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!!"摘要#!背景!研究表明$<.--样受体 I%<$BI&在自身免疫性疾病中发挥重要作用$但 <$BI 在实验性
自身免疫性葡萄膜炎%P&a&中是否通过树突状细胞%?D'&调控辅助性 <淋巴细胞 FI%<)FI&的作用机制鲜见
报道'!目的!探讨 <$BI 激动剂 D$GMI 处理的小鼠骨髓树突状细胞%EY?D'&对光感受器间维生素 &类结
合蛋白%"BÊ & FALGA特异性 <)FI 细胞的影响'!方法!采用 DNIE$%J 小鼠股骨和胫骨分离小鼠骨髓细胞$将重
组小鼠粒细胞T巨噬细胞集落刺激因子%40cYADZb&及重组小鼠白细胞介素AO%40"$AO&加入培养基在体外定
向诱导 EY?D'$于诱导后第 J 天在培养基中加入 N !5%0-D$GMI 作用 U )$对照组加入 ÊZ$采用实时荧光定量
D̂B技术检测 D$GMI 处理组与对照组 EY?D'中 "$AJ("$ALH("$AF$及转化生长因子A$%<cbA$&0BX&的相对
表达量' 小鼠腹腔内注射百日咳毒素 F !5$注射后 L ) 将 "BÊ FALG与等容积含有结核分枝杆菌 B̀HIB&的完
全弗氏佐剂充分乳化后主动免疫 DNIE$%J 小鼠$眼底检查参照 D7'/9G [O 分的标准进行炎症评分' 免疫后
第 FH 天取眼球制作病理切片$苏木精T伊红染色后行组织病理学检查$并分离小鼠脾脏及淋巴结中 "BÊ FALGA
特异性 <细胞$分别与 D$GMI 处理组及对照组的 EY?D'共培养 N +$收集细胞$采用实时荧光定量 D̂B技术
检测 L 个组细胞中 "$AFI(%干扰素%"bXA%&(维甲酸相关核孤儿受体 %(%B#B%(&和 <细胞中表达的 <盒 LF 转
录因子%<A:*(&0BX&的相对表达量)采用流式细胞仪检测并分析 D$GMI 处理组和对照组 <)F 与 <)FI 细胞比
例的变化'!结果!P&a模型成功建立' 实时荧光定量 D̂B检测结果显示$D$GMI 处理组 EY?D'中 "$AJ(
"$ALH("$AF$0BX&的相对表达量明显高于对照组$差异均有统计学意义%7dOSNJG$IdGSGON) 7dNSOIJ$Id
GSGHL) 7dFISLOG$IdGSGGH&$而 <cbA$0BX&相对表达量明显低于对照组$差异有统计学意义%7dFGSOFG$
IdGSGGM&' D$GMI 处理组 EY?D'与 "BÊ FALGA特异性 <细胞共培养后$B#B%(和 "$AFI 0BX&相对表达量较
对照组明显升高$差异均有统计学意义%7dUSUOO$IdGSGFL) 7dUSUHF$IdGSGFH&$而 D$GMI 处理组中 <A:*((
"bXA%0BX&的相对表达量与对照组比较差异均无统计学意义%7dLSGIU$IdGSFIH) 7dFSGUL$IdGSHMH&' 流
式细胞仪检测证实$D$GMI 处理组 <)FI 细胞的百分比为 %FISING\OSIMH&R$明显高于对照组的 %FGSLOG\
HSFIH&R$差异有统计学意义%7dOSMHU$IdGSGHM&$D$GMI 处理组和对照组 <)F 细胞的百分比分别为%FSFLH\
GSHNJ&R和%FSGJG\GSHUO&R$差异无统计学意义 %7dLSIFO$IdGSFFH&'!结论!<$BI 激动剂 D$GMI 促进
EY?D'分泌与 <)FI 细胞极化相关的细胞因子$并促进 "BÊ FALGA特异性 <)FI 细胞的分化'!

