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炎症反应中巨噬细胞的 )*+,-.$/ 分子对 01234 和
31234 的识别及调节作用
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（天津医科大学免疫学系，天津 '%%%5%）
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免疫系统对“自我”和“非我”识别及其相关分

子机制是当前免疫学研究的热点问题之一。免疫细

胞表面存在丰富的糖链结构，该结构与病原体表面

的糖链结构存在较大差异。巨噬细胞中唾液酸结合

性免疫球蛋白样凝集素（)*+,-.4）是识别细胞表面糖

链结构的重要受体，具有参与“自我”和“非我”识别

和调节免疫细胞功能等多方面的作用。)*+,-.$/ 是

)*+,-.4 家族重要成员之一，通过识别含有唾液酸的

糖链结构，参与细胞间相互作用，此外还可以识别

内源性危险信号和病原微生物，在固有免疫和适应

性免疫中发挥重要的调控作用a9$#b。01234 是组织或

细胞受到损伤和低氧等因素刺激后释放到细胞间

或血液循环中的一类物质a'b；31234 则是病原体上

的分子结构a(b。二者均被模式识别受体（3<<）识别引

起免疫应答。巨噬细胞作为机体重要的免疫细胞参

与免疫识别、免疫应答和免疫调节等多种免疫反应

过程，然而 )*+,-.$/ 在巨噬细胞的表达及其与免疫

识别和免疫调节相关性尚有待进一步证明。本研究

通过提取小鼠腹腔巨噬细胞，用 82/79（具有代表

性的 01234）与 :3)（具有代表性的 31234）在体外

刺激，探讨在 01234 和 31234 存在下，巨噬细胞中

)*+,-.$/ 的表达情况及其对炎症反应的调控作用。
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!"!"! 实验对象 #$%&'() 野生型小鼠购自军事医

学科学院实验动物中心，*+,-./01 基因敲除小鼠由

中国医学科学院曹雪涛教授惠赠。实验小鼠均在天

津医科大学实验动物中心繁育，所有的程序按照天

津医科大学实验动物中心的操作规范流程进行。实

验时选用健康雄鼠，2!!3 周龄，体质量 43!44 ,。

!5!64 主要试剂和仪器 巯基乙醇酸盐购自美国

&7 公司，小鼠 891&! 蛋白（:/ 标签）购自北京义

翘神州科技有限公司，';* 购自 *+,<= 公司，>?+@A-

购自美国 BCD+E?A,.C 公司，909'F 逆转录试剂盒购

自美国 ;?A<=,. 公司 G H.=- E+<. ;#H 9=IE.? 9+J

（*K&H 1?..C）购自 HA/L. 公司，>M: =-NL= 9AOI.

