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#摘要$

!

目的
!

探讨树突状细胞"

Y<+

%与调节性
5

细胞"

5?>

H

%在动脉粥样硬化过程中的作用机制及
Y<+

与
5?>

H

之间的相

关性!观察氟伐他汀对大鼠主动脉粥样硬化的干预效应'方法
!

'%

只雄性
3#+4I?

大鼠!分为
'

组'其中!对照组
$%

只!喂养普通

饲料$高脂组
$%

只!喂养普通
9:

饲料$氟伐他汀组
$%

只!喂养
9:

饲料
\

氟伐他汀
%&$

H

+

V

H

]$

+

!

]$

'喂养
1%

周!取胸主动脉!

采用流式细胞仪检测各组
Y<+

的免疫表型
<Y$$L

(

8̂ 9.YC

及
5?>

H

免疫分子
<Y0

(

<Y12

(

7"PB'

的表达!分析
Y<+

(

5?>

H

在各组

主动脉壁中的数量分布变化及
Y<+

与
5?>

H

相关性'结果
!

"

$

%流式细胞术检测!

<Y$$L

\及
<Y$$L

\

8̂ 9.YC\

双阳性分子表

达!高脂组及氟伐他汀组与对照组比较明显上调!差异有统计学意义"

!

$

%&%$

%$氟伐他汀组与高脂组比较明显下调!差异有统计

学意义"

!

$

%&%$

%$"

1

%

<Y0

\

<Y12

\及
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

淋巴细胞表达!氟伐他汀组与高脂组比较!

5?>

H

淋巴细胞表达明

显增加!差异有统计学意义"

!

$

%&%$

%!对照组血管壁内未见
5?>

H

表达$"

'

%相关性分析!动脉粥样硬化病变组织中
<Y$$L

\

8̂ 9.

YC\Y<+

与
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

相关性分析显示!在高脂组与氟伐他汀组中均呈明显负相关'结论
!

免疫细胞
Y<+

与

5?>

H

均参与了
9:

大鼠主动脉粥样硬化病变的发生与发展过程!且氟伐他汀可通过降低粥样斑块内
Y<+

的数量(增加
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

的表达来实现抗
9:

病变的目的'
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动脉粥样硬化是一种免疫炎症性疾病#是通过一系列免疫

反应来实现的#在经历脂质条纹*脂质斑块到纤维斑块和粥样

硬化斑块的过程中#始终都有各种炎性细胞和大量炎症介质参

与)目前#很多研究发现#在动脉粥样硬化斑块中存在大量的

树突状细胞$

Y<+

&和
5

淋巴细胞的浸润#

Y<+

作为体内最强有

力的抗原提呈细胞$

I,4#

H

>,

M

?>+>,4#,

H

L>AA

#

9B<

&#在长期高血

脂环境下#一旦被充分激活会将自身抗原提呈给
5

淋巴细胞

而直接在血管壁发生炎性反应)调节性
5

细胞$

5?>

H

&是一组

建立和维持外周免疫耐受的成熟
<Y0

\

<Y12

\

5

淋巴细胞亚

群#而其中
7"PB'

是检测
5?>

H

的特征性标志#现已证实动脉

粥样硬化病变外周血中的
5?>

H

数量会减少并成为动脉粥样硬

化发生*发展的重要因素'

$

(

)他汀类药物对心血管疾病有着多

方面的作用#包括抑制血管内炎症*增强内皮细胞功能*增加循

环血内皮祖细胞及增强其功能*减少血管平滑肌细胞的扩增及
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重庆医学
1%$2

年
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月第
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卷第
'2

期
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迁移*稳定动脉粥样硬化斑块及抑制血小板聚集等)目前#对

粥样硬化斑块组织内
Y<+

及
5?>

H

细胞表型的分布*两者之间

的关系及药物的干预性研究较少)本实验通过对大鼠主动脉

粥样硬化病变组织中
Y<+

及
5?>

H

表型的分布及数量变化#进

一步研究
Y<+

及
5?>

H

与动脉粥样硬化形成过程的关系#并探

讨在动脉粥样硬化过程中氟伐他汀对
Y<+

及
5?>

H

的免疫调

控作用#为他汀类药物抗动脉粥样硬化寻找新的理论依据及

机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

动物与试剂
!