"关键词#!<.--样受体 I%激动剂$ D$GMI) 葡萄膜炎%免疫性) D?O] <淋巴细胞%分泌) 辅助性 <细胞
FI) 细胞极性%免疫) 炎性因子) 树突状细胞%骨髓源性) DNIE$%J 小鼠

B%1"%.(+(%'(00(.')0C@DE "&)%$4'F@GHE )%'1(".'$3$'# )0C1;E .(774$%(I*(2$+(%'"7"5')$++5%(53($'$4
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!8/4'2".'"9J".K&2)5%-9<.---9>*4*8*/(.4I % <$BI & )7':**1 90/-987(*+ 91 ()* +*,*-./0*1(.2
73(.90031*+9'*7'*'$:3(9('4.-*91 ()*4*53-7(9.1 .2<)*-/*48*--FI %<)FI& 4*'/.1'*91 *@/*490*1(7-73(.90031*
3,*9(9'%P&a& :6+*1+49(988*--'%?D'& )7'1.(:**1 4*,*7-*+ 6*(;!?/L(.'$3(!<)9''(3+6=7'(.91,*'(957(*()*
*22*8(.2:.1*0744.=A+*49,*+ +*1+49(988*--'% EY?D'& (4*7(*+ :6<$BI 75.19'(D$GMI .1 ()*4*53-7(9.1 .2
91(*4/).(.4*8*/(.44*(91.9+A:91+915/4.(*91 %"BÊ & FALGA'/*89298<)FI 8*--'4*'/.1'*91 P&a;!M('1)-4!EY?D'
=*4*9'.-7(*+ 71+ 8.--*8(*+ 24.0 2*03471+ (9:97.2179,*DNIE$%J 098*71+ 83-(34*+ =9() 4*8.0:9171(0.3'*
54713-.86(*A0784./)75*8.-.16A'(903-7(915278(.4%40cYADZb& 71+ 4*8.0:9171(0.3'*91(*4-*3>91AO %40"$AO &;
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&2(*483-(34*+ 2.4'9@+76'$N !5%0-D$GMI =7'7++*+ 91(.()*0*+9302.4U ).34'91 ()*D$GMI (4*7(*+ 54.3/$71+
ÊZ =7'3'*+ 91 ()*8.1(4.-54.3/;B*7-A(90*2-3.4*'8*18*C371(9(7(9,* D̂B%B<AC D̂B& =7'*0/-.6*+ (.+*(*8(()*

4*-7(9,**@/4*''9.1'.2"$AJ$"$ALH$"$AF$71+ (471'2.4091554.=() 278(.4A$%<cbA$& 0BX&91 EY?D';<)*'*098*
4*8*9,*+ F !5.2E.4+*(*--7/*4(3''9'(.@91 91(47A/*49(.1*7--6.1 ()*+76.2900319k7(9.1$ DNIE$%J 098*=*4*
900319k*+ =9() "BÊ FALG 91 8.0/-*(*b4*31+ 7+K3,71(8.1(791915)*7(A>9--*+ 068.:78(*4930(3:*483-.'9'̀ HIB&72(*4
(=.).34'$P&a=7'*,7-37(*+ :6231+3'*@70917(9.1 .1 7'87-*.2GTO 4*/.4(*+ :6D7'/9;P6*')74,*'(*+ 7(FH +76'
72(*478(9,*900319k7(9.1 =*4*/4.8*''*+ 2.4)9'(./7().-.5987-*@70917(9.1 71+ '(791*+ =9() )*0.(.@6-91 71+ *.'91;
"BÊ FALG A'/*89298<8*--'=*4*9'.-7(*+ 24.0'/-**1 8*--'71+ -60/) 1.+*8*--'.1 ()*()94(**1() +7672(*4900319k7(9.1
71+ 8.A83-(34*+ =9() D$GMI (4*7(*+ .431(4*7(*+ EY?D';&2(*48.A83-(34*+ 2.4N +76'$8*--'=*4*8.--*8(*+;<)*1$()*
4*-7(9,**@/4*''9.1'.2"$AFI$91(*42*4.1A%%"bXA%&$4*(91.98789+A4*-7(*+ .4/)71 4*8*/(.4A%(%B#B%(&$<A:.@LF
(471'849/(9.1 278(.4%<A:*(& 0BX&*@/4*''9.1 91 <8*--'=*4*(*'(*+ :6B<AC D̂B;̂*48*1(75*'.2<)F 8*--'71+ <)FI
8*--'=*4*7''*''*+ :62-.=86(.0*(46;<)*4*'3-('=*4*8.0/74*+ :*(=**1 ()*(=.54.3/':691+*/*1+*1('70/-*7
(*'(;!D(457'4!P&a0.+*-=7''388*''23--6*'(7:-9')*+;D.0/74*+ =9() ()*8.1(4.-54.3/$()**@/4*''9.1'.2"$AJ$
"$ALH$"$AF$0BX&91 EY?D'=*4*'951929871(-6038) )95)*4$:3(()**@/4*''9.1 .2<cbA$=7'038) -.=*491 ()*
D$GMI (4*7(*+ 54.3/ ()71 ().'*91 ()*8.1(4.-54.3/ %7dOSNJG$IdGSGON) 7dNSOIJ$IdGSGHL) 7dFISLOG$Id
GSGGH) 7dFGSOFG$ IdGSGGM &;&2(*4"BÊ FALGA'/*89298< 8*--'8.A83-(34*+ =9() D$GMIA(4*7(*+ EY?D'$ ()*
*@/4*''9.1'.2B#B%(0BX&71+ "$AFI 0BX&=*4*'951929871(-6)95)*4()71 ().'*.2()*8.1(4.-54.3/ %7dUSUOO$
IdGSGFL) 7dUSUHF$IdGSGFH&$:3(1.'951929871(+922*4*18*'=*4*'**1 91 ()**@/4*''9.1'.2<A:*(0BX&71+
"bXA%0BX&:*(=**1 ()*D$GMI (4*7(*+ 54.3/ 71+ ()*8.1(4.-54.3/ %7dLSGIU$IdGSFIH) 7dFSGUL$IdGSHMH&;
<)*2-.=86(.0*(464*,*7-*+ ()7(()*7,*475*/*48*1(75*'.2<)FI 8*--'=*4*%FISING\OSIMH&R 91 ()*D$GMI (4*7(*+
54.3/ 71+ %FGSLOG\HSFIH&R 91 ()*8.1(4.-54.3/$').=9157'951929871(+922*4*18*:*(=**1 ()*0 %7dOSMHU$Id
GSGHM&) =)9-*()*7,*475*/*48*1(75*'.2<)F 8*--'=*4*1.('951929871(-6+922*4*1(:*(=**1 ()*(=.54.3/'%+FSFLH\
GSHNJ,R ,*4'3'+FSGJG\GSHUO,R&%7dLSIFO$IdGSFFH&;!F)%.754$)%4!<$BI 75.19'(D$GMI 871 '(903-7(*
EY?D'(.'*84*(*<)FIA/.-749k91586(.>91*'71+ /4.0.(*()*+922*4*1(97(9.1 .2<)FI 8*--';!

