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摘
!

要#目的
!

探讨二十二碳六烯酸"

\>#

$在体外对人外周血来源树突状细胞"

\0E

$成熟状态及免疫学功能的影响&方法

!

经淋巴细胞分离液"

ĈQBII

$密度梯度离心法分离出单个核细胞!用含
KJa&/0X̂

和
KJZ%/-

培养液诱导
!A

!获得未成熟
\0E

!并

分为
-

组*未成熟组)成熟组)

\>#

组和饱和脂肪酸"

X#

$组&经
\>#

孵育
*-J

!内毒素脂多糖"

%$X

$作用
-<J

!于第
<

天!

1KC

:

JG/aCF(EH

染色观察各组
\0E

形态#流式细胞仪检测表型!逆转录
/

聚合酶链反应"

'@/$0'

$检测
\0E

共刺激分子
0\<,

)

0\<7

及
>%#/\'(')#

的表达#

W%ZX#

检测各组细胞上清液中
Z%/"*

及
@)̂/

!

的含量&结果
!

\>#

组细胞上清液
Z%/"*

和

@)̂/

!

的含量比成熟组低"

"

$

,+,"

$!而
X#

组与成熟组比较差异无统计学意义"

"

&

,+,!

$&

\>#

干预下平均荧光强度呈明显

下调&成熟组
0\<,

)

0\<7

及
>%#/\'(')#

相对表达量比未成熟组高"

"

$

,+,"

$#

\>#

组比成熟组低"

"

$

,+,"

$#而
X#

组与

成熟组相比无差异"

"
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,+,!

$&结论
!

\>#

可下调
\0E

共刺激分子
0\<,

)

0\<7

及
>%#/\'

的表达!降低
Z%/"*

及
@)̂/

!

的释

放!减弱
\0E

的抗原提呈能力!且可抑制
\0E

体外成熟&

关键词#树突细胞#细胞因子类#二十二碳六烯酸类
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树突状细胞$

AF9AKCGCQQFIIE

#

\0E

&被认为是目前发现的机

体内功能最强大的抗原提呈细胞$

H9GC

:

F9

S

KFEF9GC9

:

QFIIE

#

#$0

&)

\0E

能有效地激活*诱导初始
@

细胞#引发机体的免

疫应答或免疫耐受#在免疫耐受和免疫调节中的作用日益受到

广泛关注)近年来#随着移植免疫反应机制研究的逐步深入#

人们发现
\0E

的成熟状态是机体诱导移植排斥反应或诱导移

植耐受的关键环节'

"

(

#通过
\0E

诱导耐受是延长移植物存活

的有效方法)研究发现#

3

/5$_̂ #E

可使大鼠
\0E

的
0\-,

*

0\<,

*

0\<7

及
&>0

&

等表型明显下调#其抗原提呈功能也受

到明显影响'

*

(

)在临床实践中发现#

3

/5$_̂ #E

对类风湿性

关节炎*溃疡性结肠炎等多种自身免疫性疾病具有一定的治疗

作用#可以缓解上述疾病的病程进展'

5/-

(

#提示其可能与自体免

疫反应的抑制有关)本研究在体外以二十二碳六烯酸$

\>#

&

处理
\0E

#观察其对
\0E

细胞形态*免疫表型及细胞因子释放

的影响)

B

!

材料与方法

B+B

!

材料与试剂
!

'$&Z/"7-,

购自
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公司%人淋巴细胞

分离液$

ĈQBII

&购自天津灏洋生物制品科技有限公司%

KJa&/

0X̂

及
KJZ%/-

购自美国
$F

S

KBGFQJ

公司%

\>#

*饱和脂肪酸

$

X#

&及内毒素脂多糖$

%$X

&购自美国
XC

:

(H

公司%逆转录
/

聚

合酶链反应$

'@/$0'

&试剂盒购自
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公司%

W%ZX#

试剂

盒购自上海西唐生物科技有限公司%

1KC

:
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染液购自

南京建成生物科技有限公司%
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*
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年
"
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卷第
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*,,<,*6

&)



表
"

!!

