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摘要　 目的　 探索可溶性 ＣＤ８３（ｓＣＤ８３）发挥免疫抑制活性

的分子机制。 方法　 分离 ６ ～ ８ 周龄 Ｃ５７Ｂ ／ ６ 小鼠骨髓祖细

胞培养骨髓衍生树突细胞（ＤＣｓ）和脾脏内 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞。 分

别向细胞培养物中加入 １０ μｌ ＰＢＳ 处理（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）或 １０ μｌ
１０ μｇ ／ ｍｌ 的可溶性 ＣＤ８３ 处理（ ｓＣＤ８３ 组）。 流式细胞术测

定 ＤＣｓ 中的非成熟 ＤＣｓ（ ｉｍＤＣｓ）和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞中的 ＣＤ４ ＋

ＣＤ２５ ＋ ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ 细胞，即调节性 Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞的细胞计数所

占百分比。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｉｍＤＣｓ 胞内吲哚胺 ２，３⁃双加氧

酶（ＩＤＯ）的表达水平及 Ｔｒｅｇ细胞内磷酸酶及张力蛋白同源物

（ＰＴＥＮ）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐ⁃Ａｋｔ）、蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）、细
胞核和细胞质核因子⁃κＢ 亚基 ＲｅｌＢ 和程序性细胞死亡蛋白⁃
１（ＰＤ⁃１）的表达水平。 ＥＬＩＳＡ 测定 ＤＣｓ 培养上清液中犬尿

酸的水平以及 ｉｍＤＣｓ 和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞共培养系统中白细胞

介素（ＩＬ）⁃１０、转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）和 ＩＬ⁃１２ 的水平。 结

果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ｓＣＤ８３ 组表达表面标志物 ＣＤ４０、
ＣＤ８３、ＣＤ８６、Ⅱ类主要组织相容性复合物（ＭＨＣ Ⅱ）的 ＤＣｓ
细胞计数所占百分比降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＤＣｓ 培养上清液中犬

尿酸的水平上升（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 组

Ｔｒｅｇ细胞计数所占百分比升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；胞内 ＰＴＥＮ 和细胞

质 ＲｅｌＢ 的表达增强（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｐ⁃Ａｋｔ、细胞核 ＲｅｌＢ 和

ＰＤ⁃１ 的表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ａｋｔ 的表达水平差异无统计学

意义。 在 ｉｍＤＣｓ 与 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞共培养物上清液中，与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组相比， ｓＣＤ８３ 组 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 的水平升高 （ Ｐ ＜
０. ０５），ＩＬ⁃１２ 的水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ｓＣＤ８３ 能够抑

制 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞核内 ＲｅｌＢ 的水平调节相关细胞因子的分泌，
影响 ＤＣｓ 和 Ｔｒｅｇ 细胞的细胞间通讯，促进耐受性 ｉｍＤＣｓ 和

Ｔｒｅｇ细胞的增殖。
关键词 　 免疫抑制剂；可溶性 ＣＤ８３；耐受性 ＤＣｓ；调节性 Ｔ
细胞；核因子⁃κＢ 亚基 ＲｅｌＢ；吲哚胺 ２，３⁃双加氧酶
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　 　 由于移植后免疫抑制等方法的改进，肝移植后

的存活率逐步提高，并已成为终末期肝病的主要治

疗方法。 肝移植后，需要长期进行免疫抑制，以避免

严重的急慢性排斥反应和移植物丢失。 目前，免疫

抑制剂仍主要为钙调神经磷酸酶抑制剂（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＣＮＩｓ），但存在移植后并发症如肾损伤、新
发癌症、病原体感染等［１ － ２］。 未来需要开发新的针

对特定炎症细胞的选择性免疫抑制剂。 ＣＤ８３ 是免

疫球蛋白超家族成员，有膜结合或可溶性形式两种。
可溶性 ＣＤ８３（ ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＤ８３，ｓＣＤ８３）具有免疫抑制

