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目的
!

分离(培养
6WSIT

大鼠肝脏肝巨噬细胞"
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$!观察肌醇酶
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盒连接蛋白
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$通路活性改变对

P7+

功能的调控的作用机制%方法
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$采取
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型胶原酶消化肝脏联合非连续梯度离心法分离
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$鉴定后的
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沉默组"
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过表达组"
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义序列过表达对照组"
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转录水
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及
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的蛋白表达水平&"
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$流式细胞术"
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$及激光共聚焦检

测各组
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表型的变化情况&"
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$分离大鼠脾脏淋巴细胞!尼龙毛柱过滤纯化
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观察
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结果显示!

U[;$.+A<X:

组中
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的表达量较对照组显著降低!而在
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发现!
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组中
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的表达明显低于对照组!而
791%0

和

791%)

的表达则显著高于对照组&而在
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组则上述蛋白的表达及磷酸化水平得到显著增强&
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发现抑制
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中
I<W$.U[;$

活性后
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细胞增殖受到明显抑制!凋亡增加!促炎细胞因子分泌减少!抗炎细胞因子分泌增

加"
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$!而上调
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中
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活性后
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细胞增殖则明显增强!凋亡明显减少!促炎细胞因子分泌增加!抗炎细胞因子

分泌减少"

"

$

%&%3

$%结论
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通路活性变化可以转化
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的极性状态!并通过调节
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家族成员表

达!调控
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自分泌细胞因子的组成成分&
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中
I<W$.U[;$

通路活性变化可以影响共培养初始
=

淋巴细胞的增殖分化(凋亡

及相关细胞因子的分泌%
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目前认为#急性排斥反应发生的实质是持续的炎症反应及

炎症因子蓄积浸润)而抗原递呈细胞是诱导炎症反应及炎症

因子趋化的核心因素&

$.1

'

)笔者前期发现#作为肝血窦内的固

有巨噬细胞#也是机体最大的抗原递呈细胞群的肝巨噬细胞

$

L?

4

FFBCDBGG+

#

P7+

%#活化后具有即可促进急性排斥反应#也能

调控下游相关耐受分子表达改变#有利于免疫抑制的双重,性

格-)但其具体机制尚不清楚)尝试增强其下游耐受相关分子

的表达#仅能延缓排斥反应的发生&

'.0

'

)其原因可能与忽略了

P7+

活化后
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"
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极性调节相关)

前期对肌醇酶
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通路活性改变参与了调节
[

淋巴细胞分化*树突状细胞等抗原递呈细胞功能稳态*巨噬细

胞分泌性质等诸多免疫调控环节&

).-

'

)而
P7+

作为机体最大

的巨噬细胞群"
:;7

群#

I<W$.U[;$

通路调控
P7+

的作用#尚

未见相关报道)本课题组认为#

I<W$.U[;$

通路可能在调控

P7+

功能及其自分泌细胞因子中起着关键作用)本研究中#笔

者以大鼠肝脏
P7+

为靶细胞#分别转染
U[;$.+A<X:

及

:!a.U[;$

#观察其功能极性的改变#以及对初始
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淋巴细胞

激活分化的影响#从体外实验的角度初步探讨以
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中
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通路为作用靶点调控细胞免疫的可能机制)
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*

*

=X\.

(

和
I6.$-H<X:

表达水平
!

按
=C#Q"G

试剂盒

说明书提取
P7+

及肝脏总组织
<X:

#

U[;$

上游引物!

3Y.:=7

Z=7Z:777ZZZ:7=:7:Z Z:77:: =:.'Y

#下游引

物!

3Y.Z7Z 7:: Z7= =:= Z=Z :=Z Z=7 :ZZ Z::

:ZZ.'Y

(

I6.)

上游引物!

3Y.:Z:=::7::Z:::Z:7::

:Z77:Z :Z= 7.'Y

#下游引物!

3Y.Z7: ==Z Z:: :==

ZZZZ=:ZZ::Z.'Y

(

I\X.

*

上游引物!

3Y.:=Z::7Z7=

:7:7:7=Z7:=7.'Y

#下游引物!

3Y.=:ZZ7===7::=

Z:7=Z=.'Y

(

=X\.

(

上游引物!

