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"摘要#

!

目的
!

探讨红树林来源的淡紫拟青霉胞外多糖对小鼠骨髓源性树突细胞"

23+

%功能成熟的影响&方法
!

从小鼠骨

髓腔中分离获得骨髓细胞!加入重组小鼠粒细胞
.

巨噬细胞集落刺激因子"

5678.39:

%'重组小鼠白细胞介素
.0

"

56;<.0

%诱导分化

为未成熟
23+

!用不同浓度淡紫拟青霉胞外多糖干预!流式细胞术检测
23+

的表面标志
32$$=

'主要组合相容性复合体"

8>3

!

%

类分子'

32/%

'

32/)

的表达情况及吞噬葡聚糖"

:;?3.!@AB5C,

%的能力!反转录
.

聚合酶链反应"

D?.E3D

%检测该多糖对
23+?"FF

样受体"

?<D

%

16DGH

和
?<D06DGH

表达的影响&结果
!

经
'%%

'

0%%

"

I

(

6<

多糖作用
0/J

后
23+

表面分子
32$$=

'

8>3

!

类分子'

32/%

'

32/)

的表达较空白对照组显著上调"

!

$

%&%$

%$经多糖作用的
23+

吞噬
:;?3.!@AB5C,

能力下降!尤其是
'%%

'

0%%

"

I

(

6<

的多糖与空白对照组相比作用效果明显"

!

$

%&%4

%$另外!该多糖还可下调
23+?<D16DGH

和
?<D06DGH

的表达!尤

其经
$%%

#

0%%

"

I

(

6<

多糖处理的
23+

下调作用显著!与空白对照组相比差异有统计学意义"

!

$

%&%4

%&结论
!

淡紫拟青霉胞外

多糖可上调小鼠骨髓源性未成熟
23+

表面
32$$=

'

8>3

!

类分子'

32/%

和
32/)

的表达!降低其吞噬能力!下调
?<D16DGH

和
?<D06DGH

的表达!初步表明该多糖可刺激
23+

分化成熟&
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树突细胞$

23+

&作为体内最重要的抗原提呈细胞#不仅是

介导固有免疫和适应性免疫的桥梁#也是唯一能活化初始
?

细胞的抗原提呈细胞'

$.'

(

)未成熟
23+

由于高表达
?"FF

样受

体$

?<D

&等'

0

(

#获取抗原的能力较强#但刺激
?

细胞活化的能

力弱%病原体等抗原刺激可活化
23+

#促使其分化成熟#成熟

23+

识别抗原能力减弱#但由于高表达主要组合相容性复合体

$

8>3

!

&类分子*

32/)

*

32/%

等分子#提呈抗原的能力及活

化
?

细胞的能力增强'

4.)

(

)因此#通过调控体内
23+

的成熟状

态#可调节机体的免疫功能#达到预防或治疗疾病的目的)

课题组前期从海南沿海红树林中分离获得一株真菌#鉴定

$1'0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'$

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'$1)%114

&%海南省自然科学基金资助项目$

/$'10/

&%海南医学院科研培育基金资助项目

$

>T1%$0.%$4

&)

!

作者简介!胡海岩$

$(-(S

&#讲师#本科#主要从事感染免疫及免疫调节研究)

!

#

!

通信作者#
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为淡紫拟青霉#体外试验证实其产生的胞外多糖有较好的免疫

调节作用#可促进小鼠吞噬细胞的吞噬功能并刺激
?

淋巴细

胞分泌细胞因子'

-

(

)本实验将进一步探讨该多糖对小鼠骨髓

源性
23+

成熟及功能的影响)

B

!

材料与方法

B&B

!

动物
!

由本校实验动物中心提供
)

#

/

周龄
WH<W

"

=

小

鼠#雄性)

B&C

!

试剂及药物
!

胞外多糖用
!!>

1

X

配成
1%

I

"

<

母液#

%&11

"

6

微孔滤膜过滤后分装#

S1%Y

冻存)

HE3

标记的抗

小鼠
32$$=

单克隆抗体*

EU

标记的抗小鼠
8>3

!

单克隆抗

体*

EU

标记的抗小鼠
32/%

单克隆抗体*

:;?3

标记的抗小鼠

32/)

单克隆抗体及
:;?3.!@AB5C,

购自美国
UQ#"+=#@,=@

公司)

?5#Z"F

试剂*反转录试剂盒*

DE8;.$)0%

培养基购自美国
>

M

.

=F",@

公司#胎牛血清购自杭州四季青公司)

B&D

!

仪器
!

