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　 　 【摘要】 　 目的　 表达 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白，研究其在调节机体免疫应答方面的作用机制。 方法　 构建原核表达

载体 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，诱导表达的 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白由 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝胶进行纯化。 将 ＩＬ⁃３７ｂ 作用于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠，注
射 ＬＰＳ 诱导感染性休克，检测小鼠血清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃γ 的表达水平。 分离并培养小鼠树突状细胞，用 ＩＬ⁃３７ｂ
处理，经 ＬＰＳ 诱导活化，检测细胞表面 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ 等标志物分子表达情况，以及培养上清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０、
ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α 的表达水平。 分离小鼠 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞，检测 ＩＬ⁃３７ｂ 对 ＬＰＳ 诱导的 Ｔ 细胞培养上清中 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１０ 的抑制作用。 结果　 ＩＬ⁃３７ｂ 能够降低感染性休克的小鼠血清中促炎性细胞因子的表达；并抑制小鼠树突状细胞

共刺激分子和促炎性细胞因子的表达，以及 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞表达促炎性细胞因子。 结论　 纯化的 ＩＬ⁃３７ｂ 具备生物学

活性，能够通过抑制树突状细胞活化及相关的 Ｔ 细胞免疫应答缓解机体感染性休克。
【关键词】 　 ＩＬ⁃３７ｂ；纯化；树突状细胞；免疫应答；感染性休克
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｃａｎ
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　 　 细胞因子 ＩＬ⁃３７ 属 ＩＬ⁃１ 家族成员，曾经被命名

为 ＩＬ⁃１Ｆ７［１］，其在人体多种组织、器官中都有表

达［２⁃４］，但小鼠体内并没有被发现有其同类细胞因

子的表达［５］。 ＩＬ⁃３７ 的基因序列包含 ６ 个外显子，外
显子 １ ～ ３ 编码 ＩＬ⁃３７ 前体蛋白的 Ｎ 末端，外显子 ４
～ ６ 编码 Ｃ 末端 ＩＬ⁃１ 样细胞因子结构［６］。 ＩＬ⁃３７ 的

编码产物有 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ 共 ５ 种亚型，其中 ＩＬ⁃３７ｂ 是

五种亚型中序列最长的一个，共有 ２１８ 个氨基酸，含
有外显子 １、２、４、５、６［７］。 近年来，大量研究已证实

ＩＬ⁃３７ｂ 具有生物学活性，能够作为炎症抑制因子在

多种炎症性疾病中发挥功能，调节固有免疫应

答［８⁃１１］。 树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）表面具有

丰富的抗原递呈分子，是机体功能最强的专职抗原

递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ），能够高效

地摄取、加工处理和递呈抗原。 成熟的 ＤＣｓ 能够激

活初始型 Ｔ 细胞，启动并调控免疫应答，是机体免

疫反应的关键调控者［１２］。
本实验通过构建原核表达载体大量表达 ＩＬ⁃３７ｂ

重组蛋白，研究 ＩＬ⁃３７ｂ 对 ＤＣｓ 活化及其相关的免疫

应答的影响，并进一步研究 ＩＬ⁃３７ｂ 对机体炎症反应

发挥抑制作用的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物与原核表达质粒

７ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠 １８ 只购

自北京华阜康生物科技股份有限公司 ［ＳＣＸＫ （京）
２０１４ － ０００４］，饲养于中国医学科学院医学实验动

物研究所动物实验室 ［ ＳＹＸＫ （京） ２０１４ － ００２］。
该实验研究经由实验动物使用与管理委员会批准

（ＩＡＣＵＣ：ＧＲ１６００２）。
含有全长 ＩＬ⁃３７ｂ 基因的重组质粒 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃

３７ｂ 由本实验室制备并保存。
１􀆰 ２　 主要试剂与用品

酵母提取物、干粉蛋白胨、琼脂粉购自 Ｏｘｉｏｄ 公

司；质粒提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司；Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝胶

购自 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司；尿素、Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、ＮａＨ２ＰＯ４、考马斯

亮蓝等化学试剂购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；ＰＢＳ、ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基、胎牛血清、青链霉素双抗溶液、胰蛋白酶等购

自 Ｇｉｂｃｏ 公司；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自

Ｓｉｇｍａ 公司；重组小鼠粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激因子

（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ⁃
ＣＳＦ） 和 白 细 胞 介 素 ４ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４ ） 购自

Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司；无菌细胞筛网、红细胞裂解液、流式

ＣＢＡ 细胞因子检测试剂盒购自 ＢＤ 公司；荧光标记

的细胞表面标志分子检测抗体购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公

司；预染蛋白分子量 Ｍａｒｋｅｒ、ＢＣＡ 蛋白浓度检测试

剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 引物合成及测序等服务由

英潍捷基（上海）公司提供。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 蛋白纯化

将制备好的能够稳定表达重组质粒 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃
３７ｂ 的大肠杆菌甘油菌冻存液均匀涂布于具有卡那

霉素抗性的 ＬＢ 平板表面，于 ３７℃培养箱中倒置培

养过夜，复苏菌种。 次日，挑取单个菌落接种至 ３ ～
４ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中，３７℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振摇培养 ８
ｈ。 将培养的菌液按 １∶ ５００ 的体积比接种到 １ Ｌ ＬＢ
液体培养基中，继续 ３７℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振摇，扩大培

养。 培养至菌液 Ａ６００ 值达到 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ６ 时，加入终

浓度 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导菌体表达蛋白，继续培

养。 １６ ～ １８ ｈ 后，以 ４℃、４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件离心 ３０
ｍｉｎ，收集菌体沉淀。 用 ＰＢＳ 溶液重悬沉淀，超声破

碎菌体，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 再次离心 ２０ ｍｉｎ，分别取裂解

产物的上清与沉淀进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，电泳结果

显示菌体裂解产物的上清和沉淀中都有外源性重

组蛋白表达的条带，表明重组 ＩＬ⁃３７ｂ 具有可溶性和

包涵体两种表达形式，其中沉淀中的目的重组蛋白

较多，故收集菌体沉淀进行纯化［１３］。
因重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白带有 ６ 个 Ｈｉｓ 标签，故采用

Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝胶进行变性条件下的亲和层析纯化。
变性 结 合 缓 冲 液 为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿 素， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ８􀆰 ０；变性漂洗缓

冲液为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４， ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ６􀆰 ３；变性洗脱缓冲液为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ
４􀆰 ５。 纯化完成后，对收集到的重组蛋白溶液进行透

析复性，并除去其中的尿素，于 ４℃环境透析 ２４ ｈ，

５４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



每 ２ ～ ３ ｈ 更换一次透析液。
将蛋白纯化过程中收集的各组分溶液样品进

行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 电泳结束后，小心地将有条带

的分离胶部分切下来，用考马斯亮蓝染色 ３０ ｍｉｎ ～ １
ｈ，至能明显观察到 ｍａｒｋｅｒ 与蛋白条带后，将其放入

乙酸脱色液中洗涤脱色至蛋白条带清晰。 在紫外

显影仪下观察蛋白条带大小位置并拍照记录。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白对 ＬＰＳ 诱导的机体感染性

休克的抑制作用

ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞壁外表层的内毒素脂

多糖，能够引起发热、微循环障碍、感染性休克等症

状［１４］。 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠分为实验组与对照组两

组，每组 ６ 只；实验组按照体重腹腔注射 １０ ｍｇ ／ ｋｇ
的 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白溶液，对照组注射相同体积的

ＰＢＳ 溶液；２ ｈ 后按体重给每只小鼠腹腔注射 １０
ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＬＰＳ。 注射 １８ ～ ２０ ｈ 后，进行眼眶取血，将
全血室温静置 １ ～ ２ ｈ，待血凝后离心收集血清。 采

用 ＣＢＡ 细胞因子检测试剂盒检测小鼠血清中 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃γ 的表达水平。 按照试剂盒说明书进

行操作，配制含有上述 ３ 种细胞因子对应的捕获微

球混合溶液，每个血清样品取 ５０ μＬ，与同体积的微

球混合液混匀，室温作用 １ ｈ；配制含有上述 ３ 种细

胞因子对应的 ＰＥ 标记的荧光抗体混合溶液，取 ５０
μＬ，逐一加入上一步的样品中并混匀，室温避光继

续作用 １ ｈ；１５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，洗涤一次，将样

品重悬后通过流式细胞仪检测血清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＩＦＮ⁃γ ３ 种细胞因子的表达量。
１􀆰 ３􀆰 ３　 小鼠骨髓树突状细胞的分离与培养

取 ３ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠，颈椎脱臼处死后，浸入

７５％乙醇中灭菌，在生物安全柜中解剖分离股骨与

胫骨，用注射器抽取 ＰＢＳ 溶液吹洗骨髓腔得到骨髓

悬液；将骨髓悬液流过 ７０ μｍ 孔径的细胞筛网，收
集细胞悬液，以 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清溶

