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柚皮素通过调控平滑肌细胞 TIMP-3 表达促进
动脉粥样硬化斑块稳定

何 慧, 董豆豆, 丁 萌, 朱 沅, 姜天宇, 许晓婷, 欧海龙
贵州医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室,贵州省贵阳市 561113

[摘　 要] 　 [目的] 　 探究柚皮素对动脉粥样硬化斑块胞外基质重构和斑块稳定性的影响。 [方法] 　 分离原代小

鼠血管平滑肌细胞,进行不同剂量的柚皮素处理。 对高脂诱导的 ApoE- / -小鼠进行柚皮素灌胃 16 周,天狼星红-苏
木精染色分析主动脉根部斑块坏死核面积、斑块内胶原含量和纤维帽厚度,Van Gieson 染色检测弹力蛋白降解,明
胶酶谱法和荧光标记明胶法检测斑块内基质金属蛋白酶(MMP)活性。 [结果] 　 柚皮素(50 μmol / L)促进平滑肌

细胞信号转导及转录活化因子 6(STAT6)磷酸化和组织型基质金属蛋白酶抑制剂 3(TIMP-3)的转录活性,TIMP-3
的表达升高 3. 1 倍(P<0. 001)。 柚皮素(80 mg / kg)处理后,与对照组相比,主动脉根部斑块坏死核面积降低 53%
(P<0. 01)、纤维帽厚度提高近 50% (P<0. 05),弹力纤维降解程度降低。 同时,柚皮素促进斑块内 TIMP-3 的表达,
斑块内 MMP 活性也相应降低。 慢病毒介导的体内抑制 TIMP-3 表达可降低柚皮素对斑块稳定的保护作用。 [结
论] 　 柚皮素通过提高平滑肌细胞内 TIMP-3 表达,改善细胞外基质成分,促进动脉粥样硬化斑块稳定。
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Naringenin promotes atherosclerotic palque stability by regulating the expression of
TIMP-3 in smooth muscle cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effects of naringenin on atherosclerotic plaque extracellular matrix remodeling
and plaque stability. 　 　 Methods　 Murine vascular smooth muscle cells were isolated and treated with various doges of
naringenin. 　 ApoE- / - mice were fed with high-fat diet and received naringenin by lavage for 16 weeks. 　 Intraplaque nec-
rotic core, contents of collagen and fibrous cap thickness were measured by Sirius red-Haematoxylin staining. 　 Elastin was
detected by Van Gieson staining. 　 Matrix metalloproteinase (MMP) activity was determined by gelatin zymography and
fluorescence-gelatin staining. 　 　 Results　 Naringenin (50 μmol / L) increased signal tansducer and activator of transciption
6 (STAT6) phosphorylation and promoted tissue inhibitor of metalloproteinase-3 (TIMP-3) expression by 3. 1-fold (P<
0. 001). 　 After naringenin (80 mg / kg) treatment, compared with the control group, the area of plaque necrotic core in aor-
tic root decreased by 53% (P<0. 01), the thickness of fibrous caps increased by nearly 50% (P<0. 05), and the degree of
elastic fiber degradation decreased. 　 At the same time, naringenin promoted the expression of TIMP-3 in plaques, and corre-
spondingly reduced the activity of MMP in plaques. 　 Lentivirus mediated inhibition of TIMP-3 expression in vivo could
reduce the protective effect of naringenin on plaque stability. 　 　 Conclusion　 Naringin can increase the expression of TIMP-
3 in smooth muscle cells, improve the composition of extracellular matrix, and promote the stability of atherosclerotic plaque.
[KEY WORDS]　 naringenin;　 signal tansducer and activator of transcipion 6;　 tissue inhibitor of metalloproteinase-3;
atherosclerosis;　 plaque stability
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　 　 易损斑块主要表现为坏死核增大、纤维帽变

薄,平滑肌细胞数量减少和胶原含量降低。 斑块中

细胞外基质成份的改变对斑块的稳定具有重要作

用。 基 质 金 属 蛋 白 酶 ( matrix metalloproteinase,
MMP)水解胶原蛋白,使纤维帽变薄,而组织型基质

金属蛋白酶抑制剂( tissue inhibitor of metalloprotein-
ase,TIMP)是 MMP 的内源性抑制剂,可抑制 MMP
对胶原等基质的降解。 TIMP-3 是 TIMP 家族成员,
与其他成员如 TIMP-1、 TIMP-2 或 TIMP-4 相比,
TIMP-3 不是扩散在基质中,而是直接与基质相结

