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CD40一CD40L系统与斑块稳定性的相关性研究 

陈朝婷，冯向飞，盛 净 

(上海市交通大学附属第九人民医院老年科，上海 200011) 

【摘 要】目的：研究CD40一CD40L系统在兔腹主动脉粥样硬化斑块进展过程中的表达以及与斑块稳定性的相关性。方法：50只 

健康新西兰大白兔，随机均分为 10组 ：正常对照 1～5组(c1～5组)、动脉粥样硬化模型 1～5组(AS1～5组 )。c1～5组分别予兔标 

准饲料喂养至 8周、10周 、12周、14周、16周取腹主动脉标本；AS1～5组均在高脂饲养 1周后予腹主动脉球囊导管损伤术造模 ， 

并分别持续高脂饮食至 8周 、10周 、12周、14周、16周取标本。各组均于实验前及取标本前检测血清 C反应蛋白(CRP)，各组腹 

主动脉标本通过免疫及特殊染色定位 、光镜下摄片并计算机图像分析软件测定斑块 内CD40、cD40L、MMP一1阳性染色的面积 

占血管内膜面积百分比值及胶原 ／脂质含量比值，分析 CD40一CD40L系统的表达与斑块稳定性的相关性。结果：AS1～5组均形 

成腹主动脉粥样硬化斑块。与 C1～5组对应比较，AS1～5各组血清 CRP均显著增高(P(0．01)，斑块内CD40、CD40L、MMP一1的表 

达显著增~11(P<O．O1)。在动脉粥样硬化进程中，CD40、CD40L表达与CRP、MMP一1表达呈正相关，与胶原／脂质含量比值负相 

关。结论：斑块中 CD40一CD40L系统表达随着动脉粥样硬化进展而逐渐增高，其高表达与斑块的不稳定性增加密切相关。 
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The study of correlation between CD40-CD40L system and atherosclerotic 

plaque stability 

CHEN Chaoting、et al 

(the Ninth People’s Hospital，Shanghai Jiaotong University) 

【Abstract]Objective：To study the expression of CD40一CD40L system on rabbit aorta plaque and correlation with plaque stabil— 

ity during atherosclerotic process．Methods：50 healthy rab bits were devided into 10 groups in random：five controlled groups 

(C1-5 group)and five AS model groups(ASI~5 group)．Rabbits in C1-5 group were fed on regular diets until 8 weeks．10 

weeks．12weeks，14weeks and 16weeks to get the aorta specimen respecdy．Correspondingly rabbits in AS1-5 groups were given 

high lipid diets continously until 8weeks，lOweeks，12weeks，14weeks and 16weeks，during which each AS group was conducted 

balloon injury at the end of the first week to promote the establishment of AS models．All the groups were detected serllm 

CRP individually at beginning and before specimen obtained．Immunohistochemistry and special stain was used to detect the 

intima expression proportion of CD40，CD40L，MMP-1 as well as contant of collagen and lipid photographed under microscope 

and measured by computer．Then the collagerdlipid ratio were calculated．Finally correlation between CD40——CD40L expression and 

plaque stability were analyzed．Results：All atherosclerotic plaques were successfully established on all rabbits’abdominal aorta in 

the 5 AS groups．Compared with C 1~5 groups correspondantly，the expression of CD40。CD40L。MMP一1 were significantly in— 

creased (P<O．O1)in every AS model group．Meanwhile serllm CRP levels were higher than those of each C group(P<O．O1)evi- 

denfly．Th e correlation between CD40-CD40L system and CRP as well aS MMP一1 is positive．While negative correlation is between 

CIM0一CD40L level and collagen／lipid ratio．Conclusion：The expression levels of CD40-CD40L on plaque lesions were increasingly high 

with atherosclerosis processing．High expression of CD40一CD40L system has close relation to plaque vulnerability． 

【Key words】Atherosclerosis；CD40一CIM0 ligand；Paque Stability 

由于动脉粥样硬化斑块失稳定导致急性冠脉 

综合征发生，是冠心病高致死率和致残率的主要原 

作者介绍：陈朝婷(1972一 )，女，主治医师，硕士， 

主要研究方向：老年心脑血管疾病的临床诊治。 

因。近年的研究发现 CD40一CD40L系统在动脉粥样 

硬化(AS)形成和发展的慢性炎症免疫过程中有重 

要作用【l】。作为启动和调节免疫应答的主要介质CD40 

及其配体 CD40L，广泛表达于动脉粥样硬化相关炎 
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症免疫细胞表面，两者结构互补相互作用，上调多 