功能［３ － ５］。 抗 ＣＤ８３ 特异性抗体在移植物抗宿主病

（ｇｒａｆｔ⁃ｖｓ⁃ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）的临床前模型中显示

出良好的功效，且不会影响病毒或肿瘤特异性记忆

Ｔ 细胞的反应［６］。 但二者具体的作用方式和机制仍

不清楚。 该研究拟探讨 ｓＣＤ８３ 对未成熟树突细胞

（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）和调节性 Ｔ（ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ，Ｔｒｅｇ）
细胞数量和比例的影响，以及其发挥免疫抑制的作

用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ２ 只 ６ ～ ８ 周龄 Ｃ５７Ｂ ／ ６ 小鼠，体
质量（２２ ± ３）ｇ，购自海南省药物研究所有限责任公

司；实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（琼）２０２０⁃０００７。
小鼠饲养于恒温（２３ ± ２）℃、恒湿、１２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗
循环的标准 ＳＰＦ 级鼠房，饲喂啮齿类动物标准饲

料，自由进食和饮水。
１． １． ２　 试剂与仪器　 ｓＣＤ８３（货号：ＳＲＰ６２０７）、重组

小鼠粒细胞 － 巨噬细胞集落刺激因子（ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ＧＭ⁃ＣＳＦ） （ 货

号：ＳＲＰ３２０１）、重组小鼠白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ）⁃４ （ 货号： ＳＲＰ３２１１ ）、 蛋白 酶 抑 制 剂 混 合 物

（Ｐ８４６５）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；胎牛血清（ｆｅ⁃
ｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（货号：１６１４００７１）、ＲＰＭＩ⁃１６４０
（货号：３１８０００２２）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；细
胞核蛋白提取试剂盒（Ｐ１２０２⁃５０）购自北京普利莱生

物有限公司；Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的兔抗小鼠 ＣＤ４０
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（货号： ａｂ３０２９７１）、 ＣＤ８６ （货号： ａｂ２９０９９０）、 ＣＤ８３
（货号： ａｂ２８６８２８）、Ⅱ类主要组织相容性复合物

（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ⅱ，ＭＨＣ Ⅱ）
（货号：ａｂ２０３３２３）、Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的兔 ＩｇＧ 单

抗（货号：ａｂ１９９０９１）、ＦＩＴＣ 标记的抗 ＣＤ４ 单克隆抗

体（货号：ａｂ５９４７４）、藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标
记的抗 ＣＤ２５ 单克隆抗体 （货号： ａｂ２１０３３５ ）、抗

ＦＯＸＰ３ 单克隆抗体（货号：ａｂ２１８７７３）以及兔抗小鼠

－ 磷酸酶和张力蛋白同源物单抗（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ
ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ） （货号：ａｂ２６７７８７）、兔抗小鼠

蛋白激酶 Ｂ 单抗 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， Ａｋｔ） （货号：
ａｂ２８３８５２）、兔抗小鼠磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｅｄ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ｐ⁃Ａｋｔ） 单抗 （ Ｔｈｒ ３０８） （货

号：ａｂ８９３３），兔抗小鼠核因子 κＢ 亚基 ＲｅｌＢ 单抗

（货号：ａｂ３３９０７），兔抗小鼠程序性细胞死亡蛋白⁃１
（ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １， ＰＤ⁃１ ） 单 抗 （ 货 号：
ａｂ５２５８７）购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；淋巴细胞分离液

（货号： ７０⁃ＨＬＳＭ１０７７） 购自杭州联科生物公司；
ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞分离试剂盒（货号：１３０⁃０９１⁃３０１），抗
ＦＩＴＣ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ （货号： １３０⁃０４８⁃７０１ ）， 抗 ＰＥ Ｍｉ⁃
ｃｒｏＢｅａｄｓ（货号：ＤＸＴ⁃１３０⁃０９７⁃０５４），ＬＳ ＋ 磁珠分选

