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目的
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探讨人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子"

V=.DCY

#

AXF

疫苗预防非肥胖糖尿病"

XEA

#小

鼠糖尿病的作用机制$方法
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前肌分别注射
?@C

&质粒
?6AXF'&$
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V=.DCYAXF

疫苗
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周后重复
$

次!观察
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周龄小鼠的累积

糖尿病发病率$各组取
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周龄未发病
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鼠"
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#胰腺
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染色观察胰岛炎'取
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组未发病
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鼠脾脏制成细胞悬液加
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!使免疫平衡偏向
M21

!而减轻
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鼠胰岛炎!预防和延缓糖尿病发生$
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型糖尿病#

M$A=

$为胰岛
#

细胞特异性自身免

疫性疾病%其因为自身免疫耐受障碍%

M

细胞介导自

身免疫反应致
#

细胞破坏而发生)非肥胖糖尿病

#
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XEA

$小鼠是一种遗传性自身免

疫性糖尿病动物模型&
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XEA

鼠免疫耐受障碍是因

为未成熟树突状细胞#

#AD

$和
DA0

m

DA1;

m调节性
M

细胞#

MJ7

O

$的数量及功能缺陷所致)这些缺陷引起

#AD

免疫耐受效率降低%触发持续的
M

细胞反应而

致病&
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人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子#
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$在
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功能调节上具有重要作用&

'.0
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%因此在体内外通过

使用
V=.DCY

增加和维持较高的抗
#AD

数量%促使产

生外周免疫耐受%将成为一种有价值的预防自身免疫

糖尿病策略)人
VFA);

#

2VFA);

$

AXF

疫苗成功

延缓和降低了
XEA

鼠发生糖尿病&

;
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%但其预防效率

仍不够理想)迄今有关人
V=.DCYAXF

疫苗防治

M$A=

尚未见报道)我们拟用
V=.DCYAXF

疫苗

预防
XEA

小鼠胰岛炎和
M$=A

%为
V=.DCY

基因疫

苗用于防治
M$A=

提供实验依据)
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材料和方法
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实验动物
!
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周龄
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雌鼠&实验动物质量合

格证
X"&%%)(0$

%许可证号
CDWB

#沪$

1%%-.%%%;

'购

自中国科学院上海实验动物中心)在无特定病原体

#
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$环境下饲养%自由饮水及进食营养颗粒饲料)

XEA

鼠群糖尿病自然发病率
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主要试剂与仪器
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人
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基因表达质粒

#即
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疫苗%载体为
4

6AXF'&$

$由本项

目组构建(质粒提取试剂盒#
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公司(
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购自美国
C#

O
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公司(

B9,5+

液和
<?=>.$)0%

培养基购自美国
B
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.

D:",7

公司(小鼠
>I.0

*

>YX.
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>I.$%

和
>I.$

#

酶联免

疫吸附试验#

HI>CF

$检测试剂盒购自美国
<`A

公

司)摇床及各种型号高速冷冻离心机为美国
@765.

89,

公司)
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方法
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质粒的提取与质粒
AXF

的纯化浓

缩
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从含酵母*选择性抗菌药物的
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培养基划痕平
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摇床#
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$培养
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以选择性
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)按试剂盒操作步骤抽

提质粒%测定质粒光密度#
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$值及浓度(在超净台去

除乙 醇%加 无菌
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保存备用)
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?6AXF'&$

组#
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组$和
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疫苗组
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组%每组
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只)以戊巴比妥钠
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麻醉
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雌鼠%剃除小鼠胫前毛后%肌肉注射
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或溶于
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疫苗%注射量为
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周重复
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次%

共
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%

O

%饲喂普通营养饲料)

$%

周龄开始%测尿糖

$

次"周)出现尿糖阳性或有多饮*多尿等症状时%测

血糖%连续
1

次血糖大于或等于
$)&-88":
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I

%则诊

断为糖尿病)观察至糖尿病发生或
'%

周龄时处死)
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胰岛病理学检查
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取
$%

$

$1

周龄小鼠%剪尾

取血测血糖%颈椎脱臼法处死%
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?6AXF
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组

均为
)

只)分离胰腺%布恩氏液固定
102

%制作常规

石蜡切片)切片间相隔
'%

%

8

%苏木素
.

