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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究免疫原性和耐受性血管树突状细胞在下肢动脉硬化闭塞症动脉壁内的分布情况,探讨免疫

原性和耐受性血管树突状细胞与下肢动脉硬化闭塞症之间的关系。 方法摇 人下肢动脉标本 40 例主要取自尸检和

外科手术,常规石蜡切片,10 例下肢动脉内膜形态结构未见明显改变的设为对照组,30 例下肢动脉病变较明显的

设为实验组;免疫组织化学染色观察人 S100 蛋白阳性、免疫原性 CD1a、CD83、趋化因子受体 7(CCR7)阳性和耐受

性 CD11b、树突状细胞特异性细胞间黏附分子 3鄄结合非整合素分子(DC鄄SIGN)、Toll 样受体 2(TLR鄄2)、吲哚胺 2,3
双加氧酶( IDO)阳性反应血管树突状细胞的分布;免疫印迹法检测免疫原性和耐受性血管树突状细胞标志物的表

达。 结果摇 实验组大量表达人 S100 蛋白、CD1a、CD83 和 CCR7 阳性血管树突状细胞,且主要分布在内膜斑块处和

外膜小血管周围,数量较多,中膜内有少量阳性细胞分布,实验组少量表达 CD11b、DC鄄SIGN、TLR鄄2、IDO 阳性血管

树突状细胞,且主要分布在内膜斑块处和外膜小血管周围,数量较少,中膜内有少量阳性细胞分布;免疫印迹结果

发现实验组高表达 CD1a 和 CD83,且较少表达 CD11b 和 IDO。 结论摇 免疫原性及耐受性血管树突状细胞在动脉粥

样硬化闭塞症病变动脉内膜中聚集且免疫原性血管树突状细胞含量明显高于耐受性血管树突状细胞,提示免疫原

性血管树突状细胞可能参与了动脉粥样硬化闭塞症的形成过程并且免疫原性血管树突状细胞的增高可能参与了

动脉粥样硬化闭塞症的炎症性免疫反应。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the distribution of immunogenic and tolerogenic vascular dendritic cell(VDC)
within the arterial wall in the lower limb atherosclerosis occlusion syndrome(ASO), and to discuss the relationship between
the immunogenic and tolerogenic VDC and the disease of lower limb ASO. 摇 摇 Methods摇 Forty human arterial specimens
were collected from surgical operation and autopsy, and paraffin sections were made and HE stained routinely. 摇 Ten of
them without obvious morphosis change were assigned as control group and the other thirty cases of lower limb artery lesions
clearly were set to lesion group. 摇 The distribution of S100 positive, immunogenicity CD1a, CD83 and C鄄C chemokine re鄄
ceptor type 7(CCR7) positive and tolerability CD11b, dendritic cell鄄specific intercellular adhesion molecule鄄3鄄grabbing
non鄄integrin (DC鄄SIGN), toll鄄like receptor 2(TLR鄄2), indoleamine 2, 3 dioxygenase (IDO) positive cells were detected
by using immunohistochemistry method on sections. 摇 The expression of proteins of immunogenicity CD1a, CD83 and toler鄄
ability CD11b, IDO were detected by the method of Western Blot. 摇 摇 Results摇 Immunogenicity S100, CD1a, CD83 and
CCR7 positive VDC were heavily found in intima plaque and around the small vessel of adventitia on artherosclerosis aorta
of lesion group. 摇 But few positive cells were detected in tunica media. 摇 There were low expression of CD1a, CD83 posi鄄
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tive tolerogenic VDC in intima plaque and around the small vessel of adventitia on artherosclerosis aorta of lesion group. 摇
But few positive cells were detected in tunica media. 摇 Western Blot results found that they were high expression of CD1a,
CD83 and low levels of CD11b and IDO in the ASO group. 摇 摇 Conclusions摇 Immunogenicity and tolerability VDC were
assembled in the process of ASO, and the quanity of immunogenic VDC was significantly higher than the tolerogenic VDC,
which suggected that VDC might be involved in the formation process of ASO and the high level of immunogenic VDC might
be involved in the inflammatory immune response disease of ASO.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症免疫性疾病,其主要特点是免疫细胞聚集在病