柱（货号：１３０⁃０４２⁃４０１），ＭｉｎｉＭＡＣＳ Ｓｔａｒｔｉｎｇ Ｋｉｔ （货

号：１３０⁃０９０⁃３１２）购自德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司；小
鼠 ＩＬ⁃１０（货号：ｍｌ０３７８８８）、转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β） （货号：ｍｌ０５７８３０）、
ＩＬ⁃１２（货号：ｍｌ０３７８８１）和犬尿酸（货号：ｍｌ０４２４３７）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海酶联生物有限公司；流式细

胞仪（型号：Ｃａｌｉｂｕｒ）购自美国 ＢＤ 公司；酶标仪（型
号：Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４）购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 体外细胞实验分组和处理方法　 体外细胞

实验分为 ２ 组：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，向细胞培养物中加入 １０
μｌ ＰＢＳ 处理；ｓＣＤ８３ 组：向细胞培养物中加入 １０ μｌ
１０ μｇ ／ ｍｌ 的可溶性 ＣＤ８３（溶解于 ＰＢＳ 缓冲液）处

理［７］。
１． ２． ２　 ＤＣｓ 的分离和培养 　 从 Ｃ５７Ｂ ／ ６ 小鼠骨髓

祖细胞培养骨髓衍生的 ＤＣｓ。 实验方法为：通过

ＣＯ２ 窒息法安乐死小鼠，分离其股骨和胫骨，使用冰

预冷的 ＰＢＳ 缓冲液将其中的骨髓冲洗下来，置于 １０
ｍｌ 离心管中，于 ４ ℃以 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收获

细胞沉淀。 使用补充有 １５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养液重悬细胞沉淀并转移至 ６ 孔板中，添加含有

１００ Ｕ ／ ｍｌ 青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ ＋ １５％ ＦＢＳ 培养

液，并加入终浓度均为 １０ ｎｇ ／ ｍｌ 的重组小鼠 ＧＭ⁃

ＣＳＦ 和重组小鼠 ＩＬ⁃４，置细胞于 ３７ ℃ 恒温湿润的

ＣＯ２ 细胞培养箱中对其进行培养。 次日去除非贴壁

细胞并更换为新鲜的含有终浓度均为 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 重
组 ＧＭ⁃ＣＳＦ 和 １０ ｎｇ ／ ｍｌ 重组小鼠 ＩＬ⁃４ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０
＋ １５％ ＦＢＳ 培养液继续培养。 每隔 １ ｄ 更换 １ 次新

鲜培养液，３ ｄ 后开始收获松散贴壁的聚集增殖的

ＤＣｓ［７］。
１． ２． ３　 流式细胞术测定 ＤＣｓ 表面标志物　 ＤＣｓ 用

Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ４８８⁃标记的兔抗小鼠 ＣＤ４０、ＣＤ８６、ＣＤ８３、
ＭＨＣ Ⅱ单克隆抗体进行染色，Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记

的兔 ＩｇＧ 单抗作为 Ｉｓｏｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ。 然后使用 Ｃａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪对表达对应表面标志物的细胞进行计

数。
１． ２． ４ 　 Ｔｒｅｇ 细胞的分离和流式细胞术分选 　 通过

ＣＯ２ 窒息法安乐死小鼠，取小鼠脾脏，放入盛有

Ｈａｎｋ′ｓ 溶液的细胞培养皿中。 使用组织研磨棒在

２００ 目的尼龙筛网上旋转挤压脾脏，使组织内的细

胞通过筛网。 然后去掉尼龙筛网，将细胞悬液收集

至一个 １５ ｍｌ 离心管中，于 ４ ℃以 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，弃上清液。 向细胞沉淀中加入 ５ ｍｌ 红细胞裂

解液，充分重悬细胞沉淀，于室温孵育 ２ ｍｉｎ，于 ４ ℃
以 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液。 加入冰预冷

的 Ｈａｎｋ′ｓ 溶液再次重悬细胞沉淀，加入淋巴细胞分

离液，离心使细胞分层，吸取血浆和淋巴细胞分离液

之间的单核细胞层，其中含有淋巴细胞和单核细胞。
加入等体积 Ｈａｎｋ′ｓ 溶液稀释单核细胞层，室温以

８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，保留细胞沉淀，弃上清液。
再次加入 Ｈａｎｋ′ｓ 溶液重悬细胞沉淀。 使用 ＣＤ４ ＋ Ｔ
细胞分离试剂盒纯化 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ － 和 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ Ｔ
细胞，即 Ｔｒｅｇ细胞。 将细胞重悬于含牛血清白蛋白

