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［摘 要］ 目的：检测肌腱糖蛋⁃X（Tenascin⁃X，TNX）与血管内皮细胞标志物CD34在ApoE基因敲除小鼠（apolipoprotein E gene
knock out mice，ApoE-/-mice）动脉粥样硬化斑块形成过程中的动态表达及探讨两者的相关性。方法：高脂饲养ApoE-/-小鼠建立动

脉粥样硬化动物模型为实验组，普通饲料喂养的C57BL/6小鼠为对照组。分别于喂养第8、12、20、28、36周时测量血脂水平，采集

主动脉血管标本，油红O染色和HE染色观察主动脉的病理学改变并进行计量组织学及免疫组化分析。结果：实验组低密度脂蛋

白（low⁃density lipoprotein，LDL）、总胆固醇（total cholesterol，TC）水平在各期中均高于对照组（P < 0.05）。随着造模时间的延长，实

验组斑块面积及斑块面积/管腔面积比值不断增加（斑块面积：F=31.473，P < 0.001；斑块面积/管腔面积：F=178.422，P < 0.001）。
斑块内TNX与CD34的表达量随着饲养时间的增加而增多，两者均在36周时表达最多，并且TNX与CD34阳性微血管均在纤维帽

及脂质核心周围高表达且呈正相关（r=0.87，P < 0.001）。而对照组中未见明显斑块形成。结论：Tenascin⁃X和CD34的表达量随着

斑块进展而增多，且两者在斑块中的表达区域相似。TNX可能与斑块稳定性密切相关。
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Expression and correlation of tenascin⁃X and CD34 in atherosclerotic plaque formation
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［Abstract］ Objective：To detect dynamic expression of Tenascin ⁃ X（TNX）and CD34（marker of vascular endothelial cell）and
explore the correlation of both in formation of atherosclerotic plaque in apolipoprotein E gene knockout mice（ApoE-/-mice）. Methods：
The experimental group of atherosclerotic model was established in ApoE-/- mice fed with a high⁃fat diet，and the normal C57BL/6 mice
fed with normal diet served as the control group. Blood lipid levels were measured and blood samples of aorta were collected at 8 th，12 th，
20 th，28 th，and 36 th week after feeding respectively. Oil red O staining and HE staining were used to observe the pathological
changes of the aorta，and the quantitative histological and immunohistochemical were analysed meanwhile. Results：The experimental
group of low⁃density lipoprotein（LDL），total cholesterol（TC）levels in each period were higher than the control group（P < 0.05）. With
the extension of modeling time，the plaque area and plaque area/lumen area ratio were continually increased in experimental group
（plaque area：F=31.473，P < 0.001；plaque area/lumen area：F=178.422，P < 0.001）. The expression quantities of TNX and CD34
increased along with feeding time extendins，and both of them were most expressed at 36 weeks. The TNX and CD34 positive
microvessels were highly expressed around the fibrous cap and lipid core，and both were positively correlated（r=0.87，P < 0.001）.
However，there were no significant formation of plaques seen in the control group. Conclusion：The expression of Tenascin ⁃X and
CD34 increased with the progress of plaque，and the expression sites of Tenascin⁃X and CD34 in plaque were similar. TNX may be
closely related to plaque stability.
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动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是血管内皮

