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氧化型低密度脂蛋白对急性冠状动脉综合征患者
CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨氧化型低密度脂蛋白( ox鄄LDL)对急性冠状动脉综合征(ACS)患者外周血 CD4 + CD25 + 调

节性 T 细(Tregs)表达的影响。 方法摇 收集健康对照组 30 例,男 16 例,女 14 例,平均年龄 58郾 45 依 5郾 98 岁;稳定型

心绞痛(SA)患者 23 例,男 12 例,女 11,平均年龄 59郾 27 依 6郾 93 岁;急性冠状动脉综合征患者 45 例,其中不稳定型

心绞痛(UA)患者 27 例,男 14 例,女 13 例,平均年龄 62郾 33 依 7郾 32 岁,急性心肌梗死(AMI)患者 18 例,男 11 例,女
7 例,平均年龄 65郾 71 依 8郾 12 岁,外周血标本,通过 ELISA 检测血浆 ox鄄LDL、IL鄄10 表达水平,通过流式细胞术检测各

组患者 Tregs 表达水平。 密度梯度离心法分离外周血淋巴细胞,用 ox鄄LDL 孵育淋巴细胞 48 h 后流式细胞术检测

Treg 表达水平。 结果摇 与健康对照组和 SA 组相比,ACS 患者外周血 ox鄄LDL 水平显著升高(P < 0郾 05),而 IL鄄10 和

Tregs 表达水平显著下降(P < 0郾 05),ox鄄LDL 与 Tregs 水平呈明显的负相关( r = - 0郾 72, P < 0郾 01),与 IL鄄10 也呈明

显的负相关( r = - 0郾 516 , P < 0郾 01),同时 ox鄄LDL 作用于外周血淋巴细胞 48 h 后,Tregs 水平明显下降。 结论摇 ox鄄
LDL 可以下调 ACS 患者 Tregs 的表达,减弱 Tregs 的保护作用,进一步促进动脉粥样硬化进展。
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Effects of Oxidized LDL on Peripheral Blood Level of CD4 + CD25 + Regulatory T
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of oxidized LDL (ox鄄LDL) on peripheral blood level of regulatory T
cells (Tregs) in patients with acute coronary syndrome (ACS). 摇 摇 Methods摇 18 patients with acute myocardial infarc鄄
tion (AMI), 27 patients with unstable angina (UA), 23 patients with stable angina (SA) and 30 healthy subjects (NC)
were recruited. 摇 The plasma levels of ox鄄LDL and IL鄄10 were measured by ELISA, and the percentage of Tregs in periph鄄
eral blood were detected by flow cytometry. 摇 Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were prepared by Ficoll density
gradient, then were incubated with ox鄄LDL for 48 h for analysis of flow cytometry. 摇 摇 Results摇 The frequencies of Tregs
and level of IL鄄10 were significant lower in AMI and UA patients than those in the SA and NC groups, while the level of ox鄄
LDL was elevated markedly in patients with AMI and UA compared with SA and NC group. 摇 In addition, the levels of
plasma ox鄄LDL were negatively correlated with the levels of Tregs and IL鄄10. 摇 Moreover, the peripheral blood level of
Tregs was obviously decreased after incubation with ox鄄LDL for 48 h. 摇 摇 Conclusion摇 ox鄄LDL could down鄄regulate the
peripheral blood level of Tregs in patients with ACS, thereby promoting the progression of ACS.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症性疾病,在发达国家的死亡率中占据首位[1]。
炎症和免疫应答在 As 发展过程中起着重要作用。
氧化型低密度脂蛋白( oxidized low density lipopro鄄

tein,ox鄄LDL)是 As 发展的一个主要危险因子,高浓

度的 ox鄄LDL 沉积于血管内膜造成内皮细胞的炎性

损伤是启动 As 的机制,ox鄄LDL 促进内皮细胞分泌

炎症因子和趋化因子,从而产生炎症反应和免疫应
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答[2]。 CD4 + CD25 + 调节性 T 细(CD4 + CD25 + regu鄄
latory T cells,Tregs)作为免疫调节细胞可以调节免

疫应答,抑制过度的免疫激活,下调炎症反应,起着

抗 As 的作用,近年来的研究显示冠心病患者外周血

中 Tregs 的表达比例明显降低[3],但其确切机制仍

然不清,而且冠心病患者外周血 ox鄄LDL 与 Tregs 之

间的关系尚未报道,因此本文主要探讨 ox鄄LDL 对

ACS 患者外周血中 Tregs 表达的影响及其机制。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 主要试剂与仪器

