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Omega-6型多不饱和脂肪酸增加急性心肌缺血损伤“易感性”的机制研究
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摘要: 脂质代谢紊乱是冠心病的常见病理特征。虽然增加不饱和脂肪酸 (PUFA) 的摄入一直以来被认为可以

有效预防冠心病, 但是越来越多的临床试验却否定了该观点。PUFA在冠心病中的具体作用机制尚不明确。本实

验通过建立 omega-6型 PUFA负荷急性心肌缺血的动物模型, 来探讨 PUFA对心肌缺血损伤的影响及其潜在机制。

实验方案及程序均符合动物使用和护理的伦理原则, 并已获暨南大学动物实验伦理委员会批准。实验采用亚油酸

(LA) 连续灌胃 14天后, 大剂量腹腔注射异丙肾上腺素 (ISO) 诱导急性心肌缺血以建立动物模型。24 h后, 采用小

动物超声影像系统检测心脏功能。随后, 采集血清及心肌组织样本进行心肌酶、磷脂组学分析、试剂盒含量测定和

Western blot检测。心脏功能结果表明, 与单纯LA组比较, LA负荷 ISO小鼠的左心室射血分数 (EF%) 和左心室缩

短分数 (FS%) 显著降低, 天门冬氨酸转移酶 (AST)、肌酸激酶同工酶 (CK-MB) 和乳酸脱氢酶 (LDH) 显著增加。磷

脂组学分析表明, 与 ISO组比较, LA负荷 ISO小鼠心肌组织中的PUFA显著增加, 且氧化型磷脂酰乙醇胺 (ox-PE) 的

含量变化最为显著。还原型辅酶Ⅱ (NADPH)、谷胱甘肽 (GSH)、丙二醛 (MDA) 试剂盒测定结果表明, 与单纯LA组

比较, LA负荷 ISO小鼠心肌组织中的GSH和NADPH的含量显著降低, ox-PE的产物MDA显著增加。Western blot

结果显示 , 花生四烯酸 12/15-脂氧合酶 (ALOX15) 蛋白表达随缺血造模显著增加 , 亚油酸负荷后 4-羟基壬烯醛

(4-HNE) 的表达显著增加。本研究结果表明, ALOX15介导的 ox-PE产生可能是LA摄入过量加剧心肌缺血损伤“易

感性”的关键机制。本实验为PUFA是否可作为一种有效预防冠心病的代替疗法策略提供实验依据, 更为冠心病的

早期预防策略提供新的干预靶标。
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Additional supplemental intake of polyunsaturated fatty acid (PUFA) has long been considered to be an effective

strategy for preventing CHD, but more and more clinical trials have denied this view. Still, it is ambiguity for the

specific mechanism of PUFA in CHD. The experimental programs are compliant with ethical principles for animal

use and have been approved by the Animal Experiment Ethics Committee of Jinan University. In the present study,

we established an animal model by intake of omega-6 PUFA combined acute myocardial ischemia to explore the

mechanism of CHD. Intragastric administration of linoleic acid (LA) for 14 days, intraperitoneal injection of

isoprenaline (ISO) was applied to induce acute myocardial ischemia for the animal model establishment. The

animal ultrasound imaging system was used to detect cardiac function in vivo after ISO injection for 24 h. Serum

and heart tissue samples were collected for the myocardial enzyme, phospholipidomics analysis and molecular

biological detection. Compared to the LA group, the cardiac function showed that the left ventricular ejection

fraction (EF% ) and the left ventricular shortening fraction (FS% ) decreased, aspaetate aminotransferase (AST),

creatine kinase isoenzyme (CK-MB), and lactate dehydrogenase (LDH) increased in the LA + ISO mice. Compared

to the ISO group, the phospholipidomics analysis showed that the PUFAs significantly were raised in the LA + ISO

myocardium, and the content of oxidized phosphatidylethanolamine (ox-PE) changed most remarkable. Compared

with the ISO group, the molecular biology detection showed that glutathione (GSH) and nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate (NADPH) were depleted, the end-products of ox-PE were increased, and the level of

arachidonic acid 12/15-lipoxygenase (ALOX15) protein expression increased obviously. We suggest that ALOX15

mediated phospholipid peroxidation might be the critical mechanism of LA increased the susceptibility of

myocardial ischemia injury. This study provides an experimental basis for whether PUFA could be used as an

alternative treatment strategy for CHD prevention and provides a new intervention target for the early prevention

strategy of CHD.

