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　　摘　要：目的　探讨色素上皮衍生因子（ＰＥＤＦ）对小鼠骨髓源性树突细胞（ＢＭＤＣｓ）表型及其免疫功能的影响。方法　从小

鼠骨髓中分离单个核细胞（ＭＮＣ），用小鼠重组粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｒｍＧＭＣＳＦ）、小鼠重组白细胞介素４（ｒｍＩＬ４）培养

５ｄ后将其分为５组，实验组分别加入５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬＰＥＤＦ，阳性对照中加１μｇ／ｍＬ脂多糖（ＬＰＳ），阴性对照中加等量的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（对照组），继续培养３ｄ。流式细胞术（ＦＣＭ）分析ＤＣｓ表面ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０、ＣＤ８６表达情况，混合淋巴细胞反应

（ＭＬＲ）检测ＢＭＤＣｓ对Ｔ细胞的刺激能力，ＥＬＩＳＡ法检测其培养上清液中ＩＬ１２水平。结果　ＰＥＤＦ处理后的ＢＭＤＣｓ明显上调

了ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达，并能明显增强 Ｔ细胞的活性，促进其分泌ＩＬ１２。结论　ＰＥＤＦ可明显上调体外培养的小鼠

ＢＭＤＣｓ免疫标记分子的表达，并增强其免疫活性。
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　　色素上皮衍生因子（ｐｉｇｍｅｎｔａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ，

ＰＥＤＦ）是一种肿瘤发生时表达异常的肿瘤相关分子，属丝氨酸

蛋白酶抑制因子超基因家族成员，在成人正常组织中（脑、肝、

骨、眼、卵巢等）广泛存在，具有抑制新生血管的生成，营养和保

护神经以及抗肿瘤的作用［１］。既往研究表明，ＰＥＤＦ可以通过

抑制血管生成或促进肿瘤细胞凋亡而抑制多种肿瘤的生

长［２５］，同时，也能够活化巨噬细胞，并可能通过抑制肿瘤的增

殖、促进巨噬细胞募集、上调白细胞介素（ＩＬ）１０的合成等，从

而发挥抗肿瘤和免疫调节作用［６８］。

树突细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｅｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）是目前发现的机体内最重

要、功能最强的抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）。

作为机体初始免疫应答的始动开关，ＤＣｓ最大的特点是体内惟

一能够直接激活初始Ｔ细胞进行增殖，从而启动免疫应答的

中心环节，决定着免疫应答的方向，而巨噬细胞仅能刺激活化

Ｔ细胞或记忆性Ｔ细胞，说明由ＤＣｓ激活的细胞免疫应答可

能在机体抗肿瘤免疫中发挥着较巨噬细胞更加关键的作用。

而且，在细胞来源方面，ＤＣｓ与巨噬细胞具有相同的前体。既

往研究发现，ＰＥＤＦ在宫颈癌巢中的表达下降
［５］，同时宫颈癌

巢中的ＤＣｓ不成熟
［９］。故ＰＥＤＦ可能与二者之间均具有相互

作用，但目前对于ＰＥＤＦ与ＤＣｓ之间关系的研究涉足不够，因

此，本研究旨在探讨ＰＥＤＦ是否可以通过对ＤＣｓ免疫活性的

影响发挥抗肿瘤的免疫作用。

１　材料与方法

１．１　材料　实验小鼠：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、ＢＡＬＢ／ｃ小鼠各２０只，

鼠龄６～８周，体质量１８～２０ｇ，均购自第三军医大学大坪医院

野战外科研究所实验动物中心。主要实验试剂：小鼠重组粒细

胞巨噬细胞集落刺激因子（ｒｍＧＭＣＳＦ）、小鼠重组白细胞介

素４（ｒｍＩＬ４）（ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ，美国），单克隆抗体ＰＥＣＤ１１ｃ、

ＰＥＣＤ８０、ＰＥＣＤ８６及ＰＥ同型对照抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，美国），

ｍｏｕｓｅＩＬ１２ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＢＤ公司，美国），丝裂霉素，ＣＣＫ８

试剂（Ｓｉｇｍａ，美国），ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）（Ｈｙｃ

ｎｏｎｅ，美国），红细胞裂解液（１３９．６０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ、１６．９６

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节ｐＨ为７．１２）由本实验室配

制；ＲＰＭＩ１６４０完全培养基：以ＲＰＭＩ１６４０培养基为基础，加入
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　　Ａ：ＬＰＳ组；Ｂ：ＰＥＤＦ５０组；Ｃ：ＰＥＤＦ１００组；Ｄ：ＰＥＤＦ２００组。