伊红#

BH

$染

色%光镜下观察胰岛炎%由
1

位实验者采用盲法阅片)

胰岛淋巴细胞浸润记分标准!胰岛周围和胰岛内无淋

巴细胞浸润记
%

分(胰岛周围有淋巴细胞浸润但未侵

入胰岛记
$

分(胰岛内淋巴细胞浸润小于
1;̂

记
1

分(胰岛内淋巴细胞浸润
1;̂

$

-;̂

记
'

分%胰岛内

淋巴细胞浸润大于
-;̂

记
0

分&

)

'

)每个胰腺观察
'

$

0

张不同的切片中
$;

$

'%

个胰岛%以胰岛平均积分表

示胰岛炎的程度)
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XEA

鼠脾细胞的分离和培养
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取
$&'&'

小

鼠脾脏剪成
1

$

'

段捻碎%用冷
B9,5+

液悬浮细胞%细

胞悬液离心#

$%%%J

"

8#,

$

;8#,

%去上清液后加入

)8I

的
MJ#.XB

0

D:

%混匀后室温下放置
;8#,

%

$%%%

J
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8#,

离心
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%去上清液%以
B9,5+

液洗涤细胞
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次#

$%%%J
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8#,

离心
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$)

<?=>.$)0%

培养液
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$
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悬浮细胞%调整细胞浓度至
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)

"

8I

)

取
-;%

%

I

细胞悬液至
)

孔板%在
'-d

*

;̂ DE

1

*饱

和湿度条件下培养)培养
-12

后%
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"

8#,
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;

8#,

%留存上清液%收集脾细胞%均
]1% d

保存待检

测)#

1

$将未处理未发生糖尿病的
$%

$

$1

周龄
XEA

雌鼠#

1h;

$脾细胞制备悬液#方法同前述$%分别加

<?=>.$)0%

培养液#对照$*
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6AXF'&$

及
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6AXF'&$.V=.DCY

质粒处理脾细胞备用#每孔质粒

终浓度为
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O

"
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$培育
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@&B&D

!

细胞因子水平检测
!

用酶联免疫吸附试验

#

HI>CF

$检测血清及脾细胞培养上清液中干扰素
.

+

#

>YX.

+

$*白细胞介素
.$

#

#

>I.$

#

$%

>I.0

及
>I.$%

水平%

实验操作按试剂盒说明书进行检测)

@&C

!

统计学处理
!

采用
C?CC$%&%

软件统计分析%计

量资料用
EgC

表示%组间比较采用方差分析)计数

资料比较采用
!

1 检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计学

意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

人
V=.DCYAXF

疫苗对
XEA

雌鼠糖尿病发

病率及发病时间的影响

A&@&@

!

各组
XEA

鼠
'%

周糖尿病累计发病率
!

?@C

*

?6AXF

和
V='

组
'%

周龄糖尿病累计发病率

分别为
/%&%̂

*

-'&'̂

和
0)&-̂

)

V=

组与
?@C

组*

?6AXF

组比较%发病率分别下降了
''&'̂

和
1)&)̂

%

但差异无统计学意义#

!h%&$1/

和
!h%&1)0

$)

A&@&A

!

各组
XEA

鼠
'%

周发病时间
!

?@C

*

?6AXF

及
V='

组
'%

周龄时平均发病时间分别为#

$0'&(g

0)&$

$*#

$;)&(g0%&%

$*#

$//&'g'%&%

$

!

(

V=

组与

?@C

组*

?6AXF

组比较%发病时间显著延迟#

!h

%&%%0

和
!h%&%'0

$)

A&A

!

人
V=.DCYAXF

疫苗对
$1

周龄
XEA

雌鼠胰

岛炎的影响
!

?@C

*

?6AXF

和
V='

组
XEA

鼠
$%

$

$1

周龄时胰岛炎平均积分分别为#

1&/1g%&'(

$*

#

1&$1g%&;(

$*#

$&'%g%&-%

$分)与
?@C

和
?6AXF

组比较%

V=

组胰岛炎平均积分显著降低#

!h%&%%$

*

%&%1)

$%病理学检查见图
$

)

$1

周龄各组
XEA

雌鼠

胰岛炎构成比见表
$

)

表
$

!!

$%

$

$1

周龄时
XEA

雌鼠胰岛炎构成比

组别
胰岛总数

#

1

$

胰岛数&

1

#

^

$'

正常胰岛 胰岛周围炎 胰岛内炎

?@C

组
$'; ;

#

'&-

$

(

#

)&-

$

$1$

#

/(&)

$

?6AXF

组
$0$ $%

#

-&$

$

1/

#

$(&(

$

$%'

#

-'&%

$

V=

组
$;% 01

#

1/&%

$

9G

;$

#

'0&%

$

9G

;-

#

'/&%

$

9G

!!

9

!

!

$

%&%;

%与
?@C

组比较(

G

!

!

$

%&%;

%与
?6AXF

组比较

!!

F

!

?@C

组(

@

!

?6AXF

组(

D

!

V=.DCY

组

图
$

!!

$1

周龄
XEA

鼠胰岛炎%

BH

染色
b1%%

&

表
1

!!

