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细胞外基质金属蛋白酶诱导因子和尿激酶型纤溶酶原激活
物在载脂蛋白 E 基因敲除小鼠主动脉粥样硬化斑块中的表达

梁 星, 杨丽霞, 郭瑞威, 刘 宏, 杨智华, 朱国富, 齐 峰, 石燕昆
(中国人民解放军成都军区昆明总医院心血管内科, 云南省昆明市 650032)

[关键词] 摇 细胞外基质金属蛋白酶诱导因子;摇 尿激酶型纤溶酶原激活物;摇 动脉粥样硬化;摇 不稳定性斑块;摇
载脂蛋白 E 基因敲除小鼠

[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨细胞外基质金属蛋白酶诱导因子(EMMPRIN)与尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA)在载脂蛋白

E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠主动脉粥样硬化斑块中的表达,并探讨两者的相互关系。 方法摇 研究对象采用 ApoE - / -

小鼠,共喂养 18 周,分别于 6 周、10 周、14 周和 18 周 4 个时间点处死小鼠行 HE 染色切片观察动脉粥样硬化斑块形

态;并采用 RT鄄PCR 及 Western blot 检测主动脉粥样硬化斑块内 EMMPRIN 和 uPA 的表达。 结果摇 成功建立动脉粥样

硬化模型;在主动脉粥样硬化斑块中检测到 EMMPRIN 和 uPA 表达均增高,与普通饮食组比较有统计学意义(P <
0郾 05)。 EMMPRIN 和 uPA 表达随喂养时间延长而增高。 摇 结论摇 EMMPRIN 和 uPA 在 ApoE - / - 小鼠主动脉粥样硬化

斑块中随着斑块病变程度的严重性增加表达增高,两者可能共同参与粥样硬化斑块的发生发展过程。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the expression of extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN) and
urokinase鄄type plasminogen activator(uPA) in aortic atherosclerotic plaques of apolipoprotein E knockout(ApoE - / - ) mice
and to explore the relationship between the two. 摇 摇 Methods摇 ApoE - / - mice were randomized into ordinary diet fed group
and high鄄fat diet fed group,raising for 18 weeks. 摇 At 6 weeks, 10 weeks, 14 weeks, 18 weeks mice were sacrificed and ob鄄
served by HE staining of atherosclerotic plaque morphology. 摇 EMMPRIN and uPA expression in aortic atherosclerotic plaques
were detected by semi鄄quantity RT鄄PCR and Western blot. 摇 摇 Rusults摇 Atherosclerosis model was successfully established;
EMMPRIN and uPA in aorta atherosclerotic plaques were highly expressed, with statistically significant difference from normal
diet group (P <0郾 05). 摇 Expression of EMMPRIN and uPA increased with feeding time extended. 摇 摇 Conclusion摇 Expres鄄
sion of EMMPRIN and uPA in ApoE - / - mice aortic atherosclerosis increased with plaque lesions degree of severity, both of
EMMPRIN and uPA may play a role in the atherosclerotic plaques development.

摇 摇 冠心病 ( CHD) 的病理基础是动脉粥样硬化

(As),急性冠状动脉综合征(ACS)的发病主要是由

于不稳定性斑块的破裂,其分子病理机制错综复

杂。 新近发现,细胞外基质金属蛋白酶诱导因子

(EMMPRIN)可影响基质金属蛋白酶家族(MMP)的
表达水平[1,2],从而影响 As 斑块的稳定性[3,4]。 尿

激酶型纤溶酶原激活物(uPA)是纤溶酶原的重要组

成部分,具有致 As 作用。 有研究发现,EMMPRIN及
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uPA 在冠心病患者的 As 斑块中及斑块破裂的好发

