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摘   要 目 的： 探 讨 动 脉 粥 样 硬 化（AS） 患 者 外 周 血 CD4 T 细 胞 及 调 节 性 T 细 胞（CD4+CD25highCD127- 

Treg）比例及功能的变化。

方法：选择 AS 患者（AS 组）及健康体检者（健康对照组）各 40 例，抽取外周静脉血，用流式细胞

术测定 CD4 T 细胞、CD8 T 细胞、IFN-γ+ CD4 T 细胞、IFN-α+ CD4 T 细胞和 CD4+CD25highCD127- 

Treg 细胞比例，以及各自的 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞与 CD4 T 细胞共培养后，CD4 T 细胞增

殖能力以及 CD4 T 细胞分泌炎症因子能力的变化。

结果：与健康对照组比较，AS 组外周血 CD4 T 细胞比例及 CD4 T/CD8 T 比值明显升高、IFN-γ+ CD4 

T 及 IFN-α+ CD4 T 细 胞 比 例 明 显 升 高（ 均 P<0.05）， 而 CD8 T 细 胞 比 例 与 CD4+CD25highCD127- 

Treg 细 胞 比 例 差 异 无 统 计 学 意 义（ 均 P>0.05）。 健 康 对 照 组 CD4 T 细 胞 的 增 殖 能 力、IFN-γ

及 IFN-α 分 泌 能 力 在 与 CD4+CD25highCD127- Treg 细 胞 共 培 养 后 较 其 单 独 培 养 均 明 显 降 低（ 均

P<0.05），而 AS 组 CD4 T 细胞的以上指标在与 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞共培与单独培养间差

异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：AS 患者外周血 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞功能的丧失，导致外周血 CD4 T 细胞比例升高、

分泌炎症因子能力增强，从而引发 AS 的炎症状态。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(12):1641-1646]
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动脉粥样硬化（arteriosclerosis，AS）是动脉

