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载脂蛋白 E 基因敲除小鼠动脉粥样硬化病变进展过程中
循环单核细胞亚群和斑块内增殖巨噬细胞的动态变化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠动脉粥样硬化病变进展过程中循环单核细胞亚群

(Ly6G - CD11b + LyChi和 Ly6G - CD11b + Ly6Clo )比例和斑块内局部增殖巨噬细胞密度的动态变化。 方法 摇 40 只

ApoE - / - 小鼠随机分为正常饮食组和高脂饮食组,分别于饮食干预后第 2 周末、第 4 周末、第 6 周末和第 8 周末处死

部分动物,油红 O 染色检测主动脉根部动脉粥样硬化斑块面积,免疫荧光染色和共聚焦显微镜成像检测斑块内的巨

噬细胞和增殖巨噬细胞(F4 / 80 和 Ki67 双阳性细胞),流式细胞术分析循环单核细胞亚群比例。 结果摇 随着高脂饮食

时间的增加主动脉动脉粥样硬化病变逐渐加重;动脉斑块中总巨噬细胞和增殖巨噬细胞密度在高脂饮食后进行性升

高,并于第 4 周末达到高峰;巨噬细胞与增殖巨噬细胞密度百分比在高脂饮食后进行性升高,并于第 6 周末达到高峰;
随着高脂饮食时间的增加 Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞亚群比例逐渐增大。 结论摇 在 ApoE - / - 动脉粥样硬化模型发

展过程中,循环 Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞呈递增趋势,增殖巨噬细胞密度在第 4 周达到平台期。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A

The Dynamic Profile of Circulating Monocyte Subsets and Intraplaque Proliferating
Macrophages During the Development of Atherosclerostic Lesion in ApoE
Knockout Mice
LI Xiao1,2, ZHOU Xin2, JI Wen鄄Jie2, LI Yu鄄Xiu2, ZHAO Ji鄄Hong2, and LI Yu鄄Ming2

(1. Gansu University of Traditional Chinese Medicine, Lanzhou, Gansu 730000, China; 2. Pingjin Hospital, Logistics Uni鄄
versity of Chinese People蒺s Armed Police Force & Institute of Cardiovascular Disease and Heart Center & Tianjin Key Laborato鄄
ry of Cardiovascular Remodeling and Target Organ Injury, Tianjin 300162, China)
[KEY WORDS] 摇 Atherosclerosis;摇 Monocyte Subsets;摇 Proliferating Macrophage;摇 ApoE Knockout Mice
[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To detect the development of monocytes (Ly6G - CD11b + Ly6Chi and Ly6G - CD11b + Ly6Clo)
and proliferating macrophage in atherosclerosis of ApoE― / ― mice. 摇 摇 Methods摇 We randomly assigned 40 ApoE - / - mice
into high鄄fat diet or normal chow diet group, which were sacrificed at the end of weeks 2, 4, 6 and 8. 摇 Lipids of aortic si鄄
nus were stained with oil red O. 摇 The macrophage and proliferating macrophage (F4 / 80 and Ki67 double positive cells) in
plaque were detected by immunofluorescence staining and confocal microscopy. 摇 Flow cytometry methods were used to ana鄄
lyze the proportions of circulationg monocyte subsets. 摇 摇 Results摇 In the formation progress of atherosclerosis, aortic ath鄄
erosclerosis gradually aggravated with high鄄fat diet over time. 摇 The total macrophages and proliferation macrophage density
showed an increasing trend before the first four weeks with high鄄fat diet, which reached a peak at the fourth week. 摇 Before
the first six weeks with high鄄fat diet, the percentage of proliferating macrophage and macrophages density were gradually in鄄
creased and reached a peak at the sixth week. 摇 The proportions of cycle Ly6Chi monocyte was increased with high鄄fat diet
time passing. 摇 摇 Conclusions 摇 In the development progress of atherosclerosis model, the proportions of circulating
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Ly6G - CD11b + Ly6Chi monocyte subsets gradually aggravated with high鄄fat diet time passing and the increasing is consist鄄
ent. 摇 Proliferating macrophage density reached a plateau at the first four weeks.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是许多心脑