合[1-2];另外 TIMP-3 具有更广的基质蛋白酶底物,
可以抑制几乎所有的 MMP。 这些特点使 TIMP-3 成

为血管重塑、动脉粥样硬化病变过程中的一个重要

因子[3-4]。 研究表明,抑制 TIMP-3 降低斑块内的胶

原含量、提高弹力蛋白的降解,促进斑块的不稳

定[5]。 柚皮素是一类天然二氢黄酮类化合物,广泛

存在于柑橘属植物如柠檬、橘子、胡柚的果皮和果

肉中,可以改善血脂,降低肝脏脂质积累,减少动脉

粥样硬化斑块形成[6-8]。 本研究将分析柚皮素是否

可以在动脉粥样硬化的发展过程中通过改善细胞

外基质成份稳定斑块。

1　 材料和方法

1. 1　 主要仪器和试剂

体视显微镜(南京江南永新光学有限公司),正
置显微镜(TS100F,Nikon 公司),冰冻切片机(德国

MEV)。 柚皮素购自麦克林公司;天狼星红-苏木精

染色试剂盒、Verhoeff 弹性纤维染色试剂盒购自南

京森贝伽生物科技有限公司;猪皮明胶、BCA 蛋白

定量试剂盒、ChIP Assay Kit 试剂盒购自碧云天生物

公司;荧光标记明胶染料购自美国 ThermoFisher 公

司;ECL 发光液购自武汉三鹰生物公司;α-SMA、信
号转导及转录活化因子 6(signal transducer and acti-
vator of transcription 6,STAT6)及 p-STAT6 抗体购自