部位“肩部冶均有高表达[5鄄7]。 在肿瘤的侵袭和转移

中,EMMPRIN 不仅可以诱导 MMP 的表达,同时也

可以通过 uPA 发挥作用[8]。 在动物实验中 EMM鄄
PRIN 和 uPA 在 As 斑块中的表达情况并不完全清

楚。 因 此, 本 实 验 以 载 脂 蛋 白 E 基 因 敲 除

(ApoE - / - )小鼠高脂饮食喂养建立 As 模型[5],在体

探讨 As 斑块中 EMMPRIN 及 uPA 的表达及两者间

的相互关系。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 羊抗 EMMPRIN 多克隆抗体 sc鄄9757(Santa Cruz
公司),羊抗 uPA 多克隆抗体 ab64520 (AbCom 公

司),小鼠抗 茁鄄actin 单克隆抗体 NB600鄄501(Novus
Biologicals 公司),BCA 蛋白浓度测定试剂盒和超敏

ECL 化学发光试剂盒(碧云天),DAB 显色液(北京

中杉), Total RNA 提取试剂盒和逆转录试剂盒

DRR047S(TAKARA),Premix Taq Version 2郾 0,Nu鄄
cleic Acid Stain 核酸染料。 PCR 扩增仪(美国 PTC鄄
200),核酸蛋白分析仪(美国 DU800),酶标仪(奥地

利 FO39300),ChimilMager 5500 型凝胶成像分析系

统(Alpha Inntotech Corporation,USA),Leica DMIRB
荧光倒置显微镜。 胆固醇(科龙公司)。
1郾 2摇 动物模型的建立和干预

6 周龄雄性 ApoE - / - 小鼠 32 只(北京威通利华

公司),平均体重 18 g。 随机分为普通饮食组及高

脂饮食组,每组 16 只,高脂饮食组小鼠按照普通小

鼠饲料 + 21%猪油 + 0郾 15%胆固醇比例配制高脂饮

食饲料,共喂养 18 周建立 As 模型,分批在 6 周、10
周、14 周和 18 周时处死小鼠。
1郾 3摇 标本采集

将小鼠固定于手术台上,腹腔注射 10 g / L 戊巴

比妥 0郾 5 ~ 1郾 0 mL 麻醉,取主动脉弓浸于 4% 的多

聚甲醛备做 HE 染色,取降主动脉至腹主动脉血管

- 70益保存备做 Western blot 和 PCR。 石蜡包埋主

动脉弓,从三个主动脉瓣同时出现的第一张起连续

切片,第一个主动脉瓣出现到三个主动脉瓣全部出

现的距离不超过 80 滋m,切片厚度 10 滋m,每隔 10
张取 1 张做 HE 染色。
1郾 4摇 主动脉粥样硬化斑块病理学观察

主动脉石蜡切片 HE 染色观察主动脉粥样硬化

斑块形态。

1郾 5摇 RT鄄PCR 分析主动脉 EMMPRIN 和 uPA 的 mR鄄
NA 表达

每组分别取降主动脉至腹主动脉部分血管 4
根,液氮中研磨组织,RNAiso Plus 提取总 RNA,核酸

蛋白分析仪测定 RNA 浓度,两步法逆转录试剂盒转

录为 cDNA。 所有引物均参照 Gengbank 提供的序

列,由大连宝生物公司合成。 引物设计如下:EMM鄄
PRIN 为 5忆鄄GCA GAG GAC ACA GGC ACT TAC鄄3忆(
正义链 )和 5 忆鄄ACA GGC TCA GGA AGG AAG ATG鄄
3忆(反义链); uPA 为 5忆鄄CCC CAA GGT TTA CTG
ATG TGC TC鄄 3忆(正义链)和 5忆鄄GAA GTG TGA GAC
CCT CGT GTA GA鄄 3忆(反义链);茁鄄actin 为 5忆鄄AGA
TTA CTG CTC TGG CTC CTA GC鄄3忆(正义链)和 5忆鄄
ACT CAT CGT ACT CCT GCT TGC T鄄3忆(反义链)。
RT鄄PCR 仪扩增目的基因后用 1郾 5% 琼脂糖凝胶电