血管疾病的病理基础,由于 As 斑块进行性进展和破

裂导致的组织慢性和急性缺血,是全世界致残、致
死的重要原因之一。 单核 /巨噬细胞是免疫细胞的

基础细胞[1],研究表明,单核 /巨噬细胞系在 As 的

发生发展过程中有至关重要的作用[2]。 早期认为

斑块内巨噬细胞主要来自循环中的单核细胞[3],随
着对巨噬细胞的深入研究,近期有报道显示在主动

脉根部的斑块内存在巨噬细胞自我更新的现象[4]。
但是,在 As 斑块进行性进展过程中斑块局部增殖巨

噬细胞的动态变化以及与循环单核细胞亚群的关

系尚未见报道,因此本研究采用高脂饮食诱导 ApoE
基因敲除(ApoE knockout,ApoE - / - )小鼠形成 As,
动态检测斑块内增殖巨噬细胞(F4 / 80 和 Ki67 双阳

性细胞) 密度以及循环单核细胞亚群 ( Ly6G -

CD11b + Ly6Chi和 Ly6G - CD11b + Ly6C lo)比例的动态

变化,从而进一步探讨单核 /巨噬细胞在 As 发生发

展过程中的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要仪器和试剂

摇 摇 流式细胞仪(Cytomics FC 500,Beckman Coul鄄
ter,USA);荧光显微镜 ( ECLIPSE 80i, Nikon, Ja鄄
pan);激光扫描共聚焦显微镜(TCS SP8,Leica,Ger鄄
many);冰冻切片机(CM7500,Leica,Germany)。 抗

CD11b鄄PE、抗 Ly6G鄄PerCP / Cy5郾 5 和抗 Ly6C鄄FITC
购自 Biolegend 公司;抗 F4 / 80、抗 Ki67 购自 Abcam
公司;FITC 标记山羊抗小鼠二抗、TRITC 标记山羊

抗兔二抗购自 ImmunoReagents 公司;Mounting medi鄄
um with DAPI 购自中杉金桥公司;油红 O 购自 Sig鄄
ma 公司;其余试剂均为国产分析纯;高脂饮食配方

见参考文献[5]。
1郾 2摇 实验动物

40 只 ApoE - / - 小鼠,雄性,体重 22 ~25 g,购自北

京维通利华实验动物技术有限公司,许可证号为 SCXK
(京)2102鄄0001,实验前均经 DNA 检测为纯合子。
1郾 3摇 动物模型的制备、标本的采集和处理

随机将小鼠分为正常饮食组和高脂饮食组,分
别于第 2、4、6 和 8 周取材。 麻醉后摘眼球放血致

死,PBS 心脏灌流,主动脉根部上 2 mm 处留取心

脏,沿左右心耳下缘连线平行向下 2 mm 处去掉心

尖部,留取心底部分在 PBS 液浸洗 2 ~ 3 次,浸在

30%的蔗糖溶液中至下沉,OCT 包埋,冰冻切片机

切片,厚度为 5 滋m, - 20益储存。
1郾 4摇 油红 O 染色

按照常规方法进行油红 O 染色[6],在光学显微

镜下观察斑块面积和动脉狭窄程度(图 1A)。 采用

图像分析软件( Image Pro Plus,IPP)计算斑块面积

和血管横断面面积,斑块狭窄程度 = 斑块面积 / 血
管横断面面积 伊 100% [7]。
1郾 5摇 免疫荧光染色

切片恢复至室温,1% Triton X鄄100 破膜 20 min,
山羊血清封闭 20 min,加入大鼠抗小鼠单抗 F4 / 80
(1颐 100)和兔抗小鼠多抗 Ki67(1颐 300),4益孵育过

夜,次日加入山羊抗兔 IgG,TRITC 和山羊抗大鼠

IgG,FITC,室温孵育 1 h,含 DAPI 的防淬灭封片剂

封片(图 1B 和 1C)。 采用图像分析软件计算荧光

显微镜拍摄视野内巨噬细胞和增殖巨噬细胞个数

和斑块面积,巨噬细胞或增殖巨噬细胞密度 = 巨噬

细胞或增殖巨噬细胞个数 / 斑块面积(mm2)。
1郾 6摇 流式细胞术检测循环 Ly6G - CD11b + LyChi单

核细胞亚群比例

参照本实验室前期建立的方法进行检测[8],取
100 滋L 抗凝全血加入 Ly6G - PerCP / Cy5郾 5、Ly6C鄄
FITC、CD11b鄄PE,细胞染色缓冲液吹打混匀,室温避

