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摘要 为了探讨亚毒性剂量有机磷酸酯杀虫剂毒死蜱对高脂饮食诱导的动脉粥样硬化的影响及其机制，32只健康雄性新西
兰兔随机分为对照组、毒死蜱组、高脂组、高脂 +毒死蜱组．每天以 20 mg/kg亚毒性剂量的毒死蜱灌胃处理 6个月．动物
处死后检测血脂水平和血清胆碱酯酶活性．收集腹腔巨噬细胞，测定其胆固醇流出率．苏丹郁染色观察胸主动脉粥样硬化斑
块，定量分析动脉粥样硬化斑块占血管内表面积的百分比．颈总动脉石蜡切片，观察动脉粥样硬化斑块．采用实时定量 PCR
和蛋白质印迹检测，分别检测肝脏、血管和腹腔巨噬细胞中三磷酸腺苷结合盒转运体 A1(ATP-binding cassette transporter A1，
ABCA1) mRNA和蛋白质的表达．结果显示：与对照组相比，高脂饮食升高了血清总胆固醇和脂蛋白水平，主动脉和颈总动
脉出现明显的动脉粥样硬化斑块，其肝脏、主动脉和腹腔巨噬细胞 ABCA1的表达升高，腹腔巨噬细胞中胆固醇流出增加；
与对照组相比，毒死蜱组血清胆碱酯酶活性降低，但没有出现明显的中毒症状和肝肾功能损伤，血清中高密度脂蛋白(HDL)
水平降低，ABCA1的表达降低，腹腔巨噬细胞中胆固醇流出减少；高脂 +毒死蜱组与高脂组相比，血清胆碱酯酶活性降低，
也没有出现明显的中毒症状和肝肾功能损伤，ABCA1的表达降低，腹腔巨噬细胞中胆固醇流出减少，主动脉和颈总动脉粥
样硬化斑块更加明显．结果提示长期暴露于亚毒性剂量的毒死蜱可加速高脂饮食的致动脉粥样硬化作用,其机制可能与毒死
蜱降低体内 ABCA1的表达和胆固醇流出有关．
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有机磷酸酯(organophosphorous ester，OP)杀虫
剂在全球广泛使用，除了用作农业杀虫剂外，也用

于灭虫、灭蚊等．OP杀虫剂对我国环境的污染相
当普遍．OP类杀虫剂抑制胆碱酯酶引起的急性中
毒已受到广泛研究和重视，但低剂量长期接触 OP
杀虫剂引起的危害在国内外很少报道．有文献报道

长期与 OP杀虫剂接触与心血管疾病的发生密切相
关[1-3]．我们前期的动物实验发现，低剂量 OP杀虫
剂在没有引起明显急性中毒的情况下可促进高脂饮

食诱导的动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)的发
生，其机制可能与 OP杀虫剂降低体内对氧磷酶活
性而触发机体的氧化应激反应有关，但其详细机制

还不清楚[4]．前期研究也发现，对氧磷(OP杀虫剂
的活性代谢产物)能降低巨噬细胞源性泡沫细胞中
三磷酸腺苷结合盒转运体 1(ATP-binding cassette

transporter A1，ABCA1)的表达和胆固醇流出[5]．毒

死蜱(chlorpyrifos，CPF)，是一种高效广谱、中等
毒性的有机磷酸酯农药．CPF的亚毒性剂量是指短
期(大多数实验期限为 4天)内连续接触 CPF后不引
起系统性明显毒性症状(包括胆碱能症状，如：抽
搐、流涎等以及体重减轻和死亡等)的剂量．
泡沫细胞的形成是 AS 重要的病理生理学基

础，单核细胞来源的巨噬细胞以及平滑肌细胞在内

膜下吞噬氧化低密度脂蛋白(oxidized low-density
lipoprotein，ox-LDL)而形成泡沫细胞[6-7]．逆向胆固
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醇转运(reverse cholesterol transport，RCT)异常是泡
沫细胞形成的重要原因，机体通过 RCT将外周组
织过多的胆固醇转运到肝脏，肝脏将胆固醇分泌到

胆汁中排出体外而达到抗 AS目的，而 ABCA1在
RCT中发挥着重要的作用[8-10]．因此，OP杀虫剂是
否是通过 ABCA1途径而影响泡沫细胞的形成从而
促进高脂诱导的 AS发生？目前还未见文献报道．
本研究拟观察新西兰兔长期口服亚毒性剂量的 CPF
对高脂饮食诱导的 AS形成和 ABCA1表达的影响.