各组血清细胞因子水平%

EgC

(

4O

)

8I

&

组别
1 >I.$

#

>YX.

+

>I.$% >I.0

?@C

组
) $))&'g1/&' ;)%&1g)%&0 1%0&/g'/&0 $($&-g')&$

?6AXF

组
) $)'&-g'%&- ;;'&/g0-&- 1%;&1g;0&$ 1$1&/g';&'

V=

组
) $$%&-g1%&;

9G

0'$&-g0(&(

9G

;$0&'g)0&0

9G

1;;&/g0'&)

9

!!

9

!

!

$

%&%;

%与
?@C

组比较(

G

!

!

$

%&%;

%与
?6AXF

组比较

表
'

!!

各组脾细胞原代培养上清液细胞因子水平%

EgC

(

4O

)

8I

&

组别
1 >I.$

#

>YX.

+

>I.$% >I.0

?@C

组
) $$)&;g$(&( 00/&%g0/&0 $);&1g'$&1 $)'&'g'$&$

?6AXF

组
) $$0&-g11&; 00'&1g'/&$ $)-&/g0(&( $($&1g$(&/

V=

组
) --&'g$0&$

9G

'0;&1g'(&(

9G

0$$&;g;$&;

9G

1$(&-g0%&$

9

!!

9

!

!

$

%&%;

%与
?@C

组比较(

G

!

!

$

%&%;

%与
?6AXF

组比较

A&B

!

血清
>I.$

#

*

>I.0

*

>I.$%

和
>YX.

+

的水平
!

V=

组血清及上清液
>I.$%

水平显著高于
?@C

组和
?6A.

XF

组%

>I.0

水平显著性高于
?@C

组(而
>YX.

+

*

>I.$

#

水平则低于
?@C

组和
?6AXF

组)见表
1

*

'

)

A&C

!

未处理的
$%

$

$1

周龄未发病
XEA

雌鼠脾细胞

V=.DCY

刺激后上清液细胞因子水平
!

未处理的

$%

$

$1

周龄未发病
XEA

雌鼠脾细胞
V=.DCYAXF

疫苗刺激后上清液
>I.$

#

*

>I.0

*

>I.$%

和
>YX.

+

的水
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平较刺激前差异均有统计学意义#

!

$

%&%;

$%见表
0

)

表
0

!!

未处理的
$%

$

$1

周龄未发病
XEA

雌鼠脾细胞
V=.

!!!

DCY

刺激后上清液细胞因子水平%

EgC

(

4O

)

8I

&

时间
1 >I.$

#

>YX.

+

>I.$% >I.0

刺激前
; $$$&%g1$&- 01)&)g1/&( $)0&/g'1&/ $)0&1g''&'

刺激后
; /%&)g$(&1

9

'0$&0g;'&/

9

1)%&/g;$&$

9

11;&)g'0&(

9

!!

9

!

!

$

%&%;

%与对照组比较

B

!

讨
!!

论

!!

用人
V=.DCYAXF

疫苗免疫
XEA

雌鼠%发现

$1

周龄时
V=

组胰岛炎积分较
?@C

*

?6AXF

组显著

性降低(

V=

组正常胰岛比例较
?@C

*

?6AXF

组高%

胰岛周围炎及胰岛内炎比例则较
?@C

*

?6AXF

组降

低)提示人
V=.DCYAXF

疫苗可减轻
XEA

雌鼠胰

岛炎%一定程度预防和延缓
XEA

鼠糖尿病的发生)

M$A=

为
M

细胞介导破坏
#

细胞的一种自身免

疫疾病)

DA0

m

M

细胞在
M$A=

患者和
XEA

鼠
#

细

胞破坏中扮演着重要角色&

-

'

)

AD

是浸润胰岛的主要

抗原递呈细胞#

F?D

$)病理性
M

细胞俘获
F?D

上的

#

细胞抗原&正常情况靶细胞不表达组织相溶性复合

物#

=BD

$

)

类分子')活化的
M

细胞识别
F?D

上的

#

细胞抗原%并产生自我抗原反应&

/

'

)大量研究发现

AD

细胞是首先浸润胰岛的炎症细胞%提示
AD

细胞

在人类
M$A=

和
XEA

鼠糖尿病的发生发展中起着

至关重要的作用&

(

'

)

AD

细胞通过
#

细胞抗原递呈而

启动和促进自身免疫)

V=.DCY AXF

疫苗减轻

XEA

鼠胰岛炎%减少
XEA

鼠糖尿病的发生说明
V=.