3Y.=7= :7= Z:: 7==

7ZZZZ=Z:=7Z.'Y

#下游引物!

3Y.7Z= ZZZ7=: 7:Z

Z7==Z= :.'Y

(

I6.$-

上游引物!

3Y.7=7 ::7 7Z= =77

:7Z=7:777.'Y

#下游引物!

3Y.77:Z7===777=77Z

7:=.'Y

(利用
TV[

<

;CBH#JWJ=8

R"

试剂盒测定
<X:

的逆

转录的表达情况)

<=.;7<

结果采取
1

.

##

7>法分析表达基因

的表达差异#

++

7>e

$

7>

目的基因
^7>

管家基因%实验组
^

$

7>

目的基因
^7>

管家基因%对照组)以上实验均重复
'

次)

=&>&@

!

蛋白免疫印迹法$

SB+>BC,NG">

%检测各组
P7+

中

U[;$

*

f:P

*

T=:=

的蛋白表达
!

按照总蛋白提取试剂盒说明

书提取
P7T

和移植肝脏总蛋白进行含量测定#常规行
SB+>BC,

NG">

测定#一抗浓度稀释成
$h1%%

(二抗浓度稀释成
$h1%%%

显影后
[#"<8!

系统捕获图片#

i?8,>#>

@

],B

分析)以上实验

均重复
'

次)

=&>&C

!

流式细胞术检测
P7+

表型分子表达
!

将转染后
0/A

各组
P7+

分为
6;T

处理及对照两个亚组#加入不同荧光素标

记的兔抗大鼠
257.

"

*

791%)

*

791%0

*

790%

和单克隆抗体

避光孵育
1A

)打开机器及氩离子光源#预热#机器自动初始

化)用标准荧光微球校准#荧光信号的变异系数设置小于

'c

)孵育相应二抗#磷酸盐缓冲液$

;[T

%洗
$

次#

$A

内上机

检测#每个亚组取
$g$%

0 个细胞#

\G"Kf"

分析结果)以上实

验均重复
'

次)

=&>&D

!

=

淋巴细胞共培养及功能检测
!

取经卵清蛋白

$

]a:

%皮下免疫
1

次的
6BK#+

鼠脾组织制作脾细胞悬液#经

梯度离心法获混合淋巴细胞悬液#用尼龙毛柱$

S8L"

%过滤纯

化)培养液中加入终浓度为
$%%

#

H"G

"

6

的
[C!?

工作液)将

3g$%

3 个
=

细胞按
3h$

比例与上述各转染的
P7+

在
)

孔培

养板中进行混合培养
-1A

#按照
[C!?

试剂说明书进行处理#用

IH8

M

B.;C";G?+)&%

软件选取相同的红光作为判断所有照片阳

性的统一标准#阳性率
e

阳性细胞数"核数量)将
3g$%

3 个
=

细胞按
3h$

配置与上述各组
P7+

在
()

孔板中混合培养
-1A

#

每孔加入
$

#

M

"

H6]a:'1'.''(

#刺激后收集细胞液#离心后加

入
:,,BJ#,a.\I=7

及
;I

#上机#激发波长为
0//,H

$绿光%和

)'%,H

$红光%#检测凋亡)以上实验均重复
'

次)

=&>&M

!

W6IT:

检测
!

取各组共培养上清液#按
W6IT:

试剂盒

标准步骤操作#检测各组中
I\X.

*

*

=X\.

(

*

I6.)

及
I6.$-

的表

达差异)以上实验均重复
'

次)

=&?

!

统计学处理
!

采用
T;TT1%&%

统计软件对所有数据进行正

态性检验#正态分布的计量资料用
BdC

表示#非正态分布数据用

中位数表示)对正态分布计量资料采用参数检验#非正态分布数

据采取秩和检验或
!

1检验)以
"

$

%&%3

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

各组
P7+

中
U[;$

转录*表达的变化
!

转染
0/A

后#荧

光显微镜下可见绿色荧光蛋白大量表达)其转染效率约为

/-c

$图
$:

%)

<=.;7<

提示!