!:(# 6)2-4"9 <.--A-9>*4*8*/(.4I%75.19'($ D$GMI) a,*9(9'%90031.-.56) D?OA/.'9(9,* <A-60/).86(*'%
'*84*(9.1) < )*-/*48*--FI) D*--/.-749(6%90031.-.56) "12-7007(9.1 0*+97(.4') ?*1+49(988*--'%:.1*0744.=A
+*49,*+) DNIE$%J 0.3'*

!!<.--样受体%<.--A-9>*4*8*/(.4'$<$B'&是天然免疫
系统中一类重要的模式识别受体 % /7((*41 4*8.519(9.1
4*8*/(.4'$ B̂B'&$能特异性识别病原微生物进化过程
中高度保守的病原相关分子模式' 迄今为止$在人类
已经发现的 <$B'有 FG 种%<$BFAFG&$而在小鼠中表
达的有 FL 种 %<$BFAM 和 <$BFFAFH& +FTL, $其中 <$BI

是一种表达于细胞内涵体膜表面的跨膜信号传导受

体$广泛存在于体内免疫细胞中$尤以树突状细胞
%+*1+4(988*--'$?D'&为主' 作为能识别病毒单链 BX&

以及某些小分子抗病毒化合物的 B̂B'+H, $<$BI 可通
过调控 ?D'的成熟过程(产生细胞因子(刺激初始 <

细胞向辅助性 <淋巴细胞 FI%<)*-/*48*--FI$<)FI&(
<)F 等不同的细胞亚群分化 +OTN,

而介导免疫应答反应'

近年来的研究表明$<)FI 细胞与多种自身免疫性疾
病$如白癜风 +J, (胶原诱导性关节炎 +ITU, (实验性自身
免疫性葡萄膜炎 % *@/490*1(7-73(.900317-3,*9(9'$
P&a& +MTFG,

等的发病机制密切相关' <$BI 在一些自
身免疫性疾病的发展过程中可影响 <)FI 细胞的分化$

如原发性胆管炎中 <$BN(<$BI 的激活可通过 <$B信
号通路诱导 <)FI 细胞的产生$从而增强 <)FI 细胞的
免疫应答反应

+FF, ' 近来的研究还显示$<$BI 激动剂
909C390.+ 诱导的银屑病小鼠背部表皮上白细胞介素A
LH%91(*4-*3>91ALH$"$ALH&("$AFI&("$AFIb的表达增加$