引物序列及扩增产物
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引物 引物序列$
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下游
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0\<7

上游
#@@0aa#0#a@@aa#0 565

下游
@@a0@0a@##0#@0#aa

>%#/\'2"

上游
@@@0@#@00#aa0#a0#@@ "*6

下游
@a@@@00#a0#@0#00#a

人
a#$\>

上游
#@a0@aa0a0@a#a@#0a@0 *75

下游
aa@0#@a#a@00@@00#0a#@#

0\<7

及
>%#/\'

单克隆抗体购自美国
XC

:

(H

公司)

B+C

!

方法

B+C+B

!

\0E

的诱导及培养
!

取健康成人外周血
-,(%

#用肝

素抗凝#淋巴细胞分离液$

ĈQBII

&密度梯度离心法分离出单个

核细胞$

$2&0

&#

\/>H9UVE

液洗涤#用含
",;

胎牛血清
'$&Z/

"7-,

培养液悬浮细胞#接种)放置
56`

*

!;0b

*

孵箱中培养

*J

#吸弃细胞悬液#洗去非贴壁细胞#获得贴壁的单个核细胞)

加入含
",;

胎牛血清
'$&Z/"7-,

完全培养基*

KJa&/0X̂

*

KJZ%/-

使 其 终 浓 度 为!

KJa&/0X̂ !,, _

"

(%

#

KJZ%/-*!,

_

"

(%

)隔日半量换液#诱导
!A

)

B+C+C

!

\0E

的处理和分组
!

将细胞分为
-

组#分别为未成熟

组*成熟组*

\>#

组及
X#

组$饱和脂肪酸对照组&#并行细胞

爬片)分别将
\>#

和
X#

$均以
!,;

乙醇溶解&加入相应组的

培养基中#使其终浓度为
!,

$

(BI

"

%

#未成熟组和成熟组则分

别加入相应剂量的乙醇作为平衡)第
7

天$脂肪酸作用
*-J

后&#除未成熟组外#各组分别加入
%$X",,

$

:

"

%

诱导
\0E

成

熟#第
<

天$

%$X

作用
-<J

后&收集各组细胞进行相关指标的

检测)

B+C+D

!

形态学检测
!

培养第
<

天时在细胞爬片中加入
=!;

乙醇固定
"!(C9

#用磷酸盐缓冲液$

$2X

&洗
*

遍#

1KC

:

JG/aC/

F(EH

染色#显微镜下观察#摄片)

B+C+E

!

W%ZX#

测定
Z%/"*

S

6,

及
@)̂/

!

水平
!

收集各组细胞

培养上清液#每组至少
5

复孔)取出酶标板#依照次序对应分

别加入
!,

$

%

的标准品于空白微孔中%分别标记样品编号#加

入
!,

$

%

样品于空白微孔中%在样品孔中加入
",

$

%

生物素标

记液%在标准品孔和样品孔中加入
!,

"

",,

$

%

酶标记液%

56

`

孵育反应
7,(C9

%在孔板摇床上用洗涤液清洗
!

次#每次静

置
",

"

*,E

%每孔加入底物$显色剂&

#

*

2

液各
!,

$

%

%

56`

下

避光孵育反应
"!(C9

%每孔加入
!,

$

%

终止液终止反应)于酶

标仪上以波长
-!,9(

测定各孔的
b\

值)实验重复
5

次#取
5

次实验的平均值)

B+C+F

!

\0E

表面相关表型的检测
!

将不同时期的
\0E

用

$2X

调至
-8",

! 个"
(%

#加入离心管#每管
*,,

$

%

#加
Ẑ@0

标记的
0\<,

*

0\<7

和
>%#/\'

单抗#

- `

标记
5,(C9

后#

$2X

洗涤#用
7,,

$

%%$2X

重悬细胞待测)

B+C+G

!