细胞激活和氧化低密度脂蛋白沉积引起动脉壁的

慢性、进展性疾病。斑块的不稳定性引发糜烂、破

裂和血栓形成是心脑血管疾病的主要危险因素［1］。

近年来研究表明斑块内新生血管增多也是斑块不

稳定性的因素之一，斑块内新生血管密度较大的区

域发生斑块内出血的风险也相应增加［2-3］，因此斑块

中的新生血管形成及影响因素对斑块稳定性的影

响具有重要意义。肌腱蛋白X（Tenascin⁃X，TNX）是

一个多功能的细胞外基质糖蛋白，早期研究发现

TNX可通过结合血管内皮生长因子（vascular endo⁃
thelial growth factor，VEGF）从而促进血管形成［4］。

在外周神经及角膜血管的形成中，TNX扮演重要角

色，均促进其血管形成［5-6］。目前，TNX在埃莱尔⁃当
洛综合征（Ehlers⁃Danlos syndrome）、肝脏代谢及部

分肿瘤中研究较多［7- 9］。本研究首次探讨 TNX与

CD34在AS斑块中的动态表达及两者相关性。为

TNX与血管形成之间关系的研究提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

6周龄体重18~21 g之间的雄性SPF级ApoE-/-小

鼠为实验组（北京维通利华实验动物技术有限公

司），同周龄及体重范围的雄性 SPF 级野生型

C57BL/6小鼠为对照组（南京医科大学动物中心），

因考虑到老鼠饲养过程中容易死亡，故两组小鼠总

量均超过所需要研究的小鼠数量，本实验中两组小

鼠均为35只（共70只，14笼，5只/笼，所需研究数量

为 50只）。实验组给予高脂饲料喂养（基础饲料+
0.25%胆固醇+15%脂肪，南京协同医药生物公司），

对照组给予普通饲料喂养。两组饲养环境温度为

22~25 ℃，相对湿度 60%，光照 12 h/d。定期每月测

量实验组小鼠体重，分别于喂养的第 8、12、20、28、
36周测量各时期血脂水平并提取主动脉血管标本，

显微镜下测量斑块面积、斑块面积与管腔面积比值

和观察斑块病理学改变，以对照组血脂水平为标准

来检测实验组AS模型建立情况。

TNX抗体、CD34抗体（Novus公司，美国），石蜡

切片机（M2243）、冰冻切片机（CM1950）（Lecia 公

司，德国），显微镜（BX43，Olympus公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 体重测量

每月按时记录实验组小鼠体重，取其平均值作

为该月小鼠的生长体重。

1.2.2 血脂测量

两组小鼠分别于饲养 8、12、20、28、36周时处

死，每组各5只，采血前禁食12 h。10%水合氯醛为

麻醉剂（计量：0.3 mL/100 g），使用摘眼球取血法。

分离血清，通过全自动生化分析仪检测血清低密度

脂蛋白（LDL）、高密度脂蛋白（HDL）、血清总胆固醇

（TC）、甘油三酯（TG）水平。

1.2.3 病理学检测

采血后过量麻醉小鼠，心脏充分灌流后取出主

动脉弓部血管，10%甲醛浸润 24 h，二甲苯透明，石

蜡包埋，制作各时期的标本切片，厚度为 3 μm。①
HE染色：按照具体操作流程进行二甲苯脱蜡切片，

酒精脱水，使用苏木素水溶液和酒精伊红液色染，

光镜下观察斑块的病理学改变。并使用 Image Pro
Plus 6.0软件测量主动脉管腔面积（lumen area，LA）、
斑块面积（plaque area，PA）及斑块面积/管腔面积比

