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"
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$的分子机制%方法
!

收集体检健康者外周

血!利用免疫磁珠分选技术分离纯化出
S+!=

a单核细胞!流式细胞术检测晚期糖基化终产物受体"

456U

$的表达!然后在体外加

入
*!((58

刺激培养!或预先加入抗
456U

抗体或
0O,

,

N

信号抑制剂孵育
!E

后再进行刺激培养!酶联免疫吸附试验检测

YU6̀,5

水平%结果
!
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受体
456U

高表达于单核细胞表面!

*!((58

刺激的单核细胞以剂量和时间依赖的方式分泌

YU6̀,5

#加入抗
456U

抗体阻断后!单核细胞分泌
YU6̀,5

的能力明显下降"

C

#
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$%进一步利用
0O,
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N

信号抑制剂可明

显抑制
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诱导单核细胞分泌
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的作用"
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通过
456U,0O,

,

N

信号途径诱导单核细胞上调

YU6̀,5

的分泌!从而有利于新生血管的生成%
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蛋白是一类由小分子蛋白组成的钙结合蛋白#在慢

性炎症和肿瘤中发挥重要作用)

!

*

'作为
*!((

蛋白的成员之

一#

*!((58

常在胃癌(前列腺癌等多个肿瘤组织中表达明显增

加#并与患者的预后密切相关)

",'

*

#然而其在肿瘤中的作用机制

并不清楚'晚期糖基化终产物受体$

456U

&是
*!((58

的受

体#

*!((58

可通过其调控下游信号的级联反应#从而促使炎性

因子的产生)

=

*

'最近文献报道在胶质瘤中#

456U

缺失的肿瘤

相关巨噬细胞分泌促血管生成因子
__

血管内皮生长因子
,5

$

YU6̀,5

&的能力明显下降)

$

*

#表明
456U

受体信号可影响

YU6̀,5

产生'为了探索
*!((58

是否可能通过
456U

受体

及其下游信号诱导单核"巨噬细胞分泌
YU6̀,5

#本研究收集

健康人外周血#将分离纯化得到的单核细胞进行体外培养#探

讨
*!((58

刺激单核细胞分泌
YU6̀,5

的水平#并进一步阐明

其分子机制'

?

!

资料与方法

?#?

!

一般资料
!

收集
!(

例来深圳市盐田区妇幼保健院体检

的健康人外周血#其中男
$

例#女
$

例#年龄
"<

!

=(

岁'

?#@

!

仪器与试剂
!

淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物制品

科技有限责任公司#

(#(!3?/

"

T

磷酸盐缓冲液$

)N*

&购自北京

中杉金桥生物技术有限公司#鼠抗人
456U

抗体购自美国

5LJ.3

公司#藻红蛋白$

)U

&标记的山羊抗鼠
Q

-

6

购自天津三

箭生物技术有限公司#

S+!=

a免疫磁珠分选试剂盒和分选缓冲

液购自加拿大干细胞生物技术有限公司#

5)S

标记的抗人

S+!=

抗体购自美国
N2?/@

-

@;G

公司#

0̀,

,

N

信号抑制剂$

N5c

!!,<(%"

&购自上海碧云天生物技术有限公司#人
*!((58

重组

蛋白购自美国
5L;?M@

生技股份有限公司#抗
456U

阻断抗体

购自美国
4+

公司#

YU6̀,5

酶联免疫吸附试验$

UTQ*5

&检测

试剂盒购自北京达科为生物技术有限公司'

?#A

!

方法
!

利用淋巴细胞分离液对外周血细胞进行密度梯度

离心#收集中间层的单个核细胞#然后根据
S+!=

a细胞分选试

剂盒的指南分离纯化单个核细胞中的单核细胞'分选后的细

胞利用鼠抗人
456U

抗体染色
'(32;

#然后再用
)U

标记的山

羊抗鼠
Q

-

6

染色
'(32;

#

(#(!3?/

"

T)N*

洗涤后流式细胞仪

上机检测
456U

的表达'体外培养则按照每孔
$Z!(

$ 细胞

加入到
"=

孔板#设置
'

个复孔#加入不同浓度$

!(

(

"$

(

$(;

-

"

3T

&的
*!((58

进行刺激#或在
*!((58

浓度为
"$;

-

"

3T

的刺

+

&!%!

+
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激条件下#同时加入终浓度为
!(

"

-

"

3T

的抗
456U

抗体进行

阻断%或预先加入终浓度为
!(

"

3?/

"

T

的
0̀,

,

N

信号抑制剂

作用
!E

后换取新的培养基#再加入
*!((58

刺激
"=E

#收集培

养上清#

UTQ*5

检测
YU6̀,5

的水平#每个实验利用
=

个人的

外周血进行重复'首先#在纯化的单核细胞中加入抗
456U

抗体预先孵育
!E

#对
456U

进行封闭#然后再加入
"$;

-

"

3T

的
*!((58

刺激
"=E

#

?#B

!

