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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨类抵抗素分子 倩 或炎症区域分子 1(RELM倩 / FIZZ1)对载脂蛋白 E(ApoE)基因敲除小鼠动

脉粥样硬化斑块稳定性及血管新生的影响及其信号通路。 方法摇 8 周龄 C57BL / 6J ApoE 基因敲除鼠 20 只,喂食高

脂饲料 12 周后随机分为模型组及 RELM倩 / FIZZ1 组,另选 10 只 C57BL / 6J 野生型小鼠作为对照组;RELM倩 / FIZZ1
组于尾部血管注射重组 RELM倩 / FIZZ1 干预 2 周后结束实验。 取小鼠主动脉制备石蜡包埋切片,进行 HE 染色,利
用图像软件定量测量斑块面积、血管横截面积及校正斑块面积,采用免疫组织化学染色测定主动脉血管壁 RELM倩 /
FIZZ1 及 CD34 阳性反应强度。 提取主动脉 RNA,采用全基因表达谱筛选出显著表达差异的基因和发生变化的细

胞通路。 结果摇 与对照组相比,模型组动脉粥样硬化明显,斑块面积增加,粥样硬化斑块内 RELM倩 / FIZZ1 表达明

显。 RELM倩 / FIZZ1 刺激后 RELM倩 / FIZZ1 及 CD34 阳性反应强度增强,校正斑块面积比模型组显著性增加

(31郾 58% 依 6郾 65%比 24. 16% 依 3. 59% ,P < 0. 01),明显刺激血管新生(P < 0. 05)。 相对于对照组,RELM倩 / FIZZ1
组有显著性上调基因 391 个,下调基因 465 个;活性显著性上调信号通路 12 条,活性显著性下调信号通路 10 条,共
计 22 条。 结论摇 RELM倩 / FIZZ1 刺激血管新生,造成粥样斑块不稳定,其机制与 Atg9a、Gng8 等基因显著性表达及

细胞肌动蛋白骨架调节通路、缝隙连接信号通路的激活密切相关。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the RELM倩 / FIZZ1 signal pathway in intervening atherosclerosis in experimental
animals, and inspect its influences on angiogenesis. 摇 摇 Methods摇 20 ApoE - / - mouse were fed with high fat diet for 12
weeks and randomly divided into 2 groups equally. 摇 The model group were fed with high fat diet and another group were fed
with high鄄fat diet but were injected with RELM倩 / FIZZ1 for 2 weeks. 摇 10 C57BL / 6J mice were fed with normal diet for con鄄
trol; The positive area of plaque were determined. 摇 The RELM倩 / FIZZ1 and CD34 positive response intensity at aorta vessel
wall, and the capillary density in plaque were measured by immunohistochemical staining. 摇 Investigate the abnormally ex鄄
pressed genes and changed signal pathway via array hybridization. 摇 摇 Results摇 Compared to control group, model group ath鄄
erosclerosis plaque formed in mouse arteriae. 摇 RELM倩 / FIZZ1 protein had obvious expression by immunohistochemistry in
atherosclerotic plaque. 摇 Compared to model group, the correcting plaque area was significantly increased in RELM倩 / FIZZ1
group (31郾 58% 依6郾 65% vs 24郾 16% 依3郾 59%, P <0郾 01). 摇 The RELM倩 / FIZZ1 and CD34 positive response intensity and
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the capillary density in RELM倩 / FIZZ1 group were higher than those in model group (P < 0郾 01). 摇 Array hybridization data
analysis shows that 856 genes expressed difference significantly, which 391 genes raised while 465 genes lowered, and 22 sig鄄
naling pathways are significantly different, including that 12 signaling pathways are activity raised while 10 signaling pathways
are activity down. 摇 摇 Conclusions摇 RELM倩 / FIZZ1 could promote the progression of atherosclerosis plaque by stimulating
angiogenesis. 摇 The mechanism has a close relationship with the significant expression of Atg9a and Gng8 genes, the regula鄄
tion of actin cytoskeleton pathway (rno04810) and the activation of gap junction (rno04540) cell.

