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全反式维甲酸对兔颈动脉粥样硬化斑块中 qdcJβ1、fiJNM、jjmJO和
jjmJV表达的影响=
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摘  要：目的  采用实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）法探索全反式维甲酸（AqoA）对兔颈动脉粥样硬化斑块组织炎症因子

表达的影响。方法  选取 OQ 只纯种雄性新西兰白兔随机分为对照组、模型组、AqoA组。对照组给予基础饲料、其余两组

给予高脂饲料，共饲养 NO周。饲养 Q周后，AqoA组 ág=R=mgLkg的 AqoA，模型组和对照组 ág等量溶剂，每天 N次，至 NO
周末处死各组动物。取颈动脉粥样硬化斑块组织，进行 eb 染色，显微镜下观察管壁结构；提取组织 okA，qoqJmCo 法测

定组织中转化生长因子Jβ1（qdcJβN）、白细胞介素JNM（fiJNM）、基质金属蛋白酶JO（jjmJO）和基质金属蛋白酶JV（jjmJV）=
mokA的相对表达量。结果  模型组可见典型的 Ap斑块，可见薄层的纤维帽及大的脂质核心，以及大量炎症细胞浸润，内

弹力纤维膜断裂；AqoA组内皮细胞形态基本完整，可见少量炎性细胞浸润。与对照组比较，模型组中 qdcJβ1 和 fiJNM=mokA
的相对表达量明显降低（m＜MKMR），而jjmJO和jjmJV=mokA的相对表达量明显升高（m＜MKMR）；与模型组比较，AqoA
组的 qdcJβN和 fiJNM=mokA的相对表达量明显升高（m＜MKMR），jjmJO和jjmJV=mokA的相对表达量明显降低（m＜MKMR）。
结论  AqoA可通过调节炎症因子的表达抗动脉粥样硬化。=
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Comp~red=wáíh=modeä=groupI=íhe=reä~íáve=mokA=expreëëáoå=of=qdcJβ1 and ILJNM=were=áåÅre~ëed=ëágåáfáÅ~åíäó=áå=AqoA=group=Em=Y=
MKMRFI=wháäe=jjmJO=~åd=jjmJV=mokA=deÅre~ëed=obváouëäó=Em Y=MKMRFK=Conclusion= = AqoA=Å~å=exerí=~åíáJ~íheroëÅäeroëáë=effeÅí=
bó=reguä~íáåg=íhe=expreëëáoå=of=áåfä~mm~íoró=f~ÅíorëK=
hey=wordsW=~ääJír~åë=reíáåoáÅ=~ÅádX=áåfä~mm~íáoåI=~íheroëÅäeroëáëX=qdcJβNX=fiJNMX=jjmJOX=jjmJV=

=
炎症反应在动脉粥样硬化（~íheroëÅäeroëáë，Ap）

的发展过程中起重要作用xNz，Ap斑块内的炎症反应

过程释放多种细胞因子，促进炎性细胞分泌基质金

属蛋白酶（m~íráx=meí~ääoproíeáå~ëe，jjm）降解细

胞外基质，使斑块的纤维帽变薄，导致斑块的破裂

或糜烂，继发血栓形成，最终导致心脑血管事件的

发生xOz。因此，调节炎症反应是维持 Ap斑块稳定、

减少心脑血管事件发生的重要环节。全反式维甲酸

（~ääJír~åë= reíáåoáÅ= ~Åád，AqoA）具有调控多种炎症

细胞的功能，临床上用于治疗皮肤病、血液病、肿

瘤及血管相关疾病等，目前鲜有 AqoA 对颈动脉

Ap 斑块作用的研究。本课题组前期研究证实xPz，

AqoA 具有提升血清抗炎因子、降低促炎因子水平

的作用，本研究通过实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）
法进一步观察 AqoA对 Ap斑块组织炎症因子表达

的影响，探索 AqoA抗 Ap的作用机制。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

普通级纯种雄性新西兰白兔 OQ只，购于广州中

医药大学（大学城）实验动物中心，实验动物生产

许可证号 pvuh（粤）OMNPJMMUR，UM=d龄，体质量

（OKM±MKP）kg，自由饮水，单笼室温饲养。=
NKO= =主要仪器=

台式冰冻高速离心机（美国 qhermo 公司）；

RmJTO 超 速 离 心 机 （ 日 本 日 立 eáí~Åhá ）；

juäíáëk~åjhP酶标仪（美国qhermo=cáëher=pÅáeåíáfáÅ
公司）；CNMMM= qherm~ä= ÅóÅäer 普通 mCo 仪（美国