健康雄性
3#+4I?

大鼠
'%

只#鼠龄
1

&

'

个

月#体质量
1%%

&

11%

H

#购自山东大学实验动物中心)流式试

剂!

9,4#.?I48̂ 9.YC.7T5<

*

9,4#.?I4<Y$$L.B=

*

I,4#.?I4<Y0

]

B<2

*

I,4#.?I4<Y12.B=

*

I,4#.?I47"PB'.B=

*固定破膜液均购自

>W#"+L#>,L>

公司#兔抗大鼠
T

H

6.B<2

*

T

H

6.B=

*

T

H

6.7T5<

购自

WY

公司)

@&A

!

实验动物模型的建立
!

'%

只雄性大鼠在比较理想的实

验室条件下进行喂养'室内相关湿度为$

/%d1

&

X

#温度为

$

10d$

&

_

()先将大鼠适应性喂养
-!

后#分为
'

组)$

$

&对

照组$

$%

只&!给予普通饲料饮食%$

1

&高脂组$

$%

只&!给予普通

9:

饲料$

2&%X

胆固醇*

%&-X

胆酸钠*

%&2X

丙基硫氧嘧啶*

)&%X

白糖*

$%&%X

猪油*

--&/X

基础饲料&%$

'

&氟伐他汀组$

$%

只&!在给予
9:

饲料基础上#加用氟伐他汀
%&$

H

1

V

H

]$

1

!

]$

)每天对大鼠的摄入量和体质量进行测定#以评估各种变

化#

1%

周后进行实验)喂养过程中对照组死亡
1

只#高脂组死

亡
'

只#氟伐他汀组死亡
2

只)

@&B

!

标本采集
!

所有大鼠用戊巴比妥钠进行深度麻醉$

$1%

D

H

"

V

H

#腹腔内注射&后固定在手术台上#无菌操作下开胸#钝

性分离胸主动脉并进行肝素盐水灌洗#剪下胸主动脉段组织

$

&

1LD

置于
-2X

乙醇中备用)

@&C

!

组织单细胞悬液的制备
!

将主动脉剪碎至小块放入离心

管中#加入
1

&

'D̂

胶原酶及胰蛋白酶恒温
'- _

消化
'%

D#,

#期间进行间接振荡#加入少量
CB;T$)0%

后以
1%%

目尼龙

网过滤除去大团块并低速离心除去细胞碎片#弃上清液后用

BW:

漂洗沉淀细胞
'

次#离心后再次弃上清液得到细胞悬液)

@&D

!

Y<+

与
5?>

H

的流式细胞术检测
!

取各组主动脉单细胞

悬液并调整细胞密度为
$`$%

)

"

D̂

#每组取细胞悬液各
$%%

'

^

分别加入
0

个离心管中#对
Y<+

及
5?>

H

分别进行检测)对

Y<+

的检测标记为实验管和同型对照管#其中实验管加
7T5<

I,4#.?I48̂ 9.YC

抗体*

B=I,4#.?I4<Y$$L

抗体各
$%

'

^

#同型对

照管加兔抗大鼠
T

H

6.7T5<

*

T

H

6.B=

各
$%

'

^

#在室温避光反应

'%D#,

#用含
%&2X

的胎牛血清洗涤
1

遍#再加入
'%%

'

^BW:

重悬成单细胞悬液后上机检测)对
5?>

H

的检测标记为实验管

和同型对照管#其中#实验管加
I,4#.?I4<Y0

]

B<2

抗体*

I,4#.

?I4<Y12.B=

抗体#对照管加兔抗大鼠
T

H

6.B<2

*

T

H

6.B=

各
$%

'

^

#避光孵育
1%D#,

#

BW:

液洗涤后重悬#加入
$D̂

固定*破

膜工作液混匀#

0_

避光
)%D#,

后加入
1D̂ BW:

液离心洗涤

1

次#在实验管加入
I,4#.?I47"PB'.B=

抗体
$%

'

^

#对照管加入

T

H

6.B=$%

'

^

#

0_

避光后孵育
0%D#,

#用
2%%

'

^BW:

重悬细

胞后上机检测)

@&E

!