1 材料与方法

1.1 主要仪器及试剂

毒死蜱原药(美国陶氏益农公司)；总 RNA提
取试剂盒，MMLV 第一链 cDNA 合成试剂盒和
Hot Star Taq Master Mix 试剂盒(Invitrogen 公司)；
引物(上海生工生物工程有限公司)；羊抗兔 ABCA1
单克隆抗体和辣根过氧化物酶标记鼠抗羊二抗

(Santa Cruz公司)；苏丹郁试剂(Sigma公司)；BCA
蛋白定量试剂(Pierce公司)；ABI7500荧光定量仪
及分析软件(美国 ABI公司)；图像分析系统(武汉
华海公司)；凝胶成像分析系统(美国 UVP 公司，
GOS7500型)；垂直电泳仪与转膜系统(BioRad 公
司)；胆碱酯酶活性、丙氨酸氨基转移酶活性、肌
酐和尿素氮测定试剂盒和血脂四项检测试剂盒(南
京建成生物工程公司)．
1.2 毒死蜱成年新西兰兔亚毒性剂量的筛选

健康雄性成年新西兰兔 40只,体重(2.2依0.5) kg,
由中南大学湘雅医学院动物学部提供．随机分为 5
组，每组 8只． a．溶媒对照组：每天上午空腹灌
胃金龙鱼牌植物油(0.5 ml/kg)，普通饲料饲养．b．
不同剂量(5、10、20、40 mg/kg)的毒死蜱组：将毒
死蜱溶解于金龙鱼牌植物油中，按 0.5 ml/kg体重
每天上午空腹灌胃，普通饲料饲养．动物单笼饲

养，自由饮食水．毒死蜱处理一个星期，禁食

12 h，耳中央动脉取血 2 ml，4℃冰箱静置 1 h，常
温下 2 000 r/min离心 10 min，取上层血清，检测
血清中胆碱酯酶(cholinesterase，CHE)和丙氨酸氨
基转移酶(alanine aminotransferase，ALT)活性、肌
酐 (Creatinine，Cr)和尿素氮 (blood urea nitrogen，
BUN)．密切观察兔 OP农药急性中毒症状，如活
动情况、进食情况、呼吸、唾液分泌、瞳孔及有无

抽搐、肌肉震颤等，以确定不引起明显的急性中毒

症状的毒死蜱亚毒性剂量．

1.3 动物模型制备和分组

健康雄性新西兰兔 32只，体重(2.2 依 0.5) kg，
由中南大学湘雅医学院动物学部提供．随机分为 4
组，每组 8只． a．溶媒对照组：每天上午空腹灌
胃金龙鱼牌植物油(0.5 ml/kg)，普通饲料饲养；b．
毒死蜱组：将毒死蜱溶解于金龙鱼牌植物油中，按

每天以 20 mg/kg亚中毒剂量灌胃，普通饲料饲养；
c．高脂组：高脂饲料喂养，高脂饲料是在普通饲
料中加入 1%胆固醇、4%蛋黄粉和 8%猪油；d．
高脂+毒死蜱组：高脂饲料喂养同时每天空腹灌胃
20 mg/kg的毒死蜱．兔由专人饲养，单笼饲养，自
由进食水，每天补充新鲜蔬菜约 50 g/只．兔舍中
12 h光照，温度在(22 依 3)℃，共喂养 6个月.
1.4 血标本的采集及血清中脂质含量、CHE 和
ALT活性以及 Cr和 BUN的测定
兔耳缘静脉注射 20%氨基甲酸乙脂(5 ml/kg)

麻醉，颈总动脉插管采血，4℃静置 24 h，常温下
2 000 r/min离心 5 min，取上层血清，-80℃保存．
血清中甘油三酯(triglyceride，TG)、总胆固醇(total
cholesterol， TC)、高 密度 脂蛋 白 (high density
lipoprotein，HDL)和低密度脂蛋白 (low density
lipoprotein，LDL)的含量、CHE和 ALT 活性、血
清 Cr和 BUN的测定按试剂盒说明进行操作．
1.5 腹腔巨噬细胞分离培养和腹腔巨噬细胞胆固

