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·基础研究·

运动对Apo E基因敲除小鼠主动脉易损斑块和
MMP9、Tenascin-C的影响*

吴继全1,2 程文立1,6 陈 莉1 黎 娜1 韩呈武3 孔 晶4 李 鸿4 潘 琳4 刘锦阳5 刘艺文5

摘要

目的：探讨长期中等强度负荷耐力运动对载脂蛋白（Apo E）基因敲除小鼠主动脉粥样硬化易损斑块的影响和对主

动脉基质金属蛋白酶9（MMP9）、腱糖蛋白-C（tenascin-C）表达的调控作用。

方法：40只6周龄Apo E基因敲除小鼠随机分为运动干预组（20只）和对照组（20只）。运动干预组给予长期中等强

度的负荷耐力跑台运动干预32周；一般对照组未予以特殊干预。实验结束后评估两组小鼠主动脉动脉粥样硬化斑

块面积和动脉粥样硬化斑块脂核面积的变化情况、采用偏振光的方法测定主动脉胶原含量的变化，采用免疫组化方

法测定主动脉MMP9、tenascin-C的表达。

结果：长期中等强度负荷耐力运动组主动脉粥样硬化斑块面积、斑块脂核面积及埋藏纤维帽数目均显著下降

[（70932±4669）µm2 vs （57247±3982）µm2，P＜0.01；（21279±2104）µm2 vs （57247±3982）µm2，P＜0.01；1.03±0.42

vs 5.22±0.77，P＜0.01]、主动脉壁胶原含量显著增加（67.41%±7.88% vs 21.22%±8.63%，P＜0.01），主动脉MMP9

（47.02±8.55 vs 36.67±4.51，P＜0.01）、tenascin-C的表达显著低于对照组（39.72±6.89 vs 28.86±2.90，P＜0.01）。

结论：长期中等负荷耐力运动可显著下调Apo E基因敲除小鼠主动脉MMP9、tenascin-C的表达并具有稳定主动脉

易损斑块的作用。
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Abstract
Objective: To investigate the effects of long-term medium load endurance exercise on aortic artery vulnerable

plaque and expression changes of matrix metalloproteinase- 9(MMP9) and tenascin- C in apolipoprotein E(APO

E)-deficient mice.

Method: Forty 6-week-age Apo E deficient mice were randomly divided into the following two groups (n=20

each): the exercise group and the control group. The mice in the exercise group were kept on a long- term

treadmill exercise for 32 weeks. At the end of the study, the changes of morphology and composition of ath-

erosclerotic plaque on aortic artery were evaluated, the content of collagen was determined by morphological

method, and the expressions of MMP9 and tenascin-C in aortic artery plaque were measured by immunohisto-

chemical method.

Result: After treatment for 32 weeks, in exercise group the atherosclerotic plaque area, the size of lipid core,
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急性心血管病事件以其高发生率和致死率在疾