统计学处理
!

采用
:B::$-&%

统计软件对数据进行分析

处理#所有数据采用
.d;

表示#

'

组间比较采用单因素方差分

析#两组间资料的多重比较采用
:̂Y.'

检验#相关性分析应用

B>I?+",

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

'

组大鼠体质量变化比较
!

'

组大鼠在喂养结束后体质

量均出现不同程度增加#对照组*高脂组及氟伐他汀组大鼠的

体质量分别为$

'%&21d$&2/

&

H

*$

'$&/2d1&$0

&

H

*$

1/&)'d

$&-2

&

H

#

'

组大鼠间体质量比较差异无统计学意义$

!

&

%&%2

&)

见表
$

)

表
$

!!

'

组大鼠体质量情况比较%

.d;

)

H

&

组别
)

体质量

对照组
/ '%&21d$&2/

高脂组
- '$&/2d1&$0

氟伐他汀组
2 1/&)'d$&-2

A&A

!

'

组大鼠主动脉壁内
Y<+

水平变化比较
!

细胞流式结果

分析#高脂组*氟伐他汀组的
<Y$$L

分子*

<Y$$L

\

8̂ 9.YC\

双阳性分子表达较对照组明显上调#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)氟伐他汀组的
<Y$$L

分子*

<Y$$L

\

8̂ 9.YC\

双阳性

分子表达较高脂组明显下调#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)

见表
1

*图
$

)

表
1

!!

'

组大鼠
Y<+

细胞表型的流式细胞分析比较%

.d;

&

组别
) <Y$$L <Y$$L

\

8̂ 9.YC\

对照组
/ $&1-d%&'( %&)0d%1/

高脂组
- 0&)1d%&-(

"

1&(1d%&-1

"

氟伐他汀组
2 1&'2d%&1/

"#

$&$2d%&1(

"#

!!

"

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

#

!

!

$

%&%$

#与高脂组比较)

图
$

!!

流式细胞术检测各组
<Y$$L

\

Y<+

和
<Y$$L

\

8̂ 9.YC\Y<+

的比例

图
1

!!

流式细胞术检测高脂组与氟伐他汀组
<Y0

\

<Y12

\

5?>

H

占
<Y0

\

5

细胞的比例

A&B

!

高脂组与氟伐他汀组大鼠主动脉壁病变组织
5?>

H

水平

变化比较
!

流式细胞术检测结果分析#对照组血管壁内未见

5?>

H

细胞表达#高脂组与氟伐他汀组
<Y0

\

<Y12

\ 与
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

分别占
<Y0

\

5

淋巴细胞比例的比较中显

0$(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



示#氟伐他汀组中二者的表达较高脂组均明显上调#差异有统

计学意义$

!

$

%&%$

&)见表
'

*图
1

)

A&C

!

高脂组与氟伐他汀组大鼠主动脉壁病变组织中
Y<

与

5?>

H

的相关性
!

分析显示高脂组与氟伐他汀组
<Y$$L

\

8̂ 9.

YC\Y<

细胞与
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

细胞在数量上呈明

显负相关)见表
0

*图
'

)

表
'

!!

高脂组与氟伐他汀组
5?>

H

细胞表型的流式

!!

细胞术分析%

.d;

)

X

&

组别
)

<Y0

\

<Y12

\

"

<Y0

\

<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

"

<Y0

\

高脂组
- $'&0(d'&1) %&/)d%&1'

氟伐他汀组
2 '-&-%d$&)-

"

1&'2d%&/0

"

!!

"

!

!

$

%&%$

#与高脂组比较)

图
'

!!

流式细胞术检测高脂组与氟伐他汀组
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

占
<Y0

\

5

细胞的比例

表
0

!!

