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摘要 目的 探讨 CD4 + IL-9 + T 细胞(Th9)在载脂蛋白 E

基因敲除(ApoE － / － )小鼠动脉粥样硬化模型中表达变化及

意义。方法 8 周龄 ApoE － / －
小鼠高脂饮食饲养，同周龄

C57BL /6 对照小鼠普通饮食饲养，至 32 周龄后，测定血清中
血脂含量;小鼠心脏主动脉根部石蜡切片，常规 HE染色，观
察动脉粥样硬化斑块的组织学特点;流式细胞术检测脾脏

Th9 细胞表达;ELISA法测定血清白介素( IL)-9 和氧化低密
度脂蛋白(ox-LDL)的浓度。结果 32 周龄时，ApoE － / －

小鼠

血脂水平升高，主动脉根部出现明显脂质斑块，其脾脏 Th9

细胞表达率、血清 IL-9 和 ox-LDL 浓度均明显高于同周龄
C57BL /6 小鼠(P ＜ 0. 01)。Th9 表达率、IL-9 浓度与 ox-LDL

浓度均呈显著正相关性(P ＜ 0. 01)。结论 Th9 细胞及其分
泌的 IL-9 在动脉粥样硬化发生中发挥重要作用，Th9 细胞可
成为动脉粥样硬化发病机制研究和干预治疗的重要靶点。
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动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一种严重
危害人类健康的疾病，病因复杂。目前认为 AS 是
一种慢性炎症性疾病，炎症反应在 AS 的发生发展
中发挥重要作用，其进程涉及多种免疫细胞，特别是

CD4 + T 淋巴细胞［1］。Th9 细胞是一种新发现的
CD4 + T细胞亚群［2 － 3］，体外实验显示在转化生长因

子-β( transforming growth factor-β，TGF-β)和白介素
( interleukin，IL)-4 联合刺激下，分泌大量 IL-9。Th9
细胞在多种炎症疾病中发挥重要作用

［4 － 5］，然而在

实验性 AS中的作用研究甚少。该研究采用载脂蛋
白 E基因敲除(ApoE － / － )小鼠建立 AS 模型，分析
Th9 / IL-9 在小鼠 AS 模型中的表达变化，探讨 Th9
细胞在 AS 发生中的作用，为防治 AS 寻求新的靶

点。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及分组处理 16 只 8 周龄雄性
ApoE － / －
小鼠购自北京华阜康实验动物有限公司;

16 只 8 周龄雄性 C57BL /6 对照小鼠由安徽医科大
学实验动物中心提供。小鼠体重(24 ± 2) g，饲养于
安徽医科大学实验动物中心 SPF 级动物房内。高
脂饲料(普通饲料中加入 1. 3%胆固醇、0. 3%胆盐、
16. 7%猪油等)购自上海普路腾生物科技有限公
司。ApoE － / －

小鼠给予高脂饮食，C57BL /6 小鼠给
予普通饮食，两种小鼠均饲养至 32 周龄，处死后取
外周血、脾脏、主动脉等检测有关指标。
1． 2 实验试剂和器材 佛波醇乙酯、离子霉素和莫
能霉素均购自美国 Alexis 公司;异硫氰酸荧光素
( isothiocyanate，FITC)标记的抗小鼠 CD4 单抗(克
隆号 RM4-5)、藻红蛋白(phycoerythrin，PE)标记的
抗小鼠 IL-9 单抗(克隆号 eBioRM9A4)、固定和改变
细胞膜渗透性试剂盒 (FIX＆PERM Cell Permeabili-
zation Kit)均购自美国 eBioscience公司;小鼠细胞因
子 IL-9 和氧化低密度脂蛋白( oxidized low-density
lipoprotein，ox-LDL)ELISA 试剂盒购自美国 TSZ 公
司;小鼠淋巴细胞分离液购自天津通宝达生物技术

公司。
1． 3 血样的采集及血脂测定 小鼠经戊巴比妥麻
醉后行眼眶采血，分离血清，采用全自动生化仪

(AU2700，日本 Olympus公司)检测血清中总胆固醇
( total cholesterol，TC)、三酰甘油( triglyceride，TG)和
低密度脂蛋白( low-density lipoprotein，LDL)水平。
1． 4 主动脉采集及苏木精 －伊红( HE) 染色 小
鼠麻醉采血后处死，剖开胸腹腔用 1640 培养基冲洗
干净，分离肝、肺、小肠及肾等脏器，取出心脏和主动
脉，剪下 1 ～ 2 cm 连接心脏的血管，用 PBS 漂洗后，
在显微镜下去除动脉表面的结缔组织和脂肪组织，

