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摘要 目的：探讨 NLRP3炎性小体及其下游产物在血栓闭塞性脉管炎(TAO)和动脉粥样硬化闭塞症(ASO)患者动脉中的表达及意

义。方法：选择 8例 TAO患者截肢后的下肢动脉，13例 ASO患者截肢后的下肢动脉，5例因窒息死亡的新生儿主动脉，将三组动

脉分别进行 HE染色及免疫组化分析，半定量的测量 3组动脉中 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的累积光密度值(IOD)并进行

组间比较。结果：3组动脉组织的 HE染色结果均符合其特征。TAO组和 ASO组动脉组织中 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的

表达与对照组相比均显著升高，差异具有统计学意义(P＜0.05)。结论：NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18在 TAO和 ASO患者动脉

组织中的表达明显升高，NLRP3炎性小体及其下游产物可能参与了 TAO和 ASO的发病过程。
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The Expressions and Significances of NLRP3 Inflammasome and its
Downstream Products in the Treatment of Arteries of Patients with TAO and

ASO*

To investigate the expression and significance of NLRP3 inflammasome and its downstream products in the

arteries of patients with Thromboangiitis obliterans and Arteriosclerosis obliterans. Selected the arteries from 8 amputation pa-

tients who with TAO , The arteries from 13 amputation patients who with ASO, The arteries from 5 neonates who death by suffocation.

The 3 groups arteries were analyzed by hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry. Semi quantitative measurement the NL-

RP3, Caspase-1, IL-1茁 and IL-18 protein in the 3 groups by the Integrated Option Density (IOD). Calculate its average As its relative ex-

pression. The HE staining results of the three groups of arteries accorded with their characteristics. The expressions of NLRP3,

Caspase-1, IL-1茁 and IL-18 in the arterial tissues of group TAO and group ASO were significantly higher than those of the control group.

The difference was statistically significant (P<0.05). The expression of NLRP3, Caspase-1, IL-1茁 and IL-18 in the arterial

tissues of patients with TAO and ASO increased significantly. NLRP3 inflammasome and its downstream products may be in- volved in

the pathogenesis of TAO and ASO.
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前言

血栓闭塞性脉管炎 (Thromboangiitis obliterans，Buerger's

disease，TAO)发病年龄在 25～45岁，男性好发，最常累及手、

腿和脚的中小型的动静脉，也可累及脑动脉、冠状动脉、主动

脉、眼动脉、肠道血管、肾动脉、生殖器血管，甚至多器官的血管

受累，病变呈节段性[1-4]。随着疾病的进展，肢体会出现缺血性静

息痛及脚趾、脚或手的缺血性溃疡，最终导致患者截肢，严重影

响患者的生活质量。

下肢动脉硬化闭塞症(Arteriosclerosis obliterans，ASO)是动

脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)在下肢的表现，多见于 50岁以

上的中老年人，大、中动脉最易受累，病变呈多平面、多节段分

布。随着疾病的不断进展，病变处管壁逐渐增厚，管腔狭窄，最

终闭塞。由于其病变的血管中有巨噬细胞、单核细胞等炎性细

胞参与，因而被认为是一种慢性炎症性疾病，且炎症还会致使

斑块破裂，引起动脉血栓形成，导致患者肢体急性缺血，严重威

胁患者的生命。

NLRP3炎性小体由 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白(ASC)以
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及半胱天冬氨酸酶前体 -1(pro-caspase-1)组成。NLRP3可通过