Y<

细胞与
5?>

H

细胞水平对比及相关性分析%

.d;

&

组别
)

<Y$$L

\

8̂ 9.

YC\Y<

<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

7 !

高脂组
- 1&(1d%&-1 %&/)d%&1' ]%&($2%&%%0

氟伐他汀组
2 $&$2d%&1( 1&'2d%&/0 ]%&(2'%&%$1

B

!

讨
!!

论

!!

动脉粥样硬化目前被认为是一种慢性免疫炎症性疾病#在

病变过程中发现有
5

淋巴细胞*树突状细胞*巨噬细胞等多种

免疫细胞参与其中)研究发现在正常动脉管壁内膜下及外膜

处定居着一定数量的树突状细胞#这部分细胞被称为血管树突

状细胞$

bY<+

&#现有研究表明广泛分布在动脉血管内膜并表

达
8̂ 9.YC

的
bY<+

有可能在维持血管内环境的平衡中起着

重要作用'

1.'

(

)在高血脂*高血压等危险因素条件下#血管内皮

细胞因血流条件的改变而发生功能变化#从而促使了正常内皮

组织发生炎症反应#使得这些损伤的内皮组织区域优先获得大

量的树突状细胞和巨噬细胞的定居)大鼠
Y<+

细胞膜表面特

异性地表达
<Y$$L

分子#而研究发现在动脉粥样硬化形成的

起始阶段
<Y$$L

\

Y<+

则起着重要的积极作用'

0

(

#

8̂ 9.YC

是

;8<

)

类分子的一种#一般在树突状细胞*

W

淋巴细胞*单核

细胞*巨噬细胞中表达#在成熟树突状细胞表面
8̂ 9.YC

能明

显上调)动脉粥样硬化是由脂质类物质调控的疾病#正常情况

下
Y<+

首先摄取内膜和循环血中的脂质#通过迁移机制输送

至外周淋巴结#经过对抗原的加工后提呈给
5

淋巴细胞发生

特异性免疫反应#而在长期的高血脂环境作用下#血管内皮损

伤后脂质不断在血管壁滞留#特别是氧化的低密度脂蛋白$

"P.

Ŷ̂

&能影响树突状细胞迁移至外周淋巴结'

2

(

#并逐渐打破血

管内环境的稳态#促进动脉粥样硬化形成)本实验通过流式细

胞术检测了
9:

大鼠主动脉壁粥样斑块病变内
Y<+

表面分子

<Y$$L

*

8̂ 9.YC

数量的变化#研究结果显示主动脉粥样斑块

内
<Y$$L

\及
<Y$$L

\

8̂ 9.YC

\双阳性分子数量较正常动脉

血管壁明显增加#提示
Y<+

向炎性斑块内迁移并且在斑块病

变中大量聚集和定居并诱导成熟#使
Y<+

摄取相关免疫抗原

并激活*扩增
5

淋巴细胞而发生免疫应答)

调节性
5

细胞在动脉粥样硬化的进展中同样发挥着重要

作用#

b>#AAI?!

等'

)

(将
9

M

"=

..

"

<f<C'

..小鼠与
9

M

"=

.小鼠模型

进行比较#发现动脉粥样斑块形成减少但病变组织内
5?>

H

的

数量却明显增加#提示
5?>

H

在动脉粥样硬化早期发挥着重要

作用)

;I

H

I,4".6I?L#I

等'

-

(研究也发现在动脉粥样硬化形成

早期斑块内
5?>

H

数量是增加的#

5?>

H

会逐渐向斑块病变组织

内迁移#但在长期高血脂环境下
5?>

H

迁移至动脉粥样病变部

位的能力会大大下降#动脉粥样硬化进展的后期粥样斑块内

5?>

H

的数量也会明显减少)本实验研究发现
<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

在高脂组及氟伐他汀组均有不同程度表达#提示

<Y0

\

<Y12

\

7"PB'

\

5?>

H

参与了动脉粥样硬化的形成过程#

并发挥了积极的免疫调节作用)

#̂Q

等'

