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!:0R)0

(+12'0%#"

进行数据输出'

0.+8

?

37

细 胞 体 外 培 养 和
24#[YJJ

干 预
!

%"0-

.

5+

细胞分离(提纯后调成
&-#"

)

)

9N

浓度#

并在含有
#"T !E,

(

#T

青霉素)链霉素(

";#T

%

8

巯

基乙醇(

#"%

4

)

9N

小鼠重组!

1+-09G'%$%5

#

19

"

=N8)

!美国
*

.

E'0,0"1-+

公司"和
#"%

4

)

9N

小鼠
19=N8

''

!美国
*

.

E'0,0"1-+

公司"的
<U*=

培养基中体

外培养
&

天'然后收集
%"0-

.

5+

细胞#重新加入
#""

%

4

)

9N

小鼠
19=N8''

!美国
*

.

E'0,0"1-+

公司"培

养
'

天#

7N=,D

法检测细胞上清液中
=N8#'

和
=N8

#"

的浓度'

#[YIJ/9"F@

慢病毒的构建及转染
!

=N8#'

26<ID

序列的选择和含有该序列慢病毒的构建均

由生工生物工程!上海"股份有限公司提供#用
!$'F

细胞包装慢病毒#以
UDI/

细胞检测慢病毒转染效

率#

%[

#

&8

二 脒 基
8!8

苯 基 吲 哚 !

%[

#

&8#'$9'#'%08!8

3

6+%

.

:'%#0:+

#

@DU=

"作为核染色的空白对照#构建

完成后#将其以
#- #"

$

F&

)

9N

的滴 度加 入

%"0-

.

5+

细胞培养基进行转染#

'

天后#用
7N=,D

法

检测培养基上清液中
=N8#'

和
=N8#"

的浓度'

具体方法分别按照小鼠
=N8#'

和
=N8#"7N=,D

试剂盒!美国
*

.

E'0,0"1-+

公司"所规定的步骤

进行'

)$M

\

E

细胞的获取
!

小鼠
/@%

.

F

细胞的分

离(提纯按照相关试剂盒
7$2

.

,+

3

F*

*0"2+/@%

.

F

/+::=20:$5'0%A'5

!加拿大
,F7*/7NN

公司"所规

定的步骤进行#该方法获得的
/@%

.

F

细胞得率高(

纯度高#方便下一步实验&将分选出的
/@%

.

F

细胞

调成浓度
* - #"

*

)

9N

并移入
F

细胞培养基

!

#&%"

#

#"T !E,

#

#T

青霉素
8

链霉素#

*"

$

90:

)

N

%

8

巯基乙醇#

#""&

)

9N=N8!

"中体外培养
&

天#然后把

%"0-

.

5+

细胞加入
/@%

.

F

细胞培养基中#共培养
'

天#检测
/@%

.

=N#"

.细胞占
/@%

.

F

细胞的百分比'

)$M

\

#[IT

\ 细胞的检测
!

流式细胞仪检测

/@%

.

=N#"

.细胞占
/@%

.

F

细胞的百分比#方法和

$#)



!

蔺
!

林#等
;

体外小鼠
%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

的干预促进
/@%

.

F

细胞向
/@%

.

=N#"

.细胞的分化

步骤同上述4

%"0-

.

5+

细胞的获取5#一抗分别用结

合了
!=F/

的抗
/@%

抗体和结合了
U7

的抗
=N8#"

抗体#所得数据用
!:0R)0#"

进行分析'

统计学分析
!

采用
L1$

3

6U$#U1'29&

统计软

件分析所得数据'因数据经检验呈正态分布#而样

本量又较小#所以组内差异的比较采用
-

检验#组间

差异的比较采用方差分析'本试验中数据用
E

,

/,

表示#

#

#

";"*

为差异有统计学意义'

结
!!!

果

@"

小鼠模型的建立
!

小鼠采用经典方式建

模#

MJD

腹腔内致敏#

MJD

及其佐剂鼻内激惹!图

#

"'末次激惹后
#"9'%

#分别计数小鼠打喷嚏和挠

鼻次数#发现
D<

组与正常组比较#差异具有统计学

意义#

D<

模型明显超过正常小鼠!

-+*%;%%

#

#

#

";"""#

&

-+'';)*

#

#

#

";"""#

"'提示
D<

小鼠模

型建立成功'

0.+8

?

37

细胞的鉴定
!

建模后#用流式细胞仪设

门技术#分选(提纯
IDNF

中
%"0-

.

5+

细胞'

%"0-

.

5+

细胞被鉴定为
/@'/@%/@(/@#$/@##G/@##-!-

-

<#

!

:'%+$

4

+

"

,

=/M,

.

