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[摘摇 要] 摇 目的摇 建立早期动脉粥样硬化大鼠模型,并探讨其外周 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞(Treg)与辅助性 T
细胞 17(Th17)平衡变化及全反式维甲酸对平衡的影响。 方法摇 50 只 8 周龄 SD 大鼠,随机分为对照组、高脂组、免
疫组、免疫高脂组以及全反式维甲酸组,对照组、免疫组予正常饲料,其他三组予高脂饲料,免疫组、免疫高脂组以

及全反式维甲酸组注射卵清白蛋白进行初始免疫和强化免疫。 全反式维甲酸组同时予以全反式维甲酸灌胃,16 周

后获取血和动脉。 检测血清脂质变化,主动脉 HE 染色以观察动脉病变;流式细胞术检测各组大鼠外周血 Treg 和

Th17 细胞表达率,酶联免疫吸附法检测血清相关细胞因子水平。 结果摇 成功建立早期动脉粥样硬化大鼠模型。 组

织形态学显示免疫高脂组内膜增生;与免疫高脂组比较,免疫组及全反式维甲酸组程度较轻,对照组及高脂组动脉

完好。 高脂组及免疫高脂组血清胆固醇和低密度脂蛋白较对照组、免疫组有显著增加 (均 P < 0郾 05),而全反式维

甲酸组与其他各组比较无统计学差异。 与对照组及高脂组相比,免疫组及免疫高脂组大鼠 Treg 细胞表达及白细胞

介素 10( IL鄄10)、转化生长因子 茁 水平显著降低,而 Th17 细胞表达及 IL鄄17、IL鄄6 水平明显增高(均 P < 0郾 05),全反

式维甲酸组 Treg 表达及相关细胞因子水平与免疫高脂组比较显著升高,而 Th17 表达及相关因子水平明显降低(均

P < 0郾 05)。 结论摇 免疫损伤结合高脂喂养可形成早期动脉粥样硬化大鼠模型,该模型存在 Treg 与 Th17 细胞平衡

失调,全反式维甲酸可通过影响 Th17 / Treg 平衡发挥抗动脉粥样硬化效应。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To establish early experimental atherosclerosis (As) rat model, and to investigate peripheral
CD4 + CD25 + regulatory T cells (Treg) / T helper 17 cells (Th17) imbalance and the effects of all鄄trans鄄retinoic acid (AT鄄
RA) on the balance in the model. 摇 摇 Methods摇 Fifty 8鄄week鄄old Sprague Dawley rats were randomly divided into 5
groups: the normal group, cholesterol diet group, immune injury group, cholesterol diet plus immune injury group, and
cholesterol diet + immune injury + ATRA group (ATRA group). 摇 Rats in normal group and immune injury group were
fed with normal diet, and other groups were fed with cholesterol diet. 摇 Rats in immune injury group, cholesterol diet plus
immune injury group and ATRA group were immunized by ovalbumin. 摇 Rats in ATRA group were treated with ATRA.
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For all the 5 groups, the samples of blood and aorta were obtained after 16 weeks. 摇 The levels of serum lipids and cyto鄄
kines were measured by ELISA; Histological changes in aorta were analyzed by HE staining, and the frequencies of Th17
and Treg cells were detected by flow cytometry. 摇 摇 Results摇 A rat model of early As was established successfully. 摇 The
results of HE staining showed that there was an edematous thickening in the intima and a mild atrophy in the membrane of
cholesterol diet plus immune injury group, and there was also a less extent on pathological changes in immune injury group
and ATRA group. 摇 Serum total cholesterol (TC) and low density lipoprotein cholesterol (LDLC) concentrations in choles鄄
terol diet group and cholesterol diet plus immune injury group were markedly increased compared with those in normal group
and immune injury group (all P < 0郾 05), but the levels of serum lipids in ATRA group had no significant difference com鄄
pared with those in other groups. 摇 Expression of Treg and relative cytokines (interleukin鄄10 (IL鄄10), transforming growth
factor beta (TGF鄄茁)) was significantly lower while expression of Th17 and relative cytokines(IL鄄17, IL鄄6) was obviously
higher in immune injury group and cholesterol diet plus immune injury group than those in normal group and cholesterol diet
group (all P < 0郾 05). 摇 The levels of Treg and relative cytokines were significantly increased while the levels of Th17 and
relative cytokines in ATRA group were markedly decreased than those in cholesterol diet plus immune injury group (all P <
0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 An early As rat model was successfully established by immune injury and cholesterol diet. 摇
The shift of the Th17 / Treg balance from Treg cells towards Th17 cells exists in rat model, and ATRA may play an important
role in inhibiting As development by influencing the peripheral Th17 / Treg balance.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心脑血管