醇流出率测定

将 100 ml 4℃预冷的无菌 PBS液注入新西兰兔
的腹腔，轻揉兔腹部，10 min后，吸出腹腔内 PBS
液，收集于离心管中，重复 3次．4℃、2 000 r/min
离心 10 min．弃上清液，加入含 10%胎牛血清的
RPMI-1640培养液，轻轻吹打成细胞悬液，调整细
胞浓度至 4伊106～5伊106个 /ml，接种于 75 ml培养
瓶，置 37℃、5% CO2、95%湿度的培养箱内．贴
壁 2 h后，更换培养液，用预冷的 PBS洗涤 3次，
去除未贴壁的细胞，贴壁者即为巨噬细胞．细胞经

胰酶消化后，轻轻吹打成细胞悬液，将巨噬细胞

浓度调整为 3伊106个 /ml，接种于 6孔细胞培养板，
在含有 5%胎牛血清的 RPMI-1640 培养液中加
0.74伊104 Bq/L [3H]标记胆固醇共培养 24 h 后，
PBS液洗 3 次．无血清含 50 mg/L载脂蛋白 A玉
(ApoA玉)培养液中培育细胞 12 h，用液体闪烁计
数仪检测培养液和细胞中的[3H]胆固醇含量．胆固
醇流出 率用培养液中[3H]/总值[3H](培养液+细胞)伊
100%表示[11]．
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1.6 胸主动脉脂质条纹染色及分析

兔放血处死，取出整条胸主动脉(从主动脉弓
到膈肌处)，清除周围脂肪和结缔组织，PBS清洗
干净后，放入 10%甲醛中固定．固定 24 h后，将
胸主动脉纵向剪开，蒸馏水洗 10 min．擦干组织，
放入苏丹郁染液 8 min (250 ml 丙酮，250 ml 70%
乙醇，苏丹郁0.5克)．用 70%乙醇分化，AS斑块
呈红色，其他组织不着色为佳．水洗除去多余颜

色．拍照，病理图像分析系统测定斑块面积和斑块

占血管内表面积的百分比[12]．

1.7 颈总动脉病变的形态学检查

取各实验组兔颈总动脉，清除其周围的脂肪和

结缔组织，PBS 清洗干净后，放入 10%甲醛中固
定，石蜡包埋，切约 7 滋m厚的组织切片，HE染
色．病理图像分析系统观察分析颈 AS的斑块．
1.8 实时定量 PCR 检测 ABCA1 的 mRNA 表达
水平

按 Trizol试剂盒说明提取腹主动脉、肝脏组织
和收集培养的腹腔巨噬细胞的总 RNA．以提取的
总 RNA为模板，按试剂盒说明进行逆转录反应，
合成 cDNA第一链，-20℃保存．选取 cDNA样品
进行 10倍梯度稀释，分别进行实时定量 PCR 反
应，反应体系 25 滋l，含 Hot Star Taq Master Mix
(2伊)12.5滋l，PCR上下游引物及探针(10 滋mol/L)各
0.3 滋l, cDNA 4 滋l，灭菌去离子水补足 25 滋l．PCR
扩增程序为：95℃ 10 min激活 Hot Star Taq DNA
合成酶，扩增循环 94℃ 40 s，60℃ 70 s，共 50个
循环．实时定量 PCR 反应在 ABI7500 实时定量
PCR系统上进行．引物和探针序列由上海生物工
程有限公司合成．ABCA1引物：上游, 5忆 AGGAG-
GTGATGTTTCGAC 3忆，下游，5忆 AGCTCCATG-
GACTTGTTGA 3忆；ABCA1 探针： 5忆FAM-CTG-
GCAGTGAGCTATACTCG-TAMRA 3忆．茁-actin 引
物：上游，5忆 CCATCATCTTGCAGGAGCG 3忆，下
游，5忆 CTGGCAGTGAGCTATACTCG 3忆；茁-actin
探针： 5忆 FAM-ACGTTCAACACGCCGGCCAT-
TAMRA 3忆[13].
1.9 蛋白质印迹检测 ABCA1蛋白质表达
提取腹主动脉、肝脏组织和收集培养的腹腔

