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$调控系统性红斑狼疮"

Y3=

$巨噬细胞极化的作用和对实验

狼疮小鼠的治疗作用%方法
!

将小鼠分别用活化淋巴细胞来源的
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$诱导狼疮小鼠模型!分为
II9.+HD

组和

II9.:2?=1
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II9.:2?=1
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:2?=1R@4I

和蛋白表达&小鼠

血清抗
!+84I

抗体滴度&尿蛋白及肾病理指数%结果
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能诱导
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狼疮小鼠巨噬细胞向
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诱导巨噬细胞极化为
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表

型!缓解
I38.84I

诱导狼疮小鼠的病情!可以作为
I38.84I

诱导狼疮小鼠的一种有前景的治疗方法%
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系统性红斑狼疮$

Y3=

&是最为典型#并且迄今为止仍然是

难治的慢性自身免疫性疾病#其病因和发病机制尚未明了#治

疗仍然以糖皮质激素和免疫抑制剂为主#其严重的不良反应威

胁着
Y3=

患者的生命健康*基因)性激素)感染和免疫功能异

常一直是
Y3=

病因学研究的几个重要方面*免疫功能异常是

影响
Y3=

发生)发展的重要因素之一*巨噬细胞极化是近几

年免疫学研究热点#笔者前期研究结果显示#骨髓来源的单核

细胞体外诱导分化
X1

#

X1

回输活化淋巴细胞来源的
84I

$

I38.84I

&狼疮模型#可以减轻狼疮小鼠病情活动指标)降

低
!+84I

抗体滴度)改善肾病理指标'
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*肿瘤坏死因子诱导

蛋白
/

样因子
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$

:2?=1

&是一种新发现的负性免疫调节蛋白#

它调控
:"FF

样受体$

:3@

&的信号转导#在固有免疫反应和适

应性免疫反应中均发挥负性调节作用#这种作用可能与
:2?=1

调控巨噬细胞极化有关'
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*笔者构建
II9.:2?=1

载体#通过

体外和体内实验#探讨
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促进
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小鼠巨噬细胞极化及

治疗
Y3=

小鼠#为进一步细胞生物学治疗
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打下基础*

C

!

材料与方法

C&C

!

实验动物
!

Y?5

级
$%

周龄
6I36

"

H

雌性小鼠#复旦大学

实验动物科学部#许可证号!

Y\eg

$沪&

1%$0.%%1(

*

C&D

!

方法
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制备
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比值
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分光光度计测定

84I

浓度*
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!

动物免疫
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1%$-
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II9.+HD

组$各
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只&*分别给两组小鼠皮下注射
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含

I38.84I

的磷酸盐缓冲液$

?6Y

&诱导狼疮小鼠'

$
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*从两组

小鼠尾静脉分别注射
II9.:2?=1

或
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病毒溶液#每

只小鼠注射
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病毒数量为
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*免疫前和免疫后
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和
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抗体和尿蛋白检测*

0

周后#取小鼠肾做病理切片并消化

分离巨噬细胞*

C&D&E
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狼疮性肾炎严重程度的评估
!

小鼠肾小球病理变化由
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!

尿蛋白的测定
!

考马斯亮蓝法检测'

'

(

*

C&D&K

!

血清
++84I

)

!+84I

滴度检测
!
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方法检测'
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(所述*
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多个顺向表达基因载体#
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有利于高效)功能区蛋白组装完成*
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J
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细胞#组装合成带
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*病毒纯化采用
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密度离心#滴度采用

定量光密度斑点实验定量*
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及原代小鼠巨噬细胞加

入
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$

Xa2
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实时定量
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巨噬细胞分选后#抽提
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据收集和分析采用
1
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>C方法#定量
R@4I

相对表达水平#先

与
"

.CQEQF#,

比值#再与对照比较*

C&E

!

统计学处理
!

采用
26XY?YY$(&%

统计软件分析#数据

用
Ff:

表示#双尾
5

检验#以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

转染重组病毒细胞中
:2?=1

的过表达
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制备
II9.

:2?=1

目标基因在
>X9

启动子控制下#空白对照带有无功能

序列#两个病毒都带有
]5?

报告基因*病毒先感染
;=g1('

细胞#通过
5>X

检测
]5?

荧光#分离和纯化转导细胞*目标

基因和对照基因
II9

病毒颗粒转染
;=g1('

细胞#均能够表

达强
]5?