变部位以及 T 淋巴细胞被激活所引起的某些特异

性细胞免疫反应 [1,2]。 下肢动脉硬化闭塞症(ather鄄
osclerosis occlusion,ASO)是动脉硬化在下肢的重要

表现,病理变化表现为大中动脉呈退行性、增生性

改变,主要是细胞、纤维基质、脂质和组织碎片在动

脉内膜或中膜的异常沉积使血管壁变硬缩小、失去

弹性,致使管腔狭窄,亦可继发血栓形成致使远端

血流量进行性减少或中断。 树突状细胞( dendritic
cell,DC)是体内功能最强大的专职性抗原提呈细胞

(antigen presenting cell, APC),分布广而数量少,但
能有效捕获、处理抗原,并呈递给 T 淋巴细胞,通过

双信号刺激,激发初级细胞免疫反应[3]。 DC 激活 T
淋巴细胞的能力是巨噬细胞或 B 淋巴细胞的100 ~
10 000 倍,在特异性细胞免疫和体液免疫应答的诱

导和调节中起重要作用[2]。 血管树突状细胞( vas鄄
cular dendritic cell,VDC)是正常动脉壁中存在的一

类 DC 亚群,在一些动脉的炎症病变中,尤以炎症浸

润区域明显,VDC 大量聚集说明 VDC 可能参与了

动脉壁的炎症反应 [4,5]。 DC 具有免疫原性和耐受

性双重作用 [6],VDC 是否参与了 ASO 的形成过程

报道较少,本实验收集了正常及 ASO 患者下肢动脉

标本,通过观察免疫原性 CD1a、CD83、趋化因子受

体 7(C鄄C chemokine receptor type 7,CCR7)阳性反应

VDC,以及耐受性 CD11b、树突状细胞特异性细胞间

黏附分子 3鄄结合非整合素分子(dendritic cell鄄specif鄄
ic intercellular adhesion molecule鄄3鄄grabbing non鄄inte鄄
grin, DC鄄SIGN)、Toll 样受体 2(Toll鄄like receptor 2,
TLR鄄2)和吲哚胺 2,3 双加氧酶( indoleamine 2, 3
dioxygenase,IDO)阳性反应 VDC 在 As 病变动脉壁

中的分布和含量变化,探讨免疫原性和耐受性 VDC
与 ASO 之间的关系。

1摇 材料与方法

1. 1摇 临床标本

摇 摇 收集 2011 年 10 月至 2013 年 5 月安徽省立医

院血管外科因 ASO 致肢体缺血坏死截肢患者的下

肢主干动脉血管标本 30 例,对照组取自骨科外伤行

截肢术以及尸检所获得的正常动脉标本 10 例(经
医院伦理委员会同意并患者知情同意)。 患者年龄

48 ~ 72(平均 64)岁,其中男性 17 例,女性 13 例,合
并高血压者 22 例,合并糖尿病者 18 例,无其他自身

免疫性疾病,无激素类药物服用史。
1. 2摇 取材和制片

人下肢动脉血管标本主要来自尸检和外科手

术,共 40 例,用 10% 中性福尔马林固定,取出后乙

醇逐级脱水,常规石蜡包埋,制成 4 mm 厚的连续切

片,经 HE 染色及免疫细胞化学染色,光镜下观察

结果。
1. 3摇 试剂

兔抗人 S100 ( bs鄄0850R)、 CCR7 ( bs鄄1305R)、
CD1a(bs鄄3786R)、DC鄄SIGN(bs鄄2557R)、TLR鄄2 ( sc鄄
10739)和 IDO(bs鄄2379R)单克隆抗体均购自北京博

奥森生物技术有限公司,兔抗人 CD83 单克隆抗体

(LS鄄C176864)购自 LSBio 公司,兔抗人 CD11b 单克

隆抗体(ab1333571)购自 Abcom 公司;SP鄄9000 免疫

组织化学染色试剂盒,DAB 酶底物显色剂均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。 HRP 标记的山羊

