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摘要:本研究旨在探讨动脉粥样硬化斑块中B细胞表型特征及其与斑块炎症的潜在关系.通过单细胞测序数据分析动脉粥

样硬化患者斑块与外周血中的免疫细胞谱,发现两群CD８３＋B细胞在患者斑块中富集,其在白细胞中的占比相较外周血分

别上调４６．７４％和１９．１８％.与其他 B细胞亚群相比,CD８３＋B 细胞高表达衰老相关基因(CDKN１A、ILＧ６、TNFＧα 和

GADD４５B),具有衰老样表型.为验证这一发现,该研究采用西方饮食(WesterndietＧfed,WD)喂养ApoE－/－ 小鼠诱导动脉

粥样硬化模型,相较对照小鼠,WD喂养的模型小鼠动脉组织中CD８３＋B细胞的占比显著升高(差异倍数５．３６,P＝０．０１０８).

与单细胞测序结果相一致,流式细胞术检测结果显示,模型小鼠组织中的 CD８３＋B细胞相较于 CD８３－B细胞高表达衰老相

关炎性因子ILＧ６、IFNＧγ、TNFＧα,差异倍数分别为１．９５(P＝０．０２０２)、４．２５(P＝０．００３０)、４．２０(P＝０．０１６９).该研究揭示了

CD８３＋B细胞在动脉粥样硬化斑块中的富集并具有衰老样表型,产生较高水平的衰老相关炎性因子参与动脉炎症.
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　　动脉粥样硬化是一组以动脉管壁增厚硬化、弹

性降低和管腔变窄为特征的血管疾病[１].受影响动

脉的病变通常从内膜开始,依次出现多种病变,包

括局部脂质和复杂糖类积聚、纤维组织增生和钙

化、中动脉逐渐退化以及斑块内出血、斑块破裂和

局部血栓形成的继发性病变[２].
先前的研究表明动脉粥样硬化是一种慢性炎症

性疾病[３].各种炎症介质如ILＧ６、TNFＧα、单核细

胞趋化蛋白１、高敏C反应蛋白、基质金属蛋白酶

等均被报道与斑块形成和破裂相关,是临床心血管

事件如继发性缺血性卒中和心肌梗死 的风险因

素[４Ｇ６].
目前,大多数关于斑块炎症起源的研究集中在

单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等髓系来源的免

疫细胞上[５,７].随着单细胞技术的应用,对动脉粥

样硬化小鼠模型和新鲜人体样本的单细胞检测显

示,除了先天免疫细胞外,B细胞也在动脉斑块中

浸润.B细胞是体内唯一分泌抗体的重要适应性免

疫细胞,除了抗体分泌功能外,越来越多的研究还

表明,B细胞可以产生ILＧ６、ILＧ１０、ILＧ３５等多种

细胞因子,参与炎症性疾病、自身免疫病的发生和

发展,然而,斑块中的B细胞表型与功能以及是否

参与斑块炎症进展需要研究揭示.
在本研究中,通过动脉粥样硬化小鼠模型和人

类样本单细胞测序数据分析,发现与外周血相比,
动脉斑块中B细胞的总体比例下调,其中类似衰老

样B细胞亚群(CD８３＋ B细胞)的比例显著增加.这

些 CD８３＋ B 细胞 具 有 高 水 平 的 CD８３、FOSB、

EGR１ 和NR４A１ 基因表达,并且高表达多种炎症

介质,包括ILＧ６、TNFＧα等,这表明其是斑块炎症

的潜在风险.

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　７周龄的ApoE－/－ 雄性小鼠购

买于北京维通立华实验动物技术有限公司(合格证

号:１１４００７００２４８６８９).实验动物饲养于复旦大学

上海医学院实验动物房,每日光照１２h,并于实验

开始前１周适应饲养.所有动物实验饲养及操作严

格遵守复旦大学实验动物伦理及国家和上海市动物

福利伦理与保护相关规定.
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１．１．２　主要试剂　antiＧmouseCD４５(BV５１０),anＧ
tiＧmouseCD１９ (PEＧcy７),antiＧmouseCD３ (PerＧ
CPＧcy５．５),antiＧmouseCD１１b (PE),antiＧmouse
CD８３ (FITC),antiＧmouseILＧ６ (V４５０),antiＧ
mouseIFNＧγ(APC),antiＧmouseTNFＧα(PE),流

式抗体购买自Biolegend公司.GEXSCOPE组织解

离液购自新格元生物科技.油红 O(O０６２５)购买自

SigmaＧAdrich公司.西方饮食(WesterndietＧfed,

WD)饲料由上海灵自灵生物技术有限公司提供,普

通饲料由复旦大学上海医学院实验动物房提供.

