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结核分枝杆菌热休克蛋白６５对 ＡｐｏＥ基因敲除
小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７免疫平衡的影响
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摘　要　研究结核分枝杆菌热休克蛋白６５（ＨＳＰ６５）对 ＡｐｏＥ－／－小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７免疫平衡的影响。首先，将结核分枝杆菌
ＨＳＰ６５蛋白免疫高脂饲喂ＡｐｏＥ－／－小鼠，再采用 ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清中抗 ＨＳＰ６５抗体的产生情况，流式细胞术检测血中
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）和ＣＤ４＋ＩＬ１７＋辅助性Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）的数量，ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩＬ１０、ＴＧＦβ１、
ＩＬ１７和ＩＬ２１含量，生化分析仪检测血中总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和低密度脂蛋白
胆固醇（ＬＤＬＣ）的含量，染色法计算动脉粥样硬化斑块面积。结果发现结核分枝杆菌 ＨＳＰ６５蛋白诱导 ＡｐｏＥ－／－小鼠产生
了高水平的抗ＨＳＰ６５抗体，Ｔｒｅｇ细胞及其分泌的ＩＬ１０和 ＴＧＦβ１细胞因子数量明显减少，Ｔｈ１７细胞及其分泌的 ＩＬ１７和
ＩＬ２１细胞因子数量明显增加，ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ及ＬＤＬＣ的含量未见改变，但动脉粥样硬化斑块的面积明显增加。由此可见
结核分枝杆菌ＨＳＰ６５蛋白能够破坏ＡｐｏＥ－／－小鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７免疫平衡，促进动脉粥样硬化的发展。
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　　动脉粥样硬化（ＡＳ）是心血管疾病的主要诱
因，也是诱发死亡的主要因素［１］。近年来研究显

示，多种病原微生物感染能够促使动脉粥样硬化斑

块形成，从而揭示了微生物感染与动脉粥样硬化之

间的潜在联系［２］。ＨＳＰ６５是结核分支杆菌主要抗
原之一，具有很强的免疫原性，它可以与自身

ＨＳＰ６５发生交叉免疫反应，引发强烈的细胞免疫和
体液免疫反应［３－４］。Ｍａｙｒ等［５］发现在动脉粥样硬

化斑块中同时存在微生物和人自身 ＨＳＰｓ，且抗微
生物ＨＳＰ６５免疫反应会促进血管内皮损伤，由此
推断持续的微生物感染具有潜在的促动脉粥样硬

化作用。

动脉粥样硬化作为慢性炎症性疾病，涉及包括

Ｔ淋巴细胞在内的多种免疫细胞。传统研究认为
Ｔｈ１／Ｔｈ２比例失衡有促动脉粥样硬化作用。新近
研究发现 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ细胞和 Ｔｈ１７细胞间
的平衡对于炎症性和自身免疫性疾病具有重要

的调节作用。Ｔｒｅｇｓ细胞能够分泌具有调节炎症
特性的 ＩＬ１０和ＴＧＦβ细胞因子，而Ｔｈ１７细胞则
主要分泌 ＩＬ１７、ＩＬ２１等促炎细胞因子。Ｘｉｅ
等［６］研究发现 ＡｐｏＥ基因敲除（ＡｐｏＥ－／－）小鼠体
内存在 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡。由于 ＡｐｏＥ－／－小鼠具有
胆固醇脂蛋白清除障碍，蓄积在体内的脂蛋白能

够直接导致动脉粥样硬化斑块的形成；此外，在

ＡｐｏＥ－／－小鼠中可以观察到动脉粥样硬化各阶段
的病理表现，且其所形成的粥样硬化病变都与人

类动脉粥样硬化的发展极其相似［７］。因此，

ＡｐｏＥ－／－小鼠已经成为动脉粥样硬化发病机制研
究的重要模型之一。

本课题旨在研究结核分枝杆菌 ＨＳＰ６５对
ＡｐｏＥ－／－小鼠动脉粥样硬化发展的影响与 Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７免疫平衡之间的关联性。

!