硬 化 的 一 种， 以 大、 中 动 脉 内 膜 出 现 含 胆 固 醇、

类脂肪等的黄色物质为特点 [1]，常导致血栓形成、

供血障碍等。目前关于 AS 的发病机制主要有脂质

浸润学说、炎症损害学说和内皮损伤学说等 [2-4]，

然而在这些学说中相似的是都认为炎症在 AS 的发

生和发展过程具有重要的作用 [5-6]。粥样斑块中浸

润的主要为可分泌炎性细胞因子的 CD4 T 细胞，

导 致 机 体 出 现 炎 症 扩 张， 从 而 出 现 AS。 同 时，

Maiiat 等 [7] 认 为， 调 节 性 T 细 胞（regulatory 

cells，Treg） 可 控 制 AS 的 发 生 和 发 展。 笔 者 推 测

可 能 在 AS 中，Treg 细 胞 失 去 了 抑 制 CD4 T 细 胞

的 能 力， 致 使 CD4 T 细 胞 可 分 泌 大 量 炎 性 因 子，

最 终 导 致 免 疫 失 衡 而 出 现 了 AS。 为 证 实 这 一 猜

测， 本 研 究 观 察 了 AS 患 者 外 周 血 CD4 T 细 胞 及

CD4+CD25highCD127- Treg 细胞比例及功能的变化情

况，以期为 AS 发病机制研究提供一定的理论依据。

1　材料与方法

1.1  临床资料

收集 2012 年 2 月—2013 年 12 月在新疆医科

大学附属医院心外科住院的 AS 患者 40 例（AS 组）

及同期入院进行健康体检者 40 例（健康对照组）。

AS 组中，男 21 例，女 19 例；平均年龄（56.45±6.15）

岁，均排除自身免疫性疾病、严重心肝肾功能不全

和血液系统疾病等。健康对照组中，男性 20 例，

女性 20 例；平均年龄（55.89±6.32）岁。

1.2  外周血单个核细胞分离方法

无 菌 采 集 的 抗 凝 血 按 1:1 的 比 例 缓 缓 加 入 已

预 加 淋 巴 细 胞 分 离 液 的 15 mL 离 心 管 中，800×g

离 心 15 min； 滴 管 吸 取 白 膜 层， 加 入 装 有 10 mL

无 血 清 RPMI-1640 培 养 基 的 15 mL 离 心 管 中，

600×g 离 心 10 min； 细 胞 沉 淀 以 10 mL 无 血 清

RPMI-1640 培 养 基 重 悬，400×g 离 心 8 min；

再 用 1 mL RPMI-1640 完 全 培 养 基（10%FBS，

200 IU/mL rhIL-2） 将 细 胞 沉 淀 重 悬， 台 盼 蓝 染

色 计 数 后 制 备 成 浓 度 为 2×106 个 /mL 的 细 胞 悬

液；除留取少许用于 FCM 分析外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC） 中

T 细胞比例外，其余细胞置于 48 孔板板中用于胞

内 IFN-γ 和 TNF-α 检测。

1.3  外周血 CD4 T 细胞、CD8 T 细胞及 CD4+　

CD25highCD127- Treg 细胞比例测定

无 菌 分 选 获 取 的 外 周 血 单 个 核 细 胞 以 含

1%BSA 的 PBS 洗 涤 2 次 后， 加 入 相 应 荧 光 抗 体

（CD4、CD8、CD25、CD127），4 ℃ 避 光 孵 育

30 min；以含 1%BSA 的 PBS 洗涤两次后，细胞重

悬 于 0.1 mL 1% 多 聚 甲 醛 固 定 液 中 待 流 式 细 胞 仪

检测。

1.4  胞内 IFN-γ 和 TNF-α 检测方法

无菌分选获取的外周血单个核细胞置于 1 μg/mL 

control group) were selected with 40 cases in each group, and then the samples of peripheral venous blood were 
obtained. Using flow cytometry, the proportions of CD4 T cells, CD8 T cells, IFN-γ+ CD4 T cells, TNF-α+ 
CD4 T cells and CD4+CD25highCD127– Treg cells were measured, and the changes in ability of proliferation and 
cytokine secretion of the CD4 T cells after co-culture with respective CD4+CD25highCD127– Treg cells were also 
determined.
Results: In AS group compared with healthy control group, the proportion of CD4 T cells and CD4 T/CD8 T 
ratio were significantly increased and the proportions of IFN-γ+ CD4 T cells and IFN-α+ CD4 T cells were also 
significantly increased (all P<0.05), but the proportions of CD8 T cells and CD4+CD25highCD127– Treg cells 
showed no significant difference (both P>0.05). In healthy control group, the abilities of proliferation and IFN-γ 
and IFN-α secretion in CD4 T cells were all significantly lower in co-culture with CD4+CD25highCD127– Treg 
cells than those in single culture (all P<0.05), while these parameters in AS group showed no significant difference 
between single culture and co-culture (all P>0.05).
Conclusion: There is loss of function of CD4+CD25highCD127– Treg cells in AS patients, which results in the 
increased proportion and cytokine secretion ability of CD4 T cells, and thereby triggers the inflammatory state in AS.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(12):1641-1646]
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CD3 抗体及 2 μg/mL CD28 抗体包被的 48 孔板中，