摇 摇 目前研究表明,动脉粥样硬化斑块内新生血

管、正性重构血管以及内皮功能严重不良血管与斑

块的易损性关系密切,斑块破损是多因子综合作用

的结果。 长入斑块内具有高通透性的新生血管为

斑块中脂蛋白的主要来源,斑块内新生血管管壁发

育不完善,容易破碎,其与斑块内出血、斑块破裂和

不稳定型心绞痛高度相关,在此过程中炎症因子备

受关注[1]。 抵抗素样分子家族中的类抵抗素分子 倩
或炎症区域分子 1( resistin鄄like molecule 倩 / found in
inflammatory zone 1,RELM倩 / FIZZ1)是一个与炎症相

关的缺氧诱导的有丝分裂因子,目前在呼吸系统中

研究较多,证实其有促进肺动脉平滑肌细胞增殖、
迁移、血管收缩等作用[2],而 RELM倩 / FIZZ1 与动脉

粥样硬化血管新生的关系及其机制报道甚少。 本

研究拟通过观察 RELM倩 / FIZZ1 蛋白刺激在体动脉

粥样硬化模型,探讨 RELM倩 / FIZZ1 对斑块稳定性及

血管新生的影响及其信号通路。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂和设备

摇 摇 8 周龄 C57BL / 6J ApoE 基因敲除小鼠 20 只,20
~ 40 g;8 周龄 C57BL / 6J 野生型小鼠 10 只,20 ~ 40
g,均由北京大学实验动物中心提供。 兔抗鼠 FIZZ1
(RELM倩)抗体(英国 Abcam 公司),重组 FIZZ1 蛋

白(美国 Santa Cruz 公司),TRIzol(美国 Invitrogen 公

司),辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase,HRP)
标记山羊抗兔 IgG(北京中杉金桥生物技术公司),
DAB 显色试剂盒(北京中山生物有限公司)。 大鼠

全基因表达谱(美国 Agilent 公司),芯片杂交试剂盒

(美国 Agilent 公司)。 荧光显微镜(日本 Olympus 公

司),分光光度计(美国 Nanodrop 公司)。
1郾 2摇 实验分组及给药方法

C57BL / 6J ApoE 基因敲除小鼠 20 只,在洁净条

件下经 1 周适应喂养后,给予高脂饲料(2% 胆固

醇、0. 4%胆酸盐、10. 0% 脂肪、69. 6% 普通饲料)喂
养 12 周, 随 机 分 为 模 型 组 (继 予 高 脂 饮 食 )、
RELM倩 / FIZZ1 组,每组 10 只;10 只野生型 C57BL /

6J 小鼠喂食普通饲料作为对照组。 RELM倩 / FIZZ1
组于尾部血管注射重组 RELM倩 / FIZZ1 (1 伊 10 - 8

mol / L),每次注射 1 mL,每日 1 次。
1. 3摇 标本制备及主动脉 RELM倩 / FIZZ1、CD34 免疫

组织化学检测

干预 2 周后结束实验,处死小鼠。 用生理盐水

逆行灌注主动脉后,自主动脉根部至腹主动脉离断

整支血管,备检。 将小鼠主动脉近心端 1 cm 切下,
连续横切,制备石蜡切片,取部分切片行常规 HE 染

色,利用图像软件定量测量斑块面积(PA)、血管横

截面积(CVA)及校正斑块面积(PA / CVA);其余切

片常规脱蜡后,采用 EnVision 法[3]行 RELM倩 / FIZZ1
及 CD34 免疫组织化学染色,染色呈棕黄色为阳性,
阳性反应强度 = 阳性反应面积 / 平均吸光度值。 参

考 Kaku 等[4]介绍的方法,400 倍镜下选择 CD34 标

记的新生血管密度高的区域,每条动脉随机选取斑

块内计数 10 个视野,取其平均值。
1郾 4摇 动脉内皮细胞全基因表达谱检测

(1)用 TRIzol 提取主动脉组织总 RNA,总 RNA
经过苯酚 / 氯仿层相分离法纯化后对其进行沉淀和洗

涤。 取 1 滋L 总 RNA 样品,进行紫外定量,然后取 1
滋g 总 RNA 进行 1. 5%琼脂糖凝胶电泳分析,检测总

RNA 样本的质量。 (2)cRNA 标记与合成:用逆转录

法提取样本 RNA,向去 RNA 酶 EP 管(1. 5 mL)中加

入标本 RNA 各 2 滋g,加入引物 5 滋L,用去 RNA 酶水

补足至 11. 5 滋L,充分混匀,60益水浴 10 min,冰水冷

却 5 min。 再分别加入 DDT(浓度为 100 mmol / L) 2
滋L、DNTP 1 滋L、缓冲液 4滋L、RNase OUT 0. 5 滋L,
MMLV RT 1 滋L,共计 8. 5 滋L,混匀、离心,热盖 65益、
40益反应 2h,以合成各组 cRNA。 然后用 aaUTP 标记

