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!!$摘要%!目的!探讨骨髓来源树突状细胞&Tb;WK'中微小 9̂<7$$D7$L&')̂7$$D7$L'对实验性自身免
疫性葡萄膜炎 &&<U'光感受器细胞间维生素 <类结合蛋白 "7E#& >̂T̀ "7E# '特异性 8I"? 细胞的调控)!方
法!分离野生型 WB?TaA@ 小鼠股骨和胫骨#冲洗骨髓腔得到骨髓细胞#利用粒细胞Z巨噬细胞集落刺激因子
&]b7WV:'和白细胞介素&>a'7% 定向诱导分化为 Tb;WK) 诱导培养第 B 天#将未成熟的 Tb;WK分为 ')̂7
$$D7$L 拟似物转染组和拟似物阴性对照组#分别转染 ')̂7$$D7$L 拟似物和拟似物阴性对照) 转染后 E% I#加
入 "## ./A'*脂多糖刺激 Tb;WK成熟) 采用实时荧光定量 Ẁ̂ 检测 Tb;WK中 ')̂7$$D7$L 及 >a7@(>a7E$(>a7
"#'̂ 9<表达) 采用 >̂T̀ "7E#(弗氏不完全佐剂&>:<'及结核分枝杆菌 O$? (̂主动免疫小鼠诱导 &<U模型#
免疫后第 "$ 天#分离 &<U小鼠脾脏及淋巴结 8细胞#分别将 ')̂7$$D7$L 拟似物转染组和拟似物阴性对照组
Tb;WK与 8细胞在含有 >̂T̀ "7E# 的培养基中共培养#8I"? 细胞条件诱导#酶联免疫吸附测定&&a>V<'法检测
共培养上清液中 >a7"? 质量浓度*实时荧光定量 Ẁ̂ 检测共培养细胞中维甲酸相关核孤儿受体 "H& =̂̂ "H'(
>a7"? '̂ 9<相对表达量*流式细胞仪检测共培养细胞中 >a7"?k

细胞比率) 此外#为进一步验证 Tb;WK中
')̂7$$D7$L 对 8I"? 细胞的调控作用#分别将 ')̂7$$D7$L 抑制剂或抑制剂阴性对照转染的 Tb;WK与 &<U小
鼠脾脏及淋巴结 8细胞共培养#&a>V<法检测共培养上清液中 >a7"? 质量浓度)!结果!')̂7$$D7$L 拟似物转
染组 Tb;WK中 ')̂7$$D7$L 相对表达量较拟似物阴性对照组明显升高#差异有统计学意义 &.l@mD@"#5l
#m##E') ')̂7$$D7$L 拟似物转染组共培养细胞中 =̂̂ "H(>a7"? '̂ 9<相对表达量分别为 "m$%n#m"@ 和
"m$$n#m"@#明显高于阴性对照组的 "m##n#m#" 和 "m##n#m#"#差异均有统计学意义 &.l$m@$E#5l#m#EE*.l
$m@D"#5l#m#E"'*&a>V<检测结果显示#')̂7$$D7$L 拟似物转染组共培养上清液中 >a7"? 质量浓度为
&B C%"m##n%BEm%#'L/A'*#明显高于拟似物阴性对照组的 & % ECCm##n$%Dm$#' L/A'*#差异有统计学意义 &.l
%mC?C#5l#m##D'#')̂7$$D7$L 抑制剂转染组共培养上清液中 >a7"? 质量浓度为&$ #CEm##nE##mC#' L/A'*#明
显低于抑制剂阴性对照组的&% #@$m##n"$"mB#'L/A'*#差异有统计学意义&.l?m##B#5l#m##E'*流式细胞仪
检测结果显示#')̂7$$D7$L 拟似物转染组共培养细胞中 >a7"?k

细胞比例为&Dm#$n"m$B'o#明显高于拟似物阴
性对照组的&%mBEn#m?$'o#差异有统计学意义&.l$mC@D#5l#m#"?') ')̂7$$D7$L 拟似物转染组 Tb;WK中
>a7@(>a7E$ 和 >a7"#'̂ 9<相对表达量分别为 EmE$n#mE"(EmE"n#mB@ 和 Em$En#m%$#明显高于拟似物阴性对
照组的 "m##n#m#@("m##n#m#? 和 "m#"n#m"B#差异均有统计学意义&.l"#mEC##5l#m##"*.l$m?%?#5l#m#E#*
.lBmED##5l#m##@')!结论!')̂7$$D7$L 过表达可以增强 Tb;WK中 8I"? 细胞极化相关因子 >a7@(>a7E$ 和
>a7"#的表达#促进 >̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞活化)!