37 ℃，5% CO2 培养箱孵育 72 h 后，于 24 孔板中

加 入 100 ng/mL 佛 波 醇 酯（PMA） 和 1 μg/mL 离

子霉素（ionomycin）刺激 1 h，随后加入高尔基体

阻断剂继续孵育 5 h；收集细胞，先进性细胞表面

分子 CD4 染色，后加入 0.5 mL 细胞膜固定透化液

重 悬 细 胞， 室 温 避 光 30 min； 以 透 化 液 洗 涤 细 胞

2 次 后 加 入 相 应 荧 光 抗 体（IFN-γ 和 TNF-α），

室 温 避 光 30 min； 以 透 化 液 洗 涤 细 胞 2 次， 细 胞

重 悬 于 0.2 mL 1% 多 聚 甲 醛 固 定 液 中 待 流 式 细 胞

仪 检 测。CD4+CD25highCD127- Treg 细 胞 抑 制 CD4 

T 细胞细胞因子分泌能力检测时，将两种细胞按 1:1

比例加入于 1 μg/mL CD3 抗体及 2 μg/mL CD28 抗

体 包 被 的 48 孔 板 中， 于 37 ℃，5%CO2 培 养 箱 中

共孵育 72 h，随后按上述步骤进行检测。

1.5  CFSE 细胞增殖检测

无 菌 分 选 获 取 的 外 周 血 单 个 核 细 胞 经 磁 珠

分 选（ 样 按 说 明 书 进 行 操 作 ） 后， 以 10 mL 的

RPMI-1640 培 养 基 洗 涤 1 次， 随 后 加 入 终 浓 度

为 5 mmol/L 的 CFSE 染 液，37 ℃，5%CO2 培 养

箱 中 避 光 孵 育 10 min， 随 后 立 即 在 细 胞 中 加 入

5 mL 预 冷 的 CFSE 染 色 终 止 液（ 含 3%FBS 的

RPMI-1640 培养基），冰上放置 5 min，400×g 离

心 8 min， 再 以 10 mL 的 RPMI-1640 培 养 基 洗 涤

1 次， 细 胞 以 RPMI-1640 完 全 培 养 基 重 悬 后， 加

入 1 μg/mL CD3 抗 体 及 2 μg/mL CD28 抗 体 包 被 的

48 孔板中，孵育 5 d 后收取细胞进行流式细胞仪检测。

CD4+CD25highCD127- Treg 细胞抑制 CD4 T 细胞增殖

能力检测时，将两种细胞按 1:1 比例加入于 1 μg/mL 

CD3 抗体及 2 μg/mL CD28 抗体包被的 48 孔板中，

于 37 ℃，5%CO2 培养箱中共孵育 5 d，随后按上

述步骤进行检测。

1.6  统计学处理

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析。两组

数 据 间 比 较 采 用 t 检 验， 以 P<0.05 为 差 异 有 统 计

学意义。

2　结　果

2.1  CD4 T 细胞和 CD8 T 细胞比例变化

与 健 康 对 照 组 比 较，AS 组 外 周 血 CD4 T

细 胞 比 例 与 CD4 T/CD8 T 比 值 明 显 升 高（ 均

P<0.05），而 CD8 T 细胞比例未见明显改变（P>0.05）

（表 1）。

表 1　两组患者外周血 CD4 T 细胞和 CD8 T 细胞比例比较
Table 1　Comparison of the proportions of CD4 T cells and 

CD8 T cells between the two groups

　组别
CD4 T 细胞

（%）
CD8 T 细胞

（%）
CD4 T/CD8 T

AS 组 72.83±5.16 30.34±2.04 2.69±0.15
健康对照组 63.23±4.92 31.93±2.47 2.11±0.12
　　P <0.05 >0.05 <0.05

2.2  CD4 T 细胞细胞因子分泌能力变化

AS 组 外 周 血 IFN-γ+ CD4 T 细 胞 比 例 为

（33.4±3.56）%， 健 康 对 照 组 外 周 血 IFN-γ+ 

CD4 T 细胞比例为（12.7±2.87）%，AS 组外周血

IFN-γ+ CD4 T 细胞比例明显高于健康对照组外周

血 IFN-γ+ CD4 T 细 胞 比 例（P<0.05）；AS 组 外

周血 IFN-α+ CD4 T 细胞比例为（30.9±2.93）%，

健 康 对 照 组 外 周 血 IFN-α+ CD4 T 细 胞 比 例 为

（14.8±3.18）%，AS 组外周血 IFN-α+ CD4 T 细

胞比例明显高于健康对照组外周血 IFN-α+ CD4 T

细胞比例（P<0.05）（图 1）。

图 1　两组外周血 CD4 T 细胞分泌 IFN-γ 及 TNF-α 能力检测
Figure 1　Detection of the ability of IFN-γ and TNF-α secretion in CD4 T cells in the two groups
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2.3  CD4+CD25highCD127- Treg 细胞比例变化

