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大鼠动脉粥样硬化斑块中 T淋巴细胞
亚群及 Kv1． 3 通道蛋白的表达*

巩燕 刘磊 王焱 肖国胜 李源 常贺 习丹

［摘要］ 目的 探究 Kv1． 3 通道蛋白与动脉粥样硬化( AS) 模型中活化的 T淋巴细胞间的关系。方法 Wistar雄
性大鼠 24 只，随机分为对照组( n = 10) 和 AS组( n = 14) ，采用高脂饲料喂养方法建立 AS 模型。分别于实验开始
前，实验第 8 周，实验第 12 周观察各组大鼠体重变化。于第 12 周处死大鼠前取血，检测血清中总胆固醇( TC) 、低
密度脂蛋白( LDL-L) 、高密度脂蛋白( HDL-L) 和甘油三酯( TG) 的水平。通过病理 HE染色及免疫组织化学方法观
察 AS斑块内 T淋巴细胞亚群分布和 Kv1． 3 通道蛋白表达的改变。结果 AS组体重、TC、LDL-C 较对照组明显升
高( P均 ＜ 0． 05) ; HDL-C和 TG两组无差异。AS组主动脉管壁可见明显斑块形成，对照组血管壁各层的组织结构
正常。AS组动脉斑块部位内膜下及中膜层可见 CD4 +与 CD8 + T 淋巴细胞聚集，以 CD4 + T 淋巴细胞聚集为主，在
病变部位 Kv1． 3 通道蛋白表达增加。对照组血管内膜、中膜中未见 T淋巴细胞聚集及 KV1． 3 通道蛋白的表达。结
论 Kv1． 3 通道可能在调节 AS斑块部 T淋巴细胞亚群的激活中起着重要作用。
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The voltage-gated potassium Kv1． 3 channel expression changes in the subsets T lymphocyte in atherosclerotic
plaque of Wistar rats． GONG Yan，LIU Lei，WANG Yan，XIAO Guo-sheng，LI Yuan，CHANG He，XI Dan． Center for
Heart，Zhongshan Hospital，Xiamen Medical Collage，Xiamen University，Xiamen 361004，Fujian，China
［Abstract］ Objective To explore the relationship between Kv1． 3 ion channel protein and activated T lymphocyte in
atherosclerotic( AS) plaque． Methods Twenty-four male Wistar rats were randomly assigned to control group( n = 10)
and AS model group( n = 14) ． AS model rats were established after being fed with high-cholesterol diet and vitamin D3 for
12 weeks，and the rats were weighted at the begining of the experiment as well as the 8th and 12th weeks． Before killed at
the 12th weeks，the rats' blood was taken for trigliceride( TG) ，total cholesterol( TC) ，low and high density lipoprotein level
( LDL-L，HDL-L) testing． Then rats were scarified，their aorta were isolated and dyed with hematoxylin-eosin for immun
ohistochemical analysis． By using Image-Pro Plus system，the mean Integrated option density ( IOD) of the area of inter-
esting ( AOI) in aorta were quantified． Results ①The weight of AS group was significantly higher than that of the con-
trol group;② The concentration of TC，LDL-L in AS group was significantly higher than that in control group( P ＜ 0． 05) ，
while the HDL-L was higher ( P ＞ 0． 05) ，the TG was lower( P ＞ 0． 05) ; ③ The aortic intima was found thicker in the AS
group，proliferation was found in medial smooth muscle cell and was less orderly arranged，dot-flake calcification was ob-
served in some specimen in AS group，while the morphology of aorta was relatively normal and cells were relatively orderly
arranged in control group，Inflammatory cell infiltration and smooth muscle cell proliferating were not found in control
group． In AS group，CD4 + and CD8 + T lymphocyte tended to aggregate in subintima and media of aorta． In the same area
of AS plaque，CD4 + T lymphocyte were found much more，and Kv1． 3 ion channel expression was quite positive in the
same area，which was brown，and showed dot-flake distribution． T lymphocyte and Kv1． 3 ion channel protein expression
were negative in the aorta of control group． Conclusions Kv1． 3 channel might play a role in the activation of T lympho

cyte in atheromatous plaque，which possibly accelerates the de-
velopment of atherosclerosis in rat．［Chinese Journal of Cardiac
Pacing and Electrophysiology，2011，25( 4) :339 －342］
［Key words］ Cardiology; Atherosclerosis; T lympho-
cyte; Kv1． 3 potassium channel