$关键词%!辅助性 8细胞 "?# 免疫* 实验性自身免疫性葡萄膜炎* 微小 9̂<$$D7$L* 骨髓来源树突
状细胞
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!;9/(.&2("<K9L)2(+:)<8F).M4KH)/(H4HI4JF*4FG')6JF̂9<7$$D7$L & ')̂7$$D7$L ' ). J4/+*(H)./HI4
/4.4J(H)F. (.5 G+.6H)F. FG).H4JLIFHFJ464LHFJJ4H).F)571).5)./LJFH4). &>̂T̀ ' "7E#7KL46)G)68I4*L4J"? &8I"?' 64**K).
4SL4J)'4.H(*(+HF)''+.4+M4)H)K&&<U'3!M)(-,3/!TF.4'(JJFN64**KN4J4G*+KI45 GJF'HI4G4'+JK(.5 H)1)(4FG
N)*57H-L4WB?TaA@ ')64(.5 6+*H+J45 ). HI4LJ4K4.64FG/J(.+*F6-H4'(6JFLI(/476F*F.-KH)'+*(H)./G(6HFJ&]b7WV:'
(.5 ).H4J*4+P).7% & >a7%' HF5)GG4J4.H)(H4).HF1F.4'(JJFN754J)M45 54.5J)H)664**K& Tb;WK'3=. 5(-B (GH4J
).5+6H)F.#)''(H+J4Tb;WKN4J46F**46H45 (.5 5)M)545 ).HF')̂7$$D7$L ')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L (.5 ')')6K
.4/(H)M46F.HJF*HJ(.KG46H)F. /JF+L# HI4. HJ(.KG46H45 N)HI ')̂7$$D7$L ')')6KFJ.4/(H)M4')')6K(66FJ5)./HF
/JF+L)./38N4.H-7GF+JIF+JK(GH4JHJ(.KG46H)F.#HI4Tb;WKN4J4KH)'+*(H45 N)HI "## ./A'*FG*)LFLF*-K(66I(J)54HF
'(H+J43̂ 4*(H)M44SLJ4KK)F. *4M4*KFG')̂7$$D7$L#>a7@#>a7E$ (.5 >a7"#'̂ 9<). Tb;WKFGHI4HNF/JF+LKN4J4
54H46H45 1-p+(.H)H(H)M4J4(*7H)'4LF*-'4J(K46I(). J4(6H)F. & p 8̂7̀Ŵ '38I4&<U 'F54*N(K4KH(1*)KI45 N)HI
>̂T̀ "7E# #).6F'L*4H4:J4+.5 (52+M(.H(.5 '-6F1(6H4J)+'H+14J6+*FK)K&O$? (̂' ). ')643=. 5(-"$ (GH4J'F54*)./#8
64**KN4J4)KF*(H45 GJF'HI4')64KL*44. FJ5J().)./*-'LI .F54K(.5 6F76+*H+J45 N)HI ')̂7$$D7$L ')')6KFJ.4/(H)M4
6F.HJF*')')6K7HJ(.KG46H45 Tb;WK+.54J8I"?7LF*(J)R)./6F.5)H)F.K3WF.64.HJ(H)F. FG>a7"? ). HI4K+L4J.(H(.HN(K
54H46H45 1-&a>V<3̂4*(H)M44SLJ4KK)F. *4M4*KFGJ4H).F)6(6)5 J464LHFJ7J4*(H45 FJLI(. .+6*4(JJ464LHFJ"H& =̂̂ "H'
(.5 >a7"? '̂ 9<N4J4(.(*-R45 1-p 8̂7̀Ŵ 38I4LJFLFJH)F. FG>a7"?k64**K('F./864**K6F76+*H+J45 N)HI Tb;WK
N(K(KK4KK45 1-G*FN6-HF'4HJ-38FG+JHI4JM4J)G-HI4JF*4FG')̂7$$D7$L ). 54.5J)H)664**KF. 8I"? 64**K#Tb;WK
HJ(.KG46H45 N)HI ')̂7$$D7$L ).I)1)HFJFJ6F.HJF*).I)1)HFJN4J46F76+*H+J45 N)HI 864**K)KF*(H45 GJF' KL*44. FJ
5J().)./*-'LI .F54KFG&<U')643WF.64.HJ(H)F. FG>a7"? ). HI4K+L4J.(H(.HN(K54H46H45 1-&a>V<38I4+K4(.5
6(J4FGHI4(.)'(*K6F'L*)45 N)HI 4̂/+*(H)F.KGFJHI4<5').)KHJ(H)F. FG<GG()JKWF.64J.)./&SL4J)'4.H<.)'(*K1-
VH(H4V6)4.64(.5 846I.F*F/-WF'')KK)F.38I4KH+5-LJFHF6F*N(K(LLJFM45 1-HI4>.KH)H+H)F.(*<.)'(*W(J4(.5 UK4
WF'')HH44FG8)(.2). b45)6(*U.)M4JK)H-&9F38XddE#"C""#""?'3!D)/48(/! 4̂*(H)M44SLJ4KK)F. *4M4*FG')̂7$$D7
$L ). Tb;WKN(KK)/.)G)6(.H*-).6J4(K45 ). HI4')̂7$$D7$L ')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L HI(. HI4')')6K.4/(H)M4
6F.HJF*/JF+L &.l@mD@"#5l#m##E'3>. 864**K6F76+*H+J45 N)HI ')̂7$$D7$L ')')6K7HJ(.KG46H45 Tb;WK#HI4J4*(H)M4
4SLJ4KK)F. *4M4*KFĜ =̂ "H(.5 >a7"? '̂ 9<N4J4"m$%n#m"@ (.5 "m$$n#m"@#NI)6I N4J4K)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(.
"m##n#m#" (.5 "m##n#m#" ). HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L &.l$m@$E#5l#m#EE*.l$m@D"#5l#m#E"'3&a>V<
KIFN45 HI(HHI46F.64.HJ(H)F. FG>a7"? ). HI4K+L4J.(H(.HN(K&B C%"m##n%BEm%#'L/A'*). HI4')̂7$$D7$L ')')6K
HJ(.KG46H)F. /JF+L#NI)6I N(KK)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. & % ECCm##n$%Dm$#' L/A'*). HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*
/JF+L &.l%mC?C#5l#m##D'#(.5 >a7"? 6F.64.HJ(H)F. ). HI4K+L4J.(H(.HN(K&$ #CEm##nE##mC#'L/A'*). HI4')̂7
$$D7$L ).I)1)HFJHJ(.KG46H)F. /JF+L#NI)6I N(K*FN4JHI(. &% #@$m##n"$"mB#'L/A'*). HI4).I)1)HFJ.4/(H)M46F.HJF*
/JF+L &.l?m##B#5l#m##E'38I4LJFLFJH)F. FG>a7"?k 64**K('F./864**KN(K&Dm#$n"m$B'o ). HI4')̂7$$D7$L
')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L#NI)6I N(KK)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. &%mBEn#m?$'o ). HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L
&.l$mC@D#5l#m#"?'38I4J4*(H)M44SLJ4KK)F. *4M4*KFG>a7@#>a7E$#(.5 >a7"# '̂ 9<N4J4EmE$n#mE"#EmE"n
#mB@#Em$En#m%$#J4KL46H)M4*-). HI4')̂7$$D7$L ')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L#NI)6I N4J4K)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(.
"m##n#m#@#"m##n#m#?#"m#"n#m"B ). HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L &.l"#mEC##5l#m##"*.l$m?%?#5l
#m#E#*.lBmED##5l#m##@'3!N,*284/+,*/!=M4J4SLJ4KK)F. FG')̂7$$D7$L ). Tb;WK6(. LJF'FH4HI4>̂T̀ "7E#7
KL46)G)68I"? 64**J4KLF.K41-).6J4(K)./HI44SLJ4KK)F. FG8I"?7LF*(J)R)./6-HFP).4K).6*+5)./>a7@#>a7"#(.5
>a7E$3