病中名列前茅，而易损斑块的破裂及继发血栓形成

是导致急性心血管病事件的主要原因，稳定易损斑

块将有助于减少急性心血管事件的发生，因此，如何

稳定易损斑块是目前研究的热点问题。近年有文献

报道，适度的运动训练有利于心脏康复，并可减缓动

脉粥样硬化的进展[1]和一定程度的稳定易损斑块的

作用。Baldassarre等[1]研究发现，长期运动有益于稳

定动脉粥样硬化斑块，但其稳定易损斑块的作用机

制尚不明确。多项研究证实动脉粥样硬化是一个慢

性炎症过程[2]，炎症在动脉粥样硬化的进展中起重

要作用，在斑块的稳定性方面也起着决定性的作用，

动脉粥样硬化斑块中的上皮细胞、单核、巨噬细胞、

平滑肌细胞和泡沫细胞均可分泌炎症因子及基质金

属蛋白酶9（matrix metalloproteinase 9, MMP9）、腱

糖蛋白-C（tenascin-C）等 [3—4]，后者在促使动脉粥样

硬化斑块向不稳定性发展中起积极作用，近来研究

表明，适度的运动训练具有减缓动脉粥样硬化进展

及稳定动脉粥样硬化斑块的作用，但是其稳定斑块

作用是否与抑制斑块内MMP9、tenascin-C表达有关

尚不明确。为此，我们对中等强度长期运动是否可

以通过抑制斑块内的MMP9、tenascin-C表达进而稳

定易损斑块进行了探索，现报道如下：

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

DSPT202 型小动物跑台（杭州立泰）；Hitachi

7600 生化自动分析仪（日本），抗鼠 MMP9（Abcam

公司，英国）、抗鼠 tenascin-C单克隆抗体（Abcam公

司，英国）。主要仪器：解剖显微镜（Nikon 90i，

Nikon 公司，日本）；偏振光显微镜（Olympus B，

Olympus 公司，日本），荧光分光光度计（Spectra-

Max M2，MDC公司，美国）。Image Pro-plus 6.0图

像分析软件购自美国Media Cybernetics公司。

1.2 实验动物

6周龄载脂蛋白E（apolipoprotein E, Apo E）基

因敲除小鼠（品系C57/6J，北京大学试验动物中心自

美国 Jackson 实验室引进并培育）40 只，均为雄性，

体重19—21g，饲以普通饲料（中国医学科学研究动

物研究所提供，60Coy灭菌照射处理），饲养条件为

清洁级 2级，自由饮水进食。进食保证通风条件良

好，室温22—24℃，相对湿度50%，光照时间12h/d。

1.3 方法

1.3.1 动物分组与处理：将40只Apo E基因敲除小

鼠环境适应性喂养 2周后随机分成 2组：运动组（A

组，n=20）和自由运动的对照组（B组）。每天清晨测

量体重。运动方案[6]：先进行 2周适应性跑台运动，

跑台坡度 0°，每周运动 5d，运动强度和运动时间每

天递增，第 1周运动时间逐渐由 15min达到 45min，

每小节运动为3—5min，每次运动中间休息2min，每

天运动1—2次，运动速度由8m/min到12m/min。第

2周运动时间逐渐增至 60min，每小节运动为 5min，

每天运动 2—3次，每次运动中间休息 2min，运动逐

渐增至速度 15m/min，并且该运动方式最后直至实

验结束，共持续32周，见表1。

1.3.2 检测项目及方法：采用酶法测定血清胆固醇

（TC）、甘油三酯（TG）。

斑块面积的定量：每组 20只ApoE基因敲除小

the amount of discontinuous fibrous caps decreased significantly than that in control group [(70932±4669)µm2

vs (57247±3982)µm2, P＜0.01; (21279±2104)µm2 vs (57247±3982)µm2, P＜0.01; (1.03±0.42) vs (5.22±0.77), P＜

0.01], the content of atherosclerotic plaque collagen on aortic artery increased significantly than that in control

group (67.41%±7.88% vs 21.22%±8.63%, P＜0.01), and the expressions of MMP9 and tenascin-C in the exer-

cise group also decreased significantly in the aortic atherosclerotic plaque than that in the control group (47.02±

8.55 vs 36.67±4.51, P＜0.01; 39.72±6.89 vs 28.86±2.90, P＜0.01).

Conclusion: Long-term medium load endurance exercise can inhibit the expressions of MMP9 and tenascin-C,

and also can stabilize the aortic atherosclerotic vulnerable plaque of Apo E-deficient mice.

Author's address Department of Cardiology, China-Japan Friendship Hospital, Beijing, 100029

Key word endurance exercise; apolipoprotein E-deficient mouse; atherosclerosis; matrix metalloproteinase 9; te-

nascin-C
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鼠均进行斑块面积的定量分析。将带有主动脉根部

