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动脉粥样硬化患者 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ 调节性 Ｔ 细胞
上 Ｋｖ１．３ 通道的活性变化

邵劲松，胡　 锴，王红瑞，王立伟，徐　 博

［摘要］：目的　 探讨动脉粥样硬化性心血管疾病（ＡＣＶＤ）患者 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞（Ｔｒｅｇｓ ）的 Ｋｖ１．３ 通道活性与该

疾病的关系，并验证依普利酮（ＥＰＬ）对动脉血管粥样硬化有逆转作用。 方法　 收集 ＡＣＶＤ 患者（ｎ ＝ ７０）及正常人志愿者（ｎ ＝
２０）全血样本。 免疫磁珠分选外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ，ＣＣＫ－８ 技术检测 ＥＬＰ 对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 增殖抑制的影响。 分组进行

培养：正常人外周血的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＡＣＶＤ 患者外周血组（ＡＣＶＤ 组）、ＡＣＶＤ 患者＋ＥＰＬ 组（ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组）。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测各

组培养体系中的 Ｋｖ１．３（钾通道）、ＫＣａ３．１（钙通道）和内质网钙释放激活的钙通道（ＣＲＡＣ）基因的表达；Ｉｎ－ｃｅｌｌ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
技术检测 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 的 Ｋｖ１．３ 通道蛋白质水平的表达。 结果　 ＥＰＬ 的最适浓度为 ３０ μｍｏｌ； ＡＣＶＤ 组 Ｋｖ１．３ 通道的 ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白质的表达分别是正常对照组 ３．３５ 倍和 １．８３ 倍（ Ｐ ＜０．０１），ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组 Ｋｖ１．３ 通道的 ｍＲＮＡ 和蛋白质的相对表达

分别是 ＡＣＶＤ 组 ６２．０９％（ Ｐ ＜０．０１）；ＡＣＶＤ 组 ＫＣａ ３．１ 和 ＣＲＡＣ 通道 ｍＲＮＡ 的表达分别是正常对照组的 ２．１８、２．２２ 倍（ Ｐ
＜０．０１），ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组 ＫＣａ ３．１ 和 ＣＲＡＣ 通道 ｍＲＮＡ 的表达是 ＡＣＶＤ 组的 ６１．０１％、７６．６８％（ Ｐ ＜０．０１）。 结论 　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ 细胞的三种离子通道在 ＡＣＶＤ 中均有高表达，ＥＰＬ 可抑制 Ｋｖ１．３ 通道的活性，推测醛固酮受体拮抗剂可能通过抑制 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 上的 Ｋｖ１．３ 通道的激活，抑制了 Ｔ 淋巴细胞的活性，以抑制动脉粥样硬化病变中炎症作用的发生发展。
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　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是引起心血管相

关疾病的主要原因，动脉粥样硬化性心血管疾病

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＣＶＤ）主要包

括冠心病、中风和周围动脉疾病［１］，现严重威胁着

人类的健康和幸福。 目前 ＡＳ 发病机理仍没有定

论，德国病理学家 Ｖｉｒｃｈｏｗ 于 １８６３ 年所提出，认为

ＡＳ 病变主要是因血浆脂质水平增高所引起，即脂质

浸润学说［２］。 该学说认为 ＡＣＶＤ 的发生与脂质代

谢障碍的发生有关，其本质是脂质随血浆附着在动

脉壁引起炎症反应的发生。 炎症反应是刺激纤维组

织的分化，导致粥样斑块的形成的主要原因。 醛固

酮（ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＡＬＤ）是引起炎症反应的重要因素，
降低 ＡＬＤ 受体的活性可有效控制 ＡＳ 的发生和发