!=)' >,.3/"<8I"? 64**KA)''+.F*F/-* &SL4J)'4.H(*(+HF)''+.4+M4)H)K* b)6JF̂9<$$D7$L* TF.4'(JJFN7
54J)M45 54.5J)H)664**K

#4*36.,7.&5" 9(H)F.(*9(H+J(*V6)4.64:F+.5(H)F. FGWI).(&D"C?#?C$# D"??#C#"'* 8)(.2). W*).)6(*c4-
;)K6)L*).4 J̀F246H&8XaWf;\c8##$'

;=>""#3$?@#A6'(3236.""BCDC7E#E##@#D7##%#%

!!自身免疫性葡萄膜炎是一类易复发(难治性眼内
炎性疾病#控制不当可导致视力损伤#甚至致盲 + ", )

实验性自身免疫性葡萄膜炎&4SL4J)'4.H(*(+HF)''+.4
+M4)H)K#&<U'小鼠是自身免疫性葡萄膜炎的经典动物
模型#其与人类葡萄膜炎在临床表现及分子机制上具
有很大的相似性#在研究自身免疫性葡萄膜炎的发病
机制中扮演重要角色

+ E, ) 目前研究认为 8I"? 细胞(

白细胞介素 &).H4J*4+P).#>a'7E$A>a7"? 通路是自身免
疫性葡萄膜炎发生的重要机制

+ $Z@, ) 8I"? 细胞分化依
赖于抗原提呈细胞的刺激和微环境中细胞因子的调

控#而树突状细胞& 54.5J)H)664**K#;WK'作为专职抗原
提呈细胞#可诱导 8细胞活化#同时分泌 >a7@(>a7E$ 和
>a7"#等细胞因子#促进 8I"? 细胞的增生分化 + ?ZD, )

微小 9̂<&')6JF̂9<#')̂9<'是一类约 EE 个核苷酸

!%$C! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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的短链非编码 9̂<#可以在转录后水平调控基因表
达

+ C, ) 近年来#研究发现 ')̂9<可以通过调控 ;WK
影响 8I"? 细胞的反应 + "#Z"E, ) ')̂7$$D7$L 是一种高度
保守的 ')̂9<#具有免疫调控作用 + "$Z"B, ) 然而#')̂7
$$D7$L 对 8I"? 细胞的调控作用尚未见报道) 本课题
组前期研究结果显示#')̂7$$D7$L 在 &<U小鼠脾脏细
胞中表达明显升高) 进一步分析 ]V&"%%#D" 数据集
发现#')̂7$$D7$L 在 ;WK中的表达丰度明显高于
W;%k8细胞) 因此#本研究拟探讨骨髓来源 ;WK& 1F.4
'(JJFN754J)M45 ;WK# Tb;WK' 中 ')̂7$$D7$L 对 &<U
>̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞活化的影响以及可能的分
子机制)

?<材料与方法

?3?!材料
?3?3?!实验动物!V :̀级 D["# 周龄健康雌性WB?TaA
@X小鼠#体质量&E#m"n"m$'/#购自北京维通利华实验
动物技术有限公司) 实验前排除眼部疾病及其他异
常) 实验动物的饲养及操作符合国家科学技术委员会
-实验动物管理条例.的规定#并获得天津医科大学动物
管理及使用委员会的批准&批文号"8XddE#"C""#""?')
?3?3@!主要试剂及仪器!')̂7$$D7$L 拟似物(拟似
物阴性对照(')̂7$$D7$L 抑制剂(抑制剂阴性对照
&上海吉玛生物科技有限公司'*胎牛血清(^̀ b>7"@%#
培养基 &美国 O-W*F.4公司 '*重组小鼠粒细胞Z巨
噬细胞集落刺激因子 &/J(.+*F6-H47'(6JFLI(/46F*F.-
KH)'+*(H)./G(6HFJ#]b7WV:'(重组小鼠细胞因子 >a7%(
重组小鼠细胞因子 >a7E$ 和小鼠 >a7"? &a>V<试剂盒
&美国 q̂;公司'*>̂T̀ "7E# 多肽片段(实时荧光定量
Ẁ̂ 引物&上海生物工程股份有限公司'*结核分枝杆
菌 O$? <̂&美 国 ;)G6F公 司 '* 弗 氏 不 完 全 佐 剂
&).6F'L*4H4:J4+.5 (52+M(.H#>:<'(佛波醇 "E7十四酸
酯 "$7乙酸酯 & LIFJ1F*"E7'-J)KH(H4"$7(64H(H4# b̀<'(
布雷菲尔得菌素 <&1J4G4*5). <#T:<'(钙离子霉素&美
国 V)/'(公司 '*固定剂(破膜剂(异硫氰酸荧光素
&G*+FJ4K64). )KFHI)F6-(.(H4#:>8W'标记的大鼠抗小鼠
>a7"? 流 式 抗 体 & :>8W7>a7"? '( 巯 基 化 藻 红 蛋 白
&K+*GI-5J-*LI-6F4J-HIJ).# &̀'标记的大鼠抗小鼠 "干
扰素&).H4JG4JF.7"#>:97"'流式抗体& &̀7>:97"' &美国
T)F*4/4.5 公司'*a)LFG46H(').4E###(逆转录试剂盒(
VdT̂ ]J44. E 倍 b(KH4Jb)S&美国 8I4J'F公司 ')
?C##O8:<V8实时荧光定量 Ẁ̂ 仪&爱普拜斯应用生
物系统贸易上海有限公司'*:<WVW(*)1+J流式细胞仪
&美国 T;公司')