泳,凝胶成像仪分析其图像并测得灰度值,以 EMM鄄
PRIN、uPA 与 茁鄄actin 光密度比值表示 EMMPRIN 和

uPA mRNA 的表达水平。
1郾 6摇 蛋白提取和 Western blot 分析 EMMPRIN 和

uPA 的蛋白表达

每组分别取降主动脉至腹主动脉部分血管 4
根,液氮中研磨后按 1 mg 组织加入预冷的 10 滋L 裂

解液(含终浓度为 1 mol / L 的 PMSF)裂解组织,收集

裂解的组织在 4益下,12000 r / min 离心 5 min,使用

BCA 定量试剂盒检测蛋白浓度。 常规电泳、转膜、
封闭后结合相应的 EMMPRIN、uPA 抗体,内参 anti鄄
GAPDH, 4益孵育过夜,TBST 洗膜,结合相应的辣根

过氧化物酶标二抗。 用化学发光试剂(ECL)盒与

PVDF 膜共孵育 1 min 后,将 PVDF 膜与 X 光片放入

暗盒内曝光 3 min,显影后再定影。 扫描胶片,用软

件分析条带光密度值,以 EMMPRIN、uPA 与 GAPDH
条带的吸光面积积分比值评定 EMMPRIN、uPA 蛋白

表达水平。
1郾 7摇 统计学分析

Image Pro Plus 软件分析 Western blot 和 PCR 的

灰度值。 计量资料以x 依 s 表示,采用 SPSS 13郾 0 统

计软件进行组间独立样本 t 检验,P < 0郾 05 为差异

有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 主动脉粥样硬化斑块病理学观察

摇 摇 ApoE - / - 小鼠主动脉石蜡切片HE 染色观察结果

显示,喂养至 6 周时,普通饮食组及高脂饮食组小鼠
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主动脉均未见 As 斑块形成,高脂饮食组可见极少量

脂质条纹形成。 喂养 10 周时,普通饮食组小鼠未见

明显 As 斑块形成,可见脂质条纹;高脂饮食组小鼠可

见 As 斑块形成,可见明显增厚的内膜中膜,有少量纤

维帽。 喂养至 18 周时,普通饮食组小鼠可见少量 As
斑块形成;高脂饮食组小鼠可见混合斑块形成,脂质

沉积明显,纤维帽偏薄,斑块稳定性差(图 1)。

图 1. 喂养至 6 周(左)、10 周(中)和 18 周(右)时主动脉病理形态学变化( 伊 400) 摇 摇 上为普通饮食组,下为高脂饮食组。

Figure 1. Aortic pathology change of normal diet and high鄄fat diet group fed to 6th, 10th and 18th weeks ( 伊400)

2郾 2摇 主动脉及粥样硬化斑块内 EMMPRIN 和 uPA
的 mRNA 表达

与普通饮食组相比,高脂饮食组 EMMPRIN 和

uPA mRNA 表达在主动脉内明显增高,差异有统计学

意义(P <0郾 05;图 2 和表 1),同时 EMMPRIN 和 uPA
的 mRNA 表达随着喂养时间的延长而增高(图 3)。

2郾 3摇 主动脉及粥样硬化斑块内 EMMPRIN 和 uPA
的蛋白表达

与普通饮食组相比,高脂饮食组 EMMPRIN 和

uPA 蛋白表达显著增加,差异有统计学意义(P <
0郾 05;图 4 和表 2),同时 EMMPRIN 和 uPA 的蛋白

表达量随喂养时间的延长均出现增高(图 5)。

图 2. RT鄄PCR 检测主动脉内 EMMPRIN 和 uPA 的 mRNA 表达

Figure 2. mRNA expression of EMMPRIN and uPA in the aorta by RT鄄PCR

576CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2012 年第 20 卷第 8 期



表 1. 喂养不同时间后两组主动脉内 EMMPRIN 和 uPA 的

mRNA 表达

Table 1. mRNA expression of EMMPRIN and uPA in the
aorta of two groups mice fed for different time