（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ） 的 ＰＢＳ 缓冲液 （ ｐＨ
７. ２，另含 ０. ５％ ＢＳＡ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）中。 淋巴

细胞用 ＦＩＴＣ －标记的抗 － ＣＤ４ 单抗和抗 － ＦＩＴＣ Ｍｉ⁃
ｃｒｏＢｅａｄｓ 标记，然后在 ＬＳ ＋ 磁珠分选柱上纯化。 然

后 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞与 ＭｉｎｉＭＡＣＳ Ｓｔａｒｔｉｎｇ Ｋｉｔ 中的释放

试剂共同孵育，去除结合的微珠。 使用 ＰＥ 标记的

抗 ＣＤ２５ 单抗和抗 ＰＥ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ 分选 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋

Ｔ 细胞。 通过流式细胞术使用 ＰＥ － 标记的抗 －
ＦＯＸＰ３ 单抗分析 Ｔ 细胞，分选并计数 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋

ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ 细胞，即 Ｔｒｅｇ细胞。
１． ２． ５　 Ｔｒｅｇ细胞核和胞质蛋白提取　 使用细胞核蛋

白提取试剂盒提取 Ｔｒｅｇ细胞核蛋白。 收集分选获得

的 Ｔｒｅｇ细胞，每次提取（１ ～ ２） × １０７ 个细胞 ／样品。
在 ４ ℃下以 ８８０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心细胞 ５ ｍｉｎ。 加入 １ ｍｌ
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冰预冷的试剂盒自带的 Ｂｕｆｆｅｒ⁃１，振荡重悬细胞，冰
水浴孵育 ５ ｍｉｎ。 加入 ５０ μｌ 试剂盒自带的 Ｒｅａｇｅｎｔ⁃
Ａ 试剂，剧烈振荡混合，冰水浴孵育 ５ ｍｉｎ。 然后再

次剧烈振荡。 使用 ２２ 号针头反复多次抽吸细胞裂

解物，利用剪切力充分裂解细胞。 在光学相差显微

镜下观察未裂解细胞应少于 ５％ ，然后进行下一步。
将制备好的细胞匀浆物转移至一个新的 ＥＰ 管中，
在 ４ ℃下以 １ １００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心细胞 ３ ｍｉｎ，然后再在 ４
℃下沉淀细胞核；上清液为细胞质溶液，转移至一个

新 ＥＰ 管中，备用。 加入 ０. ５ ｍｌ 试剂盒自带的 Ｂｕｆｆ⁃
ｅｒ⁃２ 重悬细胞核。 在 ４ ℃下以 ２ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心细

胞 １０ ｍｉｎ，洗细胞核。 重复洗细胞核 １ 次。 在光学

相差显微镜下观察细胞核应游离分散于清亮背景

下，而无颗粒物质（此为细胞质成分残留）。 弃上清

液，用 １００ μｌ 试剂盒自带的缓冲液重悬细胞核，进
行下游细胞核总蛋白的提取。 使用 ＲＩＰＡ 裂解液分

别裂解细胞质和细胞核提取物，随后按照标准操作

分别提取其总蛋白质即可。
１． ２． ６　 混合淋巴细胞反应　 将来源于小鼠骨髓的

原代同种异体骨髓衍生 ＤＣｓ 与分离获得的 ＣＤ４ ＋ Ｔ
细胞按照 ＤＣ ∶ Ｔ 细胞 ＝ １ ∶ ５ 的比例进行混合，置于

６ 孔板中共培养。 向混合细胞中添加 ＲＰＭＩ⁃１６４０ ＋
１０％ ＦＢＳ 的完全培养液，连续共培养 ３ ｄ，收集细胞

培养物上清液，进行下游 ＥＬＩＳＡ 测定。
１． ２． ７　 ＥＬＩＳＡ 测试 　 按照试剂盒说明书给出的操

作指南，使用小鼠 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃１２ 和犬尿酸

ＥＬＩＳＡ 试剂盒对细胞上清液中的相应项目成分进行

测定。 使用酶标仪进行检测。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检查　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液（含蛋

