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巨噬细胞炎症蛋白 1α 促进 6T-CEM 细胞穿过

人脑微血管内皮细胞单层

尚德淑马怡然赵伟东方文刚朱莉陈誉华*宋今丹

( I ↓ J[到医科大学基础医学院，发古生物学教研宅，卫生部细胞生物学重点实验室，沈阳 110001)

摘要 有研究表明， T 细胞可能参与阿尔茨海默氏病(AD)免疫过程，但T 细胞如何穿过血

脑屏障内皮细胞紧密连接，到达脑内还不清楚。我们研究曾发现， AD 病人外周血T淋巳细胞穿过

人脑微血管内皮细胞(HBMEC)羊层能力高于同龄正常人，其 T 淋巳细胞巨噬细胞炎症蛋白 l α 

(MIP-1α)表达明显增高。为进一步在体外研究促使 T淋巳细胞穿过HBMEC 羊层的机制，选取重

组人 MIP-lα(rhMIP-lα)作用于 HBMEC，同时选用高表达MIP-lα 的人急性白血病 T淋巳细胞(6T­

CEM)作为模式细胞，与 HBMEC 共同温育。发现 rhMIP-lα 可促进 6T-CEM 细胞穿过 HBMEC 羊

层，并使HBMEC 羊层紧密连接结构发生改变。在 6T-CEM 细胞或 rhMIP-lα 与 HBMEC 羊层单独

温育过程中，均引起HBMEC羊层CCR5表达变化。提示MIP-lα可能通过与 HBMEC羊层上CCR5

相互作用介导 T淋巳细胞穿过HBMEC 单层。

关键词 I0: U革细胞炎症蛋白 1α: 人脑微血管内皮细胞:紧密连接蛋白 ZO-1; CC 趋化

囚f受体 5

阿尔茨i每默氏病(AD)是种与哀老相关的脑远

行性疾病，其特征为病人大脑出现淀粉样。蛋白

(Aß)聚集，并在脑负责认知功能的区域形成神经元

缠结[11。这种细胞外的纤维沉积和 Aß成形斑块导致

了扩散状斑块的形成，从而引发炎症反应，产生

神经毒仲2]。近来研究表明免疫系统具有产生抗 Aß

抗体的能力，促使从脑中清除 Aß [3-5] 。另外，脑
内高度聚集的Aß沉积可以活化小胶质细胞引起先天

'性免疫应答[6] ， T 细胞可能参与了由活化的小胶质

细胞引起的 AD 免疫过程[7.8] 。而 Togo 等[7J也曾发现

AD耐人脑内 T细胞水平高于非 AD退行性痴呆病人

和同龄正常对!照人群。但外周血 T 细胞到底如何穿

过血脑屏障，到达脑内 Aß 沉积部1~n圣不清楚。

血脑屏障是L!J脑做血管内皮细胞及其间形成的

紧密连接、血管基膜和星形胶质细胞的足突构成。

我们研究曾发现， AD 病人外周血 T 淋巴细胞穿过

由本宇:白行构建的体外血脑屏障模型一一人脑微血

管内皮细胞(human brain microvascular endothelial cell, 

HBMEC) 咽，以能力高于同龄正常人[9l，表达谱芯片

分析结果表明其RU桂细胞炎症蛋白 1α(macrophage

inflammatory protein-1α， MIP-1α)表达明显增高。

然而，是否 MIP-lα 在 T 淋巴细胞穿过 HBMEC 单

层过程中发挥作用，还未见文献报道。为进二步在

体外研究 T 淋巴细胞穿过 HBMEC 单层的机制，我

们选取重组人 MIP-lα(rhMIP-l创作用于'HBMEC ，

同时选用高表达 MIP-la 的人急性白血病T淋巴细胞

(6T-CEM)作为模式细胞，与 HBMEC 单层共温育，

发现 MIP-lα可以促进 6T-CEM 细胞穿过HBMEC 单

层，同时引起 HBMEC _Lcc 趋化因子受体 5(CC

chemokine receptor 5 , CCR5)表达。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 6T-CEM 细胞(人 T淋巴细胞白血病

细胞株)购自中国科学院细胞库。 HBMEC(人脑微血

管内皮细胞系)由美国南加州大学医学[í}G K.S. Kim 博

士惠赠。

1.1.2 主要试剂及耗材 Transwell (Coming-Costar 

公司)， rhMIP-lα 丰n抗人 MIP-lα 抗体(93321 ， R&D 

System 公司)，辣根过氧化物酶(HRP)手lJ邻苯;版

收~~ IJ WJ; 2006-04-04 11;:安门到j; 2006-06-29 
教育部跨世纪人才J，f<i):资助项 II(教J主的 [2002] 48 \J) ， 博士}!，(呆

金(No.20040159002)