然后将动脉放入 4%多聚甲醛中固定。常规石蜡包
埋，切片后行 HE染色。
1． 5 CD4 + IL-9 + T细胞表型检测
1． 5． 1 脾单个核细胞的分离和培养 小鼠麻醉采
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血后处死，取出脾脏，研磨过滤，用淋巴细胞分离液

分离脾细胞悬液中的单个核细胞，再用含 10%胎牛
血清的 1640 培养基重悬细胞并调整细胞密度为 109

个 /L。将调整好密度的单个核细胞接种于 24 孔板，
然后加入刺激剂佛波淳乙酯(25 μg /L)，离子霉素
(1 mg /L)和莫能霉素(1. 7 mg /L)，终体积为 1 ml，
37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 5 h后收取细胞，然后
1 200 r /min离心 5 min，弃上清液，加入 CD4-FITC，
室温下避光孵育 15 min，固定破膜后加入 IL-9-PE，
室温下避光孵育 15 min 后上 BD CantoⅡ型流式细
胞仪检测。
1． 5． 2 流式细胞仪检测 检测前常规对流式细胞
仪进行光流路质量调控和荧光补偿，使仪器各项指

标在质量控制允许值范围。检测时首先根据前向和
侧向散射光信号对淋巴细胞群进行设门，再对

CD4 + T淋巴细胞进行顺序设门，每份标本获取设门
内细胞在 10 000 个以上，数据分析使用 Diva软件。
1． 6 细胞因子检测 应用 ELISA 试剂盒检测血清
中 IL-9 和 ox-LDL 浓度，酶标仪测其在 450 nm 波长
处光密度值。每个标本设复孔并设置空白对照和阴
性对照以保证检测结果的可靠性。
1． 7 统计学处理 所有实验数据均用 珋x ± s 表示，
用 SPSS 17. 0 进行统计学分析，行正态性和方差齐
性检验，组间比较采用 t检验，两变量之间的相关分
析采用 Pearson相关分析。P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组小鼠血脂的变化 8 周龄 ApoE － / －
小鼠

TC和 TG 水平高于 C57BL /6 小鼠(P ＜ 0. 01，P ＜
0. 05)。32 周龄 ApoE － / －

小鼠 TC、TG 和 LDL 水平
显著升高，与 C57BL /6 小鼠相比，差异有统计学意
义(P ＜ 0. 01)。见表 1。

表 1 各组小鼠血脂水平比较(珋x ± s，n = 8)

组别 TC(mmol /L) TG(mmol /L) LDL(mmol /L)
8 周龄

C57BL /6 2． 38 ± 0． 23 0． 80 ± 0． 12 0． 13 ± 0． 05
ApoE － / － 9． 93 ± 1． 44＊＊ 1． 06 ± 0． 18* 0． 14 ± 0． 04

32 周龄
C57BL /6 2． 30 ± 0． 21 0． 85 ± 0． 13 0． 11 ± 0． 03
ApoE － / － 30． 90 ± 2． 21＊＊ 2． 26 ± 0． 16＊＊ 9． 92 ± 1． 62＊＊

与同周龄 C57BL /6 小鼠比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 各组小鼠动脉 HE 染色 HE 染色显示:8 周
龄 ApoE － / －

小鼠和 C57BL /6 小鼠动脉内膜完好，染
色均匀，32 周龄 ApoE － / －

小鼠动脉壁可见到明显的

向腔内突起的脂质斑块，斑块内可见大量炎性细胞

以及泡沫细胞浸润。见图 1。
2． 3 各组小鼠脾脏 Th9 细胞表达水平的变化 流
式细胞术检测结果显示 8 周龄两组小鼠 Th9 细胞表
达率差异无统计学意义，32 周龄 ApoE － / －

小鼠 Th9
细胞表达率明显升高，与 C57BL /6 小鼠相比，差异
有统计学意义( t = 15. 072，P ＜ 0. 01)。见表 2、图 2。

图 1 各组小鼠动脉壁 HE染色结果

A:C57BL /6 小鼠;B:ApoE － / －小鼠;1:8 周龄;2:32 周龄;A1、A2、B1、B2: × 100;C:局部粥样斑块 × 400
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表 2 各组小鼠脾脏 Th9 细胞表达水平(珋x ± s，n = 8)