_flJoAa公司）；TPMM荧光定量仪（美国A_f公司）；

niJVMN微型振荡器（海门市麒麟医用仪器厂）。=
NKP= =药品和主要试剂=

AqoA（山东良福制药有限公司，质量分数＞

VUB，批号 eOMMUPQVQ）。基础饲料（广州花东信

华实验动物养殖场）；高脂饲料（自行配置：OB
胆固醇、MKRB猪胆盐、NRB蛋黄粉、NMB猪油、

TOKRB基础饲料）；qrázoä（美国 fåváírogeå公司）；

abmC（美国 págm~公司）；ak~ëe=f（批号 jSNMA，
美国 mromeg~公司）；pv_o=mremáx=bu=q~qv=ff=háí

（批号 ooUOMA，日本 q~h~o~公司）；mráme=pÅrápí=

qjoq= re~geåí= háí（批号 ooMQTA，日本 q~h~o~
公司）。=
O= =方法=
OKN= =动物模型的建立=

采用本课题组前期已经成功造模的方法制备兔

动脉粥样硬化模型xPz，将 OQ只新西兰白兔随机分为

对照组 S只，模型组 U只，AqoA组 NM只，对照组

予每天 NRM=g普通饲料饲养，模型组和 AqoA组均

予每天 NRM=g高脂饲料饲养，均自由饮水，饲养 NO
周。饲养 Q周后，AqoA组开始予 R=mgLkgxQz的 AqoA
溶于 NKR= mi植物油中 ág给药；模型组和对照组 ág
等量溶剂。实验至第 NO周末时处死各组动物。=
OKO= =血管取样及染色=

第 NO周末处死动物，截取 NKM= Åm左右的颈动

脉病变血管切为 P～Q段，NMB甲醛缓冲溶液固定，

石蜡包埋，并将病变血管横切面（P～Q=μm）行 eb
染色，显微镜下观察管壁结构。=
OKP= = okA的提取=

实验动物处死后，沿颈部中线依次切开皮肤、

筋膜，钝性分离组织，显露颈动脉，去除血管外膜

的脂肪及筋膜等组织，暴露动脉粥样硬化斑块组织，

取适量斑块组织至 bm管，加 N=mi= qrázoä，研磨后

充分振荡混匀，室温静置 R=máå。加入氯仿 MKO=mi，
振荡器振荡 NR=ë，室温孵育 P=máå，Q=℃、NO=MMM=rLmáå
离心 NR= máå，取上清液至新 bm管。加入与上清液

等体积的异丙醇，混匀后－OM=℃孵育 OM～PM=máå，
Q=℃、NO= MMM= rLmáå离心 NM=máå，弃上清液。加入

TRB乙醇（含 abmC水）UMM=μi洗涤沉淀 N次，Q=℃、

T=RMM=rLmáå离心 R=máå，弃乙醇。真空干燥 R=máå，
加 abmC处理水 RM= μi溶解 okA，－UM=℃冰箱保

存备用。=
OKQ= =引物的设计合成=

转化生长因子Jβ1（qdcJβN）、白细胞介素JNM
（fiJNM）、基质金属蛋白酶JO（jjmJO）、基质金属

蛋白酶JV（jjmJV）、dAmae引物的设计与合成由

美国英杰生命技术有限公司提供。序列见表 N。=
OKR= =去基因组=

使用 ok~ëeJfree的 ak~ëe=І，按如下反应体系：
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okA= OM= µi，ak~ëe= І= OM= µi，NM×buffer= NM= µi，
ok~ëe=áåhábáíor=MKR=µi，ok~ëeJfree=ddeOl=QVKR=µi，
共 NMM=µi。PT=℃消化 PM=máå，SR=℃灭活 NM=máå。
加入等体积苯酚，混匀后 NM=MMM=rLmáå离心 R=máå后
取上清；上清加入等体积的氯仿，混匀后 NM=MMM=rLmáå