巨噬细胞的总蛋白．BCA法进行蛋白质定量．取
50 滋g蛋白质样本加入 2伊SDS凝胶加样缓冲液中，
煮沸使蛋白质变性．用 6% SDS- 聚丙烯酰胺凝胶
进行电泳分离，60～100 mA 1 h将蛋白质用半干转
膜仪转移至 PVDF膜上，丽春红染色观察转移效

果，并确定蛋白质分子质量标准位置．5%脱脂
牛奶室温封闭 2 h，加入 1∶150一抗，4℃过夜．
TBST洗膜 3次，每次 5～10 min．加入辣根过氧
化物酶标记的二抗，4℃4～8 h，TBST洗膜 3次．
蛋白质印迹荧光检测试剂盒显示于 X光片，显影、
定影后凝胶图像分析系统对胶片扫描，以对照组的

面积灰度值为 100%与实验组进行比较和半定量分
析[12-13]．

1.10 数据处理及统计学分析

实验数据采用( x 依 s)表示，两组间比较采用方
差分析及 t 检验，用 SPSS 14.0 统计软件完成，
P < 0.05认为差异有统计学意义．

2 结 果

2.1 不同剂量毒死蜱处理新西兰兔出现临床中毒

的情况、CHE活性和肝肾功能
为筛选出毒死蜱对成年新西兰兔的亚毒性剂

量，毒死蜱(5、10、20、40 mg/kg·d)处理成年新西
兰兔一周，结果发现毒死蜱(5、10、20 mg/kg·d)均
没有引起明显临床中毒症状，属于亚毒性剂量；而

40 mg/kg·d毒死蜱引起了轻微临床中毒症状，不属
于亚毒性剂量．进一步观察了毒死蜱对 CHE活性
和肝肾功能的影响．结果显示：与对照组相比，

10、20 mg/kg·d(分别为 78.37 依 8.97，60.85 依 6.21,
48.47 依 5.07 (kU/L)，均 P < 0.05)和 40 mg/kg·d
(24.26 依 3.59 (kU/L)，P < 0.01)毒死蜱均明显抑制
血清 CHE活力；各剂量组 ALT活力随染毒剂量的
增加有增加的趋势，但只有 40 mg/kg·d毒死蜱组
较对照组差异有统计学意义(分别为 115.74 依 9.23,
70.15 依 6.84(U/L)，P < 0.05)；Cr和 BUN含量各剂
量组较对照组差异无统计学意义．因此选择血清中

CHE活力抑制最明显，但没有引起明显临床中毒
症状和肝肾功能损伤的剂量(20 mg/kg·d)作为实验
剂量．

2.2 毒死蜱和高脂饮食对各实验组兔体重和血脂

水平的影响

实验前新西兰兔体重组间差异没有显著性．毒

死蜱和高脂饮食处理兔 6个月后，高脂组与对照组
相比体重明显增加(P < 0.05)；高脂+毒死蜱组与毒
死蜱组相比体重明显增加(P < 0.05)；毒死蜱组和对
照组体重差异无显著性．与对照组相比，毒死蜱组

HDL显著性降低，TC虽然有降低趋势但差异没有
显著性，TG、LDL水平两组间差异无显著性．与
对照组相比，高脂组的 TG、TC和 LDL均显著性

48· ·



周寿红，等：亚毒性剂量毒死蜱降低新西兰兔 ABCA1表达加重高脂诱导的动脉粥样硬化2011; 38 (1)

Fig. 1 Effect of CPF and high fat diet on the development
of thoracic aorta atherosclerosis in rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for 6
months. (a) Representative photographs of thoracic aorta in rabbits. (b)
Quantification of plaque areas in thoracic aorta stained for lipid
deposition with Sudan 郁 . C: Control; CPF: Chlorpyrifos; HF: High-fat
diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat diet. Data are expressed as x依s
(n = 8). ▲▲P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the high-fat diet
group.