１．２　方法

１．２．１　动脉粥样硬化小鼠模型的建立　将７周龄

的ApoE－/－ 小鼠随机分为对照饮食 (chowdietＧ
fed,CD)的对照组和 WD饲料喂养的模型组.饲料

都经过高温灭菌处理.WD饲料喂养１０周后,动物

禁食过夜.眼底静脉丛取血,放置肝素抗凝血收集

管,４℃冰箱储存.脱颈椎处死小鼠后固定小鼠,

剪开胸腔,剪去胸骨,暴露心脏,用１０mLPBS进

行心脏灌注.之后分离自主动脉至髂骨总分支的动

脉全长,放置于４℃预冷PBS中保存备用.

１．２．２　动脉组织消化与单细胞获取　在解剖显微镜

(Leica公司,DM２５００)下小心去除主动脉周围的脂

肪组织及其他组织,用 Hanks平衡盐溶液清洗两次,

切成长１~２mm的小块.随后,在１５mL离心管中

加入２mLGEXSCOPE组织解离液,在３７℃下持续

搅拌消化１５min.消化后,样品通过４０μm 尼龙无

菌过滤器过滤,并以３５０×g 离心５min.移除上清

液,沉淀物重新悬浮于１mLPBS中.

１．２．３　单细胞数据调取与分析　人类动脉粥样硬

化斑块组织及其配对的外周血样本的单细胞测序数

据,来源于复旦大学附属浦东医院与附属华山医

院,公开于中国科学院上海营养与健康研究所生物

医 学 大 数 据 中 心 (BioＧMed Big Data Center,

BMDC)平台下的单细胞数据集[OEP００１７３１][８].

本研究使用SeuratR包(版本５．０．３)对该数据集进

行处理.为了确保数据质量,scRNAＧseq数据通过

以下设置进行了过滤:每个细胞的基因计数＞５００,

线粒体基因的比例＜２５％,核糖体基因＞３％.为了

消除黏连体,使用 DoubletFinderR 包(版本２．０．４)

识别并移除这些黏连体细胞.接下来,处理后的数

据进行了对数标准化,并根据总细胞 UMI计数缩

放为标量数据.聚类以０．６的分辨率进行,并使用

RunUmap函数进行了可视化.为了注释合并数据

集中 每 个 聚 类 的 细 胞 类 型,应 用 了 SingleR 包

(v１．４．１).此外,本研究根据CD７９A 的表达提取了

B细胞,并使用上述方法进行了下游再分析.

１．２．４　流式细胞染色　将获得细胞悬液浓度调节

为１×１０７/mL.取１００μL细胞悬液,放入流式管

中,加入１mL加入流式缓冲液,充分洗涤细胞２
次.每管加入含有０．２５μL细胞 Fc段封闭抗体的

流式缓冲液２５μL,４ ℃避光孵育１５ min,加入

１０μL含有０．２５~０．５μL荧光抗体的流式缓冲液,

４℃避光孵育３０min后,加入１mL流式缓冲液,

充分洗涤细胞２次.洗去未结合的游离抗体,用

５００μL流式缓冲液重悬,用 CytekAurora/NL全

光谱流式细胞仪检测各种细胞表面分子的表达,用

spectroFlo软件分析.

１．２．５　油红 O 染色　油红１g溶入１００mL异丙醇

配成储存液,４℃避光保存,使用时加蒸馏水稀释

至６０％,滤纸过滤后使用.取 WD和CD饮食小鼠

的主动脉的冰冻切片,放入４％多聚甲醛中固定组

织５ min,蒸馏 水 清 洗 后 放 入 ６０％ 异 丙 醇 浸 泡

１min,６０％油红 O染色液染色１０~１５min,之后

用６０％ 异丙醇分色.蒸馏水清洗后苏木素复染

１min,自来水清洗１min蓝化,蒸馏水清洗后甘油

封片,显微镜观察.