!图
!D

和
E

"#而且
D<

小鼠的

%"0-

.

5+

细胞数较正常小鼠显著增多!图
!/

"'

!!

D

$

IDNF%"0-

.

5+2>109%019$:9'-+

&

E

$

IDNF%"0-

.

5+2>109D<9'-+

&

/

$

/09

3

$1'20%0>%"0-

.

5+2%"9G+12'%%019$:$%#D<9'-+;D<

$

D::+1

4

'-16'%'5'2;

图
N

!

小鼠
@"

模型的
F@[E

中
0.+8

?

37

细胞的流式细胞仪分析

G,

6

N

!

G<+D8

?

3+4732

?

505<

?

/,/+-F@[E0.+8

?

37/-2+4@"4,874+*7</

!!

0.+8

?

37

细胞的转染率
!

=N8#'26<ID

慢病毒

转染
%"0-

.

5+

细胞的效率以分析绿色荧光蛋白在转

染的
UDI/

细胞中的表达量来评估#感染复数设置

为
#"

#

=N8#'26<ID

的转染率为
$(;!(T

&

=N8#'

的

转录抑制率以分析其
9<ID

在
UDI/

细胞中的含

量来评估#当感染复数设置为
#"

时#

=N8#'26<ID

的抑制率为
$";*T

'

%"0-

.

5+

细胞的转染定性评估

见图
'D

和
'E

'

%#)
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D

$

E:$%?-0%510:

#

G:"+>:"01+2-+%-+'%#'-$5+# @DU=25$'%'%

4

!

-%""

"&

E

$

U02'5'(+ 25$'%'%

4

0> %"0-

.

5+2

#

4

1++% >:"01+2-+%-+

'%#'-$5+#51$%2>+-5'0%0>%"0-

.

5+2G

.

:+%5'('1"2R'56=N8#'26<ID

!

-%""

"

;

图
J

!

#[YIJ/9"F@

慢病毒转染
0.+8

?

37

细胞

G,

6

J

!

E250/-783,+0+-0.+8

?

37/A

?

<703,=,2./D,39#[YIJ/9"F@

!!

0.+8

?

37

细胞对
24#[YJJ

的反应
!

%"0-

.

5+

细胞

的特点是合成和释放
(

型细胞因子如
=N8#'

#也可

以释放少量的抑制性细胞因子
=N8#"

'为了检测
MJD

诱导
IDNF

来源的
%"0-

.

5+

细胞是否具有其相应

的功能#我们用
7N=,D

法检测体外培养的此种细胞

是否分泌
=N8#'

和
=N8#"

#以及是否受
=N8#'26<ID

慢病毒转染的影响'结果发现#转染前
19=N8''

干

预后体外培养的细胞大量释放
=N8#'

和
=N8#"

#

=N8

#'

与
=N8#"

浓度均显著高于干预前#差异有统计学

意义!

-+!!;&!

(

##;$'

#

#

均
#

";"""#

#图
%D

(

E

"'

这证明
MJD

诱导产生的
%"0-

.

5+

细胞具有其正常

的功能'而转染后#

19=N8''

干预后体外培养的

%"0-

.

5+

细胞释放
=N8#'

没有明显升高#与干预前相

比较#其浓度差异无统计学意义!图
%/

"!

-+#;&)

#

#+";#%

"#而
=N8#"

的浓度干预后显著高于干预前

!图
%@

"!

-+'"C%*

#

#

#

";"""#

"'转染前
=N8#'

的浓

度明显高于转染后!图
%7

"!

-+!!;*%

#

#

#

";"""#

"#

=N8#"

的浓度明显低于转染后!图
%!

"!

-+$;!$

#

#

#

";"""#

"#差异均有统计学意义'

!!

D

$

/0%-+%51$5'0%0>=N8#''%56+-":5"1+2G+>01+51$%2>+-5'0%

&

E

$

/0%-+%51$5'0%0>=N8#"'%56+-":5"1+2G+>01+51$%2>+-5'0%

&

/

$

/0%-+%51$5'0%

0>=N8#''%56+-":5"1+2$>5+151$%2>+-5'0%

&

@

$

/0%-+%51$5'0%0>=N8#"'%56+-":5"1+2$>5+151$%2>+-5'0%

&

7

$

/09

3

$1'20%0>-0%-+%51$5'0%0>=N8#''%

56+-":5"1+2G+>01+$%#$>5+151$%2>+-5'0%

&

!

$

/09

3

$1'20%0>-0%-+%51$5'0%0>=N8#"'%56+-":5"1+2G+>01+$%#$>5+151$%2>+-5'0%;

图
M

!