2.4 毒死蜱和高脂饮食对各组兔主动脉 AS 病变
的影响

如图 1a所示：肉眼观测对照组和毒死蜱组兔
胸主动脉内膜完整光滑，没有形成明显斑块；高脂

组与对照组相比新西兰兔胸主动脉内表面形成明显

AS斑块；高脂＋毒死蜱组与高脂组相比 AS斑块
面积更大．应用图像分析软件分析并计算 AS病变
区域(染成红色区域)占血管内膜总面积的百分比．
如图 1b所示：高脂组与对照组相比新西兰兔胸主
动脉 AS病变区域占血管内膜总面积的百分比显著
性增加(P < 0.01)；高脂组＋毒死蜱组与高脂组相比
胸主动脉 AS病变区域占血管内膜总面积的百分比
显著性增加(P < 0.01)．

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for 6 months. The activities of CHE and ALT and the levels of

Cr and BUN in serum were measured. C: Control; CPF: Chlorpyrifos; HF: High-fat diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat

diet. Data are expressed as x 依 s (n = 8). ▲▲P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the high-fat diet group.

2.3 毒死蜱和高脂饮食对各组兔血清中 CHE活性
和肝肾功能的影响

毒死蜱和高脂饮食处理新西兰兔 6个月后，结
果如表 2所示：与对照组相比，毒死蜱组兔血清
CHE活性显著性降低(P < 0.01)，而高脂+毒死蜱组

与高脂组相比血清 CHE活性显著性降低(P < 0.01).
虽然血清 CHE活性明显降低，但毒死蜱处理兔均
未出现明显有机磷农药急性中毒的症状，如流涎、

瞳孔缩小、抽搐、肌肉震颤等．ALT、Cr和 BUN
含量各剂量组较对照组差异无统计学意义．

升高(均 P < 0.01)，HDL明显升高(P < 0.05)．与毒
死蜱组相比，毒死蜱+高脂组的 TG、TC和 LDL均

显著性升高(均 P < 0.01), HDL明显升高(P < 0.05)
(表 1)．

Table 1 Effect of chlorpyrifos and high fat diet on the body weight (BW), the levels of TC, TG, LDL and HDL in rabbits
Groups BW/kg c(TC)/(mmol·L-1) c(TG)/(mmol·L-1) c(LDL)/(mmol·L-1) c(HDL)/(mmol·L-1)

C 2.96 依 0.33 2.42 依 0.42 1.63 依 0.19 1.35 依 0.12 0.98 依 0.09

CPF 2.84 依 0.26 2.31 依 0.23 1.68 依 0.37 1.41 依 0.17 0.69 依 0.07▲

HF 3.68 依 0.37▲ 27.89 依 4.33▲▲ 4.90 依 0.75▲▲ 22.91 依 8.73▲▲ 2.74 依 0.11▲

CPF+HF 3.53 依 0.32* 29.12 依 7.08** 5.06 依 0.87** 23.52 依 4.61** 2.85 依 0.69*

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for 6 months. BW, CHE, TC, TG, LDL and HDL were measured respectively.

C: Control; CPF: Chlorpyrifos; HF: High-fat diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat diet. Data are expressed as x依 s (n = 8). ▲P < 0.05, ▲▲P < 0.01

vs the control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs the CPF group.

Groups CHE/(kU·L-1) ALT/(U·L-1) c(Cr)/(滋mol·L-1) c(BUN)/(mmol·L-1)

C 92.27 依 8.36 75.48 依 6.36 35.66 依 3.68 9.67 依 1.14

CPF 42.84 依 5.62▲▲ 88.67 依 9.41 38.41 依 6.74 10.35 依 1.20

HF 97.09 依 9.45 82.91 依 7.05 36.20 依 5.54 9.04 依 0.76

CPF+HF 45.19 依 6.34** 87.39 依 8.11 38.23 依 5.11 10.43 依 0.94

Table 2 Effect of chlorpyrifos and high fat diet on the activities of CHE
and ALT and the levels of blood Cr and BUN
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Fig. 3 Effect of CPF and high fat diet on the expression
of ABCA1 in livers of rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for

6 months. (a) ABCA1 mRNA expression was measured by real-time

quantitative PCR. (b) Western blot shows changes in protein expression

levels of ABCA1 in livers of rabbits. (c) Histogram shows the level of

ABCA1 protein expression in livers of rabbits determined by

densitometric analysis. C: Control; CPF: Chlorpyrifos; HF: High-fat diet;

CPF + HF: Chlorpyrifos+ high-fat diet. Data are expressed as x依s(n = 8).
▲P < 0.05 vs the control group; *P < 0.05 vs the high-fat diet group.