液；加入 ５ ｍＬ 配制好的红细胞裂解液，重悬细胞，
４℃静置 ５ ｍｉｎ，去除红细胞；随后 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，弃去上清溶液，用 ＰＢＳ 溶液以相同的条件离心

洗涤细胞，再次弃去上清溶液；用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全

培养基重悬细胞，接种于无菌培养皿中；ＤＣｓ 半贴壁

生长，用工作浓度 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＧＭ⁃ＣＳＦ 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ
ＩＬ⁃４ 共同诱导培养，３７℃培养 ６ ｄ，每 ３ ｄ 更换一次

培养基，补充细胞因子。 ＧＭ⁃ＣＳＦ 能够诱导 ＤＣｓ 扩

增分化，并在体外环境下维持其生存；ＩＬ⁃４ 可抑制巨

噬细胞克隆形成，诱导 ＤＣｓ 生长成熟。 该方法得到

的 ＤＣｓ 可达到细胞总数的 ９０％以上［１５］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白对小鼠树突状细胞活化的

抑制作用

将培养 ６ ｄ 的 ＤＣｓ 制成浓度为 ２ × １０６ 个 ／ ｍＬ
的细胞悬液，接种于 ２４ 孔细胞培养板，３７℃继续培

养。 ＬＰＳ 能够促进 ＤＣｓ 活化或进一步成熟，实验组

细胞先采用工作浓度 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＩＬ⁃３７ｂ 单独作

用，２ ｈ 后加入工作浓度为 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ，与重

组蛋白共同作用于细胞；对照组细胞则采用与重组

蛋白溶液同体积的 ＰＢＳ 溶液与 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ
共同作用。 ３７℃培养 １８ ～ ２０ ｈ 后，分别收集细胞与

培养上清。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测树突状细胞表面的标志物

分子表达情况

通过流式细胞仪检测 ＤＣｓ 表面标志分子 ＣＤ４０、
ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ 的表达情况。 配制含有不同荧光标记

的 ＣＤ４０（ＰＥ）、ＣＤ８０（ＰＥ⁃Ｃｙａｎｉｎｅ５）、ＭＨＣＩＩ（ＦＩＴＣ）抗
体混合溶液，加入离心收集到的细胞沉淀中并将其重

悬，４℃避光反应 ３０ ｍｉｎ；１５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去

上清，加入 ＰＢＳ 溶液离心洗涤细胞一次，再将细胞重

悬；用 ２００ 目筛网过滤细胞，通过流式细胞仪检测

ＤＣｓ 表面 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ 的表达水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测树突状细胞培养上清中的

细胞因子表达水平

采用 ＣＢＡ 细胞因子检测试剂盒检测 １􀆰 ３􀆰 ４ 中

收集的 ＤＣｓ 培养上清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α
的表达量。 按照试剂盒说明书进行操作，步骤

同 １􀆰 ３􀆰 ２。
１􀆰 ３􀆰 ７　 分离小鼠脾脏 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞

取 ３ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠，颈椎脱臼处死后，浸入

７５％乙醇中灭菌，在生物安全柜中解剖取脾脏，浸入

ＰＢＳ 溶液。 用无菌注射器活塞研磨至细胞释出，将
细胞悬液流过 ７０ μｍ 孔径的细胞筛网，收集细胞悬

液，以 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清溶液；加入红

细胞裂解液去除红细胞，步骤同 １􀆰 ３􀆰 ３。 配制 ＣＤ４ ＋

（ＦＩＴＣ）抗体溶液，加入离心后的细胞沉淀中并将其

重悬，避光反应 ３０ ｍｉｎ；反应结束后离心去除上清，
并加入 ＰＢＳ 溶液离心洗涤细胞一次，再将细胞重

悬；用 ２００ 目筛网过滤细胞，通过流式细胞仪对细胞

悬液中的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞进行分选。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白对小鼠 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞活化

的抑制作用

将分选后的小鼠 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞接种于 ２４ 孔细

胞培养板，实验组与对照组分别采用工作浓度 ５００
ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＩＬ⁃３７ｂ 与同体积的 ＰＢＳ 溶液单独作用，２
ｈ 后加入工作浓度为 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ，共同孵育培
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养。 ３７℃培养 １８ ｈ 后，离心收集细胞培养上清，采
用 ＣＢＡ 细胞因子检测试剂盒检测培养上清中 ＩＦＮ⁃
γ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 的表达量。 按照试剂盒说明书进行