离心 NM=máå后取上清；上清加入等体积异丙醇，轻

柔混匀，－OM=℃静置 NR=máå，Q=℃下 NM=MMM×g离
心 NM=máå后弃上清，收集 okA沉淀；用 TRB乙醇

洗涤沉淀 O次，超净台风干后加入 NR～QM=μL=abmC
水溶解沉淀。=

表 N= = qdcJβ1、fiJNM、jjmJO、jjmJV、dAmae引物序列=
qable=N= = mrimers=of=qdcJβNI=fiJNMI=jjmJOI=jjmJVI=and=dAmae=

基因= 引物序列= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =大小=
qdcJβ1= 正向引物= = = = = R’J=dCCCACqdqqCCqdqdACAAJP’= = = = = = = = = = = = = = = = = = NMN=bp=

反向引物= = = = = R’J=qqCAqdCqdqdAAqddqddCJP’=
fiJNM= 正向引物= = = = = R’JCqdCdACAAqdqCACCdAqqJP’= = = = = = = = = = = = = = = = = = = NMS=bp=

反向引物= = = = = R’JqddCqqqdqAdACdCCqqCCqJP’=
jjmJO= 正向引物= = = = = R’JAdCqCCCddAdAAdAqCdACJP’= = = = = = = = = = = = = = = = = = NMN=bp=

反向引物= = = = = R’JCAdddqdCqddCqdAAqACACJP’=
jjmJV= 正向引物= = = = = R’JqdACAdCdACAAdAAdqdddJP’= = = = = = = = = = = = = = = = = = NMQ=bp=

反向引物= = = = = R’JCAdAddAdqdAqCCAAdCCCJP’=
dAmae= 正向引物= = = = = R’JAqCACCAqCqqCCAddAdCdJP’= = = = = = = = = = = = = = = = = = = NMQ=bp=

反向引物= = = = = R’JdCCqqCqCCAqddqddqdAAJP’= =

=
OKS= =逆转录 mCo=

取 Q=µi=okA模板做逆转录 mCo，反应体系：

okA=Q=µi，ok~ëeJfree=ddeOl=NM=µi，R×mrámepÅrápí=
qj=_uffer（for=re~ä=íáme）O=µi，mrámepÅrápí=qj=oq=
båzóme=jáx=І=N=µi，läágo=dq=mrámer（RM=µmoäLi）=
N=µi，o~ådom=S=merë（NMM=µmoäLi）O=µi，共 OM=µi。
反应条件为 PT=℃= NR= máå，然后 UR=℃= R= ë，循环

PM次。=
OKT= = qoqJmCo反应=

采用如下反应体系（ddeOl=NUKR=µi，NM×mCo=
buffer=OKR=µi，dkqmë=MKR=µi，qAn=MKR=µi，共 OR=µi）
进行 qoqJmCo。反应条件为 VP=℃= O= máå，然后

VP=℃= NR=ë，RR=℃= OR=ë，TO=℃= OR=ë，循环 QM次。

记录每个反应管内的荧光信号达到设定域值时所经

历的循环数，即 Cí值，以 dAmae为内参，待测样

本的相对表达量为 O－△△Cí。=
OKU= =统计分析=

使用 pmpp=NVKM和dr~php~d=mráëm=R软件进行

统计分析，计量资料采用 x s± 表示；两组比较采

用 t 检验；对 P 组及以上数据采用单因素方差分

析。=
P= =结果=

实验过程中对照组、模型组无死亡，AqoA 组

因 ág不当导致死亡 O只。实验结束时各组新西兰兔

体质量差别无统计学意义，各组动物数为：对照组

S只，模型组 U只，AqoA组 U只。=
PKN= =组织病理学检查结果=

组织病理学镜下检查发现（图 N），对照组兔颈=
=

=
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = AqoA=

图 N= =实验 NO周各组兔颈动脉血管 eb染色=
cigK=N= = jorphology=of=rabbit=carotid=artery=in=different=groups=at=NO=weeks=

NMM=µm= NMM=µm= NMM=µm=
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动脉的内皮细胞形态规整，内弹力纤维膜清晰可见，

