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趋化因子配体 5通过诱导巨噬细胞极化
促进主动脉夹层发生
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摘要  目的：探究趋化因子配体 5（CCL5）在主动脉夹层（AD）发生发展中的作用。方法：收集临床健康主动脉

组织（来自临床健康捐献者）及夹层主动脉组织 (来自 AD 患者)进行检测。使用 3 周龄 C57BL/6 小鼠分别喂食含或

不含 0. 25% 氨基丙腈（BAPN）的纯净水 2 周，并继续观察 2 周后，收集主动脉样本进行检测。使用原代细胞提取、

蛋白质免疫印迹、实时荧光定量 PCR、免疫荧光技术探究 CCL5 在 AD 发生中的作用。结果：相较于正常主动脉组

织，CCL5 在 AD 患者及小鼠 AD 模型的主动脉组织中，蛋白及 mRNA 表达上调；免疫荧光证实 CCL5 与 M1 型巨噬

细胞共定位；体外实验证实 CCL5 通过 CCR1 受体促进小鼠骨髓原代巨噬细胞 M1 极化。结论：CCL5 可能通过作

用于 CCR1 受体诱导巨噬细胞向 M1 方向极化从而诱导 AD 的发生。
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Abstract

Objective:: To investigate the role of CCL5 in the development and progression of aortic dissec⁃
tion (AD).  Methods:: The healthy aortic tissues (from clinical health donors) and aortic tissues with 
AD (from patients with AD) were collected clinically for testing.  Three ⁃ week⁃old C57BL/6 mice 
were fed with purified water containing or without 0. 25% aminoacetonitrile (BAPN) for two weeks 
and were observed for two weeks before collecting aortic samples for testing.  The effects of CCL5 on 
the development of AD were explored using primary cell extraction, protein immunoblotting, 
real⁃time fluorescence quantitative PCR, and immunofluorescence.  Results:: Compared with those in 
normal aortic tissues, CCL5 protein and mRNA expression were upregulated in the aortic tissue of 
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AD patients and mouse AD models; Immunofluorescence confirmed co⁃localization of CCL5 with M1 
macrophages; In vitro experiments confirmed that CCL5 promoted M1 polarization of primary mouse 
bone marrow⁃derived macrophages through the CCR1 receptor.  Conclusion:: CCL5 might induce mac⁃
rophage polarization towards the M1 direction, thus inducing the occurrence of AD.
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主动脉夹层（aortic dissection，AD）作为一种侵