白酶抑制剂）对细胞进行裂解，提取其总蛋白质。
室温下使用含 １０％脱脂奶粉的 ＴＢＳ 缓冲液对 ＰＶＤＦ
膜进行封闭 １ ｈ。 随后向 ＰＶＤＦ 膜上滴加一抗工作

液，于 ４ ℃共同孵育过夜。 次日向 ＰＶＤＦ 膜上滴加

二抗工作液，于室温共同孵育 １ ｈ。 抗体工作浓度如

下：ＰＴＥＮ（稀释度 １ ∶ １ ５００），ｐ⁃Ａｋｔ（Ｔｈｒ ３０８）（稀释

度 １ ∶ １ ０００），Ａｋｔ（稀释度 １ ∶ １ ５００），细胞核 ＲｅｌＢ
（稀释度 １ ∶ ２ ０００）、细胞质 ＲｅｌＢ （稀释度 １ ∶
１ ５００）、ＰＤ⁃１（稀释度 １ ∶ １ ０００）。 使用 ＥＣＬ 化学发

光底物对目的条带进行显影。
１． ３　 统计学处理　 计量数据以 �ｘ ± ｓ 的形式表示。
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ｖ８ 软件进行统计学分析。 两

组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ｓＣＤ８３ 促进未成熟 ＤＣｓ（ ｉｍｍａｔｕｒｅ ＤＣｓ，ｉｍ⁃
ＤＣｓ）增殖并上调吲哚胺 ２，３⁃双加氧酶（ ｉｎｄｏｌｅａｍ⁃
ｉｎｅ ２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）的表达　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ｓＣＤ８３ 组表达表面标志物 ＣＤ４０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、
ＭＨＣ Ⅱ的 ＤＣｓ 细胞计数降低（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ａ、
Ｂ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 分选获得的低表达

ＣＤ４０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＭＨＣ Ⅱ的 ｉｍＤＣｓ 胞内 ＩＤＯ 的表

达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ｃ、Ｄ。 ＥＬＩＳＡ 结果显

示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 组 ＤＣｓ 细胞培养上清

液中犬尿酸的水平升高（ ｔ ＝ １１. １２，Ｐ ＜ ０. ０５），见图

１Ｅ。
２． ２ 　 ｓＣＤ８３ 促进 Ｔｒｅｇ细胞增殖并调节 ＰＴＥＮ ／ Ａｋｔ
通路 　 流式细胞术结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ｓＣＤ８３ 组 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ 细胞，即 Ｔｒｅｇ细胞

计数升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２Ａ、Ｂ；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，分选获得的 Ｔｒｅｇ 细胞内

ＰＴＥＮ 的表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ｐ⁃Ａｋｔ （Ｔｈｒ ３０８）
的表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ａｋｔ 的表达水平无明显

变化，见图 ２Ｃ、Ｄ。
２． ３　 ｓＣＤ８３ 抑制 Ｔｒｅｇ细胞核内 ＲｅｌＢ 并下调 ＰＤ⁃１
的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，分选获得的 Ｔｒｅｇ细

胞核内 ＲｅｌＢ 的表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），胞质 ＲｅｌＢ
的表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＰＤ⁃１ 的表达水平降低

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３Ａ、Ｂ。
２． ４　 ｓＣＤ８３ 对 ｉｍＤＣｓ 与 Ｔｒｅｇ细胞共培养物中免疫

抑制因子的表达水平的影响　 用 ＥＬＩＳＡ 测定 ｉｍＤＣｓ
与 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞共培养物上清液中 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β 和

ＩＬ⁃１２ 的水平，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 组 ＩＬ⁃１０ 和

ＴＧＦ⁃β 的水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＩＬ⁃１２ 的水平降低（Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 ＤＣｓ 是高度特化且功能多样的抗原呈递细胞