种促炎介质，诱导基质金属蛋 白酶的基因大量表 

达，对促进斑块的形成和失稳定起着关键作用。本 

研究通过动态分析兔腹主动脉粥样硬化进展过程 

中斑块内 CD40一CD40L系统的表达，并检测斑块稳 

定性相关指标 CRP、MMP一1的表达和斑块内胶原／ 

脂质含量比，探讨 CD4o—CD4J0L系统与斑块稳定性 

的相关性。 

1 材料与方法 

1．1 动 物及 分组 

健康新西兰大白兔 50只，雌雄不限。体重 2．0～3．Ok 只 

(由上海组织工程实验动物中心提供)，随机均分为 10组：正 

常对照 1～5组(c1～5组 )、动脉粥样硬化模型 1～5组(AS1～5 

组 )。C1～5组分别予兔标准饲料喂养 8周 、10周 、12周、14 

周、16周取标本，AS1～5组给予高脂饲养 (兔饲料 200g，d，含 

0．5％的胆固醇和 6％的花生油 )及 1周后腹主动脉球囊损伤 

术，并分别持续高脂饮食至 8周 、10周、12周 、14周、16周取 

标本 ，各组兔饮水不限。 

1．2 兔腹主动脉球 囊损伤 术 

AS 1～5各组兔在 1周适应性高脂饮食喂养下，常规称重 

后，给予速眠新(剂量按 0．1～0．2m g体重)肌注麻醉后，腹部 

向上固定于手术台，右侧下肢备皮，常规消毒铺巾。自右侧膝 

部以上纵行切开皮肤 3-4cm至髋部，钝性分离皮下筋膜和肌 

肉组织 ，游离出右侧股动脉。于股动脉近端和远端分置血管 

夹后 ，纵向切开血管壁约 3mm，以 3F球囊导管向近端插入 

20cm至腹主动脉膈水平，用压力泵向球囊内注入生理盐水 

膨胀球囊后维持压力 6-8个大气压，缓慢回拉球囊有轻度阻 

力，回到血管切口处时抽空球囊后重复上述过程 3次使腹主 

动脉内皮剥脱，退出导管 ，以 7，0无损伤线缝合血管壁切 

口，清创后逐层关闭并缝合皮肤，局部给予碘酒消毒缝合口。 

术中出现血管痉挛时局部给予 2％利多卡因注射液浸润．待 

管径恢复后继续手术。术后予青霉素肌注 3日预防感染。 

1-3 CRP指标测定 

各组均于实验前及取标本前空腹下取耳缘静脉血 2ml 

利用固相酶联免疫吸附实验(ELISA)方法检测血清 C反应 

蛋白(CRP)值的变化。 

1．4 免疫组化 染色 

1．4．1主要仪器与试剂 英国SHANDON全封闭式程控组织 

处理机，德国 SLEE4050手摇石蜡切片机，英国 SHANDON 

冰冻切片机，日本 Nikon生物光学显微镜、偏振镜 、落时荧光 

显微镜；兔抗 cD40及 CD40L多克隆抗体(武汉博士德生物 

工程有限公司)，鼠抗兔 MMP一1单克隆抗体 (Biomeda公 

司)，羊抗兔二抗多聚物--HRP(D~o公司 )，DAB(华美生物 

工程公司)；天狼星红苦味饱和酸液(SMus Red)、O．C．T复合 

物、油红 O原液等试剂均由九院组织工程实验室提供。 

1．4．2标本制备 静脉气栓法处死实验兔，取腹部正中切 口， 

分离出腹主动脉，自剑下至髂总动脉分又处剪取腹主动脉， 

剥离血管外脂肪组织 ，0．9％生理盐水冲净并吸干水分，以 

10％中性福尔马林缓冲液固定 ，常规步骤石蜡包埋，连续横 

断切片行免疫组化染色。 

1．43 CD40、CD40L、MMP一1的免疫组化染色 石蜡包埋组 

织制成 5 m切片；二甲苯及梯度酒精脱蜡至水 ；PBS缓冲 