荧光$图
$I

)

6

&*采用实时定量
?>@

和蛋白印迹检

测转导细胞
:2?=1

的
R@4I

和蛋白表达水平#结果显示其表

达水平为
II9.+HD

对照的$

$'&7f$&)

&倍和$

$%&/f$&)

&倍

$图
$>

)

8

&*

!!

I

!

5>X

检测细胞
]5?

荧光强度#并纯化细胞%

6

!

II9.+HD.

和

II9.:2?=1

组受感染细胞表达
]5?

强荧光%

>

!

II9.+HD.

和
II9.

:2?=1.

受感染细胞
R@4I

的表达%

8

!

II9.+HD.

和
II9.:2?=1.

受感

染细胞蛋白质的表达

图
$

!!

:2?=1.II9

过度表达载体的制备

D&D

!

:2?=1

对体外培养的巨噬细胞极化的影响
!

用
5>X

分

选狼疮小鼠
6X8X

#获得
50

"

/%

i 细胞$图
1

&#结果显示#

II9.:2?=1

组
X]3

i细胞为
7(&)̀

#

X]3

i

"

X]3

[比值为

$&00

%而
II9.+HD

组
X]3

i细胞为
/&0̀

#

X]3

i

"

X]3

[比值

为
%&%(

*

II9.:2?=1

组与
II9.+HD

组巨噬细胞
X1

"

X$

比

值之比为
$)

$图
18

&*

@:

显示#

X1

表达
>8$)'

)

>81%)

和

ID

M

#,N+B

等分子#

X$

表达
#4aY

分子$图
1=

&*

D&E

!

II9.:2?=1

对狼疮小鼠
X1

表达
:2?=1

的影响
!

II9.:2?=1

处理小鼠
50

"

/%

双阳性巨噬细胞
:2?=1

的
R@.

4I

和蛋白表达水平显著高于
II9.+HD

处理组$

/

倍#图
'

&*

D&F

!

II9.:2?=1

在狼疮小鼠体内促进巨噬细胞向
X1

极

化
!

II9.:2?=1

处理狼疮小鼠模型
X]3

i

"

50

"

/%

i 比值

$

0%f$%

&明显高于
II9.+HD

组的$

/f1

&#差异有统计学意义

$

!

$

%&%7

&*狼疮小鼠模型体内实验也证实
:2?=1

可以诱导

巨噬细胞向
X1

亚型极化*

D&K

!

II9.:2?=1

减轻狼疮小鼠模型狼疮病情活动指标
!

检

测狼疮小鼠血清抗
!+84I

抗体)尿蛋白及肾病理活动指标#

($''
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结果显示
II9.:2?=1

组血清抗
!+84I

抗体)尿蛋白及肾病

理活动指标明显低于
II9.+HD

组$表
$

&*

!!

I

!

5>X

分离的
50

"

/%

i 巨噬细胞%

6

!培养纯化的巨噬细胞%

>

!

5>X

检测转染
II9.:2?=1

或
II9.+HD

的
X1

巨噬细胞特异性表达

X]3

分子%

8

!

>

图的统计结果%

=

!实时定量
?>@

检测
X1

表达分子

>8$)'

)

>81%)

)

ID

M

#,N+B

和
X$

表达分子
#4aY

%

N

!

!

$

%&%7

#

'j7

*

图
1

!!

体外实验证实
:2?=1

诱导巨噬细胞极化

!!

I

!实验计划图%

6

!

II9.:2?=1.

或
II9.+HD.

转染
50

"

/%i

巨噬细

胞的
]5?

荧光强度%

>

!

I38.84IiII9.+HD.

和
I38.84IiII9.

:2?=1.

转染细胞
:2?=1R@4I

表达水平%

8

!

I38.84IiII9.+HD.

和
I38.84IiII9.:2?=1.

转染细胞
:2?=1

蛋白质表达水平%

N

!

II9.:2?=1

组与
II9.+HD

组比较
!

$

%&%7

#

'j$%

图
'

!!

II9.:2?=1

对狼疮小鼠
X1

表达
:2?=1

的影响

表
$

!!

0

周后检测狼疮小鼠病情活动指标&

'j$%

'

组别
尿蛋白

$

R

M

"

3

&

肾病理

指数$分&

抗
!+84I

抗体$

aI

&

II9.:2?=1

组
'&/%f$&%% %&/%f%&)' %&00f%&$%

II9.+HD

组
$0&(%f1&/% '&7%f%&7' %&-/f%&%-

5 $$&)' $%&%% $0&0%

!

