
( 5，50 and 250 ppm) ． All pregnant mice were sacrificed on GD18． For each litter，the number of live fetuses，
dead fetuses and resorptions were counted． Live fetuses in each litter were weighed，crown-rump lengths were ex-
amined，and cadmium concentration in maternal serum was detected by GFAAS． Ｒesults Cadmium concentration
in maternal serum was significantly increased in cadmium-exposed ( 50 and 250 ppm) mice when compared to the
controls( P ＜ 0. 05 ) ． No significant difference in maternal weight gain was observed among four groups． Average
crown-rump length of fetuses was markedly decreased in cadmium-exposed ( 50 and 250 ppm) mice as compared
with the controls( P ＜ 0. 05) ． Moreover，Maternal cadmium exposure ( 250 ppm) obviously decreased average body
weight of fetuses in mice( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Maternal exposure to higher levels of cadmium by drinking wa-
ter results in fetal growth retardation in mice．
Key words cadmium; intrauterine growth retardation; mice; placenta; drinking water
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◇临床医学研究◇

凝集素芯片法分析桥本氏甲状腺炎患者外周
血 DC 细胞膜糖蛋白的表达

袁 媛1，2，唐晓磊3，张林杰1

摘要 目的 通过凝集素芯片法筛选桥本氏甲状腺炎( HT)

患者外周血树突状细胞( DC) 差异表达的膜表面糖蛋白，了

解其在 HT 中的表达变化。方法 通过制备包含有 32 种凝

集素的凝集素芯片对 16 例 HT 患者和 22 例健康者外周血

DC 细胞膜表面糖蛋白的表达进行分析; 凝集素耦联葡聚糖

拉下相应差异表达的糖蛋白并进行质谱鉴定; 同时应用实时

荧光定量 PCＲ ( qＲT-PCＲ) 、Western blot 法和流式细胞术对

HT 患者外周血 DC 中该糖蛋白的 mＲNA、蛋白表达及 Galec-
tin-9 + DC 比例进行分析。最后通过 ELISA 法检测 DC 与

CD8 + T 细胞孵育上清液中 IFN-γ、穿孔素、颗粒酶 B 浓度。

结果 凝集素芯片检测结果显示凝集素脱落酸素( ABA) 对

应的糖蛋白在 HT 组显著低于健康组( P ＜ 0. 01) 。对凝集素

ABA 耦联葡聚糖拉下后洗脱的蛋白进行质谱鉴定，结果显

示，众多洗脱蛋白中半乳糖结合蛋白-9( Galectin-9) 所占比例

较为丰富; 随后通过 qＲT-PCＲ 和 Western blot 进一步验证

Galectin-9 在 HT 组 DC 中的表达低于健康组; 流式细胞术结

果则显示 HT 组 DC Galectin-9low 比例高于健康组，且其均能
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关键词 桥本氏甲状腺炎; 树突状细胞; 凝集素芯片; 半乳糖

结合蛋白-9
中图分类号 Ｒ 392. 12

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2016) 02 － 0213 － 05

桥本氏甲状腺炎( Hashimoto＇sthyroiditis，HT) 是

一种常 见 的 自 身 免 疫 性 甲 状 腺 疾 病 ( autoimmune
thyroid diseases，AITD) 。研究［1 － 2］表明辅助型 T 细

胞以及 T 调节细胞( T regulatory cell，Treg) 比例或功

能失衡均能导致淋巴细胞侵入甲状腺腺体并产生针

对自身 抗 原 的 抗 体。树 突 状 细 胞 ( dendritic cell，
DC) 作为一种重要的抗原递呈细胞其，还兼备调节

固有免疫和适应性免疫的功能［3］。研究［4 － 6］表明，

外周血 DC 在系统性红斑狼疮 ( systemic lupus ery-
thematosus，SLE ) 、多 发 性 硬 化 ( multiple sclerosis，
MS) 、自身免疫性甲状腺病( autoimmune thyroid dis-
ease，AITD) 以及其它恶性疾病发生、发展中发挥着

重要作用。自身免疫病患者体内一些异质性 DC 能

够通过分泌高水平的白介素 12 ( interleukin 12，IL-
12) 和 IL-23 从而增强 Th1 和辅助性 T 细胞 17 ( T
helper cell 17，Th17) 细胞的免疫反应［7 － 8］。凝集素

被广泛用于分析糖复合物上的糖链结构［9］。本实

验参考 ANGELONI S 和 ＲIDET JL 的方法，应用的凝

·312·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Feb; 51( 2)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2016.02.014