１．３　统计学处理　　采用 GraphPadPrism９．４．１
软件进行数据的统计分析,组间比较应用非配对t
检验、单因素方差分析和多重比较.检验水准(α)

为０．０５.

２结果

２．１　单细胞测序分析显示CD８３＋B细胞在人类动

脉粥样硬化斑块中富集　本研究调取了动脉粥样硬

化患者斑块组织和配对外周血样本的单细胞测序数

据,构建了一个包含３２５１５５个细胞的单细胞图谱

(图１A).根据已知标志基因的指导,聚类分析划

分了１０群广泛的细胞类型:B细胞、内皮细胞、巨

噬细胞、单核细胞、髓系细胞、中性粒细胞、NK细

胞、血小板、平滑肌细胞和 T细胞(图１B).随后,

提取了所有B细胞(共１５８２２个高质量的B细胞)

用于进一步分析,得到斑块组织和配对外周血中的
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９个B细胞亚群,包括２个激活的B细胞(activeB
cell,Ba)亚群、３个记忆 B细胞(memoryBcell,

Bm)亚群、２个浆细胞(plasmacell,PC)亚群和２
个CD８３＋B细胞亚群(图１C).值得注意的是,本

研究发现２个CD８３＋B细胞亚群(３和７),高表达

CD８３、EGR１、FOSB、CD６９,与配对的外周血相

比,在斑块组织中增加,CD８３＋B细胞群３和７在

总体 B 细 胞 中 的 占 比,分 别 上 升 了 ４６．７４％、

１９．１８％,而 Ba和总的 Bm 减少,比例分别下降

４７．８０％、３３．０１％(图１D).

　　注:A．人类动脉粥样硬化斑块组织和配对外周血样本的全局细胞 Umap图;B．各类型细胞群标志基因的表达水平;C．B细胞和PC

亚群注释;D．斑块和PBMC中B细胞亚群的百分比.

图１　单细胞测序分析发现CD８３＋B细胞在动脉粥样硬化病人的斑块中富集

２．２　CD８３＋B细胞具有衰老表型　为了明确２群

CD８３＋B细胞的特征,本研究对 B细胞特征进行

了单细胞数据深度挖掘.结果发现,与其他 B细

胞亚群 相 比,CD８３＋B 细 胞 在 分 化 水 平 上 接 近

Bm,高 表 达 Bm 部 分 特 征 基 因,如 GPR１８３、

CD４４,且 具 有 较 高 的 共 刺 激 分 子 表 达,包 括

CD４０、REL、ICOSLG,活跃度较高(图２).更明

显的是,CD８３＋B细胞高表达衰老相关基因,如

CDKN１A[log２(FC)＝３．３１９]、ILＧ６[log２(FC)＝

３．１７６]、TNFＧα[log２(FC)＝３．４０４]和GADD４５B
[log２(FC)＝３．７１７]等(图２A~C),表明在斑块中

增多的CD８３＋B细胞存在衰老趋势,是衰老相关

B细胞.此外,本研究对衰老相关 CD８３＋B细胞

及其他B细胞进行差异基因的通路分析(KEGG),

结果显示衰老相关 CD８３＋B细胞的差异基因富集

在自噬[－log１０(P 值)＝８．４３]、脂质与动脉粥样

硬化[－log１０(P 值)＝７．８０]等通路,表明 B细胞

衰老与动脉粥样硬化相关(图２D).

􀅰８５６􀅰 现代免疫学２０２５,４５(６)



　　注:A．B细胞亚群中标志基因的热图;B．B细胞亚群中标志基因的特征图以及B细胞特征基因表达的变化;C．B细胞亚群中衰老相

关基因的表达;D．B细胞各亚群标志基因的 KEGG富集分析.FC为倍数变化(foldchange);KEGG为京都基因和基因组数据库(Kyoto

encyclopediaofgenesandgenomes).