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示，AS 组 外 周 血

CD4+CD25highCD127- Treg 细胞比例为（1.9±0.12）%，

健康对照组外周血 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞比

例为（1.8±0.08）%，两组差异无统计学意义（P>0.05）。

2.4  CD4+CD25highCD127- Treg 细胞抑制 CD4 T

细胞增殖能力

AS 组 外 周 血 单 独 CD4 T 细 胞的 增 殖 百 分比 为

（73.4±12.45）%，与 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞共

培养后，CD4 T 细胞的增殖百分比为（74.9±14.13）%，

两者差异无统计学意义（P>0.05）；健康对照组外周

血单独 CD4 T 细胞的增殖百分比为（78.8±13.48）%，

与 CD4+CD25highCD127- Treg 细 胞 共 培 养 后，CD4 

T 细胞的增殖百分比为（53.4±10.37）%，后者明

显低于前者（P<0.05）（图 2）。

2.5  CD4+CD25highCD127- Treg 细 胞 抑 制

CD4 T 细胞细胞因子分泌能力

AS 组 外 周 血 IFN-γ+ CD4 T 细 胞 比 例 及

IFN-α+ CD4 T 细胞比例在与 CD4+CD25highCD127- 

Treg 细 胞 共 孵 育 后 无 明 显 变 化，两 者比 较 差 异 均

无 统 计 学 意 义（ 均 P>0.05）；健 康 对 照 组 外 周 血

IFN-γ+ CD4 T 细胞比例在与 CD4+CD25highCD127- 

Treg 细 胞 共 孵 育 后 从（14.7±2.74）% 下 降 至

（6.4±1.93）%，IFN-α+ CD4 T 细 胞 比 例 从

（15.8±2.57）% 下 降 至（6.1±1.84）%，差 异 均

有统计学意义（均 P<0.05）（图 3，图 4）。

图 2　CD4+CD25highCD127- Treg 细胞抑制 CD4 T 细胞增殖能力检测
Figure 2　Determination of the inhibitory eff ect of CD4+CD25highCD127– Treg cells on proliferative ability in CD4 T cells
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图 3　AS 组 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞抑制 CD4 T 细胞分泌 IFN-γ 及 TNF-α 能力检测
Figure 3　Determination of the inhibitory eff ect of CD4+CD25highCD127–  Treg cells on ability of IFN-γ and TNF-α secretion in CD4 T 

cells in AS group
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3　讨　论

目 前 关 于 AS 的 发 病 机 制 主 要 有 脂 质 浸 润 学

说、炎症损害学说和内皮损伤学说等 [2-4]，然而在

这 些 学 说 中 相 似 的 是 都 认 为 炎 症 在 AS 的 发 生 和

发 展 过 程 具 有 重 要 的 作 用 [5-6]。Zhou 等 [8] 研 究 证

实， 有 AS 倾 向 的 ApoE-/- 小 鼠 与 免 疫 功 能 缺 陷 的

老鼠进行杂交，其后代较 ApoE-/- 小鼠与免疫功能

正 常 老 鼠 杂 交 产 生 的 后 代 动 脉 脂 肪 条 纹 损 伤 下 降

73%，提示，免疫细胞产生的细胞因子参与了 AS

的 发 生 与 发 展。 研 究 [5] 显 示， 粥 样 硬 化 斑 块 中 浸

润 的 主 要 为 CD4 T 细 胞。CD4 T 可 分 泌 大 量 的 炎

性 细 胞 因 子， 如 IFN-γ 和 IFN-α[9-12]。 在 AS 病

理过程中，IFN-γ 产生量增多 [13-15]，IFN-γ 基因

敲出老鼠 AS 病变明显减轻 [16]。罗冬梅等 [17] 发现

采用抗 IFN-α 因子治疗 AS 可明显减缓 AS 的发展

过 程。 提 示，IFN-γ 和 IFN-α 在 AS 的 发 生 发 展

中发挥重要的作用。据此本文检测了粥样硬化斑块

中浸润的主要细胞，即 CD4 T 细胞其在外周血中

的 比 例 及 功 能 变 化 情 况， 结 果 显 示， 同 CD8 T 细

胞相比，AS 患者外周血 CD4 T 细胞比例显著升高，

且 IFN-γ+ CD4 T 细胞比例及 IFN-α+ CD4 T 细胞

比 例 也 出 现 显 著 的 升 高。 该 结 果 与 粥 样 硬 化 斑 块

中 浸 润 的 主 要 为 CD4 T 细 胞 相 结 合， 提 示， 可 能

是外周血中比例升高的 CD4 T 细胞通过某种趋化

机 制 被 趋 化 至 粥 样 硬 化 斑 块 中， 进 而 分 泌 大 量 的

IFN-γ 和 IFN-α，从而参与 AS 发病 [18]。

目 前，Treg 细 胞 在 抗 AS 形 成 中 的 作 用 已 得

到 肯 定 [19-21]。 因 此， 猜 测 可 能 是 在 AS 中 Treg 细

胞失去了抑制 CD4 T 细胞的能力，致使 CD4 T 细

胞 比 例 升 高， 并 可 分 泌 大 量 炎 性 因 子， 最 终 导 致

免疫失衡而出现了 AS。本研究结果证实，虽然 AS

患者与健康人外周血 CD4+CD25highCD127- Treg 细

胞 比 例 比 较 差 异 不 具 有 统 计 学 意 义（P>0.05）。

然而健康人外周血 CD4+CD25highCD127- Treg 细胞

可 显 著 抑 制 CD4 T 细 胞 增 殖 和 IFN-γ 及 IFN-α

分泌能力，而 AS 患者外周血 CD4+CD25highCD127- 

Treg 细胞却不具有此功能。

综 上 所 述， 本 研 究 结 果 提 示 AS 患 者 外 周 血

CD4+CD25highCD127- Treg 细 胞 功 能 的 丧 失， 致

使 外 周 血 CD4 T 细 胞 比 例 升 高、 分 泌 IFN-γ 及

IFN-α 能 力 增 强， 导 致 炎 症 扩 张 出 现 AS。 为 AS

发病机制的研究提供了一定的科学依据。
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