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抗 p- 选择素凝集素 -EGF 功能域单抗对人树突状

细胞成熟及功能抑制作用分析

周 同*孙桂芝张玉梅赵亚鹏吴开盾L 张雁云 l 张冬青 1 陈楠

(七海交通大学医学院瑞金医院肾脏科，上海 200025;

l 上海交通大学医学院上海市免疫学研究所， t海 200025)

摘要 在发现抗P-选择素凝集素 -EGF功能域羊抗(PsL-EGFmAb)对体外培养人树突状细胞

(DC)成熟及功能有抑制作用基础上，进一步观察了 PsL-EGFmAb 对 DC 干预调节的作用机制。通

过 SCF、 GM-CSF 、 TGF-ßl 、 Flt-3L 和 TNF-α体外培养体系，从脐血 CD34+ 造血千细胞中诱导扩

增获得 DC，并于成熟过程中用 PsL-EGFmAb进行千预。采用流式细胞仪检测细胞表面分子表达;

RT-PCR检测细胞内 NF-KBp50 、 NF-KBp65 mRNA 表达， Mπ 比色法检测 T 细胞增殖反应，以及

ELISA 法测定 IL-12p70 分泌的含量。结果显示， PsL-EGFmAb 对 DC表面特异性 C 型凝集素 DC

SIGN (CD209)表达有抑制作用，同时也能抑制 DC 细胞内 NF-KBp50 、 NF-KBp65 mRNA表达，相

应抑制其在附共剌激分子 CDllc 、 CD83 、 CD80 、 CD86表达，以及IL-12p70 分i比此外也可抑制

DC体外剌激T 细胞增殖的能力。研究结果表明， PsL-EGFmAb 对 DC 成熟及功能的抑制作用，才是

示与其抑制作为 DC模式识别受体及功能分子 DC-SIGN有关，并可能是通过影响 NF-KB 信号途径

起作用。

关键词 树突状细胞;分化成熟; DC-SIGN; 抗 P- 选择京凝集素 -EGF 功能域单抗:拥

制作HJ

我们以往研究发现，树突状细胞(dendritic cell, 

DC)参与了肾炎组织的迁移浸润，与去占附分子 P- 选

择素炎性介导有关， Jl. 与肾小管间质早期损伤病变

及纤维化形成密切相关[1刑。利用针对 P- 选择素功

能域单抗的抗茹附治疗，对此具有明显抑制和肾脏

保护作用[21 。进 4步发现，上述单抗体外对由 TNF

α诱导的人DC黠附共剌激分子表达和致炎细胞因子

分泌有抑制作用 [4]。结合我们观察到的成熟中 DC 基

本不表达选择素，而后j表达与后者同属 C 型凝集素

的 DC-SIGN(CD209)[51 ，推测此作用可能与该单抗

抑制作为 DC 模式识别受体 DC-SIGN 有关 [4]。作为

新近发现的 DC 多功能免疫分子，目前认为 DC

SIGN 在 DC 免疫双重调控中发挥重要作用 [6]。其不

仅可介导 DC 黠附迁移，参与 DC模式识别及抗原内

化以及诱导初始 T 细胞活化，而有利于免疫反应:

另为伞面，其也可成为 HIV 等多种病原微生物或肿

瘤细胞的靶分["，有利于前者免疫逃逸以至机体免

疫抑制。故 DC-SIGN 己成为进一」步研究 DC 免疫调

节功能及机制的一个新途径和切入点16]。为此在上

述工作基础上，本研究进一步体外观察和探讨了抗

P-选择素凝集素 -EGF功能域单抗(anti乎selectin lec

tin-EGF domain monoclonal antibody , PsL-EGFmAb) 