光孵育 15 min,加入 600 滋L 红细胞裂解液,上机检

测(图 2B),FlowJo7郾 6郾 1 软件分析流式细胞术结果。
Ly6G - CD11b + LyChi 单核细胞亚群比值 = Ly6G -

CD11b + LyChi 单核细胞亚群 / 单核细胞数 伊 100% ,
设门策略见图 2A。
1郾 7摇 统计学分析

采用 Graph Pad Prism 6 进行统计学分析,数据

用x 依 s 表示,各组间比较用 Two鄄Way ANOVA 分析,
以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 高脂饮食干预期间主动脉根部 As 病变进展

正常饮食组第 2 周至第 8 周动脉狭窄程度分别

为 0郾 3% 依 0郾 1% 、0郾 6% 依 0郾 2% 、1郾 3% 依 0郾 7% 和

2郾 3% 依 0郾 7% ,可见随着年龄的增加 ApoE - / - 小鼠

可自发形成 As 斑块;高脂饮食组第 2 周至第 8 周动

脉狭窄程度分别为 3郾 8% 依 0郾 5% 、11郾 3% 依 2郾 9% 、
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33郾 2% 依 2郾 0% 和 48郾 4% 依 2郾 4% ,可见随着高脂饮

食时间的增加狭窄程度呈上升趋势。 高脂饮食组

与正常饮食组相比动脉狭窄程度于第 4 周开始有统

计学意义(P < 0郾 001);高脂饮食组动脉狭窄程度第

4 周与第 2 周以及第 6 周、第 8 周与第 2 周、第 4 周

相比均有统计学意义 (P < 0郾 01 或 P < 0郾 001;图
1D)。
2郾 2摇 高脂饮食干预期间主动脉根部 As 斑块内巨噬

细胞密度的动态变化

正常饮食组第 2 周至第 8 周巨噬细胞密度分别

为 4297郾 9 依 182郾 8 个 / mm2、 4951郾 9 依 244郾 4
个 / mm2、5537郾 9 依 383郾 3 个 / mm2 和 6337郾 9 依 248郾 4
个 / mm2,可见随着年龄的增加斑块内巨噬细胞密度

逐渐增加;高脂饮食组第 2 周至第 8 周斑块内巨噬

细胞密度分别为 5768郾 6 依 376郾 4 个 / mm2、9465郾 8 依
307郾 6 个 / mm2、7355郾 5 依 522郾 7 个 / mm2 和 8813郾 1 依
973郾 5 个 / mm2,可见斑块内巨噬细胞密度在高脂饮

食第 4 周达到顶峰。 高脂饮食组斑块内巨噬细胞密

度与正常饮食组各时间点相比均有统计学意义(P
< 0郾 001);高脂饮食组斑块内巨噬细胞密度第 6 周、
第 8 周与第 2 周相比、第 8 周与第 4 周相比均有统

计学意义(P < 0郾 001;图 1D)。
2郾 3摇 高脂饮食干预期间主动脉根部 As 斑块内增殖

巨噬细胞密度的动态变化

激光扫描共聚焦显微镜结果显示,蓝色为 DAPI
标记细胞核所激发荧光,绿色为 FITC 标记 F4 / 80 所

激发荧光,红色为 TRITC 标记 Ki67 所激发荧光,三
色标记同时在一个细胞则证明为增殖巨噬细胞(图
1B)。 正常饮食组第 2 周到第 8 周增殖巨噬细胞密

度分 别 为 222郾 4 依 37郾 2 个 / mm2、 306郾 0 依 55郾 5
个 / mm2、 387郾 4 依 41郾 2 个 / mm2 和 477郾 2 依 34郾 5
个 / mm2,可见随着年龄的增加斑块内巨噬细胞逐渐

增多;高脂饮食组第 2 周到第 8 周增殖巨噬细胞密

度分 别 为 425郾 2 依 64郾 8 个 / mm2、 922郾 6 依 26郾 7
个 / mm2、 815郾 6 依 40郾 1 个 / mm2 和 830郾 0 依 61郾 6
个 / mm2,其中高脂饮食组于第 4 周到达顶峰。 高脂

