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"摘要#
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目的
!

研究佛波酯"

.W<

#对脂多糖&
&

$

干扰素"

9.P

&

MZX$

&

#诱导的巨噬细胞
U<S/4(5+

活性氧产生

的影响$方法
!

于实验前
)
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!用
*

#
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的
9.P

和
*))b

&

79MZX$

&

诱导处于对数生长期的

U<S/4(5+

细胞!采用蛋白质印迹技术检测细胞中一氧化氮合酶"

BX,P

#的表达'对经
9.P

&

MZX$

&

诱导
*/0

的

U<S/4(5+

细胞加入终浓度为
/))6

1

&

79

的
.W<

!应用激光共聚焦显微技术观察
U<S/4(5+

细胞中活性氧的产

生$结果
!

9.P

&

MZX$

&

可使
U<S/4(5+

细胞的诱导型
BX,P

表达增加!同时
.W<

可刺激经
9.P

&

MZX$

&

诱导后的

U<S/4(5+

细胞产生呼吸爆发!细胞的荧光强度较未刺激组增强"

!

%

)5)*

#$结论
!

.W<

可促使经
9.P

&

MZX$

&

诱导的
U<S/4(5+

细胞产生大量活性氧$
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巨噬细胞是一种参与机体非特异性免疫防御的重要免疫

细胞,

*$/

-

)在受到外界刺激处于应激状态时#巨噬细胞会产生

呼吸爆发#通过还原型辅助酶
)

$

X<O.-

%氧化酶产生大量的

超氧阴离子(与此同时细胞内的可诱导型一氧化氮合酶$

B6$

E"!BA8>6B#DB!%NBE>?

F

6#0@?>

#

BX,P

%基因被诱导表达#产生大量

的一氧化氮,

:$(

-

)同时#产生的一氧化氮与超氧阴离子迅速反

应#生成具有强氧化性的过氧化亚硝基#对细胞产生毒性和不

良反应,

'

-

)目前#虽然有报道显示在免疫防御过程中#超氧阴

离子和一氧化氮存在相互协同,

'

-

#但这一推论还缺乏直接的实

验证据)本实验通过观察脂多糖"
&

$

干扰素$

9.P

"

MZX$

&

%诱导

巨噬细胞一氧化氮合酶$

BX,P

%表达及佛波酯$
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%诱导巨噬细胞中活性氧产生情

况#以探讨超氧阴离子和一氧化氮的协同作用)

$
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材料与方法

$5$

!
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细胞株来源于中国科学院细胞库#细

胞培养瓶$
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公司%#

OWVW

培养基$

B̂A!%KU9

公司%#新
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*胰蛋白酶$
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公司%#蛋白

酶
`

$

W>D!L

公司%*

BX,P

一抗及二抗*增强化学发光检测试剂

盒$

.B>D!>

公司%#

/f

#

+f$

二氯双氢荧光素#其余为国产试剂)

$5/
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方法

$5/5$
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&

诱导
U<S/4(5+

细胞中
BX,P

基因的

表达

$5/5$5$

!

U<S/4(5+

细胞的培养及处理
!

U<S/4(5+

细胞

的培养条件为!含
*)3

新生牛血清的
OWVW

培养基*

'3H,

/

*

:+R

培养箱#常规换液以维持细胞处于对数生长期)实验前

/+0

#将培养基换为不含血清的
OWVW

培养基)分别于实验

前
)
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#用
*

#
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"

79

的
9.P

和
*))b

"

79

的
MZX$

&

诱导处于对数生长期的
U<S/4(5+

细胞)收集细胞沉淀#

加入细胞裂解液#在
(R

裂解
:)7B6

)于
**)))D

"

7B6

离心

*'7B6

#收集上清液#以牛血清清蛋白为标准#用
KD@E&%DE

方法

测定蛋白浓度)

$5/5$5/

!

S>?#>D6K8%#

分析
!

以
()

#

1

的胞浆蛋白提取物#进

行聚丙烯酰胺凝胶电泳$

POP$.<̂ V

%)用半干转移系统进行

免疫印迹#转印后的膜用
=KP=

溶液$含
)5*3

吐温
/)

的

=KP

%封闭
:0

#与
BX,P

一抗
(R

反应过夜#洗膜后再与
BX,P

二抗作用
*0

#最后用增强化学发光检测试剂盒显色#用
i

光

胶片曝光检测)

$5/5/

!

激光共聚焦显微镜观察
U<S/4(5+

细胞中活性氧的

变化

$5/5/5$

!

U<S/4(5+

细胞的培养及处理
!

将
U<S/4(5+

细

胞$

/

!

:d*)

( 个细胞%接种于
:'77

细胞培养皿中并分组)

<

组$对照组%!未经过任何处理的细胞(

K

组$未诱导组%!未诱

导细胞和
.W<

(

H

组$诱导组%!经
9.P

"

MZX$

&

诱导
*/0

后的

细胞和
.W<

)

$5/5/5/

!

激光共聚焦显微镜观察
!