液漂洗后以 3％过氧化氢甲醇溶液 37℃，10min阻断内源性 

过氧化物酶活性；PBS液再漂洗后以 0．05％胰蛋白酶 ，37℃， 

30min进行酶消化；0．5％BSA(牛血清白蛋白)封闭非特异性 

抗原；吸去多余血清，分别滴加适当工作浓度的一抗(分别为 

抗 cD40、抗 cD40L、抗 MMP一1抗体)，37℃，lh；漂洗之后 

4℃冰箱孵育过夜 ；滴加适当浓度的羊抗兔二抗多聚物 一 

HRP，37℃，30min；DAB液稀释后显色 3-5min，适时中止反 

应。苏木素核衬染，盐酸乙醇分化，梯度酒精脱水，二甲苯透 

明，中性树脂封片后光镜下摄片。对照片以PBS代替一抗 ，其 

余步骤均同上述。对照片均为阴性，实验片阳性染色呈深棕 

色。 

1．4．4胶原染色及偏振镜检 石蜡切片常规脱蜡至水；入苏 

木素液染核 5min；蒸馏水洗 3次 ，3min／次；天狼星红(Sinus 

Red)苦味饱和酸液染 15～30min；无水乙醇直接脱水 ，二甲 

苯透明，中性树胶封片后即于偏振光显微镜下以相同时间曝 

光拍摄。胶原纤维紧密排列呈强烈鲜红色具折光性。 

1．4．5脂质的油红 O染色 动脉组织制成 4um冰冻切片；以 

4％多聚甲醛固定后行油红 O (原液过滤后与蒸馏水以6：4 

稀释)染色 10min；60％乙醇分色；苏木素核衬染；明胶封片后 

光镜下观察摄片，可见脂质呈鲜红滴状。 

1．4．5图像分析处理 分别将 cD40、CD40L、MMP一1、胶原和 

脂质的免疫组化染色切片在高倍镜 (X 100)下观察，采用 

Image pro plus4．5图像分析软件进行图像输入 、增强 、分割 、 

二值化处理 、识别与分析 、数据分析输出等步骤，逐步测算出 

各阳性染色面积与血管中膜面积的比值。 

1．4．6统计学分析 应用 sPss1 1．0统计软件包进行数据分析 

处理 。组 内比较采用配对 t检验 ；组间 比较 以 one—wav 

ANOVA进行分析：各造模组与对照组间比较行多组方差分 

析及 Ounnett t检 验；各造模组 间 比较 采用方差分析及 

S—N—K检验。 

2 结 果 

2．1 一般观察 

各组实验兔中，AS2组 1兔因球囊损伤术后不 

进食高脂饲料而退出实验；AS5组 1兔于第 15周死 

亡 ，解剖发现大量腹水和肝脂肪沉积黄色变，腹主 

动脉迂曲严重，管腔内粥样物质遍布腹主动脉全 

程。其余各组兔均完成实验。 
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相关系数显著性检验 P<0．01；l相关系数显著性检验P<0．05 

可能 AS病变进展到后期有关。 

2-4 各组斑块 内 MMP一1、胶原和脂质含量比较 

从表 2中可见，斑块内 MMP一1、胶原和脂质含 

量在各造模组与同期各对照组问差异非常显著(P< 

0．O1)；随 AS时程延长，MMP一1表达水平在各模型 

组间呈显著增高趋势(P<0．01)；胶原含量在各模型 

组问差异不显著(尸>0．05)，脂质含量在 AS3～5组组 

间差异非常显著(P<0．01)。 

2．5 AS各组 CRP、MMP一1、胶 原／脂质比与 CD40一 

CD40L系统的相关性分析(见表 3) 