美国 Abcam 公司,TIMP-3 购自艾菲生物科技有限

公司。 其余生物试剂均为国产分析纯。
1. 2　 原代小鼠血管平滑肌细胞的提取及培养

使用组织贴壁法提取原代小鼠血管平滑肌细

胞。 取两只 8 周龄以上的小鼠,眼球取血后经颈椎

脱臼处死,于 75%乙醇中浸泡 2 ~ 5 min。 再解剖腹

腔,暴露心脏,完整分离出主动脉。 无菌 PBS 缓冲

液冲洗血管残余血块,体式显微镜下去除血管周边

多余组织,获得白色透明血管。 用眼科剪将血管剪

成 1 mm×1 mm 的组织块,将组织块转移到另一个

培养皿中,置于 5% CO2、37 ℃ 的培养箱孵育 2 ~
4 h,待组织块牢固贴附在培养皿底部后,再缓慢加

入含 10% FBS 的 DMEM / F12 培养液。 3 ~ 4 天后换

液,待细胞爬出达到培养皿面积 80% 时可进行传

代。 5 ~ 12 代细胞用于实验,α-SMA 免疫荧光染色

鉴定平滑肌细胞。
1. 3　 小鼠处理

ApoE- / -小鼠购自南京大学模式动物研究所,饲
养于(20 ±2) ℃、相对湿度为 40% ~ 70% 、12 h 光

照 / 12 h 黑暗的环境中。 挑取 6 ~ 8 周龄、体质量为

18 ~ 20 g 的小鼠进行高脂肪饲料(含 21% 脂肪和

0. 15%胆固醇)喂养,其中一组进行 80 mg / kg 柚皮

素灌胃 16 周;另外一组在高脂处理及柚皮素诱导的

过程中,尾静脉注射慢病毒介导的 sh-TIMP-3 载体。
1. 4　 Western blot 检测

细胞或主动脉根部组织冰上裂解,BCA 法进行

蛋白定量。 取等量蛋白于 10% SDS-PAGE 蛋白电

泳,电泳完毕,将蛋白转移至 PVDF 膜上。 封闭液室

温封闭 2 h,4 ℃一抗过夜孵育,二抗室温孵育 2 h,
最后将膜用 1×TBST 充分洗涤,擦净膜上水分并滴

加 ECL 发光液,在天能多功能成像分析系统获取

图像。
1. 5　 RT-qPCR 检测

获取原代小鼠平滑肌细胞,用 Trizol 试剂盒提

取细胞总 RNA,取 1 μg 总 RNA 反转录合成 cDNA
第一条链,以此为模板进行 PCR。 以 β-actin 作为内

参照,计算各目的基因相对于内参的表达量。
1. 6　 明胶酶谱法

获取血管组织,研磨裂解,收集蛋白上清进行

定量,取定量样品于 10% SDS-PAGE(分离胶中添

加 0. 1% 明胶)蛋白电泳,电泳结束,将凝胶置于洗

脱液中充分洗涤,之后置于孵育液中于 37 ℃ 孵育

42 h。 再经过考马斯亮蓝染色 3 h,于脱色液中洗

脱,观察到蓝色背景上透明条带,用凝胶图像分析

系统分析读取条带面积。
1. 7　 原位明胶荧光染色

取恢复室温的冰冻切片于 ddH2O 中润洗,擦净

残余水分,避光滴加明胶荧光染料于 37 ℃ 中孵育

12 h。 PBS 涮洗,滴加含 DAPI 染料的封片剂,封片

后在载玻片周边滴加指甲油。 晾干,于奥利巴斯激

光共聚焦显微镜镜下观察,采集图像。 用 Image-Pro
Plus 6. 0 软件对斑块面积进行定量分析。
1. 8　 主动脉根部病理分析

获取小鼠主动脉根部冰冻切片,厚度为 8 μm,
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油红 O 染色检测斑块内脂质沉积情况;天狼星红-苏
木精染色观察斑块内坏死核大小、纤维帽厚度,胶
原含量的病理变化;弹力纤维染色观察血管弹力板

排布情况。 操作根据说明书进行,最后于正置显微

镜下观察,采集图像。 用 Image-Pro Plus 6. 0 软件对

斑块面积进行定量分析。
1. 9　 染色质免疫共沉淀实验

平滑肌细胞经柚皮素或柚皮素 + AS1517499
(STAT6 抑制剂)处理后,收集细胞进行染色质免疫

共沉淀( chromatin immunoprecipitation,ChIP)实验,
操作步骤根据碧云天说明书进行。 样品经甲醛交

联、裂解,置于冰上使用超声均质机进行超声处理,
得到 400 ~ 800 bp 的染色质片段,再加入 STAT6 抗

体或 IgG 抗体孵育,加入 60 μL 蛋白 A+G 琼脂糖和

鲑鱼精 DNA,于 4 ℃缓慢转动 1 h,以沉淀 DNA。 沉

淀下来的 DNA 经纯化后,进行定量 PCR 或琼脂糖

凝胶电泳检测。

1. 10　 统计学分析

数据以 x± s 表示,用 Graph-PadPrism 9 软件进

行统计学分析,两组间的比较采用 t 检验,多组间比

较采用单因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 柚皮素上调平滑肌细胞 TIMP-3 的表达

分离的小鼠主动脉平滑肌细胞进行体外培养,
镜下观察到细胞从血管内爬出(图 1A),通过免疫

荧光对分离的平滑肌细胞进行鉴定,镜下观察到平

滑肌细胞的肌丝纤维(图 1B)。 不同剂量 (25 和

50 μmol / L)的柚皮素对平滑肌细胞处理后,TIMP-3
的表达随柚皮素处理的剂量提高而增加(图 1C)。
50 μmol / L 柚皮素促进 TIMP-3 mRNA 的转录近 2. 7
倍(P<0. 05;图 1D)。

图 1. 不同剂量的柚皮素处理后原代平滑肌细胞 TIMP-3的表达(n=6)
A 为原代小鼠平滑肌细胞,白色箭头所指为细胞从血管内爬出;B 为 α-SMA 荧光染色鉴定平滑肌细胞,标尺为 50 μm;

C 为 Western blot 检测柚皮素对 TIMP-3 表达的影响;D 为 RT-qPCR 检测柚皮素对 TIMP-3 mRNA 的表达情况。

Figure 1. Expression of TIMP-3 in primary smooth muscle cells after treatment with different doses of naringenin(n=6)