?3@!方法
?3@3?!Tb;WK的制备!断颈法处死小鼠#于无菌操
作台分离出股骨和胫骨#置于含 ^̀ b>7"@%# 培养基的
皿中#用 " '*无菌注射器吸取 ^̀ b>7"@%# 培养基反复
冲洗骨髓腔#直至骨髓腔发白*将冲洗下来的骨髓细胞
悬液经无菌棉花柱过滤#以除去残留的骨碎片及肌肉
组织#滤液于 % r条件下#离心半径 "@mD 6'#" E@% JA').#
离心 D ').#弃去上清液#用含体积分数 "#o胎牛血清的
^̀ b>7"@%#完全培养基重悬细胞*将细胞以 "s"#@ A'*密
度接种于 E%孔板#加入终浓度 "# ./A'*]b7WV:及 >a7%
诱导骨髓细胞向 ;WK分化*培养第 $ 天半量换液#补充
细胞因子#继续培养至第 B 天得到未成熟的 Tb;WK)
?3@3@!&<U模型的建立及 8细胞的提取!小鼠腹腔
内注射 $B# ./百日咳毒素后 E I#于单后足和躯干部
皮下注射 "## $*含有 "B# $/>̂T̀ "7E#(#mD '/结核分
枝杆菌 O$? <̂和 >:<的乳化剂#建立 &<U模型*于造
模后第 "$ 天#断颈法处死小鼠#取脾脏及腘窝淋巴结
研磨#将研磨液经棉花柱过滤得到脾脏及淋巴结单细
胞悬液*将细胞悬液加入尼龙柱密封#于 $? r培养箱
中培养 " I 后#用完全培养基冲洗尼龙柱#收集冲洗下
的细胞悬液得到 8细胞)
?3@3A!Tb;WK的转染及其与 8细胞的共培养!收集
诱导培养第 B 天的 Tb;WK#分为 ')̂7$$D7$L 拟似物转
染组(拟似物阴性对照组(')̂7$$D7$L 抑制剂转染组
和抑制剂阴性对照组*用 ^̀ b>7"@%# 培养基分别将
')̂7$$D7$L 拟似物(拟似物阴性对照(')̂7$$D7$L 抑
制剂(抑制剂阴性对照及 a)LFG46H(').4E### 稀释#常
温下孵育 B ').#将 ')̂7$$D7$L 拟似物(拟似物阴性对
照(')̂7$$D7$L 抑制剂和抑制剂阴性对照稀释液分别
与 a)LFG46H(').4E### 稀释液混合#常温下静置 E# ').#
分别加入各组 Tb;WK中#培养 @ I 后补充完全培养
基*转染 E% I#加入终质量浓度 "## ./A'*的脂多糖刺
激各组 Tb;WK#培养 E% I 后收集细胞#一部分 Tb;WK
用于提取总 9̂<#另一部分 Tb;WK以 "s"#B A孔分别
接种于 E% 孔板#在含有 "# $/A'*>̂T̀ "7E# 的完全培养

基中与分离的脾脏及淋巴结 8细胞共培养#并加入终
质量浓度为 E# ./A'*的 >a7E$&8I"? 细胞极化条件'#
培养 %D I#收集培养上清液及细胞用于后续研究)
?3@3B!&a>V<法检测培养上清液中>a7"? 质量浓度!
取各组共培养上清液#根据小鼠 >a7"? &a>V<试剂盒
说明书检测 >a7"? 质量浓度) 取酶标板孔用 >a7"? 捕
获抗体常温包被过夜#封闭液常温封闭 " I*实验孔加
入 "# 倍稀释的样本 "## $*#标准品孔加入梯度稀释的
标准品 "## $*#常温孵育 E I#弃去液体#清洗 B 次*每

!B$C!中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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孔加入稀释的 >a7"? 检测抗体 "## $*#常温孵育 E I#

弃去液体#清洗 B 次*每孔加入 "## $*稀释的辣根过
氧化物酶#常温孵育 $# ').#弃去液体#清洗 B 次*每孔
加入 "## $*四甲基联苯胺&H4HJ('4HI-*14.R)5).4#8bT'

显色液#室温孵育 "#[E# ').*每孔加 B# $*终止液#测
定 %B# .'处吸光度&T'值#用 B%# .'处 T值进行校
正*根据标准品浓度和 T值绘制标准曲线#得出标准
曲线直线回归方程#计算样本 >a7"? 质量浓度)
?3@3O!实时荧光定量 Ẁ̂ 法检测 Tb;WK中 ')̂7
$$D7$L(>a7E$(>a7"#(>a7@ '̂ 9<和共培养细胞中 >a7"?(
=̂̂ "H'̂ 9<相对表达量!采用 8J)RF*法提取 ')̂7

$$D7$L 拟似物转染组和拟似物阴性对照组 Tb;WK以
及共培养细胞总 9̂<#按照逆转录试剂盒说明书逆转
为 6;9<#以 6;9<为模板#各基因引物序列见表 "#进
行实时荧光定量 Ẁ̂ ) Ẁ̂ 反应条件为"CB r预变性
"# ').*CB r变性 "B K#@# r退火及延伸 " ').#%# 个循
环) 以 ]<̀ ;O为内参照#用 EZ%%WH

