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抗体芯片分析氯喹对巨噬细胞炎性细胞因子分泌的影响

王艳艳

"成都军区总医院检验科!成都
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摘
!

要"目的
!

利用抗体芯片分析氯喹对小鼠巨噬细胞
=+e$6<4:

经细菌内毒素"

P_T

#刺激后炎性细胞因子分泌的影响$

方法
!

体外培养单核
)

吞噬细胞系
=+e$6<4:

!用生物素分别标记从空白组&

P_T

处理组&氯喹处理组及氯喹加
P_T

处理组细胞

中提取的总蛋白!然后与预先点有
<#

个主要炎症细胞因子的特异性抗体的抗体芯片膜反应!目标蛋白与辣根过氧化物酶"

/=_

#

标记的抗链霉素生物素抗体结合并曝光显示反应信号!最后用激光扫描仪将其转化为图像文件进行分析$结果
!

与
P_T

处理组

比较!氯喹加
P_T

处理组炎症细胞因子的表达呈现低表达$结论
!

氯喹对
P_T

诱导的
=+e$6<4:

细胞炎症因子的分泌具有抑

制作用$

关键词"氯喹%内毒素类%抗体芯片%细胞因子类
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脓毒症是由感染因素介导的全身炎症反应综合征$
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#

T\=T

%#是严重创伤,烧

伤及大手术后患者的常见并发症#进一步发展可导致休克和多

器官功能障碍综合征$
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%#严重威胁患者生命-

3

.

+细菌内毒素$

F2

C

1

C

1F

H

8?,,-?)

@20>

#

P_T

%是革兰阴性菌外膜结构中的主要成分#研究发现#

P_T

可活化单核
)

吞噬细胞系统#诱导大量炎症细胞因子释放#

介导脓毒症的发生-

$

.

+目前#国际上针对
P_T

介导的
T\=T

尚

无有效的防治措施#已成为当前研究的焦点之一+因此#寻找

有效拮抗内毒素的措施具有重要的意义-

")<

.

+氯喹具有抗炎作

用#但具体作用机制尚不明确+本研究以小鼠巨噬细胞系

=+e$6<4:

为研究对象#观察氯喹预处理后
P_T

刺激对

=+e$6<4:

细胞因子分泌的影响#为氯喹在临床上有效防治

T\=T

提供实验依据+

?

!

材料与方法

?4?

!

试剂
!

P_T

$

[!!

!

L!

%#氯喹为美国
T2

I

B?

公司产品#细胞

因子抗体芯片为美国
=?

H

L21

公司产品#

R=\d[PLS+

蛋白质

定量试剂盒购自上海康成生物科技有限公司+

?4@

!

方法

?4@4?

!

细胞培养
!

将小鼠巨噬细胞株
=+e$6<4:

用
6

孔培

养板加入含
3#̂

胎牛血清的
&'.'

培养液#置
":X

#

!̂ S[

$

培养箱中+按实验设计将培养细胞分成
<

组!$

3

%空白组!用

_LT

处理作为空白对照组&$

$

%氯喹组!

$#

%

I

"

BP

氯喹处理&

$

"

%

P_T

处理组!

3##9

I

"

BPP_T

处理&$

<

%氯喹加
P_T

组!

$#

%

I

"

BP

氯喹预处理
3-

#再加
3##9

I

"

BPP_T

共同处理&各组

细胞在不同处理因素下作用
$<-

+

?4@4@

!

样品总蛋白提取与定量
!

R@2M1F

蛋白抽提试剂盒

$

_2>@,>L21A>,-91F1

IH

%抽提待检样品总蛋白#采用
LS+

蛋白

质定量试剂盒#根据厂家提供的操作说明进行总蛋白纯化

定量+

?4@4A

!

细胞因子检测
!

应用
=?

H

L21

小鼠炎性细胞因子抗体

芯片进行检测#主要步骤!$

3

%封闭和孵育将含有
<#

个主要炎

性细胞因子的抗体芯片放入试剂盒提供的反应盒中#在每孔内

加入
3##

%

P3h

封闭液#室温孵育
"#B29

封闭玻片+去除封

闭缓冲液#分别在芯片
'

,

(

,

)

中加入相应的样品
!#

%

I

#在室

温下孵育
3

!