（plaque area/lumen area，PA/LA），具体方法为每只老

鼠测量5张切片，取其平均值。②免疫组化分析：一

抗为大鼠抗小鼠的TNX抗体和兔抗小鼠的CD34抗
体，二抗为羊抗大鼠 IgG和羊抗兔 IgG，抗体采用磷

酸盐缓冲液（PBS）稀释，TNX 抗体稀释比例为 1∶
100，CD34抗体稀释比例为 1∶200。两者阳性表达

均呈棕黄色，并用 Image Pro Plus软件进行半定量分

析［10］。每个时期选取4张切片计算阳性面积比（阳性

反应面积/总测量面积），取其平均值，比值越大，表

明斑块中的TNX与CD34相对含量越高。③对油红

O染色：取新鲜组织标本制作冷冻切片，60%的异丙

醇浸洗 10 min，油红O染液染色 10 min，mayer苏木

精复染1 min，水洗，甘油明胶封片，观察斑块中脂质

的分布情况。

1.3 统计学方法

采用SPSS18.0软件进行数据处理，计量资料采

用均数 ± 标准差（x ± s）表示，多组间比较采用方差分

析，多组中的两两比较采最小显著性法（LSD），利用

Pearson做相关分析，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 实验组小鼠不同时期体重变化

总体而言，小鼠体重在饲养前 4个月中为体重

增长期，在饲养6个月时稍降低，在饲养4个月后平

均体重维持在（30.92 ± 0.55）g（1~9月测量数量分别

为：35、35、30、25、25、19、18、12、10 g），测量数量根据

实验所用剩余数量和小鼠自然死亡数量决定（图1）。
2.2 两组小鼠不同时期血脂比较
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实验组小鼠TC、LDL水平较同周龄对照组小鼠

均升高（P < 0.05），而TG和HDL水平仅在第28周和

第 36周较对照组升高（P < 0.05），其余时期 TG及

HDL水平差异无统计学意义（P > 0.05，表1）。
2.3 实验组小鼠主动脉血管HE染色和油红O染色

的病理学表现

总体来说，从饲养 8~36周间，实验组斑块体积

不断增大、坏死物质增多、纤维帽变薄、管腔狭窄度

增加。而对照组主动脉内膜细胞排列整齐，无斑块

形成。油红O染色显示板块中脂质成分被染成红

色，饲养 36周的斑块脂质成分较 28周的脂质成分

图1 ApoE基因敲除小鼠体重变化

Figure 1 The weight change in ApoE gene knocked out
mice
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表1 不同喂养时间两组小鼠血脂水平

Table 1 Blood lipid levels in two groups of mice at different feeding times （n=5，mmol/L）

与同周龄对照组小鼠比较，**P < 0.01，*P < 0.05。

组别

对照组

8周
12周
20周
28周
36周

实验组

8周
12周
20周
28周
36周

TG

0.54 ± 0.09
0.63 ± 0.17
0.67 ± 0.11
0.79 ± 0.15
0.82 ± 0.18

0.63 ± 0.15
0.75 ± 0.14
0.81 ± 0.10
1.37 ± 0.12*

1.95 ± 0.10**

TC

02.51 ± 0.15
02.92 ± 0.56
03.57 ± 0.19
03.70 ± 0.11
04.03 ± 0.10

13.99 ± 0.85**

17.46 ± 1.79**

22.39 ± 1.61**

26.82 ± 1.74**

29.05 ± 2.11**

HDL

1.44 ± 0.14
1.50 ± 0.17
1.77 ± 0.20
1.98 ± 0.12
2.14 ± 0.09

1.43 ± 0.19
1.54 ± 0.11
2.01 ± 0.15
2.49 ± 0.17*

2.85 ± 0.12**

LDL

00.74 ± 0.08
00.83 ± 0.12
01.13 ± 0.09
01.35 ± 0.15
01.58 ± 0.18

08.50 ± 1.04**

10.65 ± 0.66**

11.37 ± 0.27**

12.91 ± 0.55**

13.83 ± 0.61**

增多（图2）。
2.4 实验组小鼠各时期AS斑块面积

实验组自喂养 8周起开始有斑块形成，随着饲

养时间延长，LA 差异未见明显变化（F=0.033，P=
0.998），而 PA 和 PA/LA 比值不断增加（PA：F=
31.473，P < 0.001；PA/LA：F=178.422，P < 0.001），PA
组间比较，除了8周和12周比较未达到统计学意义

