高(P<0.05)，但血细胞计数等血常规指标均未见显著差异(P>0.05)。结论：

ApoC3tg与 GPIHBP1KO小鼠血液流变学发生异常改变，可能作为探讨 HTG血液流变学异常和动脉粥样硬化心血管疾病病理机

制的动物模型。
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Analysis of the Hemorheological Abnormalities in Mice with Severe
Hypertriglyceridemia*

To establish a mouse model of hypertriglyceridemia with hemorheological abnormalities for mechanisms

researches. ApoC3 gene transgenic and GPIHBP1 gene knock-out mice with severe hypertriglyceridemia were used to detect

the plasma viscosity, erythrocyte osmotic fragility, deformity, and electrophoresis rate by biophysical methods in comparison with the

wild type mice. All C57BL/6J male mice were aged 8 weeks. Compared with the wild-type group, severe hypertriglyceridemic

mice had higher plasma levels of triglyceride, increased plasma viscosity, larger osmotic fragility, lower maximum erythrocyte deforma-

tion index, lower erythrocyte electrophoresis rate of red blood cells (P<0.05). However, no significant change was observed in the blood

cell counts between two groups. ApoC3 transgenic and GPIHBP1 knock-out mice demonstrated hemorheological abnor-

malities. These two mouse models might be applied for the researches on pathological mechanisms for atherosclerotic cardiovascular dis-

ease with between hemorheological abnormalities under severe hypertriglyceridemia.
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前言

严重高甘油三酯血症(hypertriglyceridemia，HTG)引起动脉

粥样硬化易感[1]，是冠心病的重要危险因素[2]，血浆中高浓度的

乳糜微粒与极低密度脂蛋白对血液流变学改变有重要作用，但

至今没有很好的疾病动物模型应用于相关机制研究[3,4]。通过高

脂饲料无法引起小鼠血浆甘油三酯(triglyceride，TG)水平升高，

采用 TritonWR1339注射虽然能使血浆 TG含量升高 4-5 倍，

但仅能维持 24小时，且对动物全身影响较大。早期有学者使用

脂蛋白脂酶(lipoprotein lipase，LPL)基因敲除的严重 HTG小鼠

探索 HTG引起动脉粥样硬化机制，发现该模型血液流变学改

变，主要表现为血液黏度升高、红细胞渗透脆性增加、红细胞体

积变大[5]。这种严重 HTG模型繁殖过程较复杂，在出生时即需

要采取腺病毒注射 LPL有益突变体 S447X进行救治，给实验
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带来很大不便。为了探索严重 HTG下血液流变学异常与急性

胰腺炎及动脉粥样硬化等心血管疾病病理机制的相互关系，亟

需新的严重 HTG动物模型。

在甘油三酯代谢中，除 LPL，ApoC2、GPIHBP1与 ApoA5

等基因突变均能引起家族性严重 HTG[6-8]。ApoC3是由肝脏和

小肠合成并分泌入血的一种载脂蛋白，能够抑制 ApoC2 对

LPL的激活作用，同时提高肝脏内 VLDL生成，降低清除率和

加速小而密的 LDL生成[9]。GWAS研究与流行病学调查显示携

带 ApoC3基因突变的人群空腹或餐后 TG含量更低，动脉粥

样硬化与冠心病发病风险更低[10,11]。ApoC3参与糖脂代谢调节，

可能在 II型糖尿病合并 HTG的疾病进展中发挥重要作用[12]。

GPIHBP1是一种锚定在血管内皮细胞的糖蛋白，能够与 LPL

发生特异性结合，作为载体参与 LPL向血管内皮细胞的转运
[13,14]。当 LPL与 GPIHBP1结合时，ApoC3对 LPL水解 TG具有

更强抑制作用[15]。当患者体内携带 GPIHBP1自身抗体时，血浆

TG含量极度升高，也表现出严重 HTG[16]。

因此，无论过表达 ApoC3或敲除 GPIHBP1基因，均能引

起血浆 TG水平极度升高。为了验证 ApoC3 基因转基因与

GPIHBP1基因敲除的严重 HTG基因工程小鼠是否也发生血

液流变学改变，我们使用 ApoC3 基因转基因 (ApoC3 trans-

genic，ApoC3tg) 与 GPIHBP1 基因敲除 (GPIHBP1 knockout，

GPIHBP1KO)的严重 HTG基因工程小鼠模型，并与野生型小

鼠比较，分析其血液流变学变化。

1 材料与方法

1.1 材料

甘油三酯、葡萄糖、总胆固醇测定试剂盒购自北京中生北

控生物科技公司；DNA聚合酶购自 Takara公司；聚乙烯吡咯烷

酮、枸橼酸钠及肝素购自美国 Invitrogen公司；ApoC3tg小鼠与

GPIHBP1KO 小鼠分别由美国 Jackson 实验室和 MMRRC 提

供，野生型小鼠购自北京大学医学部实验动物中心；激光衍射

变形仪(LG-B-190)购自北京中勤世帝公司；台式冷冻高速离心

机 (5810-R) 购自德国 Eppendorf 公司；全自动酶标仪

(Bio-Rad-550)及 Real-time PCR仪购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组与基因鉴定 将实验小鼠分为三组：野生型