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

E

!

讨
!!

论

!!

巨噬细胞是机体的重要免疫细胞#具有吞噬)抗原递呈和

分泌多种细胞因子等功能#在病原微生物与衰老细胞的清除)

促进炎性反应)适应性免疫反应的诱发及损伤组织重构与修复

过程中起关键作用*近年来#其在
Y3=

等自身免疫性疾病的

免疫调节方面的作用也受到了极大的关注*巨噬细胞大体可

分为两种类型#即
X$

和
X1

型*

X$

表达
#4aY

表型特征分

子#并能够高效递呈抗原)高水平合成促炎细胞因子#是激活

:O$

细胞反应的效应细胞#具有抗病原微生物和肿瘤细胞的作

用%

X1

巨噬细胞以
>8$)'

i

)

>81%)

i和
ID

M

#,N+B

i为其表型特

征#抗原递呈功能弱#特征为低表达白细胞介素$

23

&

.$1

)高表

达
23.$%

#具有抑制
:O$

免疫反应#具有调节免疫反应的作用*

笔者前期采用
I38.84I

诱导狼疮样小鼠*取骨髓来源

的单核细胞#

5I>Y

分选
50

"

/%

i细胞#加入干扰素
.

0

$

254.

0

&

或
23.0

体外培养#通过特异性分子表达$

X1

特异性分子

>8$)'

)

>81%)

)

ID

M

#,N+B

和
X$

特异性分子
#4aY

&筛选
X$

)

X1

*

5I>Y

和实时定量
?>@

检测
>8$)'

)

>81%)

)

ID

M

#,N+B

和

#4aY

表达'

$

#

0

(

*纯化的
X1

进行移植治疗狼疮小鼠结果显示!

$

$

&氯磷酸盐清除巨噬细胞后#狼疮模型小鼠病情加重#给
X1

治疗后狼疮活动指数和肾病理改变明显改善*而单独注射

X$

则不能改善狼疮小鼠病情*$

1

&

X1

直接注射治疗可减轻

狼疮模型小鼠病情*$

'

&

X$

过继移植可以加重狼疮模型小鼠

病情活动指标'

$

(

*

:2?=1

可能是一种很强的
X$

"

X1

极化调节分子'

-

(

#最新

研究显示
:2?=1

可抑制
#4aY

表达#阻止
4a

和氧自由基

$

@aY

&产生#而抑制炎性反应*但它在
Y3=

中的调节作用目

前尚少见报道*带着这个问题#应用已建立的
I38.84I

诱导

的狼疮小鼠模型#研究
:2?=1

对
Y3=

巨噬细胞极化的影响#并

进一步探讨其治疗作用及机制*为了验证
:2?=1

促狼疮小鼠

X

"

X$

向
X1

极化#设计了
II9.:2?=1.]5?

病毒载体#通过

体外和体内实验#结果显示
:2?=1

基因的腺病毒相关载体在

转染
;=g1('

中稳定表达*在体外#

:2?=1

对体外培养的巨

噬细胞#促进其
X1

分子
>8$)'

)

>81%)

)

ID

M

#,N+B

表达#

II9.

:2?=1

处理小鼠
]5?

i

?0

"

/%

i双阳性巨噬细胞
:2?=1

的
R@.

4I

和蛋白表达水平显著高于
II9.+HD

组*狼疮小鼠模型体

内实验证实
X1

巨噬细胞高表达
:2?=1

分子#同时也证实小

鼠肾的巨噬细胞极化为表达
X]3

的
X1

亚型*

II9.:2?=1

能诱导
I38.84I

狼疮小鼠巨噬细胞向
X1

极化#并且改善狼

疮小鼠病情活动指标*本研究表明#

:2?=1

可以减轻
I38.

84I

诱导的狼疮小鼠的狼疮活动指数#缓解狼疮病情*

3#

等'

/

(对
'(

例
Y3=

患者外周血单个核细胞
:2?=1

基因

的表达进行了检测#

Y3=

患者外周血单个核细胞
:2?=1

表达

较正常对照组显著下调#且活动期比静止期下调更明显*同

时#

:2?=1

的表达与
Y3=

病情活动性指标
Y3=8I2

之间存在

高度的负相关#该结果表明
:2?=1

在
Y3=

患者病情发展过程

中可能具有一定的调节作用*

张有斌等'

)

(通过成功构建体内)体外都能稳定表达
:2?=1

的重组腺病毒载体#应用该载体使同种异体心脏移植大鼠受体

内过表达
:2?=1

#能下调肿瘤坏死因子
.