图２　单细胞测序分析显示斑块中的CD８３＋B细胞具有衰老表型
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２．３　小鼠模型中证实CD８３＋B细胞在斑块中富集

　为了验证单细胞测序的结果,本研究构建了动脉

粥样硬化小鼠模型并分析了B细胞亚群和表型.对

载脂蛋白E缺乏(ApoE－/－ )小鼠分别给予 WD以

及CD饲喂１２周,建立动脉粥样硬化模型(图３A).

取部分 WD模型鼠及CD对照鼠的主动脉,通过油

红 O染色确定斑块形成,建模成功(图３B).将剩

余的新鲜主动脉消化成单细胞悬液后,进行流式染

色分析斑块免疫格局以及 B细胞.同时取 PBMC
进行匹配分析.结果显示,相比 CD组,WD喂养

的模型小鼠的动脉组织和外周血中的CD３＋T细胞

比例增高,但无统计学意义(P＝０．４４７１).CD１１b
表达的髓系细胞差异不明显(P＝０．７４５３).相比之

下,CD１９＋B细胞在 WD组小鼠的动脉组织中的比

例显著减少,其在CD４５阳性免疫细胞中的平均占

比由２３．６３％减少到１１．９０％(P＝０．０４２７,(图３C).

进一步对B细胞亚群分析发现,相比 CD 组,WD
小鼠的动脉组织中 CD８３＋B细胞占整体 B细胞的

比例显著增加,平均值由４．０５％增加到２１．７０％,差

异倍数为５．３６(P＝０．０１０８).结果证实CD８３＋B细

胞在小鼠动脉粥样硬化组织中富集.

　　注:A．ApoE－/－ 小鼠分别喂以 WD和CD１２周,以诱导动脉粥样硬化模型;B．油红O染色评估 WD组和CD组小鼠的主动脉斑块的

形成情况(×１０);C．流式细胞术分析斑块免疫格局以及CD８３＋B细胞比例的变化.n＝３.∗P＜０．０５.

图３　动脉粥样硬化模型中确认CD８３＋B细胞在斑块中升高

２．４　小鼠模型中证实CD８３＋B细胞高分泌衰老相

关炎性因子　接下来,本研究通过流式细胞术分析

了 WD及CD组小鼠动脉组织中的CD８３＋B细胞和

CD８３ＧB细胞的衰老相关炎性因子.与单细胞测序

结果相一致,流式细胞术结果(图４A)显示,CD组

小鼠动脉组织中,CD８３＋B 细胞的含量较少,其

ILＧ６、IFNＧγ、TNFＧα 的 平 均 荧 光 强 度 分 别 是

CD８３－B细胞的１．３５、２．１６、２．８８倍,均有不同程度

的表达上调.而在 WD喂养的模型小鼠中,CD８３＋

B细胞与CD８３－B细胞的炎性因子表达差异更为显

著,ILＧ６、IFNＧγ和 TNFＧα在CD８３＋B细胞中的平

均荧光值分别是 CD８３－ B 细胞的 １．９５ 倍 (P ＝
０．０２０２)、４．２５ 倍 (P ＝０．００３０)和 ４．２０ 倍 (P ＝
０．０１６９).此外,WD组相较于CD组,CD８３＋B细胞

的炎性因子表达也有增高趋势,尤其ILＧ６、IFNＧγ,

WD组相比CD组的差异倍数分别是１．７０和１．２０倍

(图４B).结果表明 CD８３＋B细胞具有较强的衰老

相关炎性因子分泌的能力,而这种能力在动脉粥样

硬化的组织环境中得到进一步提升.
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　　注:A．流式细胞术检测CD和 WD组CD８３＋ B细胞中ILＧ６、IFNＧγ和 TNFＧα的表达水平;B．ILＧ６、IFNＧγ和 TNFＧα平均荧光强度的

统计图.n＝３.∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１.

