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[摘　 要] 　 目的　 动脉粥样硬化通常被认为是一种不断发展的病变,但斑块的消退提示动脉粥样硬化病变存在逆

转的可能,因此建立一种高效且操作方便的小鼠动脉粥样硬化斑块消退模型对于阐明斑块消退的机制具有重要意

义。 方法　 在 ApoE- / -模型鼠中,首先进行三种类型的颈动脉结扎,诱导不同类型的血流形成颈动脉斑块。 为了建

立斑块消退模型,利用活结部分结扎小鼠左颈动脉分支造成扰动流,高脂饮食喂食 2 周诱导斑块形成后,打开活

结,并恢复正常饮食。 颈动脉血流超声检测追踪由结扎或斑块引起的血流变化;苏丹Ⅳ染色评估动脉粥样硬化病

变区域;免疫荧光染色评估巨噬细胞浸润情况。 结果　 颈动脉部分结扎高脂饮食喂养 2 周后,扰动流模型诱导的

动脉粥样硬化斑块面积最大。 造模小鼠打开活结 2 周后,颈动脉血流恢复接近正常值;且可显著减少动脉粥样硬

化斑块大小,同时斑块中巨噬细胞含量和血管腔内斑块面积也明显减少。 结论　 基于颈动脉结扎手术的新型小鼠

动脉粥样硬化消退模型成功建立,利用该模型将帮助理解动脉粥样硬化消退的潜在机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease, but the regression of plaques suggests the
possibility of reversal of atherosclerotic disease. 　 Thus, the establishment of a model of atherosclerosis regression in mice
is of great significance for elucidating the mechanism of plaque regression. 　 　 Methods　 In ApoE- / - mice, three types of
carotid ligation were performed to induce different types of blood flow. 　 To establish the regression model, partial carotid
ligation with a slipknot was firstly used to induce disturbed flow. 　 After feeding on a high-fat diet for 2 weeks, the slipknot
was removed, and followed by a chow diet for two weeks. 　 The ultrasonic testing was performed to monitor the blood flow
in real time caused afterligation or plaque formation; Sudan Ⅳ staining was used to assess atherosclerotic lesions; immuno-
fluorescence staining with anti MOMA2 was applied to examine monocyte-macrophage infiltration. 　 　 Results 　 Three
types of ligation induced different types of blood flow. 　 The disturbed flow induced the largest atherosclerotic plaque area in
ApoE- / - mice. 　 After restore of blood flow combined with chow diet, atherosclerotic plaques can be significantly reduced
and reversed, and the macrophage infiltration also significantly decreased. 　 　 Conclusion 　 A novel atherosclerosis re-
gression model in mice based on carotid ligation surgery was successfully constructed, which will help to understand the un-
derlying mechanism of atherosclerosis regression.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种好发

于大、中等动脉以脂质蓄积和炎症为特征的血管壁

慢性病变,其病变过程包括血管炎症、内皮损伤、血管

平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells,VSMC)表
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型转化和迁移增殖、泡沫细胞形成、细胞死亡、脂质

和胆固醇蓄积以及血栓形成等[1]。 临床上通常利

用各种抗动脉粥样硬化药物抑制斑块进展,但是很

少有药物表现出显著诱导斑块消退的作用。 据报

道某些新一代他汀类药物可减少啮齿类动物的颈

动脉斑块大小,但在人体中促成斑块减小的有效剂

量限制了其临床应用[2-5]。 尽管到目前为止进展有

限,但人们仍在努力寻找可以逆转动脉粥样硬化病

变的新型药物[2,6]。
先前的研究表明,巨噬细胞和单核细胞浸润至

动脉内皮下在动脉粥样硬化的发病机制和进程中

起着至关重要的作用[7]。 已知高脂血症和扰动流

会促进白细胞向病灶处募集和迁移,从而导致内皮

炎症促进动脉粥样硬化斑块发生[8]。 相关遗传模

型的建立如载脂蛋白 E(apolipoprotein E,ApoE)和

低密度脂蛋白受体( low density lipoprotein receptor,
LDLR)基因敲除小鼠揭示了该过程的机制,这为开

发抗动脉粥样硬化药物提供了有价值的工具[9-12]。
但目前已报道的斑块消退动物模型较少,Reis 等[9]

利用 ApoE- / -小鼠主动脉段移植模型来研究动脉粥

样硬化病变的消退。 另有报道利用遗传手段构建

了用于斑块消退的模型,一种可逆转的高脂血症小

鼠品系(LDLR- / -ApoB100 / 100Mttpfl / flMx1Cre+ / +),
可通过失活微粒体甘油三酯转移蛋白(microsomal
triglyceride transfer protein,MTTP)抑制小鼠高胆固

