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对巨噬细胞的毒性)应用
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细胞)反映该细胞活化的指标
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在蛋白水平

和核酸水平均受到明显抑制"
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的表达在蛋白水平和核酸水平均无显著抑制%结论
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复合物内化

与
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介导巨噬细胞活化密切相关!内化障碍条件下!由
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介导的细胞活化表现为对
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的释放受到显著抑制!而对
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的释放则抑制不显著%
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内毒素是革兰阴性菌细胞壁的主要组分之一#其化学成分
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噬细胞系统识别细菌病原分子的模式识别受体#
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是单
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吞噬细胞系统识别
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的模式识别受体'
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有研究表明#
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诱导细胞活化的信号转导过程的启动环

节$

X'+

与
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的结合%发生在细胞膜上#

X'+

不需进入胞内

即可启动细胞的活化&而进入胞内的
X'+

内化$
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)内化泛指细胞摄取

物质的现象#存在受体介导和非受体介导
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种途径)受体介导

的细胞内化通常是将胞外信号转入胞内#该途径可分为网格蛋
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内化是
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受体介导的网格蛋白依赖性途径的

内化过程'
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)最近的研究认为
X'+

内化与细胞的活化有

关'
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)但
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复合物的内化与细胞活化之间的关系

尚不清楚#因此本实验旨在采用化学抑制剂抑制
X'+$6XZ-

内化#建立内化障碍的小鼠
ZP %̂*-/.

细胞模型#观察
X'+$

6XZ-

复合物的内化障碍是否对巨噬细胞的活化作用有影响#

为深化
X'+

活化单核"巨噬细胞的作用机制提供依据)
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%试剂盒为美国
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公司产品#主要仪器包括!实时
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引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成)小鼠
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%比 色 法 检 测
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对

ZP %̂*-/.

细胞的毒性
!

实验分两组!阴性对照组*

&O!

处

理组#每 组 设
*

复 孔#阴 性 对 照 组 以 培 养 基 代 替 药 物)
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细胞培养在
3*

孔培养板中#每孔
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细胞&培养
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后
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处理组分别加入终浓度为
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*
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的
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#培 养
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&每 孔 中 加 入
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%
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X

#继续培养
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&弃去培养液#加入二甲基亚砜

,)(

"

X

#微量震荡约
,(F@A

#于
-3(AF

处测定各孔吸光度值
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流式细胞仪检测
&O!

对
ZP %̂*-/.

细胞膜表面

6XZ-

表达的影响
!

实验分
-

组!对照组*

X'+

组*

&O!

组*

&O!SX'+

组)

&O!,((

"
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"

X

预先加入
ZP %̂*-/.

细胞

作用
,<

#加入
X'+,((A
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"

FX

作用
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)弃去上清#磷酸盐缓

冲液$
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%漂洗
%

次#收集细胞#加入

藻红蛋白$

>

<

J
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#

'[

%标记的抗
6XZ-

抗体#冰上孵育

1(F@A

#

'Q+

漂洗
%

次#流式细胞仪检测膜表面
6XZ-

受体变

化情况)

?/@/B

!

激光共聚焦显微镜观察
TY6!$X'+

在细胞内的定位
!

预先准备每孔置有
,(FFc,(FF

盖玻片的
%-

孔板#用含

,(0

胎牛血清
O&[&

培养液培养
ZP %̂*-/.

细胞#调整细胞

悬液浓度为
,c,(

) 细胞"
FX

#加于
%-

孔板内#每孔
,FX

#置

1.b !"

%

孵箱培养
-<

后#加入
&O!

#以加入等量生理盐水

为对照#继续培养
,<

后#加入
TY6!$X'+

继续培养
,<

#

'Q+

漂洗
1

次#

-0

多聚甲醛固定
,(F@A

#

'Q+

漂洗
1

次#加
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#
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二
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苯吲哚盐酸$
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#
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'Y

%染核
1F@A

#

'Q+

漂洗
1

次#甘油封片#激光共聚焦显微镜观

察
X'+$6XZ-

的定位)
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[XY+P

检测
6VT$

&

*

YX$*

蛋白的表达
!