DCY

能通过某种途径减轻病理性
M

细胞对胰岛的浸

润破坏而保护
#

细胞%阻止
XEA

鼠发生糖尿病)

AD

细胞对维持自身抗原的外周耐受有着重要作

用)正常条件下%未成熟和未活化的
AD

细胞可诱导

MJ7

O

细胞活化&

$%

'

%通过与
AD

细胞的直接作用来维

持人类和鼠正常的
MJ7

O

细胞功能&

$$

'

(

M$A=

患者和

糖尿病动物模型中
AD

细胞和
MJ7

O

细胞功能异常%异

常
AD

细胞和
MJ7

O

细胞促使
M$A=

的发生)已有报

道显示%人类
M$A=

和
XEA

鼠
AD

细胞功能异常%

M$A=

中
AD

细胞的正常功能减弱)

XEA

鼠中
AD

细胞不能有效活化
MJ7

O

细胞%其部分原因可能与成

熟障碍有关%从而病理性
M

细胞致
#

细胞免疫破

坏&

$1

'

)因此%恢复
AD

细胞的免疫耐受和
MJ7

O

细胞

功能%抑制针对
#

细胞抗原的自身免疫反应%保护
#

细

胞是治疗的途径)

近来研究显示%

V=.DCY

在免疫介导的自身免疫

模型中能调节
AD

细胞功能%诱导
M

细胞免疫耐

受&

$'

'

)其可能通过产生
MJ7

O

细胞来诱导成熟
.

抵抗

耐受的
DA/9.AD

细胞和抑制自身免疫反应)

V=.

DCY

处理早期胰岛炎
XEA

鼠%明显增加
AD

细胞和

DA0

m

DA1;

m

MJ7

O

细胞%而显著延缓糖尿病的发生%

其通过
DA0

m

DA1;

m

MJ7

O

细胞分泌
>I.$%

和
MVY$

#

发生保护作用&

$0

'

)

血清及原代脾细胞培养上清液中
V=

组
>I.$%

显著高于
?@C

*

?6AXF

组%而
>I.$

#

和
>YX.

+

低于

?@C

*

?6AXF

组(

V=.DCY

刺激的脾细胞上清液中

>I.$%

高于刺激前%

>I.$

#

和
>YX.

+

低于刺激前)这说

明
V=.DCY

能上调
XEA

鼠
>I.$%

%下调
>I.$

#

和

>YX.

+

%这些作用是通过脾细胞产生的)

V=.DCY

是
AD

细胞的生长因子%深刻影响
AD

细胞的扩增*成熟和不同亚群功能&

$;

'

)

V=.DCY

通过

分泌
>I.$%

的
DA0

m

DA1;

m

MJ7

O

细胞抑制实验性自

身免疫甲状腺炎模型#

HFM

$和实验性自身免疫性肌

炎模型#

HFV

$的进展&

$)

'

)

AD

细胞能产生低浓度前

炎症细胞因子%不论细胞表面活性标志物水平%均可

促使
M

细胞耐受&

$-

'

)前炎症细胞因子通过抑制
MJ7

O

细胞扩增和发展打破免疫耐受%如肿瘤坏死因子
.

!

#

MXY.

!

$下调
MJ7

O

细胞的数量和功能&

$/

'

%

>I.$

#

则直

接增加效应
M

细胞破坏
XEA

鼠免疫耐受&

$(

'

)

V=.

DCY

增加
>I.<9

而影响
AD

的成熟%

>I.<9

是外周单

核细胞产生的
>I.$

#

抑制剂%能活化
AD

细胞成熟的

关键调节因子核因子
.

&

@

#

XY.

&

@

$

&

1%

'

)

V=.DCY

通过

下调细胞因子
>I.$

#

和
>I.$1

水平阻止
XEA

鼠发生

糖尿病%这些保护作用可能是通过诱导
AD

细胞耐受

及增进
MJ7

O

细胞功能实现&

$0

'

)

实验显示人
V=.DCYAXF

疫苗可在小鼠体内较

长时间表达)从实验结果推测%

V=.DCYAXF

疫苗

预防和延缓糖尿病及减轻胰岛炎的机制可能为!

V=.

DCYAXF

疫苗可在
XEA

鼠体内转录表达
V=.DCY

%

上调了
>I.$%

和
>I.0

等
M21

细胞因子水平%下调

>YX.

+

和
>I.$

#

等
M2$

细胞因子水平%减轻
XEA

鼠

胰岛炎%预防和延缓
XEA

鼠发生糖尿病)

V=.DCY

AXF

疫苗调节
M2

细胞因子尚有多个环节不清楚%如

V=.DCY

是如何与
AD

细胞发生联系的/ 之后是怎

样诱导产生分泌
>I.$%

的
DA0

m

DA1;

m

MJ7

O

细胞等/

这些均需要更深入的研究和探索%以期能揭示
M$A=

发病机制和寻找
M$A=

防治方法)
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