P'B *Q R+E 和 B' 0) 9AOI. P'B*Q R+E 购 自 美 国

.&+AI/+.C/. 公司，;#H 仪购自美国 &BS0HQ7 公司，

H.=-0E+<. ;#H仪（'+,LE#T/-.?!U)）购自 HA/L.公司。

!"4 !"%&

!"4"! 小鼠腹腔巨噬细胞的提取和纯化 选取 2

周以上雄鼠，腹腔注射 4 <' 巯基乙醇酸盐 V2 L 后，

处死小鼠，以无血清的 79P9 培养液灌洗小鼠腹腔

数次，收集得到的细胞悬液离心 $ <+C（4 333 ?(<+C），

弃上清，收集细胞，!";&* 洗 ! 遍，加入含 !3#:&*

的 79P9 培养液，在 W% $、$X #S

4

孵箱中培养 4 L

后分离培养，用 !";&* 沿培养板内壁冲洗细胞 W 至

V 遍，贴壁细胞为巨噬细胞，用含 !3#:&* 的 79P9

培养液继续培养 4V L 后可做实验。

!"4"4 细胞培养与刺激方案 （!）提取野生型小鼠

腹腔巨噬细胞，以适当细胞密度接种于 ) 孔板中，

置于 W% $、$X #S

4

孵箱培养 4V L 后，弃掉细胞上

清，用无 :&* 培养液继续培养 ) 至 2 L 后，弃去上

清，换成含 !3#:&* 的 79P9 培养液，同时在培养

液中加 !3 !,Y<' 的 891&! 刺激不同时间（3、W、)、

!4、!2 L 和 4V L）后提取细胞 HMQ，检测 *+,-./Z1 的

基因表达；（4）提取野生型小鼠腹腔巨噬细胞，其余

操作方法同上，最后用不同浓度的 891&!（!、$ 和

!3 !,(<'）刺激 4V L 后提取细胞 HMQ，检测 *+,-./Z

1 的基因表达；（W）提取野生型小鼠腹腔巨噬细胞，

操作方法同上，用 !33 C,(<' 的 ';* 刺激不同时间

（3 、W 、) 、!4 、!2 L 和 4V L）后提取细胞 HMQ，检测

*+,-./Z1 的基因表达；（V）提取野生型小鼠腹腔巨噬

细胞，操作方法同上，最后用不同浓度 ';*（!3、!33

和 ! 333 C,(<'）刺激 4V L 后提取细胞 HMQ，检测

*+,-./Z1 的基因表达；（$）提取野生型和 *+,-./Z1

Z(Z

小鼠腹腔巨噬细胞，以适当细胞密度接种于 V2 孔

板中，操作方法同上，最后用 891&!（!3 !,(<'）和

';*（!33 C,(<'）刺激 4V L 后收集细胞上清，检测

>M:Z" 和 B'Z) 分泌情况。

!646W HMQ '()* +,-./0 H.=- ZE+<.

;#H 用 >?+@A- 裂解细胞，振荡并室温静置 W <+C 后

!4 333"! 离心 !$ <+C，吸取上层无色透明溶液并加

入 $33 !' 异丙醇混匀，室温静置 !3 <+C 后，

!4 333"! 离心 43 <+C，去掉上清，加入 %$ X的乙醇

洗涤沉淀两遍，离心后弃上清，所得沉淀即为 HMQ，

加入 7P;# 水溶解 HMQ，于 $) $水浴 !3 <+C 后放

在冰上即可。用 7P;# 水适当稀释 HMQ 后，测定

S7 值，计算 HMQ 纯度及产量。根据 ;?A<.,= 逆转

录试剂盒说明逆转录合成 /7MQ，H.=-ZE+<. ;#H 采

用 HA/L. 的 *K&H ,?..C 染 料 说 明 指 导 ，用

'+,LE#T/-.?!U) 仪器检测基因表达情况。*+,-./Z1

正向：$%Z>11>#Q>#1>1QQ1Q###>#ZW%，反向：$%Z

>1Q1#>##>Q1QQ1111#Q>ZW%；#Z=/E+C 正向：$%Z

Q1QQ1Q1#>Q#1Q1#>1##>1Q#ZW%，反向：$% Z

>Q#>##>1#>>1#>1Q>##Q#Q>ZW%。以上引物均由

上海生工生物工程有限公司合成。

!646V P'B*Q 法检测细胞上清 >M:Z" 和 B'Z) 分泌

情况 按照 P'B*Q 试剂盒操作说明进行，实验前一

晚包被捕获抗体，转天晨洗板 W 次，加入 433 !' 封

闭液，室温封闭 ! L 后洗板 ! 次，加入 !33 !' 待检

测细胞上清原液，室温孵育 4 L 后洗板 W 次，加入

!33 !' 检测抗体，室温孵育 ! L 后洗板 $ 次，加入

!33 !' 8H;，室温避光孵育 W3 <+C，洗板 $ 至 % 次

后加入显色液，最后加入终止液在酶标仪上检测。

!6W 123%4 各组实验均独立重复至少 W 次，

用 1?=NL;=[ ;?+I< %63 软件对数据进行统计学分

析，实验数据以 !&"

#

表示，多组间比较采用单因素

方差分析，$\363$ 定义为差异有统计学意义。

" &'

46! 7Q9;I 0 ;Q9;I 56789:; *+,-./Z1

'<=>?@A 应用 891&! 在不同时间点刺激

野生型小鼠腹腔巨噬细胞，H.=-ZE+<. ;#H 检测

*+,-./Z1 的基因表达情况。结果见图 !，随着刺激时

间的延长，*+,-./Z1 的表达逐渐升高，尤其在第 !2 L

和 4V L，其表达明显高于对照组（$\3633!，$\363!，

图 !Q）。应用不同浓度的 891&! 刺激巨噬细胞，结

果发现随着给药浓度的增加，*+,-./Z1 的表达量也

明显增高（$\3633!，图 !&）。而用 ';* 在不同时间点

刺激巨噬细胞后，*+,-./Z1 的表达没有明显升高（图

!#）。同样地，用不同浓度的 ';* 刺激巨噬细胞，

*+,-./Z1 的表达也没有升高（图 !7）。以上结果表明
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"#$ ! %&' (')*'+#,- ,. #-./0110+,*2 )2+,3#-'( #- +&' (45'*-0+0-+ ,.