U[;$.+A<X:

组*

7>CG.+A<X:

组*

:!a.U[;$

组及
7>CG.:!a

组中
U[;$H<X:

相对表达量

分别为
%&3/d%&%-

*

/&/$d$&1/

*

0/&)3d3&/1

和
$%&'$d$&-0

$图
$[

%)

U[;$.+A<X:

组中
U[;$

的转录水平较其余
'

组明

显受到抑制$

"

$

%&%3

%#提示
U[;$.+A<X:

质粒有效抑制
P7+

中
U[;$

正常生理量的表达水平(而在
:!a.U[;$

组中#

U[;$

H<X:

的转录活性较其余
'

组则明显上调$

"

$

%&%3

%)

SB+>.

BC,NG">

检测各组
P7+

中
U[;$

蛋白表达水平#其结果显示!

U[;$.+A<X:

组*

7>CG.+A<X:

组*

:!a.U[;$

组及
7>CG.:!a

组中
U[;$

的蛋白相对表达水平分别为
%&$0d%&%0

*

%&0(d

%&%$

*

%&/0d%&%1

*

%&3'd%&%-

)

SB+>BC,NG">

结果$图
$7

%与

3$'1

重庆医学
1%$)

年
)

月第
03

卷第
$-

期



<=.;7<

的趋势相一致)

>&>

!

I<W$.U[;$

通路对
P7+

极性的影响

>&>&=

!

I<W$.U[;$

通路活性对
P7+

表型分子的影响
!

257.

"

*

790%

*

79/)

等功能分子是决定
P7+

抗原呈递细胞

呈递功能#以及活化初始
=

细胞功能的关键因子#其高表达提

示
P7+

呈
2$

型极化)而
791%0

及
791%)

则是
21

型
P7+

的表面特异性标志物)

\72

显示!

U[;$.+A<X:

组中
257.

"

$

1/&3)d$&'0

%

c

*

790%

$

'$&-3d3&/-

%

c

和
79/)

$

$/&10d

1&)'

%

c

较
7>CG.+A<X:

组
257.

"

$

)/&-0d$1&3)

%

c

*

790%

$

-1&)%d$1&03

%

c

和
79/)

$

3-&-)d(&-0

%

c

明显下调$

"

$

%&%3

%)在
:!a.U[;$

组 中#

257.

"

$

/(&0)d1$&0'

%

c

*

790%

$

-1&)%d$3&-0

%

c

及
79/)

$

/)&$-d10&1/

%

c

'的表达水

平与
7>CG.:!a

组$

)%&'(d$/&-'

%

c

*$

0(&10d$/&03

%

c

和

$

3(&$'d$3&)-

%

c

相比则显著增加$

"

$

%&%3

%)但是
791%0

及
791%)

分子在各组中的表达水平则呈相反趋势#

791%0

和

791%)

在
U[;$.+A<X:

组 的 表 达 水 平 分 别 为 $

0-&11d

(&/0

%

c

和 $

03&)-d$$&'-

%

c

#较
:!a.U[;$

中
791%0

$

$1&30d'&0$

%

c

和
791%)

$

$1&'$d'&'0

%

c

的明显上升$

"

$

%&%3

%#见图
1:

)

>&>&>

!

I<W$.U[;$

通路对
P7+

自分泌细胞因子的影响
!

<=.;7<

检测上清液中促炎细胞因子
I6.)

*

I\X.

*

*

=X\.

(

*

I6.

$-

转录调控变化)

;7<

结果$图
1[

%(

U[;$.+A<X:

组与
7>CG.

+A<X:

组比较#

I6.)

*

I\X.

*

*

=X\.

(

*

I6.$-

的
H<X:

表达量均

受到明显的抑制$

"

$

%&%3

%(而
:!a.U[;$

组与
7>CG.+A<X:

组

比较#这类促炎细胞因子的表达量则明显上调$

"

$

%&%3

%)

>&?

!

I<W.$.U[;$

通路经由
f:P.T=:=

通路影响
P7+

细胞

因子分泌改变
!

结果显示#抑制
I<W$.U[;$

通路的活性#

f:P

家族中
f:P$

与
f:P1

$图
':

%和
T=:=

家族成员中
T=:=$

及
T=:='

$图
'[

%自身蛋白表达及其磷酸化水平均受到抑制

$

"

$

%&%3

%)而促进
I<W$.U[;$

通路的表达或传导#

f:P

家

族及
T=:=

家族上述成员的蛋白表达量及其磷酸化水平均得

到显著提升$

"

$

%&%3

%)

SB+>BC,NG">

结果提示#

I<W$.U[;$

调控
P7+

自分泌细胞因子成分改变很有可能是通过
f:P.

