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目的
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探讨
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对血小板免疫炎症功能的影响&方法
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体外培养双分化潜能的
8>)1

细

胞!佛波酯诱导其向巨核细胞系分化!分别导入
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模拟物和阻遏物&
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检测白细胞介素"
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.)
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瘤坏死因子
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%表达水平#

c7+37?,X="3
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检测转染细胞后
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样受体
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JIO0

%'核因子
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FT
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.
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P

蛋白和
@OFN

的表达水平#通过荧光素酶报告基因法验证
QI.$

受体相关激酶
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%是否含有
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的靶位点!观察
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对靶基因
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的影响&结果
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过表达
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后!细胞上清中
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JFT.
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水平降低!
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蛋白表达明显升高!

FT.
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和蛋白表达明显降低&抑制
@#O.$0)<

后!细胞上

清中
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JFT.
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水平升高!

JIO0

蛋白表达明显降低!
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和蛋白表达明显升高&双荧光素酶报告

实验证实
K@#?.O7

4
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和
@#O.$0)<@#@#6

共转染组的荧光素酶报告基因活性明显受到抑制!
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过表达可抑制
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蛋白表达!而对
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表达无影响&结论
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可能通过
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血小板的激活和各种血小板因子的释放是触发

急性冠脉综合征#

<6C376"?",<?

E

+

E

,!?"@7

%

N9;

$的

始动和核心环节)最近的研究发现%血小板的激活不

仅能促进血栓形成%还能激活机体免疫炎性反应'

$.1

(

)

血小板表面存在
J"==

样受体
0

#

JIO0

$*

9A0%I

*

K.+7.

=763#,

等免疫分子)

JIO0

的表达在活化和非活化的

血小板之间不同%活化的血小板
JIO0

表达明显升

高'

'.0

(

)

JIO0

在
N9;

患者单核细胞中过表达%并且

这些过表达的
JIO0

通过
JIO0

"核因子#

FT

$

.

)

P

信

号通路调控免疫炎性反应'

>.)

(

)近年有研究表明%血

小板*巨核细胞中存在大量有功能的
FT.

)

P

家族成

员%并且它们和血小板免疫炎症密切相关%具体机制

有待进一步研究'

-

(

)

@#O.$0)

是第一个被发现在免疫

系统中具有调节作用的
@#OFN

%其能诱导巨核细胞

增生分化'

/

(

%并且在小鼠成熟巨核细胞中表达增

加'

(

(

)在血小板生成过程中%巨核细胞中线粒体*核

糖体等细胞器及多种不同细胞因子的
4

?7.@OFN

转

移到血小板%因此
@#OFN

通过影响巨核细胞中
@O.

FN

的合成进一步影响血小板功能'

(

(

)本文研究

@#O.$0)<

对巨核细胞裂解产生的血小板免疫炎症功

能的影响%为抑制血小板免疫炎症的治疗提供更多的

理论依据)
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!

材料与方法

A&A

!

材料
!

人慢性粒细胞白血病细胞
8>)1

由南昌

大学第二附属医院分子中心馈赠&高糖
$)0%

培养基%

胎牛血清#

TP;

%以色列
PQ

公司$&

@#O.$0)<@#@#6

*

@#O.$0)<#,2#X#3"?

*

@#@#6.F9

*

#,2#X#X"?.F9

*

@#O.

$0)<

"

Y)

的
OJ.

g

K9O

引物#吉玛公司$&

=#

4

"W763@#,7

1%%%

#全式金公司$&

JIO0

一抗#美国
K?"37#,3762

公

司$%

FT.

)

P

一抗#美国
NX6<@

公司$%

'

.<63#,

一抗*鼠

二抗*兔二抗#中杉金桥公司$&白细胞介素#

QI

$

.)

及

肿瘤坏死因子
(

#

JFT.

(

$

LIQ;N

试剂盒'优尔生#

C+6.

,5

$(&

OJ.K9O

*

g

K9O

试剂盒#

J#<,

B

7,

公司$&佛波酯

#美国
;#

B

@<

公司$)

A&B

!

方法

A&B&A

!

细胞培养及巨核细胞模型建立
!