·933·中国心脏起搏与心电生理杂志 2011 年第 25 卷第 4 期

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/41358493?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 是以免疫
活动为特征的慢性炎症性疾病，阐明其发生机制

和寻求更为有效的治疗措施仍是巨大的挑战。近
年的实验研究表明，T 淋巴细胞的募集和活化，单
核 /巨噬细胞和炎症因子在局部血管壁的浸润是
AS发生的始动环节［1，2］，并贯穿于其进展的各阶
段。T淋巴细胞表面的电压门控的离子通道 Kv1．
3 通道在该类细胞的激活、增殖、分化和细胞因子
分泌中发挥了重要作用，且 Kv1． 3 通道相对限制
性的分布于中枢神经系统与免疫系统，已经报道

其可以作为免疫调节的靶点［3］，其表达和功能的

变化可能成为该类细胞免疫效应改变的主要机

制，也可称为不同状态的 T 淋巴细胞对药物敏感
性差异的原因。笔者研究大鼠 AS局部病理斑块 T
淋巴细胞亚群的情况，并检测在 T 淋巴细胞密集
部位 Kv1． 3 通道蛋白表达情况。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与分组 Wistar 雄性大鼠 24 只，体重 220 ～
250 g，由上海斯莱克实验动物有限公司提供，随机分为对照
组 10 只和 AS组 14 只。对照组给予正常基础饲料，实验开
始喂养时对照组每只大鼠给予与 AS组维生素 D3 等剂量生
理盐水注射。普通饮用水喂养 12 周。AS 组给予高脂高胆
固醇饮食及普通饮用水喂养 12 周。实验开始喂养时每只大
鼠给予 360 万 IU /Kg维生素 D3 腹腔内注射。促进 AS 饲料
是在正常饲料基础上加入 3%胆固醇、0． 5%胆酸钠、10%猪
油、5%蛋黄粉、5%白糖、10%全脂奶粉、0． 2%丙基硫嘧啶、
66． 3%基础饲料，每天称重并观察老鼠饮食体重变化。建模
用高脂饲料由江苏省苏州双狮实验动物饲料科技有限公司

提供，维生素 D3 由上海通用药业股份有限公司提供。于喂
养第 8，12 周测大鼠体重。
1． 2 病理切片制作及 HE染色 喂养至第 12 周处死大鼠，
取主动脉。取材前所有大鼠均禁食 24 h，给予戊巴比妥钠
30 mg /kg 行腹腔麻醉，沿主动脉起始处直至主动脉分叉处
剥离全长主动脉，打开胸腔，充分暴露大鼠心脏，从心室处行

插管，用红色生化管采集动脉血液用于血脂检测。并保持主
动脉血管环的完整，将动脉外膜处理后于主动脉起始处，主

动脉弓，胸主动脉，腹主动脉剪切 0． 5 cm血管环，4%多聚甲
醛固定，其余主动脉置于 － 80℃冰箱保存。固定的血管环石
蜡包埋，以 5μm行连续切片涂于载玻片上，60℃烘箱中烘干
过夜，行全自动病理 HE染色。
1． 3 血脂检测 各组大鼠处死取材前，自心脏心室处插管，
用红色生化管采集动脉血 10 ml 用于血脂检测。应用全自
动生化分析仪( XL20) 检测血清中总胆固醇( TC) 、低密度脂
蛋白( LDL-L) 、高密度脂蛋白( HDL-L) 和甘油三酯( TG) 的
水平。TC、LDL-L、HDL-L和 TG试剂盒购于北京北化康临床
试剂有限公司。在厦门大学附属中山医院检验科完成。
1． 4 免疫组织化学染色 将 5 μm 连续切片的血管环标本

涂布于经多聚赖氨酸( 1∶ 10稀释) 处理的载玻片上，取连续
的 6 片石蜡标本切片分别涂布于 3 片载玻片上。将涂好的
玻片置于 60℃烘箱中烘干过夜，脱蜡水化，去除内源性过氧
化物酶，正常血清封闭 30 min 后分别在不同的玻片上加入
CD4，CD8 及 Kv1． 3 抗体，4℃冰箱孵育过夜。复温冲洗 1

抗，将1∶ 100稀释的 2 抗加入到标本中孵育 30 min后，加入辣
根过氧化物酶反应 30 min 后，DAB 试剂盒显色; 苏木精复
染。免疫组织化学法 CD4、CD8 抗体由 Biolegend 公司提供，