图１　　ＬＰＳ组和各实验组３ｄ后相差显微镜下ＢＭＤＣｓ形态（×２００）

１０％的ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素。

１．２　方法

１．２．１　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨髓源 ＤＣｓ（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＤＣｓ，ＢＭ

ＤＣｓ）培养及分组　无菌状态下分离Ｃ５７ＢＬ／６小鼠股骨和胫

骨，ＲＰＭＩ１６４０培养基冲出骨髓细胞，离心，弃去上清液，用红

细胞裂解液溶解红细胞，加ＲＰＭＩ１６４０培养基洗两遍，然后用

含２０ｎｇ／ｍＬ的ｒｍＧＭＣＳＦ、２０ｎｇ／ｍＬ的ｒｍＩＬ４的完全培养

基悬浮细胞，利用细胞技术板调整细胞密度至２．５×１０５ 个／

孔，置于２４孔板中，于３７℃５％的ＣＯ２ 中孵育，隔天全量换

液，培养第５天时，将细胞分为５组，即实验组分别加入５０、

１００、２００ｎｇ／ｍＬＰＥＤＦ（分别为 ＰＥＤＦ５０ 组、ＰＥＤＦ１００ 组、

ＰＥＤＦ２００组），阳性对照组中加１μｇ／ｍＬ脂多糖（ＬＰＳ）（ＬＰＳ

组），阴性对照加等量的ＲＰＭＩ１６４０培养基（对照组），培养至第

８天。

１．２．２　ＢＭＤＣｓ形态学观察　显微镜下观察细胞的形态变化。

１．２．３　流式细胞术（ＦＣＭ）检测　ＦＣＭ 检测细胞 ＣＤ１１ｃ、

ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达，取第８天培养的细胞１～２×１０６ 个／ｍＬ，

进行ＦＣＭ分析。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测培养上清液中ＩＬ１２的表达　培养第８

天，取培养细胞上清液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，用

ｍｏｕｓｅＩＬ１２试剂盒测定各组ＩＬ１２的表达，按照试剂盒中说明

书操作。根据标准品浓度制定标准曲线，得到方程式：

犢＝０．２６２１＋０．００２９９２４犡。　　　　　　　　　　（１）

１．２．５　混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）　细胞培养第８天，各取

１×１０６ 个／ｍＬＢＭＤＣｓ细胞悬液作为刺激细胞（经丝裂霉素Ｃ

处理），同时无菌取 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾脏淋巴细胞 １×１０７

个／ｍＬ，于９６孔板每孔加入反应细胞和刺激细胞各１００μＬ，并

设反应细胞自身对照。培养９６ｈ后每孔加入２０μＬＣＣＫ８试

剂，继续培养４ｈ，培养结束后用酶标仪读取４５０ｎｍ时的光密

度（犗犇）值，并计算刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｉｎｄｅｘ，ＳＩ），其公式：

ＳＩ＝实验组犗犇４５０／对照组犗犇４５０。　　　　　　　　（２）

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较进行单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态学改变　光学显微镜下可见，细胞培养至第５

天为未成熟ＢＭＤＣｓ，细胞疏松贴壁生长，呈团状，细胞表面有

少许突起，形态上体积较小。培养第５天各组ＢＭＤＣｓ加入相

应刺激因子继续培养３ｄ后，ＬＰＳ组和各实验组细胞生长旺

盛，树突样突起明显增多增长，长短不一，呈簇状生长，为比较

典型形态的成熟ＤＣ的特征，各组之间无明显差别，见图１。

２．２　ＰＥＤＦ处理后对ＢＭＤＣｓ免疫标记分子表达的影响　不

同浓度的ＰＥＤＦ处理ＢＭＤＣｓ后，ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达

均增加，与对照组比较，ＬＰＳ组和 ＰＥＤＦ各浓度组 ＣＤ１１ｃ、

ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达明显上升，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

但是 ＬＰＳ组与 ＰＥＤＦ各浓度组比较，ＢＭＤＣｓ表面 ＣＤ１１ｃ、

ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　各组ＢＭＤＣｓ免疫标记分子表达比较（狓±狊，％）

组别 ＣＤ１１ｃ ＣＤ８０ ＣＤ８６

对照组 ５４．６０±１５．１３ ５２．４７±６．１８ ４９．６３±５．９５

ＬＰＳ组 ８９．７０±３．８２ａ ９２．７３±４．６８ａ ７７．３０±５．０７ａ

ＰＥＤＦ２００组 ９２．５３±３．１３ａ ９３．３０±３．２２ａ ７９．１３±６．１０ａ

ＰＥＤＦ１００组 ８７．４３±７．９８ａ ９４．１０±２．７６ａ ７８．２７±１．９９ａ

ＰＥＤＦ５０组 ９２．８０±３．８１ａ ９２．７７±３．５０ａ ７７．５３±２．９４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　 不 同 处 理 组 ＩＬ１２ 表 达 水 平 比 较 　ＰＥＤＦ２００ 组、