展。 ＡＬＤ 参与心血管重构的进程，心血管重构后期

正是炎症修复的重要表现［３］。 多种免疫细胞和 ／或
炎性因子的分泌可直接或间接促进心血管重构的进

程［４］，这些细胞因子可以刺激细胞免疫 Ｔ 淋巴细胞

的活化。 电压门控通道 Ｋｖ１．３（钾通道）在人外周血

Ｔ 淋巴细胞中可使细胞膜保持的静息电位，以维持

Ｃａ２＋持续内流的状态，在活化 Ｔ 淋巴细胞和促进炎

性分子分泌的过程中发挥着重要作用［５］。 Ｋｖ１．３ 通

道是 Ｔ 淋巴细胞膜上重要的离子通道，且被认为是

各种免疫 性 疾 病 治 疗 的 新 靶 标［６］。 依 普 利 酮

（Ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ，ＥＰＬ）是新一代的 ＡＬＤ 受体拮抗剂，其
毒副作用小，特异性强［７］。 ＡＣＶＤ（失代偿）时，Ｋｖ１．３
通道是否具有对 Ｔ 淋巴细胞的活化作用未见报道，
本研究拟探究 Ｋｖ１． ３ 通道对 ＡＣＶＤ 患者外周血

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞（Ｔｒｅｇｓ）活性的影响在延

缓疾病发生发展的过程中发挥的关键作用。

１　 材料与方法

１．１　 病例筛选条件及分组　
１．１．１　 实验组及给药组病例入选标准 　 确定性冠

心病包括心肌梗死史、稳定型心绞痛。
１．１．２　 实验组及给药组病例排除标准　 ①急、慢性

感染，炎症性疾病；②自身免疫性疾病；③近期不稳

定型心绞痛及急性心肌梗死（３ 个月内）；④风湿性

疾病近期（３ 个月内）有风湿活动；⑤糖尿病、甲状腺

功能亢进或其它内分泌疾病；⑥近期使用影响免疫

反应药物（如皮质类固醇）；⑦严重肝、肾功能不全；
⑧肿瘤；⑨妊娠。
１．１．３ 　 分组及两组病例组成 　 按照是否诊断为

ＡＣＶＤ 患者分为 ＡＣＶＤ 组（ｎ ＝ ７０）和正常志愿者的

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ ｎ ＝ ２０）。 ＡＣＶＤ 组男性 ３８ 例，女性 ３２
例，年龄 ４６～７９（６８．１２± １２．１１）岁；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组男女各

１０ 例，年龄 ４５ ～ ６９（５０．０２±１６．２１）岁。 两组患者基

线一致（ Ｐ ＞０．０５）。
１．２　 主要仪器及试剂　 ＣＴ１５ＲＥ 型低温高速离心机

（Ｈｉｔａｃｈｉ， 日本），Ｍｉｄｉ 型磁力分选器 （ ＭＡＣＳ，德

国），２５ＬＳ 型分选柱（ＭＡＣＳ，德国），０．５ ～ １０、２０～２００
和 １００～１ ０００ μｌ 型移液枪（ＥＰＰｅｎｄｏｒｆ，德国），ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ， 人 淋 巴 细 胞 分 离 液

（ＬＴＳ１０７７， Ｓｉｇｍａ）， 胎牛血清、 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基

（Ｈｙｃｌｏｎｅ），ＳＹＢＲ 试剂盒（Ｌｉｆｅ），ＫＣＮＮ１． ３ 小鼠抗

人，ＩＲＤｙｅ® ８００ＣＷ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ（ＬＩ－ＣＯＲ）等。
１．３　 免疫磁珠分离 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ　 收集 ＡＣＶＤ
组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的外周血 ５～ １０ ｍｌ，用无菌磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）按照 １ ∶ １ 的比例稀释，将稀释液缓缓的

平铺于 １０７７ 分离液（ＳＩＧＭＡ）上，离心，吸取中间云

状细胞团并充分冲洗。 使用试剂盒双阴性分选获得

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ。
１．４　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 的分组与培养　 用完全培养