病的主要病理学基础,目前确切病因尚未完全阐

明。 As 形成涉及众多的免疫细胞,尤其是 CD4 + T
淋巴细胞[1鄄3]。 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞(CD4 +

CD25 + regulatory T cells,Treg)和辅助性 T 细胞 17
(T helper cell 17,Th17)是近年来新发现的 CD4 + T
细胞亚群。 Treg 细胞可通过细胞间直接接触和分

泌多种细胞因子来发挥免疫抑制效应[4,5];而 Thl7
细胞可分泌促炎细胞因子,如白细胞介素 17( inter鄄
leukin鄄17,IL鄄17)和 IL鄄6 等,具有很强的促炎症功

能[6,7]。 业已证明, Th17 / Treg 平衡失调在自身免疫

性疾病、移植排斥反应等疾病的发生发展中发挥重

要作用[8,9],然而,在 As 发生中的作用目前仍少有

报道。 全反式维甲酸(all鄄trans鄄ratinoic acid,ATRA)
是维生素 A 主要衍生物,有介导细胞分化、增殖、凋
亡及调节免疫等功能[10,11]。 本研究拟采用高脂饮

食和免疫损伤相结合,复制大鼠早期 As 模型,并分

析 ATRA 对 Th17 / Treg 平衡的影响和在 As 发生中

的作用,进而为今后进一步开发治疗 As 药物提供新

的思路。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 异硫氰酸荧光素( isothiocyanate,FITC)标记的

抗大鼠 CD4 单抗(克隆号 OX35),藻红蛋白(phyco鄄
erythrin,PE) 标记的抗大鼠 IL鄄17A 单抗 (克隆号

eBio17B7)和抗大鼠核转录因子 Foxp3 单抗(克隆号

FJK鄄16s),别藻青蛋白( allophycocyanin,APC)标记

的 CD25 单抗(克隆号 OX39),固定和改变细胞膜渗

透性试剂盒(FIX&PERM Cell Permeabilization Kit)
均购自美国 eBioscience 公司;总胆固醇( total choles鄄
terol,TC)、甘油三酯( total triglyceride,TG)、高密度

脂蛋白胆固醇 ( high鄄density lipoprotein cholesterol,
HDLC)和低密度脂蛋白胆固醇( low鄄density lipopro鄄
tein cholesterol,LDLC)检测试剂盒购自北京中生北

控生物科技股份有限公司;大鼠细胞因子 IL鄄10、IL鄄
17、IL鄄6、转化生长因子 茁( transforming growth factor鄄
茁,TGF鄄茁)检测试剂盒购自美国 R&D 公司,佛波醇