ＰＥＤＦ１００组、ＰＥＤＦ５０组的ＩＬ１２分别为（２１４．８３±１２．６４）、

（２２７．４７±４．５８）、（２２２．２７±８．０１）ｐｇ／ｍＬ，与对照组（５９．２７±

５．５７）ｐｇ／ｍＬ比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但与ＬＰＳ

组（２３０．５９±６．５９）ｐｇ／ｍＬ 比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；ＬＰＳ组与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

ＰＥＤＦ各浓度组比较，ＩＬ１２表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。各处理组ＩＬ１２的表达水平，见图２。

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　各组ＢＭＤＣｓＩＬ１２表达水平比较

２．４　 各组 ＢＭＤＣｓ ＭＬＲＳＩ表达值比较 　ＰＥＤＦ２００ 组、

ＰＥＤＦ１００组、ＰＥＤＦ５０组的ＳＩ表达值分别为１．５９±０．２９、

１．６１±０．４０、１．４４±０．１１，与对照组ＳＩ表达值０．６７±０．１９比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但与ＬＰＳ组的ＳＩ表达值

１．６１±０．１６比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＬＰＳ组与对

照组ＳＩ表达值比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＰＥＤＦ各

浓度组比较，ＳＩ表达值差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图３。

１８４１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１２期



　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　各组ＢＭＤＣｓＳＩ表达值比较

３　讨　　论

ＤＣｓ来源于骨髓造血干细胞，作为机体的免疫监视而存

在。ＤＣｓ的特性决定了其具有诱导耐受和免疫的双面性，因而

如何根据其特性增强ＤＣｓ的免疫功能已成为肿瘤免疫治疗的

研究重点。在肿瘤微环境中ＤＣｓ的成熟和活化受到抑制，不

能有效地提呈抗原、激活Ｔ细胞
［１０］，因此，ＤＣｓ的成熟和活化

是启动特异性免疫应答的关键步骤。ＤＣｓ的成熟和活化受到

细胞因子、细胞代谢产物及细胞表面配体等多种因素的调

控［１１］。在活化过程中，相应的形态、表型及免疫功能也会发生

改变，从而增强宿主ＤＣｓ的功能，改变机体免疫力，可以达到

抗肿瘤的作用。

ＰＥＤＦ是一种５０×１０３ 的多功能分泌糖蛋白，是由人视网

膜色素上皮细胞分泌的，属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族［１２］，广

泛分布于全身各个器官，并可能通过两条途径发挥抗肿瘤活

性：（１）直接增加肿瘤细胞对凋亡的敏感性；（２）通过抑制血管

新生造成低氧负荷促进细胞凋亡。有研究发现ＰＥＤＦ能激发

前列腺癌细胞的凋亡，也能够直接促进骨肉瘤、黑色素瘤细胞

的凋亡［２４］；在宫颈癌时，ＰＥＤＦ能够通过抑制新生血管的生

成，抑制肿瘤的进一步生长，而不是促进宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的凋

亡［５］。然而近年来有研究显示，除上述两种途径之外，ＰＥＤＦ

还能够活化巨噬细胞，促进巨噬细胞的分化［６８］，从而起到抗肿

瘤的作用。既往研究发现，对比正常宫颈组织，ＰＥＤＦ在宫颈

癌巢中的表达下降［５］，同时有研究者发现，对比正常宫颈组织，

宫颈癌组织中的未成熟的ＤＣｓ增加。因此，推测可能是ＰＥＤＦ

的下调导致未成熟ＤＣｓ的增加，而成熟ＤＣｓ细胞减少