常规培养

8>)1

细胞%按照前期实验摸索条件%复制
8>)1

细胞

向巨核细胞分化模型%待细胞处于对数增殖期时%加

入佛波酯#

A:;R

溶解%终浓度为
$%,

B

"

@I

$诱导

-12

%离心收集诱导后细胞%培养基重悬%接种于新的

培养皿中用于后续细胞转染实验)

A&B&B

!

细胞形态分析
!

收集诱导前后
8>)1

细胞离

心涂片%在光镜下观察诱导前后细胞形态变化并

拍照)

A&B&C

!

流式细胞术检测表面标志分子
!

用流式细胞

仪检测诱导前后
8>)1

细胞
9A)$

和
9A0$

阳性血小

板百分率)三色流式细胞分析法详细操作步骤参考

文献'

>

(

)

A&B&D

!

转染佛波酯诱导分化
!

诱导后细胞增殖至

/%]

左右汇合时进行
+#OFN

转染)按照转染试剂操

作指南操作%分别导入
@#O.$0)<@#@#6

*

@#O.$0)<#,.

2#X#3"?

*

@#@#6.F9

*

#,2#X#3"?.F9

等)

A&B&H

!

荧光定量检测
@#O.$0)<

水平
!

收集细胞%按

J?#Z"=

试剂盒说明书提取总
OFN

)反转录合成第
$

链
6AFN

%

K9O

扩增)

@#O.$0)<

!上游引物
>h.JN.

NJ9MJMJMNMNN9JMNNJJ9.'h

%下 游 引 物
>h.

JNJMMJJJJMN9MN9JMJMJMNJ.'h

&

Y)

!上游

引物
>h.NJJMMNN9MNJN 9NMNMNNMNJJ.'h

%

下游引物
>h.MMNN9M9JJ9N9MNNJJJM.'h

)具

体步骤参照荧光定量试剂盒说明书)扩增条件!

(>^

$>@#,$

个循环&

(>^$%+

%

)%^'1+0%

个循环)

每个标本均做
'

个复孔%结果采用
1

.

**

9J法进行相对

基因分析)

A&B&J

!

LIQ;N

测定
QI.)

*

JFT.

(

水平
!

按照
LIQ;N

试剂盒说明书操作%检测培养上清液中
QI.)

*

JFT.

(

水

平%结果经酶标仪读数%在标准曲线上进行定量分析)

A&B&K

!

c7+37?,X="3

检测
JIO0

*

FT.

)

P

蛋白表达
!

收集转染
'!

后的细胞悬浮液离心#

$%%%?

"

@#,

离心

>@#,

$%

KP;

洗涤
'

次&加入
>%

%

IaI"<!#,

B

PCWW7?

漩涡振荡充分裂解细胞%置沸水中煮
$%@#,

%十二烷

基磺酸钠
.

聚丙烯酰胺#

;A;.KNML

$凝胶电泳后将其

转移到聚偏氟乙烯#

KdAT

$膜%脱脂牛奶封闭
12

%双

蒸水洗膜
>@#,a'

次%加入稀释好的一抗
0^

摇床孵

育
')

$

0/2

%

JP;J

洗涤
$%@#,a'

次)加入二抗常

温孵育
$&>2

%

JP;J

洗涤
$%@#,a'

次)加入显影

液曝光%以
'

.<63#,

作为内参照)

A&B&L

!

OJ.K9O

检测
FT.

)

P

*

QI.$

受体相关激酶
$

#

QON8$

$水平
!

收集细胞%按
J?#Z"=

试剂盒说明书提

取总
OFN

)反转录合成第
$

链
6AFN

%

K9O

扩增)

具体步骤参照
OJ.K9O

试剂盒说明书)

FT.

)

P

*

Q.

ON8$

引物序列见表
$

)

K9O

反应条件!预变性
(0

^>@#,

&变性
(0^'%+

%退火
>/^'%+

%延伸
-1^

)%+

%循环
'%

次&总延伸
-1^-@#,

)

QON8$

退火温

度
>)&/^

%

FT.

)

P

退火温度
>-&/^

)

表
$

!!

引物系列

名称 引物 长度

'

.<63#, >h.NM9MNM9NJ99999NNNMJJ.'h 1/>X

4

>h.MMM9N9MNNMM9J9NJ9NJJ.'h

FT.