乙酯(phorbol myristate acetate,PMA)、离子霉素、莫
能霉素购自美国 Alexis 公司;大鼠淋巴细胞分离液

购自天津通宝达生物技术公司;卵清白蛋白粉、完
全弗氏佐剂、ATRA 均购自美国 Sigma 公司。
1郾 2摇 动物模型的建立

健康清洁级 Sprague鄄Dawley( SD)雄性大鼠 50
只,体重(145 依 20) g,由安徽医科大学实验动物中

心提供(皖医实动准字第 01 号)。 8 周龄 SD 大鼠适

应性饲养 1 周后,随机分为 5 组:对照组、高脂组、免
疫组、免疫高脂组以及 ATRA 组。 高脂组、免疫高脂

组及 ATRA 组大鼠普通饲料中加入含 2%胆固醇及

10%猪油的高脂饲料喂食,对照组及免疫组喂食普

通饲料。 免疫组、免疫高脂组、ATRA 组自第 4 周开

始皮下注射卵清白蛋白(2. 5 mg / kg)进行初始免

疫,初始免疫后 3 周开始腹腔注射卵清白蛋白(2. 5
mg / kg)加强免疫,每周一次连续 5 周,方法参考文

献[12]。 ATRA 组从第 3 周开始予 ATRA 处理[10
mg / (kg·d)],每日一次直接灌胃给药,16 周后处

死动物取血和动脉标本进行分析。
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1郾 3摇 血脂测定

大鼠麻醉后摘除眼球取血,采用全自动生化仪

(AU2700, Olympus, 日 本) 检 测 血 清 中 TC、 TG、
HDLC 和 LDLC 含量。
1郾 4摇 主动脉组织 HE 染色

解剖大鼠分离出主动脉;清除动脉外围组织。
石蜡包埋,冰冻切片机(LEICA CM 1800,上海莱卡

仪器有限公司)进行连续切片,切片厚度 4 滋m。 HE
染色,普通光学显微镜下观察动脉病理组织学变化。
1郾 5摇 流式细胞术检测大鼠 CD4 + CD25 + Treg 细胞

和 CD4 + IL鄄17 + Th17 细胞表型

1郾 5郾 1摇 CD4 + CD25 + Treg 细胞表型检测摇 摇 用大鼠

淋巴细胞分离液分离单个核细胞,并用 PBS 调整细

胞浓度为 1010 / L;取 2 支试管分别加入细胞悬液

100 滋L,其中一管加入 FITC鄄CD4、APC鄄CD25 各 10
滋L,另一管则作为对照管,加各单抗相对应的同型

对照各 10 滋L,混匀后室温下避光反应 15 min;PBS
洗涤后弃上清;两管分别加入细胞破膜剂试剂 A
200 滋L,混匀后室温下避光反应 15 min;离心、洗涤

后重悬细胞,在测定管中加入试剂 B 200 滋L 和 PE鄄
Foxp3 10 滋L,在对照管中则加试剂 B 200 滋L 和同型

对照鄄PE 10 滋L,混匀后室温下避光孵育 15 min;PBS
洗涤后上流式细胞仪(EPICS ALTRA HyPerSort TM,
美国 Beckman鄄Coulter 公司)检测。
1郾 5郾 2 摇 CD4 + IL鄄17 + Th17 细胞的表型检测 摇 摇
Th17 细胞检测参考文献[13],用 RPMI1640 培养基

