
growth factor (PDGF) of rat distal PASMCs in each group． Ｒesults Normal rats lung tissue express TLＲ4，how-
ever TLＲ4 expression level in model group of COPD rats lung tissue obviously higher than normal group(P ＜
0. 05) ． The levels of IFN-γ，IL-6 and PDGF in the PPSMCs of LPS group were significantly higher than those in
the control group TLＲ4 expression level was positively related to the concentration of IFN-γ，IL-6 and PDGF( r =
0. 91，0. 89，0. 83，P ＜ 0. 05) ． Conclusion TLＲ4 may participate in regulating the synthesis and secretion of
PASMCs．
Key words chronic obstructive pulmonary disease; pulmonary artery smooth muscle cell; Toll like receptor-4;
synthesis and secretion function
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动脉粥样硬化中 Toll样受体 3 上调 β型干扰素的表达
万立松，胡何节，方征东，王晓天，孙小杰，葛新宝，程 灿

摘要 目的 观察动脉粥样硬化病变中 Toll 样受体 3
(TLＲ3)与 β型干扰素( IFN-β)表达的关系及影响。方法
下肢动脉硬化性闭塞症(ASO)患者 20 例，健康对照组 20

例，通过流式细胞术检测外周血单核细胞 TLＲ3 及 IFN-β 的
表达。高脂饮食喂养 ApoE( － / － )

小鼠，实验组使用聚肌胞苷

酸 Poly( I:C)腹腔注射，对照组注射等剂量生理盐水。两日
注射一次，经 10 周后，生化分析仪检测血浆中低密度脂蛋白
胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、三酰甘油、总胆固醇、葡萄糖
(Glu)水平，ELISA法检测血浆及动脉中 TLＲ3、干扰素调节
因子 3( IＲF3)、IFN-β及白介素-1β( IL-1β)水平。结果 下
肢 ASO患者外周血单核细胞 TLＲ3 及 IFN-β 在 ASO 组的表
达阳性率均显著高于对照组;ApoE( － / － )

小鼠中，实验组血浆

中 Glu水平较对照组显著降低;实验组血浆及动脉中 TLＲ3、
IＲF3、IFN-β水平较对照组显著增加，IL-1β水平较对照组显
著降低。结论 动脉粥样硬化病变中 TLＲ3 表达的增加诱
导 IFN-β，并通过下调 IL-1β 水平达到抗动脉粥样硬化的作
用。

关键词 动脉粥样硬化;单核细胞;Toll 样受体 3;β 型干扰
素
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动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是许多心血
管疾病的发病基础，现普遍推测 AS 的发病机制包
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括脂质的堆积和慢性的免疫炎症反应。Toll 样受体
(Toll-like receptors，TLＲs) 属于Ⅰ型跨膜蛋白受
体
［1］。TLＲ3 的信号转导途径主要通过 TＲIF 依赖
途径
［2］。TLＲ3 与配体结合后便通过自身的 Toll /白
细胞介素( interleukin，IL)-1 TIＲ 结构域与 TＲIF 的
TIＲ结构域结合，并募集 TＲIF 与 TLＲ3 结合［3］，激
动干扰素调节因子 3 ( interferon regulatory factor 3，
IＲF3)，IＲF3 诱导 β型干扰素( interferon-β，IFN-β)
等的表达

［4］。Guarda et al［5］的研究表明:IFN-β 抑
制 IL-1β前体的利用率和作为在巨噬细胞中加速
AS病变最主要的促炎因子之一的 IL-1β 的成熟，并
抑制人原始单核细胞中 IL-1β的生成。
该研究拟采用流式细胞术、ELISA 法等方法检

测血浆及动脉中的炎症因子，初步了解 TLＲ3 在 AS
免疫炎症反应中的机制及治疗作用，为下肢动脉硬

化性闭塞症(arteriosclerosis obliterans，ASO)患者的
免疫治疗奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 病例资料
1． 1． 1 ASO 组 其中男 12 例，女 8 例，年龄 52 ～
87 岁，中位年龄 63 岁。有明显下肢皮温减低，患侧
下肢足背动脉搏动未触及，间歇性跛行距离 ＜ 200
m，下肢动脉 CTA见下肢动脉广泛性不规则狭窄及
钙化影，确诊为下肢 ASO患者(合并疾病:合并糖尿
病及冠心病患者 3 例;合并糖尿病患者 1 例;合并冠
心病患者 5 例)。
1． 1． 2 健康组 其中男 11 例，女 9 例，年龄 46 ～ 79
岁，中位年龄 59 岁。无明显下肢间歇性跛行症状，
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双侧足背动脉搏动有力(无合并疾病)。所有程序
遵守赫尔辛基宣言，所有患者和健康对照者以书面