用
[XY+P

试

剂盒分别检测
6VT$

&

*

YX$*

水平#操作过程按产品说明书进

行#于酶标仪
-)(AF

波长下测
"O-)(

值#以标准品浓度建立

标准曲线#计算样品中
6VT$

&

蛋白和
YX$*

蛋白的表达量)

?/@/J

!

Z6$'!Z

法检测
6VT$

&

*

YX$*FZVP

的表达
!

取对数

生长期
ZP %̂*-/.

细胞#用
64@N7G

试剂提取各组细胞总

ZVP

#并以总
ZVP

为模板逆转录成
;OVP

&以
;OVP

模板进

行
'!Z

合成#引物序列小鼠
6VT$

&

!上游引物
)M$!P]]66

!6]6!!!666!P!6!P!6$1M

&下游引物
)M$]66!P]

6P]P!P]PP]P]!]6]]6$1M

$

%,.E
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%)小鼠
YX$*

!上

游引物
)M$P!!P!]]!!66!!!6P!66$1M

&下游引物
)M$

!P666!!P!]P666!!!P]P$1M

$

,1%E

>

%)小鼠
%

$C;$
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!上游引物
)M$]]]PPP6!]6]!]6]P!P6!PPP]$

1M

&下游引物
)M$!P6P!!!PP]PP]]PP]]!6]]PP$

1M

$
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反应条件!

3-b

预变性
1F@A

&

3-b ,)?

#

)2b,)?

#

.%b-(?

#共
-(

个循环&

.%b

延伸
)F@A

&再经熔

解曲线分析后#通过
Q@7$ZC8@d)

分析软件进行分析处理#采

用相对定量法#通过
%

$

''

!:法计算
6VT$

&

*

YX$*FZVP

与内参

基因循环阈值$

:<49?<7G8;

J
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#
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%的差值
'

!:

)

?/A
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统计学处理
!

计量资料以
Be,

表示#所有数据应用

+'++,1/(

统计软件进行统计分析#组内比较采用
E

检验)

!

#

(/()

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@/?

!

&O!

对
ZP %̂*-/.

细胞活性的影响
!

&66

实验显示#

)(

*

,((

"

F7G

"

X

的
&O!

对细胞活性的影响与对照组相比#差

异无统计学意义$

!

%

(/()

%&而
%((

"

F7G

"

X

的
&O!

对

ZP %̂*-/.

细胞存在细胞毒性#其
"O

值与对照组相比#差异

有统计学意义$

!

#

(/()

%)因此本组将
&O!

的工作浓度定为

,((

"

F7G

"

X

$图
,

%)

!!

"

!

!

#

(/()

#与阴性对照比较)

图
,
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&O!

对
ZP %̂*-/.

细胞活性的影响$

-5*

%

@/@

!

&O!

对
ZP %̂*-/.

细胞膜表面
6XZ-

表达的影响
!

流

式细胞仪检测结果显示#

ZP %̂*-/.

细胞在未经
X'+

刺激前#

细胞膜上存在一定基础量表达的
6XZ-

受体#阳性率为

2)/,10

#平均荧光强度为
2*/-3

&

ZP %̂*-/.

细胞在
X'+

刺激

后#其膜表面的
6XZ-

荧光强度降低#阳性率仅为
)(/3(0

#平

均荧光强度为
1-/3%

#提示
X'+

与
6XZ-

结合后导致细胞的内

化增强&而在经内化抑制剂
&O!

预处理的
ZP %̂*-/.

细胞中

本组观察到#尽管经过
X'+

刺激#但其细胞膜表面的
6XZ-

受

体的荧光仍较对照组强#阳性率为
33/2.0

#平均荧光强度为

13*/%2

#提示
&O!

有效地抑制了
ZP %̂*-/.

细胞对
X'+$

6XZ-

复合物的内化作用$表
,

%)

表
,

!