操作，步骤同 １􀆰 ３􀆰 ２。
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ． ５． ０ 软件对实验数据进

行 ｔ 检验及统计学分析，计量资料以平均数 ± 标准

差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 蛋白纯化

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结果如图 １ 所示，在 ２５ × １０３

左右处有一条高表达的外源性蛋白条带，与预期 ＩＬ⁃
３７ｂ 重组蛋白的分子量相符合；并且纯化后的蛋白

溶液中除该目的条带外未见其他条带。
２􀆰 ２　 小鼠血清中促炎性细胞因子的表达

通过流式细胞仪检测经 ＬＰＳ 诱导感染性休克

的小鼠血清中细胞因子表达水平。 与 ＰＢＳ 对照组

比较，经 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白预处理后，小鼠血清中的

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 与 ＩＦＮ⁃γ 的表达水平均显著下降，如图 ２

所示。 表明纯化的重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白具备生物学活

性，能够抑制 ＬＰＳ 引起的机体炎症反应。
２􀆰 ３　 小鼠树突状细胞表面标志物分子的表达

通过流式细胞仪检测经 ＬＰＳ 作用后的小鼠 ＤＣｓ
表面 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ 等表面标志物分子的表达

水平。 实验结果显示，在相同数量的细胞中，经 ＩＬ⁃
３７ｂ 预处理的 ＤＣｓ 表面 ＣＤ４０、ＣＤ８０ 与 ＭＨＣＩＩ 所占

的百分比低于未经蛋白作用的组别，其中 ＣＤ４０、
ＣＤ８０ 的下降趋势差异有显著性，如图 ３ 所示。

图 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 纯化的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析
Ｆｉｇ． １　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 注：ｎ ＝ ６；与 ＰＢＳ 对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
图 ２　 血清中促炎性细胞因子的表达

　 　 Ｎｏｔｅ． ｎ ＝ ６； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｐｔｉｃ ｓｈｏｃｋ

注：ｎ ＝ ３；∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
图 ３　 树突细胞表面抗原的表达

Ｎｏｔｅ． ｎ ＝ ３；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ
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２􀆰 ４　 小鼠树突状细胞培养上清中促炎性细胞因子

的表达

通过流式细胞仪检测经 ＬＰＳ 作用后小鼠 ＤＣｓ
培养上清中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α 的表达水平。
实验结果显示，与未经蛋白预处理的对照组相比，
经 ＩＬ⁃３７ｂ 作用的细胞培养上清中，上述 ４ 种细胞因

子的表达量全部降低，其中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１２ 与 ＴＮＦ⁃α
显著下降，如图 ４ 所示。
２􀆰 ５　 小鼠 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞培养上清中细胞因子的

表达

通过流式细胞仪检测经 ＬＰＳ 作用后小鼠脾脏

ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞培养上清中 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 的表

达水平。 实验结果显示，与未经 ＩＬ⁃３７ｂ 预处理的对

照组相比，经 ＩＬ⁃３７ｂ 作用的细胞培养上清中，上述 ３
种细胞因子的表达量明显下降，如图 ５ 所示。

３　 讨论

人 ＤＣｓ 起源于造血干细胞，ＤＣｓ 表面具有丰

富的抗原递呈分子，如组织相容性复合物 ＭＨＣＩ 与
ＭＨＣＩＩ， 共 刺 激 因 子 ＣＤ８０ ／ Ｂ７⁃１、 ＣＤ８６ ／ Ｂ７⁃２、
ＣＤ４０ ／ ＣＤ４０Ｌ，以 及 粘 附 因 子 ＩＣＡＭ⁃１、 ＩＣＡＭ⁃２、
ＩＣＡＭ⁃３ 等。 未成熟的 ＤＣｓ 具有较强的迁移能力

与抗原吞噬能力，而成熟的 ＤＣｓ 表面高表达共刺

激分子与粘附因子，处于启动、调控、维持免疫应

答的中心环节［１２］ 。 ＤＣｓ 使 Ｔ 细胞活化需要三个信

号：第一个信号是 ＤＣｓ 表面高表达 ＭＨＣＩ 或 ＭＨＣＩＩ
分子，其与被捕获并加工处理后的抗原肽结合后，
共同递呈给 Ｔ 细胞；第二个信号是 ＤＣｓ 表面高表

达的共刺激分子 ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ４０ 等，能够促进

Ｔ 细胞活化，启动免疫应答；第三个信号即活化的

ＤＣｓ 大量分泌的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃６
等细胞因子，这些细胞因子能够激活 Ｔ 细胞分化