抗兔 IgG 购自北京中杉公司;超敏感底物发光试剂

盒购自 Pierce 公司。
1. 4摇 免疫组织化学染色

采用 SP鄄9000 免疫组织化学染色试剂盒,切片

脱蜡;3%过氧化氢溶液阻断内源性过氧化物酶,以
消除内源性过氧化物酶的活性;微波修复抗原,加
5%羊血清封闭非特异性蛋白室温孵育 20 min;加稀

释好的一抗 4益过夜,S100、CD83、CCR7、CD1a、DC鄄
SIGN、CD11b、TLR鄄2 和 IDO 稀释比例为 1颐 100 ;4益
孵育过夜后,与生物素标记的羊抗兔二抗(1 颐 100)
结合,再加链霉素抗生物素鄄过氧化物酶,二氨基联

苯胺(diaminobenzidine,DAB)显色,复染,封片。 以

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline,PBS)取代

一抗作阴性对照,以排除非特异性染色。
1. 5摇 染色结果判断标准

淤DC 计数:细胞计数采用 Olympus BX40 显微
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镜在 400 倍下观察。 染色强度采用 Olympus UPlan鄄
FL 伊 40 的物镜观察,显示膜染色或细胞质染色的细

胞都包括在阳性细胞计数中。 每张切片任意取 5 个

高倍视野进行 S100、CD83、CD1a、CCR7、DC鄄SIGN、
CD11b、TLR鄄2 或 IDO 阳性细胞计数,再取其平均数

进行统计分析,即每高倍视野的细胞数 / 高倍视野

( high power field, HPF)。 于 S100、 CD83、 CCR7、
CD1a、DC鄄SIGN、CD11b、TLR鄄2 和 IDO 阳性细胞判

定标准:染色后的切片置光镜下观察,细胞膜或细

胞质呈黄褐色,且具有树枝状不规则突起的细胞为

阳性细胞。
1. 6摇 免疫印迹检测

取动脉斑块所在的动脉条,放入干净的玻璃匀

浆器中,用剪刀剪碎,加入蛋白裂解液,冰上匀浆

后,4益冰浴超声降解 1 min,3 000 伊 g,离心 20 min
取上清。 蛋白定量后,进行免疫印迹分析:取 30 滋g
上样,10% 的 SDS鄄PAGE 胶垂直电泳,电压 200 V,
电泳,直至染料的前沿接近凝胶的底端,电泳结束

后,按 200 mA 转移 2 h 到聚偏氟乙烯( polyvinyli鄄
dene fluoride, PVDF)微孔转移膜上,用 5% 脱脂奶

粉 / PBS 封闭 2 h,将 PVDF 膜放入 1颐 500 稀释的一

抗中,4益孵育过夜,用含 0. 05% Tween 20 的 PBS
洗 3 遍,每次 10 min,加入 1颐 10 000 稀释的 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG,室温孵育 2 h,用含 0. 05%
Tween 20 的 PBS 洗 3 遍,每次 10 min,然后用不含

Tween 20 的 PBS 洗 1 遍,10 min,最后用超敏感底物

发光试剂盒检测成像显影并采用 LAS4000Mini 型化

学发光成像分析仪拍照。
1. 7摇 统计学处理

应用 SPSS 17郾 0 统计软件进行分析,数据以

x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验,当 P < 0. 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 临床资料

摇 摇 实验组患者性别、年龄和高血压、吸烟及糖尿

病比例、空腹血糖、血脂等情况见表 1。
2. 2摇 标本的大体改变及 HE 染色病理学改变

对照组 10 例动脉标本具有一定弹性,内膜光

滑,形态结构未见明显改变。 实验组 30 例下肢动脉

标本质地硬,厚薄不均,可触及明显钙化,部分伴溃

疡或血栓形成。 对照组 10 例为正常下肢动脉,实验

组血管标本 HE 染色可见血管内皮隆起变形,内膜

增厚,形成纤维粥样斑块;斑块处内皮下层大量纤

维增生,其间可见散在平滑肌纤维和大量泡沫细

胞;深部为大量空隙状或针样脂质沉积(图 1)。

表 1. 30 例下肢动脉硬化闭塞症患者临床资料(x 依 s)
Table 1. The clinical data of 30 patients with atherosclerosis
obliterans(x 依 s)

项摇 目 临床数值

年龄(岁) 64. 23 依 10. 65

男 /女(例) 17 / 13

既往史

摇 高血压(例) 22(73. 3% )