转染前后
@"

小鼠
F@[E

来源的
0.+8

?

37

细胞对
24#[YJJ

干预后的反应

G,

6

M

!

"7/

;

+0/7+-F@[EY*72,=7*0.+8

?

37/3+24#[YJJA7-+2750*5-3723250/-783,+0

"#)
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!

林#等
;

体外小鼠
%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

的干预促进
/@%

.

F

细胞向
/@%

.

=N#"

.细胞的分化

!!

0.+8

?

37

细胞对
)$M

\

E

细胞的诱导
!

为了证实

%"0-

.

5+

细胞对
/@%

.

F

细胞的诱导作用及是否受

=N8#'26<ID

慢病毒转染的影响#我们将转染前后

IDNF

来源的该细胞与
/@%

.

F

细胞培养基进行体

外共培养#结果发现
/@%

.

=N#"

.细胞所占
/@%

.

F

细胞百分比发生变化!图
*D

和
*E

"#转染后的

%"0-

.

5+

细胞共培养后#

/@%

.

=N#"

.细胞百分比明

显升高!

-+#";""

#

#

#

";"""#

"!图
*/

"'这表明#

%"0-

.

5+

细胞受
=N8#'26<ID

慢病毒转染的影响#

促进
/@%

.

F

细胞向
/@%

.

=N#"

.细胞的分化'

!!

D

$

!:0R-

.

509+51

.

$%$:

.

2'20>/@%

.

=N#"

.

-+::2'%56+-0-":5"1+2G+>01+51$%2>+-5'0%

#

X!$1+$'%#'-$5+#/@%

.

=N#"

.

-+::2

&

E

$

!:0R

-

.

509+51

.

$%$:

.

2'20>/@%

.

=N#"

.

-+::2'%56+-0-":5"1+2$>5+151$%2>+-5'0%

&

/

$

/09

3

$1'20%0>

3

+1-+%5$

4

+0>/@%

.

=N#"

.

-+::2'%505$:/@%

.

F

-+::2G+>01+$%#$>5+151$%2>+-5'0%;

图
L

!

0.+8

?

37

细胞对
)$M

\

E

细胞的诱导

G,

6

L

!

#0*.83,+0+-)$M

\

#[IT

\

87<</-2+4)$M

\

E87<</A

?

0.+8

?

37/

讨
!!!

论

变态反应性炎症中适应性免疫系统
F6!

细胞

是
(

型细胞因子如
=N8%

(

=N8*

(

=N8$

和
=N8#'

的主要

来源#但越来越多的研究证实#固有免疫系统
=N/!2

也可以产生这类细胞因子#并诱发
702

局部的浸

润(肥大细胞的增殖(杯状细胞的增生和分泌的病理

改变,

$

-

'还有研究表明#

=N8#'

可直接导致呼吸道

高反应#

F6!

细胞并非是该细胞因子的主要来源#

=N/!2

才是,

#"

-

'有学者按照
=N/

的特点和功能将

其分为
'

型$

=N/#2

(

=N/!2

和
=N/'2

#每型都有相应

的细胞种类'

%"0-

.

5+

细胞属于
(

型&

=N/!2

还包括

自然辅助细胞和固有辅助细胞
(

型#虽然这些细胞

种类不同#但它们共同的特点都是表达
=N8!*

受体

!

=N8#)E<

"和
=N8''

受体!

F#

)

,F!

"#均可在
=N8!*

和
=N8''

的作用下产生炎症介质
=N8*

和
=N8#'

,

##

-

'

变态反应性炎症状态下#

=N8!*

和
=N8''

主要由呼吸

道上皮细胞产生,

#!

-

#虽然它们属于不同的细胞因子

家族#但却具有上述类似的细胞反应,

#'

-

'大量研究

证实#这两种细胞因子可以诱导
(

型免疫反应#用

=N8!*

和)或
=N8''

干预后#会产生大量
(

型细胞因

子如
=N8*

和
=N8#'

#并 导 致 局 部 相 应 的 病 理

改变,

#%,#*

-

'

%"0-

.

5+

细胞除了分泌
(

型细胞因子促进炎症

反应外#也可以产生和释放少量
=N8#"

'目前关于

%"0-

.

5+

细胞的研究重心大都放在
=N8*

和
=N8#'

两

种细胞因子上#而对于该细胞分泌的
=N8#"

及其可

&#)
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能的作用研究甚少'但该细胞既然释放
=N8#"

#可

能就会有相应的功能#而
=N8#"

又有诱导
/@%

.

F

细

胞向
/@%

.

=N#"

.细胞分化的作用#因此我们课题组

假设
%"0-

.