袭性血管疾病，死亡率极高［1］。主动脉中层结构的

完整对于主动脉功能的维持至关重要。炎症是 AD
发生的关键因素，AD 的进展中存在大量炎性细胞

如巨噬细胞的浸润，炎性因子的累积导致主动脉中

层与内膜的进行性破坏进而诱导夹层的破裂。炎

性巨噬细胞的转化及浸润可发生在 AD 进展的不同

时期。高血压、退行性病变或某些遗传因素会激活

体内多种调节系统如肾素⁃血管紧张素系统，多种炎

症因子刺激下的巨噬细胞表现出促炎 M1 表型，可

以 分 泌 更 多 的 炎 性 因 子 及 基 质 金 属 蛋 白 酶

（MMPs），导致主动脉内膜损伤，破坏主动脉结构，

乃至 AD 的发生［2⁃5］。趋化因子配体 5（C⁃C motif 
chemokine ligand 5，CCL5）是趋化因子 CC 亚家族

中的一员［6］，其主要表达于炎性巨噬细胞及肿瘤相

关巨噬细胞中，发挥致炎及促肿瘤转移的作用［7 8］。

CCL5 主要通过与细胞膜受体 CCR1、CCR3、CCR5
结合［9］，激活胞内致病信号通路，诱导疾病发生。例

如 CCL5 与 CCR5 的结合可以通过活化 NF⁃κB 通路

介导血管损伤；与 CCR1 的结合通过激活 Erk 通路

介导前列腺癌细胞侵袭［10⁃11］。

CCL5 致炎作用广泛，参与了多种心血管疾病

的发生和进展。据报道［12］CCL5 可被 WWP2 转录

调节，介导高表达 Ly6c 的一组巨噬细胞群的浸润与

侵袭，促进心肌纤维化发生；CCL5 中和抗体的预处

理可以显著减缓心肌梗死后的巨噬细胞浸润及心

功能下降［13］。然而，CCL5 在 AD 中的作用却鲜有

报道，本研究旨在明确 CCL5 与 AD 之间的关系，探

索 CCL5 在 AD 中的调控机制。

1 材料与方法

1. 1　人体组织标本获取   本研究中收集了 2023 年

9 月 20 日—11 月 30 日间 8 例临床来自器官捐献者

的正常主动脉组织及 AD 患者的主动脉组织。器官

捐献者已排除所有可能的心血管相关基础疾病，疾

病主动脉组织取自因夹层撕裂而接受急诊手术患

者，夹层撕裂处组织用于取材及后续鉴定。所有收

集的人体组织均保存于 4% 甲醛或液氮中以进行后

续检测。所有实验流程均遵循《赫尔辛基宣言》进

行，人类心血管组织获取获得了武汉大学中南医院

伦理委员会的批准（批准号：2023187）。

1. 2　 小 鼠 原 代 骨 髓 来 源 巨 噬 细 胞（BMDM）提 取   
在无菌操作台中使用七氟醚麻醉 C57BL/6 小鼠，将

其两侧下肢取出，将双下肢表面肌肉剥离干净后切

掉其两端使骨髓完全暴露。随后使用无菌 PBS
（Biosharp，中国）冲洗骨髓，收集冲洗液并用 40 μm
筛网过滤，随后将所得溶液以 500 g 转速离心 3 min，
弃去上清液后加入红细胞裂解液（Biosharp，中国）

吹 打 混 匀 ，等 待 3 min 后 再 次 进 行 离 心

（500 g，3 min），所得沉淀使用完全培养基（DMEM
高糖培养基（Gibco，美国）+胎牛血清（碧云天，中

国））进行重悬并铺板，在第 1，3，5 天分别更换带有

巨噬细胞集落刺激因子 M⁃CSF（30 ng⋅mL-1，MCE，

美国）的完全培养基以获得 BMDM，第 7 天后细胞

即可用于实验。所有动物实验均获得了武汉大学

中南医院伦理委员会的批准（ZN2022124）。

1. 3　 小 鼠 AD 模 型 的 建 立   选用 3 周龄 C57BL/6
小鼠进行造模。对照组小鼠喂食纯净水，造模组小

鼠喂食掺入 0. 25% 氨基丙腈（BAPN，索莱宝，中

国）的纯净水。水罐均采用锡纸避光处理，每两日

更换一次饮用水，造模时间持续 2 周。最后一次给

药后观察 2 周以确定小鼠死亡率，随后对存活小鼠

进行主动脉取材。

1. 4　小鼠原代骨髓来源巨噬细胞处理方法   ①对

于 CCL5 的细胞干预：使用重组 CCL5 蛋白（recom⁃
binant CCL5，MCE，美国），浓度为 100 ng ⋅ mL-1。

② 对于 M1，M2 型巨噬细胞的诱导：使用脂多糖

（200 ng ⋅ mL-1，MCE，美 国）与 干 扰 素⁃γ（2. 5 ng ⋅
mL-1，MCE，美国）刺激原代巨噬细胞 12 h 以获得

M1 型巨噬细胞；使用白细胞介素 4（IL⁃4，10 ng ⋅
mL-1，MCE，美国）刺激原代巨噬细胞 12 h 以获得

M2 型巨噬细胞。

1. 5　 蛋 白 质 免 疫 印 迹   使用 RIPA 裂解液（碧云

天，中国）消化相关组织及细胞，完全消化后加入

5×loading buffer（碧云天，中国）混匀，在 95 ℃中加
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热 10 min 以获得蛋白样品。根据所需蛋白分子量