摇 摇 RPMI1640 完全培养基、胎牛血清购于 Gibco 公

司,LDL、ox鄄LDL 购自 Sigma 公司,ox鄄LDL、ELISA 试

剂盒购自 Mercodia 公司, IL鄄10 试剂盒购自 Bioleg鄄
end 公司, FITC 标记的抗人 CD4 以及 PE 标记的抗

人 CD25 单克隆抗体购自 BD Biosciences 公司。 Fi鄄
coll 淋巴细胞分离液购自中国医学科学院生物医学

工程研究所。
1郾 2摇 研究对象

选择 2012 年 9 月至 2013 年 6 月我院心血管内

科住院的经冠状动脉造影证实为冠心病的 68 例患者

作为研究对象,男 37 例,女 31 例,平均年龄 62郾 44 依
7郾 05 岁,其中急性心肌梗死(acute myocardial infarc鄄
tion,AMI)组 18 例,有典型的胸痛症状,典型的心电

图改变,肌酸激酶同工酶和肌钙蛋白显著升高;不稳

定型心绞痛(unstable angina,UA)组 27 例,休息时自

发性心绞痛, 无心肌酶谱的改变。 心电图有 ST 压低

或 T 波的改变;稳定型心绞痛(stable angina,UA)23
例,典型的劳力型心绞痛,无心肌酶谱的改变。 另选

30 例健康体检者做为健康对照组,男 16 例,女 14 例,
平均年龄 58郾 45 依 5郾 98 岁。 患者和健康对照组之间

年龄和性别差异无显著性, 有可比性。 排除标准:严
重的系统感染,肝脏疾病(如乙型肝炎,丙型肝炎),肿
瘤,血液系统疾病,自身免疫性疾病以及免疫缺陷病,
近期内服用过非甾体类抗炎及免疫抑制剂。 同时本

研究征得本院伦理委员会的同意。
1郾 3摇 样本的采集与处理

患者在入院后 24 h 内于清晨空腹肘静脉采血,
使用高速离心机 3 kr / min,10 min,将分离后的上层

血浆样本置于 - 80益冰箱保存直至检测。
1郾 4摇 生化指标检测

空腹 12 h 后采静脉血分离血清,利用酶法测定

总胆固醇、甘油三酯,直接测定法检测高密度脂蛋

白、低密度脂蛋白。 以上测定均在全自动生化分析

仪上进行,每次测定用高、低值 2 种质控样品进行质

控,其质控均符合英国 RIQAS 质控标准。
1郾 5摇 血浆 ox鄄LDL 和 IL鄄10 水平检测

将血浆标本从冰箱中取出放置室温平衡至完全

溶解,采用 ELISA 按照按试剂盒说明书进行操作。
1郾 6摇 外周血 Tregs 表达水平检测

将外周血 1 500 r / m 离心 5 min,吸弃上层血

浆,然后用等体积 PBS 稀释下层血细胞,再与等体

积的 Ficoll 淋巴细胞分离液混匀,2500 r / m, 15
min,降速时缓慢,用吸管小心吸取中间层淋巴细胞,
用 PBS 洗两遍,弃上清,重悬于 300 滋LPBS, 加入

FITC 标记的抗人 CD4 以及 PE 标记的抗人 CD25 单

克隆抗体避光孵育 30 min,PBS 洗两次后,重悬于

300 滋 L PBS,美国 Bechman 公司流式细胞仪检测。
1郾 7摇 检测 ox鄄LDL 对 Tregs 表达水平的影响

采用 Ficoll 淋巴细胞分离液通过密度梯度离心

法分离淋巴细胞后,分别加入 PBS,50 mg / L 的 LDL
和 50 mg / L 的 ox鄄LDL 孵育 48 h,然后加入 FITC 标

记的抗人 CD4 以及 PE 标记的抗人 CD25 单克隆抗

体避光孵育 30 min,PBS 洗两次后,重悬于 300 滋L
PBS,美国 Bechman 公司流式细胞仪检测。
1郾 8摇 统计学处理

以上各组实验至少独立重复 3 次,实验数据以x
依 s 表示,结果均用 SPSS 18郾 0 统计软件进行统计学

处理。 组间比较采用方差齐性检验和 t 检验,多组

间两两比较采用 q 检验,指标间相关性采用 Pearson
相关性检验,P < 0郾 05 表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组一般临床资料比较

摇 摇 各组在性别、年龄、高血压,糖尿病及吸烟等方

面差异均无统计学意义(P > 0郾 05);与健康对照组

相比,ACS 组(包括 AMI 组和 UA 组)的总胆固醇、
甘油三酯、低密度脂蛋白含量显著升高,差异具有

统计学意义(P < 0郾 05),而 SA 组与健康对照组相比

无显著性差异,AMI 组与 UA 相比也无显著性差异

(P > 0郾 05;表 1)。
2郾 2摇 外周血 Tregs 表达水平

与健 康 对 照 组 Tregs 表 达 水 平 ( 3郾 73% 依
0郾 57% )相比,AMI 组(1郾 59% 依 0郾 45% )和 UA 组

(1郾 71% 依 0郾 51% )外周血 Tregs 表达水平显著下

降,差异具有统计学意义 ( P < 0郾 05 ),而 SA 组

(3郾 13% 依 0郾 61% )与对照组及 AMI 组与 UA 组相

比 Tregs 表达水平无显著性差异(P > 0郾 05;图 1)。

492 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 22,No 3,2014



表 1. 各组患者一般临床资料

Table 1. The genera clinical data in each group

指摇 标
健康对照组
(n = 30)