排列整齐，中膜平滑肌细胞排列整齐，形态规则，

未见明显斑块形成；模型组可见典型的 Ap 斑块，

可见薄层的纤维帽及大的脂质核心，以及大量炎症

细胞浸润，内弹力纤维膜断裂，平滑肌细胞迁移至

内膜下，动脉中膜可见泡沫细胞及胆固醇结晶。

AqoA 组内皮细胞形态基本完整，纤维弹力膜清晰

可见，少量平滑肌细胞迁移至内膜下，中膜平滑肌

细胞排列基本整齐，可见少量泡沫细胞形成及炎性

细胞浸润。=
PKO= = qdcJβN、fiJNM、jjmJO、jjmJV=mokA的

相对表达量=
qdcJβN、fiJNM、jjmJO、jjmJV 和 dAmae

的扩增效率均在 VRB以上，溶解曲线呈单峰，特异

性强，采用 O－△△Cí方法进行后续样本扩增分析。以

dAmae 为内参，计算兔颈动脉粥样硬化斑块中

qdcJβN、fiJNM、jjmJO和jjmJV= mokA的相对

表达量。=
与对照组比较，模型组兔颈动脉组织中 qdcJβN

和 fiJNM=mokA的相对表达量明显降低，差异有统

计学意义（m＜MKMR）。与模型组比较，AqoA 组的

qdcJβN和 fiJNM=mokA的相对表达量显著升高，有

显著性差异（m＜MKMR）。与对照组比较，模型组兔

颈动脉组织中jjmJO和jjmJV=mokA的相对表达

量升高明显，差异具有显著性（m＜MKMR）。与模型

组比较，AqoA组的jjmJO和jjmJV=mokA的相

对表达量明显降低，具有统计学差异（m＜MKMR）。
结果见表 O。=

表 O= =各组 qdcJβN、fiJNM、jjmJO、jjmJV=mokA的相对表达量（ x±s）=
qable=O= = oelative=expressions=of=qdcJβNI=fiJNMI=jjmJOI=and=jjmJV=mokA=in=each=group=E x±sF=

组别= = = = = = =剂量= = = = = = = = = = qdcJβ1LdAmae= = = = = = fiJNMLdAmae= = = = = jjmJOLdAmae= = = = = = jjmJVLdAmae=
对照= = = = = = = = µ= = = = = = = = = = = = = SMKQN±ORKUR= = = = = = = = QSKUM±NPKST= = = = = = = NUKMQ±NMKRO= = = = = = = = = = = = = = = = = = PKTS±NKSQ=
模型= = = = = = = = µ= = = = = = = = = = = = = NVKNU±TKSV@= = = = = = = = = = = = = = SKVQ±OKNV@= = = = = = = = = = = RRKPN±ONKNR@= = = = = = = = = = = = = = = = QOKUO±NSKNU@=
AqoA= = = = R=mg∙kg−N= = = = = = = = = QSKUO±OMKVTG= = = = = = = = = = = PSKVU±NPKSSG= = = = = = = = = ONKQS±NMKURG= = = = = = = = = = = = = = = = NMKQP±RKNPG=
与对照组比较：@m＜MKMR；与模型组比较：Gm＜MKMR=
@m Y=MKMR=vs=Åoåíroä=groupX=Gm Y=MKMR=vs=modeä=group=