集素芯片基本原理最终获得此生物样品的糖链结构

信息［10］。该研究拟通过能够与不同糖型特异性结

合的各种凝集素与高通量微阵列的优势相结合，对

HT 患者外周血 DC 细胞膜蛋白进行初步研究，旨在

发现差异表达的膜糖蛋白，进而探索其差异表达在

AITD 中的意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取蚌埠医学院第一附属医院核

医学科 2014 年 2 月 ～ 2014 年 8 月就诊的 AITD 患

者。其筛选条件为初次就诊，年龄 25 ～ 45 ( 36. 8 ±
4. 6) 岁，男女性别比为 1 ∶ 1; 根据 1975 年 fisher 提

出的 5 项 诊 断 指 标: ① 甲 状 腺 弥 漫 性 肿 大; ②
TGAb、TMAb 阳性;③ 血 TSH 升高; ④ 甲状腺扫描

有不规则浓聚或稀疏; ⑤ 过氯酸钾释放试验阳性。
入选 16 名均有 4 项及以上符合; 22 名健康者来源

于体检人群，年龄 25 ～ 45( 32. 6 ± 5. 1) 岁，男女性别

比为1 ∶ 1，均不符合上述 5 项中任何一项。
1． 2 主要试剂及仪器 32 种凝集素分别购自美国

Sigma 公司、美国 EY 公司和美国 Vector 公司; 细胞

膜提取试剂盒购自长沙碧云天生物公司; Cy3-NHS
蛋白标记荧光染料购自美国 Lumina 公司; 大鼠抗人

Galectin-9 抗体购自美国 Abcam 公司; 环氧基芯片、
芯片点样仪和芯片扫描仪均购自北京博奥芯片生物

有限公司; 质谱分析由上海中科新生命有限公司承

做。FcＲ 阻断剂及半抗原( 青霉素 G) 以及抗青霉素

G 半抗原抗体均购自上海华壹生物公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 外周血 DC 的分离 使用 Ficoll 分离液分离

HT 组和健康组人群的全血，每组各 100 ml 全血得

到 6 × 108 /L 外周血单个核细胞 ( peripheral blood
mononuclear cell，PBMC) ，加入 FcＲ 阻断剂以及联

有半抗原的抗体混合液，4 ℃混匀孵育 20 min，3 000
r /min 离心 10 min，洗去多余的半抗原抗体复合物，

再以磁珠耦联的针对半抗原的抗体与之 4 ℃混匀孵

育 20 min，通过磁力架吸附后，缓冲液冲洗、收集细

胞悬液，即富含 DC 的细胞悬液。将该悬液与磁珠

耦联的 抗 人 CD4 + 单 克 隆 抗 体 4 ℃ 混 匀 孵 育 20
min，通过磁力架吸附后弃上清液，将磁珠结合的细

胞收集，共计 1. 5 × 107 /L 细胞［11］。
1． 3． 2 DC 细胞膜蛋白的荧光标记 按照购买的

Cy3-NHS 操作说明进行。
1． 3． 3 凝集素芯片制备与检测 将 32 种凝集素使

用无菌 PBS 配制为 1 mg /ml，使用芯片点样仪将配

制的凝集素点于环氧基玻片上，4 ℃、湿度 60%孵育

过夜，封闭液封闭芯片后，加入 Cy3 标记的 DC 细胞

膜蛋白，4 ℃、湿度 60% 孵育 1 h，PBST 洗涤后置入

芯片扫描仪检测荧光强度［12 － 13］。
1． 3． 4 DC 细胞膜蛋白提取与拉下分析 Sephadex
耦联凝集素 ABA，将提取的细胞膜蛋白调至 5 mg /
ml 与 100 μl Sephadex 耦联凝集素 ABA 充分混合，

室温下结合 1 h，PBS 洗涤 sephadex 结合物，将其结

合蛋白加入 Galβ1、4GalNAc 竞争性洗脱结合的糖

蛋白进行质谱鉴定。
1． 3． 5 qＲT-PCＲ 检测 将收集的 DC 使用 TＲIzol
处理后提取总 ＲNA，使用逆转录试剂盒将提取 mＲ-
NA 逆转 录 为 cDNA，设 计 Galectin-9 引 物 ( F: 5'-
CATCCAAGTCCATCCTCCTGTC-3'; Ｒ: 5'-TGAGCT-
TCACACAAGATCCACAC-3') 进行 94 ℃ 2 min，94
℃ 45 s，61 ℃ 40 s，72 ℃ 1 min，共 28 个循环后，72
℃ 5 min; 扩增产物为 235 bp，同时设置 β-actin 作为