稳定型心绞痛组
(n = 23)

不稳定型心绞痛组
(n = 27)

急性心肌梗死组
(n = 18)

年龄(岁) 58郾 45 依 5郾 98 59郾 27 依 6郾 93 62郾 33 依 7郾 32 65郾 71 依 8郾 12

男 /女(例) 16 / 14 12 / 11 15 / 12 10 / 8

总胆固醇(mmol / L) 4郾 32 依 0郾 74 4郾 41 依 1郾 01 4郾 81 依 1郾 35a 4郾 95 依 1郾 21a

甘油三酯(mmol / L) 1郾 24 依 0郾 71 1郾 31 依 0郾 76 1郾 71 依 0郾 86a 1郾 65 依 0郾 81a

低密度脂蛋白(mmol / L) 2郾 32 依 0郾 54 2郾 36 依 0郾 81 2郾 83 依 0郾 85a 2郾 91 依 0郾 91a

高密度脂蛋白(mmol / L) 1郾 47 依 0郾 41 1郾 41 依 0郾 14 1郾 31 依 0郾 12 1郾 30 依 0郾 13

高血压(例) 10(33郾 33% ) 9(39郾 13% ) 13(48郾 15% ) 8(44郾 44% )

糖尿病(例) 4(13郾 33% ) 5(21郾 74% ) 8(29郾 63% ) 5(27郾 78% )

吸烟(例) 6(20% ) 5(21郾 74% ) 7(25郾 93% ) 6(33郾 33% )

a 为 P < 0郾 05,与健康对照组比较。

图 1. 外周血 Tregs 表达水平摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与健康对照组相比。

Figure 1. The expression level of Tregs in peripheral

2郾 3摇 外周血 ox鄄LDL 和 IL鄄10 表达水平

与健康对照组相比,AMI 和 UA 组患者 ox鄄LDL 水

平显著升高,而 IL鄄10 水平显著下降,具有统计学意义

(P < 0郾 05), SA 组与健康对照组 AMI 与 UA 组相比

ox鄄LDL 与 IL鄄10 水平并无显著性差异(P >0郾 05;表 2)。
2郾 4 摇 外周血 ox鄄LDL 与 Tregs 和 IL鄄10 的相关性

分析

经 Pearson 相关性分析发现,ACS 患者外周血

ox鄄LDL 与 Tregs 呈明显的负相关 ( n = 45, r =
- 0郾 72, P < 0郾 01 ),同时 ACS 患者外周血 ox鄄LDL
与 IL鄄10 也呈明显的负相关(n = 45, r = - 0郾 516 ,
P < 0郾 01;图 2)。
2郾 5摇 ox鄄LDL 对外周血 Tregs 表达水平的影响

ACS 患者外周血淋巴细胞分别经 PBS、50 mg / L

的 LDL 和 50 mg / L ox鄄LDL 孵育 48 h 后,与对照组

PBS 相比,ox鄄LDL 可以显著抑制 Tregs 的表达,并具

有统计学意义(P < 0郾 05;图 3)。

表 2. CHD 患者外周血 ox鄄LDL 和 IL鄄10 表达水平

Table 2. The levels of plasma ox鄄LDL and IL鄄10 in patients
with CHD

分摇 组 n ox鄄LDL(滋g / L) IL鄄10(ng / L)

健康对照组 30 189郾 48 依 33郾 12 7郾 17 依 0郾 82

稳定型心绞痛组 23 210郾 11 依 27郾 51 6郾 35 依 0郾 91

不稳定型心绞痛组 27 290郾 21 依 38郾 25a 3郾 74 依 0郾 51a

急性心肌梗死组 18 308郾 21 依 40郾 45a 3郾 23 依 0郾 43a

a 为 P < 0郾 05,与健康对照组比较。
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图 2. ACS 患者外周血 ox鄄LDL 与 Tregs 和 IL鄄10 的相关性分析

Figure 2. The correlation analysis of plasma ox鄄LDL and Tregs, IL鄄10 levels

图 3. ox鄄LDL 下调 ACS 患者外周血 Tregs 表达水平

Figure 3. ox鄄LDL down鄄regulates the peripheral blood level of Tregs in patients with ACS