$-

&去除过量的样品溶液#用不同的洗膜液分别

洗玻片共
!

次&将稀释后的生物素标记抗体加入相应孔内#每

孔
!#

%

P

+室温孵育
$-

+重复洗膜
!

次&在每个芯片中加入

!#

%

P

稀释了
3!##

倍的
+F>O?)YF1

%

@!!!

标记的链霉亲和素#

室温孵育
$-

&重复洗
!

次+$

$

%荧光检测!用洗液
#

温和清洗

整张玻片#加入足够的洗液
#

覆盖整张玻片#室温下温和振荡

3#B29

+玻片在空气静置直至完全干燥#使用激光扫描仪

(>9

C

2O<###L

扫描芯片#进行数据分析+

?4@4B

!

标准化和比较
!

将芯片膜上各点测得的原始灰度值除

以芯片中的
6

个阳性对照点平均值#得出标准化后的灰度值#

片间及组间比较#得出表达升高或降低倍数#将比值小于
#4::

或大于
34"

者选中并进行分析+

@

!

结
!!

果

P_T

刺激的
=+e$6<4:

炎症细胞因子抗体芯片检测+

=?

H

L21

小鼠炎性细胞因子抗体芯片膜可以同步检测
<#

个主

要的炎症相关细胞因子#芯片膜上每个细胞因子均有
$

个位点

$表
3

%+空白组与氯喹处理组#炎症细胞因子的分泌无明显变

<3$

重庆医学
$#3$

年
3

月第
<3

卷第
"

期



表
3

!!

芯片膜上细胞因子名称和位置列表

位置
+ L S & . Y ( / \ E b P

3 _[T _[T _[T Z.( Z.( LPS S&"#P .1A?O29 .1A?O29)$ Y?8P2

I

?90 Y@?,A?FW29> (STY

$ _[T _[T _[T Z.( Z.( LPS S&"#P .1A?O29 .1A?O29)$ Y?8P2

I

?90 Y@?,A?FW29> (STY

" (')STY \YZ

*

\P)3

&
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+

\P)$ \P)" \P)< \P)6 \P)5 \P)3# \P)3$

C

<#

C

:#\P)3$

C

:#

< (')STY \YZ

*

\P)3

&

\P)3

+

\P)$ \P)" \P)< \P)6 \P)5 \P)3# \P)3$

C

<#

C

:#\P)3$

C

:#

! \P)3" \P)3: \)R+S bS P>

C

A29 P\c P

H

B

C

-1A?,A29 'S_)3 'STY '\( '\_)3

&

'\_)3

*

6 \P)3" \P)3: \)R+S bS P>

C

A29 P\c P

H

B

C

-1A?,A29 'S_)3 'STY '\( '\_)3

&

'\_)3

*

: =+ZR.T T&Y)3 RS+)" R.Sb R\'_)3 R\'_)$ RZY)

&

8RZY=

"

8RZY=

#

LF?9W LF?9W LF?9W

; =+ZR.T T&Y)3 RS+)" R.Sb R\'_)3 R\'_)$ RZY)

&

8RZY=

"

8RZY=

#

LF?9W LF?9W LF?9W

化#均呈现低表达&

P_T

刺激正常细胞
=+e$6<4:

#细胞上清

中炎症细胞因子呈高表达+应用氯喹处理的细胞#在经
P_T

刺激后炎症介质总体分泌下降+抗体芯片检测结果见图
3

和

表
$

+

图
3

!!

抗体芯片检测结果

表
$

!!

氯喹处理
=+e$6<4:

细胞因子的表达变化

细胞因子
$氯喹加

P_T

%"

P_T

细胞因子
$氯喹加

P_T

%"

P_T

促炎因子
!

8RZY=\ #4!<<3!6

!

\P)3

&

#4<:;$33

!

8RZY=\\ #4!:;!!3

!

\P)3

+

#4$66##"

趋化因子

!

RZY)

&

#4""3$3"

!

=+ZR.T #4:"$"#3

!

Y?8P2

I

?90 #4$;:56!

!

P

H

B

C

-1A?,A29 #4:3:#6$

!