（P > 0.05），其余各时期比较，以及PA/LA任意两时

期比较均有统计学意义（P均<0.05），而对照组各时

期主动脉未见明显斑块形成（表2）。
2.5 实验组小鼠斑块内TNX与CD34免疫组化阳性

面积比比较及各时期的免疫组化染色

光镜下实验组各周小鼠主动脉均有 TNX 和

CD34 表达（图 3），Pearson 相关分析显示 TNX 与

CD34 在各个时期中的炎性表达率呈正相关（r=
0.87，P < 0.001），且两者的表达区域相似，均在纤维

帽及脂质核心周围表达显著。随着AS斑块的进展，

TNX 和 CD34 表达均明显增多（TNX：F=125.567，
P < 0.001，CD34：F=61.967，P < 0.001，图 4），其中

TNX在任意两时期的表达均有统计学差异（高脂饲

养 8~12 周 TNX 对应的阳性面积比：0.054 ± 0.006
vs. 0.146 ± 0.024 vs. 0.213 ± 0.011 vs. 0.322 ± 0.029
vs. 0.541 ± 0.074），而 CD34表达明显升高，8周与

12周、20周与28周之间且具有统计学差异（高脂饲

养 8~12周CD34对应阳性面积比：0.150 ± 0.033 vs.
0.198 ± 0.013 vs. 0.220 ± 0.013 vs. 0.387 ± 0.055 vs.
0.411 ± 0.032）。
3 讨 论

不稳定斑块的主要特征包含斑块增长速度增

快伴随着周围血管重塑、炎性细胞增加、以及低氧

核心和滋养血管的快速生长。但是新生血管往往

不成熟、通透性大，有利于炎性细胞及红细胞渗透

入斑块中和诱发斑块内出血及破裂，导致管腔进一
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步狭窄或栓塞事件的发生［11］。本研究首次证实了