2. 2　 柚皮素提高平滑肌细胞 STAT6 对 TIMP-3 的

转录活性

50 μmol / L 柚皮素提高平滑肌细胞 STAT6 的磷

酸化水平(图 2A)。 ChIP 实验进一步证实,在柚皮

素的作用下,细胞内 STAT6 与 TIMP-3 启动子的结

合更为明显(图 2B)。 STAT6 抑制剂 AS1517499 处

理平滑肌细胞 1 h 后,p-STAT6 水平降低(图 2C),
作用 24 h 后,TIMP-3 的蛋白表达降低了 40. 6%

(P<0. 05;图 2D)。 该结果提示柚皮素通过 STAT6
促进 TIMP-3 的表达。
2. 3　 柚皮素提高动脉粥样硬化斑块的稳定性

ApoE- / -小鼠进行高脂饮食诱导 16 周(图 3A),
对主动脉根部切片分别进行油红 O、CD68 或 α-SMA
染色,结果发现,与对照组相比,柚皮素处理降低斑

块内巨噬细胞和脂质含量,平滑肌细胞含量增加

(图 3B 和 3C)。 同时,天狼星红-苏木精染色结果显
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示,斑块坏死核大小降低了 53% (P<0. 01)、纤维帽

厚度提高 50% (P<0. 05;图 3D),而且与对照组相

比,柚皮素显著抑制斑块内弹力纤维的降解(P <
0. 01;图 3E)。 这些结果表明柚皮素促进斑块稳定。

图 2. 柚皮素激活原代平滑肌细胞 STAT6 及上调 TIMP-3的表达(n=6)
A 为 Western blot 检测不同时间的柚皮素处理对原代平滑肌细胞 STAT6 磷酸化水平的影响,a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,c 为 P<0. 001,

与对照组比较;B 为 ChIP 检测原代平滑肌细胞中 STAT6 与 TIMP-3 启动子的结合;C 为 Western blot 检测 STAT6 抑制剂 AS1517499 处理

原代平滑肌细胞 1 h 对 p-STAT6 表达的影响;D 为 Western blot 检测 STAT6 抑制剂 AS1517499 对原代平滑肌细胞 TIMP-3 表达的影响。

Figure 2. Naringenin activated STAT6 and up-regulated TIMP-3 expression in primary smooth muscle cells(n=6)

图 3. 柚皮素对斑块表型及弹力纤维的影响(n=6)
A 为 ApoE- / -小鼠实验处理流程示意图;B 为油红 O 染色检测主动脉根部的脂质沉积,标尺为 200 μm;

C 为免疫荧光染色检测斑块内 CD68(红色)、α-SMA(绿色)表达情况,标尺为 100 μm;D 为天狼星红-苏木精染色

检测斑块内坏死核大小、纤维帽厚度,标尺为 200 μm;E 为 VVG 检测血管弹力纤维,标尺为 50 μm。

Figure 3. The effects of naringenin on plaque phenotype and elastic fibers(n=6)
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2. 4　 柚皮素抑制斑块内 MMP 活性

在柚皮素干预的高脂饮食诱导 16 周的 ApoE- / -

小鼠中,斑块内明胶酶活性与对照组相比显著降低

(图 4A)。 明胶酶谱分析结果显示,主动脉根部斑

块内 MMP-2、 MMP-9 活性也显著降低 (图 4B)。

Western blot 检测斑块内 STAT6、p-STAT6 和 TIMP-3
的表达情况,发现与体外平滑肌细胞中的结果相

似,柚皮素处理使 TIMP-3 的表达升高了 2. 9 倍(P<
0. 01;图 4C)。

图 4. 主动脉根部斑块内 MMP 活性和 TIMP-3的表达(n=6)
A 为原位荧光明胶酶谱检测斑块内 MMP 的表达,标尺为 100 μm;B 为明胶酶谱实验检测主动脉根部 MMP 活性;

C 为 Western blot 检测根部斑块内 STAT6、p-STAT6 和 TIMP3 的表达。

Figure 4. MMP activity and TIMP-3 expression in aortic root plaques(n=6)