对 DC 成熟和功能干预调节的可能靶点及作用机制。

1 材料与方法

1.1 ì:式齐。

IMDM 购白 Gibco 公司; CD34+ 和 CD4+ 抗人磁

珠标记抗体购白 Miltenvi Biotec 公司:淋巴细胞分

离液 Ficoll 购自上海生化试剂二丁: rhSCF 、 rhGM

CSF、 rhTGF-ßl 、由Flt-3L 、 rhTNF-α 及 rhIL-12p70

ELISA 试剂盒均购白 Biosource 公司: FITC 标记的

鼠抗人 CD83 、 CD86 单抗， PE 标记的鼠抗人 CD80

单抗， CY-CHROME 标记的鼠抗人 CDla 单抗均购
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自 BD 公司; PE标 L己的鼠抗人 CDllc 单抗购白 Bios-

ource 公司; FITC 标记的小鼠抗人 CD209 单抗，大

鼠 IgG-FITC 均购自 eBiosource 公司:羊抗小鼠的

Ig-R-PE 、 Ig-FITC 和 Ig-CY 均购白 Southem Biotech 

公司; MTT3-(4,5-dimethyl thiazolyl-2个2 ，5-diphenyl

tetrazolium bromide 购臼 Sigma Chemical Co 公司:

RNA 抽捉液 Trizol 购白 Invitrogen 公司; TaqE 、

dATP 、 dCTP 、 dGTP 、 dTTP 及 RT 试剂盒购自

Promega 公 ~iJ; PsL-EGFmAb 81 本科奄白制[7J 。

1.2 细胞来源

脐血样品来白瑞金医院产科，肝素抗凝终浓度

为 10-20 IU/mL 平均采的l量为 30-50 ml. 样品在采

集 2.-6 h 内分边，细胞经 PBE 缓冲液稀释. Ficoll 梯

度离心，收集界面i层单个核细胞. PBE 洗涤备用。

1.3 DC 诱导分化

利用1JL CD34+ I肢附单克降抗体-磁珠分离系统

(MACS)从脐血单个核细胞中分离 tU CD34+ 细胞，

用 20% IMDM 培养液调整其浓度为 0_5xl06 个/时，

接种于 24 孔板中，分为 3 组。①未成熟组:加 SCF

(50 ng/ml) 、 GM-CSF (1 00 ng/ml) 、 TGF-ß 1 (0_5 

ng/ml) 、 Flt-3L (75 ng/ml)培养至 7 天:②成熟组:

在未成熟细培养基础上f第 12 ~反加入 TNF-α (1 00

ng/m l) .培养'Íi 14 天:③ PsL-EGFmAb 抑制组:

在未成熟组培养的其础上于第 7 天加入不同浓度的

PsL-EGFmAb (5 , 10, 50, 100μg/ml) ，且于收集前

48 h 加 TNF-α (1 00 ng/ml) 。未成熟组于第 7 天，

成熟组、 PsL-EGFmAb 抖l制组于第 14 天分别收获细

胞，进行相关检测。

1.4 DC 形态及表型分析
倒置显微镜及电镜 F观察培养细胞的形态、数

日和活力。另收集 0_5x 106 个细胞，分别加入荧光

标记的细胞表明 CDla 、 CD11c 、 CD83 、 CD80 、

CD86 及 CD209 单抗各 20μ1.同时以羊抗鼠 Ig-R

PE 、 Ig-FITC 和 Ig-CY 抗体为同刑对照，进行常规

步骤后，用流式细胞仪检测细胞表型。

1.5 NF-1CBp50 、 NF-1CBp65 mRNA 表达检测

1_5_1 引物设计 参考人 NF-KBp50 、 NF-KBp65

mRNA 表达和自肌动蛋白基因序列，应用 Primer

Designer 3_0 软件设计号|物。 NF-KBp50 11物序列:

正链 5'- GAC CAA GGA GAT GGA CCT CA -3' ，负

链 5'- CGA AGC TGG ACA AAC ACA GA -3' ，扩增

产物长度为 400 bp; NF-KBp65 引物序列:正链 5'