ASC招募 pro-caspase-1，进而活化 Caspase-1，Caspase-1将无活

性的促炎细胞因子 pro-IL-1茁和 pro-IL-18剪切为成熟的 IL-1茁
和 IL-18参与调节免疫应答[5]。NLRP3炎性小体能够识别多种

类型的病原体和相关危险分子，是目前研究最多的炎性体，但

是关于 NLRP3炎性小体、Caspase-1、IL-1茁、IL-18在 TAO中动

脉表达无相关研究，在 ASO中的研究较少。因此，本研究主要

探讨了 NLRP3炎性小体及其下游产物在 TAO和 ASO患者动

脉中的表达及意义，现报道如下：

1 材料与方法

1.1 动脉组织来源

选取 2013年 1月至 2016年 12月哈尔滨医科大学附属第

二医院 8例截肢的 TAO患者下肢动脉；13例截肢的 ASO患

者下肢动脉；为排除动脉粥样硬化影响，由哈尔滨医科大学解

剖科提供的因窒息死亡的 5例新生儿的主动脉。TAO和 ASO

的血管标本均取自截肢后废弃肢体断端的动脉。本研究经哈尔

滨医科大学附属第二医院医学伦理委员会批准，所有患者和 /

或家属均知情同意并签署知情同意书。

1.2 主要仪器与试剂

主要仪器：Leica RM切片机，SANYO微波炉，Nikon显微

镜等。主要试剂：NLRP3兔抗人抗体，购自北京博奥森生物技术

公司；Caspase-1兔抗人抗体，购自北京博奥森生物技术公司；

IL-1茁兔抗人抗体，购自北京博奥森生物技术公司；IL-18兔抗
人抗体，购由北京博奥森生物技术公司生产；DAB显色剂购自

北京中杉公司；PV-6001试剂盒品名兔 Kit购自北京中杉公司。

1.3 免疫组化方法检测

3组动脉组织中 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18蛋白的

表达严格按照实验步骤进行操作。一抗滴度为 1:100(NLRP3)、

1:100(Caspase-1)、1:100(IL-1茁)和 1:100(IL-18)，阳性染色的判

断：阳性细胞染为淡黄、棕黄或棕褐色，光镜下每张切片随机选

取 5个视野(× 400)采集图像，应用 Image Pro Plus 6.0图像分析

软件，半定量测定蛋白阳性表达的累积光密度(IOD)值。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 20.0统计软件对数据进行统计学分析。计量资

料采用均数± 标准差表示，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色结果

TAO患者的动脉内有大量的纤维组织，伴有炎性细胞浸

润，平滑肌细胞(Vascular Smooth Muscle Cells,VSMCs)萎缩，部

分标本动脉的内膜管腔侧有机化形成的肉芽组织，肉芽组织内

有炎性细胞浸润，符合 TAO的病理特征；ASO患者动脉的主

要病变特征为动脉组织内粥样斑块形成，动脉组织内可见坏死

组织及透明变性，伴有炎症细胞浸润，内膜增厚伴有脂质沉积，

多数平滑肌细胞由斑块及坏死组织挤压而出现萎缩，管腔有不

同程度的狭窄，部分动脉管腔内有血栓形成，部分动脉的内膜

管腔侧有机化形成的肉芽组织，肉芽组织内有炎性细胞浸润，

符合 ASO的病理特征；对照组动脉组织内膜无增厚，动脉组织

形态规则，管腔通畅。如图 1所示。

图 1 三组研究对象动脉的 HE染色 (200× )

注：A为 TAO组，B为 ASO组，C为对照组。

Fig.1 HE staining of arteries in three groups of subjects(200× )

Note: A is the TAO group, B is the ASO group, and C is the control group.

2.2 各组动脉组织中 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的表达

比较

因 TAO和 ASO是进行性加重的，所以 4种蛋白的 IOD

值随着疾病进展而改变，可能在疾病的某一急性加重期伴随着

大量炎性细胞参与炎症反应而最大，急性期过后，IOD值会随

着炎性细胞的减少及平滑肌细胞的表达降低而逐渐下降。NL-

RP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18在 TAO患者动脉组织表达位置

基本一致，在动脉组织内的巨噬细胞、多形核白细胞及其它炎

性细胞中大量表达，在少量的平滑肌细胞中表达，在动脉内膜

管腔侧机化形成的新鲜肉芽组织中的成纤维细胞和新生血管

内皮细胞中大量表达，在肉芽组织内的巨噬细胞、多形核白细

胞中大量表达，NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18在 TAO动脉

组织整体表达的 IOD 值平均分别为 1533.75 ± 1226.52、

1390.28± 985.02、1748.83± 1041.88、1590.75± 1217.01；4 种蛋

白在 ASO患者动脉组织表达位置基本一致，在动脉组织内的

部分平滑肌细胞中大量表达，在动脉组织及动脉内膜管腔侧形
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成的肉芽组织内的巨噬细胞、泡沫细胞及其他炎性细胞中大量