参照。
1． 3． 6 DC 膜 Galectin-9 的检测 Western blot: 取

每个个体的等量 DC，将 HT 组和健康组检测对象进

行组内随机组合，每组个体随机分为 3 个小组，将提

取的细胞膜蛋白调至 1 mg /ml，加入等体积上样缓

冲 液，100 ℃ 加 热 3 min，SDS-PAGE 电 泳 后 转 至

PVDF 膜，5% 脱脂奶粉 4 ℃ 封闭过夜，使用大鼠抗

人 Galectin-9 抗体结合 37 ℃ 1 h，HＲP-羊抗大鼠 IgG
作为二抗 37 ℃ 1 h，每次均需要 TBST 洗涤 3 次，每

次 5 min，最后加入化学发光底物显影; 流式细胞术:

使用 FITC-抗人 CD-11c 与 APC-抗人 Galectin-9 与

PBMC 室温下避光孵育 20 min，PBS 洗涤 2 次后上

机检测，比较 DC Galectin-9low比例。
1． 3． 7 DC Galectin-9low对 CD8 + T 细胞杀伤作用的

影响 取脐带血分离 CD8 + T 细胞，将 HT 组和健康

组 DC 分别与 CD8 + T 细胞 1: 5 混合，与终浓度 100
ng /ml LPS 共同孵育 12 h，同时设置 CD8 + T 细胞与

LPS 对照组，使用 ELISA 试剂盒分别检测培养上清

中干 扰 素 － γ ( interferon － γ，IFN － γ ) 、穿 孔 素

( Perforin) 、颗粒酶 B( Granzyme B) 的相对浓度。
1． 4 统计学处理 使用 SAS 8． 0 软件进行统计分

析，组间比较使用 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 凝集素芯片检测 芯片经扫描后对荧光值进

行计算，结果显示凝集素 AAL、LCA、PTL、ＲCA120、
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GS-I-A4、NPA、ABA、PSA 对应结合 DC 膜表面糖蛋

白在 HT 组中表达低于健康组，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ; 而凝集素 STL、DBS、HHA 对应结合 DC
膜表面糖蛋白在 HT 组中表达高于健康组，差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 比较两组中凝集素结合糖

蛋白之间差异，凝集素 ABA 对应结合的 DC 膜表面

糖蛋白的荧光值差异高达 1. 89 倍。见图 1。

图 1 DC 膜糖链的凝集素芯片检测结果

与健康组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 拉下检测与鉴定结果 使用 Galβ1、4GalNAc
竞争性洗脱 sephadex 偶联 ABA 结合的 DC 膜蛋白

进行质谱鉴定，结果显示 Galectin-9 为主要含量蛋

白。见图 2。将提取的 DC 膜蛋白与 ABA 结合后剩

余蛋白以及竞争洗脱蛋白行 SDS-PAGE 电泳，考马

斯亮蓝染色显示在 35 ku 处有明显条带，随后使用

Western blot 法鉴定凝集素 ABA 结合的 DC 膜蛋白，

在 34 ku 附近有条带，与预测分子量大小符合。见

图 3。

图 2 Galectin-9 蛋白的质谱鉴定图谱

2． 3 qＲT-PCＲ 检测 DC Galectin-9 mＲNA 的表达

将 22 例健康者与 16 例 HT 患者分离获得等量

DC，使用 TＲIzol 裂解后逆转录为 cDNA，实时荧光

定量 PCＲ 扩增 Galectin-9 和 β-actin 基因，计算结

果。数据显示，健康组 Galectin-9 mＲNA 表达显著高

于 HT 组，差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = 4. 241，P ＜

0. 01) 。见图 4。

图 3 凝集素 ABA 结合的 DC 膜蛋白鉴定结果

A: SDS-PAGE 鉴定; B: Western blot 鉴定; 1: 提取的 DC 膜蛋白;

2: 凝集素 ABA 结合蛋白后剩余上清液; 3: Galβ1、4GalNAc 竞争性洗

脱下来的蛋白

图 4 DC Galectin-9 mＲNA qＲT-PCＲ 结果

与健康组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 检测 DC Galectin-9 表达 Western blot 显影

后，密度扫描结果显示健康者 DC 中 Galectin-9 蛋白

量高于 HT 患者; 流式细胞术结果显示 HT 患者外周

血 DC Galectin-9low 比 例 高 于 健 康 者 ( 24. 3% vs
7. 5%，P ＜ 0. 01) ，见图 5、6。

图 5 Western blot 检测 DC 膜表面 Galectin-9 蛋白表达
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图 6 流式细胞术检测 DC 膜表面 Galectin-9 蛋白表达

2． 5 DC Galectin-9low 对 CD8 + T 细胞杀伤作用的

影响 DC 与 CD8 + T 细胞混合，与 LPS 共同孵育后

ELISA 法检测细胞因子水平，结果显示 HT 患者来

源的 DC Galectin-9low 能够显著促进 CD8 + T 细胞分

泌 IFN-γ、Perforin、Granzyme B( P ＜ 0. 01) 。见图 7。

图 7 Galectin-9low DC 对 CD8 + T 细胞的杀伤功能影响

A: IFN-γ; B: Perforin; C: Granzyme B; 与 DC Galectin-9low 比 较:
＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