法计算 Tb;WK中
>a7E$(>a7"#(>a7@ '̂ 9<以及共培养细胞中 >a7"?(
=̂̂ "H'̂ 9<相对表达量) 另取 ')̂7$$D7$L 拟似物
转染组和拟似物阴性对照组 Tb;WK检测 ')̂7$$D7$L

相对表达量#反应条件为"CB r预变性 $ ').*CB r变
性 "B K#@E r退火及延伸 %# K#%# 个循环) 以 U@ 为内
参照#采用 EZ%%WH

法计算 E 个组 Tb;WK中 ')̂7$$D7$L

相对表达量)

表 ?<各基因 %ND引物序列
!&98)?<%.+5)./)P4)*2)/1,.%ND

基因 引物序列&B/7$/ ' 扩增长度& 1L'

O(U>V :"WW8]]W]]W8<W<]8]<<] B?
"̂888]]<W<W]W8]<]W888]

K2K!. :"WW8W<]W]WWW8]8]8888 BD
"̂]W<8]W<]W8888]WW8]88

O(UR@ :"W<8<]W8]WWW]]]8W888 B?
"̂]]W<W8<<]]]W8W<]8W<]<

O(U"" :"<]88]<W]]<WWWW<<<<]< B?
"̂]]<W<]WWW<]]8W<<<]]

O(US :"WW<W]]WW88WWW8<W88W @"
"̂88]]]<]8]]8<8WW8W8]8]<

WT5*; :"W<8]]WW88WW]8]88WW8< BB
"̂]W]]W<W]8W<]<8WW<

!注" Ẁ̂ "聚合酶链式反应*>a"白细胞介素* =̂̂ "H"维甲酸相关核孤
儿受体 "H*]<̀ ;O"磷酸甘油醛脱氢酶*:"正向引物* "̂反向引物
!9FH4" Ẁ̂ " LF*-'4J(K46I(). J4(6H)F.* >a" ).H4J*4+P).* =̂̂ "H" J4H).F)6
(6)5 J464LHFJ7J4*(H45 FJLI(. .+6*4(JJ464LHFJ"H* ]<̀ ;O" /*-64J(*54I-54
LIFKLI(H45 54I-5JF/4.(K4*:"GFJN(J5 LJ)'4J* "̂J4M4JK4LJ)'4J

?3@3Q!流式细胞仪检测共培养细胞中 8I"? 细胞百分
比!取收集的 ')̂7$$D7$L 拟似物转染组和拟似物阴
性对照组细胞#用含有 B# ./A'*̀ b<(" $/A'*T:<

和 " $/A'*钙离子霉素的 ^̀ b>7"@%# 完全培养基于
$? r(体积分数 Bo W=E 培养箱中刺激 % I*更换为破
膜固定液#于 % r条件下避光过夜*用 Em%]E 封闭细
胞表面 :6受体*加入 :>8W7>a7"?( &̀7>:97"抗体#于
% r避光条件下孵育 E I*洗涤细胞#流式细胞仪检测
>a7"?k

细胞百分比)
?3A 统计学方法

采用 ]J(LI (̀5 J̀)K'Dm#m" 统计学软件进行统计
分析) 测量指标的数据资料经 VI(L)JF7Q)*P 检验证实
呈正态分布#以 '4(.nV;表示) 各组间测量指标差异
比较采用独立样本 .检验) 采用双侧检验#以 5t#m#B
为差异有统计学意义)

@<结果

@3?!拟似物阴性对照组与 ')̂7$$D7$L 拟似物转染组
Tb;WK中 ')̂7$$D7$L 相对表达量比较

实时荧光定量 Ẁ̂ 结果显示#与拟似物阴性对照
组相比#')̂7$$D7$L 拟似物转染组 Tb;WK中 ')̂7$$D7
$L 相对表达量明显升高#差异有统计学意义 &.l
@mD@"#5l#m##E'&表 E')

表 @<@ 个组 GMRN/中 5+D$AAE$A6相对表达量比较
&5)&*STR'

!&98)@<N,56&.+/,*,1.)8&(+:))J6.)//+,*8):)8,15+D$AAE$A6
+*GMRN/9)(>))*(-)(>, 7.,46/&5)&*STR'

组别 样本量 ')̂7$$D7$L 相对表达量

拟似物阴性对照组 $ "m##n #m#$

')̂7$$D7$L 拟似物转染组 $ " ?B#m##nEB%mC#

.值 @mD@"

5值 #m##E

!注"&独立样本 .检验 ' !Tb;WK"骨髓来源树突状细胞*')̂"微小
9̂<

!9FH4"&>.54L4.54.HK('L*4K.7H4KH'!Tb;WK"1F.4'(JJFN754J)M45 54.5J)H)6
64**K*')̂"')6JF̂9<

@3@!拟似物阴性对照组与 ')̂7$$D7$L 拟似物转染组
共培养细胞中 =̂̂ "H(>a7"? '̂ 9<相对表达量比较

')̂7$$D7$L 拟似物转染组共培养细胞中 =̂̂ "H(
>a7"? '̂ 9<相对表达量分别为 "m$%n#m"@ 和 "m$$n
#m"@#明显高于拟似物阴性对照组的 "m##n#m#" 和
"m##n#m#"#差异均有统计学意义&.l$m@$E#5l#m#EE*
.l$m@D"#5l#m#E"'&图 "')
@3A!各组细胞共培养上清液中 >a7"? 质量浓度比较