Fig. 2 Effect of CPF and high fat diet on the development
of common carotid artery atherosclerosis in rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for

6 months. Representative photographs of common carotid artery in

rabbits. C: Control; CPF: Chlorpyrifos; HF: High-fat diet; CPF +HF:

Chlorpyrifos + high-fat diet. Original magnifcation: 伊 200.

2.5 毒死蜱和高脂饮食对各组兔总动脉 AS 病变
的影响

如图 2所示：对照组和毒死蜱组兔颈总动脉内
膜完整光滑；高脂组与对照组相比兔颈动脉管腔形

成明显 AS 斑块，斑块表面由致密的纤维组织组
成，表面比较光滑，内含泡沫细胞，大多数斑块内

没有明显的粥样坏死核，少数斑块内有较小的脂质

粥样坏死核，多数斑块为稳定性斑块；高脂＋毒死

蜱组与高脂组相比 AS斑块面积更大，厚度更厚，
泡沫细胞数目更多，形成明显纤维帽，斑块内可见

较大的脂质粥样坏死核，坏死核体积占斑块体积的

40%以上，斑块内可见明显的钙化灶，斑块表面的
纤维帽较薄且不平整，斑块肩部较薄易破裂，多数

斑块为不稳定性斑块．

2.6 毒死蜱和高脂饮食对各组兔肝脏ABCA1mRNA
和蛋白质表达的影响

结果显示(图 3)：与对照组相比，高脂组肝脏
ABCA1的 mRNA和蛋白质的表达显著性升高 (P <
0.05)，而毒死蜱组肝脏 ABCA1的 mRNA 和蛋白
质的表达显著性降低(P < 0.05)；与高脂组相比，高
脂 +毒死蜱组肝脏 ABCA1 的 mRNA和蛋白质的
表达显著性降低(P < 0.05)．

2.7 毒死蜱和高脂饮食对各组兔腹主动脉

ABCA1mRNA和蛋白质表达的影响
结果如图 4所示：与对照组相比，高脂组兔腹

主动脉 ABCA1的 mRNA 和蛋白质的表达显著性
升高(P< 0.05)，而毒死蜱组兔腹主动脉 ABCA1的
mRNA 和蛋白质的表达显著性降低(P < 0.05)；与
高脂组相比，高脂 +毒死蜱组兔腹主动脉 ABCA1
的mRNA和蛋白质的表达显著性降低(P < 0.05)．
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Fig. 4 Effect of chlorpyrifos and high fat diet on the
expression of ABCA1 in abdominal aorta of rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for

6 months. (a) ABCA1 mRNA expression was measured by Real-time

quantitative PCR. (b) Western blot shows changes in protein expression

levels of ABCA1 in abdominal aorta of rabbits. (c) Histogram shows the

level of ABCA1 protein expression in abdominal aorta of rabbits

determined by densitometric analysis. C: Control; CPF: Chlorpyrifos;

HF: High-fat diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat diet. Data are

expressed as x 依 s (n = 8). ▲P < 0.05 vs the control group; *P < 0.05 vs
the high-fat diet group.

2.8 毒死蜱和高脂饮食对各组兔腹腔巨噬细胞中

ABCA1 mRNA和蛋白质表达的影响
与对照组相比，高脂组兔腹腔巨噬细胞

ABCA1的 mRNA和蛋白质的表达显著性升高(P <
0.05)，而毒死蜱组兔腹腔巨噬细胞 ABCA1 的
mRNA和蛋白质的表达显著性降低(P < 0.05)；与
高脂组相比，高脂+毒死蜱组兔腹腔巨噬细胞
ABCA1的 mRNA和蛋白质的表达显著性降低(P <
0.05)(图 5)．

2.9 毒死蜱和高脂饮食对各组兔腹腔巨噬细胞胆

固醇流出的影响

采用[3H]标记胆固醇测定各组新西兰兔腹腔巨
噬细胞胆固醇流出率，结果显示：与对照组相比，

高脂组兔腹腔巨噬细胞胆固醇流出率显著性增加

(P < 0.05)，而毒死蜱组兔腹腔巨噬细胞胆固醇流
出率显著性降低(P < 0.05)；与高脂组相比，高脂+
毒死蜱组兔腹腔巨噬细胞胆固醇流出率显著性降低

(P < 0.05)．
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Fig. 5 Effect of CPF and high fat diet on the expression
of ABCA1 in peritoneal macrophages of rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for