表达，NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18在 ASO动脉组织中整

体表达的 IOD 值平均分别为 1895.02± 1516.46、2012.08±

1364.05、2227.05± 1909.71、2039.29± 1821.33；4种蛋白在对照

组的动脉组织内表达明显减少，在少量的平滑肌细胞中表达，

NLRP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18在正常对照组中整体表达的

IOD值平均分别为 387.68± 357.17、356.04± 311.96、368.96±

348.95、395.24± 352.14。TAO 组和 ASO 组动脉组织中 NL-

RP3、Caspase-1、IL-1茁和 IL-18的表达与对照组相比均显著升

高，差异具有统计学意义(P＜0.05)。

图 2 NLRP3在三组研究对象动脉中的表达(400× )

注：A B C分别为 NLRP3在 TAO组动脉中膜、新鲜肉芽组织及炎性细胞中的表达，D E分别为 NLRP3在 ASO组动脉中膜和炎性细胞的表达，F

为 NLRP3在对照组动脉中膜的表达。

Fig.2 The expression of NLRP3 in arteries of three groups(400× )

Note:A,BandCwere theexpressionsofNLRP3in themediaofartery, freshgranulation tissueandinflammatorycellsofTAOgroup.DandEwerethe

expressionsofNLRP3in themediaofarteryand inflammatorycells ofASOgroup.FwastheexpressionofNLRP3 in themediaofarteryofthecontrolgroup.

表 1 NLRP3在 3组动脉中表达的 IOD值、TAO组和 ASO组分别与对照组比较

Table 1 The IOD of the NLRP3 expressed in arteries tissues of 3 groups, the TAO group and the ASO group were compared with the control group

NLRP3 t P

TAO(n=40) 1533.75± 1226.52 -5.55 <0.001

ASO(n=65) 1895.02± 1516.46 -7.49 <0.001

Control(n=25) 387.68± 357.17

3 讨论

多种内源性或者外源性因素最终都可导致 NLRP3炎性小

体的激活，进而活化 Caspase-1，并最终使先天性免疫反应中非

常重要的炎症介质 IL-1茁和 IL-18成熟并分泌[5]。在 TAO的动

脉组织内，NLRP3、Caspase-1、IL-1茁、和 IL-18表达于巨噬细胞、

多形核白细胞及少量的平滑肌细胞中；在 ASO的动脉组织内

NLRP3、Caspase-1、IL-1茁、和 IL-18表达于巨噬细胞、泡沫细胞

及部分平滑肌细胞中。这表明 TAO和 ASO中的炎性细胞及平

滑肌细胞表达 NLRP3 并活化 Caspase-1，进而产生 IL-1茁 和
IL-18[6]。还有研究显示 NLRP3在人动脉粥样硬化的表达区域

有 CD68 阳性巨噬细胞聚集 [7]。Varghese GP等研究发现用

LPS、胆固醇结晶或 ATP可激活斑块内细胞的 NLRP3炎性小

体，并释放出 IL-1茁，这表明在斑块的细胞已经有炎性激活。他
们还用 SNP分析显示基因变异与外周血单核细胞中 NLRP3

表达增加及斑块中 IL-1茁水平升高有关 [8]。这些研究支持了

NLRP3炎性小体在 AS中发挥着作用，并将胆固醇积累和动脉

硬化病变内的炎症联系在一起。但 NLRP3炎性小体与 TAO暂
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图 3 Caspase-1在三组研究对象动脉中的表达(400× )

注：A B C分别为 Caspase-1在 TAO组动脉中膜、新鲜肉芽组织及炎性细胞中的表达，D E分别为 Caspase-1在 ASO组动脉中膜和炎性细胞的表

达，F为 Caspase-1在对照组动脉中膜的表达。

Fig.3 The expression of Caspase-1 in arteries of three groups(400× )

Note: A, B and C were the expressions of Caspase-1 in the media of artery, fresh granulation tissue and inflammatory cells of TAO group. D and E were

the expressions of Caspase-1 in the media of artery and inflammatory cells of ASO group. F was the expression of Caspase-1 in the media of artery of the

control group.