饮食组增殖巨噬细胞密度与正常饮食组各时间点

相比均有统计学意义(P < 0郾 001);高脂饮食组增殖

巨噬细胞密度第 4 周、第 6 周、第 8 周与第 2 周相

比、第 6 周、第 8 周与第 4 周相比有统计学意义(P
< 0郾 05 或 P < 0郾 01 或 P < 0郾 001;图 1D)。
2郾 4摇 高脂饮食干预期间主动脉根部 As 斑块内增殖

巨噬细胞密度与巨噬细胞密度百分比的动态变化

正常饮食组第 2 周至第 8 周增殖巨噬细胞密度

与巨噬细胞密度百分比分别为 5郾 2% 依 1郾 0% 、

6郾 2%依 1郾 2% 、7郾 0% 依 0郾 8% 和 7郾 5%依 0郾 7% ,可见

随着年龄的增加斑块内巨噬细胞密度与增殖巨噬

细胞密度百分比逐渐增加;高脂饮食组第 2 周至第

8 周增殖巨噬细胞密度与巨噬细胞密度百分比分别

为 7郾 30%依 0郾 8% 、9郾 80%依 0郾 3% 、11郾 1%依 0郾 9% 和

9郾 5%依 0郾 8% ,其中高脂饮食组于第 6 周最高。 高

脂饮食组增殖巨噬细胞密度与巨噬细胞密度百分

比与正常饮食组相比均有统计学意义(P < 0郾 01);
高脂饮食组增殖巨噬细胞密度与巨噬细胞密度百

分比第 4 周、第 6 周、第 8 周与第 2 周相比有统计学

意义(P < 0郾 01 或 P < 0郾 001;图 1D)。
2郾 5摇 高脂饮食干预期间循环 Ly6G - CD11b + LyChi

单核细胞亚群比值的动态变化

正常饮食组第 2 周至第 8 周单核细胞亚群比值

分别为 50郾 2% 依 3郾 4%、50郾 0% 依 3郾 2%、52郾 0% 依
4郾 6%和 53郾 2% 依3郾 7%;高脂饮食组第 2 周至第 8 周

单核细胞亚群比值分别为 62郾 6% 依 3郾 9%、67郾 6% 依
4郾 7%、71郾 5% 依5郾 5%和 76郾 4% 依 6郾 5%,可见随着高

脂饮食时间的增加 Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞亚

群比值逐渐增大。 高脂饮食组 Ly6G - CD116 + Lychi单

核细胞亚群比值与正常饮食组相比均有统计学意义

(P <0郾 001);高脂饮食组 Ly6G - CD116 + LyChi单核细

胞亚群比值第 6 周与第 2 周相比、第 8 周与第 2 周、
第 4 周相比有统计学意义(P < 0郾 001 或 P < 0郾 05;图
2)。

3摇 讨摇 论

新近的研究显示,As 的形成过程中内皮的损伤

和脂质的浸润可诱导单核细胞迁移和局部巨噬细

胞的自我增殖,引起斑块内巨噬细胞数增加,进一

步吞噬脂质形成泡沫细胞[9],这一由单核 /巨噬细

胞介导的炎症反应贯穿整个病变过程[10],可见单核

/巨噬细胞在 As 的发生发展过程中有至关重要的作

用[11]。 本研究采用高脂饮食饲养的 ApoE - / - 小鼠

建立 As 模型,通过对主动脉根部的病理学和循环单

核细胞亚群的动态观察,发现高脂饮食 4 周后局部

总巨噬细胞数和增殖巨噬细胞数达到峰值,并与循

环单核细胞之间无明显关系,本研究结果对于后续

以巨噬细胞增殖为靶点的相关研究具有借鉴价值。
小鼠循环单核细胞可分为两个亚群:经典型单

核细胞(Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞)和非经典型

单核细胞(Ly6G - CD11b + LyC lo单核细胞) [12],其中

Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞亚群起促炎反应作用,
经促炎因子刺激后高表达炎性介质,分化为促炎型

62 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 1,2015



图 1. 主动脉窦病理染色摇 摇 图 1A 为主动脉窦油红 O 染色,图 1B 为激光扫面共聚焦显微镜检测免疫荧光染色结果(绿色为 F4 / 80,红色

为 Ki67,蓝色为细胞核),图 1C 为荧光显微镜检测免疫荧光结果,图 1D 为实验分析结果。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正常饮食组相应时间