图４　动脉粥样硬化模型中确认CD８３＋B细胞高表达炎性因子

３　讨论

炎症反应是动脉粥样硬化发生发展的重要驱动

因素,不仅参与疾病初始阶段的病理改变,还在其

进展和并发症的形成中起到决定性作用[９].通过抑

制炎症反应,可能有助于减缓动脉粥样硬化的进

程,甚至改善已有病变[１０].因此,炎症已成为动脉

粥样硬化研究和治疗中的重要靶点.然而,目前导

致动脉组织炎症持续存在的具体原因和机制尚不完

全明确.既往研究主要关注固有免疫细胞在动脉炎

症中的作用,炎症引起的趋化因子促使单核细胞迁

移到血管壁并转化为巨噬细胞,进一步吞噬氧化低

密度脂蛋白(lowＧdensitylipoprotein,LDL)形成泡

沫细胞,并在动脉壁内积聚造成炎症[１１].本研究发

现B细胞亚群CD８３＋B细胞在斑块中富集,并具有

衰老样表型,高分泌炎性因子,提示其可能是介导

斑块炎症的新型细胞群体.

B细胞根据其来源、功能和表型可分为胎肝来

源的B１细胞和骨髓发育的B２细胞[１２].既往研究

显示B细胞对动脉粥样硬化的效应具有亚型特异

性,B１细胞具有保护作用,B２细胞则促进动脉粥

样硬化[１３Ｇ１４].具体来说,B１细胞通过分泌IgM 结

合巨噬细胞上 LDL的氧化特异性表位,阻止其脂

质吸收和炎性因子产生,从而减少泡沫细胞的形成

并限制动脉炎症[１５Ｇ１６].B２细胞则主要通过产生致

病性IgG 来激活 T 细胞,诱导促炎细胞因子如

IFNＧγ产生来促进动脉粥样硬化.在高脂血症小鼠

中,使用CD２０单克隆抗体或B细胞活化因子受体

敲除(BAFFR－/－ )小鼠中的 B细胞可显著减轻动

脉粥样硬化症状[１６Ｇ１７].尽管现有研究发现B２细胞

在动脉粥样硬化中的致病作用,其内部具体是哪些

亚群参与动脉粥样硬化过程仍缺乏清晰认识.本研

究在此基础上,识别出一种在动脉粥样硬化斑块中

富集的CD８３＋B细胞亚群,该亚群不具备B１细胞

的经典标记(CD５、CD１１b和 CD４３),并呈现出典

型的衰老表型及高水平炎性因子表达,可能属于

B２细胞谱系中具有促炎作用的特异亚群.本研究

的研究不仅进一步支持了B２细胞在动脉粥样硬化

中的促炎作用,也揭示了具有衰老表型CD８３＋B细

胞可能是其中关键的致炎效应细胞.该发现有助于

理解B细胞在动脉粥样硬化疾病中的功能异质性,
并为靶向B细胞的治疗策略提供了新的潜在干预
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靶点.
以往研究表明,衰老细胞分泌具有促炎性质的

相关因子,称为衰老相关分泌表型(senescenceＧasＧ
sociatedsecretoryphenotype,SASP)[１８Ｇ２１].炎症被

认为是免疫衰老的标志之一,SASP通过炎症小体

介导的旁分泌效应向邻近细胞扩散,从而形成正反

馈,加剧衰老和炎症[２２].近期一项研究发现了一群

随着年龄增长而增多的CD１１c＋B细胞[２３],被认为

是年龄相关 B细胞(ageＧassociatedBcell,ABC).
该研究在ApoE－/－ 小鼠中观察到,脾脏和骨髓中

CD１１c＋B细胞的数量随年龄增加,并与主动脉斑

块增加正相关.本研究中观察到的这群在动脉粥样

硬化斑块中富集的CD８３＋B细胞亚群,其表型与上

述 ABC有一定相似性,如缺乏 CD２７和IgD的表

达.然而,与文献中描述的在外周淋巴器官中随年

龄扩增的 ABC不同,本研究发现的 CD８３＋B细胞

主要富集于动脉粥样硬化斑块中,仅部分表达

CD１１c,而显著高表达 CD８３及一系列衰老相关基

因.因此,尽管二者具有一定的表型重叠,但并不

完全一致.进一步分析显示,与 CD喂养的小鼠相

比,WD喂养的模型小鼠的动脉粥样硬化组织中

CD８３＋B细胞的炎性因子表达水平较高,这也提示

动脉粥样硬化的组织微环境对 CD８３＋B细胞的衰

老表型和功能具有促进作用.