合成的 cRNA,并通过 Raeasy Mini Kit(Qiagen)纯化。
(3)芯片扫描和数据处理:杂交后的微阵列核酸采用

Agilent G2565B 荧光扫描仪(分辨率为 5 滋m)采集信

号,并 用 软 件 Agilent Feature Extraction ( Version
0郾 731)读取结果,在用 Feature Extraction 进行均一化

处理前用 Agilent 软件自动合并扫描结果。 标准化处

理数据后,RELM倩 / FIZZ1 组与对照组间信号强度的

比率即为每个基因表达水平的变化。 变化倍数逸2. 0
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是基因差异表达的筛选标准。
1郾 5摇 统计学分析

数据以x 依 s 表示,采用 SPSS 11. 0 软件进行统

计学分析。 组间比较采用单因素方差分析。 基因

芯片所得的差异基因利用 GeneSpring GX Version
11. 5. 1 软件包对 RELM倩 / FIZZ1 组和对照组的差异

表达基因进行标准化和聚类分析;用 Gene On鄄Tolo鄄
gy(http: / / www. ncbi. nlm. nib. gov / )功能分类标准

对差异基因进行功能分类分析。 P < 0. 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 动脉粥样硬化病变程度比较

摇 摇 对照组的 C57BL / 6J 野生型小鼠喂食普通饮食

后,腹主动脉内膜及中膜均未见泡沫细胞及脂质沉

积;模型组高脂喂养 12 周后,HE 染色显示 ApoE 基

因敲除鼠腹主动脉已形成明显的动脉粥样硬化斑

块,内膜明显增厚,内含大量泡沫细胞,内皮下、斑
块内有胆固醇结晶,纤维帽形成;而予 RELM倩 /
FIZZ1 蛋白刺激后,RELM倩 / FIZZ1 组可见内皮细胞

肿胀、变性加重,泡沫细胞及脂质沉积较模型组增

加(图 1)。 虽然计算机图像分析结果显示模型组、
RELM倩 / FIZZ1 组之间粥样斑块内斑块面积和血管

横截面积差异无显著性,但 RELM倩 / FIZZ1 组校正斑

块面积显著增加(P < 0. 05;表 1)。
2. 2摇 各组主动脉 RELM倩 / FIZZ1、CD34 阳性反应强

度及斑块内新生血管比较

采用 RELM倩 / FIZZ1、CD34 免疫组织化学染色,
由于对照组腹主动脉内膜光滑,未见粥样斑块形成

及 RELM倩 / FIZZ1、CD34 表达阴性,无法进行统计;
而 予 RELM倩 / FIZZ1 刺 激 后, RELM倩 / FIZZ1 组

RELM倩 / FIZZ1、CD34 阳性反应强度较模型组显著

增高,差异有统计学意义(P < 0. 05);与模型组比

较,RELM倩 / FIZZ1 组新生血管数也明显增加(P <
0郾 05;表 2)。

图 1. 腹主动脉 HE 染色( 伊 100)摇 摇 A 为模型组,可见粥样斑块形成;B 为 RELM倩 / FIZZ1 组,可见粥样硬化加重;C 为对照

组,野生 C57 / BL 6J 小鼠无粥样斑块形成。
Figure 1. HE staining of abdominal aorta ( 伊 100)

表 1. 各组斑块面积、血管横截面积及校正斑块面积比较(x 依 s)
Table 1. Comparison of PA, CVA and PA / CVA in the three groups(x 依 s)

分摇 组 n PA(滋m2) CVA(滋m2) PA / CVA
模型组 10 0. 43 依 0. 19 1. 80 依 0. 20 24. 16% 依 3. 59%
RELM倩 / FIZZ1 组 10 0. 49 依 0. 26 1. 82 依 0. 24 31. 58% 依 6. 65% a

对照组 10 - 1. 76 依 0. 19 -

a 为 P < 0. 05,与模型组比较。

表 2. 各组 RELM倩 / FIZZ1、CD34 阳性反应强度及新生血管比较(x 依 s,n = 10)
Table 2. Comparison of RELM倩 / FIZZ1, CD34 positive reaction and new vessels in three groups(x 依 s,n = 10)