5+

细胞来源的
=N8#"

可能会影响
F

辅助细

胞向
/@%

.

=N#"

.细胞的分化'本研究即是初步探讨

体外小鼠
%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

的干预是否会影响

=N8#"

的产生和释放#并进一步探讨后者对
/@%

.

F

细

胞向
/@%

.

=N#"

.细胞分化可能造成的影响'

本研究中#用
MJD

建模后#小鼠打喷嚏和挠鼻

次数明显增加#说明
D<

小鼠模型建立成功'我们

选择
D<

小鼠
IDNF

中的
%"0-

.

5+

细胞#是因为炎

症状态下的该细胞数目不仅增多!本研究中也显示

D<

小鼠的
%"0-

.

5+

细胞数较正常小鼠显著增多"#

而且处于激活状态#方便对其功能进行研究'获得

了
D<

小鼠的
%"0-

.

5+

细胞后#在体外对其功能进

行了检测#发现其在转染前受到小鼠
19=N8''

的干

预后大量释放
=N8#'

#并释放少量的
=N8#"

#说明该

细胞功能正常'随后#我们构建了
=N8#'26<ID

#

并以慢病毒为载体体外转染到
%"0-

.

5+

细胞中#以

抑制
=N8#'

基因在该细胞中的表达'我们没有直接

用
=N8#'

基因敲除小鼠#因为
=N8#'

,

)

,小鼠建模不

成功会对研究造成较大影响!数据尚未发表"#而携

带有
=N8#'26<ID

的慢病毒转染稳定#且只影响

%"0-

.

5+

细胞产生和释放
=N8#'

的功能#结果更客观

与可靠'结果发现#

%"0-

.

5+

细胞经转染后#

19=N8

''

的干预没有使
%"0-

.

5+

细胞释放
=N8#'

的浓度升

高#与干预前相比较#

=N8#'

的浓度差异不具有统计

学意义#但分泌
=N8#"

的浓度差异具有统计学意义#

干预后显著高于干预前'

=N8#'

的浓度变化转染前

明显高于转染后#差异具有统计学意义#

=N8#"

的浓

度变化转染前明显低于转染后#差异也具有统计学

意义'这说明#

%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

基因转录的阻

滞可以使抑制性细胞因子
=N8#"

的产生和释放增

加#可能在两种细胞因子的基因序列之间有某种联

系#目前其机制尚不清楚'我们又将转染前后的

%"0-

.

5+

细胞加入体外培养的
/@%

.

F

细胞中#以评

估该细胞对
/@%

.

=N#"

.细胞的分化是否有诱导作

用'结果发现
/@%

.

=N#"

.细胞所占
/@%

.

F

细胞

百分比发生变化#转染后的
%"0-

.

5+

细胞共培养后

/@%

.

=N#"

.细胞百分比明显升高'这表明该细胞

受
=N8#'26<ID

慢病毒转染的影响#

=N8#'

释放量

减少#而
=N8#"

释放量增加#后者可通过其位于

/@%

.

F

细胞上的相应受体#调节该细胞向
/@%

.

=N#"

.细胞的分化,

#&

-

'

%"0-

.

5+

细胞也可以产生和释放
=N8*

#但其量

甚微#该细胞的主要特点是产生
=N8#'

#并在局部组

织!如肠道和肺组织"中实施相应功能,

',%

-

#所以本

研究中未检测
=N8*

#而
=N8#'26<ID

的作用是否也

会影响
=N8*

的产生#后者浓度的改变是否也会诱导

/@%

.

=N#"

.细胞比例增加#尚待进一步研究'

/@%

.

=N#"

.细胞可通过产生和分泌
=N8#"

抑

制局部的炎症反应#就
D<

或哮喘等呼吸道的变态

反应性炎症而言#该细胞通过释放
=N8#"

#后者通过

其受体激活抑制气道炎症的通路#从而减轻鼻黏膜

或支气管黏膜的变应性炎症,

#)

-

'因此#可以考虑设

计某 种药 物或其他相 关治 疗方法#通 过 抑 制

%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

基因的转录表达#从而增加

=N8#"

的产生和释放#在直接抑制炎症反应的同时#

诱导
/@%

.

F

细胞向
/@%

.

=N#"

.细胞转化#后者再

释放
=N8#"

#继续抑制局部的炎症'

本研究发现体外小鼠
%"0-

.

5+

细胞中
=N8#'

基

因的干预可以促进
/@%

.

F

细胞向
/@%

.

=N#"

.细

胞的分化#但
=N8#'

浓度的降低与
=N8#"

的释放增

多之间是否存在某种调控机制#以及
=N8#'26<ID

是否会直接影响
=N8#"

的表达#尚待进一步研究'
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