摇 糖尿病(例) 18(60. 0% )

摇 脑梗死(例) 12(40. 0% )

总胆固醇(mmol / L) 4. 10 依 1. 02

甘油三酯(mmol / L) 1. 56 依 1. 01

HDLC(mmol / L) 1. 18 依 0. 31

LDLC(mmol / L) 2. 63 依 0. 45

空腹血糖(mmol / L) 6. 50 依 1. 21

图 1. 下肢动脉硬化闭塞症患者动脉 HE 染色病理学改变

( 伊 200)
Figure 1. Pathological changes of patients with atheroscle鄄
rosis obliterans in HE staining( 伊 200)

2. 3摇 S100 阳性血管树突状细胞的表达

免疫组织化学结果显示 S100 在对照组中低表

达而在实验组中高表达,S100 阳性 VDC 呈梭形或

不规则形、有突起,主要分布在内膜斑块处和外膜

新生滋养小血管周围,数量较多,中膜内散在少量

阳性细胞分布(图 2)。 实验组平均密度为 8. 02 依
2. 17 个 / HP,与对照组相比差异有统计学意义(P <
0. 01;表 2)。
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图 2. S100 在血管树突状细胞中的表达( 伊 200) 摇 摇 左为对照组,右为实验组。

Figure 2. The expression of S100 in vascular dendritic cell( 伊 200)

2郾 4摇 免疫原性血管树突状细胞 CD83、CD1a、CCR7
的表达

免疫组织化学染色结果显示免疫原性 CD83、
CD1a、CCR7 阳性 VDC 在实验组中大量表达,其形

态不规则,表面有许多不规则的树突状突起,主要

分布在内膜斑块处和外膜小血管周围,数量较多

(图 3 )。 与 对 照 组 相 比, 实 验 组 CD83 + VDC、
CD1a + VDC 和 CCR7 + VDC 均显著增加,且差异有

统计学意义(P < 0. 01;表 2)。

表 2.总血管树突状细胞和免疫原性血管树突状细胞的相关

分子表达(x 依 s)
Table 2. The expression of total vascular dendritic cell and
immunogenic vascular dendritic cell in control group and
experimental group(x 依 s)

分摇 组 S100 CD1a CD83 CCR7

对照组 4. 37 依 0. 37 2. 36 依 1. 24 3. 12 依 0. 87 2. 42 依 0. 94

实验组 8. 02 依 2. 17a 7. 42 依 4. 01a 9. 12 依 4. 02a 7. 52 依 2. 43a

a 为 P < 0. 01,与对照组比较。

图 3. CD83、CD1a 和 CCR7 在血管树突状细胞中的表达( 伊 200) 摇 摇 A 为实验组 CD83 表达,B 为实验组 CD1a 表达,C 为实验组

CCR7 表达,D 为阴性对照组。

Figure 3. The expression of CD83, CD1a and CCR7 in vascular dendritic cell( 伊 200)

2. 5 摇 耐受性血管树突状细胞 CD11b、DC鄄SIGN、
TLR鄄2 和 IDO 的表达

免疫组织化学结果显示,耐受性 CD11b、DC鄄
SIGN、TLR鄄2 和 IDO 阳性 VDC 在 ASO 患者中低表

达,其形态不规则,表面有许多不规则的树突状细

胞突起,主要分布在内膜斑块处和外膜小血管周

围,中膜内见少量阳性细胞分布(图 4)。 与对照组

相比,实验组 DC鄄SIGN + VDC、TLR鄄2 + VDC 均增加,

且差异有统计学意义(P < 0. 01;表 3)。

表 3. 耐受性血管树突状细胞的表达(x 依 s)
Table 3. The expression of tolerogenic vascular dendritic
cell(x 依 s)

分摇 组 CD11b DC鄄SIGN TLR鄄2 IDO
对照组 4. 07 依 0. 23 1. 16 依 0. 32 3. 22 依 0. 58 4. 02 依 1. 24
实验组 4. 11 依 0. 42 4. 33 依0. 93a 5. 42 依0. 90a 4. 22 依 1. 73

a 为 P < 0. 01,与对照组比较。
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图 4. CD11b、DC鄄SIGN、TLR鄄2 和 IDO 在血管树突状细胞中的表达( 伊 200) 摇 摇 A 为实验组 CD11b 表达,B 为实验组 DC鄄SIGN 表