调整细胞浓度至 2 伊 109 / L,接种于 24 孔培养板后

加入刺激剂 PMA 25 滋g / L,离子霉素 1 mg / L 和莫能

霉素 1郾 7 mg / L,在 37益、5% CO2细胞培养箱培养 4
~ 6 h 后,离心收集细胞。 取 2 支试管分别加入单个

核细胞悬液 100 滋L 和 FITC鄄CD4 10 滋L,混匀后室温

下避光反应 15 min;固定、破膜方法同上。 在测定管

中加入 PE鄄IL鄄17A 10 滋L,在对照管中则加相应同型

对照鄄PE 10 滋L,混匀后室温下避光孵育 15 min;PBS
洗涤后上机检测。

检测前常规对流式细胞仪进行光流路质量调

控和荧光补偿,使仪器各项指标在质量控制允许值

范围。 检测时对淋巴细胞群和 CD4 + T 淋巴细胞进

行顺序设门,每份标本获取设门内细胞在 10 000 个

以上,数据分析使用 EXPO32 系统软件。
1郾 6摇 酶联免疫吸附法检测大鼠血清 IL鄄10、TGF鄄茁、
IL鄄17 和 IL鄄6 含量

细胞因子检测步骤严格按照酶联免疫吸附法

(ELISA)试剂盒说明书进行操作,使用全自动酶标

仪(型号 HT鄄1,奥地利)读取波长 450 nm 处 OD 值,
再以建立的标准曲线换算出检测指标的含量。
1郾 7摇 统计学处理

采用 SPSS16郾 0 软件包进行统计学处理,计量资

料用x 依 s 表示,行正态性及方差齐性检验,组内多

样本计量资料比较采用单因素方差分析,方差齐时

采用 LSD 方法进行两两比较,方差不齐时采用 Tam鄄
hane爷s T2 法。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠血脂变化情况

摇 摇 与对照组及免疫组比较,高脂组及免疫高脂组

的 TC 和 LDLC 浓度显著增高(P < 0郾 05);ATRA 组

TC 和 LDLC 与其他各组比较差异均无统计学意义

(P > 0郾 05)。 TG、HDLC 水平各组间比较差异均无

统计学意义(P > 0郾 05;表 1)。
2郾 2摇 主动脉组织 HE 染色结果

HE 染色可见,对照组和高脂组大鼠动脉内膜

完好,染色均匀,内皮间隙未见明显增宽,内皮细胞

排列整齐,细胞之间结合紧密。 免疫组大鼠内膜轻

度增生,内皮间隙增宽;免疫高脂组内膜增厚较免

疫组更为明显,中膜轻度萎缩;ATRA 组内膜增生程

度较免疫高脂组明显减轻,动脉病变程度与免疫组

相似(图 1)。

表 1. 各组大鼠血脂水平(x 依 s,n = 10)
Table 1. Serum lipids concentration in different group rats(x 依 s,n = 10)

分摇 组 TG(mmol / L) TC (mmol / L) HDLC (mmol / L) LDLC (mmol / L)

对照组 0郾 81 依 0郾 23 2郾 37 依 0郾 57 0郾 65 依 0郾 14 0郾 46 依 0郾 17
高脂组 0郾 94 依 0郾 31 3郾 06 依 0郾 42a 0郾 47 依 0郾 11 1郾 02 依 0郾 28a

免疫组 0郾 88 依 0郾 20 2郾 29 依 0郾 41 0郾 61 依 0郾 18 0郾 54 依 0郾 20
免疫高脂组 0郾 84 依 0郾 26 2郾 97 依 0郾 24a 0郾 44 依 0郾 13 1郾 09 依 0郾 32a

ATRA 组 0郾 86 依 0郾 24 2郾 68 依 0郾 39 0郾 53 依 0郾 15 0郾 77 依 0郾 21

a 为 P < 0郾 05,与对照组及免疫组比较。
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图 1. 大鼠动脉壁 HE 染色结果(HE, 伊 400) 摇 摇 从左到右依次为对照组、高脂组、免疫组、免疫高脂组和 ATRA 组。

Figure 1. HE staining results of rat aorta in different group rats( 伊400)

2郾 3摇 大鼠 Treg 细胞和 Th17 细胞表达情况

高脂组 Treg 和 Th17 细胞表达水平与对照组比

差异无显著性意义(均 P > 0郾 05);免疫组 Treg 细胞

表达水平较对照组和高脂组显著降低,而 Th17 细胞

表达水平较对照组和高脂组明显升高(P < 0郾 05 和

P < 0郾 01);各组中免疫高脂组 Treg 细胞表达最低,
Th17 表达最高;与免疫高脂组相比,ATRA 组 Treg
细胞表达显著升高,Th17 细胞表达明显降低(均 P
< 0郾 05;表 2 和图 2)。
2郾 4摇 大鼠血清 Treg 和 Th17 相关细胞因子表达水平

与对照组比较,高脂组 Treg 相关细胞因子 IL鄄
10、TGF鄄茁 表达略为降低,而 Th17 细胞因子 IL鄄17、
IL鄄6 表达略为升高,但差异均无统计学意义(均 P >
0郾 05);免疫组 IL鄄10、TGF鄄茁 表达水平较对照组和高