流式细胞仪检测
ZP %̂*-/.

细胞膜表面
6XZ-

表达

组别
6XZ-

受体阳性率$

0

% 平均荧光强度

对照组
2)/,1 2*/-3

X'+

组
)(/3( 1-/3%

&O!

组
23/2, 2)/%3

&O!SX'+

组
33/2. 13*/%2

@/A

!

&O!

对
TY6!$X'+

与
'[$6XZ-

内化的影响
!

激光共聚

焦显微镜观察结果显示#未经
TY6!$X'+

刺激的
ZP %̂*-/.

细胞无绿色荧光$图
%P

%&细胞膜及胞浆呈现出红色荧光#提示

细胞表达一定基础量的
6XZ-

&

ZP %̂*-/.

细胞在
TY6!$X'+

刺激
,<

后#绿色荧光与红色荧光主要集中在细胞胞浆内#少

量分布在细胞膜上$图
%Q

%#提示
X'+

与膜表面
6XZ-

结合形

成复合物内化入胞#膜表面
6XZ-

分布减少#膜内
X'+$6XZ-

复合物增加&而经内化抑制剂
&O!

预处理
,<

的
ZP %̂*-/.

细胞与
TY6!$X'+

相互作用#本组观察到绿色荧光与红色荧光

主要分布在细胞膜上$图
%!

%#这与
&O!

作用机制相关!

&O!

能抑制配体
$

受体复合物聚集内化进入网格蛋白包被小窝'

3

(

#

上述数据提示内化抑制剂
&O!

有效地抑制了
ZP %̂*-/.

细

胞对
X'+

诱导的
6XZ-

的内化)

@/B

!

内化障碍
ZP %̂*-/.

细胞模型
6VT$

&

与
YX$*

蛋白的表

达
!

[XY+P

检测不同时点
ZP %̂*-/.

细胞分泌
6VT$

&

的情

况#结果显示
ZP %̂*-/.

细胞在未给予
X'+

刺激时#细胞培养
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期



上清中
6VT$

&

和
YX$*

释放量很低#

X'+,((A

K

"

FX

作用

ZP %̂*-/.

细胞
,%<

#在
-

!

2<6VT$

&

分泌达到峰值#随后逐

渐降低#而
YX$*

分泌量随时间的增加而增加&用内化抑制剂

&O!

作用
,<

后#建立内化障碍的
ZP %̂*-/.

细胞模型#再用

X'+,((A

K

"

FX

作用
,%<

#

6VT$

&

释放量较单纯
X'+

刺激组

略有下降#但差异无统计学意义$

!

%

(/()

%#而
YX$*

释放量较

单纯
X'+

刺激组差异有统计学意义$

!

#

(/()

%)

@/I

!

内化障碍
ZP %̂*-/.

细胞模型
6VT$

&

FZVP

与
YX$*

FZVP

的表达
!

实时
'!Z

定量结果显示#

ZP %̂*-/.

细胞经

X'+

刺激后#

6VT$

&

*

YX$*FZVP

表达水平显著高于对照组&

&O!

预处理
ZP %̂*-/.

细胞#再以
X'+

刺激#其
6VT$

&

FZ$

VP

表达水平较
X'+

组变化不显著$图
1P

%#而
YX$*FZVP

表

达水平较
X'+

组有显著下调$

!

#

(/()

%$图
1Q

%)

图
%

!!

内化抑制剂对
TY6!$X'+

内化的影响

!!

"

!

!

#

(/()

#

""

!

!

#

(/(,

#与
X'+

组比较)

图
1

!!

实时
'!Z

法检测
6VT$

&

'

YX$*FZVP

的表达

A

!

讨
!!

论

脓毒症$

?9

>

?@?