点比较;c 为 P < 0郾 01,d 为 P < 0郾 001,与高脂饮食组第 2 周比较;e 为 P < 0郾 01,f 为 P < 0郾 001,与高脂饮食组第 4 周比较。

Figure 1. Pathological staining in mice aortic sinus

图 2. 流式细胞术检测单核细胞亚群比例摇 摇 图 2A 为设门策略,图 2B 为各时间点单核细胞亚群比值,图 2C 为流式分析结果。 a 为 P <
0郾 001,与正常饮食组相应时间点比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 001,与高脂饮食组第 2 周比较;d 为 P < 0郾 05,与高脂饮食组第 4 周比较。

Figure 2. Peripheral blood monocytes subsets proportion was detected by flow cytometry
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巨噬细胞参与炎症反应[13];机体生理状态下,骨髓、
外周血和脾脏中 Ly6Clo细胞的产生和生存周期主要

由 Ly6G - CD11b + LyChi这一前体细胞调节[14]。 在 As
形成过程中由于脂质浸润和内皮损伤等刺激,诱导单

核细胞从骨髓和脾脏中移出,循环中 Ly6G - CD11b +

LyChi单核细胞亚群比例升高。 新近研究发现,降低

Ly6Chi单核细胞亚群的比例可以抑制 As 的形成且改

善疾病的预后[15]。 本研究进一步证实在 As 形成过

程中高脂饮食组 Ly6G - CD11b + LyChi单核细胞亚群

比例均有明显升高,与动脉狭窄程度均随高脂饮食时

间的增加而递增,两者的变化趋势基本一致。
斑块内巨噬细胞可摄取氧化型低密度脂蛋白,

释放不同的酶、抑制剂和生物活性介质,在 As 的发

生、发展过程中具有重要作用。 早期研究认为斑块

内巨噬细胞主要由单核细胞分化而来,随着对其研

究的深入,Robbins 等[16]利用 CD45郾 1 和 CD45郾 2 小

鼠异种共生技术证实在稳定的斑块内巨噬细胞源

性泡沫细胞主要来自局部增殖巨噬细胞。 新近的

报道显示抑制局部巨噬细胞的增殖可降低斑块内

巨噬细胞的聚集,是治疗 As 的潜在靶点[17]。 本研

究利用 ApoE - / - 小鼠高脂饮食的 As 模型,分别观察

高脂饮食第 2 周、第 4 周、第 6 周和第 8 周 4 个时间

点巨噬细胞和增殖巨噬细胞密度的变化,发现高脂

饮食第 4 周之前巨噬细胞和增殖巨噬细胞的密度呈

递增趋势,之后到达平台期呈动态变化,巨噬细胞

和增殖巨噬细胞的变化局势基本一致。
早期的研究认为组织内的巨噬细胞均由循环

单核细胞浸润分化而来,本实验直接否定了循环单

核细胞是所有巨噬细胞的前体细胞,证实了组织内

的巨噬细胞在特定的情况下存在自我增殖的现象,
进一步丰富了单核细胞和巨噬细胞的关联性。

本实验的主要局限性在于两个观察点间期长,
更窄的观察周期,能更精确地帮助了解 Ly6G -

CD11b + LyChi单核细胞亚群比例和增殖巨噬细胞密

度在 As 斑块形成过程中的动态变化。 其次,巨噬细

胞的异质性将其分为经典型活化的巨噬细胞 M1 型

和替代型活化的巨噬细胞 M2 型两个亚型,M1 型主

要起促炎作用,M2 型主要起抗炎作用[15],本研究未

能将斑块内巨噬细胞区分为 M1 还是 M2 表型。
单核 /巨噬细胞系在 As 疾病中有至关重要的作

用,已有证据显示调节单核 /巨噬细胞亚群的比例

和功能是治疗 As 的潜在靶点[15]。 本研究揭示 As
病变进展过程中循环单核细胞亚群和斑块内局部

增殖巨噬细胞的动态变化规律,对 As 相关的基础研

究具有借鉴价值,尤其是以增殖巨噬细胞的增殖活

性为靶点的新型干预研究。
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