形式告知并同意参加本研究。
1． 2 实验小鼠 SPF 级环境下使用高脂饮食喂养
5 周龄 ApoE( － / － )

小鼠(苏州爱尔麦特科技有限公

司)10 周，共 24 只，雌鼠雄鼠各 12 只。所有实验动
物的饲养及处理按照实验动物伦理要求进行操作。
1． 2． 1 实验组 14 只 ApoE( － / － )

小鼠(雌鼠 7 只，
雄鼠 7 只)隔日行聚肌胞苷酸 Poly( I:C)20 μg (0. 2
g /L)(美国 Abcam公司)腹腔注射。10 周后处死小
鼠，取出外周血标本加 EDTA后离心，吸取上清液后
－ 80 ℃冻存。取出动脉标本后直接在 － 80 ℃中冻
存待检测。
1． 2． 2 对照组 10 只 ApoE( － / － )

小鼠，雌鼠 5 只，
雄鼠 5 只，隔日行 0. 9%生理盐水 0. 1 ml腹腔注射。
10 周后处死小鼠，取外周血血浆及动脉标本后冻
存，方法同上。
1． 3 方法
1． 3． 1 流式细胞术检测 TLＲ3 及 IFN-β 采静脉血
0． 2 ml，EDTA抗凝，首先加入抗人 CD14 FITC 标记
抗体 5 μl(0． 2 g /ml，美国 eBioscience公司)，4 ℃避
光孵育 15 min，后加入红细胞裂解液 600 μl(北京索
莱宝生物科技公司)，轻轻颠倒混匀后 4 ℃冰箱内
避光静止 15 min，其间轻轻漩涡混匀两次。见溶液
呈清亮透明状后 2 500 r /min离心 10 min，小心吸弃
上清液后重悬细胞，再次按上述方法离心后弃上清

液。加入 0. 5 ml 4%多聚甲醛溶液(北京索莱宝生
物科技公司)重悬细胞固定 10 min后 2500 r /min离
心 10 min，弃上清液。破膜剂处理细胞后洗涤细胞，
加入 0. 9% 生理盐水 200 μl 重悬细胞，加入抗人
CD283(TLＲ3) PE 标记抗体 5 μl(0. 2 g /ml，美国
eBioscience公司)和抗人 IFN-β APC 标记抗体 5 μl

(0. 2 g /ml，美国 Lifespan Bioscience 公司)，同时对
照管加入 5 μl IgG1 PE 标记抗体(0. 2 g /ml，美国
eBioscience 公司)，4 ℃避光孵育 30 min后待检测。
1． 3． 2 流式细胞仪检测分析 用 EXPO32 采集分
析软件收集 50 000 个细胞。以 CD14-FITC 和 SSC
双参数散点图设门方法圈定 CD14 单核细胞群。每
样品设同型对照( IgG1-PE)，使同型对照的阳性率
在 2%以下，检测并分析单核细胞的 TLＲ3、IFN-β 的
阳性表达率，结果以 TLＲ3、IFN-β 阳性百分率表示。
1． 3． 3 小鼠血浆检测 血清中高密度脂蛋白胆固
醇( high-density lipoprotein-cholesterol，HDL-C)、低
密度脂蛋白胆固醇( low-density lipoprotein-cholester-
ol，LDL-C)、三酰甘油( triglyceride，TG)、总胆固醇
( total cholesterol，TC)、葡萄糖( glucose，Glu)水平
的检测采用 iChem-340 全自动生化分析仪(深圳市
库贝尔生物科技股份有限公司)。
1． 3． 4 ELISA 法检测小鼠血浆及动脉中 TLＲ3、
IＲF3、IFN-β及 IL-1β水平 加入 EDTA的血浆待检
测，等质量的动脉标本加入等量 PBS 匀浆后离心吸
取同体积上清液后待检测。按照 ELISA 试剂盒(上
海源叶生物科技有限公司)说明书步骤测定上清和

血浆中的 TLＲ3、IＲF3、IFN-β及 IL-1β水平。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s表示，组间比较均采用独立样本 t
检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ASO组与对照组外周血单核细胞中 TLＲ3 阳
性表达率比较 与对照组(图 1B)相比，ASO 患者
(图 2B)外周血单核细胞中 TLＲ3 表达阳性率显著
增加，差异有统计学意义［(7. 080 ± 1. 487)% vs
(5. 110 ± 1. 466)%，P ＜ 0. 001］。