TCA ATG GCT ACA CAG GAC CA -3'，负链5'- ATC 

·研究论文·

TTG AGC TCG GCA GTG TT -3' ，扩增产物长度为

400 bp; ß 肌动蛋白引物序列: 11::链 5' -TGC TAT 

CCC TGT ACG CCT CT-3'，负f过 5'-AGT ACT TGC 

GCT CAG GAG GA -3'. 扩增产物长度为 597 bp 。

引物由 J-_海生物工程公司合成。

1.5_2 RT-PCR 分别收集各组细胞(1 X 106 个细

胞) ，总 RNA 提取按 Trizol 试剂盒说明 I~进行。应

用 RT 试剂盒进行 cDNA 第」链合成， 01ig (dT)为

引物， RNA 样品 3_0μ1.总体积 j'.] 20 μ10 PCR 反

应体系为: 5μ1 10xRT 缓冲液， 2_5μ1 25 mmol/L 

MgCI2 • 0_5μ125 mrnol/L dNTP. 0_2μ1 50 prnol/L 

NF-KB 引物. 0_1μ1 50 prnol/L ß 肌动蛋白引物， 1 

μ1 cDNA , 0_25μ1 1 u/μ1 TaqE. 反!-，ÿ_ ，总 f本在1为 25

μ1 。反应条件为: 94 oc预变性 5 rnin. 94 oc 变性

1 rnin , 59 oc 复'I"t 1 rnin , 72 oc 延伸 1 rnin , 31 

个循环，然后 72 oc 再延伸 10 rnillo 扩增产物进行

2% 琼脂糖凝胶电泳，澳化乙链显色，紫外灯下观

察并用计算机图像分析系统扫描和分析。

1.6 混合淋巴细胞反应

应用 MTT 比色法测定细胞用响。采用 Ficoll 密

度梯度自心法从健康志愿者外周血中分离出单个核

细胞，再通过抗人CD4+磁珠从外周国I 单个核细胞巾分

离出 CD4+T 细胞:然后将经 30 Gy X 光下照射后

DC (3x 104 个)和 CD4+ T 细胞(3x 105 个)接种于 96 孔

困底板上，每孔 100μ1. 37 oc 、 5%C02 温育 5 天:

作m结束前 4h 每孔加入 15μ1 MTT (5 mg/rnl.溶

解于 PBS)，置 37 oc 、 5%C02 细胞培养箱中温育;

随后每孔滴加 150μi 含有 0_04 rnol/L HCI 的异丙醇，

充分泪匀，于酶标仪 550 nrn 波长处读取A 值。

1.7 IL-12p70 含量检测

收集各组 DC 培养 j二洁液，采用 ELISA 试剂盒

按说明书检测 IL-12p70 的含量。

, 1.8 数据处理

f手组实验均重复 3 次，所有数据以均数±标准

差(王:t s)表示，应用 SPSS 11_0 统计软件包进行分

析。各组间指标比较用方差分析或 f 检验 ， P<0_05 

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DC 形态学及活力变化

在倒置显微镜及电镜下观察，人脐血 CD34+ 细

胞经诱导培养第 5 天起，细胞表面始出现树突状改

变并呈典型 DC 形态，未成熟细、成熟组、 PsL-
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表 1 FACS 检;!i1I]DC 表面分子表达结果(%，正士"

CD1a CD11c CD83 CD80 CD86 DC-SIGN 

未成熟i'Il 4 1. 21 土 18.95 20.84士7.62* 12.75 土 5.25* 14.62土7.31 * 17.51 :t5.84* 75.63 :t 14.78 

);且主'Mll 57 .4 3土 14.67 42.71 土 10.57 40.85土 1 1. 51 79 .46士 17.53 61.53 :t20 .45 68 .45 :t2 1. 26 

PsL-EGFmAb 60.54土 7.51 9.62士 6.25* 15.76土 7.25* 48.61 士 12.15* 15.27 土 5.31 * 24.37士 15 .4 2 * 