Key words: unsaturated fatty acid; myocardial ischemia; susceptibility; arachidonic acid 12/15-lipoxygenase;

lipid peroxidation

冠心病是一种因冠状动脉粥样硬化病变引发血管

腔狭窄或堵塞, 导致心肌缺血、缺氧为主要临床表现

的一类心脏病, 是高发病率和高致死率的疾病之一。到

2020年, 我国冠心病患者已高达 1 139万人[1]。目前,

临床针对冠心病的治疗主要包括药物治疗和必要时

采取介入治疗。虽然这样的治疗策略可以延缓疾病进

程, 却无法挽救已经坏死的心肌组织和恢复血液灌流

后对心肌造成的二次再灌注损伤。因此, 对该疾病二

级危险因素的早期预防则尤为重要。近年来, 围绕对

冠心病二级预防的研究发现, 80%的冠心病患者可以

通过调整饮食、增强运动和改善体重指数延缓发病

进程[2]。

脂肪、糖类、蛋白质是机体的三大营养物质, 其中

脂肪可为维持心脏的正常功能提供约 60%的能量[3]。

随着研究的深入, 采用多不饱和脂肪酸 (polyunsaturated

fatty acid, PUFA) 代替部分饮食饱和脂肪酸 (saturated

fatty acid, SFA) 的代替疗法被广泛关注。有研究表明,

PUFA可作一种营养补剂与他汀类药物共同作用, 通

过调节血糖、血压和胰岛素分泌, 来降低冠心病患病风

险[4]。亚油酸 (linoleic acid, LA) 是一种由 18个碳原子

组成, 含有2个不饱和双键的PUFA, 广泛存在于芝麻油、

花生油及橄榄油中, 是日常饮食摄入最多的PUFA之一[5]。

LA因具有协助胆固醇转运代谢的功能, 可降低血清中

低密度脂蛋白水平从而减缓动脉粥样硬化发展, 被膳

食指南推荐可以代替 SFA, 以降低冠心病风险[6]。因

LA生物化学性质的特点, 有研究认为LA虽然可以在

β-氧化中作为提供能量的底物, 但在体内丰富的酶促

系统下也可以代谢产生前列腺素、白三烯等诱导炎症

的发生[7]。此外 , PUFA 作为膜磷脂的重要组成成分 ,

在维持膜的流动性上具有重要意义, 但因其含有不饱

和键的结构特点, 使细胞膜具有较大的氧化风险[8]。有

大量研究显示, LA摄入过量会导致氧化应激、肥胖和炎

症等, 加剧冠心病的发病进程[9]。但是, LA对冠心病

病理机制的具体作用仍不明确。

综上所述, 本研究通过建立 LA负荷急性心肌缺

血的动物模型, 采用磷脂质组学分析和Western blot等

技术, 对 LA增加心肌缺血损伤“易感性”的具体病理

机制进行深入研究, 旨在为 PUFA代替疗法预防冠心

病的策略是否具有可行性提供实验依据, 更为早期冠

心病治疗提供干预靶标。

材料与方法

药品与试剂 亚油酸 (L-100442) 购自于上海阿

拉丁生化科技有限公司; 异丙肾上腺素 (isoprenaline
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hydrochloride, ISO) (HY-B0468-1G) 购自于MedChem‐

Express公司; BCA蛋白定量试剂盒 (23225) 购自于美

国 Thermo Fisher Scientific公司; 花生四烯酸 12/15-脂

氧合酶 (arachidonic acid 12/15-lipoxygenase, ALOX15)

抗体 (ab244205) 和 4-羟基壬烯醛 (4-hydroxynonenal,

4-HNE) 抗体 (ab46545) 购自于英国 Abcam 公司 ;