流式细胞仪$美国
W2

公司&#

?3.4$1

型
E3D

仪

$英国
?@=J,@

公司&#

2TT.$13

型稳压稳流电泳仪$北京六一

生物科技有限公司&#凝胶图像分析仪$英国
9

M

,

I

@,@

公司&#生

物安全柜$

970%'H.>U

#美国&#

3X

1

培养箱$

G[.0-4%U

#美

国&#倒置显微镜$深圳拓天仪器设备有限公司&#电子分析天平

$赛多利斯科学仪器有限公司&#低速台式离心机$上海安亭科

学仪器厂&#细胞培养板$美国
3"5,#,

I

公司&等)

B&E

!

方法

B&E&B

!

小鼠骨髓源性
23+

诱导
!

取
)

#

/

周龄雄性
WH<W

"

=

小鼠
0%

只#

9E:

级#颈椎脱臼处死#浸泡于
-4\

乙醇中#

$%

6#,

后无菌手术取股骨和胫骨#磷酸盐缓冲液$

EW9

&反复冲洗

骨髓腔以获取骨髓细胞#细胞悬液离心后重悬细胞#红细胞裂

解液裂解红细胞#

EW9

洗
'

次#用含
$%\

胎牛血清的
DE8;.

$)0%

完全培养液 $含
$%,

I

"

6<5678.39:

和
$%,

I

"

6<

56;<.0

&调整细胞浓度至
1]$%

)

"

6<

#加入
)

孔板#每孔
'6<

#

置
'-Y

*

4\ 3X

1

培养箱吸附
'J

后除掉未贴壁细胞#加入新

的培养液#隔日半量换液#培养至第
)

天收集诱导的未成熟

23+

进行后续实验)

B&E&C

!

多糖对
23+

表面分子表达的影响
!

将获得的小鼠骨

髓细胞用
DE8;.$)0%

维持液稀释成
$]$%

)

"

6<

#接种于
$1

孔

板#每孔
16<

)用
4

个不同浓度梯度的多糖干预#即用终浓度

分别为
4%

*

$%%

*

1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

的多糖处理细胞#每一浓

度设
/

个复孔#阴性对照孔加等量的
DE8;.$)0%

维持液#隔天

观察细胞形态#

0/J

后收获细胞#

EW9

洗涤
'

次#其中每一浓度

中
0

复孔细胞用于
?<D16DGH

和
?<D06DGH

表达的检

测#其余细胞调整浓度为
$]$%

)

"

6<

#于细胞悬液中分别加入

EU.32/%

*

:;?3.32/)

和
HE3.32$$=

*

EU.8>3

!

#

0Y

染色标记

'%6#,

#洗涤
'

次#流式细胞术检测细胞表型#实验重复
'

次)

B&E&D

!

多糖对未成熟
23+

吞噬功能的影响
!

将小鼠骨髓细

胞配制成
$]$%

)

"

6<

#加入
$1

孔板中#每孔
16<

#分别加入不

同浓度多糖#使终浓度分别为
4%

*

$%%

*

1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

#每

一浓度设
0

个复孔#

'-Y

*

4\3X

1

培养箱培养
0/J

#收集各孔

细胞置
'-Y

孵育
'%6#,

#加入终浓度为
$6

I

"

6<

的葡聚糖

$

:;?3.!@AB5C,

&#置
'-Y

孵育
0J

#再于
0Y

作用
$J

后流式检

测结果#实验重复
'

次)

B&E&E

!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+?<D16DGH

和
?<D0

6DGH

表达的影响
!

总
DGH

抽提及
=2GH

制备!取
$&1&1

中

收获的细胞#按
?5#Z"F

试剂说明书提取细胞总
DGH

)反转录
.

聚合酶链反应$

D?.E3D

&获得
=2GH

#

S1%Y

保存备用)

常规
E3D

!按下表配制
E3D

反应体系并进行
E3D

扩增#

?<D1

*

?<D0

和
%

.C=B#",

反应体系均为$引物序列见表
$

#由上

海
9C,

I

",

公司合成&!

$%]QNLL@51&4

"

<

#

!G?E%&4

"

<

#上*下

游引物各
$

"

<

#

=2GH1

"

<

#

1&4[

"

"

<?C

V

2GH

聚合酶
%&'

"

<

#

!!>

1

X$1&)

"

<

%反应条件!

(0Y

预变性
46#,

#

(0Y

变性

'%+

#

)%Y

退火
'%+

#

-1Y

延伸
'%+

#共
'%

个循环#最后
-1Y

延伸
/6#,

#

E3D

产物进行
$&4\

琼脂糖凝胶电泳#紫外凝胶成

像系统检测各条带光密度值#分析目的基因条带与内参条带光

密度值的比值)

表
$

!!