　材　料

１１　菌种和质粒
质粒 ｐＥＴ２８ａＨＳＰ６５由中国药科大学微基

因药物实验室构建并保存，菌种 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）由中国药科大学微基因药物实验室
保存。

１２　试剂和药品
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ

（武汉博士德公司）；Ｆｏｘｐ３固定／破膜试剂盒、
ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ２５ＰＥ、Ｆｏｘｐ３ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ６４７、ＩＬ
１７ＰＥ流式抗体（美国 ＢＤ公司）；小鼠 ＴＧＦβ１
ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ｅＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ公司）；小鼠 ＩＬ
１０、ＩＬ１７和 ＩＬ２１ＥＬＩＳＡ试剂盒（南京阿普斯黛
尔生物技术有限公司）；总胆固醇（ＴＣ）、甘油三
酯（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）及低密
度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）测定试剂盒（日本Ｗａｋｏ
公司）；结核分枝杆菌ＨＳＰ６５蛋白（根据本课题组
前期报道的方法制备［８］，经硫酸氨沉淀和阴离子

交换色谱纯化）；其他试剂均为进口分装或市售

分析纯。

１３　仪　器
５５０型酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＦＡＣＳＣａｌ

ｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；全自动生化分析
仪（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＭａｐＩｎｆｏｒ７０软件
（美国ＭａｐＩｎｆｏ公司）。
１４　动　物

ＡｐｏＥ－／－小鼠（ＳＰＦ级），雄性，体重１８～２２ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

号ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。
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'

　方　法

２１　分组与给药方案
将ＡｐｏＥ－／－小鼠随机分成３组，每组１０只，分

别为：磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）对照组、卵清蛋白
（ＯＶＡ）对照组、ＨＳＰ６５组。卵清蛋白和 ＨＳＰ６５分
别以灭菌的ＰＢＳ（ｐＨ７４）溶解配制成０１ｍｇ／ｍＬ，
分别在第１，４和７周皮下接种０１ｍＬ。实验进行
１６周，期间除ＰＢＳ对照组给予正常饮食外，其余各
组小鼠饲喂高胆固醇食物（胆固醇 １２５％，猪油
２０％）。实验结束后各组小鼠眼眶取血，４℃条件下
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后上清液储存于－２０℃。
２２　抗ＨＳＰ６５抗体的ＥＬＩＳＡ检测

将重组 ＨＳＰ６５（１ｍｇ／ｍＬ）包被于 ９６孔酶标
板，４℃过夜。弃去包被液，加入２％牛血清白蛋白
ＢＳＡ封闭液，４℃满孔封闭过夜。弃去封闭液，每
孔加入１∶２００稀释的小鼠血清１００μＬ，３７℃孵育
１ｈ。弃去血清，用含有吐温２０的磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳＴ）洗涤后，每孔加入１∶２００００（２％ ＢＳＡ封闭
液）稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ
１００μＬ，３７℃孵育１ｈ。弃去酶标二抗液，经 ＰＢＳＴ
洗涤后，每孔加入ＴＭＢ底物液１００μＬ。３７℃反应
４０ｍｉｎ后，加入２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止反应，用酶标
仪在４５０ｎｍ波长测定吸收度。
２３　流式检测细胞变化

新鲜肝素抗凝血置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入荧
光标记单克隆抗体 ＣＤ４／ＣＤ２５／Ｆｏｘｐ３／ＩＬ１７，并作
同型对照，室温避光孵育２０ｍｉｎ。加入红细胞裂解
液５００μＬ，混匀，室温避光１０ｍｉｎ。其中 Ｆｏｘｐ３添
加前需要加入细胞固定剂／破膜剂１００μＬ，室温避
光放置２０ｍｉｎ。离心（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃去上
清液，加入ＰＢＳ液１ｍＬ，混匀。重复洗涤，制成单
细胞悬液。流式细胞仪上检测细胞抗原。

２４　细胞因子的ＥＬＩＳＡ检测
按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒的说明书操作步骤，检测