（ＡＰＣｓ），负责控制先天性和适应性免疫反应。 ＤＣｓ
起源于骨髓祖细胞，可通过不同刺激分化为免疫反

应性或免疫耐受性 ＤＣｓ。 在器官移植中，ＤＣｓ 在决

定移植器官的命运方面发挥着至关重要的作用：宿
主对移植器官的排斥或接受，取决于 ＤＣｓ 的免疫耐

受性或免疫反应性功能［８］。 研究［８］ 显示，免疫耐受

性 ＤＣｓ 与同种异体移植物的存活率呈正相关，在非

人灵长类动物的各种器官移植模型中，免疫耐受性

ＤＣｓ能够延长同种异体移植物的存活率。已有研
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图 １　 体外培养 ＤＣｓ中 ｉｍＤＣｓ的定向分化情况测定

Ａ、Ｂ：流式细胞术测定体外培养 ＤＣｓ 中表达表面标志物的 ＤＣｓ 细胞计数结果图和统计结果柱状图；１：ＣＤ４０；２：ＣＤ８３；３：ＣＤ８６；４：ＭＨＣ Ⅱ；
Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定分选获得的 ｉｍＤＣｓ 胞内 ＩＤＯ 蛋白质的表达水平结果图和统计结果柱状图；Ｅ：ＥＬＩＳＡ 测定体外培养 ＤＣｓ 细胞上清液中犬

尿酸的水平；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ｓＣＤ８３ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 体外培养 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞中 Ｔｒｅｇ细胞的定向分化情况测定

Ａ、Ｂ：流式细胞术测定体外培养 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞中 Ｔｒｅｇ细胞的定向分化情况结果图和统计结果柱状图；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定分选获得的 Ｔｒｅｇ

胞内 ＰＴＥＮ、ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 蛋白质的表达水平结果图和统计结果柱状图；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ｓＣＤ８３ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 Ｔｒｅｇ细胞中 ＲｅｌＢ 和 ＰＤ⁃１ 的表达情况测定

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定分选获得的 Ｔｒｅｇ细胞核内、胞质内 ＲｅｌＢ

和 ＰＤ⁃１ 的表达情况结果图和柱状图统计结果； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ 组； ｂ：

ｓＣＤ８３ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＥＬＩＳＡ 测定 ｉｍＤＣｓ与 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞共培养物上清液中

免疫抑制因子的表达情况

Ａ：ＩＬ⁃１０；Ｂ：ＴＧＦ⁃β；Ｃ：ＩＬ⁃１２；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ｓＣＤ８３ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

究［９］显示，通过调节细胞表面分子防止 ＤＣｓ 成熟可

维持 ＤＣｓ 的免疫耐受性，ｉｍＤＣｓ 在维持免疫耐受中

十分关键。 与成熟 ＤＣｓ 相比， ｉｍＤＣｓ 表面标志物

ＣＤ４０、ＣＤ８３、ＣＤ８６ 和 ＭＨＣ Ⅱ表达下调。 本研究结

果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 处理后表达表面

标志物 ＣＤ４０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＭＨＣ Ⅱ的 ＤＣｓ 细胞计数

所占百分比降低，表明在 ＤＣｓ 细胞群内，有更多的

ｉｍＤＣｓ，进而可能会介导维持机体的免疫耐受状态。
Ｔｒｅｇ细胞是 ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔ 细胞，在人

和小鼠中来源于胸腺和外周 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞。 Ｔｒｅｇ细

胞在维持宿主免疫耐受方面也发挥重要功能。 Ｔｒｅｇ

细胞可以通过释放 ＴＧＦ⁃β 和 ＩＬ⁃１０，下调 ＩＬ⁃１２ 的表

达使 ＤＣｓ 保持未成熟状态［１０］。 转录因子 ＲｅｌＢ 是核

因子⁃κＢ 家族成员，在介导免疫反应中起关键作用。
在细胞水平上，ＲｅｌＢ 表达主要限于 ＤＣｓ、Ｔ 细胞、Ｂ
细胞和单核细胞中。 当其转位至细胞核中，ＲｅｌＢ 作

