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全反式维甲酸对兔颈动脉粥样硬化斑块中 TGF-β1、IL-10、MMP-2和
MMP-9表达的影响 
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摘  要：目的  采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法探索全反式维甲酸（ATRA）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 24 只纯种雄性新西兰白兔随机分为对照组、模型组、ATRA组。对照组给予基础饲料、其余两组

给予高脂饲料，共饲养 12周。饲养 4周后，ATRA组 ig 5 mg/kg的 ATRA，模型组和对照组 ig等量溶剂，每天 1次，至 12
周末处死各组动物。取颈动脉粥样硬化斑块组织，进行 HE 染色，显微镜下观察管壁结构；提取组织 RNA，qRT-PCR 法测

定组织中转化生长因子-β1（TGF-β1）、白细胞介素-10（IL-10）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）和基质金属蛋白酶-9（MMP-9） 
mRNA的相对表达量。结果  模型组可见典型的 AS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；ATRA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 TGF-β1 和 IL-10 mRNA
的相对表达量明显降低（P＜0.05），而MMP-2和MMP-9 mRNA的相对表达量明显升高（P＜0.05）；与模型组比较，ATRA
组的 TGF-β1和 IL-10 mRNA的相对表达量明显升高（P＜0.05），MMP-2和MMP-9 mRNA的相对表达量明显降低（P＜0.05）。
结论  ATRA可通过调节炎症因子的表达抗动脉粥样硬化。 
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Effect of ATRA on expression of TGF-β1, IL-10, MMP-2, and MMP-9 in carotid 
atherosclerotic plaques in rabbits 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of all-trans retinoic acid (ATRA) on the inflammatory response in carotid 
atherosclerotic plaques of rabbit model by using fluorescent quantitative PCR. Methods  Twenty-four white purebred male New 
Zealand rabbits were randomly divided into control group, model group, and ATRA group. The rabbits in the control group were treated 
with basal feed, while the other two groups were fed with high fat diet. Four weeks later, ATRA group received ATRA ravage at a 5 mg 
dose once a day and model group received saline ravage at the same dose once a day. After 12 weeks, all rabbits were sacrificed and the 
carotid atherosclerotic plaques of rabbit were extracted. HE staining was performed and the wall structure was observed under 
microscope. With the mRNA of GAPDH as internal reference, the relative mRNA expression of TGF-β1, IL-10, MMP-2, and MMP-9 
were detected by qRT-PCR. Results  The typical AS plaque, thin fibrous cap and large lipid core, infiltration of inflammatory cells and 
breakage of elastic fibrous membrane were observed in the model group. The endothelial cells in the ATRA group were basically intact 
with a small amount of inflammatory cells infiltration. Compared with control group, the relative mRNA expression of TGF-β1 and 
IL-10 were decreased obviously in model group (P < 0.05), while MMP-2 and MMP-9 mRNA were increased significantly (P < 0.05). 
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Compared with model group, the relative mRNA expression of TGF-β1 and IL-10 were increased significantly in ATRA group (P < 
0.05), while MMP-2 and MMP-9 mRNA decreased obviously (P < 0.05). Conclusion  ATRA can exert anti-atherosclerosis effect 
by regulating the expression of inflammatory factors. 
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炎症反应在动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）

的发展过程中起重要作用[1]，AS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（matrix metalloproteinase，MMP）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[2]。因此，调节炎症反应是维持 AS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

（all-trans retinoic acid，ATRA）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 ATRA 对颈动脉

AS 斑块作用的研究。本课题组前期研究证实[3]，

ATRA 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 PCR（qRT-PCR）
法进一步观察 ATRA对 AS斑块组织炎症因子表达

的影响，探索 ATRA抗 AS的作用机制。 
1  材料 
1.1  实验动物 

普通级纯种雄性新西兰白兔 24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 SYXK（粤）2013-0085，80 d龄，体质量

（2.0±0.3）kg，自由饮水，单笼室温饲养。 
1.2  主要仪器 

台式冰冻高速离心机（美国 Thermo 公司）；

5P-72 超 速 离 心 机 （ 日 本 日 立 Hitachi ）；

MultiskanMK3酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific
公司）；C1000 Thermal cycler 普通 PCR 仪（美国

BIO-RAD公司）；7300荧光定量仪（美国ABI公司）；

QL-901微型振荡器（海门市麒麟医用仪器厂）。 
1.3  药品和主要试剂 

ATRA（山东良福制药有限公司，质量分数＞

98%，批号 H20083494）。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：2%
胆固醇、0.5%猪胆盐、15%蛋黄粉、10%猪油、

72.5%基础饲料）；Trizol（美国 Invitrogen公司）；

DEPC（美国 Sigma公司）；DNase I（批号 M610A，
美国 Promega公司）；SYBR Premix EX Taqv II Kit

（批号 RR820A，日本 TaKaRa公司）；Prime Script 

TMRT reagent Kit（批号 RR047A，日本 TaKaRa
公司）。 
2  方法 
2.1  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[3]，将 24只新西兰白兔随机分为