分摇 组 RELM倩 / FIZZ1 CD34 新生血管数(个)

模型组 1289. 51 依 167. 83 2396. 43 依 149. 95 13. 36 依 2. 16
RELM倩 / FIZZ1 组 1984. 98 依 217. 42a 3356. 12 依 242. 16a 20. 88 依 4. 35a

对照组 - - -

a 为 P < 0. 05,与模型组比较。
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2. 3摇 RELM倩 / FIZZ1 刺激后动脉内皮全基因表达谱

芯片杂交检测及分析结果

RELM倩 / FIZZ1 组及对照组芯片杂交结果分别

采用 Agilent G2565B 荧光扫描仪进行扫描,结果符

合 Agilent 基因表达谱芯片平均信号强度与背景的

比值均大于 2 的成功标准。 差异表达基因通过软件

包标准化和聚类分析后,结果如下: (1) RELM倩 /
FIZZ1 组和对照组的基因表达具有差异性,有 391
个基因上调,465 个基因下调,共计 856 个。 这些差

异性表达基因分别与膜内外信号转导、细胞肌动蛋

白骨架调节、细胞缝隙连接等相关。 表 3 为部分差

异性表达基因。 (2)22 条显著性差异的信号通路,

包括活性上调信号通路 12 条,与心血管相关的如细

胞肌动蛋白骨架调节通路 ( regulation of actin cy鄄
toskeleton)、缝隙连接信号通路(gap junction)、病理

性心肌扩张(dilated cardiomyopathy)、致心律失常性

右心室心肌病( arrhythmogenic right ventricular car鄄
diomyopathy,ARVC)等;活性下调信号通路 10 条,
如 bacterial invasion of epithelial cells、鞘糖脂生物合

成 通 路 ( glycosphingolipid biosynthesis鄄ganglio se鄄
ries)、黏合连接通路( adherens junction)、造血细胞

谱 系 ( hematopoietic cell lineag ) 等。 表 4 列 出

RELM倩 / FIZZ1 组活性上调最显著的前 5 名信号通

路及其相应功能和基因。

表 3. RELM倩 / FIZZ1 刺激后基因谱表达上调倍数最大的前 5 名基因

Table 3. Five genes of maximal up鄄regulated mulriples in gene microarray after RELM倩 / FIZZ1 stimulation

基因文库登记号 基因代码
改变倍数

(RELM倩 / FIZZ1 组 /对照组) 描摇 述

NM鄄001014218 Atg9a 7. 30 Atg9 autophagy related 9 homolog A

NM鄄139185 Gng8 5. 91 Guanine nucleotide binding protein

NM鄄198049 Slc10a6 4. 76 Solute carrier family 10, member 6

NM鄄001107354 Hist1h2an 4. 46 Histone cluster 1, H2an

NM鄄001135046 Arpp鄄21 4. 14 Cyclic AMP鄄regulated phosphoprotein

表 4. RELM倩 / FIZZ1 刺激后部分活性上调信号通路

Table 4. Partial signal pathway of up鄄regulated activity after RELM倩 / FIZZ1 stimulation

通路分析代码 描摇 述 Fisher 检验(P 值) 基因代码摇 摇 摇 摇

rno04810 细胞肌动蛋白骨架 0. 002 ACTN1 / / APC2 / / ARPC1B / / CSK / / FGF21 / / ITGA1 / /
MAP2K2 / / NCKAP1 / / SSH3