脂组明显降低,而 IL鄄17、IL鄄6 表达水平较对照组和

高脂组显著升高(均 P < 0郾 05);免疫高脂组血清 IL鄄
10、TGF鄄茁 表达水平较免疫组进一步降低,为各组中

最低水平,而 IL鄄17、IL鄄6 表达水平较免疫组进一步

升高,达各组中最高;与免疫高脂组比较,ATRA 组

IL鄄10、TGF鄄茁 表达水平明显升高,而 IL鄄17、IL鄄6 表

达水平显著降低(P < 0郾 05;表 3)。

表 2. 大鼠 Treg 和 Th17 细胞表达情况(x 依 s, n = 10)
Table 2. Expression of Treg and Th17 cells in different
group of rats(x 依 s,n = 10)

分摇 组 CD4 + CD25 + Foxp3 + CD4 + IL鄄17 +

对照组 4郾 69% 依 0郾 57% 0郾 62% 依 0郾 20%

高脂组 4郾 47% 依 0郾 64% 0郾 86% 依 0郾 22%

免疫组 3郾 78% 依 0郾 52% a 1郾 67% 依 0郾 48% b

免疫高脂组 2郾 94% 依 0郾 49% bc 2郾 28% 依 0郾 67% bc

ATRA 组 3郾 96% 依 0郾 58% d 1郾 43% 依 0郾 25% d

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与高脂组

比较;d 为 P < 0郾 05,与免疫高脂组比较。

图 2. 各组大鼠 Treg(上图)和 Th17(下图)细胞流式检测图摇 摇 从左到右依次为对照组、高脂组、免疫组、免疫高脂组和 ATRA 组。

Figure 2. The dot plots show Treg and Th17 frequencies in different group of rats

3摇 讨摇 论

建立 As 动物模型是研究 As 发病机制和药物治

疗的重要手段,大鼠具有饲养方便、抵抗力强、食性

与人相近等优点,是较为理想的 As 动物模型。 由于

大鼠无胆囊,对胆固醇等脂质吸收少,单纯的高脂

饲料很难诱导大鼠 As 的形成。 Castellanos 等[12] 通

过免疫损伤法使大鼠主动脉产生 As 斑块。 本实验

采用反复注射卵清白蛋白造成免疫损伤与高脂饮

食诱导相结合的方法造模,HE 染色显示单纯高脂
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表 3. 大鼠细胞因子表达水平(x 依 s,n = 10)
Table 3. Serum levels of cytokines in different group of rats(x 依 s,n = 10)

分摇 组 IL鄄10(ng / L) TGF鄄茁(ng / L) IL鄄17(ng / L) IL鄄6(ng / L)

对照组 37郾 61 依 6郾 15 41郾 74 依 8郾 26 23郾 28 依 4郾 26 72郾 85 依 13郾 74

高脂组 34郾 29 依 6郾 76 39郾 86 依 9郾 02 25郾 94 依 4郾 92 76郾 17 依 15郾 83

免疫组 26郾 45 依 4郾 63a 32郾 53 依 7郾 24a 30郾 67 依 5郾 48a 85郾 75 依 17郾 12a

免疫高脂组 19郾 27 依 5郾 12bc 23郾 14 依 5郾 62bc 42郾 39 依 6郾 57bc 101郾 51 依 19郾 21bc

ATRA 组 29郾 34 依 5郾 85d 35郾 28 依 7郾 43e 28郾 92 依 5郾 75e 83郾 19 依 14郾 56d

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与高脂组比较;d 为 P < 0郾 05,e 为 P < 0郾 01,与免疫高脂组比较。