统计学处理
!

采用
*)**!&#(

软件进行数据处理和统计

学分析#计量资料以
A /̂

表示#组间比较采用配对样本
3

检

验#

C

#

(#($

或
C

#

(#(!

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@#?

!

*!((58

受体
456U

在单核细胞的表达
!

为了证实磁珠

分选的效果#流式细胞术检测
S+!=

a单核细胞的纯度'未分

选前
S+!=

a单核细胞的纯度为
!"#%P

#而分选后的纯度则达

8(P

以上#表明分选后的单核细胞可用于后续实验#见图
!

'

进一步检测
*!((58

受体
456U

在单核细胞的表达#结果显示

与同型对照组相比#经
456U

染色的细胞峰值明显右移#表明

分离纯化的单核细胞高表达
*!((58

受体
456U

#见图
"

'

@#@

!

*!((58

诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

水平的检测
!

UTQ*5

检测结果显示!单核细胞经
*!((58

刺激后#刺激组培

养上清中的
YU6̀,5

水平明显高于未刺激组#且
YU6̀

的浓

度随着剂量和时间的增加而增加#表明
*!((58

可以剂量和时

间依赖的方式诱导单核细胞分泌促血管生长因子
YU6̀,5

'

见图
'

'

图
!

!!

流式细胞技术染色检测分选前后
S+!=

a单核

细胞占总细胞百分比

!!

阴影部分!同型对照组'

图
"

!!

456U

在单核细胞的表达

@#A

!

456U,0̀,

,

N

信号介导
*!((58

刺激单核细胞分泌

YU6̀,5

!

基于
*!((58

可诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

且单

核细胞高表达
*!((58

的受体
456U

#进一步探讨其可能的信

号机制'

UTQ*5

结果显示!

456U

受体被封闭后#

*!((58

刺

激单核细胞分泌
YU6̀,5

的能力受到明显抑制$

C

#

(#(!

&#表

明
*!((58

经
456U

诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

'见图
=5

'

由于
0̀,

,

N

介导
456U

的下游信号传递#因此#在单核细胞培

养体系中预先加入终浓度为
!(

"

3?/

"

T

的
0̀,

,

N

信号抑制剂

$

N5c!!,<(%"

&进行阻断'结果显示#在
*!((58

刺激的条件

下#加入
0̀,

,

N

抑制剂组
YU6̀,5

水平明显低于未加抑制剂

组$

C

#

(#(!

&#见图
=N

'这些结果表明
*!((58

经
456U,0̀,

,

N

信号诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

'

!!

5

!不同浓度
*!((58

刺激单核细胞
"=E

后培养上清中
YU6̀,5

的水平%

N

!

"$;

-

"

3T

的
*!((58

刺激单核细胞不同时间点培养上清中

YU6̀,5

的水平%

"

!

C

#

(#($

#图
5

中为与未加
*!((58

比较#图
N

中

为与阴性对照比较'

图
'

!!

*!((58

刺激单核细胞分泌
YU6̀,5

的水平比较

!!

5

!抗
456U

抗体阻断下
*!((58

诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

的

水平%

N

!

0̀ ,

,

N

信号抑制剂作用下
*!((58

诱导单核细胞分泌
YU6̀,

5

的水平%

"

!

C

#

(#(!

#图
5

中为与
*!((58

$

_

&抗
456U

抗体$

_

&比

较%图
N

中为与
*!((58

$

_

&

+7*1

$

_

&

Nc!!,<(%"

$

_

&比较'

图
=

!!

抗
456U

抗体阻断和
0̀,

,

N

信号抑制剂对
*!((58

诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

的效果

A

!

讨
!!

论

目前#越来越多的研究证实慢性炎症与肿瘤的发生(发展

密切相关)

&

*

'髓样细胞来源的促炎因子可诱导正常细胞的恶

性转化#并在肿瘤微环境中增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力#

促进肿瘤的发生(发展)

<

*

'最近文献报道#肿瘤浸润的髓样细

胞可分泌钙结合蛋白
*!((58

#并与患者的预后呈明显负相

关)

%

*

#提示
*!((58

可能作为促炎因子促进了肿瘤的进展#但

是其具体的作用机制仍不明确'

*!((58

可通过结合其相应的受体发挥功能)

8

*

'

456U

作为
*!((58

的受体#在上皮细胞和髓样细胞表面均有表达'

*!((58

与
456U

结合后#可促使上皮细胞和髓样细胞释放促

瘤因子白细胞介素
,!

+

$

QT,!

+

&(白细胞介素
,&

$

QT,&

&和肿瘤坏

死因子
,

%

$

>0̀,

%

&等)

!(

*

'因此#笔者分离纯化出外周血中的单

核细胞#利用流式细胞染色检测到其高表达
456U

受体#提示

*!((58

可经
456U

作用于单核细胞#介导下游信号的传递'

YU6̀,5

作为促血管生成的因子#可诱导肿瘤新生血管的

形成#从而为肿瘤的生长和转移提供营养)

!!