10)*,5&0$'(

()*+, 能够影响巨噬细胞中 -./01234 的表达，而

+)*+, 对 -./012 34 的表达无明显影响，说明

-./01234 可以特异识别 ()*+, 并具有时间和剂量

依赖性。

5$5 ()*+, ! +)*+, "#$%&'()*+,

-./ 6783! ! 9:3; 01234 为了观察

-./01234 表达对 ()*+, 和 +)*+, 作用后巨噬细胞

分泌炎性因子的影响，我们分别用 <*4=& 和 :+-

刺激野生型和 -./01234

3>3小鼠的巨噬细胞，?:9-)

检测细胞上清中炎症因子的分泌情况。结果见图 5，

:+- 刺激两种基因型小鼠的巨噬细胞其分泌 6783

! 没有明显变化 （图 5)），而 <*4=& 刺激后，

-./01234 敲除的巨噬细胞分泌 6783! 明显多于野

生型小鼠的巨噬细胞（!"%$%%&，图 5=）。同样地，:+-

刺激两种基因背景的巨噬细胞后，9:3; 的分泌没有

变化（图 5@），<*4=& 刺激后，-./01234 敲除的巨噬

细胞分泌 9:3; 明显增多（!"%$%&，图 5(）。以上结果

表明，-./01234 特异性抑制 ()*+, 诱导的巨噬细胞

分泌促炎因子，而对于 +)*+, 引起的炎症反应没有

影响，说明在巨噬细胞中 -./01234 是通过识别

()*+, 来发挥免疫抑制功能。
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!"#$% 和 $"#$% 作为特殊的抗原形式，参与

宿主免疫细胞的免疫识别，是激活和启动固有免疫

应答和适应性免疫应答的必要条件。&#'() 被认

为是一种细胞核内固有免疫危险信号，也是 !*$#%

的重要成员之一+,-，它能够与特异性受体结合，诱导

巨噬细胞分泌炎性细胞因子+.-。/$0为革兰氏阴性细

菌细胞壁的主要成分，它属于 $"#$%，1/23识别 /$0

后可直接激活 456!( 信号通路引发炎症反应+768-。

目前看来，!9#$% 和 $9#$% 在固有免疫应答中的

研究，尤其是树突状细胞相关的研究越来越多+:; <6)=-，

而在巨噬细胞中的研究还比较少。本研究发现，

&#'>) 刺激巨噬细胞后 0?@ABC6' 的表达明显升

高，而 /$0 刺激后其表达没有变化，该结果提示

0?@ABC 6' 特异性识别 !9#$% 模式分子，而对

$9#$% 模式分子没有识别能力。

0?@ABC% 作为一种免疫识别受体，它通过与细胞

表面的多聚糖结合调控天然免疫和获得性免疫反

应，从而实现其抗病原体的功能+::-。0?@ABC% 主要包括

两类D 一类是序列保守的 0?@ABC%，包括唾液酸黏附

素、E!FF 和 0?@ABC6:, 等；另一类是与 E!GH 相关的

序列可变的 0?@ABC%，包括 E!HH，0?@ABC6I 和 0?@ABC6

' 等+))-。在这两类型中，大多数成员的胞内段含有免

疫受体酪氨酸抑制基序（J1J#%），从而可以发挥免疫

抑制功能+:F6:K-。0?@ABC6' 作为 E!HH 家族的一员，在

免疫识别和免疫调控中发挥越来越重要的作用+:L6:.-。

目前关于 0?@ABC6' 的研究主要聚焦在树突状细

胞 +:; :7-，(细胞+:8-和 1 细胞+:<-。为了探讨 0?@ABC6' 表

达对巨噬细胞免疫活性的影响，我们利用 0?@ABC6'

敲除小鼠，!9#$% 和 $9#$% 两种模式分子分别诱

导巨噬细胞活化，观察 0?@ABC6' 分子对巨噬细胞分

泌炎性因子的调节作用。笔者发现 &#'(: 作用于

0?@ABC6' 敲除小鼠的腹腔巨噬细胞后，1456" 和

J/6. 等炎性因子的分泌水平明显升高，但 /$0 刺激

后，其表达在两种基因背景的巨噬细胞中没有差

异，提示巨噬细胞可能是通过表达 0?@ABC6' 来识别

胞内危险信号分子并发挥免疫抑制作用，而对病原

相关蛋白分子，0?@ABC6' 缺乏识别及调控作用。

鉴于巨噬细胞的异质性及其功能相关性，

0?@ABC6' 在不同免疫器官中巨噬细胞及其亚型的表

达，0?@ABC6' 是通过何种途径来发挥免疫抑制功能

和具体的作用机制如何尚有待深入研究。
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