(wild type，WT)、ApoC3tg与 GPIHBP1KO组，每组 6只。所用

小鼠均为 C57BL/6J背景下 8周龄雄性小鼠，提取鼠尾 DNA，

采用 PCR鉴定基因型。所采用的引物见表 1。

表 1 基因鉴定的引物序列

Table 1 Primers used in genotype identification

Gene Primers PCR product

ApoC3tg Forward：AGCTGGCATAGCAGAGGTGT ApoC3 tg：60bp

Reverse：GCAGCCTCTCATTTGGAAAG

GPIHBP1KO Forward：GGTGATGCGGACCCGGAG GPIHBP1KO 519bp

Reverse：GTGTCTGATTGCAGCTCTCC

Forward：GGAGGCCTACACTAGAAGG GPIHBP1KO 655bp

Reverse：GCAGCGCATCGCCTTCTATC

1.2.2 血脂检测 自小鼠眶静脉采血，4℃，12000 rpm离心 10

min，取上层血浆，利用生化检测试剂盒测定三组小鼠(WT、

ApoC3tg与 GPIHBP1KO)血浆 TG、总胆固醇(TC)、葡萄糖(Glu-

cose，GLU)含量。

1.2.3 血常规检测 自三种小鼠静脉采不抗凝血 20 滋L，加入
2 mL稀释液里，混匀，采用血细胞计数仪测量。

1.2.4 血液流变学检测 肝素抗凝，静脉采血，加入 LG-B-190

型激光衍射仪，测定 50S-1、100S-1、200S-1切变率下的血浆粘度；

用微量压积管吸取抗凝血 10 滋L，37℃，15000 r/m，离心 5 min，

计算红细胞压积；取抗凝血 40 滋L，加入 15%聚乙烯吡咯烷酮

溶液中，取 800滋L混合液，检测红细胞变形指数；取抗凝血 20滋L，
与等渗 PBS溶液 1mL混匀，取 800 滋L混合液上样，取 20 滋L
抗凝血分别加至不同浓度 PBS溶液中，3000 rpm，离心 5 min，

比色波长 540 nm，以渗透压为 295 mOsm/kg的 PBS管的上清

液为空白对照，检测各管上清液的透光率 (Transmission rate,

Tr)，计算细胞溶解率(Haemolysis rate, Hr)。Hr=Tr (295)-Tr/Tr

(295)-Tr(0)*100%。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件进行数据分析，实验数据以均数± 标

准差(X平均± SD)表示，多组间比较采用单因素方差分析，进

一步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠体重与生化指标比较

和野生型小鼠相比，严重 HTG小鼠血浆 TG及 TC水平显

著升高(P<0.05)，但其体重与血糖水平比较没有明显差异(P>0.

05)，见图 1。

2.2 各组小鼠血常规比较

与野生型小鼠相比，严重 HTG小鼠血液中红细胞数、白细

胞数、血小板数、血红蛋白含量、红细胞平均容量、血小板体积

分布宽度、血小板平均体积、血小板压积等血常规指标均无显

著差异，见表 2。

2.3 各组小鼠血液流变学指标的比较

与野生型小鼠相比，严重 HTG小鼠的变形指数、取向指数

及小变形指数均明显降低(图 2)。
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Note: PLT, platelet; RBC, red blood cell; HGB, hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume ; PCT, thrombocytocrit; WBC, white blood cell;

MPV, mean platelet volume; PDW, platelet distribution width.

Note: Data were expressed as x± SD, n=6.

图 1 严重 HTG小鼠与野生小鼠体重与血生化指标比较

Fig.1 Comparison of the body weight and biochemical parameters between severe HTG and wild type mice

Note: n=6.*P< 0.05, compared with the wild type group.

与野生型小鼠相比，严重 HTG小鼠的红细胞电泳率明显

降低(P<0.05)，红细胞压积没有显著差异(P>0.05)；在渗透压降

至 175 mOsm/kg时，GPIHBP1KO 小鼠红细胞破碎明显增加，

破碎率达到 45.4%(P<0.05)，ApoC3tg小鼠仅有少数红细胞发

生破碎，破碎率为 17.3%(P>0.05)，在渗透压降至 145 mOsm/kg

时，GPIHBP1KO小鼠与 ApoC3tg小鼠红细胞破碎均明显增加

(P<0.05)，破碎率分别达到 93.5%与 75.4%，见图 3。

表 2 严重 HTG小鼠与野生型小鼠血常规检测结果比较(X平均± SD)

Table 2 Comparison of the results of routine blood index between severe HTG and wild type mice (Xaverage± SD)