'@/$0'

检测
\0E

中
0\<,

*

0\<7

*

>%#/\' (')#

的表达
!

'@/$0'

步骤!$

"

&提取总
')#

#冰上收集细胞加入
"

(%

冰
@')PBI

匀浆#依次经氯仿*异丙醇等抽提总
')#

)$

*

&

'@

反应体系
*,

$

%

#总
')#c

$

%

$

$

"

$

:

&#

')HEFRKFF>

*

b

$

""/c

&
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!8'@2MRRFK-

$

%

#

A)@$&C[GMKF

$
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&

*

$

%

#
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$

%

#

'@/W9JH9QFK,+!

$

%

#
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:

B

$
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&

"<

$

!,

S

(BI

"

$

%

&

"

$

%

#

'FNFK@KH#QF"

$

%

)反应条件!

5,`",(C9

#

-*`5,(C9

#

==`!(C9

#

-`!(C9

)$

5

&

$0'

反应体系
*,

$

%

#

'@

产物
*

$

%

#

')HEFRKFF>

*

b7

$

%

#

*8@H

L

$0'&HEGFK/

(C[",

$

%

#上*下游引物$

",

S

(BI

"

$

%

&各
"

$

%

)反应条件!

=-

`

预变性
*(C9

#

=-`

变性
5,E

#

!<`

退火
5,E

#

6*`

延伸
7,

E

#

5,

个循环#

6*`

后延伸
!(C9

)反应结束后#取
",

$

%$0'

产物与上样
2MRRFK

混匀#与
$0'/&HKUFK

一起#在含
"(

:

"

(%

溴化乙锭的
5;

琼脂糖凝胶中电泳#在紫外透射仪下观察结

果)电泳结果采用凝胶图像分析系统观察并照相#黑马凝胶图

像分析系统分析电泳图像#以目的基因扩增量"内对照$人

a#$\>

&基因扩增量表示所要检测基因的表达量#见表
"

)

B+D

!

统计学处理
!

实验数据以
'j>

表示#应用
X$XX"!+,

软

件对所得数据进行处理)组间差异比较采用单因素方差分析

$

b9F/TH

O

#)Yb#

&#以
"

$

,+,"

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C+B

!

\0E

形态学观察
!

镜检显示#

$2&0

呈圆形#胞体小#黏

附贴壁生长)由
a&/0X̂

*

Z%/-

及
%$X

联合诱导的
\0E

细胞

体积渐渐增大#细胞形态也不断发生变化#由圆形变成梭形*星

形或不规则形#胞浆变得丰富#细胞膜伸出很多不规则突出#并

聚集成簇)培养
<A

的成熟组及
X#

组细胞呈现典型的
\0E

形态#胞体大#不规则#胞膜向外伸出毛刺状或树突状突起#呈

半贴壁生长%

\>#

组则与未成熟组细胞形态类似#见图
"

)

图
"

!!

各组培养后
\0E

经
1KC

:

JG/aCF(EH

染色

光镜观察结果%

8-,,

&

C+C

!

流式细胞仪$

0̂&

&检测
!

诱导第
<

天后#

\0E

经流式细

胞仪检测成熟组
0\<,

*

0\<7

及
>%#/\'

平均荧光强度明显

上调%其余
5

组无显著差异)但是在其成熟过程中给予
\>#

干预后呈明显下调#结果见表
*

)

C+D

!

\>#

对
\0E

分泌细胞因子水平的影响
!

以
$2X

为空

白#以各标准
b\

值及对应浓度制作
Z%/"*

S

6,

及
@)̂/

!

标准

曲线#

Z%/"*

S

6,

回归计算公式为
F3,+,,"*1i,+**

#直线相

关系数$

!

*

&为
,+=6=*

%

@)̂/

!

回归计算公式为
F3,+,,,=1

i,+,=!*

#直线相关系数$

!