Q= =讨论=
研究发现，不稳定斑块的破裂是导致脑梗死的

主要原因，斑块的稳定性同脂质核心大小、纤维帽

的厚薄等因素有关，脂质核心越大，纤维帽的厚度

越薄，则斑块越不稳定xRz，不稳定斑块中炎症细胞

活化浸润和细胞因子的合成释放增加，导致纤维帽

中胶原纤维降解，使纤维帽变薄，最终斑块破裂，

导致脑血管事件的发生xOz。由此可见，炎症反应在

Ap 斑块的形成、发生、发展及最终导致脑梗死的

过程中发挥了关键作用。=
本研究发现，在高脂饲养 NO周后兔的颈动脉组

织病理学镜下检查可见典型的 Ap 斑块形成，可见

薄层的纤维帽及大的脂质核心，大量炎症细胞浸润，

内弹力纤维膜断裂，平滑肌细胞迁移至内膜下，动

脉中膜可见泡沫细胞及胆固醇结晶，证实 Ap 斑块

中炎症反应增强并引发一系列的反应，导致胶原纤

维降解，纤维帽变薄，纤维膜断裂，最终斑块破裂，

可见炎症反应在 Ap 斑块的发生发展中具有重要作

用。经过 AqoA治疗后，动脉中膜平滑肌细胞排列

整齐，泡沫细胞及炎性细胞浸润减少，内皮细胞形

态恢复完整，内弹力纤维膜变得清晰完好，未见 Ap
斑块。提示 AqoA抑制炎症反应、抑制内膜增生及

平滑肌细胞的迁移，但具体机制尚未清楚。=
AqoA是维生素 A的天然衍生物，其在炎症反

应中发挥独特的调控作用，使其广泛应用于治疗皮

肤病、血液病、肿瘤及血管相关疾病等方面。然而，

在治疗颈 Ap斑块方面，尚无 AqoA的临床研究。目

前，国外有动物实验探讨 AqoA抗Ap的可行性。在

高脂饲养的兔子中，连续喂养 AqoA（R= mgLkg）U
周可显著降低血脂和改善动脉损伤，抑制纤维蛋白

原和血小板结合沉积到动脉内皮细胞中xQz。此外，

AqoA 可通过降低血脂，从而改善兔血管内皮的舒

张功能xSz，前期研究显示，AqoA 具有提升血清抗

炎因子、降低促炎因子水平的作用xPz，本研究通过

检测兔颈 Ap 斑块组织中有关炎症因子的相对表达

量变化，进一步探索 AqoA的抗 Ap的作用。=
qdcJβN 是一种多功能的细胞因子，在免疫调

节、胚胎发育、伤口愈合、器官纤维化等过程中发

挥重要作用。研究发现，qdcJβN能调节 Ap斑块内

的炎症反应，在 Ap 斑块的进展过程中发挥重要作
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用xTz。以往的临床研究也证实，qdcJβN的血浆水平

与动脉粥样硬化性脑梗塞的发生有关，低血浆水平

的 qdcJβN可能导致 Ap的进展加剧、颈 Ap斑块的

易损性增加，最终导致脑梗死的发生xUz。本研究发

现，模型组 qdcJβN=mokA的相对表达量明显下降，

经过 AqoA治疗后，qdcJβN= mokA的相对表达量

显著增加，提示AqoA可能通过增加qdcJβN=mokA
的表达，提高其血清浓度，起到抗 Ap的作用。=

fiJNM 是一种主要由巨噬细胞和 qhO 细胞分泌

的细胞因子，主要通过抑制巨噬细胞的活化和抑制

jjm、促炎细胞因子和环氧化酶在脂质及活化巨噬

泡沫细胞中的表达而起抗动 Ap 的作用xVz。此外，

fiJNM 还能改变 Ap 过程中巨噬细胞代谢脂质的能

力。在高血脂大鼠中，通过骨髓细胞转导生成巨噬

细胞后发现高表达的 fiJNM 具有强力的抗 Ap 的作

用xNMz。本研究发现，模型组 fiJNM=mokA的相对表

达量较对照组显著降低，经 AqoA 治疗后，fiJNM=
mokA的相对表达量明显升高，提示 AqoA可通过

调节 fiJNM 的表达从而增强其抑制巨噬细胞活化的

作用而起到抗 Ap的作用。=
胶原纤维是 Ap 斑块纤维帽的主要组成成分，

胶原含量越少，纤维帽厚度越薄，则斑块越不稳定。

jjm 是主要由泡沫巨噬细胞及血管平滑肌细胞分

泌的一组内肽酶家族，能够广泛降解包括胶原纤维、

连接蛋白、弹性蛋白和蛋白多糖等在内的多种细胞

外间质，对于维持血管壁的完整性与功能有重要作

用。国外实验研究发现在大鼠 Ap 的早期阶段，巨

噬细胞浸润后，jjmJO和jjmJV的表达及活性明

显增加xNNz；临床研究中发现动脉粥样硬化性脑梗死

患者人群血清中jjmJO和jjmJV的水平也明显高

于正常人群xNOz，显示jjmJO和jjmJV参与了 Ap
的发生和发展过程。本实验发现在兔颈 Ap 的斑块

中，AqoA干预治疗能够下调Ap斑块组织中jjmJO
和jjmJV=mokA的相对表达量，有助于减少细胞外

基质的降解，起到抗Ap和稳定斑块的作用。=
Ap 斑块组织中，AqoA 能够调节细胞因子

qdcJβN、fiJNM、jjmJO和jjmJV= mokA的相对

表达量，进一步证实 AqoA的抗 Ap作用，但其具

体的机制尚未完全明确，有待后续的进一步研究。=
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