且其脾脏中 <)FI 细胞增多 +FL, $但目前 <$BI 对 P&a

中 <)FI 细胞的作用及调控机制还鲜见报道' D$GMI

属于咪唑并喹啉家族成员$是 <$BI 的激动剂$本研究
主要观察经 D$GMI 处理的骨髓树突状细胞 % :.1*
0744.=A+*49,*+ +*1+49(988*--'$EY?D'&对 P&a中光感
受器 间 维 生 素 & 类 结 合 蛋 白 % 91(*4/).(.4*8*/(.4
4*(91.9+A:91+915/4.(*91$"BÊ & FALGA特异性 <)FI 细胞的
影响$并探讨其可能的分子机制'

;9材料与方法

;;;9材料
;;;;;9主要试剂及仪器9胎牛血清 %美国 c9:8.公
司&)B̂ Y"AFJOG 培养基 %美国 6̀8-.1*公司&)重组小
鼠粒细胞T巨噬细胞集落刺激因子%4*8.0:9171(0.3'*
54713-.86(*A0784./)75*8.-.16A'(903-7(915278(.4$40cYA
DZb&(重组小鼠 "$AO%4*8.0:9171(0.3'*"$AO$40"$AO&
%美国 Bq?公司 &)D$GMI(<49k.-%美国 "1,9,.5*1 公
司&)逆转录试剂盒%美国 <)*40.公司&)实时荧光逆
转录 D̂B试剂盒 %美国 B.8)*公司&)"BÊ FALG多肽片

段由上海生物工程股份有限公司合成)佛波醇 FLA十
四酸酯 FHA乙酸酯 % /).4:.-FLA0649'(7(*FHA78*(7(*$
Ŷ&&(布雷菲尔得菌素 &%E4*2*-+91 &$Eb&&(91.06891

%美国 Z9507公司&)结核分枝杆菌 H̀IB&%美国 ?928.
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公司&)固定剂(破膜剂%美国 *E9.'89*18*公司&)异硫
氰酸荧光素%2-3.4*'8*91 9'.()9.86717(*$b"<D&标记的抗
小鼠 "$AFI 流式抗体%b"<DA"$AFI&%NGJMGIr$稀释比例
F hFGG&(巯基化藻红蛋白% /)68.*4()491$ P̂&标记的抗
小鼠 %干扰素%91(*42*4.1A%$"bXA%&流式抗体% P̂A"bXA
%&%NGNUGIr$稀释比例 F hFGG& %美国 E9.-*5*1+ 公司&'
&E"IMGG <̀4*7-A(90* D̂B仪%美国 &//-9*+ E9.'6'(*0'
公司&)b&DZD7-9:34流式细胞仪%美国 E?公司&'
;;;;< 9实验动物9清洁级健康雌性 U [FG 周龄
DNIE$%J 小鼠由中国人民解放军军事医学科学院实验
动物中心提供$体质量 LG [LL 5' 实验动物的使用遵
循天津市科学技术委员会颁布的 -实验动物管理条
例.$并通过天津医科大学动物伦理委员会批准'
;;<9方法
;;<;;9EY?D'的制备!颈椎脱臼法处死 DNIE$%J 小
鼠$在体积分数 INR乙醇中浸泡 N 091$无菌操作下取
出小鼠双下肢股骨和胫骨$置于 B̂ Y"AFJOG 培养基
中$剪去骨两端$用 F 0-无菌注射器吸取 B̂ Y"AFJOG
培养基反复冲洗骨髓腔$直至骨髓腔发白$收集并吹打
均匀细胞悬液$用棉花柱过滤肌肉组织和骨碎片$离心
半径 FN 80$O s条件下(F LLF 4%091 离心 N 091$弃上
清' 用新鲜的完全培养基%含质量分数 FGR胎牛血清
及体积分数 GSLR$A巯基乙醇&重悬骨髓细胞并接种
于 LO 孔板中$细胞密度为 FgFGJ %0-$每孔加入细胞因
子 40cYADZb和 40"$AO$质量浓度均为 FG 15%0-$放置
于 HI s(体积分数为 NRD#L的细胞培养箱中进行培

养' 体外培养 H + 后换液$并补充细胞因子$继续培养
至第 J 天$应用流式细胞仪进行检测$显示细胞表面活
化分子 D?--8表达阳性率约为 MGR'
;;<;<9P&a模型的建立以及 "BÊ FALGA特异性 <细胞
的制备!小鼠腹腔内注射 F !5百日咳毒素$注射后
L )$用 FNG !-含 FNG !5"BÊ FALG的 ÊZ 及等容积含
GSU 05结核分枝杆菌 B̀HIB&的完全弗氏佐剂充分
乳化$将其注射于 DNIE$%J 小鼠的单后足垫及背部皮
下建立 P&a模型' 免疫后第 FH 天$将小鼠双眼扩瞳$
利用间接检眼镜进行眼底检查$并对 P&a病变程度进
行评分