"

$

:45.

"

&)

254.

0

)

23.1

表达水平#上调
23.0

)

23.$%

的表达水平#减轻急性排斥反应#

显著延长供体在受体内的存活时间*

YQ,

等'

(

(在自身免疫性

脊髓炎中明确证实
:2?=1

的负向免疫调节作用*有研究发现

:2?=1i

"

i

表达质粒明显提升大鼠佐剂型关节炎成纤维样滑

膜细胞的
:2?=1

蛋白表达水平#

:2?=1

对
8@7

介导细胞凋亡

有重要作用'

$%

(

*

:2?=1

是一种新发现的免疫负调控分子#优

先表达在正常小鼠的髓系和淋巴系细胞#而在人体分布更加广

泛*

:2?=1

可以调控
:

细胞受体和
:3@

的信号转导#从而对

固有性免疫应答和适应性免疫应答进行免疫负调控#以便维持

免疫自稳%

:2?=1

还可以通过直接结合
HN+

J

N+B./

后#抑制激活

蛋白
.$

和核因子
.

!

6

的活化等途径发挥其促细胞凋亡作用'

1

(

*

腺病毒相关载体则以其转染效率高#免疫原性低#长时稳定表

达#定点整合无致癌隐患等独有的优势#在近$下转第
''1'

页&
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作用及机制*

本研究发现在胃癌细胞高表达
>8;$-

时#细胞
:]5.

(

的

表达及分泌均较高#而抑制
>8;$-

表达后#

:]5.

(

的表达及

分泌均明显减少#提示
>8;$-

可能对胃癌细胞
:]5.

(

的自分

泌发挥作用*尽管
>8;$-

是钙黏蛋白家族成员#通常被作为

下游蛋白受上游分子信号调节*但近来研究表明#采用
+#@.

4I

干扰技术#抑制
>8;$-

的基因表达#可抑制上游
(

.HNCB.

,#,

"

A,C

和
@N+

"

X=g

信号通路活化#进而影响胃癌细胞的侵

袭'

7.)

(

*本研究则发现#

>8;$-

高表达伴随的
:]5.

(

高表达

可增加
YRN!'

磷酸化水平#而沉默
>8;$-

表达后#在
:]5.

(

产生减少的同时#

YRN!'

磷酸化水平也显著下降#表明
>8;$-

也可介导上游
:]5.

(

"

YRN!'

信号通路活化#进而促进胃癌细

胞侵袭*

:]5.

(

"

YRN!'

信号通路在介导上皮间质转化$

B

J

#COBF#NF.

RB+B,HO

S

RNFCDN,+#C#",

#

=X:

&中发挥最重要功能'

-

(

*而
=X:

通过细胞表型向间质转化#使细胞高表达基质金属蛋白酶#从

而易于分解细胞外基质#利于细胞迁移%同时通过间质转化本

身#细胞内骨架重排#迁移能力增强也有利于细胞迁移力及侵

袭性增强'

/

(

*前期研究证实#

>8;$-

可通过诱导胃癌细胞

=X:

促进其侵袭*本研究也发现#

YRN!'

磷酸化水平与胃癌

细胞侵袭性相关#无论抑制
>8;$-

表达或直接抑制
YRN!'

活

化均可显著减少胃癌细胞侵袭*进一步证实
:]5.

(

"

YRN!'

信

号通路可能通过诱导
=X:

在介导胃癌细胞侵袭性中发挥重

要作用*

本研究发现为
>8;$-

在调节胃癌细胞侵袭性中的作用

提供了又一新的分子细胞生物学机制#较以往的研究不仅关注

分子信号机制本身#结合前期研究更进一步揭示分子信号与侵

袭终效应间的细胞生物学行为联系*但由于
(

.HNCB,#,

"

A,C

和

@N+

"

X=g

等信号通路也在
>8;$-

介导的胃癌细胞侵袭中发

挥重要作用#且细胞信号本身存在多种信号交联机制*因此进

一步深入探寻信号交联分子在其中的作用#更有助于进一步阐

明胃癌细胞侵袭转移机制*同时
>8;$-

介导上游信号通路

的活化调节是直接作用还是需要中间分子机制参与是下一个

研究目标*
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