T=:=

通路而实施的)但有待进一步的验证)

!!

:

!转染后
0/AP7+

内绿色荧光蛋白表达(

[

!

<=.;7<

检测转染后
0/A

各组
P7+

中
U[;$

的基因转录水平(

7

!

SB+>BC,NG">

检测
P7+

中

U[;$

蛋白的表达)

图
$

!!

转染后各组
P7+

中
U[;$

转录(表达的变化

!!

:

!各组
P7+

表型分子改变柱状图分析(

[

!各组
P7+

分泌细胞因

子
H<X:

的表达水平)

图
1

!!

I<W$.U[;$

通路对
P7+

极性的影响

>&@

!

P7+

中
I<W$.U[;$

通路活性对活化
=

细胞的影响

>&@&=

!

I<W$.U[;$

通路活性对活化
=

细胞增殖的影响
!

[C!?

掺入法检测共培养
=

淋巴细胞增殖结果显示#

U[;$.+A<.

X:

组中#标记了红光的阳性率为$

$0&)(d1&'$

%

c

#较
7>CG.

+A<X:

组的$

1$&'1d3&0$

%

c

#

=

淋巴细胞分裂增殖的能力明

显受到抑制$

"

$

%&%3

%)而在
:!a.U[;$

组中#

:!a.U[;$

组

$

0%&/%d-&30

%

c

较
7>CG.:!a

组$

11&%'d0&-)

%

c

#

=

淋巴细

胞分裂增殖的能力得到明显加强$

"

$

%&%3

%#见图
0:

)

>&@&>

!

I<W$.U[;$

通路活性对活化
=

细胞凋亡的影响
!

采

取
:,,BJ#,a.\I=7

"

;I

法检测
=

淋巴细胞凋亡情况发现!

=

淋巴细胞在
U[;$.+A<X:

组$

01&$-d/&-0

%

c

凋亡明显高于

7>CG.+A<X:

组$

1'&-0d0&$)

%

c

#而在
:!a.U[;$

组$

$%&(3d

'&-(

%

c

凋亡明显低于
7>CG.:!a

$

1$&/-d'&-1

%

c

#差异有统

计学意义$

"

$

%&%3

%#见图
0[

)

!!

:

!

I<W$.U[;$

对
f:P$

和
f:P1

蛋白表达及磷酸化水平的调控#

[

!

I<W$.U[;$

对
T=:=$

和
T=:='

蛋白表达及磷酸化水平的调控)

"

!

"

$

%&%3

#与
7>CG.+A<X:

组比较(

&

!

"

$

%&%3

#与
7>CG.:!a

组比较)

图
'

!!

I<W.$.U[;$

通路对
f:P.T=:=

通路的调节

)$'1

重庆医学
1%$)

年
)

月第
03

卷第
$-

期



>&@&?

!

P7+

中
I<W$.U[;$

通路对活化
=

细胞分泌细胞因子

的影响
!

共培养上清液
W6IT:

检测结果显示#

I\X.

*

*

=X\.

(

*

I6.)

*

I6.$-

在
U[;$.+A<X:

组中#与
7>CG.+A<X:

组比较#其

分泌均受到不同程度的抑制(而在
:!a.U[;$

组#与
7>CG.:!a

比较#上述
0

种细胞因子的分泌显著增高$

"

$

%&%3

%)但
I6.

$%

在
U[;$.+A<X:

组中的水平却明显高于其在
7>CG.+A<X:

组中的表达#而
:!a.U[;$

组与
7>CG.:!a

组比较#则
I6.$%

分

泌明显减少$

"

$

%&%3

%#见图
3

)

!!

:

!各组
P7+

对
=

淋巴细胞增殖的影响(

[

!各组
P7+

对
=

淋巴细胞凋亡的影响(

"

!

"

$

%&%3

#与
7>CG.+A<X:

组比较#

&

!

"

$

%&%3

#与
7>CG.:!a

组比较)

图
0

!!

P7+

中
I<W$.U[;$

对初始
=

淋巴细胞的影响

!!