小鼠血清中ＩＬ１０、ＴＧＦβ１、ＩＬ１７和ＩＬ２１水平。
２５　血清中血脂含量的检测

采用全自动生化分析仪测定小鼠血清中 ＴＣ、
ＴＧ、ＨＤＬＣ及ＬＤＬＣ的含量。
２６　主动脉粥样硬化病斑检测

依据本课题组前期报道的方法［９］，取各组小

鼠主动脉，剔除血管背面的脂肪组织，沿背侧剪开，

１０％福尔马林固定４ｄ，以油红Ｏ溶液染色３０ｍｉｎ
并经洗涤后，以扫描仪将染色后的血管内表面扫

下，然后使用软件 ＭａｐＩｎｆｏｒ７０计算病斑面积和血
管内皮总面积。

２７　统计学分析
实验中测得的数据采用 ｔｔｅｓｔ检验统计学

差异。

(

　结　果

３１　ＥＬＩＳＡ法检测血清中抗ＨＳＰ６５抗体的变化
采用ＥＬＩＳＡ法检测了小鼠血清中抗ＨＳＰ６５抗

体在免疫前后的含量变化情况，结果显示：ＨＳＰ６５
组小鼠的抗 ＨＳＰ６５抗体水平在第８周和第１６周
明显增加（与 ＯＶＡ比较，Ｐ＜００１）。ＰＢＳ组和
ＯＶＡ组均未见明显的抗 ＨＳＰ６５抗体生成（图１）。
实验结果表明，ＨＳＰ６５皮下接种能够诱导强烈的免
疫反应。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉＨＳＰ６５ＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｗｉｔｈＰＢＳ，ｏｖａｌｂｕｍｉｎ（ＯＶＡ）ｏｒＨＳＰ６５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００１ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ

３２　Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞的变化
经流式细胞仪检测，蛋白经皮下注射和高脂饮

食处理的ＯＶＡ和ＨＳＰ６５组ＡｐｏＥ－／－小鼠的外周血
中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的数量均明显减少
（图２，Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳ组），ＣＤ４＋ＩＬ１７＋细胞的数量
均明显增加（图３，Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳ组）。并且，相对
于 ＯＶＡ组而言，ＨＳＰ６５组小鼠的外周血中 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞数量的减少（图２，Ｐ＜００５）
和ＣＤ４＋ＩＬ１７＋细胞数量的增加（图３，Ｐ＜００１）则
更加显著。结果表明，皮下注射ＨＳＰ６５可以显著干
扰ＡｐｏＥ－／－小鼠外周血中的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平衡。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｂｌｏｏｄａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ
Ａ：Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ；Ｂ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣＤ４＋ＩＬ１７＋ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｂｌｏｏｄａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ
Ａ：Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ；Ｂ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ４＋ＩＬ１７＋ｃｅｌｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００１ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ

３３　ＥＬＩＳＡ法检测 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞分泌的细胞
因子变化

通过ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子变化，结果显示，
与 ＰＢＳ组相比，ＯＶＡ组和 ＨＳＰ６５组的 ＩＬ１０和

ＴＧＦβ１的含量都有所下降，而ＩＬ２１和ＩＬ１７的含
量则有显著性增加。并且，ＨＳＰ６５组的细胞因子变
化情况比ＯＶＡ组更加明显（Ｐ＜００１），见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＯＶＡａｎｄＨＳＰ６５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ａ：ＬｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１０，ＴＧＦβ１，ＩＬ２１ｉｎｅａｃｈｇｒｕｏｐ；Ｂ：ＬｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１７ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ
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３４　血脂变化的测定
通过对 ＡｐｏＥ－／－小鼠血脂检测结果发现，与

ＰＢＳ组相比，接受高脂饲喂的 ＯＶＡ组和 ＨＳＰ组小
鼠的ＴＣ、ＴＧ和 ＬＤＬＣ水平均明显增加，而 ＨＤＬＣ
水平未见明显变化。并且，ＯＶＡ组和 ＨＳＰ组小鼠
的各项血脂均未见显著性差异（图５）。结果表明，
皮下注射ＨＳＰ６５对血脂未产生明显影响。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅｓｕｂｃｕｔａ
ｎｅｏｕｓｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，ＯＶＡａｎｄＨＳＰ６５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
ＴＣ：ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；ＬＤＬＣ：ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＨＤＬＬ：ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ

３５　染色法检测免疫后主动脉粥样硬化病斑变化
小鼠主动脉油红 Ｏ染色结果如图６所示，与

ＰＢＳ组（２９５％ ±２４％）比较，ＯＶＡ组（４１８％ ±
２５％）和 ＨＳＰ６５组（６７９％ ±２８％）的动脉粥样
硬化斑块面积明显增加（Ｐ＜００１）。并且，与ＯＶＡ
组比较，ＨＳＰ６５组的动脉粥样硬化斑块面积增加更
加明显（Ｐ＜００１）。结果表明，皮下注射ＨＳＰ６５明
显增加动脉粥样硬化损伤。

)

　讨　论

动脉粥样硬化是一种复杂的慢性炎症性疾病，

免疫失衡是其非常重要的诱因。Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡
是近年来免疫学研究的热点，对于理解疾病的成因