+FH, $取眼球制作石蜡切片$行苏木精T伊红染
色$依照 D7'/9G [O 分的评分标准进行评分 +FH, $鉴定
P&a模型是否成功建立' 同时摘取小鼠脾脏和淋巴
结$研磨后用尼龙柱过滤$分离出"BÊ FALGA特异性<细胞'
;;<;=9实时荧光定量 D̂B法检测各种相关因子基因
的相对表达!于 EY?D'中加入终质量浓度为 N !5%0-
的 <$BI 激动剂 D$GMI 作为 D$GMI 组$另一组加入等
容积的 ÊZ$培养后 U ) 收集细胞$一部分用于提取

EY?D'的总 BX&$另一部分细胞分别与 "BÊ FALGA特异
性 <细胞共培养$N + 后收集共培养细胞并提取总
BX&' 总 BX&的提取及4*7-A(90*̂ DB步骤如下*加入
F 0-<49k.-试剂$置于无 BX&酶的 D̂B管中$再加入
GSL 0-氯仿%F 0-<49k.-分离 BX&$剧烈振荡(混匀并
静置FN 091)离心半径 U 80$O s条件下(FL GGG 4%091
离心 FN 091$吸取上层无色水样层$并加入与无色水样
层等容积的异丙醇沉淀 BX&$室温下静置 FG 091)离心
半径 U 80$O s条件下(FL GGG 4%091 离心 FG 091$弃上清
液$再用 INR无水乙醇洗涤 BX&)离心半径 U 80$O s
条件下(FG GGG 4%091 离心 N 091$弃上清液$空气干燥
FG 091$加 LG !-焦碳酸二乙酯 % +9*()6-/64.874:.17(*$
?P̂D&水溶解 BX&沉淀' F !5BX&在逆转录酶的作
用下合成 8?X&$以 8?X&为模板$经 &E"IMGG <̀4*7-A
(90* D̂B仪行 D̂B扩增$>1TS(>1TGE(>1TR!(转化生长
因子A$%(471'2.4091554.=() 278(.4A$$ !UVT! &(>1TRW(
"bXA%(维甲酸相关核孤儿受体 %(%4*(91.98789+ 4*-7(*+
.4/)71 4*8*/(.4A%($L5L"7&(<盒 LF 转录因子%<A:.@LF
(471'849/(9.1 278(.4$!T2/7&各引物序列见表 F$以 UXIY?
为内参$引物由苏州金维智生物有限公司合成' 每组
包含 ZiEBc4**1 D̂BY7'(*4Y9@O !-$上下游引物各
F !-$8?X&L !-$进行 U !-定量的 D̂B' 反应条件*
MN s预变性 FG 091$MN s变性 FN '$JG s退火 F 091$
IL s延伸 FN '$OG 个循环' 根据荧光定量 D̂B仪给出
的相应 D(值以及公式 LT&&D(

得到目的基因的相对表达

水平' 实验重复 H 次'

表 ;9引物序列

基因 引物序列

UXIY? b*N/AD&<ccDD<<DDc<c<<DD<&AH/
B*N/AcDccD&Dc<D&c&<DD&AH/

>1TS b*N/ADD&DccDD<<DDD<&D<<DAH/
B*N/A<<ccc&c<cc<&<DD<D<c<c&AH/

>1TGE b*N/AD&<&cD<cDDDccc<D<<<AH/
B*N/AccD&D<&&cccD<D&c<D&c&AH/

>1TR! b*N/A&c<<c&Dcc&DDDD&&&&c&AH/
B*N/Acc&D&cDDD&cc<D&&&ccAH/

!UVT! b*N/AD&cD<<<cD<D&D<cD&c<&D&AH/
B*N/A<ccDDcDD<D<&&Dc&<&<DAH/

>1TRW b*N/ADD<ccDccD<&D&c<c&&cAH/
B*N/A<<<cc&D&DcD<c&cD<<<cAH/

>VJT" b*N/A<<ccD<<<cD&cD<D<<DD<AH/
B*N/A<c&D<c<cDDc<ccD&c<&AH/

L5L"7 b*N/ADD<D&cDcDDD<c<c<<<<AH/
B*N/Ac&c&&DD&cccDDc<c<&c&AH/

!T2/7 b*N/A&DD<c<<c<cc<DD&&c<<D&&AH/
B*N/AcDDc<DD<<cD<<&c<c&<c&AH/

!注*c&̂ ?̀ *磷酸甘油醛脱氢酶)"$*白细胞介素)<cb*转化生长因子)