醇血症的 发 生[13]。 此 外, 给 ApoE- / - 小 鼠 注 射

ApoA1[14]或 miR-33 抗体[15-16],可以迅速降低小鼠

血液胆固醇水平。 总之,这三个动脉粥样硬化斑块

消退模型都是基于降低低密度脂蛋白( low density
lipoprotein,LDL)水平的。

与胆固醇相似,大量研究表明血液扰动流(dis-
turbed flow,Db-flow)在动脉粥样硬化中具有促斑块

形成的作用,而稳定的层流可保护前期内皮免受动

脉粥样硬化刺激。 尽管如此,层流对动脉粥样硬化

消退的贡献仍有待阐明。 为了确定层流是否可以

调节动脉粥样硬化斑块的消退,本研究根据 Nam
等[17] 先前报道的小鼠部分颈动脉结扎 ( partial
carotid ligation,PCL)模型提出了一种手术诱导的小

鼠颈动脉斑块消退模型。 该模型利用 ApoE- / -小鼠

PCL 手术后高脂饮食(high fat diet,HFD)诱导斑块

形成,通过开结恢复颈动脉血流同时停止 HFD 而促

使斑块消退。 该斑块消退模型具备操作简易和观

察期短的特点,有望成为未来心血管研究的有用

工具。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

野生型 C57BL / 6J 小鼠和 ApoE- / - ( C57BL / 6J
背景)小鼠购自南京大学模式动物研究中心。 动脉

粥样硬化消退模型中,小鼠喂食正常的食物 8 周成

年后进行颈动脉结扎手术,之后改用含 0. 15% 胆固

醇和 21%脂肪的高脂饮食喂养。 将所有动物饲养

在 SPF 级动物房条件下,保持恒温 24 ℃,湿度

40% ~70% 和光照周期为 12 / 12 h 的昼夜节律,并
自由获取食物和水。 苏州大学动物实验许可证为

SYXK(苏)2017-0043,所有实验操作符合苏州大学

动物使用指南。
1. 2　 颈动脉结扎模型构建

气体麻醉系统麻醉小鼠,剪开小鼠颈部皮肤暴

露颈动脉,利用 10-0 规格医用结扎线进行颈动脉分

支结扎手术。 颈动脉结扎小鼠颈外动脉( external
carotid artery,ECA)和甲状腺上动脉(superior thyroid
artery,STA) 两个分支构建缓速流模型 ( decreased
flow,De-flow)(图 1A)。 扰动流模型(disturbed flow,
Db-flow)参照 Nam 等[17] 所述,结扎小鼠左颈动脉

( left carotid artery,LCA)的颈外动脉、颈内动脉( in-
ternal carotid artery,ICA)和枕动脉( occipital artery,
OA),而保留甲状腺上动脉完整(图 1B)。 通过结扎

颈动脉中的所有分支建立全扎模型( blocked flow,
Bl-flow) 模 型 ( 图 1C )。 右 颈 动 脉 ( right carotid
artery,RCA)作为假手术对照。 进行颈动脉超声检

查以检测是否成功构建模型,结束后将小鼠置于加

热垫苏醒。
1. 3　 En-face 染色

采用 0. 1% 苏丹Ⅳ(S4261,Sigma-Aldrich)染液

对颈动脉的动脉粥样硬化斑块进行染色。 颈动脉

固定后,70%乙醇中浸泡 2 min 后放入 0. 1%苏丹Ⅳ
中染色 30 min 或过夜,用 80% 乙醇洗涤 1 min。 然

后将样品浸于 PBS 中,沿中线纵向切开,展平后用

毛细针固定在黑石蜡盘中,体视显微镜(Olympus
SZX16)进行图像采集。
1. 4　 免疫荧光染色及定量分析

组织固定后蔗糖脱水,OCT 包埋及冰冻切片。 使

用大鼠抗小鼠 MOMA-2( anti-monocyte / macrophage,
MOMA-2)抗体(ab33451,Abcam)鉴别单核 / 巨噬细

胞,DAPI(C1002,Beyotime)定位细胞核。 荧光偶联

的山羊抗大鼠二抗(ab150167,Abcam)染色单核 / 巨
噬细胞。 使用激光共聚焦显微镜拍照,通过 FV10-
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ASW 软件进行图像分析。 根据荧光染色切片结果,
血管斑块横截面积占比(% )= 1-(血管残余内腔面

积 / 内弹力板管腔面积)。
1. 5　 统计学分析

所有数据均至少有 3 次以上重复,每组数据均

至少有 3 个样本。 数据统计以 x±s 表示。 两组数据

之间比较用 Students’ t 检验进行分析,多组数据分

析使用单因素方差分析,数据用 GraphPad Prism 软

件进行统计,当 P<0. 05 被认为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 颈动脉结扎方式的改变造成不同的血流动力