基［１０％胎牛血清（１０ μｌ ／ ｍｌ）， ｒｍＩＬ－２（２．５×１０６ ＩＵ ／
ｍｌ），ＴＧＦ－β１（２ μｇ ／ ｍｌ）及 １ ％双抗］混悬上述细胞，
并均匀的种在 ３ 个 １０ ｃｍ 的培养皿（用含 １０ μｇ ／ ｍｌ
Ａｎｔｉ－ＣＤ３，１０ μｇ ／ ｍｌ ＨＳＰ６０ 包皿）中，将 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、
ＡＣＶＤ 组和 ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 三组

细胞培养 ４８ ｈ，待测。
１．５　 流式细胞术验证 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ　 离心收集

不同组的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ，ＲＰＭＩ－１６４０（含胎牛血

清，细胞刺激剂、离子霉素、高尔基阻断剂）混悬细

胞；留取下层细胞，浓度调整到 １ × １０６ ／ ｍｌ；饥饿处

理；分 别 加 ＦＩＴＣ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ － Ｈｕｍａｎ ＣＤ３、 ＡＰＣ
Ｍｏｕｓｅ Ａｎｉｔｉ －Ｈｕｍａｎ ＣＤ４、ＰＥ －ＣｙＴＭ７ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ －
Ｈｕｍａｎ ＣＤ２５、ＰＥ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ －Ｈｕｍａｎ ＣＤ１２７ 各 １０
μｌ，加细胞表面抗原染色法标记，流式细胞仪检测，
通过 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ 软件对所有染色的细胞进行数据分

析，并记录阳性细胞的百分比。
１．６ 　 ＲＴ － ｑＰＣＲ 检测 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 上 Ｋｖ１． ３、
ＫＣａ３．１、激活钙释放 Ｃａ２＋（ＣＲＡＣ）通道 ｍＲＮＡ 表达

　 收集各组 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ，１０７ ／ ｍｌ 细胞 ｔｒｉｚｏｌ 法
提取细胞总 ＲＮＡ， 检测总 ＲＮＡ 的浓度及纯度。 逆

转录，于 ＰＣＲ 扩增仪上进行 Ｃｙｃｌｅ２：（１）６５℃５ ｍｉｎ；
２５℃５ ｍｉｎ；４２℃ ６０ ｍｉｎ；７０℃ ５ ｍｉｎ；Ｃｙｃｌｅ３（１） ４℃，
∞ 。 ＰＣＲ 扩增，于冰上配扩增体系（Ｈ２ Ｏ，６． ４ μｌ，
ＳＹＢＲ １０ μｌ，Ｐｒｉｍｅｒ ０．８ μｌ）加样品 １．８ μｌ。 设定扩

增程序 Ｃｙｃｌｅ１（１）５０℃２ ｍｉｎ；Ｃｙｃｌｅ２（１）９５℃２ ｍｉｎ；
Ｃｙｃｌｅ３（４０）９５℃ １５ ｓ，６０℃ １５ ｓ；Ｃｙｃｌｅ４（１）６０℃ １５
ｓ；Ｃｙｃｌｅ５（１）９５℃ １５ ｓ。 基因序列如表 １ 所示。
１．７　 ＩＣＷ 检测 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 蛋白的表达　 收集
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表 １　 基因序列

基因 上游 ５‘—３’ 下游 ５‘—３’

ＧＡＰＤＨ ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡ ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡ

Ｋｖ１．３ ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＧＡＡＡＡＧＡＡ ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＧＡＡＡＡＧＡＡ

ＫＣａ３．１ ＡＣＴＧＧＡＧＴＣＡＴＧＧＧＴＧＴＣＴＧ ＡＴＧＡＧＡＣＴＣＣＴＴＣＣＴＧＣＧＡＧ

ＣＡＲＣ ＴＣＴＣＣＧＴＴＧＡＡＧＡＡＧＡＣＣＣＣ ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＧＡＡＡＡＧＡＡ

各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 用上述 １６４０ 培养基混悬，分
别布于 Ｕ 型黑壁 ９６ 孔板中，３７ ℃，５％的培养箱放置