DC 作为机体内重要的抗原递呈细胞，其表面存

在众多有免疫调节性的分子，了解这些 DC 表面分

子对其它免疫细胞功能的影响，进而从 DC 角度阐

述该分子对 HT 发生、发展的影响。基于此目的，首

先要了解这些表面分子的表达变化，筛选出差异表

达分子。因为这些分子多为糖基化蛋白，鉴于蛋白

质的种类众多且仍存在许多未知的蛋白分子，本研

究依据凝集素与糖的特异性识别，使用凝集素芯片

法，对 HT 患者与健康者外周血中 DC 膜糖蛋白表达

差异进行比较。该方法具有较高的灵敏度，能够对

微小差异进行检测，且有芯片的高通量属性。
凝集素芯片结果显示 ABA 特异性结合的糖蛋

白在健康组显著高于 HT 组，因此对 sephadex-ABA
结合的特异性糖蛋白进行质谱分析，发现其中 Ga-
lectin-9 含量最为丰富，同时还存在其它一些糖蛋

白。Galectin-9 是半乳糖凝集素家族中的一员，有研

究［14 － 15］报道其在自身免疫病中能够通过 Tim-3 下

调 Th1、Th17，同时能够抑制 Treg 细胞的功能。Ga-
lectin-9 在一些炎症和自身免疫病动物模型的 研

究［15 － 16］中也呈现出了抗炎症的功效。本研究的结

果显示，HT 患者 DC Galectin-9low 比例较高，推测其

可能与 HT 的过度免疫有一定相关性。本研究通过

HT 与健康者外周血 DC 与新生儿脐带血 CD8 + T 细

胞共同培养，以 LPS 作为外刺激，随后在 CD8 + T 细

胞分泌的细胞因子和杀伤毒素层面进行了检测。初

步研究结果显示，DC Galectin-9low 能够刺激 CD8 + T
细胞分泌高水平的杀伤因子，提示 Galectin 水平与

免疫反应自限性有关。而 DC 细胞表面 Galectin 在

HT 发病过程中发挥作用的机制及其表达的水平与

HT 患者的病情之间的相关性还有待于进一步探索，

同时甲状腺腺体内 DC 在 HT 是否也如此，仍亟需解

答。
本研究首次运用凝集素芯片技术对 HT 患者

DC 膜糖蛋白差异表达进行了探索，筛选出 Galectin-
9 并验证其在 HT 患者与健康者外周血 DC 表达水

平的差异，为 HT 体内循环系统 DC 免疫负性调节功

能的研究提供了线索。
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Analysis of glycoprotein in peripheral DC membrane from
Hashimoto's thyroiditis by lectin microarray

Yuan Yuan1，2，Tang Xiaolei3，Zhang Linjie1

( 1Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230022; 2Nuclear Medicine Dept，The First Affiliated Hospital
of Bengbu Medical College，Bengbu 233004; 3Clinical Laboratory，The Second People’s

Hospital of Wuhu，Wuhu 241000)

Abstract Objective To analyze the differential expression of cytomembrane glycoprotein of peripheral blood DC
between healthy donors and HT patients through lectin microarray and to study their functionin HT patients． Meth-
ods Cytomembrane glycoprotein of peripheral blood DC from 22 healthy donors and 16 HT patients were extracted
and then detected by lectin microarray． After that differential glycoproein-specific-binding lectin coupled sephadex
were used to capture the glycoprotein which were then determined by mass spectrum． The expression of Galectin-9
and the proportion of Galectin-9low DC were analyzed by qＲT-PCＲ，Western blot and FCM respectively． At last，the
secretion of IFN-γ，Perforin and Granzyme B in supernatants derived from DC co-culture with CD8 + T cells were de-
tected by ELISA． Ｒesults The data of lectin microarray showed that the glycoprotein which specifically bound to
lectin ABA was down-regualated in HT patients ( P ＜ 0. 01 ) ． All kinds of glycoprotein were identified by mass
spectum，and the results showed that there was a great probability that the glycoprotein which specifically bound to
lectin ABA was Galectin-9． Lower expression of Galectin-9 in DC from HT patients was observed，and there was
ahigher proportion of Galectin-9low DC in HT patients． There was higher production of IFN-γ，Perforin and Granzyme
B in CD8 + T cells which co-cultured with Galectin-9low DC from HT patients． Conclusion This study suggests Ga-
lectin-9low DC in peripheral blood associate with Hashimoto’s thyroiditis．
Key words Hashimoto’s thyroiditis; dendritic cell; lectin microarray; Galectin-9
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