为核因子⁃κＢ 转录因子的组分发挥促进 ＤＣｓ 成熟的

功能；而胞质内 ＲｅｌＢ 为无活性状态［１１］。 与髓源性

ＤＣｓ 成熟相关的表面标志物，如 ＭＨＣ Ⅱ、ＣＤ８０、
ＣＤ８６ 和 ＣＤ４０，在 ＲｅｌＢ 缺陷型小鼠中表达减少［１２］。
本研究结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 处理后

ｉｍＤＣｓ 与 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞共培养物上清液中 ＩＬ⁃１０ 和

ＴＧＦ⁃β 的水平升高，ＩＬ⁃１２ 的水平降低，且 ｓＣＤ８３ 能

够下调 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞核内 ＲｅｌＢ 的水平。 说明 ｓＣＤ８３
可能通过调节 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞核内 ＲｅｌＢ 的水平，调控

相关细胞因子的表达，从而促进 ｉｍＤＣｓ 与 Ｔｒｅｇ细胞

协同作用，增强两种细胞发挥免疫耐受活性的功能。
ＩＤＯ 是免疫调节因子，并且与色氨酸代谢相关。

ＩＤＯ 可促进色氨酸分解为犬尿酸并调节 Ｔｒｅｇ细胞的

分化，以维持 Ｔ 细胞的免疫耐受性［１３］。 与此同时，
微环境中的犬尿酸水平升高也能通过正反馈回路促

进 ＩＤＯ 的上调表达。 干扰素⁃γ 可通过激活 Ｔｏｌｌ⁃样
受体 ３（ＴＬＲ３）⁃依赖的 ＩＤＯ ／犬尿酸通路增强犬骨髓

间充质干细胞的免疫耐受能力［１４］。 本研究中也显

示，ｓＣＤ８３ 处理后，ｉｍＤＣｓ 胞内 ＩＤＯ 的表达水平上

调，并促进了 ＤＣｓ 细胞群培养物上清液中犬尿酸的

水平。 说明 ｓＣＤ８３ 也能通过调节 ＩＤＯ 和犬尿酸的

水平对 ＤＣｓ 发挥免疫抑制功能。
最近的报道［１５］显示，在体实验中 ＰＤ⁃１ 调节 Ｔｒｅｇ

细胞的免疫抑制功能，ＰＤ⁃１ 表达缺陷后 Ｔｒｅｇ细胞的

免疫抑制功能得以发挥，从而改善了实验性自身免

疫性脑脊髓炎小鼠和糖尿病小鼠的疾病进展，说明

了 ＰＤ⁃１ 表达缺陷对于强效发挥 Ｔｒｅｇ细胞免疫抑制

功能的体内意义。 本研究结果也支持这一研究结

论，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓＣＤ８３ 处理后下调了 ＰＤ⁃１ 的

表达水平。 小鼠 Ｔｒｅｇ细胞中 ＰＴＥＮ 基因缺失会破坏

Ｔｒｅｇ细胞的免疫耐受性表型的稳定性，这会阻止移植

物或肿瘤在其微环境中形成免疫耐受［１６］。 ｐ⁃Ａｋｔ 抑
制 Ｔｒｅｇ细胞的发育［１７］。 相对高水平的 Ｔｒｅｇ细胞对于

宿主免疫耐受十分重要，而本次研究结果表明，
ｓＣＤ８３ 能够通过下调核内 ＲｅｌＢ 的水平、上调 ＰＴＥＮ，
抑制 ＰＤ⁃１ 和 Ａｋｔ，促进 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞向 Ｔｒｅｇ细胞的分

化，维持免疫耐受状态。
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基于以上研究，推断 ｓＣＤ８３ 的免疫抑制活性，
很可能是通过调节 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞核内 ＲｅｌＢ 的水平，
促进其向 Ｔｒｅｇ 细胞方向分化，调节细胞因子 ＩＬ⁃１０、
ＴＧＦ⁃β 和 ＩＬ⁃１２ 的分泌，影响 ＤＣｓ 和 Ｔｒｅｇ细胞的细胞