小鼠周龄
CD4 + IL-9 + / CD4 + T细胞(% )
C57BL /6 ApoE － / －

8 周 0． 72 ± 0． 09 0． 81 ± 0． 10
32 周 0． 76 ± 0． 12 2． 97 ± 0． 40＊＊

与同周龄 C57BL /6 小鼠比较:＊＊P ＜ 0. 01

图 2 各组小鼠脾脏 Th9 细胞表达流式图

A:C57BL /6 小鼠;B:ApoE － / － ;1:8 周龄;2:32 周龄

2． 4 各组小鼠血清 IL-9 和 ox-LDL 浓度的变化
ELISA法检测结果显示:8 周龄 ApoE － / －

小鼠的 IL-9
浓度与 C57BL /6 小鼠相比，差异无统计学意义。32
周龄 ApoE － / －

小鼠的 IL-9 浓度与 C57BL /6 小鼠相

比显著增加，差异有统计学意义( t = 8. 889，P ＜
0. 01)。8 周龄 ApoE － / －

小鼠的 ox-LDL 浓度与
C57BL /6 小鼠相比，差异无统计学意义。32 周龄
ApoE － / －
小鼠的 ox-LDL 与 C57BL /6 小鼠相比显著

增加，差异有统计学意义( t = 15. 767，P ＜ 0. 01)。见
表 3。

表 3 各组小鼠血清 IL-9 和 ox-LDL浓度比较(珋x ± s，n = 8)

组别 IL-9(ng /L) ox-LDL(μg /L)
8 周龄

C57BL /6 121． 90 ± 20． 72 252． 80 ± 27． 79
ApoE － / － 130． 93 ± 17． 25 278． 89 ± 17． 77

32 周龄
C57BL /6 125． 10 ± 16． 72 243． 05 ± 18． 60
ApoE － / － 221． 66 ± 25． 73＊＊ 439． 78 ± 29． 99＊＊

与同周龄 C57BL /6 小鼠比较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 相关性分析 ApoE － / －
小鼠血清 IL-9 浓度与

ox-LDL浓度呈显著正相关性( r = 0. 885，P ＜ 0. 01)，
脾脏 Th9 细胞表达率与血清 ox-LDL 浓度呈显著正
相关性( r = 0. 928，P ＜ 0. 01)。见图 3。

3 讨论

AS是慢性炎症性疾病，活化的 T淋巴细胞参与
AS整个过程［1］。CD4 + T 细胞分为 Th1、Th2、Th17
和 Treg 细胞等亚群。各种 T 淋巴细胞亚群所起的
作用不同，先前研究

［6 － 8］
表明 Th1 细胞和 Th17 细胞

促进 AS发展，Th2 细胞和 Treg细胞则可减轻 AS 进
展。

图 3 ApoE － / －小鼠 Th9 表达率、IL-9 浓度与 ox-LDL浓度相关性分析
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Th9 细胞是 CD4 + T细胞亚群的新成员，其发挥
生物学作用主要通过分泌的炎症因子 IL-9。目前，
对 Th9 细胞的研究主要集中在炎性疾病方面。有研
究
［9］
显示 Th9 细胞与过敏性哮喘的发生相关。Cip-

randi et al ［10］也发现，Th9 细胞参与了特应性皮炎的
发病。另外，Th9 细胞还被认为是一些自身免疫性
疾病的新的治疗靶点

［11 － 12］。此外，Lin et al ［13］发现
在急性冠脉综合征患者外周血中，Th9 细胞表达与
对照组无明显差异，但其血浆 IL-9 水平以及其特异
性转录因子 PU． 1 mRNA 的水平高于对照组，提示
Th9 细胞有可能参与急性冠脉综合征的发生发展。
Gregersen et al ［14］也发现在冠状动脉与颈动脉粥样
硬化患者的体内血浆 IL-9 水平升高。但是 Th9 细
胞在实验性 AS发生中的作用研究甚少。
本研究结果显示 ApoE － / －

小鼠 8 周龄时血脂水
平已高于同周龄 C57BL /6 小鼠，32 周龄时增高更为
显著，而高脂血症是 AS 形成的重要早期阶段。
ApoE － / －
小鼠在 8 周龄时，动脉内膜光滑完整，Th9

细胞表达率和血清 IL-9 水平较低，与同周龄
C57BL /6 小鼠相比无明显差异。32 周龄时，
ApoE － / －
小鼠动脉壁形成了明显的脂质斑块，斑块

内可见到泡沫细胞浸润，Th9 细胞表达率和血清 IL-
9 浓度显著升高，提示 AS发生中存在 Th9 细胞的激
活。

ox-LDL由 LDL 发生氧化修饰形成，通过多种
机制在 AS的多个环节发挥重要作用，是 AS 发生的
关键因子。ApoE － / －

小鼠 32 周龄 ox-LDL 浓度明显
上升，Th9 表达率、IL-9 浓度与 ox-LDL 浓度均呈显
著正相关性，以上结果进一步表明 Th9 与 AS 的发
生密切相关。Zhang et al ［15］体外实验还发现 IL-9
可促进 STAT3 磷酸化，进而使小鼠动脉内皮细胞血
管细胞黏附分子-1 表达增加。AS病因复杂，但最主
要的发病原因是泡沫细胞的形成与沉积，Th9 细胞
是否可以促进巨噬细胞吞噬 ox-LDL 形成泡沫细胞
有待于进一步研究。
综上所述，在 AS 模型中，Th9 细胞和 IL-9 表达