GAPDH (FD0068)、辣根酶标记山羊抗兔 IgG (FDR007)、

辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG (FDM007) 和蛋白 5×

loading buffer (FD002) 均购自于杭州弗德生物科技有

限公司 ; RIPA 裂解液 (P0013C) 和丙二醛 (malondial‐

dehyde, MDA) 检测试剂盒 (S0131S) 购自于上海碧云

天生物技术有限公司 ; 还原型辅酶Ⅱ (nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate, NADPH) 含量试剂盒

(NADP-1-Y) 购自于苏州科铭生物技术有限公司; 谷

胱甘肽 (glutathione, GSH) 测定试剂盒 (A006-2-1) 购

自于南京建成生物科技公司; 氯仿 (3084) 购自于天津

大茂化学试剂厂; 甲醇 (67-56-1) 购自于广东光华科技

有限公司; Na2MoO4·2H2O (M1003)、抗坏血酸 (A5960)

和磷酸二氢钠 (S8282) 均购自于美国 Sigma Aldrich

公司。

实验仪器 全自动快速研磨仪 (JXFSTPRP-24, 上

海净信科技公司); 高速冷冻离心机 (D-16C, Satorius

公司); 多功能酶标仪 (MK-3, Labsystem公司); 垂直电

泳仪 (DYCZ-25E, 北京六一生物科技公司); 全自动化

学发光成像分析系统 (Tanon 5200, 上海天能科技有限

公司); 全自动生化分析仪 (BK-400, Biobase 博科公

司); 超高频高分辨小动物超声影像系统 (Vevo 2100,

Visualsonics 公司); 双三元高效液相色谱仪 (DGLC)、

四极杆轨道阱高分辨质谱仪 (Q-Exactive) 均购自赛默

飞公司。

实验动物 7～8周龄雄性昆明小鼠, 购自南方医

科大学实验动物管理中心 , 许可证编号 SCXK (粤)