')̂7$$D7$L 拟似物转染组共培养上清液中 >a7"?
质量浓度为&B C%"m##n%BEm%#' L/A'*#明显高于拟似
物阴性对照组的&% ECCm##n$%Dm$#' L/A'*#差异有统
计学意义&.l%mC?C#5l#m##D' &图E' *')̂7$$D7$L抑

!@$C! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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图 ?<拟似物阴性对照组与 5+D$AAE$A6拟似物转染组共培养细胞
中 DKD2((FU$?I 5D";相对表达量比较!<"各组 =̂̂ "H'̂ 9<相
对表达量比较!T"各组 >a7"? '̂ 9<相对表达量比较!与拟似物阴

性对照组相比#(5t#m#B&独立样本 .检验#%l$'!""拟似物阴性对
照组*E"')̂7$$D7$L 拟似物转染组! =̂̂ "H"维甲酸相关核孤儿受体
"H*>a"白细胞介素
#+74.)?<N,56&.+/,*,1(-).)8&(+:))J6.)//+,*8):)8/,1DKD2(
&*3FU$?I 5D"; +*2,$248(4.)32)88/9)(>))*(-)(>, 7.,46/!
<" =̂̂ "H! T" >a7"? ! WF'L(J45 N)HI HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*

/JF+L#(5t#m#B &>.54L4.54.HK('L*4K.7H4KH#%l$'!""')')6K.4/(H)M4
6F.HJF*/JF+L*E"')̂7$$D7$L ')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L! =̂̂ "H"J4H).F)6
(6)5 J464LHFJ7J4*(H45 FJLI(. J464LHFJ7"H*>a").H4J*4+P).
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图 B<拟似物阴性对照组与 5+D$AAE$A6拟似物转染组共培养细胞中 FU$?I2
细胞百分比比较!

<"各组共培养细胞流式散点图!T"各组共培养细胞中 >a7"?k
细胞百分比比较!与拟似物阴性对

照组相比#(5t#m#B&独立样本 .检验#% l$'!""拟似物阴性对照组*E"')̂7$$D7$L 拟似物转染
组!>:97"""7干扰素*>a"白细胞介素

#+74.)B<N,56&.+/,*,1FU$?I22)88/6).2)*(&7)+*(-)2,$248(4.)32)88/9)(>))*(-)(>, 7.,46/!

<":*FN6-HF'4HJ-K6(HH4JL*FHKFGHI46F76+*H+J45 64**K). HI4HNF/JF+LK!T"WF'L(J)KF. FG>a7"?k64**K
L4J64.H(/4). HI46F76+*H+J45 64**K14HN44. HI4HNF/JF+LK!WF'L(J45 N)HI HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*

/JF+L#(5t#m#B &>.54L4.54.HK('L*4K.7H4KH#%l$'!""')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L*E"')̂7$$D7$L
')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L!>:97"").H4JG4JF.7"*>a").H4J*4+P).
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图 O<拟似物阴性对照组与 5+D$AAE$A6拟似物转染组 GMRN/中 FU$Q(FU$@A(FU$?a5D";相对
表达量比较!<"各组 >a7@ '̂ 9<相对表达量比较!T"各组 >a7E$ '̂ 9<相对表达量比较!W"各

组 >a7"#'̂ 9<相对表达量比较!与拟似物阴性对照组相比#(5t#m#B&独立样本 .检验#%l$'!
""拟似物阴性对照组!E"')̂7$$D7$L 拟似物转染组!>a"白细胞介素
#+74.)O<N,56&.+/,*,1(-).)8&(+:))J6.)//+,*8):)8/,1FU$Q#FU$@A#FU$?a5D";+*GMRN/
9)(>))*(-)(>, 7.,46/!<">a7@!T">a7E$!W">a7"#!WF'L(J45 N)HI HI4')')6K.4/(H)M46F.HJF*

/JF+L#(5t#m#B &>.54L4.54.HK('L*4K.7H4KH#%l$'!""')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L*E"')̂7$$D7$L
')')6KHJ(.KG46H)F. /JF+L!>a").H4J*4+P).

制剂转 染 组 共 培 养 上 清 液 中 >a7"? 质 量 浓 度 为
&$ #CEm##nE##mC#' L/A'*#明显
低 于 抑 制 剂 阴 性 对 照 组 的

&% #@$m##n"$"mB#' L/A'*#差异
有统计学意义 & .l?m##B# 5l
#m##E'&图 $')
@3B!拟似物阴性对照组和 ')̂7
$$D7$L 拟似物转染组共培养细胞
中 >a7"?k

细胞百分比比较

')̂7$$D7$L 拟似物转染组共
培养细胞中 >a7"?k

细胞百分比为

&Dm#$n"m$B'o#明显高于拟似物
阴性对照组的&%mBEn#m?$'o#差
异有统计学意义 &.l$mC@D#5l
#m#"?'&图 %')
@3O!拟似物阴性对照组与 ')̂7
$$D7$L 拟似物转染组 Tb;WK中
>a7@(>a7E$(>a7"#'̂ 9<相对表达
量比较

