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目的
!

探讨
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在
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7

X1&1&$5

细胞中的表达情况及其对主要组织相容性复合体
+

类分子

"

S[4.

+

类分子#表达的调节作用%方法
!

将实验分为
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组!检测
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转录水平及蛋白表达情况!以及过表达
A;245

后
S[4.

+

类分子表达情况%结果
!

与
[9

7

X1

细胞相比!

[9

7

X1&1&$5

细胞中的
A;245

转录水平$蛋白表达水平$

S[4.
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类分子的表达水平降低"

!

$

%&%5
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[9

7

X1

细

胞加入
=BA.

'

后!

A;245

的转录水平及蛋白表达水平均增加"

!

$

%&%5

#!

[9

7

X1&1&$5

细胞蛋白水平无明显

变化%与未转染组相比!过表达
A;245

蛋白后的
[9

7

X1&1&$5

细胞表面的
S[4.
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类分子表达上调"
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#%结论
!

[\3

感染导致
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+

类分子表达下调!而
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可上调
S[4.
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类分子的表达%
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!!

乙型肝炎病毒$

[\3

%感染后引起的免疫应答是

肝细胞损伤及炎症发生的主要机制#而炎症反复存在

是慢性乙型肝炎进展为肝硬化甚至肝癌的重要因素)

在
[\3

感染期间#

[\3

特异性
@

细胞的数量和功

能与
[\3

控制情况有关&

$

'

)因此#

[\3

特异性细胞

毒性
@

淋巴细胞$

4@;

%不能有效清除感染
[\3

的

细胞是造成乙型肝炎慢性化甚至肝癌的重要因素)

经典的主要组织相容性复合体
+

类分子$

S[4.

+

类

分子%通过提呈抗原肽而激活
@

淋巴细胞#
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Z

4@;

识别
S[4.

+

类分子提呈的内源性抗原肽#参与

适应性免疫应答)在肝母细胞癌实验中发现
[\3

感

染可下调
S[4.

+

类分子
[;?.?\4

*

[;?.:

和
S=.

4?

的表达&

1

'

)

肽聚糖的核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族

$

A;2+

家族%是细胞内模式识别受体$

Q22

%中一个很

大的蛋白家族)

A;245

蛋白作为
A;2+

家族成员之

一#近年多项研究表明#在天然免疫及适应性免疫起

重要作用)

A;245

蛋白可参与
S[4.

+

基因及其相

关基因的调节#如
(

1.

微球蛋白*

@8

7

$

和
;H

7

1

基因

的表达&

'.0

'

)而
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对
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感染后所致的
S[4.
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+

下调是否起作用#目前尚未见相关报道)

[9

7

X1&

1&$5

细胞是
[9

7

X1

细胞的衍生系#可持续*稳定地

释放
[\3

)笔者将
A;245

能否诱导
S[4.

+

类分

子表达增加的调控机制应用于
[9

7

X1&1&$5

细胞#观

察
A;245

在
[9

7

X1&1&$5

细胞中对
S[4.

+

类分

子表达的调控作用)

?

!

材料与方法
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!

细胞及材料
!

[9

7

X1

细胞株由本实验室保存#

[9

7

X1&1&$5

细胞由重庆医科大学肝研所赠予#复

苏*培养至细胞呈对数期生长用于实验)

6S:S

培养

基及胎牛血清$美国
[
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1%%%

$美国
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9,

公司%*

`

7

D#.S:S

$美国
X#ME"

公司%)

7

E6A?'&$

质粒购自中国质粒菌株基因库(

总
2A?

提取试剂盒*逆转录试剂盒$天根公司%(

Q42

引物由上海
=,L#DK"

F

K,

生物公司合成)

?,D#.A;245

$一抗%*山羊抗兔二抗$

[2Q

#英国
?ME8H

公司%)

B=@4

标记鼠抗人
[;?.?\4

抗体$美国
9\#"+E#9,E9

公司%)
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方法
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实 验 分 组
!

?

组!
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7

X1

组#

\

组!
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X1Z=BA.
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5,

F

"

H;

%组#

4

组!

[9

7

X1&1&$5

组#

6

组!

[9

7

X1&1&$5Z=BA.

'

$

5,

F

"

H;

%组#

:

组!

[9

7

X1&1&$5Z

7

E6A?'&$.A;245.XBQ

(

B

组!

[9

7

X1&1&$5Z

7

E6A?'&$

组)
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质粒转染
!

待细胞数量达
/%Y

时准备转染#

将
15%

%

;`

7

D#.S:S

与
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%

;

的
G#

7

K"<9ED8H#,9

@S

1%%%

混合后静置
1%H#,

#分别将
7

E6A?'&$.A;245.

XBQ

*

7

E6A?'&$

加入混有转染剂的培养基中静置
$%

H#,

)加入
'

每毫升
_$%

) 细胞悬液#混匀后置于培养

箱中#

)C

后换液)

?&@&A

!

2@.Q42

!

从细胞中提取细胞总
2A?

)取

%&5

%

F

2A?