试验中以1∶ 100比例稀释后使用。Kv1． 3 抗体购自 Novus 公
司的粉末状抗体，以1∶ 200比例加入双蒸水配为储存液后 －
4℃保存，免疫组化实验中储存液再以1∶ 100比例加入双蒸水
稀释后使用。鼠 ABC 检测试剂盒由美国 VECTOR 公司提
供，2 抗稀释比例为1∶ 100。DAB 试剂盒购自福州迈新生物
技术有限公司。免疫组化抗体稀释液由购自福州迈新生物
技术有限公司。PBS粉末购自福州迈新生物技术有限公司，
并以1∶ 2 000加入蒸馏水配置成溶液使用。
1． 5 Image-Pro Plus图像分析 在 Image-Pro Plus图像分
析系统上，每张切片随机取 5 个高倍视野，在相同的条件下
进行分析，测定观察部位的灰度平均值和平均光灰度。选取
图片上具有染料色调的区域( area of interesting，AOI) ，测量
该区域的总的光密度( Integrated option density，IOD) 。选择
并测量有效统计区域的面积，计算选择区域内的光密度平均

值 /面积( density mean) 。
1． 6 统计学处理 计量资料以均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示，
两组间数据比较采用 t 检验，以 P ＜ 0． 05 为差异有显著性。

所有数据用 SPSS15． 0 软件进行统计学分析。

2 结果

2． 1 两组大鼠体重变化的比较 各组大鼠的体重
随饲养时间延长而逐渐增加，第 8 周和第 12 周 AS
组体重较对照组增加( P ＜ 0． 05) 。见表 1。

表 1 两组体重变化情况比较( 珋x ± s，g)

组别 n 实验前 第 8 周 第 12 周
对照组 10 234． 2 ± 3． 0 293． 1 ± 14． 3 352． 3 ± 21． 1
AS组 14 233． 6 ± 2． 3 363． 2 ± 21． 7* 429． 1 ± 20． 3*

注: 与正常对照组比较，* P ＜ 0． 05

2． 2 主动脉局部斑块形成情况比较 对照组血管
壁内膜完整，内膜、中膜、外膜组织结构正常，无脂质
沉积，无斑块形成; AS 组 HE 染色可见血管内斑块
形成，动脉内膜增厚、少量炎性细胞浸润及平滑肌细
胞增生，斑块内可见泡沫细胞、脂质沉积及片状钙盐
沉积，内弹力板破坏，中膜平滑肌细胞明显增生，排

列紊乱( 图 1) 。AS模型建立成功。
2． 3 两组血脂比较 AS组 TC、LDL高于对照组( P
＜ 0． 05) ，HDL高于、TG低于对照组，但未达统计学
差异( P ＞ 0． 05) 。见表 2。
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图 1 两组血管组织切片比较 上图为对照组，血管壁各层的

组织结构无异常; 下图为 AS组，血管壁内形成斑块。斑

块位置见箭头所示

2． 4 与病理切片同一部位的 T 淋巴细胞亚群分布
情况比较 对照组血管内膜，中膜中未见 T 淋巴细
胞聚集及 Kv1． 3 通道蛋白表达; AS组大鼠在出现斑
块病变的部位的动脉内膜下可见 CD4 +、CD8 + T 淋
巴细胞聚集，CD4 + T 淋巴显色较 CD8 + T 淋巴细胞
明显，而在同一部位的 Kv1． 3 免疫组化的染色情况
示 Kv1． 3 通道蛋白表达明显( 图 2) 。
2． 5 CD4、CD8 及 Kv1． 3 抗体的半定量分析 对照
组三种抗体平均光密度均为零，符合在切片观察上，

三种抗体显色均为阴性的结果。AS 组三种抗体的
平均光密度值分别为 CD4 抗体: 0． 610 0 ± 0． 053
56，CD8 抗体: 0． 445 5 ± 0． 037 27，kv1． 3 抗体: 0．
663 5 ± 0． 049 84。因各组间不具有比较意义，故未
行统计学意义比较。
免疫组化半定量分析在 AS 组的斑块的同一位

置上，CD4 + T淋巴细胞较 CD8 + T 淋巴细胞聚集得
多，Kv1． 3 通道蛋白在同病变处表达上调。

表 2 两组血脂比较( 珋x ± s，mmol /L)

组别 n TG TC HDL-L LDL-L
对照组 10 1． 21 ± 0． 28 2． 55 ± 0． 25 1． 32 ± 0． 11 1． 79 ± 0． 13
AS组 14 0． 64 ± 0． 14 4． 71 ± 0． 55* 1． 47 ± 0． 13 3． 72 ± 0． 46*