［９］。而

ＤＣｓ与巨噬细胞具有相同的前体细胞单核细胞，故ＰＥＤＦ可

能与ＤＣｓ之间也存在相互作用，且ＰＥＤＦ对ＤＣｓ的影响可能

在抗肿瘤免疫中发挥着更加关键的作用，但目前关于ＰＥＤＦ能

否活化ＤＣｓ未见详细报道。

本研究发现，ＰＥＤＦ具有诱导ＢＭＤＣｓ免疫表型表达及免

疫功能增强的作用。经ＰＥＤＦ刺激后，可以培养出形态与常规

ＬＰＳ培养体系相似的细胞，呈现与ＢＭＤＣｓ相似的特点，细胞

表面ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达较培养前明显增高。同时，

经ＰＥＤＦ诱导的ＢＭＤＣｓ能明显的刺激异基因外周血Ｔ淋巴

细胞的增殖。提示ＰＥＤＦ可以明显上调体外培养的小鼠ＤＣｓ

免疫标记分子的表达并增强其抗原提呈能力。

另外，ＩＬ１２是连接自然免疫和特异性免疫的关键成分，

是已知的可增强Ｔｈ１细胞免疫活性和ＮＫ细胞杀伤活性的细

胞因子，在细胞免疫中发挥重要作用［１３］。本研究也提示，

ＰＥＤＦ可能在提高ＢＭＤＣｓＣＤ８０、ＣＤ８６表达的基础上，通过增

加ＢＭＤＣｓＩＬ１２的分泌，启动特异性免疫应答、促进Ｔｈ１细胞

成熟并发挥功能。

综上所述，ＰＥＤＦ在提高机体对肿瘤细胞的免疫功能方

面具有重要意义，而且，ＰＥＤＦ是一种内源性因子，人体内使用

安全性可能较高，并可以在体外低成本合成，与ＬＰＳ促进ＤＣｓ

活化的诱导剂相比，ＰＥＤＦ有明显的优势
［１４］。因此，ＰＥＤＦ可

能成为一种有良好临床应用前景的抗肿瘤制剂，可用于 “早期

肿瘤综合治疗”和“复发性肿瘤治疗”，也可用于提高“基于ＤＣｓ

的肿瘤治疗性疫苗”的免疫激活效率。本研究提示ＰＥＤＦ可通

过上调体外培养的小鼠ＢＭＤＣｓ免疫标记分子的表达并增强

其免疫活性，这为ＰＥＤＦ的上述临床应用提出了初步的理论依

据，同时为进一步研究ＰＥＤＦ对ＤＣｓ表型及免疫功能影响的

机制奠定了基础。
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图５　　胶布固定　　　图６　　戴第２层头网

２　结　　果

本科自２０１２年２～８月，按照上述方法，共完成了３６６８

例次视频脑电图（平均监测时间４～６ｈ），１８２例次２４ｈ动态脑

电图检查，受检患儿年龄２６ｄ至１７岁，平均安装电极时间为

５～１５ｍｉｎ。患儿监测过程中很少出现电极脱落及移位情况。

即使有个别电极脱落，也能由技术员迅速地原位再固定。采用

此方法，卸下电极只需先一并揭除两层头网及其间的胶布，然

后直接剥离电极，受检者基本没有撕扯痛及任何不适感，且没

有固定物残留。整个过程迅速、简便、人性化，受检患儿及家长

都能接受。

３　讨　　论

电极安装的固定性是脑电图检查成功的重要条件。传统

的电极安装普遍采用盘状电极内注导电膏，外用火棉胶固定，

常需辅以电吹风加速棉胶干燥，卸下电极时采用丙酮溶解棉

胶，此种方法需时长，所用火棉胶及丙酮，具有明显的刺激性及

一定的毒性［３５］，卸下时有较明显的撕扯痛，且常有残留，不宜

清洁。对于儿科受检者，由于其配合性差，头部汗腺分泌旺盛，

部分年幼儿对电吹风有着天生的畏惧，加之神经科患儿常有智

力低下、意识障碍、狂躁不安等症状更加增加了安装固定的难

度。此外小儿受检者皮肤黏膜娇嫩，对棉胶尤易过敏，而丙酮

的刺激性气味更易损伤其稚嫩的呼吸道、消化道黏膜［６］。既往

有学者对传统方法进行了改良，采取局部或全面剃头发、胶布

或纱布缠绕、头网固定［７１１］，乙醇替代丙酮卸下电极［１２］等方

法，本科综合上述学者的经验，并结合儿科受检者特点进行改

进，最终采取电极安装后头网固定，胶布加固，头网再次固定的

方法，操作简单、时间短，且电极固定牢固，记录图像清晰，所用

材料均为医用材料，安全环保，受检儿无过敏现象，避免了化学

刺激物对患儿及医护人员的伤害，减轻了安装技术人员的工作

量。对于受检长发女患儿，采用先梳头，再固定电极的方法，兼

顾了人性化及美感，被患儿及家属广泛接受。
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