按逆转录试剂盒制备
E6A?

#逆转录原

液稀释
$%

倍#将试剂及样本
E6A?

混匀#放入定量

Q42

仪#并按下列条件进行
E6A?

扩增反应!

(0^

预

变性
$%H#,

#

(0^

变性
'%+

#

5/^

退火
'%+

#

)/^

延

伸
15+

#共
0%

个循环)所有样本均设置
'

个平行管)

?&@&B

!

R9+D9K,MG"D

!

收集细胞进行蛋白提取#配置

浓度为
%&5H

F

"

H;

标准液#根据
\4?

法测定各样品

的蛋白浓度#然后进行
>6>.Q?X:

电泳#分别以
)%3

电泳浓缩胶*

$1%3

电泳分离胶)选用
Q36B

膜进行

转膜#室温封闭
1C

#一抗
0^

孵育过夜#

@\>@

洗膜

后加入$

$j'5%%

%#室温下孵育
1C

(用
:4;

化学发光

法显影)

?&@&C

!

流式细胞学检测
!

取对数生长的细胞#经胰

蛋白酶消化后制成细胞悬液#调定浓度为每毫升
$_

$%

) 个#将细胞用
1

%

;

"

H;

的
4B>:

在
'-^

染色
'%

H#,

#洗涤
1

次#以
B=@4

标记的鼠抗人
[;?.?\4

抗

体室温孵育
$%H#,

#使用流式细胞仪进行检测#每个

抗体重复
'

次#记录激发波长
0//,H

处绿色荧光)

?&A

!

统计学处理
!

采用
>Q>>11&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Fa;

表示#采用配对
6

检验#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

[\3

对
A;245

转录水平及蛋白的表达影响
!

与
[9

7

X1

组相比#

[9

7

X1&1&$5

组细胞中的
A;.

245

转录水平及蛋白表达水平均下降$

!

$

%&%5

%#见

图
$

)

图
$

!!

[\3

对
A;245

转录水平及蛋白的表达影响

@&@

!

=BA.

'

对
A;245

转录水平及蛋白的表达影响

!

[9

7

X1

细胞加入
=BA.

'

后#

A;245

的转录水平及

蛋白表达水平均增加$

!

$

%&%5

%#

[9

7

X1&1&$5

细胞

在
=BA.

'

刺激后不能提高
A;245

的蛋白表达水平#

见图
1

)

图
1

!!

=BA.

'

对
A;245

转录水平及蛋白的表达影响

@&A

!

[\3

对
S[4.

+

类分子表达的影响
!

与
[9

7

X1

细胞相比#

[9

7

X1&1&$5

细胞中的
S[4.

+

类分

子的表达水平降低$

!

$

%&%5

%#见图
'

)

图
'

!!

[\3

对
S[4.

+

类分子表达的影响

@&B

!

转染
A;245

蛋白后
[9

7

X1&1&$5

细胞的表达

情况
!

转染
A;245

后的转录及蛋白表达水平均增加

$

!

$

%&%5

%#见图
0

)

@&C

!

S[4.

+

类分子在稳定表达
A;425

的
[9

7

0$(

重庆医学
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年
'

月第
0/

卷第
)

期



X1&1&$5

细胞表面的表达情况
!

4

组*

:

组*

B

组的

S[4.

+

类分子
SB=

分别为
$)&$-

*

$-&/)

*

$)&5(

)与

未转 染 组 相 比#过 表 达
A;245

蛋 白 后 的
[9

7

X1&1&$5

细胞表面的
S[4.

+

类分子表达上调$

!

$

%&%5

%#见图
5

)

图
0

!!

转染
A;245

蛋白后
[9

7

X1&1&$5

细胞的表达情况

图
5

!!

S[4.

+

类分子在稳定表达
A;425

的

[9

7

X1&1&$5

细胞表面的表达情况

A

!

讨
!!

论

!!

病原相关分子模式$

Q?SQ

%作为先天免疫反应

的第一道防御入侵微生物的防线#其识别依赖于几类

Q22

)

A;245

蛋白作为
A;2+

家族成员之一#近年

来广泛在天然免疫及适应性免疫应答*抗感染*肿瘤

等领域被研究)

A;245

具有非典型
A;2+

结构#即

位于中心的腺苷酸三磷酸酶结构域*位于
A

端的效应

器控制域$

4?26

属于死亡折叠域%#与
A;2+

其他家

族成员的
4?26

或
Qc6

没有同源性#为非典型的

4?26

结构域及位于
4

端最长的亮氨酸重复序列区

域$

;22

结构%

&

5./

'

)研究发现#

A;245

广泛表达于人

体多个组织#而免疫相关组织#如骨髓造血组织*淋巴

结*脾和外周血淋巴细胞中
A;245

的表达最高&

(

'

#表

明
A;245

参与免疫应答过程)

A;245

表达被

@;2'

配体&

7

"G

J

$

=j4

%'*病毒感染或
=BA.

'

触

发&

-

#

$%.$$

'

)

[\3

是一种双链
6A?