达,C 为实验组 TLR鄄2 表达,D 为实验组 IDO 低表达,E 为阴性对照组。

Figure 4. The expression of CD11b, DC鄄SIGN, TLR鄄2 and IDO in vascular dendritic cell( 伊 200)

2. 6摇 免疫印迹检测结果

免疫印迹结果显示,与对照组相比,实验组

CD83 和 CD1a 蛋白的表达明显增高,且差异有统计

学意义(P < 0. 01;图 5)。 与对照组相比,实验组

CD11b 和 IDO 蛋白的表达增多(图 5),且含量明显

低于免疫原性 VDC CD83 和 CD1a 蛋白表达(表 4)。
结合免疫组织化学结果,提示在 As 病变过程中

VDC 明显聚集,且免疫原性 VDC 的聚集明显多于

耐受性 VDC,免疫原性 VDC 可能参与了 ASO 的病

理发展和炎性反应。

图 5. 免疫印迹检测 CD83、CD1a、IDO、CD11b 在下肢动脉

壁中的表达

Figure 5. The expression of CD83, CD1a, IDO and CD11b
in the lower limb arteries by Western Blot

表 4. 免疫印迹定量检测 CD83、CD1a、IDO 和 CD11b 的表

达(x 依 s)
Table 4. The expression of CD83,CD1a,IDO 和 CD11b by
Western Blot(x 依 s)

分摇 组 CD83 CD1a IDO CD11b

对照组 0. 22 依 0. 02 0. 53 依 0. 03 0. 18 依0. 03 0. 21 依 0. 03

实验组 0. 63 依 0. 04b 0. 80 依0. 06b 0. 26 依 0. 02a 0. 20 依 0. 04

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

3摇 讨摇 论

As 以血管内皮细胞受损、功能障碍为起始,继
而血浆脂质侵入内皮下,引起单核 /巨噬细胞浸润

及血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle cell,
VSMC)迁移至内膜下过度增殖,并吞噬脂质形成以

泡沫细胞为基础的脂质核心,同时分泌多种促炎细

胞因子,最终演进至晚期不稳定性 As 斑块[2,7]。
ASO 是全身性 As 在肢体局部表现,ASO 是一种慢

性炎症和免疫性疾病,炎症和免疫是 ASO 发病的重

要环节[8]。 ASO 的病因及发病机制目前仍不完全

清楚,可能涉及免疫系统的三个重要改变:自身抗

原异常增多、抗原递呈细胞过多激活以及共刺激信

号的增强。 梁春等[9] 对人主动脉 As 早期病变标本

研究发现,As 早期病变即有 VDC 聚集,VDC 主要分

布在病变血管的内膜和外膜(尤其是新生血管及滋

养血管周围),大多成熟的 VDC 的聚集与 T 淋巴细

胞分布有相关性。 Yilmaz 等[10] 对颈动脉脆性斑块

研究发现在不稳定性斑块肩部区域有活性的 DC 与

T 细胞成簇分布,大量表达 CD83 等标志物,并且与

T 细胞及自然杀伤 T 细胞相接触。 上述研究提示,
VDC 可能在 As 病变动脉壁中聚集并通过激活局部

T 淋巴细胞,启动由多种免疫细胞参与的炎性免疫

反应,VDC 可能在 As 的病理演进中扮演着重要的

角色[2]。
DC 具有免疫原性和耐受性双重作用:一方面,

DC 激活初始 T 淋巴细胞,启动由多种细胞参与的

免疫炎症反应,处于启动、调控和维持免疫应答的

中心环节[11]。 DC 作为专职 APC 对自身抗原异常

提呈,通过激活局部 T 淋巴细胞,来启动由多种细

胞参与的免疫炎症反应,从而在 ASO 病理演进中扮
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演着重要的角色;另一方面,DC 通过多种机制诱导