?<D1

$

?<D0

和
%

.C=B#",

引物序列

基因 引物序列 方向 长度

?<D1 4̂.???73?33?737HH3?33?H.'̂

正
1(4Q

O

4̂.73???3??7773??33?3??.'̂

反

?<D0 4̂.777?3HH77HH3H7HH73H.'̂

正
'0(Q

O

4̂.?7HH773H7H77?7HHH73.'̂

反

%

.C=B#", 4̂.73?H3H73??3H33H33H3H7.'̂

正
1//Q

O

4̂.77?3???H377H?7?3HH37?3.'̂

反

B&F

!

统计学处理
!

采用
9E99$'&%

软件分析#计量资料以

0_A

表示#组间比较采用
>

检验#细胞表型差异采用秩和检验#

以
!

$

%&%4

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

小鼠骨髓源性
23+

诱导
!

小鼠贴壁的骨髓细胞经

5678.39:

和
56;<.0

诱导
10J

后#可见圆形*大小均匀的悬

浮细胞)培养至第
'

天#可见疏松黏附与贴壁的细胞集落产

生#细胞形态不规则)培养至第
4

天#部分细胞呈不规则状#见

图
$

)

图
$

!!

倒置显微镜下不同时间
23+

形态变化

11'0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'$

期



C&C

!

多糖对
23+

表面分子表达的影响
!

未成熟
23+

经不同

浓度多糖干预
0/J

后#经流式细胞仪检测发现所用浓度多糖

均可刺激
23+

对
32$$=

*

8>3.

!

类分子*

32/%

和
32/)

的表

达#且刺激效果呈剂量依赖性)经终浓度为
4%

*

$%%

*

1%%

"

I

"

6<

的多糖刺激后#

32$$=

*

8>3

!

双阳性细胞百分率分别为

$

1-&4_$&%

&

\

*$

1(&-_$&$

&

\

*$

'4&(_1&$

&

\

#与空白对照

组$

14&4_%&(

&

\

相比无明显差异$

!

%

%&%4

&#当多糖终浓度

达
'%%

*

0%%

"

I

"

6<

时
32$$=

*

8>3

!

双阳性细胞百分率达

$

04&/_$&)

&

\

和$

40&0_$&'

&

\

#明显高于空白对照组$

!

$

%&%$

&%该多糖亦可刺激
23+32/%

和
32/)

的表达#糖终浓度

为
4%

*

$%%

*

1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

时
32/%

*

32/)

双阳性细胞百

分率分别为$

1(&)_$&1

&

\

*$

''&$_$&-

&

\

*$

01&'_$&4

&

\

*

$

4'&)_$&0

&

\

*$

)%&/_%&4

&

\

#其中
4%

*

$%%

"

I

"

6<

终浓度

多糖作用下
32/%

*

32/)

双阳性细胞百分率与空白对照组

'$

14&(_$&1

&

\

(差异无统计学意义$

!

%

%&%4

&%

1%%

"

I

"

6<

多糖作用下
32/%

*

32/)

双阳性细胞百分率与空白对照组相

比差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

多糖作用下

32/%

*

32/)

双阳性细胞百分率与空白对照组相比差异有统计

学意义$

!

$

%&%4

&)说明终浓度为
1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

多糖

对
23+

分化成熟的刺激作用较好#结果见图
1

)

!!

&

!

!

%

%&%4

#

"

!

!

$

%&%4

#

#

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较

图
1

!!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+

表达
32$$=

$

8>3.

!

$

32/%

和
32/)

分子的影响

图
'

!!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+

吞噬能力影响的部分流式图

C&D

!

多糖对未成熟
23+

吞噬功能的影响
!

小鼠骨髓细胞经

不同浓度多糖处理
0/J

后#吞噬
:;?3.!@AB5C,

的能力逐渐下

降#

4%

*

$%%

*

1%%

"

I

"

6<

糖浓度时阳性吞噬细胞百分率分别为

$

'$&4_$&'

&

\

*$

1/&(_$&0

&

\

和$

1)&%_$&0

&

\

#与空白对照

组'$

'0&)_$&$

&

\

(相比差异无统计学意义$

!

%

%&%4

&%当糖

浓度达
'%%

*

0%%

"

I

"

6<

时阳性吞噬细胞百分率明显降低#分

别为$

1%&)_$&%

&

\

*$

$-&/_$&4

&

\

#与空白对照组相比#差异

有统计学意义$

!

$

%&%4

&#说明终浓度
'%%

"

I

"

6<

和
0%%

"

I

"

6<

的多糖对
23+

成熟的刺激作用较强#结果见图
'

)

!!

"

!

!

%

%&%4

%

&

!

!

$

%&%4

#与空白对照组比较

图
0

!!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+

吞噬能力的影响

C&E

!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+?<D16DGH

和
?<D0

6DGH

表达的影响
!