Categories WT mice ApoC3 tg mice GPIHBP1KOmice

PLT (× 109/L) 272.5± 39.83 270.3± 81.10 276.4± 69.20

RBC (× 1012/L) 9.23± 0.78 9.03± 1.16 8.68± 0.87

HGB (g/L) 131± 14.07 129.33± 19.16 133± 6.5

MCV (fL) 44.13± 1.55 43.38± 0.97 41.65± 2.32

PCT (%) 13.64± 6.74 12.73± 4.67 11± 3.16

WBC (× 109/L) 6.64± 0.74 6.73± 0.67 7.17± 0.56

MPV (fL) 3.73± 0.24 3.75± 0.22 3.68± 0.11

PDW (%) 13.65± 0.51 13.74± 0.67 13.35± 0.73

图 2 严重 HTG小鼠与野生小鼠红细胞变形性比较

Fig.2 Comparison of the body weight and biochemical parameters between severe HTG and wild type mice

Note: n=6.*P< 0.05, compared with wild type group.
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与野生型小鼠相比，严重 HTG小鼠在低切变率 50S-1、中等

程度切变率 100S-1与高切变率 200S-1下，血浆粘度均显著升

高(P<0.05)；ApoC3tg小鼠纤维蛋白原含量升高，无统计学差异；

GPIHBP1KO小鼠纤维蛋白原含量明显升高(P<0.05)，见图 4。

3 讨论

流行病学调查研究显示我国 HTG发生率约为高胆固醇血

症的 4倍，临床大样本前瞻性研究也分析指出 HTG可作为动

脉粥样硬化心血管疾病的独立危险因素[17,18]。HTG导致动脉粥

样硬化的机制尚不明确，早期动物实验显示 HTG可以出现自

发性动脉粥样硬化，但应用的模型存在许多问题[19,20]。血管内皮

功能紊乱与动脉粥样硬化的发生密切相关[21-23]，而血液流变学

的异常能够引起血管内皮功能紊乱[24]。因此，探索 HTG下血液

流变学的改变对动脉粥样硬化机制探索具有重要的理论意义

和实用价值。为了探讨严重 HTG下血液流变学的改变，建立合

适的动物模型，我们使用了两种特殊的基因工程动物模型：

ApoC3tg与 GPIHBP1KO小鼠。这两种严重 HTG动物模型血

浆 TG水平均大于 1000mg/dL，是目前可以得到的较为理想的

严重 HTG小鼠模型。

血液流变学可以影响体内血流灌注，血浆粘度升高、红细

胞电泳迁移率下降等血液流变学异常可导致毛细血管内皮细

胞损伤、微血流阻力增大，特别是微静脉及小静脉中血流阻力

增大，进而产生组织缺血性微循环障碍[25-27]。严重 HTG小鼠发

生血栓易形成性的血液流变学改变，红细胞变形能力显著降

低，表面电荷量减少，红细胞容易产生聚集，从而增加血浆粘

图 3 严重 HTG小鼠与野生小鼠红细胞电泳率、红细胞压积与渗透脆性

Fig.3 Comparison of the erythrocyte electrophoresis rate, hematocrit and

osmotic fragility between severe HTG and wild type mice

Note: n=6.*P< 0.05, compared with wild type group.

图 4 严重 HTG小鼠与野生小鼠不同切变率下的血浆粘度的比较

Fig.4 Comparison of the plasma viscosity under different shear rates between severe HTG and wild type mice

Note: n=6.*P< 0.05, compared with wild type group.

度。血浆粘度主要反映血液力学特性，作为影响血流阻力的重要

参数，受血液组分、组分间作用与自身血流状态等因素影响[28]。

血浆粘度在一定程度上能够体现红细胞变形性、聚集性以及红

细胞压积等指标变化，当血浆粘度升高、血流阻力增加和血流

速度缓慢时，不仅降低了组织的血液灌流量，而且使红细胞、白

细胞和血小板向血管内皮的粘附能力增强，极易导致血栓的形

成[29]；红细胞变形性是描述红细胞在流动中形状变化的能力，

良好的变形能力是红细胞运输 O2和保持微循环正常灌注的必

要条件[30]，严重 HTG小鼠红细胞的变形性下降，增加了红细胞

被破坏和清除的机率，取向指数明显降低，反映严重 HTG小鼠

红细胞膜表面细微结构发生了改变；严重 HTG小鼠的小变形

指数明显改变，表明严重 HTG小鼠红细胞膜脂流动性降低；红

细胞渗透脆性代表着红细胞在低渗透压下的耐受能力，反映红

细胞膜的力学特性，严重 HTG小鼠红细胞渗透脆性增加，同样

能增加红细胞破碎率。

综上所述，ApoC3基因转基因与 GPIHBP1基因敲除的严
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重HTG小鼠发生血液流变学改变，与临床严重 HTG患者相

似，繁殖容易，应用方便，可以作为探讨严重 HTG下血液流变

学异常与动脉粥样硬化等心血管疾病相关病理机制的良好模

型。本研究首次使用 ApoC3tg与 GPIHBP1KO的严重高甘油三

酯血症小鼠模型进行血液流变学探索，以促进科学研究向临床

实践转化为目标，研究结果在一定程度上阐明了严重高甘油三

酯血症与动脉粥样硬化相关的分子机制，进一步丰富了脂代谢

-血液流变学紊乱的理论，拓展了高甘油三酯血症对动脉粥样

硬化作用的研究。
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