2021-0041。饲养于SPF级实验动物中心, 饲养条件保

持 (22 ± 2) ℃, 相对湿度 (50% ± 10%), 12 h/12 h明暗

交替, 自由饮食摄水。实验方案及程序均符合动物使

用和护理的伦理原则, 并已获暨南大学动物实验伦理

委员会批准。

动物模型的建立及分组 根据世界卫生组织发布

的膳食指南[10], 每 60 kg人体, 每日所需 2 000千卡热量

中的50%来源于脂肪计算得出, 需摄入脂肪为2 g·kg-1。

本实验在基础饲料之上, 采用 2 g·kg-1 LA灌胃 14天作

为主要脂肪摄入来源; 采用 50 mg·kg-1 ISO 腹腔注射

24 h以诱导急性心肌缺血[11]。基于模型建立的方案如

图 1所示, 将小鼠随机分为正常对照组 (Cont)、亚油酸

组 (LA)、异丙肾上腺素组 (ISO) 和亚油酸负荷异丙肾

上腺素组 (LA + ISO) 组。

超声心动图检测 采用 1.5%异氟烷气体麻醉机

麻醉小鼠后, 给胸腔处脱毛, 仰卧位固定于鼠板上, 在

脱毛处涂抹医用耦合剂, 使用MS250小鼠电子线阵探

头在 13～24 Mhz 条件下进行超声心动图检测 , 采集

3个以上心动周期并求取平均值。

血清心肌酶检测 采用摘眼球取血后, 室温静置

30 min, 3 500 ×g离心 15 min收集上清, 采用全自动生

化仪对心肌酶天门冬氨酸转移酶 (aspaetate amino‐

transferase, AST)、肌酸激酶同工酶 (creatine kinase

isoenzyme, CK-MB) 和乳酸脱氢酶 (lactate dehydro‐

genase, LDH) 进行检测。

磷脂组学检测 将心肌组织置于 0.75% KCl中采

用超声匀浆破碎, 随后在样品匀浆液中加入约 5 mL氯

仿-甲醇 (2∶1) 混合液, 置于冰上涡旋萃取。静置 1 h

后, 采用氯仿-甲醇混合液浸润过的滤纸过滤萃取液。

用氮气将萃取液吹干后, 采用 200 μL甲醇复溶吹干的

样品, 取适量的复溶液用于测定磷含量, 并根据标准曲

线计算出样品中的总磷量。最后制备成磷量为20 nmol

的40 μL样品放入液相瓶中进行LC-MS/MS分析。

磷脂过氧化相关检测 分别称取小鼠心脏组织约

20 mg, 按照试剂盒说明书对小鼠心脏组织中NADPH

含量、GSH含量、MDA含量进行测定。

蛋白免疫印迹检测 将约 15 mg心肌组织按比例

加入RIPA裂解液提取组织总蛋白, 通过BCA法测定

蛋白浓度。随后加入 5×上样缓冲液混匀, 置于金属浴

100 ℃加热 10 min使蛋白变性。吸取 20 μg蛋白样品

上样, 进行 SDS-PAGE电泳, 湿法转膜 70 min。5%脱

脂牛奶封闭 1.5 h, 4 ℃条件下一抗孵育过夜, 洗膜, 室

温条件下二抗孵育 2 h。洗膜后, ECL化学发光工作液

用于显色, 全自动化学发光成像系统用于显影, 采用

Image J软件对结果进行分析。

统计学分析 采用GraphPad Prism对实验数据进

行绘图 , 实验数据均以平均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示 ,

采用 SPSS 26软件对实验数据进行统计分析, 两组数

据间用独立样本 t检验 (t-test), 3组及以上用单因素方

差分析 (one-way ANOVA), 方差不齐采用 Tamhane's

T2检验, P < 0.05 被认为具有统计学意义。

Figure 1 Experimental scheme of ischemia animal model in

excessive intake linoleic acid mice. LA: Linoleic acid; ISO:

Isoprenaline; ig: Intragastrical; ip: Intraperitoneal
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结果