选择不同百分比的凝胶进行电泳，将分离完成的凝

胶覆盖上 PVDF 膜（默克，美国）进行转印。随后使

用脱脂牛奶进行封闭，根据所需蛋白分子量裁剪条

带并进行一抗孵育，4 ℃孵育 12 h。随后，将膜与

HRP 缀合的抗小鼠或抗兔 IgG 二级抗体（1∶10 000，
ABclonal，中国）进一步孵育。用化学发光检测试剂

盒（Abbkine，中国）成像蛋白带，并用 ImageJ 软件量

化蛋白带的强度。本研究所用的抗体如下 ：抗

CCL5 抗体（1∶1 000，E9S2K，CST，美国），抗 GAP⁃
DH 抗体（1∶3 000，10494⁃1⁃AP，Proteintech，美国），

抗 INOS 抗体（1∶1 000，ab178945，abcam，美国），抗

ARG1 抗体（1∶1 000，93668，CST，美国），抗 IL⁃1β
抗体（1∶1 000，A16288，Abclonal，中国），抗 MMP2
抗体（1∶1 000，A19080，Abclonal，中国）。

1. 6　免疫荧光实验   用 4% 甲醛固定附着在细胞

载玻片上的处理过的原代巨噬细胞。使用吐温 80
（碧云天，中国）将细胞通透处理，使用溶解有 0. 1%
吐温 20（碧云天，中国）的 2%BSA（碧云天，中国）溶

液封闭 1 h，随后与一抗在 4 ℃下孵育 12 h。PBST
（PBS+0. 4% 吐温⁃80）洗涤后，将载玻片与 Alexa 
Fluor 594 标记或 DyLight 488 标记的抗兔或抗小鼠

二级抗体（1∶200，Abbkine，中国）在室温下孵育 2 h。
随后，用 4，6⁃二氨基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）（Abbkine，
中国）对载玻片进行复染，并应用正置荧光显微镜

（Olympus，日本）和共聚焦显微镜（Leica，德国）捕

获荧光图像。使用 ImageJ 软件进行图像共定位分

析，将图像拆分为红、绿、蓝三通道，将多幅图像变

成图像栈后使用 Plot profile 明确图像共定位情况。

1. 7　 RNA 提 取 与 实 时 荧 光 定 量 PCR  根据试剂

商的方案，使用 TRIzol（Vazyme，中国）从细胞和主

动脉组织中提取总 RNA。使用 HiScript Ⅲ RT Su⁃
perMix（+gDNA wiper）试剂盒（Vazyme，中国）合

成 cDNA，随后在 BIO⁃RAD CF96 系统上使用 2X 
Universal SYBR Green Fast qPCR Mix 试剂盒（Ab⁃
clonal，中国）进行 qRT⁃PCR。所使用的引物序列如

表 1 所示。

1. 8　 统 计 学 分 析   采用 GraphPad prism 8. 0 软件

进行统计分析，正态分布数据，使用 t 检验进行组间

差异分析，P<0. 05 被认为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　CCL5 在人与小鼠 AD 组织中上调   为了验证