\P)6 #43#$;5:

!

'\( #4!$6:6!

!

\P)3$

C

:# #4!<$!#5

!

.1A?O29 #4<5$:;

!

\P)3: #4"!3!$3

!

'\_)3

*

#4:66$35

!

\YZ)

*

#4:$";:$

!

'S_)3 #4!653"<

!

P>

C

A29 #4<;$<#6

!

\)R+S #4<6$!;5

抗炎因子
!

RS+)" #4"$!!$

!

\P)$ #4<:35;<

!

T&Y)3 #4$5!#!<

!

\P)" #4$#<$#;

!

R.Sb #4$<!!5;

!

\P)< #4<";<3<

!

R\'_)3 #4#"!!"

!

\P)3# #4:#56"5

!

R\'_)$ #4633#<;

!

\P)3" #4"6#3:

A

!

讨
!!

论

抗体芯片是一种检测生物样品中蛋白表达模式的方法#其

具有高通量,平行性,高度特异性等优点-

!)6

.

+因此#在细胞因

子研究领域得到广泛应用+研究表明#

P_T

活化单核
)

吞噬细

胞#通过一系列的细胞内信号转导#引起炎症介质的释放#介导

脓毒症的发生-

:);

.

+氯喹是一种
<)

氨基喹啉类衍生物#非离子

化的氯喹能够自由地出入生物膜#进入内体后即被双质子化不

能跨越膜系统#从而影响内体中的酸性环境#抑制内体的成熟

过程-

5

.

+前期研究显示#氯喹对
P_T

预处理的人外周血单个

核细胞$

-_L'S

%和小鼠
=+e$6<4:

细胞释放
RZY)

&

和
\P)6

的能力具有显著的抑制作用#并且氯喹对致死剂量
P_T

攻击

的小鼠具有显著的保护作用-

3#)3$

.

+本研究显示#正常细胞与

应用氯喹预处理的细胞在未经
P_T

刺激前#各种炎症介质分

泌水平均较低&经
P_T

刺激后#正常细胞炎症介质总体分泌水

平显著上调#而在应用氯喹预处理的细胞经
P_T

刺激后#抗炎

细胞因子
\P)$

,

\P)"

,

\P)<

,

\P)3#

,

\P)3"

等#促炎细胞因子
\P)

3

&

,

\P)3

+

,

RZY)

&

,

\P)6

,

\P)3$

C

:#

,

\P)3:

,

\YZ)

*

等以及趋化因

子
=+ZR.T

,

P

H

B

C

-1A?,A29

,

'\(

,

.1A?O29

,

'\_)3

*

等的分泌

均显 著 下 调+上 述 研 究 结 果 提 示 氯 喹 对
P_T

诱 导 的

=+e$6<4:

细胞炎症因子分泌均具有抑制作用#其机制可能

与其抑制巨噬细胞内体的酸化成熟有关+

R1FF

样受体家族$

R1FF)F2W>@>,>

C

A1@8

#

RP=8

%是单核
)

吞噬

细胞系统识别细菌病原分子的主要模式识别受体#其中
RP=<

是
P_T

的模式识别受体-

3"

.

#进入机体后#与血中内毒素结合蛋

白$

P_T)G29029

IC

@1A>29

#

PL_

%结合#

PL_

将
P_T

转递给受体

S&3<

形成
P_T)S&3<

复合物#并以此复合物形式与细胞膜上

的
RP=<

跨膜受体结合#通过跨膜信号转导#活化单核"巨噬细

胞&此外#

P_T)RP=<

复合物通过网格蛋白依赖的内化途径内

化入胞启动胞内信号转导#活化单核"巨噬细胞-

3<)3!

.

+应用氯

喹后致使内体酸化成熟障碍#使
P_T)RP=<

复合物在内体中

屯积#抑制了
RP=<

的胞内再循环过程#导致
RP=<

的回膜障

碍+由于细胞膜上
RP=<

分布减少#细胞外配体不能与其结合

介导胞膜和胞内的信号转导通路#从而影响巨噬细胞的活化#

但氯喹抑制巨噬细胞活化的具体机制还有待进一步深入研究+
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