病毒#在本实验中

发现#在
[\3

感染后的肝细胞中可发现
A;245

表

达#表明
A;245

在
[\3

感染机体后引起的免疫应

答过程中起着一定的作用#可能参与了
[\3

的清除

作用)

=BA.

'

是一种主要由
@C$

细胞*

46/

Z

@

淋巴

细胞*

AW

细胞*巨噬细胞等免疫细胞分泌的细胞因

子#

=BA.

'

可通过刺激
b?W.>@?@

信号*途径激活

A;245

基因表达&

$1

'

)研究发现#免疫系统的
=BA.

'

.

A;245.S[4.

+

轴对于
46/

Z

@

细胞应答和细胞内

病原体的有效杀伤至关重要&

$'

'

)本实验用等量的

=BA.

'

分别刺激
[9

7

X1

细胞和
[9

7

X1&1&$5

细胞

后得到
A;245

在转录水平及蛋白水平均呈上升

趋势)

笔者发现 经 典
S[4.

+

类 分 子 表 达 在
[9

7

X1&1&$5

细胞中低于
[9

7

X1

细胞#

[9

7

X1&1&$5

细

胞不仅具有
[9

7

X1

细胞生物学活性#同时又能够持

续*稳定地分泌
[\3

#表明
[\3

感染机体情况下可

下调
S[4.

+

类分子表达#这与文献一致&

1

'

)

S[4.

+

类分子分布于有核细胞表面#通过提呈抗原肽而激

活
46/

Z

@

淋巴细胞#参与适应性免疫应答)

[\3

感

染宿主细胞后#其表面
S[4.

+

类分子表达下调或丢

失#因此在宿主细胞表面不易形成足够的抗原肽
.

S[4

分子复合物#导致机体出现免疫耐受)目前认

为#

[\3

感染机体后诱导机体出现免疫耐受是导致

乙型肝炎慢性化的重要因素&

$0

'

)

[\3

特异性免疫应

答在
[\3

清除过程中起重要作用#

S[4.

+

类分子

限制性的
46/

Z

4@;

可诱导肝细胞凋亡#也可分泌

=BA.

'

#以非细胞裂解机制抑制其他肝细胞内
[\3

基

因复制和表达)慢性
[\3

感染患者的
4@;

免疫应

答能力减弱是
[\3

感染趋于慢性化的主要原因&

$5

'

)

尽管
A;245

在天然免疫应答中的作用仍有争

议#但最近发现的
S[4.

+

类反式激活因子$

4=@?

%

也属于
A;2

蛋白家族#并构成
S[4.

+

类基因转录

激活的关键调节因子&

$)

'

)

A;245

作为
S[4.

+

类分

子的反式激活因子#诱导经典
S[4.

+

的表达$即

[;?.?

*

[;?.\

*

[;?.4

%#非经典的
+

类$即
[;?.

:

*

[;?.B

#

[;?.X

%#

(

亚基$

\1S

%#免疫蛋白酶体组

分$

Q>S\(

#即
;SQ1

%和肽转运蛋白$

@?Q$

%

&

$-

'

)有

研究团队发现#流感病毒感染
A;245

缺陷型小鼠#在

体内降低了
S[4.

+

类分子表达#

46/

Z

@

细胞功能

受损及病毒滴度增加&

$/

'

)

A;2

家族成员
A;245

在

各种类型的感染过程中调节
S[4.

+

的表达#但其在

对
[\3

免疫中的作用尚未得到充分研究)为探求

[\3

感染机体时
A;245

能否刺激
S[4.

+

类分子

表达#笔者将外源性
A;245

转染到
[9

7

X1&1&$5

细

胞#经
2@.Q42

及流式细胞术分别得到上调的
S[4.

+

类分子表达)表明在
[9

7

X1&1&$5

细胞中#

A;.

245

可上调
S[4.

+

类分子表达#提出
A;245

对

[\3

感染的免疫应答中起重要作用)

上述研究发现#

[\3

感染后
A;245

蛋白和

S[4.

+

类分子表达均下调)

[\3

感染人体后可降

低其抗原呈递能力#从而逃逸免疫监督#导致特异性

4@;

不能有效清除
[\3

#机体呈持续
[\+?

F

*

[\9?

F

阳性表现)

[\3

特异性
4@;

免疫杀伤效应

的降低可能与
[\3

感染后导致的
A;245

表达下调

有关)在
[9

7

X1&1&$5

细胞中过表达
A;245

#证实

了
A;245

可以上调
[9

7

X1&1&$5

细胞
S[4.

+

类分

子表达#而
S[4.

+

类分子表达增加促进
[\3

特异

性
4@;

更好地发挥免疫杀伤效应#这对揭示乙型肝

炎免疫耐受机制具有重要意义)因此#

A;245

是否

5$(
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年
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月第
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卷第
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期



通过
S[4.

+

类分子增强
[\3

特异性
46/

Z

@

淋巴

细胞的免疫杀伤作用可进一步证实#从而为打破乙型

肝炎免疫耐受提供理论依据)
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