指摇 标 喂养时间 普通饮食组 高脂饮食组

EMMPRIN mRNA 6 周 0郾 1087 依 0郾 0028 0郾 3384 依 0郾 0540a

10 周 0郾 1725 依 0郾 0036 0郾 4596 依 0郾 0651a

14 周 0郾 2095 依 0郾 0041 0郾 5127 依 0郾 0873a

18 周 0郾 2506 依 0郾 0047b 0郾 9262 依 0郾 1095ab

uPA mRNA 6 周 0郾 0203 依 0郾 0034 0郾 4227 依 0郾 0991a

10 周 0郾 1563 依 0郾 0223 0郾 5751 依 0郾 1003a

14 周 0郾 2795 依 0郾 0778 0郾 8654 依 0郾 1347a

18 周 0郾 3633 依 0郾 1110b 1郾 1372 依 0郾 1548ab

a 为 P < 0郾 05,与普通饮食组比较;b 为 P < 0郾 05,与喂养 6 周比较。

图 3. EMMPRIN 和 uPA mRNA 表达随喂养时间而变化

Figure 3. EMMPRIN and uPA mRNA expression with the
feeding time

图 4. Western blot 检测主动脉内 EMMPRIN 和 uPA 的蛋白

表达

Figure 4. Protein expression of EMMPRIN and uPA in the
aorta by Western blot

3摇 讨摇 论

冠心病的基础病理变化是冠状动脉内粥样硬

化斑块的形成。 ACS 的发生与粥样硬化斑块的不

稳定性相关,即富含脂质核和薄纤维帽的易损斑块

破裂激活血栓级联放大效应形成冠状动脉内急性

血栓事件,而与粥样硬化斑块导致冠状动脉管腔的

狭窄程度并无直接关系。 EMMPRIN 是一种高度糖

基化的跨膜糖蛋白,广泛表达于人体的各种组织细

表 2. 喂养不同时间后两组主动脉内 EMMPRIN 和 uPA 的蛋

白表达

Table 2. Protein expression of EMMPRIN and uPA in the
aorta of two groups mice fed for different time

指摇 标 喂养时间 普通饮食组 高脂饮食组

EMMPRIN 蛋白 6 周 0郾 0664 依 0郾 0033 0郾 4446 依 0郾 0376a

10 周 0郾 2394 依 0郾 0105 0郾 4979 依 0郾 0604a

14 周 0郾 2808 依 0郾 0147 0郾 7482 依 0郾 0825a

18 周 0郾 2813 依 0郾 0161b 0郾 9777 依 0郾 1158ab

uPA 蛋白 6 周 0郾 4095 依 0郾 0165 0郾 7087 依 0郾 0214a

10 周 0郾 6102 依 0郾 0187 0郾 7617 依 0郾 0270a

14 周 0郾 6988 依 0郾 0219 0郾 8137 依 0郾 0281a

18 周 0郾 7000 依 0郾 2535b 1郾 0785 依 0郾 0314ab

a 为 P < 0郾 05,与普通饮食组比较;b 为 P < 0郾 05,与喂养 6 周比较。

图 5. EMMPRIN 和 uPA 蛋白表达随喂养时间而变化

Figure 5. EMMPRIN and uPA protein expression with the
feeding time

胞,其重要生理作用之一是诱导和调控 MMP 的表

达[9],从而参与到影响 As 斑块去稳定性作用的分子

机制中[10]。 MMP 表达在平滑肌细胞、巨噬细胞中,
具有降解细胞外基质的作用,通过影响脂质核心及降

解纤维帽来改变粥样斑块的稳定性,参与 As 斑块去

稳定性作用,并通过降解粥样斑块纤维帽促进斑块破

裂[11]。 EMMPRIN 诱导单核细胞表达与易损斑块密

切相关的MMP鄄9,诱导血管平滑肌细胞表达与稳定性

斑块相关的 MMP鄄2,通过诱导 MMP 的表达参与到细

胞外基质降解,降解 As 斑块纤维帽,表现对斑块的去

稳定作用。 uPA 是纤溶酶原系统的重要组成部分,具
有致 As 作用,可在动脉壁局部起到促使基质降解、细
胞黏附、细胞迁移增殖及细胞因子调节等作用[12]。
Pawlak 等[13]发现,人冠状动脉内 uPA 的含量与粥样