将不同浓度多糖作用于未成熟
23+0/J

后
D?.E3D

检测
?<D1

和
?<D06DGH

表达情况#结果发现

经终浓度为
4%

#

0%%

"

I

"

6<

多糖作用的
23+?<D1

*

?<D0

6DGH

表达逐渐降低#

4%

"

I

"

6<

多糖作用下
23+?<D1

*

?<D06DGH

相对表达量分别为
%&/$/_%&$$1

*

%&)00_

%&%/'

#与空白对照组相比$

%&/)0_%&%-$

*

%&)/4_%&%%1

&#差

异无统计学意义$

!

%

%&%4

&#

$%%

*

1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

多糖作

用下
?<D1

*

?<D06DGH

相对表达量分别为
%&-4-_%&%)1

*

%&4''_%&%()

#

%&))'_%&%4'

*

%&4%/_%&%1'

#

%&014_%&%/$

*

%&0/1_%&%0$

*

%&'/)_%&$1$

*

%&014_%&%-/

#与空白对照组相

比#差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#见图
4

*

)

)

!!

&

!

!

%

%&%4

%

"

!

!

$

%&%4

#与空白对照组比较

图
4

!!

淡紫拟青霉胞外多糖对
23+?<D16DGH

和

?<D06DGH

表达的影响

'1'0
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1%$-

年
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卷第
'$

期



!!

泳道
$

!空白对照组#泳道
1

#

)

!

4%

*

$%%

*

1%%

*

'%%

*

0%%

"

I

"

6<

多糖

处理组

图
)

!!

23+?<D16DGH

和
?<D06DGH

D?.E3D

电泳图

D

!

讨
!!

论

多糖类化合物含有丰富的生物信息#被认为是除肽链*核

苷酸链之外具有重大意义的第
'

链#几乎参与了细胞所有生命

活动)作为红树林生态系统中的第二大微生物资源#红树林真

菌长期生活在强酸*寡营养*高盐的海洋环境中#必然有其独特

的分子适应机制#具备产生不同于陆生微生物的独特新颖代谢

产物的潜能#成为活性多糖的新来源'

/.$%

(

)本研究用红树林来

源的淡紫拟青霉胞外多糖刺激小鼠骨髓源性
23+

#观察其对

23+

成熟的诱导作用#发现多糖在所用浓度范围内均可刺激

23+

分化成熟#具体表现为促进
23+

表面分子
32$$=

*

8>3

!

类分子及协同刺激分子
32/%

*

32/)

的表达#终浓度
'%%

"

I

"

6<

和
0%%

"

I

"

6<

的多糖刺激作用最强#

32$$=

*

8>3

!

双阳性细胞和
32/%

*

32/)

双阳性细胞百分率与空白对照组

相比#差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#

32$$=

为
23+

特征性标

志#

8>3

!

类分子参与抗原肽的提呈并诱导
?

细胞免疫应答

的发生#

32/%

*

32/)

作为协同刺激分子#是
?

细胞活化的第二

信号#

23+

成熟时显著上调
8>3

!

类分子*

32/%

*

32/)

等表

面分子的表达#说明多糖对
23+

的成熟具有刺激作用'

$$.$1

(

)

随着
23+

成熟其吞噬异物的能力大大降低#本研究发现经该

多糖处理的
23+

吞噬
:;?3.!@AB5C,

的能力降低#尤其经
'%%

*

0%%

"

I

"

6<

多糖作用的
23+

阳性吞噬细胞百分率与空白对照

组相比差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#说明
'%%

*

0%%

"

I

"

6<

的

多糖可显著促进
23+

成熟)该多糖还可下调
23+?<D16D.

GH

和
?<D06DGH

的表达#尤其
$%%

#

0%%

"

I

"

6<

多糖作用

效果明显#与空白对照组相比差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#

而
?<D1

和
?<D0

作为
?<D+

家族的成员#为重要的模式识别

受体#部分多糖刺激的非特异性免疫反应可能通过
?<D1

和"

或
?<D0

介导'

$'.$0

(

)另外#课题组还发现该多糖可刺激
;<.$1

分泌#

;<.$1

可诱导
?J%

分化为
?J$

#参与
?J$

反应'

$4

(

#进一

步说明该多糖能刺激
23+

成熟)

总之#本研究初步发现红树林淡紫拟青霉胞外多糖具有刺

激小鼠骨髓源性
23+

分化成熟的作用#不仅可刺激
23+

表面

分子
32$$=

*

8>3

!

类分子的表达#还可刺激协同刺激分子

32/%

和
32/)

分子的表达#抑制其对异物的吞噬作用#下调

?<D16DGH

和
?<D06DGH

的表达#但作用机制不明#仍需

进一步研究)
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