/

(研究发现淋巴器官

5?>

H

数量的减少可以促使
Y<+

的分化与扩增#而机制是通过

依赖增强的
7A4'

受体信号转导完成的)本研究在对
Y<+

与

5?>

H

的相关性分析中#高脂组动脉粥样斑块中
Y<+

细胞的数

量与
5?>

H

细胞呈明显负相关#

5?>

H

含量表达越少而
Y<+

的表

达越多#提示在高血脂环境下#病变组织中
5?>

H

数量的减少可

能弱化了对
Y<+

的抑制作用从而增加了
Y<+

的数量#从另一

个角度说明
5?>

H

在参与动脉粥样硬化形成的过程中很可能通

过抑制了
Y<+

的成熟分化来发挥免疫调节功能)

他汀类药物目前已成为治疗心血管疾病的基石#也是构成

动脉粥样硬化二级预防的基础之一'

(

(

)研究证实#他汀类药物

能抑制血管内炎症及稳定动脉粥样硬化斑块等功能'

$%.$$

(

)

;I

H

I,4".6I?L#I

等'

-

(对
5?>

H

相关研究中认为逆转高脂血症能

增加
5?>

H

对病变组织的迁移#并能大大增加斑块内
5?>

H

的数

量)而本研究发现大鼠病变组织中经过氟伐他汀的药物干预

后
5?>

H

数量较高脂组明显增加#而
Y<+

的数量较高脂组却明

显减少了)提示氟伐他汀的稳定斑块*抗炎机制是通过多种途

径来实现的#其中包括增加
5?>

H

细胞数量*促进
5?>

H

的免疫

抑制功能#以及减少
Y<+

的数量*抑制其分化成熟来达到抗动

脉粥样硬化的目的)另外#在对
Y<+

与
5?>

H

的相关性分析中

发现氟伐他汀组中
Y<+

细胞的数量与
5?>

H

细胞也呈明显负

相关#也提示氟伐他汀很可能增强了
5?>

H

的免疫调节功能来

抑制
Y<+

的成熟与分化#但具体机制仍需进一步研究)

动脉粥样硬化的发展始终伴随着
Y<+

*

5?>

H

及效应
5

淋

巴细胞三者之间免疫平衡的破坏过程)在长期高血脂环境下#

大量的
"P.̂ Ŷ

作为抗原被
Y<

摄取并由
Y<

模式识别受体

$

BCC

&通过细胞信号转导触发炎症反应'

$1.$'

(

#促使树突状细胞

的成熟和细胞因子的合成#包括上调细胞表面
;8<.

)

复合分

子以及共同刺激分子
<Y0%

*

<Y/%

*

<Y/)

的表达#从而激活

5J$

*

5J1

*

5J$-

淋巴细胞#同时
5?>

H

通过分泌
567.

!

*

T̂.$%

等细胞因子来抑制效应
5

淋巴细胞的免疫反应'

$0

(

)随着动脉

管壁内环境的不断紊乱#最终打破了效应
5

淋巴细胞与
5?>

H

2$(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



之间的免疫平衡#促进效应
5

淋巴细胞的扩增而导致了动脉

粥样硬化的发生'

$2

(

)他汀类药物能够纠正粥样斑块组织内免

疫平衡紊乱#逆转
5?>

H

与
Y<+

*效应
5

淋巴细胞间的比例失

衡#从而达到抑制斑块内免疫反应*稳定斑块的目的)关于

Y<+

*

5?>

H

在动脉粥样硬化过程中的作用及与效应
5

淋巴细

胞之间的关系还有许多问题需要深入研究#并为临床中他汀类

药物的作用靶点提供新的思路)
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#

B"44>IQP:

#

>4IA&EI4Q?IA?>

H

QAI.

4"?

O

5L>AA+L",4?"A4J>!>G>A"

M

D>,4"KI4J>?"+LA>?"+#+#,D#L>

'

c

(

&EI4;>!

#

1%%)

#

$1

$

1

&!

$-/.$/%&

'

1

(

W"@?

O

+J>G[b

#

;"#+>,"G#LJ;;

#

BQ+4"GIA"GIẐ
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