"bXA%*%干扰素)B#B*维甲酸相关核孤儿受体)<A:*(*<盒 LF 转录因子
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;;<;A9流式细胞仪检测各组 <)FI 和 <)F 细胞的百分
比!参照 X971 等 +FO,

的方法$将 "BÊ FALGA特异性<细胞
分别与 D$GMI 处理组和对照组 EY?D'共培养 N + 后
收集的细胞中加入含有 NG 15%0-̂ Y&(F !5%0-Eb&
和F !5%0-91.06891 的刺激液$在 HI s(NRD#L培养箱

中刺激 O ))离心半径 FN 80$O s条件下(F NGG 4%091
离心 U 091$弃上清液$加入固定剂和破膜剂后于 O s
条件下避光过夜)离心半径 FN 80$O s条件下(F NGG 4%091
离心 N 091$弃上清液$洗涤重悬细胞 H 次$加入抗小鼠
b"<DA"$AFI( P̂A"bXA%抗体$O s避光孵育 L )$洗涤重
悬细胞$应用 b&DZD7-9:34流式细胞仪检测' 实验重
复 H 次'
;;=9统计学方法

采用 c47/) 7̂+ 4̂9'0统计学软件 %W*4'9.1 N;GF$
加拿大 c47/) 7̂+ Z.2(=74*公司&进行统计分析' 本研
究测量指标的数据资料经 Z)7/94.Ap9-> 检验证实呈正
态分布$以 Q\+表示$组间均数经 $*,*1*检验证实方
差齐' 采用单因素干预均衡分组两水平实验设计$
D$GMI 处理组与对照组间 EY?D'中各种相关因子基
因的相对表达(<)FI 及 <)F 细胞相关基因的相对表达
和 <)FI 及 <)F 细胞百分比的差异比较均采用独立样
本 7检验' IeG;GN 为差异有统计学意义'

<9结果

<;;9P&a模型的建立
主动免疫 DNIE$%J 小鼠的第 FH 天$小鼠眼底表

现为视盘边缘模糊$轻微的血管炎$评为 F 分' 眼球组
织病理学切片示$视网膜可见少量炎性细胞浸润以及
局部轻微的视网膜皱褶$炎症评分为 F 分%图 F&'

图 ;9主动免疫 FNEJ@OP 小鼠后第 ;= 天眼球的组织病理学表现
% P̀gLGG&!视网膜及玻璃体腔内可见少量炎性细胞%黑箭头& $
局部视网膜轻微皱褶%红箭头&
!

<;<9各组 EY?D'中 "$AJ("$ALH("$AF$(<cbA$0BX&
的相对表达量

D$GMI 刺激后 U )$EY?D'中 "$AJ("$ALH("$AF$
0BX&的相对表达量分别为 OSNIU \FSHNM(FJSFIG \
OSIMM 和 INSHFG \ISOJJ$显著高于对照组的 FSGGG \
GSGGG(FSGGG\GSGGG(FSGGG\GSGGG$差异均有统计学
意义 %"$AJ*7dOSNJG$IdGSGON)"$ALH*7dNSOIJ$Id
GSGHL)"$AF$*7dFISLOG$IdGSGGH &)D$GMI 处理组
EY?D'中 <cbA$ 0BX&的相对表达量为 GSOMI \
GSGUO$明显低于对照组的 FSGGG\GSGGG$差异有统计
学意义%7dFGSOFG$IdGSGGM&%图 L&'
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图 <9各组 JMQF4中 >@RP(>@R<=(>@R;!和 CSTR!+DU8相对表
达量的比较%独立样本 7检验$#dH&!&*L 个组 "$AJ 0BX&的相对

表达量比较!与对照组比较$7IeGSGN!E*L 个组 "$ALH 0BX&的相

对表达量比较!与对照组比较$7IeGSGN!D*L 个组 "$AF$0BX&的

相对表达量比较!与对照组比较$:IeGSGF!?*L 个组 <cbA$0BX&

的相对表达量比较!与对照组比较$:IeGSGF!注*"$*白细胞介素)
<cb*转化生长因子
!