2. 5　 体内抑制 TIMP-3 降低柚皮素对斑块稳定的

作用

对高脂饮食诱导和柚皮素处理的 ApoE- / -小鼠

(图 1A)通过注射慢病毒介导 shRNA 的方法抑制

TIMP-3 的表达,结果发现小鼠主动脉根部 TIMP-3

表达显著降低(图 5B)。 天狼星红-苏木精染色结果

显示,抑制 TIMP-3 后,斑块内胶原含量降低 37. 9%
(P<0. 05),MMP 活性升高 1. 6 倍(P<0. 001),斑块

趋于不稳定(图 5C 和 5D)。 该结果进一步证明,柚
皮素通过上调 TIMP-3 的表达改善斑块表型。

图 5. TIMP-3抑制后主动脉根部斑块的病理变化(n=6)
A 为 ApoE- / -小鼠实验处理流程示意图;B 为 Western blot 检测主动脉根部 TIMP-3 的表达;C 为天狼星红-苏木精染色检测

斑块内胶原含量,标尺为 200 μm;D 为原位荧光明胶检测斑块内 MMP 活性,标尺为 100 μm。

Figure 5. Pathological changes in aortic root plaque after TIMP-3 inhibition(n=6)
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3　 讨　 论

动脉粥样硬化斑块破裂和随后的血栓生成可

引发缺血性心脏病、中风等。 改善斑块组成和提高

斑块稳定性是减少急性冠脉综合征的有效策略。
易损斑块的特点是巨噬细胞和脂质含量高,平滑肌

细胞和胶原蛋白含量低[9-10]。 减少脂质沉积和内膜

的炎症细胞浸润可明显抑制动脉粥样硬化的发展、
降低斑块脆性[11]。 高含量的平滑肌细胞和形成厚

纤维帽的胶原蛋白也有助于斑块的稳定。 本研究

发现,柚皮素通过激活平滑肌细胞 STAT6,上调主动

脉斑块内 TIMP-3 的表达、降低 MMP 活性,从而改

善 TIMP / MMP 平衡,并提高胶原含量、保持弹力纤

维的完整性,促进斑块稳定。
之前的报道表明,TIMP-3 可被多种细胞因子诱

导表达。 在大鼠软骨细胞中,TGF-β1 通过 ERK1 /
2 / Smad2 / 3 信号途径促进 TIMP-3 的表达[12]。 IL-6
家族成员抑瘤素 M 可激活 MAPK(ERK、p38、JNK)
和 JAK1 / STAT1 磷酸化,诱导 TIMP-3 的表达[13]。
本研究发现,天然产物柚皮素通过激活平滑肌细胞

STAT6,上调主动脉斑块内 TIMP-3 的表达、降低

MMP 活性,从而改善 TIMP / MMP 平衡。
维持细胞外基质的动态平衡影响血管功能,主

动脉的细胞外基质重构,特别是胶原、弹力蛋白等

成分的改变直接导致血管重构和血管疾病,如腹主

动脉瘤( abdominal aortic aneurysm,AAA)和高血压

的发生。 TIMP-3 是一种内源性细胞外 MMP 抑制

剂,在维持血管稳态中具有重要的作用。 已知抑制

TIMP-3 促进血管紧张素Ⅱ诱导的小鼠 AAA 和高血

压,降低存活率[3-5,14]。 而且,柚皮素可以通过降低

炎症和氧化应激抑制高血压[15-18],活化巨噬细胞抑

制 AAA[19]。 本研究证明柚皮素通过上调 TIMP-3
参与细胞外基质重构,提示柚皮素可能通过调控

TIMP-3,影响 AAA 和高血压。
TIMP-3 可抑制 TACE / ADAM17 活性,降低 TNF-α

与膜结合,减少可溶性 TNF-α 诱导的炎症反应,包括

诱导巨噬细胞中炎症因子的产生和 NF-κB 激

活[20-21],这说明 TIMP-3 具有一定的抗炎作用。 炎

症和脂质积累增加斑块的脆性。 那么柚皮素对斑

块的稳定作用是否与其通过 TIMP-3 抑制炎症的作

用有关还需要进一步研究。
综上所述,柚皮素可通过激活转录因子 STAT6

活性,促进 TIMP-3 表达,进而抑制斑块内胶原和弹

力纤维的降解,提高斑块的稳定性。 该研究结果提

高了柚皮素对动脉粥硬化病变防治作用的认识。
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