"

!

"

$

%&%3

#与
7>CG.+A<X:

组比较(

&

!

"

$

%&%3

与
7>CG.:!a

组比较)

图
3

!!

各组
P7+

对
=

淋巴细胞分泌细胞因子改变的影响

?

!

讨
!!

论

目前主流观点认为#

:;7+

的功能和
=

细胞激活分化在

:D<

中占据关键的位置#对两者的特异性调控#可影响移植耐

受或排斥免疫反应&

/

'

)

P7+

通过模式识别受体$

;<<+

%识别外

来抗原#再经由
=6<0

等途径#进行信号传导#发生极化)

2$

型
P7+

主要由
I\X.

*

及
6;T

等因素诱导极化#可大量分泌促

炎细胞因子*促进
=A$

"

=A$-

类反应#具备很强的抗原呈递功

能)其表面标志物包括
I6.$1

*

257.

"

*

79)/

*

X]T1

*

I6.$%

等)

21

型
P7+

与
=A1

型免疫反应关系密切#极化的
21

型

P7+

表 型 为
I6.$1

*

257.

"

*

I6.$%

*

791%0

*

791%)

*

I6.

$!BD"

@

<

&

(.$%

'

)

本实验中#通过抑制或上调
I<W$.U[;$

的活性及传导#发

现降低
P7+

中
I<W$.U[;$

通路活性#能有效抑制经
6;T

活化

的
P7+

表面
257.

"

的表达水平#与文献报道结果一致&

$$

'

)

此外#抑制这一通路的活性#也削弱共刺激分子
790%

及
79)/

的表达)但
P7+

表面
21

型标志物
791%0

及
791%)

的表达

水平则明显上升#使得
P7+

表型改变为
257.

"

*

79)/

*

791%0

*

791%)

#更符合
21

型
P7+

的表型特征)在上调这一

通路活性时#则
257.II

*

790%

同
79/)

的表达水平得到明显

的增强#而
791%0

及
791%)

的表达则明显受限)

P7+

表型呈

257.

"

*

79)/

*

791%0

*

791%)

#与
2$

型表型相近)此外笔者

还测定了不同
I<W$.U[;$

活性对
P7+

自身分泌促炎因子的

基因及蛋白的转录水平#发现抑制
I<W$.U[;$

通路的活性#

P7+

自分泌
I6.)

*

I\X.

*

*

=X\.

(

和
I6.$-

减少#而上调这一通

路的活性#则明显促进这类促炎因子的表达)而这一改变可能

是通过对
f:P$

*

f:P1

及
T=:=$

和
T=:='

的蛋白及磷酸化

水平的调控而实现的)但本研究未能确认
I<W$.U[;$

主要调

控
f:P.T=:=

中的哪一条通路#这几者间的关系还有待更深

入的研究)以上结果证实#

I<W$.U[;$

的活性改变可以诱导

P7+

的极性变化)为进一步确认
I<W$.U[;$

通路诱导的
P7+

极性变化所产生的生物学效应改变#笔者将
0

组
P7+

分别与

-$'1

重庆医学
1%$)

年
)
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=

淋巴细胞进行了共培养#发现抑制
P7+

中
I<W$.U[;$

通

路#

=

淋巴细胞活化增殖能力被削弱#凋亡水平明显上升#且促

炎细胞因子分泌受抑制#抑炎因子分泌上调)提示
P7+

提呈

抗原激活
=

细胞的能力明显减弱#表现出类似于
21

型
P7+

的生物学效应)而上调该通路#则表现出类似于
2$

型
P7+

的生物学效应)

综上所述#抑制
P7+

中
I<W$.U[;$

通路的活性#可以诱

导
2$

样极化的
P7+

呈
21

样转化#并表现出对炎症反应的负

性调控效用)为进一步明确
P7+

中
I<W$.U[;$

通路在炎症

反应亦或肝移植术后急性排斥反应中的作用积累一定的理论
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和
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蛋白表达降

低#细胞凋亡增加)
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作为细胞内参与基因转录的蛋白#可

协同其他信号通路共同发挥作用#深入探索缺氧和
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的相

互关系可对缺氧性妊娠期疾病的病因*发病机制及预测*治疗

提供新思路)
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