*

&为
,+==*-

)

W%ZX#

结果显示#

成熟组与未成熟组相比#

Z%/"*

S

6,

和
@)̂/

!

水平明显提高)

!!
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但是在其成熟过程中给予
\>#

干预#其产生的
Z%/"*

S

6,

和

@)̂/

!

的水平则明显下调#见表
5

*图
*

)

表
*

!!

各组
0\<,

'

0\<7

及
>%#/\'

的平均荧光

!!!

强度%

'j>

$

;

&

项目 未成熟组 成熟组
\>#

组
X#

组

0\<, !*+6j-+5 =6+<j5+6

#

!7+<j-+*

)

!<+7j!+5

0\<7 !!+,j5+- =7+"j"+5

#

7,+!j5+<

)

7*+-j-+6

>%#/\' <,+-j6+7 =<+7j5+7

#

<"+7j-+7

)

6=+<j6+!

!!

#

!

"

$

,+,"

#与未成熟组比较%

)

!

"

$

,+,"

#与成熟组比较)

表
5

!!

各组
Z%/"*

S

6,

和
@)̂/

!

的

!!!

含量%

'j>

$

S:

"

(%

&

项目 未成熟组 成熟组
\>#

组
X#

组

Z%/"*

S

6, "<=+6j"7+5 67<+"j7*+6

#

-"*+7j7*+7

)

6,=+!j-6+<

@)̂/

!

756+7j5<+- *-,!+6j"*!+!

#

"<,6+-j"-,+5

)

*5!5+-j"=-+6

!!

#

!

"

$

,+,"

#与未成熟组比较%

)

!

"

$

,+,"

#与成熟组比较)

!!

#

!

"

$

,+,"

#与未成熟组比较%

)

!

"

$

,+,"

#与成熟组比较)

图
*

!!

各组
Z%/"*

S

6,

及
@)̂/

!

的含量%

S:

"

(%

&

C+E

!

\>#

对
\0E

中
0\<,

*

0\<7

*

>%#/\'(')#

表达的影

响
!

0\<,

*

0\<7

*

>%#/\'

的
$0'

扩增产物分别与各自

a#$\>

的
$0'

扩 增 产 物 相 比#结 果 显 示!

0\<,

$

G 3

"<*+5*-

#

"3,+,,,

&*

0\<7

$

G3",-+7""

#

"3,+,,,

&*

>%#/

\'

$

G3*,!+5"=

#

"3,+,,,

&的
-

个组之间均有显著差异$

"

$

,+,"

&%成熟组与未成熟组相比#有显著差异$

"

$

,+,"

&%

\>#

组
0\<,

*

0\<7

及
>%#/\'(')#

表达与成熟组相比均有所

减低$

"

$

,+,"

&#说明
\>#

可有效抑制
\0E

中
0\<,

*

0\<7

和
>%#/\' (')#

的表达#而
X#

组
0\<,

*

0\<7

和
>%#/

\'(')#

表达与成熟组比较无明显变化$

"

&

,+,!

&#见图
5

)

图
5

!!

\>#

对
\0E

表达
0\<,

'

0\<7

和
>%#/

\'(')#

的影响

D

!

讨
!!

论

\0E

是目前发现的功能最强大的
#$0

#最大的特点是能

显著刺激初始型
@

细胞增殖'

!

(

)而其他
#$0

仅能刺激已活

化的或记忆性
@

细胞#因此#

\0E

是机体免疫反应的始动者#

在免疫应答中具有独特的地位)成熟
\0E

表达高水平的共刺

激分子
0\<,

*

0\<7

#它们与
@

细胞受体
0\*<

结合#传导正性

共刺激信号#以激活初始型
@

细胞并促进细胞因子
Z%/"*

的分

泌'

7

(

)而未成熟
\0E

只有低水平的
&>0

&

类分子表达#同时

缺乏刺激
@

细胞活化必需的辅助分子
0\<,

*

0\<7

等#体外激

发混合淋巴细胞反应极弱#也不能诱导初始
@

细胞活化)随

着免疫抑制治疗的进展#器官移植取得了很大进步#但目前应

用的免疫抑制是以牺牲机体整体免疫功能为代价#且有不良反

应'