)

P >h.99NN9NMNJMM999NJN99J.'h $-0X

4

>h.NN99JJJM9JMMJ999N9NJ.'h

QON8$ >h.99JMMNJ9NN99M9NN9M.'h 101X

4

>h.MMJ9JMMMNM99JMMNNNN.'h

A&B&M

!

靶基因预测
!

利用
'

种常用的靶基因预测软

件#

J<?

B

73;6<,

*

K#6J<?

*

@#O<,!<

$预测
@#O.$0)<

可
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1%$(

年
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能作用的靶基因%结合
@#O.$0)<

在调控血小板免疫

炎症过程中的作用%在预测结果交集中筛选出
QON8$

基因为潜在的靶基因&通过荧光素酶报告基因法验证

QON8$

是否含有
@#O.$0)<

的靶位点&通过检测过表

达或抑制表达
@#O.$0)<

后细胞中靶基因
@OFN

及

蛋白表达的变化%从而确定
@#O.$0)<

与靶基因的对

应关系)

A&C

!

统计学处理
!

采用
;K;;1%&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%采用
<

检验%所有实验重

复
'

次%以
"

$

%&%>

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

形态学变化
!

8>)1

细胞经佛波酯诱导后%随着

时间的延长细胞逐渐变形%到
-12

时细胞变化最明

显%呈现出巨核细胞特点!细胞形态为圆形或椭圆形%

边缘不规则%染色质呈粗颗粒状%排列紧密%核仁不甚

清晰%出现空泡及伪足等%见图
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和
9A)$

表达水平
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8>)1

细
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和
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%而佛波酯诱导
-12

后%流式细胞术检测细胞表面
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激活的血小板自身能分泌多种炎症因子%如
QI.

$

'

*

QI.'

*

QI.)

*

JFT.

(

'

$%

(

)此外%血小板激活后通过与

血管内皮*循环中的白细胞相互作用%释放多种促炎

分子'

0

%

$$.$1

(

)因此%血小板的免疫炎性反应不仅参与

动脉粥样斑块破裂及血栓形成%还贯穿在动脉粥样硬

化的形成及发展的整个慢性炎性反应过程中'

$'.$0

(

)

研究血小板的免疫炎性反应%对冠状动脉粥样硬化性

心脏病的预防和治疗有着深远意义)然而血小板体

外存活时间短%保存困难%容易激活%体外研究困难)

8>)1

细胞是一种双分化潜能的人慢性粒细胞白血病

细胞%在国际上被通用于研究巨核细胞的分化研究)

本实验成功复制了体外用佛波酯诱导
8>)1

细胞构建

巨核细胞"血小板模型'
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%通过转染
@#O.$0)<+#OFN

成功上调或下调了
@#O.$0)<

水平)上调
@#O.$0)<
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蛋白明显升高%
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键分子%多个生物信息学软件都预测到
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是
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的一个靶基因%通过双荧光素酶报告基因证

明在血小板中
@#O.$0)<

可以靶向作用于
QON8$

%并

通过
c7+37?,X="3

和
OJ.K9O

检测证明血小板中

@#O.$0)<

也能在转录后水平调控
QON8$

的表达)

从而表明
@#O.$0)<

可通过
JIO.0

"

FT.

)

P

炎症通路

抑制血小板的炎性反应%并且其可能机制是通过作用

JIO0

"

FT.

)

P

信号通路中关键靶点
QON8$

%负性调

节此通路%减弱该通路下游
FT.

)

P

介导的
QI.)

*

JFT.

(

等炎症因子的表达)目前研究的
@#O.$0)<

抗炎的

经典途径之一是
@#O.$0)<

通过靶向作用于
QON8$

*

JONT)

%负向调控
JIO0

"

FT.
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P

信号通路%抑制该通
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典途径与本研究结果完全一致)然而%也有研究表明

@#O.$0)<

可促进动脉粥样硬化的炎症%加重冠状动脉

粥样硬化性心脏病'

$/.$(

(

)因此%需要进一步研究
@#O.

$0)<

在血小板免疫炎症及冠状动脉粥样性心脏病中

的的作用机制)
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