的心脏离断后，固定于 10%福尔马林中。常规石蜡

包埋、切片。自主动脉根部近端1mm开始以5µm的

厚度连续横切，尖端以上200µm的至600µm的主动

脉根部组织，每 50µm的留取 1张切片，将其置于多

聚赖氨酸涂层的载玻片上，每只小鼠留取 8 张切

片。这8张切片的斑块面积平均值代表每只小鼠的

主动脉根部斑块面积值。将这些切片以 HE 染色

后，测量平均斑块面积和斑块面积。

脂核的估算：由于组织经过乙醇和二甲苯的处

理后，95%—99%的斑块脂质发生溶解，上述HE染

色后的切片在光学显微镜下可观察到斑块脂质发生

溶解后留下的透明区域。这些透明区域可以被定量

并代表斑块的脂核面积。

埋藏的破裂纤维帽：HE染色后的切片在光学显

微镜下可观察到斑块内不连续的纤维帽组织。

胶原的评估：选取上述切片相邻的切片以0.1%

苦味酸天狼猩红染液（Sigma，美国）染色 60min，以

评估Ⅰ型和Ⅲ型胶原。随后在偏振光显微镜

（Olympus B，Olympus 公司，日本）下摄影，对主动

脉根部斑块的胶原含量进行定量分析。

免疫组化：将主动脉根部斑块MMP9、tenascin-C

的表达进行定量分析。在室温下分别与抗鼠MMP-9

多克隆抗体（1∶400稀释），抗鼠 tenascin-C（1∶300 稀

释）单克隆抗体孵育，然后使用相应的二抗在室温条

件下与一抗结合。标本使用尼康90i生物显微镜成

像系统采集图像，结果由一名不了解实验方案的人

员使用 Image Pro- Plus 6.0 图像分析软件（美国

Macro Media公司生产）进行资料分析。

1.4 统计学分析

采用盲终点的方法对结果进行评定，组间比较

采用方差分析及 t检验的方法，全部数据以均数±标

准差表示。数据使用SPSS 17.0版处理。

2 结果

2.1 血脂水平

运动组血脂水平较对照组有显著降低，见表2。

2.2 斑块面积脂核面积的定量评估

实验结束时，所有实验小鼠的主动脉根部都有

典型的斑块形成，两组的代表性横断面切片见图

1。实验结束后对每组20只小鼠，每只8个切片的测

定结果分析显示：与对照组比较运动组的斑块面积

减少了 35.57%（P＜0.01），与对照组比较运动组的

脂核面积减少了62.83%（P＜0.01），见表3。

2.3 埋藏的破裂纤维帽的比较

实验结束后对每组 20只小鼠，每只 8个切片的

测定结果分析显示：与对照组比较运动组斑块中埋

藏的破裂纤维帽数目显著减少（5.22±0.77 vs 1.03±

0.42，P＜0.01），见表3，图1。

2.4 胶原含量的变化

实验结束后对每组 20只小鼠，每只 8个切片的

测定结果分析显示：与对照组比较运动组斑块的胶

原 含 量 显 著 增 多（67.41% ± 7.88% vs 21.22% ±

8.63%，P＜0.01），见表3，图2。

2.5 免疫组化结果

实验结束后对每组 20只小鼠，每只 8个切片的

测定结果分析显示：与对照组比较，运动组斑块中

MMP9、tenascin- C 的 表 达 均 显 著 低 于 对 照 组

（47.02 ± 8.55 vs 36.67 ± 4.51，P＜0.01；39.72 ± 6.89

vs 28.86±2.90，P＜0.01），见表4，图3—4。

表1 小鼠的运动配方表

运动情况

跑台坡度（°）
每小节运动时间（min）
每天运动时间（min）

运动间休息时间（min）
运动速度（m/min）
每天运动次数（次）
每周运动天数（d）

适应期
（第1周）

0
3—5

15—45
2

8—12
1—2

5

适应期
（第2周）

0
5
60
2
15

2—3
5

运动期
（32周）

0
5
60
2
15

2—3
5

表2 两组间Apo E基因敲除小鼠血脂比较 (x±s,mmol/L)

组别

运动组
对照组

①与对照组比较P＜0.01

动物数

20
20

胆固醇

11.89±3.08①

16.01±4.11

甘油三酯

1.33±0.71①

3.32±1.02

表3 两组间Apo E基因敲除小鼠主动脉斑块的比较(x±s)

项目

脂核面积(µm2)

斑块面积(µm2)

脂核面积/斑块面积

胶原含量(%)