6

(

#寻找新型的免疫抑制剂和诱导受者对供者抗原的特异性

耐受是当前移植学急需解决的问题)

\0E

是专职的
#$0

#是众所周知的高效
#$0

#许多研究已

经证实
\0E

在决定耐受和免疫的平衡上起着关键的作用'

<

(

)

3

/5

多不饱和脂肪酸中的
\>#

在体外可以显著抑制
\0E

共

刺激分子
0\<,

*

0\<7

以及表面抗原提呈分子
>%#/\'

的表

达#从而干扰了
\0E

与
@

细胞之间的共刺激作用#使
@

细胞无

法激活)所谓的成熟状态不仅仅是对
\0E

功能的描述#还包

括了它的表型特征)比如#当
\0E

表面高表达
&>0

分子*

0\-,

*

0\<,

*

0\<5

*

0\<7

等时#它就被认为是成熟'

=

(

)这是因

为
\0E

表面的分子与其对
@

细胞活化的能力是密切相关的#

从免疫学的角度来讲#一旦
\0E

表面分子的表达达到了成熟

的+标准,#

\0E

也就进入了成熟的功能状态'

",/""

(

)

\>#

还可以抑制
\0E

细胞释放细胞因子
Z%/"*

和
@)̂/

!

)

Z%/"*

S

6,

是
\0E

成熟过程中分泌的一种标志性的重要细

胞因子#它能够促进
@J,

细胞分化为
@J"

细胞#从而诱导
@J"

细胞介导的免疫反应'

"*/"5

(

)本研究结果显示
\>#

使
\0E

分

泌
Z%/"*

S

6,

的水平降低至接近未成熟
\0E

水平)

@)̂/

!

是

一种全身性炎症反应和免疫反应介质#

\>#

明显抑制
\0E

分

泌
@)̂/

!

#抑制抗原特异性
@

细胞增殖#是
\0E

诱导外周耐受

的一种可能机制'

"-/"!

(

)而
\0E

对
@J"

"

@J*

应答平衡的调节

是决定移植物排斥或耐受的另一重要机制之一'

"7/"6

(

)因此#

可以认为
\>#

从细胞免疫表型的表达和细胞因子的释放
*

个方面抑制了
\0E

对
@

细胞的激活能力)而
X#

在本实验中

并未发现对
\0E

有明显影响'

"<

(

)
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基因真核表达载体的构

建及其在骨髓间充质干细胞中的表达'

d

(

+

重庆医学#

*,",

#

5=

$

"

&!

-/7+

'

!

(

dHNHPB9W>

#

0BIGFK\0

#

XQJTHKPWd

#

FGHI+'HG(HKKBT

EGKB(HIQFIIEHKF(BKFEF9ECGCNFGB

S

IHGC9

:

AF9ECG

O

H9AF[/

S

H9A(BKFKH

S

CAI

O

RKB(EC9

:

IF/QFII/AFKCNFAQBIB9CFEGJH9

JM(H9(HKKBTEGKB(HIQFIIE

'

d

(

+XGF(0FIIE

#

*,,"

#

"=

$

*

&!

*"=/**"+

'

7

(

%C1k

#

&H)

#

b9

:

%%

#

FGHI+2QI/*F9

:

C9FFKFA&X0EC9/

JC?CGFAH

S

B

S

GBECEH9AC(

S

KBNFAJFHKGRM9QGCB9

'

d

(

+XGF(

0FIIE

#

*,,6

#

*!

$

""

&!

*""</*"*,+

'

6

(

>HB%

#

1H9

:

d

#

kBMk

#

FGHI+@KH9E

S

IH9GHGCB9BR2&X0E

F[

S

KFEEC9

:

J$\â/#
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