无相关报道，需进一步进行研究来探索 TAO内 NLRP3活化的

原因。近来研究显示 NLRP3与斑块稳定性相关，有症状患者的

斑块与无症状患者的病灶相比，NLRP3表达呈明显增加，同时

在有症状的斑块中 NLRP3的高表达提示有强烈的炎症反应，

可能是存在于脂质坏死核心的胆固醇结晶和炎性细胞浸润所

致[8-11]。

表 2 Caspase-1在 3组动脉中表达的 IOD均值、TAO组和 ASO组分别与对照组比较

Table 2 The IOD of the Caspase-1 expressed in arteries tissues of 3 groups, the TAO group and the ASO group were compared with the control group

活化的 Caspase-1可以直接诱导细胞出现程序性细胞死

亡，即细胞焦亡。在心肌细胞中，细胞焦亡可促进平滑肌肌纤维

分布紊乱、间质纤维化增多[12,13]，在 TAO和 ASO这两种疾病中

的动脉内的平滑肌细胞分布紊乱，并且有不同程度的纤维化。

Caspase-1还可以依赖的形式编程性细胞死亡( pyroptosis)影响

动脉硬化斑块的稳定性[14]。

IL-1茁和 IL-18是炎症反应的主要开关，其不仅自身参与

炎症反应的发生，并且可以诱发下游其他炎症介质的级联式释

放，进而扩大炎症反应。研究显示 IL-1茁经动脉外膜给药可使
动脉的平滑肌细胞增殖、迁移，同时信号通路 JAK2-STAT3的

mRNA表达发生变化及相应蛋白磷酸化，JAK2-STAT3可介导

血管内皮细胞的黏附作用，促进白细胞的浸润动脉组织来参与

血管损伤以及血栓形成[15]。TAO和 ASO的动脉均有不同程度

的损伤，部分动脉内膜损伤后管腔内有血栓形成。载脂蛋白 E

缺陷伴有高胆固醇血症的小鼠可自发形成动脉粥样硬化，然而

敲除 IL-1茁基因则能够减轻动脉硬化的形成[16]。IL-18主要通过

其在巨噬细胞上的受体结合直接诱导 TNF-琢 的合成，TNF-琢
可使内皮细胞表达黏附分子, 促进白细胞与血管内皮细胞黏

附、渗透，导致局部炎症[17]。IL-18可诱导浸润在动脉内的 T淋

巴细胞、单核巨噬细胞产生 IFN-酌，IFN-酌能够诱导血管内皮细

Caspase-1 t P

TAO(n=40) 1390.28± 985.02 -6.16 <0.001

ASO(n=65) 2012.08± 1364.05 -9.18 <0.001

Control(n=25) 356.04± 311.96
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图 4 IL-1茁在三组研究对象动脉中的表达(400× )

注：A B C分别为 IL-1茁在 TAO组动脉中膜、新鲜肉芽组织及炎性细胞中的表达，D E分别为 IL-1茁在 ASO组动脉中膜和炎性细胞的表达，F为

IL-1茁在对照组动脉中膜的表达。
Fig.4 The expression of IL-1茁 in arteries of three groups(400× )

Note: A, B and Cwere the expressions of IL-1茁 in the media of artery, fresh granulation tissue and inflammatory cells of TAO group. D and Ewere the

expressions of IL-1茁 in the media of artery and inflammatory cells of ASO group. F was the expression of IL-1茁 in the media of artery of the control group.