对照组 6只，模型组 8只，ATRA组 10只，对照组

予每天 150 g普通饲料饲养，模型组和 ATRA组均

予每天 150 g高脂饲料饲养，均自由饮水，饲养 12
周。饲养 4周后，ATRA组开始予 5 mg/kg[4]的 ATRA
溶于 1.5 mL植物油中 ig给药；模型组和对照组 ig
等量溶剂。实验至第 12周末时处死各组动物。 
2.2  血管取样及染色 

第 12周末处死动物，截取 1.0 cm左右的颈动

脉病变血管切为 3～4段，10%甲醛缓冲溶液固定，

石蜡包埋，并将病变血管横切面（3～4 μm）行 HE
染色，显微镜下观察管壁结构。 
2.3  RNA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 EP管，加 1 mL Trizol，研磨后

充分振荡混匀，室温静置 5 min。加入氯仿 0.2 mL，
振荡器振荡 15 s，室温孵育 3 min，4 ℃、12 000 r/min
离心 15 min，取上清液至新 EP管。加入与上清液

等体积的异丙醇，混匀后－20 ℃孵育 20～30 min，
4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，弃上清液。加入

75%乙醇（含 DEPC水）800 μL洗涤沉淀 1次，4 ℃、

7 500 r/min离心 5 min，弃乙醇。真空干燥 5 min，
加 DEPC处理水 50 μL溶解 RNA，－80 ℃冰箱保

存备用。 
2.4  引物的设计合成 

转化生长因子-β1（TGF-β1）、白细胞介素-10
（IL-10）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、基质金属

蛋白酶-9（MMP-9）、GAPDH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 1。 
2.5  去基因组 

使用 RNase-free的 DNase І，按如下反应体系：
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RNA 20 µL，DNase І 20 µL，10×buffer 10 µL，
RNase inhibitor 0.5 µL，RNase-free ddH2O 49.5 µL，
共 100 µL。37 ℃消化 30 min，65 ℃灭活 10 min。
加入等体积苯酚，混匀后 10 000 r/min离心 5 min后
取上清；上清加入等体积的氯仿，混匀后 10 000 r/min

离心 10 min后取上清；上清加入等体积异丙醇，轻

柔混匀，－20 ℃静置 15 min，4 ℃下 10 000×g离
心 10 min后弃上清，收集 RNA沉淀；用 75%乙醇

洗涤沉淀 2次，超净台风干后加入 15～40 μL DEPC
水溶解沉淀。 

表 1  TGF-β1、IL-10、MMP-2、MMP-9、GAPDH引物序列 
Table 1  Primers of TGF-β1, IL-10, MMP-2, MMP-9, and GAPDH 

基因 引物序列                                大小 
TGF-β1 正向引物     5’- GCCCACTGTTCCTGTGACAA-3’                  101 bp 

反向引物     5’- TTCATGCTGTGAATGGTGGC-3’ 
IL-10 正向引物     5’-CTGCGACAATGTCACCGATT-3’                   106 bp 

反向引物     5’-TGGCTTTGTAGACGCCTTCCT-3’ 
MMP-2 正向引物     5’-AGCTCCCGGAGAAGATCGAC-3’                  101 bp 

反向引物     5’-CAGGGTGCTGGCTGAATACAC-3’ 
MMP-9 正向引物     5’-TGACAGCGACAAGAAGTGGG-3’                  104 bp 

反向引物     5’-CAGAGGAGTGATCCAAGCCC-3’ 
GAPDH 正向引物     5’-ATCACCATCTTCCAGGAGCG-3’                   104 bp 

反向引物     5’-GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3’  

 
2.6  逆转录 PCR 

取 4 µL RNA模板做逆转录 PCR，反应体系：

RNA 4 µL，RNase-free ddH2O 10 µL，5×PrimeScript 
TM Buffer（for real time）2 µL，PrimeScript TM RT 
Enzyme Mix І 1 µL，Oligo dT Primer（50 µmol/L） 
1 µL，Random 6 mers（100 µmol/L）2 µL，共 20 µL。
反应条件为 37 ℃ 15 min，然后 85 ℃ 5 s，循环

30次。 
2.7  qRT-PCR反应 

采用如下反应体系（ddH2O 18.5 µL，10×PCR 
buffer 2.5 µL，dNTPs 0.5 µL，TAQ 0.5 µL，共 25 µL）
进行 qRT-PCR。反应条件为 93 ℃ 2 min，然后

93 ℃ 15 s，55 ℃ 25 s，72 ℃ 25 s，循环 40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 Ct值，以 GAPDH为内参，待测样

本的相对表达量为 2－△△Ct。 
2.8  统计分析 

使用 SPSS 19.0和Graphpad Prism 5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 3 组及以上数据采用单因素方差分

析。 
3  结果 

实验过程中对照组、模型组无死亡，ATRA 组

因 ig不当导致死亡 2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

6只，模型组 8只，ATRA组 8只。 
3.1  组织病理学检查结果 

组织病理学镜下检查发现（图 1），对照组兔颈 
 

 
对照                                    模型                                     ATRA 