以及防治具有重要的意义。现在认为，Ｔｈ１和
Ｔｈ１７能够诱导局部动脉粥样硬化斑块的形成及发
展［１０］，而Ｔｒｅｇｓ则抑制动脉粥样硬化斑块的形成，
在减轻动脉粥样硬化炎症方面具有积极的保护作

用［１１］。研究人员发现，急性冠脉综合征病人体内

Ｔｈ１７细胞及其相关因子（ＩＬ１７、ＩＬ６、ＩＬ２３、ＩＬ２１）
水平显著升高，而 Ｔｒｅｇ细胞及其相关因子（ＩＬ１０、
ＴＧＦβ）水平明显下降，表明 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＳｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＨＳＰ６５ｉｎｃｒｅａｓｅｓｐｌａｑｕｅｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ａ：Ｔｏｔａｌａｏｒｔａａｒｅａｓ；Ｂ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｌｅｓｉｏｎａｒｅａｓ
Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００１ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ

影响了斑块稳定性，从而诱发了急性冠脉综合

征［１２－１３］。Ｘｉｅ等［７］在动脉粥样硬化动物模型中也

得到了类似的结果，他们将 ＡｐｏＥ－／－小鼠与同龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作比较，发现ＡｐｏＥ－／－小鼠Ｔｈ１７及
其细胞因子 ＩＬ１７和 ＩＬ６显著增加而 Ｔｒｅｇ细胞及
其细胞因子 ＴＧＦβ明显降低，进而证明在
ＡｐｏＥ－／－动脉粥样硬化小鼠中存在Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡
现象，表明Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡对动脉粥样硬化形成及
发展具有积极的促进作用。

本实验结果显示，ＡｐｏＥ－／－小鼠经ＨＳＰ６５免疫
后，ＨＳＰ６５组小鼠外周血中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ细胞数量明显减少，而 ＣＤ４＋ＩＬ１７＋细胞数量
显著增加。此外，ＨＳＰ６５组小鼠血清中 ＩＬ１０和
ＴＧＦβ１的含量都有所下降，而ＩＬ２１和ＩＬ１７含量
则显著增加，动脉粥样硬化斑块面积明显增加。该

结果表明皮下注射 ＨＳＰ６５可以明显破坏 ＡｐｏＥ－／－

小鼠外周血中的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平衡，进而加重动
脉粥样硬化。鉴于上述 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡在动脉粥
样硬化发生发展中的作用以及微生物感染与 ＡＳ
的关系，由本实验结果可以进一步推测微生物感染

可以通过其自身抗原（如 ＨＳＰ６５）引起 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
细胞失衡，进而促进动脉粥样硬化的形成和发展。

本实验结果丰富了关于微生物源的 ＨＳＰ６５影响动
脉粥样硬化进程的认识，为动脉粥样硬化的防治提
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供新的思路和方法。但 ＨＳＰ６５引起 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平
衡发生变化的根源尚不完全清楚，有待进一步

研究。
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·会　讯·

２０１６年中国药物制剂大会会议通知

为及时把握药物制剂领域发展动态，获取国内外研究成果信息，提供成果展示平台，促进国内外交流与合作，推

动我国药物新型制剂发展，中国药学会与中国化学制药工业协会定于２０１６年１１月１８日至２０日在江苏省南京市共
同举办２０１６年中国药物制剂大会暨国际控释协会中国分会、中国药学会药剂专业委员会学术年会以及中国化学制
药工业协会固体制剂专业委员会工作年会。大会主题为：药剂学发展与制剂创新。届时将邀请国内外药剂学领域专

家与同行，就药物制剂新技术发展现状、新研究成果以及未来发展趋势和挑战等进行深入交流与探讨。

本次会议采用大会和分会报告、壁报、专题讨论会等形式进行交流。会议将邀请国内外高等院校、科研院所、制

药企业、研发企业、医疗机构、管理机构等知名专家作主题报告和专题演讲。大会将设药物制剂创新技术及高端制剂

研发、仿制药一致性评价中的制剂技术、药用辅料与包材、儿童给药、青年和研究生学术报告会等相关主题分会场。

大会同期召开中国药学会药剂专业委员会和国际控释协会中国分会工作会议以及中国化学制药工业协会固体制剂

专业委员会工作年会。欢迎广大药学工作者积极参与或投稿，也欢迎产业界、投资界及相关机构人员参会。

（本刊讯）
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