1 亚油酸对心肌缺血小鼠超声心动图的影响

模型建立 24 h后, 采集小鼠的超声心动图进行分

析。图 2A 是小鼠超声心动图的代表性图, 从图中可

见, 与正常组相比 , LA 组无显著改变 , ISO 组与 LA +

ISO组的左心室腔扩大、室壁变薄、心室的运动幅度减

低。与 ISO组相比, LA + ISO的变化更明显。通过左

心室后壁舒张末厚度 (LVPW; d)、左心室后壁收缩末

厚度 (LVPW; s)、左心室舒张末内径 (LVID; d) 和左心

室收缩末期内径 (LVID; s) 等参数可计算出左心室射

血分数 (EF%) 和左心室缩短分数 (FS%)。结果如图

2B、C 所示 , 与正常组相比 , ISO 组与 LA + ISO 组的

EF%与FS%均显著降低, 且LA + ISO组的变化相较于

ISO组更为显著。

2 亚油酸对心肌缺血小鼠血清心肌酶的影响

血清心肌酶检测是评价急性心肌损伤的关键指

标, 主要包括AST、CK-MB和LDH等。图 3A～C中的

结果显示, 与正常组相比, LA组无显著改变, ISO组与

LA + ISO组的 AST、CK-MB和 LDH含量均有显著增

加。与 ISO 组相比 , LA + ISO 组的 AST、CK-MB 和

LDH含量的变化更为显著。结合图 2、3数据提示, 单

纯LA摄入过量不会引发心肌损伤, 但当腹腔注射 ISO

引发心肌缺血损伤时, LA摄入过量的小鼠心肌损伤更

为严重。

3 亚油酸对缺血心肌脂质组成的影响

上述图 2、3的结果提示, LA摄入过量可增加对缺

血损伤的“易感性”。为了探索LA摄入对心肌组织的

磷脂组成影响, 采用本课题组成熟的LC-MS/MS磷脂

组学进行分析, 结果显示: 与 ISO组相比, LA + ISO组

小鼠心肌组织中不同类型的磷脂含量均有所增加, 包

括磷脂酰乙醇胺 (phosphatidylethanolamine, PE) 27种、

磷脂酰胆碱 (phosphatidylcholine, PC) 19 种、磷脂酰

丝氨酸 (phosphatidylserine, PS) 9 种和磷脂酰甘油

(phosphatidyl glycerol, PG) 5种。以 PE类型的含不饱

和双键的脂肪酸侧链含量最为丰富, 其中PE (38∶4) 和

PE (40∶8) 增加最为显著 (图4)。

4 亚油酸对缺血心肌磷脂氧化的影响

PE作为小鼠心脏中含量丰富的一种磷脂成分, 因

其含有不饱和键的结构特点, 也是自由基和多种氧化

酶的作用目标[12]。PE经酶促或非酶促反应可产生氧

化型磷脂酰乙醇胺 (oxidized phosphatidylethanolamine,

ox-PE), 通过信号通路传导可加速细胞损伤[13]。对磷

脂组学进行进一步分析发现, 与 ISO组相比, LA + ISO

组的心肌组织中 PE (36∶3) + 1O、PE (40∶8) + 1O 等

ox-PE的含量显著增加 (图5)。

5 亚油酸对氧化PE相关指标的影响

PE过氧化是一种包括起始、传播和终止 3个阶段

的复杂链式反应, 在这个过程中GSH耗竭和NADPH

降低是引发PE过氧化的关键诱因, MDA是PE过氧化

后的氧化产物之一[14]。由此 , 本实验采用 NADPH、

GSH 和 MDA 含量测定以明确 PE过氧化的情况。结

果如图 6A～C所示, 与正常组相比, LA组无显著改变,

Figure 2 Effects of LA on echocardiography in myocardial

ischemia mice. The representative echocardiography images (A), the

left ventricular ejection fraction (EF%, B), and the left ventricular

shortening fraction (FS%, C) for the 4 groups of mice. n = 3, x̄ ± s.
**P < 0.01 vs the control (Cont) group; #P < 0.05 vs ISO group

Figure 3 Effects of LA on serum myocardial enzymes in myocardial ischemia mice, the content of AST (A), CK-MB (B) and LDH (C).

n = 3, x̄ ± s. ***P < 0.001 vs Cont group; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs ISO group. AST: Aspaetate aminotransferase; CK-MB: Creatine kinase

isoenzyme; LDH: Lactate dehydrogenase
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ISO 组与 LA + ISO 组的 NADPH 和 GSH 显著降低 ,