rno04540 缝隙连接 0. 008 ADCY5 / / HTR2C / / ITPR1 / / MAP2K2 / / TUBA3A

rno05414 扩张性心肌病 0. 012 ADCY5 / / CACNB1 / / DAG1 / / ITGA1 / / TGFB1

rno05412 致心律失常右室心肌病 0. 035 ACTN1 / / CACNB1 / / DAG1 / / ITGA1

rno04970 唾液分泌 0. 022 ADCY5 / / ATP1A3 / / ATP2B2 / / ITPR1

3摇 讨摇 论

RELM倩 / FIZZ1 是近 10 年来新发现的一个与炎

症相关的缺氧诱导有丝分裂因子,是运用表达序列

标记数据库扫描方法发现的一种分泌型蛋白,在选

择性激活的巨噬细胞、缺氧的肺血管壁、炎症的肉

芽组织中均有表达。 研究表明,RELM倩 / FIZZ1 能刺

激肺血管平滑肌细胞、内皮细胞增殖、迁移,明显促

进肺组织血管新生,其在缺氧肺血管重构中参与了

作用[5]。 但 RELM倩 / FIZZ1 能否促进主动脉粥样硬

化进展中血管新生? 其与斑块易损性关系如何?
尤其是对 RELM倩 / FIZZ1 的具体调控机制怎样? 目

前鲜有报道。
本实验结果表明,小鼠动脉粥样硬化斑块形成

后斑块内发现 RELM倩 / FIZZ1 表达,与我们前期研究

结果相符[6]。 予 RELM倩 / FIZZ1 刺激后,粥样斑块

RELM倩 / FIZZ1 及 CD34 阳性反应强度增强的同时,
斑块面积也显著性增加,明显刺激了血管的新生。
在肺循环的研究中,Sun 等[7] 在检测哮喘肺组织内

的新生血管时发现,RELM倩 / FIZZ1 在肺血管以及巨

噬细胞内明显表达,其表达强度与血管新生面积呈

明显正相关。 本研究通过在体动物实验证实,在动

脉粥样硬化形成过程中,RELM倩 / FIZZ1 对主动脉粥

样硬化斑块内血管新生也有促进作用,影响了斑块
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的进展。
利用鼠类动脉内皮细胞全基因表达芯片杂交

技术,进一步分析 RELM倩 / FIZZ1 组、对照组表达具

有明显差异的基因及信号通路活性,结果显示,其
中有 391 个基因活性增强,其中最显著的是 Atg9、
Gng8; 还 有 细 胞 肌 动 蛋 白 骨 架 调 节 通 路

(rno04810)、缝隙连接信号通路(rno04540)等 12 条

信号通路活性上调。 上调最高的 Atg9 基因所编码

的蛋白,作为目前发现的 31 种自噬相关蛋白(auto鄄
phagy鄄related protein,Atg)中唯一一种膜嵌合蛋白,
有研究表明[8],Atg9a 表达会使细胞自噬功能受损,
从而促进细胞衰老及氧化损伤。 因此,Atg9a 对于

细胞的活性是非常重要的。 故 Atg9a 受到 RELM倩 /
FIZZ1 的刺激后,亦使得动脉内皮细胞活性增加,其
分化、迁移、形成新生动脉的活性增强,促进血管增

生。 另一种表达差异显著的 Gng8 蛋白,是细胞跨

内皮迁移过程中一个极为重要的趋化因子,通过细

胞膜上 G 蛋白的磷酸化和去磷酸化来参与多种信

号转导[9],并在神经突触传递谷氨酸、胆碱和多巴

胺等几个信号通路中扮演着重要的角色[10]。 G 蛋

白偶联受体广泛参与调控成血管细胞的迁移、分
化,以及内皮细胞的增殖、迁移和管腔形成等多个

过程[10,11]。 故我们推测,在 RELM倩 / FIZZ1 刺激后,
Gng8 表达增加,刺激了 G 蛋白偶联受体信号转导通

路,促进了主动脉内皮细胞分化、迁移及管腔的形

成。 而在 RELM倩 / FIZZ1 的下游信号通路中,肌动蛋

白骨架调节通路是细胞运动过程中的重要组成部

分,是细胞运动迁移的骨干。 由于细胞突破基底膜

建立新生血管腔时,细胞骨架构象的变化是不可或

缺的[12],故 RELM倩 / FIZZ1 激活血管平滑肌细胞的

肌动蛋白骨架调节通路使得其运动迁移能力增强,
更容易突破基底膜形成新生血管。 此外,由细胞膜

上的连接子相互衔接而成的缝隙连接是存在于相

邻细胞间的膜通道结构,其中每个连接子又包括 6
个相同的蛋白亚单位(Cx) [13]。 有研究表明,Cx 家

族中的 Cx43 表达上调、数量增加,可促进内皮细胞

及平滑肌细胞的迁移[14];所以,RELM倩 / FIZZ1 也可

通过对缝隙连接信号通路的刺激而促进新生血管

的形成。
综上所述,我们认为 RELM倩 / FIZZ1 可促进动脉

粥样斑块血管的新生,其机制与上调 Atg9a、Gng8 基

因的表达、活化细胞肌动蛋白骨架调节通路、缝隙

连接信号通路有关。 这为动脉粥样硬化易损斑块

发生、发展的又一机制提供了理论依据,为动脉粥

样硬化防治提供了新的思路及治疗靶点。
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