各组于测定前加入终浓度

为
*)

#

7%8

的
OHZ-$O<

于
:+R

孵育
:)7B6

#除对照组外#其

余两组于测定时再加入终浓度为
/))6

1

"

79

的
.W<

#各组在

ZT'))

型激光共聚焦显微镜下观察细胞荧光变化并拍照)

+

:22*

+

检验医学与临床
/)*/

年
;

月第
2

卷第
*4

期
!
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T%852
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X%5*4



$5'

!

统计学处理
!

实验数据用
IhG

表示#采用
P.PP**5'

统

计软件处理#组间比较采用双因素方差分析#以
!

%

)5)'

为差

异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/5$

!

9.P

"

MZX$

&

诱导
U<S/4(5+

细胞中
BX,P

基因的表达

!

未经过诱导的
U<S/4(5+

细胞中无
BX,P

蛋白的表达$

)

0

%(诱导
:0

后即有
BX,P

的表达#

20

后
BX,P

的表达量随诱

导时间的增加而趋于稳定#反映在
S>?#>D6K8%##B6

1

的印记基

本保持不变)见图
*

)

/5/

!

激光共聚焦显微镜观察
U<S/4(5+

细胞荧光变化
!

经

9.P

"

MZX$

&

诱导
*/0

后的
U<S/4(5+

细胞#加入
.W<

作用

后#其细胞内的荧光强度较
<

组$对照组%和
K

组$未诱导组%

均明显增强$

!

%

)5)*

%#见表
*

和图
/

#在
2))

秒时达高峰#随

着时间的延长荧光强度逐渐减弱$图
:

%)未诱导的
U<S

/4(5+

细胞加入
.W<

作用后#荧光强度较对照组明显增加$

!

%

)5)*

%#但稍弱于
H

组$诱导组%#且持续时间较短)

表
*

!

U<S/4(5+

细胞荧光强度变化&

IhG

'

组别
)
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?
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?

%

:4)

$

?

%

'()

$

?

%

+/)
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?

%

2))

$

?

%

*);)

$

?

%

*/))

$

?

%

<

组
+4/5/*h(*5:' +/:5'+h'45(/ 4;/5):h(45/: 4*/5*:h'*5+' '+45(4h:;5'4 ')(5+(h((5)/ (4*5+:h4'5:( (*)52:h'/5(:

K

组
4*45:4h''52'

@

;;252*h+(5/+

@

2;+5'*h4*5''

A

*)(+5+)h+25(+

A

*)*45''h*/(5:4

A

2+)54(h;'5;)

A

2:;5))h2*544

A

;4/5+:h*)*5++

A

H

组
*)2)5+:h**4522

A!

*);452(h*)(5:2

A!

*)425*'h;;5')

A

*)(/5+:h**:5):

A

*)2'5)2h;45:4

A

**'25))h*);5((

A!

*)*/5';h*/45:+

A

2()5+*h**+5:*

A

!!

注!与
<

组比较#

@

!

%

)5)'

#

A

!

%

)5)*

(与
K

组比较#

!

!

%

)5)*

)

图
*

!

S>?#>D6K8%##B6

1

检测
U<S/4(5+

细胞中

BX,P

基因表达水平

!!

注!

<

为对照组(

K

为未诱导组(

H

为
9.P

"

MZX$

&

诱导组)

图
/

!

激光共聚焦显微镜观察不同组
U<S/4(5+

细胞的呼吸爆发&

d*))

'

图
:

!

激光共聚焦显微镜观察
.W<

诱导的

U<S/4(5+

细胞的呼吸爆发&

d())

'

'

!

讨
!!

论

本研究以巨噬细胞株
U<S/4(5+

为研究对象#研究了

9.P

"

MZX$

&

对
U<S/4(5+

细胞
BX,P

基因表达的诱导作用及

.W<

对其刺激引起的呼吸爆发作用)

.W<

是
.̀ H

的激活

剂#它可以刺激巨噬细胞产生呼吸爆发#生成大量超氧阴离子

和其他活性氧,

:

-

)在静息态的巨噬细胞中#由
.W<

刺激而产

生的化学发光主要来源于氧自由基(而在已经表达了
BX,P

的

巨噬细胞中$经过
9.P

"

MZX$

&

处理的
U<S/4(5+

巨噬细胞%#

化学发光来源于氧自由基和一氧化氮的共同作用,

'$4

-

)

本研究曾通过化学发光法测定巨噬细胞呼吸爆发动力学#

观察到高表达可诱导型
BX,P

的巨噬细胞经
.W<

刺激后可产

生呼吸爆发,

+

-

#而在本研究中通过
S>?#>D6K8%##B6

1

和激光共

聚焦显微技术#进一步证实了由
9.P

"

MZX$

&

诱导
U<S/4(5+

细胞表达
BX,P

#后者促进一氧化氮的合成#

X,

再与超氧阴离

子反应形成氧化性极强的过氧化亚硝基而产生强烈的化学发

光#与未表达
BX,P

基因的巨噬细胞相比#依赖于一氧化氮的

化学发光及激光共聚焦的荧光强度#均远远强于仅由超氧阴离

子等活性氧而引起的变化)活性氧和一氧化氮的协同产生可

能在巨噬细胞杀死微生物和异常细胞中发挥重要作用#因此对

两者协同作用的机制尚需进一步探讨)
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