１０ ｍｉｎ；待细胞静置于底部后固定，于室温 ３０ ｒ ／ ｍｉｎ
摇床 ３０ ｍｉｎ；去上清，重新加入封闭液，轻摇；孵育一

抗（ＫＣＮＮ１．３ 小鼠抗人，ａｂ１０５５２２）于 ４ ℃轻摇过夜；
孵育二抗，避光轻摇 １ ｈ，于 Ｏｄｙｓｓｅｙ 双红外激光检测

仪上进行检测，中等扫描质量，调整分辨率、焦距及

亮度，分别为 １６９ μｍ、３．０ ｍｍ、５。
１．８　 数据统计分析　 本实验使用 ＳＰＳＳ ２２． ０ 软件

对数据进行分析，使用单因素方差分析，进行 ｔ 检
验， Ｐ ＜０．０５ 认为有显著性差异，具有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 流式检测 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 的纯度　 三组 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 的纯度均超过 ８０ ％故具有研究代表性，
且三组不具有统计学差异。 流式结果见图 １。

图 １　 流式检测 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 的纯度 （ｎ＝ ２０）

２．２　 ＣＣＫ－８ 法检测 ＥＰＬ 的最佳浓度　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇｓ 给药孵育 ４８ ｈ 后给予 ＣＣＫ－８ 试剂孵育（３７℃，
５％ＣＯ２）４ ｈ 于紫外分光光度计上检测，得到下图的

曲线，如图 ２ 所示，０、０．３、１、３、１０、３０、１００ μｍｏｌ 的
ＥＰＬ 对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ ＣＣＫ－８ 染色的 ＯＤ 值抑制

率曲线， ｎ ＝ １，２，３……３０ μｍｏｌ 的 ＥＰＬ 大约抑制

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 增殖达 ５３．２６％，故 ３０ μｍｏｌ ＥＰＬ 为

最佳浓度。
２．３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测各组 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ Ｋｖ１．３、
ＫＣａ３．１ 和 ＣＲＡＣ 通道的 ｍＲＮＡ 表达 　 ＡＣＶＤ 组的

Ｋｖ１．３、ＫＣａ３．１、ＣＲＡＣ 通道的 ｍＲＮＡ 表达是 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组 ３．３５、２．１８、２．２２ 倍（ Ｐ ＜０．０１）， ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组是

ＡＣＶＤ 组的三组离子通道的 ｍＲＮＡ 表达 ６２．０９％、
６１．０１％、７６． ６８％ （ Ｐ ＜ ０． ０１）。 将 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组结果标

化，ＡＣＶＤ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较主要观察 ＡＳ 性心血管

疾病患者的 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 上 Ｋｖ１． ３、 ＫＣａ３． １、
ＣＲＡＣ 通道 ｍＲＮＡ 表达，以及 ＥＰＬ 培养后各基因的

相对表达。 见图 ３。

图 ２　 不同浓度 ＥＰＬ 对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 增殖的抑制率

注：∗∗Ｐ ＜０．０１ 为 ＡＣＶＤ 组 ｖｓ． Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，＃＃Ｐ ＜０．０１ 为

　 　 ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组 ｖｓ． ＡＣＶＤ 组。
图 ３　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 上相关离子通道的 ｍＲＮＡ 表达

２．４ 　 Ｉｎ－ｃｅｌｌ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ
Ｋｖ１．３ 通道蛋白的表达 　 ＡＣＶＤ 者的 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇｓ Ｋｖ１．３ 通道蛋白的表达是正常人 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇｓ Ｋｖ１．３ 通道蛋白的表达的 １．８３ 倍（ Ｐ ＜０．０１）。
ＡＣＶＤ 外周血中的 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 给予 ＥＰＬ 后，
Ｋｖ１．３ 通道蛋白的表达下降了 ２６．１９％（ Ｐ ＜０．０１）。
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见图 ４ 。

注： ∗∗ Ｐ ＜０．０１ 为 ＡＣＶＤ 组 ｖｓ． Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，＃＃Ｐ ＜０．０１　
　 为 ＡＣＶＤ＋ＥＰＬ 组 ｖｓ． ＡＣＶＤ 组。
图 ４　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ Ｋｖ１．３ 通道蛋白的表达