学改变

血流动力学影响动脉粥样硬化的发生发展过

程,2009 年 Nam 等[17] 成功利用部分颈动脉结扎

(PCL)手术构建了扰动流诱导的动脉粥样硬化小鼠

模型,但改变结扎方式造成的血流动力学改变和动

脉粥样硬化斑块形成还不清楚。 首先,结扎左颈动

脉的两个分支导致血流减少构建缓速流模型(De-
flow),超声血流频普显示与假手术组右颈动脉血流

无差异,2 周后血流减缓但相较于右颈动脉血流流

速无明显差异(图 1A)。 结扎左颈动脉的三个分支

导致血流紊乱构建扰动流模型(Db-flow),恢复 2 周

后左颈动脉血流频普呈多峰形态,收缩期迅速达高

峰,上升陡直,舒张期下降亦快,相比右颈动脉血流

明显减缓并且出现逆向流,相较于右颈动脉血流减

少 67. 5% (图 1B)。 全扎模型(Bl-flow)结扎左颈动

脉全部分支,血流超声波形呈平直单峰型,峰值低,
频带窄,相较于右颈动脉血流减少 72. 2% (图 1C)。

图 1. PCL 引起的不同血流类型导致血流速度下降(n≥4)
A 为缓速流模型(De-flow)和对应的血流超声图像及统计数据;B 为扰动流模型(Db-flow)和对应的

血流超声图像及统计数据;C 为全扎模型(Bl-flow)和对应的血流超声图像及统计数据。

Figure 1. PCL induced the decline of velocity of blood flow(n≥4)
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2. 2　 扰动流模型促进 ApoE- / -小鼠颈动脉斑块形成

为进一步探究血流变化对高脂饮食喂养小鼠

斑块形成的影响,三种血流模型在手术后进行高脂

饮食喂养 2 周,所有小鼠安乐死并分离出颈动脉。
苏丹Ⅳ染色可见所有小鼠均形成颈动脉粥样斑块;

定量结果表明 Db-flow 组斑块面积较其他两组更

大,Db-flow 组斑块面积较 De-flow 组增加 65% ,与
Bl-flow 组相比增加 88% (图 2)。 结果表明低速且

振荡的扰动流可加重 ApoE- / -小鼠高脂饮食诱导的

斑块形成。

图 2. Db-flow 诱导 ApoE- / -小鼠形成的斑块面积最大(n≥3)
A 为苏丹Ⅳ染色观察 ApoE- / -小鼠颈动脉的腔内动脉粥样硬化斑块;
B 为三种模型小鼠染色斑块面积占左颈动脉总面积大小的统计图。

Figure 2. Db-flow induced the largest plaque size in ApoE- / - mice(n≥3)

2. 3 　 基于扰动流模型的动脉粥样硬化消退模型

建立

小鼠动脉粥样硬化消退模型设计如图 3A 所

示,对照组喂食高脂饲料 4 周,斑块消退组在 Db-
flow 手术 2 周后喂食高脂饲料 2 周,之后释放左颈

动脉的活结以恢复颈动脉血流,转为正常饲料喂

养。 高分辨率小动物超声监测部分颈动脉结扎手

术前后的血流(红色曲线表示 PCL 之后和活结释放

之前的血流速度,蓝色曲线表示活结释放后的流

速),结果显示解除部分颈动脉结扎( release partial
carotid ligation,rPCL)后颈动脉血液流速增加,2 周

后血流速度恢复至原始流速的 66% (图 3B)。

图 3. 动脉粥样硬化消退模型的构建(n≥8)
A 为小鼠斑块消退模型的示意图,对照组为小鼠部分颈动脉结扎后高脂饮食喂养 4 周,消退组为在

部分颈动脉结扎手术后高脂饮食喂养 2 周后解除结扎即 rPCL,之后采用正常饮食喂养 2 周。
B 为活结释放后,利用高分辨率小动物超声仪记录颈动脉血流速度。

Figure 3. The construction of a model of atherosclerosis regression(n≥8)

2. 4　 消退模型小鼠颈动脉斑块形成减少

为检测血流恢复是否促成斑块消退,将 ApoE- / -

小鼠分为三组:PCL 2 周组、PCL 4 周组和 rPCL 组。
苏丹Ⅳ染色结果显示 rPCL 组的斑块大小与 PCL 后

喂食高脂饮食 4 周组小鼠相比明显减少 23% ,而与

PCL 后喂食高脂饮食 2 周组小鼠斑块总面积差异无

显著性(图 4A 和 4B)。 进而通过免疫荧光染色检

测了颈动脉管腔内斑块区域的横截面积,结果发现

与 PCL 2 周组和 PCL 4 周组相比,rPCL 组血管腔内

斑块面积分别减少 26% 和 33% (图 4C 和图 4D)。
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单核 /巨噬细胞的积累对动脉粥样硬化斑块的进展