抑制m

I J 成熟m比较 • *P<0.05 。

A B C M bp M [) E F 

750 
I31/JltMfll 

500 
ß Wl z;lJ出 (1

300 

150 

50 

NF-KBp50 mRNA NF-KBp65 mRNA 

图 1 RT-PCR 检测 DC NF-1CBp50 、 NF-1CBp65 mRNA 表达结果

A 、 F: PsL-EGFmAb .j印制统i: B 、 E: PX 熟主[1: C 、 D: 未成熟幻i: M: marker" 

表 2 DC NF-1CBp50 、 NF-1CBp65 mRNA 转录水平检测结果

(NF-x:Bp50 、 NF-x:Bp65/~ 肌动蛋白，王土s)

术成熟m

}戊熟组

NF-KBp50 mRNA NF-KBp65 mRNA 

0.2272士0.0737* 0.2420土0.0582*

0.5094土0.1116 0.6458士。 .1961

psL-EGFmAb 抖J ;j， IJ !"Il 0.2827土0.0468* 0.2901 士。.0664*

lj成熟知比较. *P<0.05" 

EGFmAb 抑制细的 DC 形态无明显差异。另经台盼

蓝染色的细胞活力检测. 3 组 DC 活细胞均大于

90%. 且细胞~t }J及扩增数 H 也无罩著不同。

2.2 DC 表型变化

经流式细胞仪分析，未成熟组和成熟组 DC 均分

别低表达和高表达 CDla 、 CDllc ， CD83 、 CD80 、

CD860 此外 2 组 DC 均高表达 DC-SIGN 0 进」步

发现. PsL-EGFmAb 抑制组 DC 的 DC-SIGN 以及

CD11c 、 CD83 、 CD80 、 CD86 表达均明显降低(P

<0.05) (表 1) 。

2.3 DC NF -1CBp50 、 NF-1CBp65 mRNA 表达变

化

未成熟组 DC 细胞内 NF-KBp50 、 NF-KBp65

mRNA 均见低表达，成熟组 DC 的 NF-KBp50 、 NF

KBp65 mRNA 表达增强。 PsL-EGFmAb 抑制组 DC

的 NF-KBp50 、 NF-KBp65 mRNA 表达均明显降低 (P

<0.05)( 图 1 .表 2) 。

2.4 DC 刺激T 细胞增殖变化

2.5 

2.0 

吨岳 1.5 

1.0 * 
* 

0.5 

。

未成熟组 成熟组 PsL-EGFmAb抑制组

图 2 同种混合淋巴细胞反应结果(忌"

tJ 成熟组比较， * P<0.05" 

同种混合淋巴细胞反应显示，未成熟组 DC 体

外激发同种异体 T 细胞增殖能力较弱，成熟组 DC

体外剌激能力增强。 PsL-EGFmAb 在pj剧组 DC 体外

剌激 T 细胞的增殖能力明显降低(P<0.05)( 图 2) 。

2.5 DC IL-12p70 分泌变化

ELISA 检测结果 EZ示，未成熟组 DC 培养上请

液中检测到极微量的 IL-12p70 (0.37士0.03) pg/ml; 

成熟组 DC 的 IL-12p70 含量 (358.24::1: 23.55) pg/ml 明

显增高(P<O.OI) ; 而 PsL-EGFmAb 抑制组 DC 的 IL-

12p70 含量(1 2.34 ::1: 8.56) pg/ml 明显低于成熟组(P<

0.01) 。

3 讨论

本研究在己发现针对 P-选择素功能域单抗体外

有抑制人 DC 表型和功能的作用基础 l ~ [4]. 进一'步结
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合 DC 生物学特性{剖，初步观察了 PsL-EGFmAb 对

DC 干预调节的作用机制。我们发现，除了未成熟和

成熟 DC具备低表达或高表达 CDla、 CDllc、 CD83 、

CD80 、 CD86 站附共剌激分子等一般特性。还发现

未成熟和成熟DC基本不表达P-选择素、 E- 选择素:

未成熟 DC 适度表达 L- 选择素， DC 成熟后则低表

达f5] 0 前者-1) P_ 边择素、 E- 选择素一般仅以内皮

细胞或血小板表达为主相符闷。己知未成熟 DC迁移

主要系由表达于血管内皮细胞表面 P选择素、 E- 选

择素，通过其 DC 表面配基起介导作用。成熟后 DC

则失去与选择素的茹附结合，这与选择素主要在

DC 初始薪附及炎症甲.期迁移起介导作用相关[叫:后

者则与L 选择素可在白细胞表达且于活化后下调有

关。另提习二 L- j在择素可能作为归巢受体也参与了未

成熟 DC 的迁移。此外发现未成熟和成熟 DC 均高

表达 DC-SIGNf51。近年认为，与选择素同属 C 型

凝集素并具有相似凝集素结构的 DC-SIGN，其在参

与介导 DC 站附迁移及炎症反应，激活初始 T 细胞

及启动免疫应答，以及病原体与肿瘤的免疫边逸等

诸多方面发挥重要作用，并可能是 DC 一个新的功

能靶分子 f6]。我们以往发现，肾炎早期伴随着肾内

P- 选择素表达上调， DC喃SIGN+ DC 局部迁移聚集明

显增多，与肾损伤修复及疾病转归或进展密切相

关fl-3]。进…步发现，肾炎时随 DC 肾内浸润聚集，

局部肾小管上皮细胞也出现表型转化，表达 DC

SIGN 等 DC 标志，与肾脏病变相关f9] 。而针对上

述利用抗礼选择素功能域单抗进行干预，对此可产

生明显的抑制效应和肾脏保护作用 f2] 0 表明 DC

SIGN 介导 DCpI在局部组织发挥炎症及免疫反应，

参与了肾脏炎性防御及免疫损伤调节。

在此基础上的本研究结果显示，经过 PsL

EGFmAb 处理后，在;不影响 DC 形态和细胞活力情

况下，可抑制 TNF-a 剌激炎性状态下的上述敬附共

刺激分子表达，抑制细胞内 NF-KBp50 、 NF-KBp65

mRNA 的表达，致炎细胞因子 IL-12 的分泌，以及

可降低其体外剌激 T 细胞增殖能力。进一步发现，

PsL-EGFmAb 对 DC 的 DC-SIGN 表达有明显抑制作

用，而作为免疫负调节因子 IL-IO 对此基本无抑制

效应[叫。本研究表明， PsL-EGFmAb 对 DC 分化成

熟和功能有影响， ftl无完全抑制而具有调节作用，

这与我们以往发现 PsL-EGFmAb 对机体免疫防御机

制无明显影响的抗茹附/抗炎效应相符[11] 。

分析上述结果，提示 PsL-EGFmAb 对 DC 的抑

制效应，可能与其通过作用于与选择素同属 C 型凝

·研究论文·

集素家族且均含有糖识别域(CRD)脱集素结构的DC

SIGN 有关。如前所述， DC咱SIGN 作为 DC 特征性

多功能免疫分子，现知其不仅参与涉及 DC 多种病

原微生物或肿瘤的免疫.ì2t逸及免疫失衡，更与 DC

免疫应答正负调控作用密切相关 16] 0 一般认为，

DC-SIGN 首先作为-种模式识别和茹附受体，识别

并帮助 DC 捕获内化抗鼠，并由模式识别信号触发

细胞分泌活性氧，活性氨及炎性细胞因子寺，参与

调节炎症反应[12]。随后在 DC 迁移成熟巾，其 l二述

信号可诱导 DC 上调黠附共剌激分子表达，并促进

DC 成熟。然后与表达于 T 细胞表面的 ICAM-3 ，共

同介导了 DC 与静息初始型 T 细胞的最初站附接触，

对促进 T 细胞活化、增殖及诱导 Thl 细胞极化等免

疫反应起了关键的始动作用 [13-15]。此外，位于 DC

SIGN胞浆区的免疫受体酷氨酸活化院体 ITAM 也可

通过其信号转导促进DC激发T细胞免疫应答[15]。由

此推测 DC-SIGN 可能是 DC 兼有炎性防御及免疫调

节特性的一个重要标志，并可能作为 DC执行和调控

天然免疫与获得性免疫反应的一-个分子介导某础[6， 13] 。

研究也发现，抑制 DC-SIGN 则可抑制 DC 诱导的 T

细胞增擅[16]。表明对其抑制可影响 DC 免疫应答的

诱导作用，这可能对调节和平衡病理情况下 DC 参

与启动的免疫炎症反应尤显重要问。本研究 PsL

EGFmAb 对 DC-SIGN 具抑制效应，推测除可能经

由前述的模式识别或 ITAM 信号通路，抑制或影响

成熟中 DC 茹附共剌激分子 t调表达，致炎细胞因

子分泌及免疫剌激功能;还可能抑制或影响成熟

DC 由 DC-SIGN 介导与 T 细胞的最初接触，以至调

抑 DC 对 T 细胞免疫应答的诱导。尚需进号叫步研究

证实。

本研究进一步发现，在 TNF-α 作用的炎性状

态下，经过 PsL-EGFmAb 处理后的 DC，且细胞内

NF-KBp50 mRNA 和 NF-KBp65 mRNA 表达明显减

低。表明 PsL-EGFmAb 对 DC 细胞内 NF-KB 基因转

录具有抑制作用。对此分析，根据上述所观察到