间通讯，并影响 ＩＤＯ 和 ＰＤ⁃１ 的表达和 ＰＴＥＮ ／ Ａｋｔ 通
路的活性，以进一步维持免疫耐受状态所需要的

ｉｍＤＣｓ 和 Ｔｒｅｇ细胞的细胞数量和比例。 即 ｓＣＤ８３ 能

够通过抑制 Ｔｒｅｇ细胞核内 ＲｅｌＢ 的水平调节相关细胞

因子的分泌影响 ＤＣｓ 和 Ｔｒｅｇ细胞的细胞间通讯，促
进耐受性 ｉｍＤＣｓ 和 Ｔｒｅｇ细胞的增殖。 然而，该研究

未深入探索 ｓＣＤ８３ 调节核内 ＲｅｌＢ 的水平的具体分

子机制，这是进一步要研究的内容。
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２０１９， ４２（３）：１７９ － ９１．

［１３］ Ｙａｎｇ Ｙ， Ｃｕｉ Ｙ， Ｓａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｔａｍｉｎｅ ｂｌｏｃｋｓ ｂｕｒｓｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ
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Ｌｉ Ｊｉａｙｉ， Ｊｉｎ Ｑｉａｏｌｉｎｇ， Ｗａｎｇ Ｌｉｅｃｈｅｎｇ， Ｃｈｅｎｇ Ｊｕａｎ
（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎ ｕｌｔｒａｄｉａｎ ｌｉｇｈｔ ｃｙｃｌｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈａｂｅｎｕｌａ ｎｕｃｌｅｕｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａｎ ｕｌｔｒａｄｉａｎ ｌｉｇｈｔ ｃｙｃｌｅ Ｔ７
（３. ５ ｈｏｕｒｓ ／ ３. ５ ｈｏｕｒｓ ｌｉｇｈｔ： ｄａｒｋ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｕｌｔｒａｄｉａｎ ｌｉｇｈｔ ｃｙｃｌｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２４（１２ ｈｏｕｒｓ ／
１２ ｈｏｕｒｓ ｌｉｇｈｔ： ｄａｒｋ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ （ＳＣＮ） ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈａｂｅｎｕｌａ （ＬＨＢ） ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ＬＨＢ ｇｒｏｕｐ Ｔ７ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｔ２４ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔ２４ ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ， ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ２ （ＮＲ２Ｂ） ｉｎ ＳＣＮ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｕｎｄｅｒ Ｔ７ ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ （Ｐ ＜ ０. ０５），
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｎ ｕｌｔｒａｄｉａｎ ｌｉｇｈｔ ｃｙｃｌｅ； ｌａｔｅｒａｌ ｈａｂｅｎｕｌａ； ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ； ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

（上接第 １３０５ 页）
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ （ＰＴＥＮ）， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ⁃Ａｋｔ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ １ （ｐ⁃Ａｋｔ），
Ａｋｔ，ｎｕｃｌｅｕｓ ＮＦ⁃κＢ ｓｕｂｕｎｉｔ （ＲｅｌＢ）， ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ＲｅｌＢ ａｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １ （ＰＤ⁃１） ｉｎ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ． ＥＬＩＳＡ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ｉｎ ＤＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０ （ ＩＬ⁃
１０）， ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β （ＴＧＦ⁃β） ａｎｄ ＩＬ⁃１２ ｉｎ ｉｍＤＣｓ ａｎｄ ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＤＣｓ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＣＤ４０， ＣＤ８３，
ＣＤ８６ ａｎｄ ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ⁃Ⅱ （ＭＨＣ Ⅱ） ｉｎ ｓＣＤ８３ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ｉｎ ＤＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔ⁃
ａｇｅ ｏｆ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ｓＣＤ８３ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＴＥＮ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ＲｅｌＢ ｅｎｈａｎｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ， ｎｕｃｌｅｕｓ ＲｅｌＢ ａｎｄ ＰＤ⁃１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）．
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