6 months. (a) ABCA1 mRNA expression was measured by Real-time

quantitative PCR. (b) Western blot shows changes in protein expression

levels of ABCA1 in abdominal aorta of rabbits. (c) Histogram shows the

level of ABCA1 protein expression in abdominal aorta of rabbits

determined by densitometric analysis. C: Control; CPF: Chlorpyrifos;
HF: High-fat diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat diet. Data are

expressed as x 依 s (n = 8). ▲P < 0.05 vs the control group; *P < 0.05 vs
the high-fat diet group.
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Fig. 6 Effect of chlorpyrifos and high fat diet on
cholesterol efflux in peritoneal macrophages of rabbits

New Zealand rabbits were treated with high-fat diet and CPF for

6 months. The peritoneal macrophages were assembled．Cellular

cholesterol efflux was analyzed as shown above. C: Control ; CPF:

Chlorpyrifos; HF: High-fat diet; CPF + HF: Chlorpyrifos + high-fat diet.

Data are expressed as x 依 s (n = 8). ▲P < 0.05 vs the control group; *P <

0.05 vs the high-fat diet group.

3 讨 论

AS是一种多因素的疾病，它涉及到年龄、饮
食、感染以及环境等，其发病机理十分复杂，至今

尚未完全阐明[14]．对于 AS的防治除了进行药物治
疗外，更重要的是减少致 AS的外在因素和保护抗
AS的内源性因子．本研究显示亚毒性剂量的毒死
蜱下调了 ABCA1的表达加速高脂饮食诱导的 AS
形成．

OP 杀虫剂进入体内后先经肝脏的细胞色素
P450系统代谢为有生物活性的翁类化合物———对

氧磷，对氧磷在体内可通过对氧磷酶等内脂酶降解

为无毒的代谢产物[15]．同时对氧磷在体内可抑制

CHE，使 CHE失活，造成乙酰胆碱的堆积．当大
量 OP 杀虫剂进入机体而超过了机体水解的限度
时，OP杀虫剂则抑制 CHE产生 OP杀虫剂急性中
毒反应．我们以前的研究表明对氧磷能降低巨噬

细胞源性泡沫细胞中 ABCA1 的表达和胆固醇流
出[5]．以前的实验也发现口服 OP农药敌百虫在没
有引起明显中毒症状的情况下可加重高脂饮食的致

AS作用[4]．本实验的结果表明，OP杀虫剂毒死蜱
(20 mg/(kg·d))处理新西兰兔六个月，虽然明显降
低了兔血清中的 CHE活性，但没有引起明显的急
性中毒反应和肝肾功能损伤，属于亚毒性剂量．高

脂饲料喂养新西兰兔使血清中 TC、TG和 LDL水
平显著性升高，主动脉和颈总动脉出现了 AS斑块
病变．亚毒性剂量 CPF和高脂饲料共同处理新西
兰兔与单独高脂饲料处理相比，增加了主动脉和颈

总动脉 AS斑块病变的严重程度．这些结果提示环
境污染中低剂量的 OP 杀虫剂长期缓慢地进入体
内，虽然不会引起蓄积性的急性中毒，但却可能促

进可致 AS为基础的心血管疾病的发生．
巨噬细胞和平滑肌细胞在内膜下积聚过多的胆

固醇和磷脂形成泡沫细胞是 AS发生的重要病理基
础．HDL通过胆固醇的逆向转运具有抗 AS 的作
用，而 ABCA1在 HDL的形成和成熟以及胆固醇
逆向转运的过程中起关键作用，因此被称为胆固醇

逆向转运的“看门人” [16]．ABCA1是一种整合膜
蛋白，能结合 ATP并利用它作为能源,跨膜转运许
多分子，如离子、糖类、磷脂和药物等．ABCA1
将细胞内 FC和磷脂转运出细胞，与结合到细胞表
面的载脂蛋白 A-玉形成 HDL[17]．Tangier患者和家
族性 HDL缺乏症存在各种 ABCA1突变使胆固醇
逆向转运受损而容易形成 AS的斑块[18]．本实验发