对不同时程 AS各组 CRP、MMP一1、胶原，月旨质 

比分别与 CD40、CD40L行 Pearson相关分析发现 ， 

CRP及 MMP一1与 CD40、CD40L均呈正相关，而胶 

原，月旨质 比与 CD40、CD40L呈负相关。提示 CRP、 

MMP一1、胶原，月旨质比作为反应斑块易损性指标与 

CD40一CD40L系统的表达密切相关。 

3 讨 论 

近年来随着动脉粥样硬化斑块破裂导致严重 

心脏性事件的发生，斑块的稳定性研究受到重视。 

研究发现，最初认为在免疫系统发挥信号转导作用 

的白细胞分化抗原 40及其配体(CD40一CD40L)，作 

用几乎贯穿动脉粥样硬化(AS)形成 、发展和演变的 

全过程，对斑块失稳定起着重要作用fl】。 

CD40是表达于 B细胞发育和分化的各个阶段 

细胞表面的I型跨膜糖蛋白，属 TNF受体超家族成 

员；CD40L即 CD154，是 CD40配体，为主要表达于 

成熟的活化 CD4q'淋巴细胞的II型跨膜糖蛋白，属 

TNF超家族[21。近年研究发现，正常动脉无 CD40L， 

仅在内皮细胞有少量 CD40表达，但两者在斑块的 

肩部即斑块最容易破裂处表达最多f3】。CD40与 

CD40L在单核细胞 、巨噬细胞、内皮细胞、血管平滑 

肌细胞等众多参与动脉粥样硬化的细胞表面表达， 

两者互补结合 ，促使相关细胞产生系列活性炎症介 

质，同时正反馈促进 自身表达 ，并诱导内皮 、平滑肌 

和巨嗜细胞 大量表达 和释放基 质金属 蛋 白酶 

(MMPs)t4~，促进斑块降解。而阻断 CD40一CD40L信 

号系统的相互作用可以抑制 AS的发生与发展阎。 

在斑块破裂之前 ，对斑块的易损性综合评价有 

利于防治急性冠脉综合征导致严重心脏性事件的 

发生和不良预后。大量研究认为，不稳定斑块具有 

薄的纤维帽、较大的脂核和较多的炎症细胞浸润[61。 

目前公认，血清炎症标志物、胶原降解相关酶的含 

量、纤维帽厚度和脂质核心面积的比值 (the caD， 

core rate)是评价斑块易损程度的指标[7-ol。 

炎症是动脉粥样硬化斑块形成和失稳定的重 

要因素，炎症标志物血浆 C反应蛋白(CRP)作为急 

性冠脉综合征的独立预测因子 ，对预测易损斑块 

破裂有重要临床价值 【71]ol。基质金属蛋白酶(M trix 

metalloproteinases，MMPs)是一族可消化细胞外基质 

的重要蛋白酶类。MMPs家族 中的一个重要成员 

MMP一1即间质胶原酶，可以降解 III、I、II、x和 VII 

型胶原、明胶以及蛋 白多糖 ，通过消化纤维帽成分 

破坏斑块结构而加速其破裂，对造成斑块不稳定起 

主要作用f】21。通过尸解实验分析发现，MMP一1阳性 

表达与斑块破裂之间存在明显的正相关关系，即 

MMP一1表达含量越高之处，斑块越容易破裂【l2】。 

薄的纤维帽和大的脂核都是不稳定斑块的主 

要特征。细胞外基质胶原含量多少直接影响纤维帽 

的厚度和强度，不稳定斑块的细胞外基质胶原含量 

减少削弱斑块抗破裂的能力，而脂核比例>40％时斑 

块也易于破裂⋯4】。因而，斑块的胶原，月旨质比从结构 

上反映了斑块的稳定性f8】。 

本实验通过高脂饮食联合球囊导管血管内膜 

损伤术造模兔腹主动脉 AS斑块，研究 AS不同进程 
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中斑块内CD40一CD40L系统的表达，发现各模型组 

斑块内CD40一CD40L系统的表达水平显著高于同 

期对照组(P<0．01)，而随着 AS进展时程延长，模型 

组 AS3、4、5组斑块内 CD40一CD40L系统的表达显 

著升高(P<0．01)。提示 CD40一CD40L系统作用于动 

脉粥样硬化形成和发展的全过程，在斑块形成的中 

后期表达剧增可能与其促炎的正反馈机制有关。同 

时发现各模型组血浆 CRP值、MMP一1表达较同期 

对照组非常显著增高(P<0．01)，且与 CD40一CD40L 

系统的表达呈正相关，证实 CD40一CD40L系统通过 

其信号传导作用扩大斑块内炎症反应，促进 MMP一1 

高表达，从而降解胶原组分削弱纤维帽厚度，增加 

AS斑块的易损性，是 AS免疫炎症反应扩大化和导 

致 AS斑块失稳定的关键环节。持续高脂饮食诱导 

下，各模型组斑块结构中脂质和胶原含量均高于正 

常组(P<0．01)，但胶原朋旨质比则随斑块内的CD40一 

CD40L表达增高而下降，呈负相关效应，提示 AS斑 

块结构逐渐 向失稳定发展的病理过程与 CD40一 

CD40逐步增高过程相吻合。 

本实验中发现，随着动脉粥样硬化进展，斑块 

内CD40一CD40L系统高表达预示着 AS慢性免疫炎 

症反应程度加剧和斑块易损性的增高，提示 CD40一 

CD40L系统具有预测易损斑块防治急性冠脉综合 

征的临床价值。本研究未对动脉粥样硬化过程进行 

干预实验以反证 CD40一CD40L系统对斑块的影响， 

尚待深入研究。 

(通讯地址：山东省淄博市临淄区闻韶北 31楼 1单元 

201室 冯向飞(收)转 陈朝婷 ，联 系电话 ：13583363972冯 

向飞) 
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