*

'文献报道

456U

缺失的巨噬细胞分泌
YU6̀,5

的能力明显下降#表明

456U

信号可影响
YU6̀,5

的产生'本研究结果显示#在体

外
*!((58

可刺激外周单核细胞分泌大量的促血管因子

YU6̀,5

#而且具有剂量和时间依赖性#表明
*!((58

除了诱导

单核细胞产生促炎因子外#还可诱导单核细胞分泌促血管因

子#二者能够协同介导肿瘤的进程'此外#笔$下转第
!%"(

页&

+
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期
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6*>

分子#在此基础上利用分析软件
+05*D.C

(在线
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淋巴细

胞表位预测软件
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#以及从中国军事医学科学研究所购买的专业细

胞抗原表位分析软件
N2?:F;

对
U

-

6*>

的
N

淋巴细胞表位和

>

淋巴细胞表位分别进行预测分析'

N

淋巴细胞表位是抗原

分子中能特异性结合并激活产生抗体的
N

淋巴细胞的特定结

构域#

N

淋巴细胞表位通常由
$

!

"(

个氨基酸组成'常用的
N

淋巴细胞表位预测方案有亲水性(抗原性(可塑性(表面可及

性(二级结构和电荷分布方案'单参数检测的准确率往往不

高#需要将多个参数综合进行分析以此提高分析的准确率)

$,&

*

'

本研究采用
+05:D.C

和
N2?:F;

软件分析
U

-

6*>

的
N

淋巴细

胞表位#两个软件分析得到的表位信息基本一致#从而提高了

数据分析的可靠性#经过软件预测筛选得到
%

个
N

淋巴细胞表

位'相对于
N

淋巴细胞表位的预测分析而言#

>

淋巴细胞表位

的预测分析相对不成熟'

>

淋巴细胞不像
N

淋巴细胞可以直

接识别抗原上的表位#而只能识别结合到
7RS

分子#因此对

>

淋巴细胞表位的研究多是从
7RS

分子入手)
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'

>

淋巴细

胞表位是抗原经过抗原提呈细胞处理后经由
7RS

分子递呈

给
>

淋巴细胞表面受体的抗原线性肽段'

>

淋巴细胞对抗原

的特异性识别主要通过
>

淋巴细胞受体$

>S4

&和
7RS,

抗原

肽段之间的相互作用来完成'

>S4

所识别的是抗原递呈细胞

表面的
7RS

分子及其递呈的线性短肽组成的复合物#分为

7RS

(

类和
)

类分子'

7RS

(

类分子主要提呈一些细菌(病

毒(原虫经抗原提呈细胞吞噬处理后衍生于抗原递呈细胞内部

的抗原肽段#递呈给细胞毒性
>

淋巴细胞%而
7RS

)

类分子

主要递呈从细胞外环境摄取的外来病原体抗原#被辅助性
>

淋巴细胞$

>E

&识别并介导针对特异抗原的细胞免疫应答'由

于细粒棘球绦虫为虫体较大的多细胞生物#其抗原分子被抗原

提呈细胞识别后主要由
7RS

)

分子递呈给
S+=

a

>E

细胞产

生免疫应答效应'因此#笔者主要基于
7RS

)

分子分析

U

-

6*>

的
>

淋巴细胞表位'

)C?)C@G7RSS/.::,
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N2;G2;
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)@

B

D2G@)C@G2JD2?;

软件主要是通过
3?D2I

模型建立的预测方

法#预测
U

-

6*>

有
<

个特异性
>

淋巴细胞表位'在后续研究

中还需要进一步通过实验对分析预测得到的实验数据和结果

进行验证'
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者加入
456U

受体抑制剂阻断
*!((58

与
456U

结合#结果

发现单核细胞分泌 的
YU6̀,5

明 显 下 降'进 一 步 探 讨

*!((58

诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

的信号机制#结果发现在

均有
*!((58

刺激的条件下#预先加入
0̀,

,

N

信号通路抑制剂

的处理组上清中
YU6̀,5

的浓度明显低于未处理组#基于

0̀,

,

N

可介导
456U

受体的下游信号)

!"

*

#提示在体外培养的

单核细胞体系中#

*!((58

可经
456U,0̀,

,

N

信号级联诱导

YU6̀,5

的分泌'由于肿瘤细胞也表达
456U

受体#那么#

*!((58

是否也能够有效刺激肿瘤细胞分泌
YU6̀,5

还有待

进一步研究'

综上所述#

*!((58

可通过
456U

受体及其下游
0̀,

,

N

信

号通路诱导单核细胞分泌
YU6̀,5

#从而促进新生血管的形

成'进一步全面阐明
*!((58

在肿瘤微环境中的调节功能#将

为设计阻断
*!((58

及其受体的治疗方案提供帮助'
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