图 1  实验 12周各组兔颈动脉血管 HE染色 
Fig. 1  Morphology of rabbit carotid artery in different groups at 12 weeks 

100 µm 100 µm 100 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 AS 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。

ATRA 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。 
3.2  TGF-β1、IL-10、MMP-2、MMP-9 mRNA的

相对表达量 
TGF-β1、IL-10、MMP-2、MMP-9 和 GAPDH

的扩增效率均在 95%以上，溶解曲线呈单峰，特异

性强，采用 2－△△Ct方法进行后续样本扩增分析。以

GAPDH 为内参，计算兔颈动脉粥样硬化斑块中

TGF-β1、IL-10、MMP-2和MMP-9 mRNA的相对

表达量。 
与对照组比较，模型组兔颈动脉组织中 TGF-β1

和 IL-10 mRNA的相对表达量明显降低，差异有统

计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，ATRA 组的

TGF-β1和 IL-10 mRNA的相对表达量显著升高，有

显著性差异（P＜0.05）。与对照组比较，模型组兔

颈动脉组织中MMP-2和MMP-9 mRNA的相对表达

量升高明显，差异具有显著性（P＜0.05）。与模型

组比较，ATRA组的MMP-2和MMP-9 mRNA的相

对表达量明显降低，具有统计学差异（P＜0.05）。
结果见表 2。 

表 2  各组 TGF-β1、IL-10、MMP-2、MMP-9 mRNA的相对表达量（ x±s） 
Table 2  Relative expressions of TGF-β1, IL-10, MMP-2, and MMP-9 mRNA in each group ( x±s) 

组别       剂量          TGF-β1/GAPDH      IL-10/GAPDH     MMP-2/GAPDH      MMP-9/GAPDH 
对照        —             60.41±25.85        46.80±13.67       18.04±10.52                  3.76±1.64 
模型        —             19.18±7.69#              6.94±2.19#           55.31±21.15#                42.82±16.18# 
ATRA    5 mg∙kg−1         46.82±20.97*           36.98±13.66*         21.46±10.85*                10.43±5.13* 
与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model group 

4  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[5]，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[2]。由此可见，炎症反应在

AS 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 12周后兔的颈动脉组

织病理学镜下检查可见典型的 AS 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 AS 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 AS 斑块的发生发展中具有重要作

用。经过 ATRA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 AS
斑块。提示 ATRA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。 
ATRA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 AS斑块方面，尚无 ATRA的临床研究。目

前，国外有动物实验探讨 ATRA抗AS的可行性。在

高脂饲养的兔子中，连续喂养 ATRA（5 mg/kg）8
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[4]。此外，

ATRA 可通过降低血脂，从而改善兔血管内皮的舒

张功能[6]，前期研究显示，ATRA 具有提升血清抗

炎因子、降低促炎因子水平的作用[3]，本研究通过

检测兔颈 AS 斑块组织中有关炎症因子的相对表达

量变化，进一步探索 ATRA的抗 AS的作用。 
TGF-β1 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，TGF-β1能调节 AS斑块内

的炎症反应，在 AS 斑块的进展过程中发挥重要作
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用[7]。以往的临床研究也证实，TGF-β1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 TGF-β1可能导致 AS的进展加剧、颈 AS斑块的

易损性增加，最终导致脑梗死的发生[8]。本研究发

现，模型组 TGF-β1 mRNA的相对表达量明显下降，

经过 ATRA治疗后，TGF-β1 mRNA的相对表达量

显著增加，提示ATRA可能通过增加TGF-β1 mRNA
的表达，提高其血清浓度，起到抗 AS的作用。 

IL-10 是一种主要由巨噬细胞和 Th2 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

MMP、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 AS 的作用[9]。此外，

IL-10 还能改变 AS 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 IL-10 具有强力的抗 AS 的作

用[10]。本研究发现，模型组 IL-10 mRNA的相对表

达量较对照组显著降低，经 ATRA 治疗后，IL-10 
mRNA的相对表达量明显升高，提示 ATRA可通过

调节 IL-10 的表达从而增强其抑制巨噬细胞活化的

作用而起到抗 AS的作用。 
胶原纤维是 AS 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。

MMP 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 AS 的早期阶段，巨

噬细胞浸润后，MMP-2和MMP-9的表达及活性明

显增加[11]；临床研究中发现动脉粥样硬化性脑梗死

患者人群血清中MMP-2和MMP-9的水平也明显高

于正常人群[12]，显示MMP-2和MMP-9参与了 AS
的发生和发展过程。本实验发现在兔颈 AS 的斑块

中，ATRA干预治疗能够下调AS斑块组织中MMP-2
和MMP-9 mRNA的相对表达量，有助于减少细胞外

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

TGF-β1、IL-10、MMP-2和MMP-9 mRNA的相对

表达量，进一步证实 ATRA的抗 AS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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