至关重要。 进一步通过单核 /巨噬细胞抗体 MOMA-
2 对 LCA 斑块进行染色以定量巨噬细胞,结果显

示,与 PCL 2 周组和 PCL4 周组相比,rPCL 组中观

察到 MOMA-2+单核 /巨噬细胞显著下降(图 4C 和图

4E)。 斑块巨噬细胞含量和斑块横截面积下降表明

血流和饮食的恢复促进了动脉粥样硬化斑块的

消退。

图 4. ApoE- / -小鼠的血流和饮食恢复减少动脉粥样硬化斑块形成

A 为 PCL 手术结合高脂喂食 2 周、4 周和 rPCL 组小鼠的颈动脉斑块苏丹Ⅳ染色。 B 为 LCA 中的斑块占

LCA 总面积的占比统计图(n≥4)。 C 为左颈动脉腔内斑块 MOMA-2 染色(红色);L 为管腔。
D 为 3 ~ 6 个切片样品定量斑块面积相对于管腔面积的占比(n≥3)。

E 为 3 ~ 6 个切片样品定量 MOMA-2 荧光面积相对于斑块总面积占比(n≥3)。

Figure 4. Restore of blood flow and diet decreased the atherosclerotic plaque formation

3　 讨　 论

高脂血症是引起动脉粥样硬化斑块发生发展

的必要因素[18]。 当血浆 LDLC 浓度降低,HDL 胆固

醇逆向转运功能增强时,动脉粥样硬化斑块消退效

果最佳。 降脂治疗也是目前临床治疗消退斑块努

力的方向[19]。 为探索动脉粥样硬化的发生发展机

制,广泛应用的动物模型包括 ApoE 和 LDLR 基因敲

除小鼠具有非常重要的作用[2]。 然而,关于斑块消

退的研究遇到了相当大的阻力,现有的斑块消退动

物模型难以得到广泛应用。 因此,仍然需要更多可

以应用于研究动脉粥样硬化消退的新方法和模型。
在我们的研究中,基于 ApoE- / -小鼠的动脉粥样硬化

消退模型利用部分颈动脉结扎手术在短期诱导动

脉粥样硬化斑块,恢复血流和正常饮食后即可促进

动脉粥样硬化斑块消退。 2018 年 Mueller 等[20] 报

道低密度脂蛋白受体相关蛋白 1 ( low-density lipo-
protein receptor-related protein 1,LRP1)敲除能够加

速动脉粥样硬化斑块消退。 因此,利用本研究的斑

块消退模型结合降脂或者 LRP1 阻断抗体结合或能

在促进动脉粥样硬化斑块消退方面取得更显著的

效果。 此外,在将来的研究中,如何在同一实验动

物个体内实现实时精确定量追踪斑块的消退也是

该领域需要重点攻克的难点。
除了已知的动脉粥样硬化的危险因素(包括高

脂血症、高血压或糖尿病) 导致内皮功能障碍以

外[21-23],血液扰动流也被认为是诱导动脉粥样硬化

斑块发生的重要因素。 已知血液扰动流主要存在

于血管弯曲和分岔处,血液剪切应力较低且紊乱,
抑制内皮细胞一氧化氮合酶产生,上调内皮炎症因

子表达,促进动脉粥样硬化的发生。 相反,稳定的

层流起到动脉粥样硬化保护作用[8,24],因此剪切应
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力在动脉粥样硬化的发病机制中起重要作用。 本

研究对比不同血流速度变化对动脉粥样硬化斑块

形成的影响,与之一致的是,发现只有血流低速且

振荡才能导致更加严重的动脉粥样硬化病变,而层

流则发挥保护血管功能的作用。 鉴于此,PCL 模型

经过改进后成功构建颈动脉斑块消退小鼠模型。
与已有研究报道的消退模型相比,该模型技术要求

更低,更重要的是该模型可以使动脉粥样硬化斑块

在 1 个月内开始消退,为研究动脉粥样硬化消退的

机制和介入研究提供了有效的途径。 基于 PCL 的

动脉粥样硬化消退模型可应用于研究基因敲除或

转基因小鼠研究疾病进展与机制。 通过与最先进

的彩色多普勒超声结合,该模型有望增进对动脉粥

样硬化中血液动力学调节作用的理解,参与相关药

物的研发与创新。 该模型导致斑块消退的机制如

何,是否与血管细胞和血液细胞的炎性反应相关,
需要进一步的实验探讨。

综上,本研究中紊乱的血液扰动流在动脉粥样

硬化斑块的发生和进展中起着至关重要的作用。
因此,本研究建立了一种基于扰动流诱发动脉粥样

硬化的新型消退模型。 该模型具有更低的介入性

和较低的技术要求,并且可以短期内促进动脉粥样

硬化斑块消退,将为动脉粥样硬化的机制研究提供

新的手段。
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