饮食并未造成动脉壁损伤,而免疫组、免疫高脂组

都有内膜不同程度增厚,以免疫高脂组病变最严

重,内膜增生明显,说明免疫损伤结合高脂饮食喂

养 16 周可诱发早期大鼠 As 病变。 免疫损伤可导致

动脉损伤,而在此基础上结合高脂饮食可能导致高

胆固醇血症而加重 As 病变。 因此,本实验成功建立

了早期 As 大鼠模型,为进一步研究 Th17 / Treg 平衡

和 ATRA 对 As 影响提供了可靠的病理模型。
有研究显示,As 小鼠模型中 Treg 数量减少,而

输注 Treg 细胞能使斑块明显变小[14,15]。 Treg 细胞

可通过分泌抗炎细胞因子,如 IL鄄10 等,抑制促 As
免疫反应,斑块中 Treg 细胞数量减少和功能降低,
是 As 发生发展的重要原因之一[16]。 小鼠 As 模型

中,IL鄄17 水平升高可促进早期 As 斑块形成,其水平

降低可使斑块减小[17]。 IL鄄17 还可促进单核细胞分

泌炎症因子肿瘤坏死因子(TNF鄄琢)和 IL鄄1茁,并与其

发挥协同作用,进一步加强炎症反应[18]。 另有报

道,Th17 参与 As 患者斑块破裂和急性冠状动脉综

合征(ACS)形成的炎症过程[19]。
动物实验 HE 染色显示,单纯高脂饮食仅引起

TC 和 LDLC 升高,并未造成动脉壁损伤,而在免疫

组、免疫高脂组内膜都有不同程度增厚,以免疫高

脂组病变最为严重,说明免疫损伤结合高脂饮食可

诱发大鼠早期 As 斑块形成;同时,流式细胞术和

ELISA 检测结果发现免疫组和免疫高脂组 Treg 细

胞表达水平、相关细胞因子水平较对照组和高脂组

显著降低;与文献报道小鼠模型结果一致,也进一

步验证 Treg 细胞发挥抗 As 的保护性作用。 大鼠早

期 As 斑块最严重的免疫高脂组,其 Th17 表达率和

相关细胞因子水平最高,出现 As 斑块的免疫组和免

疫高脂组其 Th17 及相关细胞因子水平也显著高于

动脉内膜无损伤的对照组和高脂组。 结果表明在

免疫性因素损伤下形成的 As 病变中,Th17 水平上

调,可能参与 As 的发生发展过程。 由此我们推测

Th17 可能通过 IL鄄17 等的促炎效应,加重机体的病

理性免疫应答反应,创造促炎微环境,参与并促进

As 的发生发展。
Treg 细胞和 Th17 细胞均参与 As 发生过程,两

者可能处于一种平衡状态。 本研究结果显示,在大

鼠早期 As 模型免疫组和免疫高脂组出现 Th17 / Treg
平衡向 Th17 偏移;而 Th17 细胞比例和功能增强或

者 Treg 细胞比例和功能减弱,很可能是导致 As 发

生的重要原因之一。
ATRA 能通过细胞核上多种受体产生广泛的生

物学效应。 有文献报道,维甲酸可诱导 Treg 细胞特

异性的转录因子 Foxp3 的表达[20]。 另有研究证实,
维甲酸可抑制 Th17 细胞的增殖,从而使 T 细胞转化

为 Treg,其作用机制是通过直接减少 Th17 特异性的

转录调控因子 ROR酌t[21]。 本实验结果证实,ATRA
组较免疫高脂组 Treg 细胞表达显著升高,Th17 细胞

表达明显降低,ATRA 可很好地改变 Th17 / Treg 平

衡失调,恢复 Th17 / Treg 平衡状态,对抑制 As 发生

发展具有重要意义。 血脂检测结果发现高脂组及

免疫高脂组 TC 和 LDLC 较对照组有显著升高,但免

疫组 TC 和 LDLC 水平与对照组比较无明显差异,提
示免疫因素可能没有升高血脂的作用;ATRA 组 TC
和 LDLC 水平与其他组差异无统计学意义,说明

ATRA 对血脂水平无明显影响。
由此可见,Th17 / Treg 失衡与 As 形成密切相

关,ATRA 可通过影响 Th17 / Treg 平衡,抑制 As 形

成,发挥抗 As 效应,从而为预防和治疗 As 提供新的

思路。
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