CCL5 在 AD 组织中的表达，本研究收集了临床健康

捐献者及 AD 患者的主动脉组织。结果显示，CCL5
的 蛋 白 水 平 在 AD 中 显 著 升 高（图 1A、1B），在

mRNA 水平也出现了类似的结果（图 1C）。随后，

使用 BAPN 构建小鼠 AD 模型并绘制生存曲线（图

1D），结果与人体组织样本一致，夹层组小鼠主动脉

组织在蛋白及 mRNA 水平均出现了 CCL5 的显著

上调（图 1E~1G）。

2. 2　 CCL5 与 M1 型 巨 噬 细 胞 具 有 显 著 共 定 位   
AD 的发生主要取决于大量的炎症浸润及动脉壁的

稳定性降低，其中巨噬细胞的 M1 方向极化和平滑

肌细胞的表型转换起到主要的促进作用。为了确

定 CCL5 在 AD 中的体外作用，本研究对来自人体

的 AD 组织进行了免疫荧光分析。CCL5 与巨噬细

胞（CD68）而不是平滑肌细胞（α⁃SMA）发生显著共

定位（图 2A、2B），表现为 CCL5（红）与 CD68（绿）出

现图像重叠并显示出淡黄色。进一步研究发现

CCL5 与 M1 型巨噬细胞（iNOS）而不是 M2 型巨噬

细胞（ARG1）具有显著共定位（图 2C、2D），CCL5
（红）与 iNOS（绿）表现出明显重叠。

2. 3　 CCL5 介 导 M1 型 巨 噬 细 胞 极 化   为了确定

CCL5 在调控巨噬细胞极化中的作用，本研究分别

使用 LPS+IFN⁃γ 和 IL⁃4 诱导 M1/M2 型巨噬细胞

极化，结果显示 CCL5 在 M1 型巨噬细胞中存在显

著高表达（图 3A）。由于 CCL5 是一种游离于血浆

中的分泌蛋白，本研究使用 CCL5 重组蛋白刺激原

代巨噬细胞，结果显示 CCL5 可诱导巨噬细胞的 M1
方向极化，且 CCL5 重组蛋白的预处理显著减缓了

IL⁃4 诱导的巨噬细胞 M2 极化（图 3B、3C）。炎性巨

噬细胞分泌的炎性因子与基质金属蛋白酶在 AD 的

形成和发展中起到至关重要的作用，CCL5 与其主

要受体的结合可能是介导这一过程的关键因素。

使 用 其 3 种 主 要 受 体 的 拮 抗 剂（BX471⁃CCR1、
SB200726⁃CCR3、 MARAVIROC⁃CCR5） 探 究

表 1　引物序列

GENE
CCL5 FP
CCL5 RP
CCL5 FP
CCL5 RP
INOS FP
INOS RP
ARG1 FP
ARG1 RP

Sequence (5'—3')
TTTCGGGTGACAAAGCTTGC
GCAGTCGTCCACAGGTCAAG
AAGATCTCTGCAGCTGCCCT
GAGCCATATGGTGAGGCAGG
AATCTTGGAGCGAGTTGTGG

CAGGAAGTAGGTGAGGGCTTG
CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG
AGGAGCTGTCATTAGGGACATC

Organism
Human
Human
mouse
mouse
mouse
mouse
mouse
mouse
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CCL5 介导 AD 的下游因素，结果显示，BX471 的预