图 1 流式细胞术检测人体对照组外周血单核细胞中 TLＲ3 和 IFN-β表达阳性率
A:SSC-A、CD14-FITC设门圈定 CD14 单核细胞群;B:CD14 单核细胞中 TLＲ3 表达阳性率(4． 59% );C:CD14 单核细胞中 IFN-β 表达阳性

率(4. 96% )
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图 2 流式细胞术检测 ASO患者外周血单核细胞中 TLＲ3 和 IFN-β表达阳性率
A:SSC-A、CD14-FITC设门圈定 CD14 单核细胞群; B:CD14 单核细胞中 TLＲ3 表达阳性率(8． 51% ); C:CD14 单核细胞中 IFN-β表达阳性

率(8． 62% )

2． 2 ASO组与对照组外周血单核细胞中 IFN-β阳
性表达率比较 与对照组(图 1C)相比，AS 患者
(图 2C)外周血单核细胞中 IFN-β 表达阳性率显著
增加，差异有统计学意义［(6. 316 ± 2. 264)% vs
(4. 021 ± 1. 866)%，P ＜ 0. 01］。
2． 3 实验组与对照组小鼠血浆中 Glu 水平比较
与对照组 ApoE( － / － )

小鼠相比，实验组 LDL-C、HDL-
C、TG、TC 水平差异无统计学意义; 与对照组
ApoE( － / － )

小鼠相比，实验组 Glu 水平显著降低，差
异有统计学意义(P = 0. 0000)，见表 1。

表 1 小鼠血浆中 LDL-C、HDL-C、TG、TC、Glu水平(n = 24，珋x ± s)

项目 实验组 对照组 t值 P值
LDL-C(mmol /L) 5． 293 ± 0． 945 5． 390 ± 0． 536 0． 293 0． 572
HDL-C(mmol /L) 4． 082 ± 1． 379 4． 509 ± 1． 791 0． 661 0． 536
TG(mmol /L) 2． 599 ± 0． 376 3． 220 ± 1． 177 1． 861 0． 078
TC(mmol /L) 8． 793 ± 1． 953 9． 791 ± 1． 768 1． 283 0． 213
Glu (mmol /L) 5． 714 ± 0． 268 8． 534 ± 0． 456 19． 065 0． 000

2． 4 实验组与对照组小鼠血浆及动脉中 TLＲ3、
IＲF3、IFN-β、IL-1β 水 平 比 较 与 对 照 组

ApoE( － / － )
小鼠相比，实验组血浆及动脉中 TLＲ3 水

平显著增加;与对照组 ApoE( － / － )
小鼠相比，实验组

血浆及动脉中 IＲF3 水平显著增加;与对照组
ApoE( － / － )

小鼠相比，实验组血浆及动脉中 IFN-β 水
平显著增加;与对照组 ApoE( － / － )

小鼠相比，实验组

血浆及动脉中 IL-1β水平显著减少。见表 2。

3 讨论

下肢 ASO 是全身性 AS 在肢体局部的表现，是
一种慢性炎症和免疫性疾病。现在普遍推测 TLＲ2
和TLＲ4促进动脉粥样硬化性疾病的发展。在许多

表 2 小鼠血浆、动脉中 TLＲ3、IＲF3、IFN-β、

IL-1β水平(n = 24，珋x ± s)

项目 实验组 对照组 t值 P值
血浆中 TLＲ3(μg /L) 6． 535 ± 0． 788 3． 516 ± 0． 682 3． 792 0． 000
动脉中 TLＲ3(μg /L) 6． 853 ± 1． 167 3． 124 ± 0． 323 8． 753 0． 000
血浆中 IＲF3(ng /L) 78． 162 ± 9． 387 59． 382 ± 3． 532 5． 999 0． 000
动脉中 IＲF3(ng /L) 82． 828 ± 7． 092 58． 885 ± 4． 604 9． 333 0． 000
血浆中 IFN-β(ng /L) 28． 465 ± 2． 649 21． 962 ± 1． 414 7． 050 0． 000
动脉中 IFN-β(ng /L) 27． 730 ± 2． 145 21． 461 ± 1． 721 7． 638 0． 000
血浆中 IL-1β(ng /L) 12． 233 ± 2． 059 16． 936 ± 1． 594 6． 033 0． 000
动脉中 IL-1β(ng /L) 59． 883 ± 9． 016 88． 331 ± 4． 964 9． 013 0． 000