%是感染引起的全身炎症反应综合征#是严

重烧伤*创伤*感染*休克和大手术后等常见的并发症#进一步

发展可导致脓毒性休克*多器官系统功能障碍综合征等#目前

已成为临床危重患者的主要死亡原因之一'

,

(

)

X'+

是脓毒症

的一种重要的致病因子)

X'+

进入机体后主要是通过激活单

核
$

巨噬细胞系统#对
X'+

进行吞噬清除#同时活化的单核
$

巨

噬细胞大量释放
6VT$

&

*

YX$,

*

YX$*

和
YX$,%

等多种前炎症细

胞因子和炎症介质导致对机体的损害)目前临床对脓毒症的

治疗仍然缺乏特效药物'

,($,,

(

)既往大量研究表明#

X'+

诱导

细胞活化的信号转导过程的启动环节$

X'+

与
6XZ-

的结合%

发生在细胞膜上#

X'+

不需进入胞内即可启动细胞的活化#而

X'+

的内化被认为主要与其降解*代谢有关)最近的研究认为

X'+

内化与细胞的活化有关#但
X'+$6XZ-

复合物的内化与

细胞活化之间的关系尚不清楚)因此本实验应用内化抑制剂

建立内化障碍的小鼠
ZP %̂*-/.

细胞模型#观察
X'+$6XZ-

复合物内化障碍对巨噬细胞活化作用的影响)

X'+$6XZ-

复合物的内化是受体介导的网格蛋白依赖性

内化过程)

&O!

是参与网格蛋白依赖的内化途径的网格蛋白

转谷氨酰胺酶活性抑制剂#能抑制配体
$

受体复合物聚集内化

进入网格蛋白包被小窝)本组应用这种内化抑制剂#通过流式

细胞仪检测和激光共聚焦显微镜观察#结果显示#应用
&O!

成功构建了
X'+$6XZ-

复合物内化障碍的小鼠
ZP %̂*-/.

细

胞模型)

X'+

进入机体后#活化单核
$

巨噬细胞系统#诱导大量

炎症细胞因子释放#介导脓毒症的发生'

,%

(

)研究表明#

6VT$

&

*

YX$*

与
X'+

诱导的脓毒症的病程发展密切相关'

,1

(

)因此#

本组选用
6VT$

&

*

YX$*

作为细胞活化的主要检测指标)通过

观察
YX$*

和
6VT$

&

的蛋白水平及
ZVP

水平的变化研究细胞

的活化情况#本组发现一个有趣的现象!内化障碍的小鼠

ZP %̂*-/.

细胞#在
X'+

刺激下#其对
YX$*

的表达及分泌释

放在核酸水平和蛋白水平均受到明显抑制$

!

#

(/()

%#而对

6VT$

&

的表达及分泌释放在核酸水平和蛋白水平却均无显著

抑制)出现此现象的生物学意义何在#尚需进一步研究探讨)

在
6XZ

家族中#

6XZ-

的信号转导存在
%

条通路#即

&

J

O22

依赖与非依赖的信号转导通路'

,-

(

)本组的实验结果

显示#应用内化抑制剂后#

YX$*

的释放被显著抑制#而对
6VT$

&

的释放却无明显的抑制作用)有研究显示#

6VT$

&

的分泌主

要由
&

J

O22

依赖的信号转导通路所介导'

,)

(

#而
YX$*

的分泌途

径仍存在争议)

_C

K

CA

的研究显示#

YX$*

*调节激活正常
6

细胞

表达的分泌因子$

49

K

IGC:98I

>

7AC;:@DC:@7AA74FCG6;9GG9=$

>

49??98CA8?9;49:98

#

ZPV6[+

%的分泌主要与
&

J

O22

非依赖的

信号转导通路有关'

,*

(

)本组研究提示#在
X'+

通过
6XZ-

介导

的两条信号通路当中#可能
&

J

O22

非依赖的信号转导通路与受

体介导的细胞内化作用密切相关)有关
6XZ-

的
&

J

O22

依赖

和非依赖的信号转导通路与受体介导的细胞内化间的研究甚

少#其具体作用机制目前尚不清楚)因此深入研究
X'+$6XZ-

复合物的内化与细胞活化间的关联#对阐明
X'+

活化单核"巨

噬细胞的作用机制具有重要意义)
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