<;=9各组 EY?D'对 <)FI 及 <)F 细胞分化的影响
"BÊ FALGA特异性 <细胞分别与 D$GMI 处理组和对

照组 EY?D'共培养后 N +$D$GMI 处理组 <)FI 细胞的
阳性百分比明显高于对照组$差异有统计学意义%7d
OSMHU$IdGSGHM&$D$GMI 处理组 <)F 细胞的阳性百分
比稍高于对照组$但 L 个组间差异无统计学意义%7d
LSIFO$IdGSFFH&%表 L$图 H&'

表 <9对照组与 F@GHE 处理组 C1;E 及
C1; 细胞百分比的比较%!V"$W&

组别 样本量 <)FI 细胞 <)F 细胞

对照组 H FGSLOG\HSFIH FSGJG\GSHUO
D$GMI 处理组 H FISING\OSIMH FSFLH\GSHNJ
7 OSMHU LSIFO
I GSGHM GSFFH

!注*<)*辅助性 <淋巴细胞%独立样本 7检验&

<;A9各组 "BÊ FALGA特异性 <细胞中 B#B%(("$AFI(
<A:*(和 "bXA%0BX&的相对表达量

D$GMI 处理组和对照组 EY?D'分别与 "BÊ FALGA

!IML!中华实验眼科杂志 LGFN 年 O 月第 HH 卷第 O 期!D)91 VP@/ #/)()7-0.-$&/49-LGFN$W.-;HH$X.;O
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图 =9F@GHE 处理组和对照组中 C1;E 及 C1; 细胞的百分比!&H对
照组!EHD$GMI 处理组!注H P̂A"bXA%H巯基化藻红蛋白标记的 %干
扰素)b"<DA"$AFIH异硫氰酸荧光素标记的白细胞介素AFI
!

特异性 <细胞共培养后 N +$D$GMI 处理组中 B#B%((
"$AFI 0BX&的相对表达量分别为 FSOJH \GSGMF 和
FSMLI\GSFUL$显著高于对照组的 FSGGG \GSGGG 和
FSGGG\GSGGG$差异均有统计学意义%B#B%(H7dUSUOO$
IdGSGFL)"$AFIH7dUSUHF$IdGSGFH&)D$GMI 处理组
中 <A:*(("bXA%0BX&的相对表达量分别为 FSFLG \
GSFGG 和 FSFFH\GSFUF$稍高于对照组的 FSGGG\GSGGG
和 FSGGG\GSGGG$但差异均无统计学意义 %<A:*(H7d
LSGIU$IdGSFIH)"bXA%H7dFSGUL$IdGSHMH&%图 O&'
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图 A9F@GHE 处理组和对照组中 C1;E 及 C1; 细胞相关基因相对表
达量的比较%独立样本 7检验$#dH&!&HL 个组中 B#B%(0BX&的

相对表达量比较!与对照组比较$7IeGSGN ! EHL 个组中 "$AFI

0BX&的相对表达量比较!与对照组比较$7IeGSGN!DHL 个组中
<A:*(0BX&的相对表达量比较!L 个组比较差异无统计学意义%It
GSGN&!?HL 个组中 "bXA%0BX&的相对表达量比较!L 个组比较
差异无统计学意义%ItGSGN&!注HB#BH维甲酸相关核孤儿受体)
"$H白细胞介素)<A:*(H<盒 LF 转录因子)"bXA%H%干扰素

=9讨论

葡萄膜炎是临床上常见的难治性致盲眼病$其发
病机制主要与自身免疫系统紊乱相关' 目前$研究人
类自身免疫性后葡萄膜炎最理想的动物模型是 P&a$
其病变部位主要在视网膜和葡萄膜' 长期以来$人们
认为在 P&a的发病过程中$主要致病性 <细胞亚群是

<)F 细胞$它主要分泌的细胞因子是 "bXA%$但最新研
究认为能够特异性分泌 "$AFI 的 <)FI 细胞在 P&a中
起着更为重要的作用

+MTFG, ' 近年来$在自身免疫性疾
病中关于 <)FI 细胞分化的报道较多$但其中有关
<$BI 如何影响抗原特异性 <)FI 细胞的研究较少$尤
其对 <$BI 在 P&a中影响 "BÊ FALGA特异性 <)FI 细胞
的作用机制还未见报道' 本研究结果发现$在 P&a中
<$BI 可以通过 EY?D'促进 "BÊ FALGA特异性 <)FI 细
胞的分化'

<$BI 在自身免疫性疾病中调控 <)FI 细胞的作用
机制非常复杂$目前已报道的一些研究认为$<$BI 的
活化能够刺激 ?D'分泌炎性细胞因子$使初始 <细胞
向不同的 <细胞亚群分化$增强免疫反应$从而导致
自身免疫性疾病的发生或加重$如 <$BI 激动剂
-.@.49:91*可以通过人单核细胞来源的树突状细胞
%0.1.86(*A+*49,*+ +*1+49(988*--'$Y.?D'&上调<$BI 的
表达$并促进 "$ALH("$AFL 等炎性细胞因子的产生' 当
Y.?D'与 <细胞共培养后$产生的 "$AFI 及 "bXA%增
多$提示<$BI 表达的上调可以诱导人Y.?D'成熟$并
提高其促使初始 <细胞向 <)F 及 <)FI 细胞极化的能
力