注: 与对照组比较，* P ＜ 0． 05

3 讨论

研究表明 T 淋巴细胞的功能活化与其细胞膜
上离子通道的电活动密切相关［4］，其中 Kv1． 3 通道
是效应性 T 淋巴细胞持续活化的关键［5，6］，激活状
态下，Kv1． 3 通道在记忆性效应 T淋巴细胞( TEM ) 上

表达的数量显著上调( ～ 1500 /细胞) ，并在维持 T
淋巴细胞激活、基因表达和细胞增殖中发挥重要作
用［7 ～ 9］。Kv1． 3 通道通过介导和控制 K +外流使细

胞膜内呈负电位，促进细胞外的钙离子进入胞内。
胞内钙离子浓度变化可作为第二信使，通过对细胞

核 DNA转录的调节影响细胞的功能，调节细胞因子
表达，细胞黏附性，细胞迁移等。因此，Kv1． 3 通道
的表达增加可以做为淋巴细胞活化的标志。近年证
明 ACS患者外周血淋巴细胞上 Kv1． 3 通道蛋白的
表达明显高于正常人，Kv电流的幅度较正常人明显
升高［10］，这一研究虽然首次提示了 AS 和 Kv1． 3 之
间的直接相关性，但对 AS 病程中病变局部的 T 细
胞亚群情况，以及病变局部 Kv1． 3 通道的情况仍不
明确，而且目前国内外对于动脉粥样硬化 T 淋巴细
胞的研究主要也局限在外周血，这也是本实验研究

的重点。

本实验采用高脂饲料喂养联合维生素 D3 腹腔
注射的方法制造 AS 模型。两组大鼠的体重随饲养
时间延长而逐渐增加，AS组大鼠体重在实验 8 周后
和 12 周后的体重明显增高( P ＜ 0． 05) ，12 周后大鼠
血脂变化情况示 AS 组大鼠血清 TC、LDL-L 与对照
组比较明显升高( P ＜ 0． 05) ，而 HDL-L 较对照组升
高、TG较对照组降低( 但统计学分析提示 P ＞ 0．
05) 。主动脉的 HE染色结果显示 AS动物模型建立
成功，并且再次证明了体重增加和血脂代谢紊乱这

两项 AS的危险因素。
免疫组化结果显示，AS 组的病变处组织内，

CD4 +与 CD8 + T淋巴细胞的聚集，CD4 + T 淋巴细胞
聚集相对明显，而有相关文献报道的在 AS 的发生
及发展中 CD4 + T 淋巴细胞［T helper ( Th) 1，Th2，
regulatory T，Th17 cells］发挥着重要的作用，本实验
的结果则证实在 AS病程中，病变斑块的局部 CD4 +

T淋巴细胞仍有相当数量的聚集; 而斑块中的 CD8 +

T淋巴细胞在不同个体中聚集数量变化范围较大，
目前研究认为 CD8 + T 淋巴细胞在 AS 中的作用机
制尚未完全明确，更有待深一步的研究。同时，免疫
组化结果显示，在 T淋巴细胞聚集的部位，Kv1． 3 通
道蛋白的表达明显增加。对照组动脉壁内无 T 淋
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图 2 两组 CD4 +、CD8 + T淋巴细胞及 Kv1． 3 蛋白表达情况比

较( × 40) A、B分别示对照组及 AS组 CD4 + T淋巴细

胞分布情况; C、D 分别示对照组及 AS 组 CD8 + T 淋巴

细胞分布情况; E、F 分别示对照组及 AS 组 Kv1． 3 蛋白

分布情况。可见，相比于对照组，AS 组 CD4 +、CD8 + T

淋巴细胞聚集，Kv1． 3 蛋白表达量升高

巴细胞及其它炎性细胞的浸润，也无 Kv1． 3 通道蛋
白的表达，随后进行的免疫组化半定量分析与切片

下观察的结果相一致。

通过上述实验，笔者发现在 AS 的发生和发展
过程中，病变局部的 T 淋巴细胞明显聚集，同时斑
块局部的 Kv1． 3 通道蛋白表达上调。提示在 AS 的
病程中，斑块局部 T淋巴细胞表面的 Kv1． 3 通道在
细胞的活化中可能依然发挥着重要的作用，Kv1． 3
通道表达上调及其此后引起的 T 淋巴细胞的活化
可能会加速 AS的发生与发展。
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