处理显著减弱了 CCL5 介导的巨噬细胞炎性因子及

基质金属蛋白酶的分泌（图 3D~3F）。综上，CCL5
可能通过与 CCR1 结合诱导巨噬细胞 M1 极化并分

泌相关炎性介质诱导 AD 的发生，针对 CCL5 或其

受体 CCR1 的干扰可能是治疗 AD 的有效手段。

3 讨论

本研究发现 CCL5 在 AD 的发生发展中具有促

进作用。CCL5 在人及小鼠 AD 组织中均出现上调，

并且 CCL5 可能通过与 CCR1 受体结合，诱导巨噬

细胞的 M1 极化，加深主动脉区域的炎症浸润与基

质降解，CCL5 及其受体 CCR1 的拮抗可能是预防

AD 的重要措施。

CCL5 由于其促炎及促细胞迁移的功能，在多

种心血管疾病中均有参与。在 Chagas 心脏病中

CCL5 通过与 CCR1 受体结合介导免疫细胞浸润与

心肌损伤［14］。 CCL5 还与高血压严重程度相关，

CCL5 参与血管紧张素 2（angiotensin 2，AngⅡ）诱导

的巨噬细胞在血管中的聚集，并参与内皮功能障碍

与血管氧化应激的发生［15］。在一项关于肺动脉高

压的研究［16］中，肺动脉高压患者来源平滑肌细胞中

CCL5 显著升高，CCL5 的全身敲除通过恢复 BM ⁃
PR2 信号转导减弱平滑肌细胞的增殖及迁移，从而

逆转肺动脉高压形成。在 AD 的病理过程中，诸如

平滑肌细胞表型转换、巨噬细胞浸润及内皮炎症等

均参与其发病过程。作为 AD 破裂的重要危险因

素，CCL5 在血管内高压中的促进作用使其成为 AD
的潜在危险因素。本研究确认了 CCL5 在 AD 患者

及小鼠模型中上调并可能作为 AD 的致病因素。

M1/M2 型巨噬细胞的比例失调在 AD 的进展

中发挥广泛的促进作用，当前研究认为 M1 型巨噬

细胞起到促炎的破坏作用，M2 型巨噬细胞起到修

复及再生作用。据报道［17］AT1R 可以结合 AngⅡ诱

导 YAP 磷酸化，进而促进 M1 型巨噬细胞极化从而

引发 AD，表明 AngⅡ诱导下的巨噬细胞 M1 极化对

AD 的促进作用。而在 BAPN 诱导的 AD 模型中，

有报道称 NEU1 的巨噬细胞特异性缺失可以有效

地减少主动脉区域的炎症及动脉壁破坏，而这与巨

噬细胞的 M2 极化显著相关［18］。多种趋化因子及其

受体被报道参与巨噬细胞极化进程，如 CCR2 的敲

除通过减少巨噬细胞募集与减少炎症生成来缓解

图 1　CCL5 在人与小鼠 AD 组织中表达情况

A、B. 健康（Control）及 AD 人体主动脉组织的 CCL5 蛋白质免疫印迹结果及统计分析（n=4）；C. 健康（Control）及 AD 人体主动脉

组织 CCL5 的 mRNA 水平差异分析（n=4）；D. 对照组（Saline）与 BAPN 组小鼠主动脉组织解剖图示及生存曲线；E、F. 对照（Saline）及

BAPN 组小鼠主动脉组织的 CCL5 蛋白质免疫印迹结果及统计分析（n=4）；G. 对照（Saline）及 BAPN 组小鼠主动脉组织 CCL5 的

mRNA 水平差异分析（n=4）；P<0.05 代表具有统计学意义

图 2　人体 AD 主动脉组织中 CCL5 与各类细胞标志物的

荧光共定位图

A~D. 人 体 AD 主 动 脉 组 织 中 CCL5 与 CD68、α⁃SMA、

iNOS、ARG1 的荧光共定位照片，图中标尺：50 μm
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第 4 期 袁 铭，等 . 趋化因子配体 5（CCL5）通过诱导巨噬细胞极化促进主动脉夹层发生

肝纤维化［19］。CCL7 可能通过 JAK/STAT 通路的

激活促进巨噬细胞 M1 极化从而诱导腹主动脉瘤形

成［20］。本研究结果表明 CCL5 在 AD 中与 M1 型巨

噬细胞共定位，CCL5 可诱导 M1 型巨噬细胞形成。

趋化因子与其受体的结合是完成其生物功能

的关键步骤，CCL5 受体相关抑制剂因其广泛的抗

炎效果，在多种疾病中均起到保护作用。如 CCR1
受体拮抗剂 BX471 拮抗 CCL6⁃CCR1 轴传导，从而

实现抗气道炎症及嗜酸粒细胞分化［21］。CCR5 受体

拮抗剂因其抑制艾滋病病毒繁殖的能力已被 FDA
批准为临床治疗艾滋病用药［22］。本研究结果证明

CCL5 在促进 AD 发展的过程中主要依靠与 CCR1
结 合 完 成 其 生 物 学 作 用 ，CCR1 的 药 理 学 抑 制

（BX471）减缓了 CCL5 导致的巨噬细胞 M1 极化及

相关炎症介质释放，如果将 BX471 用于体内实验，

我们预计会得到更为确切的结果。

总之，本研究证实 CCL5 是一种在 AD 中高度

表达的趋化因子配体，CCL5⁃CCR1 轴可能在 AD 的

进展中起到重要作用。
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