TNX在AS斑块中的表达，在 8~20周以纤维为主的

稳定斑块中，TNX和CD34两者的表达量相对较少，

而在 28周和 36周进展期斑块中，两者表达量却显

著增加。本研究中CD34的总体表达也与冠状动脉

粥样硬化不同时期斑块中的表达趋势相似［12］，这表

明TNX同CD34均与斑块的不稳定性密切相关。腱

糖蛋白家族（tenascins，TNS）是细胞外基质蛋白中的

重要组成部分，目前其成员包括TNS⁃X、TNS⁃C、TNS
⁃R、TNS⁃Y和TNS⁃W。TNX是其TNS中结构上最大

的成员，主要表达在心肌、骨骼肌中。参与细胞的

繁殖、迁移、分化、凋亡和调节细胞外基质中胶原蛋

白及弹性纤维的结构和稳定性［9，13］，TNX基因的突

变会导致埃莱尔⁃当洛综合征，TNX也可刺激TGFβ1
促进上皮到间质的转变［7］。

既往研究显示AS斑块新生血管主要由低氧和

炎症等因素诱导形成［2］。Ikuta等［4］研究证明体内的

TNX均可与VEGF⁃B、VEGF⁃A结合，并且通过VEGF
⁃1/Flt⁃1受体与VEGF⁃B结合可刺激血管内皮细胞的

合成，TNX片段在体内也同样促进内皮细胞生成与

血管形成［14］。在老鼠胚胎心脏发展中，TNX作为血

管发展的起点［4］。Sakai等［5］在外周神经中研究表明

TNX主要由施万细胞和成纤维细胞产生，并且涉及血

管形成。在角膜血管形成中，TNX同样也是通过与

VEGF⁃A结合促进角膜新生血管形成［6］。

VEGF是胚胎形成阶段血管形成及内皮细胞分

化的关键调节因子，也参与多种疾病病理状态下的

血管新生［15］。在AS斑块中，VEGF高表达，且与斑块

新生血管分布高度一致且呈正相关，其作用是增加斑

块毛细血管密度并促进新生血管向内膜衍生［1，16］。其

受体 VEGF⁃1和 VEGF⁃2也均存在于斑块中［16- 17］。

VEGF可以激活细胞内多个信号传导机制来诱导血

管的形成。如VEGF可以通过诱导磷酸果糖激酶⁃2/
果糖⁃2，6⁃二磷酸酶（PFKFB3）和MYC⁃介导刺激己糖

激酶⁃2（HK2）来促进糖酵解，为刺激内皮细胞转化为

新生血管提供能量［18］，达到促进血管形成的目的。

本研究发现TNX与CD34在斑块的进展中表达

区域相似且呈正相关，即在纤维帽与脂质核心周

围表达较多，这同巨噬细胞的分布也存在部分相

似性［19］。其可能的原因是在外周血管基质中，TNX

E

DCBA

F G H
A~F：实验组饲养8周时内膜局部脂质沉积增厚；12周时斑块内胶原纤维增生，出现少许脂质核心；20周时纤维帽局部变薄，连续性中断；28周

时斑块局部断裂，局部可见胆固醇结晶堆积；36周时斑块体积明显变大，坏死核心增大，管腔明显狭窄，甚至闭塞；对照组血管内膜细胞排列整齐，

无斑块形成（×100）；G、H：28周和36周的油红0染色（×200）：斑块中红色成表脂质成分，36周时斑块中脂质成分较28周增多。

图2 ApoE基因敲除小鼠主动脉HE染色和油红O染色

Figure 2 Observation of aorta by HE staining and oil red O staining in ApoE gene knocked out mice

表2 实验组小鼠各时期斑块测量比较

Table 2 Comparison of plaque measurement in the exper⁃
imental group of mice （n=25，mm2）

饲养周期

08周
12周
20周
28周
36周

PA
0.03 ± 0.01
0.10 ± 0.03*

0.25 ± 0.08*

0.48 ± 0.11*

0.67 ± 0.12*

LA
0.79 ± 0.15
0.80 ± 0.23
0.83 ± 0.21
0.81 ± 0.20
0.78 ± 0.22

PA/LA
0.04 ± 0.01*

0.12 ± 0.01*

0.28 ± 0.25*

0.52 ± 0.08*

0.87 ± 0.07*

*：LSD分析任意两时期比较，P < 0.05。
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与VEGF⁃B有着相似的表达模式且两者在转录水平

上存在高度一致的同源性序列（50%同一性）［4］。而

VEGF主要有巨噬细胞分泌产生，Sumioka等［14］的实

验也证实 TNX蛋白与巨噬细胞的数量密切相关，

TNX基因的敲除，巨噬细胞的数量及VEGF的水平

明显减低，而中心粒细胞却不受影响。因此推测在

AS斑块进展中，TNX可能通过调节斑块中巨噬细胞

分泌VEGF的变化来调节斑块中新生血管的生成，

增加斑块的不稳定性，这也为两者的表达量呈正相

关再次提供了解释。

此外，VEGF在促进内皮细胞增殖与存活中还

需要表面黏附蛋白的参加。ανβ3整合素表达于新生

血管表面。Ishitsuka 等［20］研究证明TNX通过ανβ3整
合素和β1整合素亚基参与细胞的黏附过程，而在

AS过程中多种细胞黏附到受损血管内皮细胞是其

发展的起始，其中炎性细胞分泌的各种生长因子及

细胞因子（包括VEGF各亚型）是诱发斑块内血管形

成的重要原因之一。这似乎也暗示着 TNX可能通

过这两个整合素涉及炎性细胞黏附入斑块促进新

生血管形成，从而促进斑块的不稳定。

本研究通过ApoE-/-小鼠成功建立动脉粥样硬

化模型，并通过测量血脂水平及病理结果验证AS
模型的建立，证实了斑块中 TNX与CD34的表达量

随着斑块的进展不断增加且两者呈明显的正相关

性，为 TNX与血管关系的研究进一步奠定了实验

基础，具体调控机制仍需要进一步研究。因此早

期通过 TNX表达来识别斑块中新生血管表达量来

预测斑块易损性，为动脉粥样硬化的治疗提供新

靶点。
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