研究
［4 － 5］
中显示 TLＲ3 可以产生许多阻止 AS 病变

进程发展的因子。
Cole et al［6］的研究发现 TLＲ3 基因的缺陷加速

了动脉损伤中弹性内膜的破坏。Poly( I:C)治疗后
的小鼠动脉损伤程度较对照组明显减轻。Gao et
al［7］的研究表明树突状细胞 (dendritic cells，DCs)在
AS病变的动脉壁内聚集，并参与炎症免疫反应。
TLＲ3 的配体 Poly ( I: C) 能够诱导 DCs 成熟［8］。
TLＲ3 的表达增加是否能够促进 DCs 的分化成熟，
其在 DCs中发挥免疫应答作用或免疫耐受作用的
具体机制如何尚不十分清楚，有待进一步的研究发

现。
本研究采用流式细胞术检测下肢 ASO 患者外

周血单核细胞中 TLＲ3 及 IFN-β 的表达阳性率，
ELISA法检测 AS小鼠模型血浆及动脉中炎症因子，
初步了解 AS中 TLＲ3 表达与 IFN-β 的关系及对 AS
的影响。结果表明:下肢 ASO患者外周血单个核细
胞中 TLＲ3 的表达阳性率及 IFN-β 表达阳性率均显
著高于对照组。表明在下肢 ASO病变进程中 TLＲ3
的表达增加，且 IFN-β的表达也同样增加。AS 小鼠
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模型血浆及动脉中 TLＲ3、IＲF3、IFN-β 的表达显著
增高，IL-1β的表达显著减少。其可能的机制是:在
AS病变进程中 TLＲ3 的表达上调，诱导单核细胞分
泌 IFN-β，并通过 IFN-β抑制 IL-1β前体的利用率和
IL-1β的成熟，并抑制人原始单核细胞中 IL-1β 的生
成。通过这一途径达到阻止 AS 病变进程进一步发
展的目的。值得一提的是，Poly( I:C)处理的小鼠血
浆中 Glu水平显著低于对照组小鼠，这一变化的具
体机制值得深入研究。
综上所述，AS 病变中可能通过 TLＲ3-TＲIF 信

号转导途径上调 IＲF3，并通过 IＲF3 上调 IFN-β 的
表达。IFN-β的表达增加抑制了 IL-1β 前体的利用
率，从而抑制 IL-1β 的成熟及生成。通过这一通路
阻止 AS 病变进程进一步发展。本研究为后续的
TLＲ3 受体激动剂 poly( I:C)对 ApoE( － / － )

小鼠 AS
治疗作用的研究提供了实验基础。
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Toll-like receptor 3 increase the expression of
interferon-β in atherosclerosis
Wan Lisong，Hu Hejie，Fang Zhengdong，et al

(Dept of General Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the relationship and influence of Toll-like receptor 3(TLＲ3) and interferon-β
(IFN-β) expression in atherosclerotic lesions． Methods In human subject，40 subjects were enrolled． All sub-
jects were divided into two groups:patients with arteriosclerosis obliterans(ASO) (n = 20)，control group(n = 20) ．
The positive rates of TLＲ3 and IFN-β in human peripheral blood monocytes were measured by flow cytometry．
ApoE( － / － ) mice were fed in high-fat diet． The mice in experimental group were injected intraperitoneal( ip) by Po-
ly( I:C)，The mice in control group were injected ip by normal saline． Every dose was injected once every two days
for 10 weeks． Levels of high-density lipoprotein-cholesterol(HDL-C)，low-density lipoprotein-cholesterol (LDL-
C)，triglyceride (TG)，total cholesterol(TC)，glucose (Glu) in plasma were tested by biochemical analyzer． Lev-
els of TLＲ3，IＲF3，IFN-β and interleukin-1β( IL-1β) in plasma and aorta were tested by ELISA method． Ｒesults

The expression rates of TLＲ3 and IFN-β in ASO group were significantly higher than those in control group． In
ApoE( － / － ) mice，level of Glu in plasma in experimental group was significantly lower than that in control group，
level of TLＲ3，IＲF3，IFN-β in plasma and aorta in experimental group were significantly higher than those in control
group，level of IL-1β in plasma and aorta in experimental group was significantly lower than that in control group．
Conclusion The increased expression of TLＲ3 in as induced expression of IFN-β，which achieved the role of anti-
arteriosclerosis by down-regulating the level of IL-1β．
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