+FN, ' i3 等 +FJ,
研究认为$浆细胞样树突状细胞

%/-7'0786(.9+ +*1+49(988*--'$ ?̂D'&在 <$BI 活化后可
以促进 <)FI 细胞的分化以及增强记忆性 <)FI 细胞的
效应' 本实验研究结果与上述结论基本一致$但
W3-(7559.等 +FI,

研究认为$在小鼠哮喘模型中$<$BI 激
动剂 Z&AL 能够下调 <)FI 及 <)L 细胞的反应$推测
Z&AL 可以作为一个对抗过敏的新型疫苗配方' 这种
研究结果的差异可能是因为研究中针对的实验对象的

不同$选用的 <$BI 激动剂以及激动剂作用的方法(部
位(时间的长短等不同所导致的'

<)FI 细胞的分化依赖于局部微环境$尤其是 ?D'
及其他细胞活化分泌的特定细胞因子$如 <cbA$(
"$AJ("$AF$("$ALH("$ALF 等的调节 +FUTFM, ' <cbA$是一
种多效性的细胞因子$高浓度的 <cbA$活化 D?O]<细
胞分化为 <4*5细胞$但低浓度的 <cbA$可以在炎性细
胞因子$如 "$AJ 的存在下$共同促进 <)FI 细胞的分
化

+LGTLF, ' 本研究结果显示$体外培养的高纯度 EY?D'
经 D$GMI 刺激后$"$AJ 的表达显著增高$而 <cbA$的
表达显著降低$表明 <$BI 激动剂 D$GMI 干预后的
EY?D'产生的高水平 "$AJ 可能与低水平 <cbA$协同
作用$从而刺激 <)FI 细胞的分化' 记忆性 <)FI 细胞
增生和 "$AFI 的产生主要依赖于 "$ALH 和 "$AF$+LL, $本
研究结果显示 "$ALH 及 "$AF$的表达均有不同程度的
升高' 由此本研究推测 EY?D'经 D$GMI 处理后产生
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的高表达 "$ALH 及 "$AF$已经具备维持 <)FI 细胞稳定
并促 使 其 产 生 效 应 因 子 的 能 力' 该 结 果 与
Z(.//*-*1:345等 +LH,

研究认为 <$BI 的活化能够促进人
类$尤其是新生儿 ?D'分泌与 <)FI 细胞极化相关的
细胞因子的结果相符$提示 D$GMI 处理组的 EY?D'
可能可以通过分泌与 <)FI 细胞极化相关的细胞因子$
影响局部微环境$从而有利于 <)FI 细胞的分化'

转录因子在 <细胞亚群的分化过程中起着非常
关键的作用' <)F 细胞的转录因子是 <A:*($而调控
<)FI 细胞分化的特征性转录因子是 B#B%($它与特异
性效应因子 "$AFI 的表达和分泌密切相关 +LO, ' p*9
等

+LN,
研究证明$<$BL 激动剂 ĉX处理 EY?D'后与

"BÊ FALGA特异性 <细胞共培养$可以促进与 <)FI 细胞
相关基因$如 L5L"7的表达$从而增强P&a中<)FI 细
胞的活性' 本实验结果发现$"BÊ FALGA特异性 <细胞
与 D$GMI 处理组的 EY?D'共培养后$<)FI 细胞相关
的 B#B%(和 "$AFI 在基因水平的相对表达量显著升
高$而与 <)F 细胞相关基因 !T2/7和 >VJT"在基因水平
上的相对表达量无明显变化)同时$流式细胞仪的结果
分析表明经 D$GMI 干预后$<)FI 细胞比例显著高于对
照组$而 <)F 细胞比例无明显变化' 上述结果表明$
D$GMI 处理组的 EY?D'不仅可以促进与 <)FI 细胞相关
基因的表达$而且能够促进 <)FI 细胞的分化$但与 <)F
细胞相关基因的表达以及<)F细胞的分化无明显关系'

本实验探讨了体外培养的 EY?D'中 <$BI 活化
对 "BÊ FALGA特异性 <)FI 细胞的影响及机制$但 <$BI
的激动剂除 D$GMI 外$还有 BUHI(-.@.49:91*等$他们
对 P&a中 <)FI 细胞的作用如何$以及 D$GMI 干预后
的 EY?D'在 P&a模型鼠的体内对 <)FI 细胞是否有
影响$D$GMI 通过哪些信号通路影响 EY?D'$将来又
是否可以通过抑制 <$BI 的活化来缓解 P&a的发病
等$这些问题我们正在研究中'
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