现，CPF可以显著地降低新西兰兔肝脏、主动脉和
腹腔巨噬细胞中 ABCA1的表达，显著性减少了血
清中 HDL水平和腹腔巨噬细胞胆固醇的流出．高
脂喂养的新西兰兔肝脏、主动脉和腹腔巨噬细胞中

ABCA1的表达上调，腹腔巨噬细胞胆固醇的流出
增加，这是一种代偿性上调．文献报道，高胆固醇

可以诱导 ABCA1 的表达，因此在 AS 的斑块中
ABCA1的表达增加[19]．而 CPF和高脂饲料共同处
理新西兰兔与单独高脂饲料处理相比，肝脏和主动

脉中 ABCA1的表达却下调，腹腔巨噬细胞胆固醇
的流出减少．因此毒死蜱促进了高脂饮食喂养的新

西兰兔 AS的形成可能与毒死蜱能降低 ABCA1的
表达，使胆固醇逆向转运功能受损，加速泡沫细胞

的形成有关．ABCA1基因表达受到很多因素的调
节，如 cAMP、过氧化物酶体增殖子活化受体激动
剂、肝 X受体 /视黄醇 X受体等[13, 20-21]．毒死蜱下

调 ABCA1的表达具体通过哪条途径或者信号通路
实现的还有待于进一步的研究．

近年来环境和食物中 OP农药残留对心血管疾
病的影响备受人们的关注．有研究发现长期在温室

里喷洒农药的花工以及长期用农药浸泡羊毛的牧民

增加了患心血管疾病的风险[22-23]．参加过海湾战争

的士兵，因在战争期间长时间接触 OP类杀虫剂，
出现了伴有心血管和神经系统损伤的海湾战争综合

征[24-25]．本研究显示，亚毒性 OP杀虫剂毒死蜱下
调了 ABCA1的表达加速高脂饮食致 AS作用，该
结果提示长期暴露于亚毒性剂量的 OP杀虫剂可能
增加 AS的风险，为 AS的病因学提供了新的线索.
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Subtoxicdose of Chlorpyrifos Down Regulates ABCA1 Expression
and Accelerates Formation of Atherosclerosis Induced

by The High Fat Diet in New Zealand Rabbits*
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Abstract In order to explore the effect of exposure to subtoxic dose of organophosphorus insecticide chlorpyrifos
on the formation of atherosclerosis induced by the high fat diet in New Zealand rabbits and analyze the possible
mechanisms, thirty two healthy male New Zealand rabbits were divided randomly into four groups: control,
high-fat diet, chlorpyrifos and high-fat diet + chlorpyrifos group. Subtoxic dose of chlorpyrifos (20 mg/kg·d) was
administered by lavage every day for six months. The levels of serum fat, activities of cholinesterase and alanine
aminotransferase, serum creatinine and blood urea nitrogen were measured respectively. The peritoneal
macrophages were assembled and cellular cholesterol efflux was analyzed. Area of atherosclerosis plaque of
thoracic aorta was measured by Sudan郁. Common carotid artery was fixed in formalin, sliced and HE dyed and
pathology analysis system was used. The expression of ABCA1 was detected by Real-time PCR and Western blot.
Compared with control group, serum TC, LDL and TG were singificantly increased and expressions of ABCA1 in
liver, aorta and peritoneal macrophages were markedly increased and cholesterol efflux of peritoneal macrophages
was significantly increased in high-fat diet group. There was obvious atherosclerosis lesion in thoracic aorta and
common carotid artery in high-fat diet group. Compared with control group, activity of cholinesterase was
singificantly decreased, but there were no symptom of intoxation and injury of function of liver and kidney, and
level of HDL, expression of ABCA1 and cholesterol efflux were markedly decreased in chlorpyrifos group.
Compared with high-fat diet group, activity of cholinesterase was decreased, but there were no symptom of
intoxation and injury of function of liver and kidney, and expression of ABCA1 and cholesterol efflux were
singificantly decreased, the atherosclerosis lesion areas in thoracic aorta and common carotid artery were increased
in high-fat diet + chlorpyrifos group. These results suggest that a long time exposure to subtoxic dose of
chlorpyrifos may accelerate formation of atherosclerosis induced by high fat diet in New Zealand rabbits, which the
mechanism may be related to the decrease of ABCA1 expression and cholesterol efflux induced by chlorpyrifos.
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