增殖并影响其分化方向［１６］ ，故 ＤＣｓ 能够介导 Ｔ 细

胞免疫应答。
Ｎｏｌｄ［１７］等用 ＩＬ⁃３７ 转基因小鼠进行实验，证实

ＩＬ⁃３７ 能够抑制 ＬＰＳ 引起的机体感染性休克；并且，
ＩＬ⁃３７ 也能够在体外抑制 ＬＰＳ 刺激引起的人外周血

单核细胞和上皮细胞促炎性细胞因子的表达。 本

实验采用 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白对野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＷＴ）
小鼠进行预处理，随后通过 ＬＰＳ 诱导其感染性休

克，证实 ＩＬ⁃３７ｂ 重组蛋白能够明显抑制血清中的

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 与 ＩＦＮ⁃γ 等促炎性细胞因子的表达，说
明原核表达的 ＩＬ⁃３７ｂ 具备生物学活性，能够抑制机

体感染性休克。

注：ｎ ＝ ３；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
图 ４　 树突细胞培养上清中细胞因子的表达

Ｎｏｔｅ． ｎ ＝ ３；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

注：ｎ ＝ ３；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ５　 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞培养上清中细胞因子的表达

Ｎｏｔｅ． ｎ ＝ ３；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ

８４ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



　 　 ＬＰＳ 能够促进 ＤＣｓ 进一步活化并分泌大量促炎

性细 胞 因 子， 从 而 促 进 Ｔ 细 胞 免 疫 应 答［１８］。
Ｎｏｌｄ［１７］等通过流式细胞术检测了感染性休克小鼠

脾脏 ＤＣｓ 中 ＣＤ８６ 和ＭＨＣＩＩ 分子双阳性细胞所占的

比例，这些表面分子的大量表达可以引发 Ｔ 细胞免

疫应答。 实验中，ＷＴ 小鼠 ＣＤ８６ 和 ＭＨＣＩＩ 分子双

阳性细胞所占的比例是 ７３％ ，而 ＩＬ⁃３７ 转基因小鼠

ＣＤ８６ 和 ＭＨＣＩＩ 分子双阳性细胞所占的比例仅为

４７％ ，表明 ＩＬ⁃３７ 能够抑制 ＬＰＳ 引起的 ＤＣｓ 活化。
ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞是免疫调节的核心细胞群体，不同的

ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞通过分泌不同的细胞因子，对免疫系统

的整体功能具有重要的调控作用［１９］。 成熟的 ＤＣｓ
是 ＩＬ⁃１β 的重要来源，在某些情况下，ＤＣｓ 可通过分

泌以 ＩＬ⁃１β 为主的细胞因子，促进 Ｔ 细胞活化。 ＩＬ⁃
１２ 和 ＴＮＦ⁃α 是促进辅助性 Ｔ 细胞（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ，
Ｔｈ）向 Ｔｈ１ 分化的主要细胞因子，ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 则促

进 Ｔｈ 向 Ｔｈ２ 分化，这些细胞因子表达量的变化对

Ｔｈ０ 的分化起着重要作用［１２， ２０］。 Ｔｈ１ 与 Ｔｈ２ 同属于

ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞亚群，Ｔｈ１ 能够分泌 ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 等细

胞因子，促进炎症介质的进一步合成；而 Ｔｈ２ 可产生

ＩＬ⁃１０ 等细胞因子，这些细胞因子的适量表达有利于

控制、阻断急性炎症的发展，因而对体内的炎症反

应起下调作用［２１］。 本实验中，经 ＩＬ⁃３７ｂ 预处理的

小鼠 ＤＣｓ 培养上清中的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２、ＴＮＦ⁃α
表达量全部降低，ＤＣｓ 表面的共刺激分子表达下降，
证实 ＩＬ⁃３７ｂ 能够抑制 ＤＣｓ 活化，且抑制其传达使 Ｔ
细胞活化的信号；并且，ＩＬ⁃３７ｂ 能够降低 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细

胞表达的 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 等细胞因子，抑制 Ｔ
细胞免疫应答反应的进程。

综上，ＩＬ⁃３７ｂ 能够抑制 Ｔ 细胞的活化与其向

Ｔｈ１、Ｔｈ２ 分化的进程，从而抑制 Ｔ 细胞免疫应答。
证实 ＩＬ⁃３７ｂ 能够通过抑制 ＤＣｓ 活化及相关的 Ｔ 细

胞免疫应答反应缓解 ＬＰＳ 引起的机体感染性休克。
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