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化是一种多因素的大动脉炎性疾

病,其中炎症和免疫应答起着重要作用,Tregs 作为

体内专职的炎症负性调节细胞,可以控制炎症应答

和维持免疫耐受[4],近年来有研究表明,Tregs 在

ACS 患者外周血中表达下调,但是其具体的机制不

详。 ox鄄LDL 是促进 As 起始和进展的一个非常重要

的因素,最近的研究发现,ox鄄LDL 可以促进内皮细

胞、巨噬细胞及 CD4 + T 淋巴细胞凋亡,下调它们的

比例[5鄄7]。 ox鄄LDL 是否会影响外周血 Tregs 的表达

还并不清楚,因此本研究检测了 ACS 患者外周血

Tregs 的表达水平并对 ox鄄LDL 对 ACS 患者 Tregs 表

达水平的影响进行了探讨。
Tregs 是体内一类具有免疫调节功能的 T 细胞

亚群,能够负向调节机体的免疫炎症反应,维持机

体内环境的稳定。 近年来的研究表明,Tregs 在一些

自身免疫性疾病以及炎性疾病患者外周血中表达

显著下调,如系统性红斑狼疮、1 型糖尿病、内风湿

关节炎等[8鄄10],为了探讨 Tregs 在冠心病患者外周血

的表达水平,我们分别检测了 AMI、UA、SA 患者和

健康对照组外周血 Tregs 的表达水平,结果显示,与
SA 患者和健康对照组相比,AMI 和 UA 患者外周血

Tregs 表达水平明显降低。 同时,我们的结果与 Mor
等[11]研究相一致,Mor 等证实 Tregs 具有抗 As 的作

用,给予 ApoE 基因敲出小鼠移植 Tregs 后,可以明

显降低 As 斑块的形成。 这说明 ACS 患者外周血

Tregs 的降低导致其对自身 CD4 + 辅助性 T 细胞和

CD8 + 杀伤性 T 细胞的抑制能力减弱,从而导致了

ACS 患者的细胞免疫反应的过度激活,促进了斑块

的形成和不稳定。 Tregs 主要是通过分泌抗炎性细

胞因子发挥作用,如 IL鄄10,IL鄄10 可以抑制 Th1 型免
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疫反应,促进 Tregs 的增殖和分化,抑制基质金属蛋

白酶 9(MMP鄄9)的产生和释放,提高组织型基质金

属蛋白酶抑制剂(TIMP)的产生,从而抑制粥样斑块

的形成、维持斑块的稳定性。 本研究显示与健康对

照组和 SA 患者相比,IL鄄10 在 ACS 患者外周血表达

显著降低,从而促进了斑块的不稳定,加速了 ACS
的形成。

ox鄄LDL 是引起 As 起始和进展,并引起斑块不

稳定的一个重要因素。 有研究表明,冠心病患者血

浆中 ox鄄LDL 特异性标志物的增加,意味着 ACS 的

出现,同时,ox鄄LDL 的水平与 ACS 的严重程度呈明

显的正相关[12],在我们的研究中 ACS 患者血浆 ox鄄
LDL 水平明显高于 SA 患者和健康对照组,这与相

关文献的报道也是一致的[13]。 为了进一步研究冠

心病患者体内 ox鄄LDL 与 Tregs 之间的关系,我们对

ox鄄LDL 与 Tregs 进行了相关性分析,发现 ox鄄LDL 与

Tregs 呈明显的负相关,同时 ox鄄LDL 与 IL鄄10 也呈明

显的负相关,这说明 ox鄄LDL 可能抑制 Tregs 的表

达,为了验证我们的猜想,我们分别将 LDL 和 ox鄄
LDL 与 ACS 患者外周血淋巴细胞各孵育 48 h,结果

显示与对照组相比,ox鄄LDL 可以显著降低 Tregs 表

达水平,而 LDL 的效果并不显著。 同时,其他研究

者证明,Tregs 损伤的胸腺输出和增加的细胞凋亡是

非 ST 段抬高型 ACS 患者 Tregs 降低的主要原因,而
ox鄄LDL 可以明显的诱导 Tregs 的凋亡[14],同时,ox鄄
LDL 也可以促进 Tregs 转录因子 Foxp3 的甲基化,降
低 Foxp3 mRNA 的表达,增加 DNA 甲基化转移酶的

表达[15],从而下调 ACS 患者 Tregs 的水平,进而增

加了 ACS 发病风险。
综上所述,ox鄄LDL 作为 ACS 的发病的一个危险

因子,可以通过下调 ACS 患者外周血 Tregs 的表达

水平促进 ACS 进展。 结果从新的角度阐明了 ox鄄
LDL 促进 As 发展的机制,为 As 的防治提供了一个

新的靶点。
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