上调，且与 ox-LDL 浓度呈显著正相关性，提示 Th9
细胞及 IL-9 在 AS 发生中发挥重要作用。Th9 / IL-9
可能为 AS发病机制的研究和干预提供新靶点。
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Role of CD4 + IL-9 + T cells in experimental atherosclerosis
Ming Tingting，Ding Shaowei，Hu Chaojie，et al
(The Central Laboratory of Medical Research Center，

The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression and significance of CD4 + IL-9 + T cells(Th9) in atherosclerosis
model of ApoE － / － mice． Methods ApoE － / － mice aged 8 weeks were fed with high fat and their age-matched
C57BL /6 control mice were fed with normal diet． The mice were examined at the age of week 8 and week 32．
Blood lipid levels in serum were detected． Paraffin sections of aorticroot were used to observe the histological fea-
tures of atherosclerotic plaques by HE staining． The frequencies of Th9 cells in spleen were measured by flow cy-
tometry． The concentrations of interleukin( IL)-9 and oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) in the serum were
detected by ELISA assay． Results At the age of week 32，the aortic root of ApoE － / － mice appeared obvious lipid
plaques，Th9 cells frequencies and IL-9 concentrations were significantly higher than those of age matched C57BL /
6 mice(P ＜ 0． 01) ． Th9 cells frequencies and IL-9 concentration were positively correlated with ox-LDL concentra-
tion (P ＜ 0. 01) ． Conclusion Th9 cells and IL-9 play an important role in the occurrence of atherosclerosis． Th9
cells may become important target of mechanism research and treatment intervention for atherosclerosis．
Key words Th9 cells; IL-9; atherosclerosis; ApoE － / － mice
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高浓度葡萄糖对膀胱癌 T24 细胞增殖及 β-catenin表达的影响
何小龙

1，钟珍教
1，何笑云

2，朱海琴
3，徐方明

1，高 漓
1，张天禹

1，蒋雷鸣
1

摘要 目的 探讨高浓度葡萄糖对膀胱癌 T24 细胞增殖的
影响，并探讨其可能的作用机制。方法 用含 10% FBS 的
DMEM培养液体外培养膀胱癌 T24 细胞，将细胞分为 5 组:
空白组(5. 5 mmol /L 葡萄糖)、对照组(5. 5 mmol /L 葡萄糖
+ 25 mmol /L甘露醇)、高糖组(10、20、30 mmol /L 葡萄糖)。
采用 MTT 法及克隆形成实验检测高浓度葡萄糖对膀胱癌
T24 细胞增殖的影响;通过实时定量 PCR检测膀胱癌 T24 细
胞 β-catenin mRNA的表达水平;通过 Western blot 法检测高
浓度葡萄糖对膀胱癌 T24 细胞 β-catenin 蛋白表达的影响。

结果 MTT 法及克隆形成实验结果显示，高浓度葡萄糖显
著促进膀胱癌 T24 细胞的增殖(P ＜ 0. 01);Western blot检测
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结果显示，高浓度葡萄糖促进 T24 细胞 β-catenin 蛋白的表
达。实时定量 PCR 检测结果显示，高浓度葡萄糖促进 T24

细胞 β-catenin mRNA的表达。结论 高浓度葡萄糖明显促
进膀胱癌 T24 细胞的增殖，并促进 T24 细胞 β-catenin 蛋白
和其 mRNA的表达，该作用机制可能与 β-catenin 表达上调
有关。
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膀胱癌是我国泌尿外科临床上最常见的恶性肿

瘤之一。在欧美，膀胱癌发病率居男性恶性肿瘤的
第 4 位，其发病率和病死率均位于我国泌尿生殖系
统肿瘤的第 1 位［1］。肿瘤的转移是一个复杂、多因
素、多步骤的过程，不仅取决于肿瘤细胞自身的特
性，而且还涉及到肿瘤细胞与肿瘤外周微环境的相

互影响。本课题组前期研究［2］证实酸性微环境明
显促进前列腺癌细胞 PC-3 的侵袭和迁移。
多项研究

［3 － 4］
显示，高血糖可以增加包括膀胱
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