３　 讨　 论

ＡＳ 是由脂质代谢障碍引起的慢性炎症性疾病，
动脉管壁失去弹性形成斑块或破裂，心功能降低，即
为 ＡＣＶＤ［８］。 有研究发现，粥样斑块的形成与病理状

态下的免疫细胞激活和动脉管壁释放的炎性因子相

互作用的结果［９］。 ＡＣＶＤ 是 ２０１３ 年提出的一个新概

念，其中危害人类最严重的是各种常见的 ＡＣＶＤ［１０］。
在炎症反应中，免疫系统肾素－血管紧张素－醛固酮

系统（ ｒｅｎｉｎ －ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ －ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ＲＡＡＳ）
过度激活是也是导致 ＡＳ 的重要原因，故血管紧张素

转化酶抑制剂（ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒｓ， ＡＣＥＩ）类及 β－受体阻滞剂被经典用于预防和

逆转 ＡＣＶＤ，大量研究表明 ＡＬＤ 通过其 ＲＡＡＳ 信号

转导通路在 ＡＳ 引起的心功能衰弱的发生发展中起

关键作用［１１］。 ＡＣＥＩ 类及 β －受体阻滞剂可减少

ＡＬＤ 在 ＡＳ 时的释放，ＥＰＬ 是第二代 ＡＬＤ 受体拮抗

剂，具有选择性高，毒副作用小的优势。
ＡＣＶＤ 炎症学说被广泛的认可，在炎症反应中，

免疫细胞被激活，产生的炎性介质进一步促进了 ＡＳ
的发展和恶化［１２］。 Ｔ 淋巴细胞作用下的细胞免疫被

激活，其调控模式为： 活化后的 Ｔ 淋巴细胞，ＣＲＡＣ
通道打开，Ｃａ２＋ 内流显著增加导致钙依赖性的蛋白

激酶通路进行各种细胞因子合成［１３］。 钙离子激活，
使 Ｔ 细胞处于能被活化的状态［１４］。 选择性抑制

Ｋｖ１．３ 通道会抑制 Ｔｒｅｇｓ 的活化及其对相关细胞因子

的分泌［１５］。 由于 Ｋｖ１．３ 通道是 Ｔ 淋巴细胞上的主

要作用通道，因此 Ｋｖ１．３ 通道是免疫炎症疾病发生

和发展的关键离子通道［１６］。
ＡＣＶＤ 外周血中的 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 的 Ｋｖ１．３、

ＫＣａ３．１ 及 ＣＲＡＣ 通道的 ｍＲＮＡ 的表达均较正常组

显著增加，给予３０ μｍｏｌ ＥＰＬ 后，其表达均被显著抑制，

其中 Ｋｖ１．３ 通道抑制最为明显，并且在对 Ｋｖ１．３ 通道蛋

白质进行的检测结果中发现 ＡＣＶＤ 组的 Ｋｖ１．３ 蛋白质

的表达显著增加，ＥＰＬ 可显著抑制其表达（ Ｐ ＜０．０１）。
综上所述，Ｋｖ１．３ 等通道可调控 ＡＣＶＤ 外周血

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇｓ 的活化，而 ＡＬＤ 受体拮抗剂 ＥＰＬ
对 ＡＣＶＤ 外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｓ 上的 Ｋｖ１．３ 通道

具有显著的抑制作用，这一现象对揭示 Ｋｖ１．３ 通道

与 ＡＬＤ 受体的关系具有重要意义。 Ｋｖ１． ３ 通道对

ＡＬＤ 抑制作用的具体机制仍需进一步深入研究，这
对临床 ＡＣＶＤ 的治疗提供了新的研究思路和治疗方

向，Ｔ 淋巴细胞膜上的 Ｋｖ１．３ 通道在炎症疾病的治疗

和靶向地位作用值得深入探究。
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