')̂7$$D7$L 拟似物转染组
Tb;WK中 >a7@(>a7E$(>a7"#'̂ 9<
相对表达量分别为 EmE$n#mE"(
EmE"n#mB@ 和 Em$En#m%$#明显高
于拟似物阴性对照组的 "m##n
#m#@("m##n#m#? 和 "m#"n#m"B#
差异均有统计学意义&.l"#mEC##
5l#m##"*.l$m?%?#5l#m#E#*.l
BmED##5l#m##@'&图 B')
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图 @<拟似物阴性对照组和 5+D$AAE$A6拟似物转染组细胞共培养
上清液中 FU$?I 质量浓度比较!与拟似物阴性对照组相比#(5t#m#"
&独立样本 .检验#%l$'!""拟似物阴性对照组*E"')̂7$$D7$L 拟似
物转染组!>a"白细胞介素!图 A<抑制剂阴性对照组和 5+D$AAE$
A6抑制剂转染组细胞共培养上清液中 FU$?I 质量浓度的比较!与
抑制剂阴性对照组相比#(5t#m#"&独立样本 .检验#%l$'!""抑制
剂阴性对照组*E"')̂7$$D7$L 抑制剂转染组!>a"白细胞介素
#+74.)@ < N,56&.+/,* ,1FU$?I 2,*2)*(.&(+,* +* 2,$248(4.)3
/46).*&(&*(9)(>))*(-)(>, 7.,46/! WF'L(J45 N)HI HI4')')6K
.4/(H)M46F.HJF*/JF+L#(5t#m#" &>.54L4.54.HK('L*4K.7H4KH# % l$' !
""')')6K.4/(H)M46F.HJF*/JF+L* E" ')̂7$$D7$L ')')6KHJ(.KG46H)F.
/JF+L!>a").H4J*4+P).!#+74.)A<N,56&.+/,*,1FU$?I 2,*2)*(.&(+,*
+*2,$248(4.)3/46).*&(&*(9)(>))*(-)(>, 7.,46/!WF'L(J45 N)HI
HI4).I)1)HFJ.4/(H)M46F.HJF*/JF+L#(5t#m#" &>.54L4.54.HK('L*4K.7
H4KH#%l$'!"").I)1)HFJ.4/(H)M46F.HJF*/JF+L*E"')̂7$$D7$L ).I)1)HFJ
HJ(.KG46H)F. /JF+L!>a").H4J*4+P).
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A<讨论

8I"? 细胞是一类 W;%k8细胞亚群#特异性表达
转录因子 =̂̂ "H#通过分泌 >a7"? 等炎性细胞因子促
进自身免疫性疾病的发生和发展

+ "@Z"?, ) 研究表明#自
身免疫性葡萄膜炎患者体内 8I"? 细胞活性增强#血清
中 >a7"? 水平上升#靶向抑制 8I"? 细胞可以缓解患者
眼部炎症

+ "DZE#, ) 因此#深入研究 8I"? 细胞的相关调
控机制对自身免疫性葡萄膜炎的防治具有重要意义)
目前多个研究团队揭示 8细胞内源性通路影响 8I"?
细胞反应

+ E"ZE$, #而来自固有免疫细胞的外源信号对
8I"? 细胞活性的影响及机制尚不清楚) >G4J/(. 等 + "#,

研究表明#敲除 ')̂7EE$ 的 ;WK中 >a7@(>a7E$ 和 >a7"#
分泌减少#导致 W;%k8细胞向 8I"? 细胞方向分化减
少#从而缓解了实验性自身免疫性脑脊髓炎的症状#提
示 ')̂9<可以调控 ;WK介导的 8I"? 细胞反应#参与
自身免疫性疾病的发生和发展) 本研究中观察了
')̂7$$D7$L 对 &<U中 >̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞活化
以及 Tb;WK促炎性细胞因子表达的影响#结果表明
')̂7$$D7$L 可能通过促进 Tb;WK中 >a7@(>a7"#和 >a7
E$ 等基因的表达来增强 >̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞中
=̂̂ "H的表达及 >a7"? 的产生)
编码 ')̂7$$D7$L 的基因位于凋亡相关酪氨酸激

酶的第 ? 个内含子中#最初发现其在中枢神经系统发
育中发挥作用

+ E%, ) 近年来#大量研究表明 ')̂7$$D7$L
在肿瘤的发生中扮演重要角色) ')̂7$$D7$L 被证实
在胃癌(骨肉瘤(卵巢癌等多种肿瘤组织中表达下调#
且可以通过影响 b<̀ c( >̀$cA<c8等细胞内信号通
路抑制肿瘤细胞的生长

+ EBZE?, ) 最近#')̂7$$D7$L 被证
实在寻常型天疱疮(重症肌无力和肌萎缩侧索硬化症
等多种自身免疫性疾病外周血单个核细胞中表达升

高#并且与疾病严重程度相关 + EDZ$#, ) 此外#\+ 等 + "B,
的

最新研究表明在寻常型天疱疮中#')̂7$$D7$L 可以通
过靶向 Û9\" 来抑制 :=\̀ $ 的表达#从而减少 W;%k

8细胞向调节性 8细胞分化) 然而#')̂7$$D7$L 在
&<U中对 8I"? 细胞的作用尚未见报道) 本研究结果
表明#')̂7$$D7$L 过表达的 Tb;WK能够促进 8I"? 细
胞中 =̂̂ "H以及 >a7"? '̂ 9<表达#提示 ;WK中 ')̂7
$$D7$L 可以促进 >̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞反应) 流
式细胞术分析结果显示#')̂7$$D7$L 拟似物转染组细
胞共培养中 8I"? 细胞比例明显高于拟似物阴性对照
组#进一步表明 ')̂7$$D7$L 过表达的 Tb;WK能够促
进 >̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞分化) 此外#')̂7$$D7$L
拟似物转染组细胞共培养上清液中 >a7"? 质量浓度明

显高于拟似物阴性对照组#而 ')̂7$$D7$L 抑制剂转染
组细胞共培养上清液中 >a7"? 质量浓度较抑制剂阴性
对照组明显降低#表明 Tb;WK中 ')̂7$$D7$L 能够正
向调控 >a7"? 蛋白水平的表达) 以上结果均提示 ')̂7
$$D7$L 可能参与 &<U的发病)

8I"? 细胞的分化依赖于局部细胞因子环境) 研
究表明#>a7@ 可以抑制 8细胞中 :FSL$ 的表达#解除
=̂̂ "H抑制#从而促进 8I"? 细胞分化*>a7"#促进