MDA含量显著增加。与 ISO组相比, LA + ISO的变化

更为显著。结合图5、6的数据说明, ox-PE可能是LA摄

入过量引发心肌缺血损伤“易感性”增加的关键信号。

6 心肌缺血诱导磷脂过氧化相关蛋白的表达

ALOX15是一种非血红素含铁双加氧酶, 可催化

多不饱和脂肪酸双加氧生成相应的过氧化衍生物[15]。

有研究表明, ALOX15通过被铆钉定于细胞膜上参与

膜 PE的氧化产生磷脂酰乙醇胺氢过氧化物 (phospha‐

tidylethanolamines hydroperoxides, PE-OOH), 最终产

生末端产物 4-HNE, 诱导细胞膜破裂损伤[16]。图 7结

果表明, ISO与LA + ISO组ALOX15的蛋白表达显著

增加。此外, 与 ISO 组相比 , LA + ISO 组 4-HNE的蛋

白表达均显著增加。综合图5～7的结果提示, ALOX15

介导的PE过氧化可能是LA摄入过多引发心肌缺损伤

“易感性”增加的关键靶标。

讨论

脂质代谢异常是引发冠心病的风险因素之一[17]。

早在 20世纪 50年代就有研究者认为, 饱和脂肪酸是影

响血液脂质异常的关键[18]。因此 , 采用 PUFA 替代

SFA 摄入以达到预防冠心病的观点逐渐被世人所接

受[19]。但是, 近年来有临床研究发现, 额外补充omega-3

型 PUFA并不能降低临床心血管不良事件的发生[20]。

长久以来, LA作为一种 omega-6型PUFA, 被认为可以

通过饮食摄入来降低冠心病的风险[21]。但是, 有临床

数据表明, 通过摄取 LA来降低胆固醇的干预措施并

未降低冠心病的死亡率[22,23]。有研究者认为, 随着生

活水平的提高, LA摄入的比例远超人体需求, 这会使

机体产生大量脂质介质衍生物, 诱导肥胖和冠心病的

发病进程[24]。因此, 本实验通过建立LA摄入过量负荷

急性心肌缺血的动物模型, 以此来阐明 LA摄入对冠

心病的作用机制。实验数据表明, 当单纯摄入 LA时

并不会对心脏功能产生特殊影响, 但当急性心肌缺血

时, LA则会增加对心肌缺血损伤的“易感性”。因此,

综合考虑脂肪酸在人体的代谢过程, 合理膳食, 适当摄

入PUFA才可以做到有效地预防冠心病发病进程。

ALOX15是脂质过氧化酶家族的一种亚型, 有研

Figure 4 Effects of LA on ischemic myocardial lipid composition.

The differential cluster analysis heatmap showed the level of lipid

composition in ISO and LA + ISO groups. PC: Phosphatidylcholine;

PE: Phosphatidylethanolamine; PS: Phosphatidylserine; PG:

Phosphatidyl glycerol

Figure 5 Effects of LA on ischemic myocardial oxidized

phospholipids. The value of log2 (fold change) > 1 and P < 0.05

was set as the thresholds between the ISO and LA + ISO group.

CL: Cardiolipin

Figure 6 Effects of LA on the relative parameters of oxidized PE

in ischemic myocardial mice, the content of NADPH (A), GSH

(B) and MDA (C). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs Cont

group; #P < 0.05, ###P < 0.001 vs ISO group. NADPH: Nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate; GSH: Glutathione; MDA:

Malondialdehyde
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究认为ALOX15与冠心病的发病密切相关[25], 且在冠

心病患者心肌组织中的表达显著增加[26]。一直以来,

炎症学说都被认为是冠心病发病的关键机制之一。有

研究表明, LA经人体代谢可生成介导炎症发生的花生

四烯酸 (arachidonic acid, AA), 经ALOX15等生物酶的

代谢过程可产生多种强效促炎介质, 包括前列腺素和

白三烯[27]。虽然有研究认为, 在体内只有 0.3%～0.6%

的 LA会转化为AA, 但是长期摄入富含 LA的饮食习

惯仍没有降低冠心病的患病风险[28]。有临床研究发

现, 常规的广谱抗炎治疗并不能有效地缓解冠心病的

发展进程[29]。这使研究者们将冠心病发病机制的研究

目光 , 逐渐转向了对除炎症之外的其他机制方面的

探索。

最近 , 有研究表明 , ALOX15 不仅可以催化游离

的 PUFA, 还可以通过分子伴侣蛋白——磷脂酰乙醇

胺结合蛋白-1 (PEBP-1) 铆钉于质膜形成复合物 , 促

使质膜中的 PE发生过氧化, 产生 PE-OOH[30,31]。花生

四烯酸氢过氧化物 (arachidonic acid hydroperoxide,

AA-OOH) 一直以来被认为是引发炎症的前体 , 而本

课题组前期研究表明, ALOX15可以加速钙离子非依

赖性磷脂酶 A2β (calcium-independent phospholipase

A2β, iPLA2β) 对膜 PE-OOH代谢, 导致 AA-OOH堆积,

进而产生氧化损伤[32]。以上证据提示, 质膜磷脂的氧

化损伤早于炎症前体的形成, 或许这才是冠心病病理

机制更重要的起始元件。

本实验研究结果表明, 过量的 LA摄入增加了心

肌细胞膜磷脂侧链的不饱和程度 , 给磷脂氧化酶

ALOX15提供了有效的氧化底物, 增加了心肌缺血损

伤的“易感性”。因此, ALOX15介导磷脂过氧化损伤

可能才是早期冠心病的关键机制, 并可为炎症前体的

形成提供相应的物质基础。本研究可为PUFA代替疗

法预防冠心病的策略是否可行提供实验依据, 也为临

床长期以来通过广谱抗炎治疗策略未能达到有效治疗

效果的现象提供科学依据, 更为临床早期冠心病干预

靶标和药物研发提供新思路。
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