CD８３是一种细胞表面跨膜糖蛋白,具有典型

的免疫球蛋白样结构域,主要表达在 DC、激活的

T细胞和部分B细胞中[２４].CD８３在调控免疫系统

的激活、成熟和耐受中发挥重要作用,如调控 DC
激活,在黏膜免疫中发挥保护性作用[２５],或作为 T
细胞耗竭前体细胞的标记,调节 T细胞的功能[２６],
基于其在免疫调节中的作用,现有研究提示 CD８３
可能与多种免疫性疾病(如自身免疫性疾病、过敏

性疾病等)相关[２６].在B细胞中,CD８３主要表达在

活化的B细胞表面,介导细胞活化及其抗原特异性

抗体反应[２７].在本研究中,本研究发现 CD８３与B
细胞衰老和动脉炎症相关,这不仅为B细胞衰老和

动脉粥样硬化提供了生物标志物,也为基于B细胞

的动脉炎症防治提供了潜在靶点.但是,目前尚没

有研究显示CD８３如何在炎症环境中被上调,其参

与衰老表型的机制也有待深入研究.
综上,本研究发现了促进斑块炎症的B细胞亚

群CD８３＋B细胞,并通过分析单细胞测序数据揭示

了其衰老表型和炎性因子分泌特点.CD８３＋B细胞

为动脉粥样硬化发病提供新型生物标志物.后续通

过进一步探讨 CD８３＋B细胞是否促进斑块炎症进

展,以及如何在斑块微环境中获得衰老和炎症表

型,将可能为基于B细胞的动脉粥样硬化干预提供

新策略.
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CD８３＋BcellsareenrichedinatheroscleroticplaquesandexhibitasenesＧ
centphenotype
LIU Kai１∗ ,PAN Zihe２∗ ,ZHAO Pengyuan２,XUE Ruilu１, WANG Zhiqiang２,３,LIU Ronghua２

(１．DepartmentofCardiology,JiyuanSecondPeople＇sHospital,Jiyuan４５９０００,China;２．Institutes
ofBiomedicalSciences,FudanUniversity,Shanghai２０００３２,China;３．Children＇sHospitalofFudan
University,Shanghai２０１１０２,China)

Abstract:ThisstudyaimedtoidentifytheBcellphenotypiccharacteristicsinatheroscleroticplaquesandexplorethepotential
relationshipbetweenBcellsandplaqueinflammationprogression．BycomparingtheimmunecellprofilesfromsingleＧcell
sequenicingdataofplaquesandperipheralbloodinatheroscleroticpatients,２ CD８３＋ Bcellclustersenrichedinhuman
atheroscleroticplaqueswereidentified,withincreasedpercentagesof４６．７４％and１９．１８％,respectively．ComparedtootherB
cellsubpopulations,CD８３＋BcellsexpressedhigherlevelsofagingＧrelatedgenesincludingCDKN１A,ILＧ６,TNFＧα,MALAT１,

andGADD４５B,suggestingthattheincreasedCD８３＋Bcellsinplaquesexhibitedasenescentphenotype．Tovalidatethese
findings,ApoEgeneknockout(ApoE－/－ )micewerefedwithWesterndiet(WD)toinduceatherosclerosis．Theproportionof
CD８３＋ BcellsintotalBcellswassignificantlyhigherinthearterialtissuesofWD mice(foldchange＝５．３６,P＝０．０１０８)．
Consistently,inWDmice,theaveragefluorescenceintensitiesofsenescenceＧassociatedinflammatorycytokinesincludingILＧ６,

TNFＧα,andIFNＧγinCD８３＋BcellsweresignificantlyhigherthanthoseoftheCD８３－Bcells,withsignificantfoldchangesof
１．９５(P＝０．０２０２),４．２５ (P＝０．００３０),and４．２０ (P＝０．０１６９),respectively．ThisstudyrevealsthatCD８３＋Bcellsare
enrichedinatheroscleroticplaquesandexhibitasenescenceＧlikephenotype,producinghigherlevelsofsenescenceＧassociated
inflammatoryfactorsthatmaycontributetoarterialinflammation．
Keywords:atherosclerosis;plaques;Bcell;CD８３;inflammatoryfactors
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