产生调节性 T 细胞(regulatory T cells, Tregs)及抑制

抗原特异性 T 细胞,导致免疫耐受,发挥对 ASO 的

调控作用[11鄄13]。
DC 的免疫学功能与其成熟状态密切相关,成

熟 DC 分泌炎症因子白细胞介素 12( interleukin鄄12,
IL鄄12)、IL鄄6 和 IL鄄1茁 参与炎症反应,其表面高表达

组织相容性复合物玉、域类分子(DR 和 DQ)及共刺

激分 子 ( CD83、 CD80、 CD86、 CD40 )、 黏 附 分 子

(CD44、CD54)以及整合素等,诱导抗原特异性效应

T 细胞活化免疫,又称为免疫原性 DC。 未成熟 DC
的抗原摄取和加工处理能力极强,主要存在于输入

淋巴管、外周血及淋巴组织,低表达玉或不表达共

刺激分子,在体内能够下调免疫应答和维持免疫耐

受的细胞群,又称为耐受性 DC[14]。 S100 是 VDC 的

特征性表面标志,CD83 是成熟 DC 上的主要表面标

志,也是重要的功能分子[15]。 CD1a 是一种递呈脂

类抗原的分子,主要表达在成熟的 DC,CD1a 被公认

为 DC 的主要特征性标志[16]。 CCR7 及其相关的趋

化因子在介导成熟 DC 迁移至二级淋巴器官诱导免

疫应答产生中发挥重要作用,DC 的成熟过程中伴

随趋化因子受体 CCR7 的表达上升[17]。 因此,
CD1a、CD83、CCR7 为免疫原性 VDC 标记。 CD11b
高表达于未成熟 DC 表面,已有研究表明 DC 表面

的 CD11b 可以抑制 DC 初始的 CD4 + T 细胞活化并

通过破坏辅助性 T 细胞 17(T helper 17, Th17)的分

化促进外周耐受的形成,这些结果表明 CD11b 在调

控 T 细胞适应性免疫应答中的作用至关重要[18]。
DC鄄SIGN 是 DC 上的病原受体,参与了各种病原体

的传递及其引起的免疫抑制[19]。 经抗原刺激后,未
成熟 DC 上调 TLR鄄2 的表达,并促进耐受性细胞因

子 IL鄄10 的分泌并发挥耐受潜能[20]。 未成熟 DC 产

生 IDO,IDO 通过加速色氨酸代谢,促进效应 T 细胞

无能和凋亡[21]。 因此 CD11b、DC鄄SIGN、TLR鄄2 和

IDO 为免疫原性 VDC 标记。
本实验观察发现,对照组动脉管壁未检出或检

出少量 VDC 表达,实验组检出大量 S100、CD1a、
CD83、CCR7 以及少量 CD11b、DC鄄SIGN、TLR鄄2、IDO
阳性 VDC 的表达,且主要分布在内膜斑块处和外膜

小血管周围,数量较多,中膜内见少量阳性细胞分

布。 免疫印迹结果显示对照组动脉管壁耐受性

VDC 含量与免疫原性 VDC 的含量没有明显区别,
实验组免疫原性 VDC 含量明显高于耐受性 VDC,提
示耐受性 VDC 和免疫原性 VDC 可能参与了 ASO
的形成过程并且免疫原性 VDC 的增高可能参与了

ASO 的炎症性免疫反应,且耐受性 VDC 通过发挥免

疫耐受作用在调节机体免疫功能的稳定中可能起

重要作用。
综上所述,VDC 可能参与了 ASO 的形成过程,

且成熟 VDC 可能是由未成熟 VDC 受抗原刺激后转

化而来,可能的机制是在承受血液涡流压力较大而

易于发生 As 的部位,早期血管内皮受损可引起血循

环中单核细胞趋化至血管内膜下并分化为单核细

胞源性 DC,后者与 T 淋巴细胞、单核 /巨噬细胞等簇

集,从而通过参与捕获及递呈局部抗原参与动脉壁

免疫炎症反应[2,22,23]。 作为免疫反应关键成员的

DC,在 ASO 慢性免疫炎症反应中起重要作用,因此

对 ASO 斑块局部 VDC 的免疫抑制,增加 ASO 斑块

局部的耐受性 VDC 的比例,可能有助于延缓 ASO
的病理演变。
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