8I"? 细胞的早期分化*而 >a7E$ 维持 8I"? 细胞的稳
定#是产生致病性 8I"? 细胞的关键细胞因子 + $", ) ;WK
是专职抗原提呈细胞#活化的 ;WK能够分泌 >a7@(>a7
E$ 和 >a7"#等多种细胞因子#指导 W;%k8细胞亚群分
化#调控抗原特异性免疫反应 + $EZ$$, ) 有研究表明#
')̂9<能够通过调控 ;WK促炎性或抑炎性细胞因子
的分泌从而影响 8I"? 细胞的活性 + $%, ) 例如#克罗恩
病患者 ;WK中 ')̂7EC 的减少导致 >a7E$ 水平升高#促
进了 8I"? 细胞中 =̂̂ "H和 >a7"? '̂ 9<的表达 + $B, )
此外# c+JFNKP(7VHF*(JKP(等 + "E,

研究表明 /#KU$%'ZXZ

;WK分泌 >a7@(>a7"#(>a7E$ 减少#导致抗原特异性
8I"? 细胞产生减少#从而缓解了抗原诱导的关节炎)
而 ')̂7"BB 过表达能够抑制 ;WK中 >a7@(>a7"#的分
泌#促进 >a7"# 的表达#抑制白塞病患者 W;%k8细胞中
>a7"? 的产生 + $@, ) 本研究结果显示#与拟似物阴性对
照组相比#转染 ')̂7$$D7$L 拟似物的 Tb;WK中 >a7@(
>a7"#和 >a7E$ '̂ 9<的表达水平明显升高#表明 ')̂7
$$D7$L 可能通过 ;WK创造了有利于 8I"? 细胞活化的
微环境)

综上所述#本研究结果表明 ')̂7$$D7$L 可能通过
促进 Tb;WK分泌 8I"? 细胞极化相关细胞因子来增强
>̂T̀ "7E# 特异性 8I"? 细胞的活性#进而影响 &<U的发
生和发展) 然而#本研究仅在体外探讨了 Tb;WK中
')̂7$$D7$L 对 8I"? 细胞的调控作用及部分机制#而
在体环境复杂#;WK中 ')̂7$$D7$L 如何影响 &<U中
致病性 8I"? 细胞的活化以及 ')̂7$$D7$L 是通过何种
胞内通路影响 8I"? 细胞的活性仍需进一步研究)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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9(Ĥ 4MbF*W4**T)F*#E#"C#E#& "' _E"Z$?3;=>""#3"#$DAK%"BD#7
#"D7##%B7?3

+"#,>G4J/(. >#WI4. V#fI(./T#4H(*3W+HH)./45/4"')6JF̂9<7EE$ J4/+*(H4K
'-4*F)5 54.5J)H)6 64**75J)M4. 8I"? J4KLF.K4K ). 4SL4J)'4.H(*
(+HF)''+.44.64LI(*F'-4*)H)K+ X,3X>''+.F*# E#"@# "C@ & % ' _
"%BBZ"%BC3;=>""#3%#%CA2)''+.F*3"B#"C@B3

+"",d(. a#O+ :#d(. \#4H(*3>.I)1)H)F. FG')6JF̂9<7"BB ('4*)FJ(H4K
4SL4J)'4.H(* (+HF)''+.4 '-F6(J5)H)K 1- 'F5+*(H)./ 8I"?A8J4/
)''+.4J4KLF.K4+X,3XbF*b45 &T4J*' #E#"@#C%& C' _"#@$Z"#?C3
;=>""#3"##?AK##"#C7#"@7"%"%7$3

+"E,c+JFNKP(7VHF*(JKP(b#<*)M4J.).)V#b4*6IFJ&]#4H(*3b)6JF̂9<7$%(
54L4.54.HJ4/+*(H)F. FG<\a6F.HJF*KHI4(6H)M(H)F. FG54.5J)H)664**K).
).G*(''(HFJ-(JHIJ)H)K+XA=a,39(HWF''+.# E#"?# D" "BD?? + E#E# Z
#BZ"# ,3IHHL"AANNN3.61)3.*'3.)I3/FMAL+1'45AED@$C@EB3;=>"
"#3"#$DA.6F''K"BD??3

+"$,a)+ g#W+):#Q(./b#4H(*3>.6J4(K45 4SLJ4KK)F. FG')6JF̂9<7$$D7$L
6F.HJ)1+H4KHFLJF5+6H)F. FG;K/$ (.H)1F5-). L4'LI)/+KM+*/(J)K
L(H)4.HK+X,3bF*b45 4̂L#E#"D#"D & "' _BB#ZBB@3;=>""#3$DCEA
''J3E#"D3DC$%3

+"%,b(/.)V#T+F*)WF'(.)]#&**)a#4H(*3')̂9<K(GG46HHI44SLJ4KK)F. FG
)..(H4(.5 (5(LH)M4)''+.)H-LJFH4).K). 64*)(65)K4(K4+ X,3<' X
](KHJF4.H4JF*#E#"%#"#C& "#' _"@@EZ"@?%3;=>""#3"#$DA(2/3E#"%3
E#$3

+"B,\+ b#a)+ g#a)V#4H(*3>.6J4(K45 4SLJ4KK)F. FG')̂7$$D7$L )'L()JK
8J4/7'45)(H45 )''+.FK+LLJ4KK)F. ). L4'LI)/+KM+*/(J)K1-H(J/4H)./
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/FMAL+1'45AECCC?B##3;=>""#3$$DCAGLI(J3E#"D3##@%E3
+$$,]+Fc#fI(./\3W-HFP).4KHI(H'F5+*(H4HI45)GG4J4.H)(H)F. FG8I"?
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).5+64K')6JF̂9<7EC 4SLJ4KK)F. ). I+'(. 54.5J)H)664**KHF*)')H
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