埋藏纤维帽的平均数

与对照组比较：①P＜0.05；②P＜0.01

运动组（n=20）

21279±2104②

70932±4669②

0.30±0.17①

67.41±7.88②

1.03±0.42②

对照组（n=20）

57247±3982

110092±10202

0.52±0.15

21.22±8.63

5.22±0.77
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3 讨论

3.1 长期中等负荷耐力运动对Apo E基因敲除小

鼠主动脉粥样硬化易损斑块的稳定作用

易损斑块的破裂及继发血栓形成是导致心血管

病事件的主要原因，稳定易损斑块将有利于减少心

血管病事件的发生，Apo E基因敲除小鼠的动脉粥

样硬化斑块与人的动脉粥样硬化斑块极为相似[6]。

其斑块的形成和组成与人的动脉粥样硬化斑块相一

致，因此，Apo E基因敲除小鼠是研究易损斑块的理

想动物模型，并且也被广泛应用于易损斑块的研究，

本研究也选用了 Apo E 基因敲除小鼠作为易损斑

块的动物模型进行了相应研究。

负荷运动在动脉粥样硬化的进程中起积极的防

御作用，国内外多项研究[7—9]表明，运动可以减缓动

脉粥样硬化的进展并具有一定程度稳定斑块的作

用。Nounou等[7]研究发现，为期 6周的运动治疗可

以明显减轻大鼠的动脉粥样硬化进展及减轻心肌梗

死后的动脉粥样硬化性缺血损伤。Lee S[8]经对糖

尿病小鼠进行为期9周的运动训练后发现可以减缓

动脉粥样硬化的进展。吴继全等[9]研究发现运动负

荷可以显著延缓 Apo E 基因敲除小鼠冠状动脉粥

样硬化的进展。而Shimada K等[10]进行了为期8周

负荷运动发现对 Apo E 基因敲除小鼠主动脉粥样

硬化斑块具有一定的稳定作用，Kadoglou[11]的研究

也表明6周的负荷运动对Apo E基因敲除小鼠主动

脉斑块具有稳定作用。但是，中长期负荷运动是否

对动脉粥样硬化易损斑块具有稳定作用尚未见报

道，本研究进行了为期 32周的中长期负荷运动，结

果发现对 Apo E 基因敲除小鼠主动脉易损斑块具

有很好的稳定作用。

3.2 长期中等负荷耐力运动对Apo E基因敲除小

鼠主动脉MMP9、tenascin-C的调控作用

多项研究表明动脉粥样硬化是慢性炎症性病

变，动脉壁上的平滑肌细胞、内皮细胞以及动脉壁上

的淋巴细胞、巨噬细胞以及泡沫细胞等均可产生炎

性因子如：趋化因子、黏附因子、组织因子以及

CD40、MMP9 等 [12—17]，而炎性因子又会刺激动脉壁

的炎性细胞加速动脉粥样硬化的进展，其中MMP9

对斑块的稳定性影响较大，它可促使斑块中基质成

分的溶解，使斑块中的纤维帽变薄，促使斑块向不稳

表4 运动组与对照组治疗后MMP9、tenascin-C
阳性区域百分比情况 (x±s)

变量

MMP9
tenascin-C

①与对照组比较P＜0.01

对照组（n=20）

47.02±8.55
39.72±6.89

治疗组（n=20）

36.67±4.51①

28.86±2.93①

A为对照组，B为运动组，黄色箭头示破裂的纤维帽，绿色的箭头示
胆固醇结晶

红、黄色为Ⅰ型胶原，绿色为Ⅲ型胶原，A为对照组，B为运动组

棕色部分为免疫组化染色阳性部分，A为对照组，B为运动组

图1 主动脉斑块的比较 （HE染色，×200）

图2 主动脉斑块的胶原比较
（天狼猩红染色，×400）

图3 主动脉斑块的MMP9表达 （×200）

棕色部分为免疫组化染色阳性部分，A为对照组，B为运动组

图4 主动脉斑块的 tenascin-C表达 （×200）

↓↓
←←↓↓ ↓↓↑↑

A B

A B

A B
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定状态转变。我们既往的研究也证实 MMP9 在斑

块的稳定性中起重要作用 [18]，近来研究表明 tenas-

cin-C与MMP9之间关系密切，并相互影响，在斑块

的稳定性中影响较大。

Tenascin-C 是血管外基质糖蛋白，在血管壁的

损伤时出现表达并参与了斑块的形成与破裂，是导

致心血管病事件的主要原因之一[19]。在组织损伤时

特异而短暂表达，并可通过调节炎症与纤维化进程

调节组织的修复 [4,20]。近期研究表明，tenascin-C 在

心脏和血管的损伤中发挥重要作用。Wallner[21]首先

发现人动脉粥样硬化斑块中具有 tenascin-C 的表

达，其表达随斑块的进展而增加，其在富含脂质的斑

块中表达显著增高，主要分布在脂质核的周围，在破

裂斑块的破裂处 tenascin-C也强烈表达。tenascin-C

与冠状动脉的易损斑块也是密切相关的，在斑块的

近血栓处、炎症浸润处及斑块内出血的部位 tenas-

cin-C的表达也显著增高。

近期的研究表明 tenascin-C与MMPs之间具有

相互作用，MMPs可促使 tenascin-C的表达，而 tenas-

cin-C的表达也受MMPs的影响，当使用抑制剂阻断

MMPs的表达后，tenascin-C的表达也显著下降，两

者之间相互影响，在斑块的稳定性中起重要作用。

本研究结果显示负荷运动治疗后显著降低了

tenascin-C和MMP9的表达，并使斑块内的胶原含量

显著增加，从而说明 tenascin-C 与 MMP9 可能是负

荷运动影响斑块稳定性的重要作用位点与通路，中

长期的负荷运动可能通过抑制 tenascin-C与MMP9

的表达起到稳定斑块的作用。
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