胞及平滑肌细胞表达细胞黏附分子 -1[18]，有助于单核细胞迁移

至内皮下，同时 IFN-酌可促进单核细胞分化为巨噬细胞[19]。此

外，IL-18还可直接促进MMP-9分泌，降解细胞外基质，促进血

管平滑肌增殖和移行，在动脉粥样硬化的发生、发展和斑块破

裂的过程中起重要作用[20,21]。正是由于 IL-1茁、IL-18导致炎症反
应的瀑布式发生，并在免疫反应发生和发展过程中起核心作

用，所以 IL-1茁、IL-18在 TAO和 ASO发病的发挥着重要作用。

IL-1茁 t P

TAO(n=40) 1748.83± 1041.88 -7.71 <0.001

ASO(n=65) 2227.05± 1909.71 -7.53 <0.001

Control(n=25) 368.96± 348.95

表 3 IL-1茁在 3组动脉中表达的 IOD均值、TAO组和 ASO组分别与对照组比较

Table 3 The IOD of the IL-1茁 expressed in arteries tissues of 3 groups, the TAO group and the ASO group were compared with the control group

自 NLRP3炎性小体发现后，很多学者就开始对其上游通

路及下游效应因子进行调控来探索治疗相关疾病。痛风也是一

种炎症性疾病，研究显示 IL-1茁在痛风的急性发作时起着重要
的作用。秋水仙碱通过抑制单钠尿酸盐被细胞吞噬，阻断 NL-

RP3炎性小体的活化，进而阻止 IL-1茁的释放治疗痛风急性发
作[22,23]。Abderrazak研究将 NLRP3抑制剂 Arglabin应用到特异

性沉默载脂蛋白 E2基因的小鼠中，发现其能够减少炎症，降低

血脂，还可以使促炎性的 M1巨噬细胞转变为抗炎的M2型巨

噬细胞[24]。研究显示 miR-9可能通过 JAK1/STAT1信号通路抑

制 NLRP3炎性体的激活，并抑制动脉粥样硬化相关炎症[25]。在

培养的人单核细胞 -巨噬细胞，p38δ MAPK可被 ATP和胆固

醇结晶诱导的细胞内应激信号激活，进而活化 NLRP3炎性小

体，是一种人类巨噬细胞内 NLRP3炎性小体的活化器[26]。这些

研究表明阻断或抑制 NLRP3炎性小体的激活可能为 TAO和

ASO提供新的治疗策略。

目前，国内外对于 NLRP3炎性小体及其的下游产物与

TAO的关系罕有报道。以往研究仅表明 NLRP3炎性小体参与

ASO的炎症反应，对 NLRP3炎性小体及其下游产物与 ASO

的整体关系报道较少。本实验用免疫组化的方法检测了 TAO

和 ASO动脉组织中 NLRP3炎性小体及其的下游分子的表达，
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图 5 IL-18在三组研究对象动脉中的表达(400× )

注：A B C分别为 IL-18在 TAO组动脉中膜、新鲜肉芽组织及炎性细胞中的表达，D E分别为 IL-18在 ASO组动脉中膜和炎性细胞的表达，F为

IL-18在对照组动脉中膜的表达。

Fig.5 The expression of IL-18 in arteries of three groups(400× )

Note: A, B and C were the expressions of IL-18 in the media of artery, fresh granulation tissue and inflammatory cells of TAO group. D and E were the

expressions of IL-18 in the media of artery and inflammatory cells of ASO group. F was the expression of IL-18 in the media of artery of the control group.

充实了NLRP3炎性小体下游产物在 ASO中发挥的作用。为控

制动脉粥样硬化这一条件，本实验的对照组采用新生儿的动脉

组织，不能排除年龄变量所引起的差异，这也是本实验的不足

之处。

IL-18 t P

TAO(n=40) 1590.75± 1217.01 -5.83 <0.001

ASO(n=65) 2039.29± 1821.33 -6.95 <0.001

Control(n=25) 395.24± 352.14

表 4 IL-18在 3组动脉中表达的 IOD均值、TAO组和 ASO组分别与对照组比较

Table 4 The IOD of the IL-18 expressed in arteries tissues of 3 groups, the TAO group and the ASO group were compared with the control group

综上所述，NLRP3 炎性小体在 TAO和 ASO病理过程的

多种细胞中表达，诱导炎症介质的释放，能够全面参与 TAO和

ASO发生发展过程中的炎症反应，干预 NLRP3炎性小体有可

能成为防治 TAO和 ASO新的靶点。
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