硬化病变的存在和严重性明确相关。 Quemener[8] 在
研究肿瘤细胞的侵袭性过程中发现,EMMPRIN 通过

刺激 MMP鄄2、MMP鄄9 和 uPA 的表达提高了肿瘤细胞

的侵袭能力。 还有研究发现,EMMPRIN 和 uPA 共定

位于冠心病患者的 As 斑块破裂的好发部位“肩部冶。
基于以上的发现及认识,作者推测在 As 斑块表现去

稳定作用这一过程中,EMMPRIN 和 uPA 两者均起到
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了促进作用,EMMPRIN 和 uPA 均可能在粥样硬化斑

块中出现高表达。
本研究以 ApoE - / - 小鼠建立 As 模型,在体观察

了主动脉及粥样硬化斑块中 EMMPRIN 和 uPA 的表

达情况,探讨 EMMPRIN 和 uPA 两者在主动脉粥样

硬化斑块形成过程中的表达情况及与斑块的严重

程度的关系。 组织切片 HE 染色结果显示,随着喂

养时间的延长,ApoE - / - 小鼠主动脉粥样硬化斑块

的严重程度随喂养时间延长明显加重,逐渐出现薄

纤维帽、富含脂质的核心等不稳定性特征,不同时

间阶段斑块的形态有明显变化。 高脂饮食组较普

通饮食组动脉粥样硬化出现早,同一时期相比病变

程度较普通饮食组严重。 进一步对主动脉及其粥

样硬化斑块内 EMMRPIN 及 uPA 的表达量进行检测

后发现,在基因及蛋白质的水平上,EMMRPIN 和

uPA 的表达均随着喂养时间的延长而逐渐增加;同
一时间点,高脂饮食组主动脉及粥样硬化斑块中

EMMRPIN 和 uPA 的表达水平较普通饮食组明显增

高。 这一现象与 As 斑块的病变严重程度变化相一

致,提示两者在 As 斑块中的高表达可能与 As 斑块

不稳定性增加的过程有关。
高脂饮食组成功建立了 As 斑块的模型,并随喂

养时间的增加,出现不稳定性特征,如纤维帽变薄和

脂质核心增大[15]等。 与这一病理变化趋势相符合的

是 EMMPRIN 和 uPA 两个指标随时间延长表达增高。
现有研究认为 EMMRPIN 通过诱导 MMP 表达参与降

解 As 斑块纤维帽而影响斑块稳定性,促进易损斑块

的形成;同时也有研究表明,uPA 亦存在促使局部动

脉壁基质降解等作用而影响斑块的不稳定性,由此推

测 EMMPRIN 可能与 uPA 共同作用于 As 斑块影响斑

块的稳定性。 在肿瘤细胞中,EMMPRIN 可以刺激

uPA 及 MMP 家族的产生,影响肿瘤细胞的侵袭能力。
而 EMMPRIN 和 uPA 在动脉粥样硬化的形成与斑块

的去稳定性过程中是否存在相互影响及可能存在的

内部机制并不清楚。 结合本实验结果,提示在 As 的

形成与斑块的去稳定性过程中,两者可能相互影响,
共同发挥作用。 因此,是否能够通过抑制或诱导

EMMPRIN 表达进一步影响 uPA 的表达在维持粥样

硬化斑块稳定及延缓其进展中具有重要意义,值得进

一步研究,为临床 ACS 早期预防和治疗提供新的药

物靶点。
本研究在体实验证实 EMMPRIN 和 uPA 在 As 斑

块中均存在高表达,两者随粥样硬化斑块的严重程度

加重而表达增加,再次证实 EMMPRIN 和 uPA 均参与

As 斑块形成及去稳定过程,并为阐明 EMMRPIN 及

uPA 在 As 疾病中的作用提供了实验依据。
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