PsL-EGFmAb 对 DC 表面 DC-SIGN 奋抑制作用，故

推测 PsL-EGFmAb 对 NF-KB 的抑制效应，可能与

PsL-EGFmAb 作用于 DC-SIGN 后，进而由信号级

联反应影响到 NF-KB 基因表达和活化有关。己知

NF-KB 是一种具有多向性调节作用的核转录因子，

广泛存在于机体包括 DC 等各种组织细胞中，与机

体多种生理病理过程密切相关。研究显示， NF-KB 

也是 DC 发育成熟过程中的关键性调控基因，调控

DC 的发育和免疫功能等[17] 。据报道， NF-KB 基因
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在的临床应用前景，有待继续深入研究。
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The Inhibitory Effects of Anti-P-selectin Lectin-EGF 岛1onoclonal

Antibody on Maturation and Fundion of Human Dendritic Cells 

TongZhou气 Gui-Zhi Sun, Yu-Mei Zhang, Ya-Peng Zhao, Wu-Kai Yin, 

Yan-Yun Zhang1, Dong-Qing Zhang1, Nan Chen 
(Department of Nephrology, Ruijin Hospital, Medical School of Shanghai Jiao Tong Univers巾" Shanghai 200025, China; 

lShanghai lnstitute c扩lmmunology， Medical School of Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200025, China) 

Abstract To observe the effects of anti-P-selectin lectin-EGF monoclonal antibody (PsL-EGFmAb) on 

maturation and function of human dendritic cells (DCs) and discuss its mechanism. CD34+ stem cells were isolated 

from cord blood and multiplied by SCF, GM-CSF, TGF-ßl , Flt-3L, TNF-αculture in vitro , PsL-EGFmAb was 
added during DCs maturation. FACS was performed to detect the expression ofCDla, CDllc, CD83 , CD80, CD86 

and DC-SIGN (CD209); NF-KBp50, NF-KBp65 mRNA level was detect by RT-PCR; MTT was performed to mea

sure T cell proliferation and ELISA was performed to determine IL-12p70 amount. PsL-EGFmAb had an inhibitory 

effect on C-type lectin DC-SIGN ofDCs. It also inhibited NF-KBp50, NF-KBp65 mRNA, CD l1c, CD83 , CD80 and 
CD86 expression, reduced T cell proliferation stimulated by DCs in vitro and down-regulated IL-12p70 secretion. 
Totally, PsL-EGFmAb had an inhibitory effect on DCs maturation through NF-KB signaling pathway and such 

inhibition might relate to DC-SIGN, the pattern receptor and functional molecule of DCs. 
Key words dendritic cell; maturation; DC-SIGN; anti-P-selectin lectin-EGF domain monoclonal antibody; 

mechanism 
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