*通讯价者。 Tel: 024-23260246咱 E-mail: yhchen@mai l.cmu.edu.cn 
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(Sigma 公司)， FITC 标记小鼠抗人 ZO-1 单抗(33-

9111 , Zymed) , CCR5 兔抗人多克隆抗体(sc-13958) , 

HRP 偶联的羊抗兔 IgG (sc-2301)和羊抗鼠 IgG (饵，

3697)均为 Santa Cruz 公司产品，胎牛血清(Hyclone

公司)， Nu 血清购白 BD Biosciences 公司，其余试

剂均为国产旦旦进口分析纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HBMEC 培养于含 10% 胎牛血

清， 10% Nu 血洁的 RPMI 1640 培养液。 6T-CEM

细胞培养于 10% 新生牛血洁的 DMEM 培养液，所

有细胞置于 37 "C , 5% CO2 , 100% 湿度的细胞培

养箱中培养，每 2-3 天更换新鲜培养液。

1.2.2 免疫荧光法观察紧密连接蛋白ZO-1分布 将

HBMEC 以适当密度接种在无菌处理的盖片上，待

细胞融合成单层，加入 6T-CEM 细胞温育 2 、 8 和

20 h ，用 4% 甲醉溶液固定 20 min , 0.2% Triton­

X 100 透化 10 min , 3% BSA 封闭 1 h 后，与 FITC

标记小鼠抗人 ZO-1 室温温育 2 h , 95% 甘油封片，

01ympus BX 51 荧先显微镜观察，用数码相机进行

图像采集。

1.2.3 6T -CEM细胞穿过HBMEC单层能力分析 在

放置在 24 孔板中的 Transwell 上宰以 2x105 个/孔密

度接种 HBMEC，每 2 天换一次培养液。待细胞长

至第 4 天，换新鲜培养液，同时在所有 Transwell

上空中加入 6T-CEM 细胞，在其中 4 组 Transwell 上

空中分别加入不同浓度的 rhMIP-lα(0 、 0.7813 、

12.5 、 50 ng/ml) ，作用 20 h; 在另外 5 组 Transwell

上章中分别加入不同浓度(0 、 1 、 5 ， 10 、 20μg/ml)

的抗人 MIP-lα 中和抗体，温育 20 ho 将 Transwell

下室中的液体混匀，吸取 10μ1，加到血球计数板

的计数地中，计数穿过的细胞数。

1.2.4 HBMEC 单层通透性分析 在 Transwell 上

室中加入浓度为 2.5 ng/ml rhMIP-lα，分别温育 l 、

2 、 4 、 6 、 8 h ，或者加入不同浓度的 rhMIP-l α 

(0 、 0.25 、 2.5 、 12.5 ， 50 ng/ml) ，温育 6 h , 

测定跨上皮细胞电阻(trans epithelial electrical resistance, 

TEER) 。然后将 Transwell 中的液体换为无血清

RPMI1640 培养液，同时加入终浓度为 0.5μmollL

HRP ，作用1.5 h 。

(l)TEER分析将 Millicell-ERS endothelia volt­

ohmmeter(World Precision Instruments Inc.)的电极长

端插入 Transwell 下室，短端插入 Transwell 上室，

读数。

，研究论文·

(2)HRP flux分析从上述加过HRP Ij{] Transwell 

下室中取 5μl 培养液于酶标板中，分别}Jn入 195μl

新鲜配制的浓度为 400μg/ml 邻苯二肢，溶于 pH 5.0 , 

含有 0.012% H202 的 0.05 mol/L 拧核酸和 0.1 mol/L 

磷酸盐的清液中。 15 min 后加入 50μ1 0.3 mol/L 

H2S04 终止反应，于酶fd~仪上i卖取 A492 的值。

1.2.5 Westem 印迹分析 将生长在对数生长期的

6T-CEM 细胞以 2 X 106 个/瓶密度接种于拮养在 25

cm2 克氏瓶中形成单层的 HBMEC 仁，分别温育 0 、

5 、 10 、 20h ， PBS 洗去 6T-CEM 细胞;在以 rhMIP-

1α 剌激 HBMEC 单层的实验中，将不同浓度的

rhMIP-lα(0 、 0.0025 、 0.25 、 2.5 ng/ml)加在 HBMEC

单层上，或者将 2.5 ng/ml rhMIP-lα 加在 HBMEC

单层上，温育不同时间(0 、 1 、 2 、 4 、 8 、 20 h) , 

依次用无血清 RPMI1640 培养液和 PBS 冲洗细胞。

收集 HBMEC，提取蛋白质。上样量为 20μg ， 8%

SDS- 聚丙烯酌肢凝胶分离，半干转印法转移到

PVDF 膜。脱脂奶粉封闭， →抗、 工抗杂交， ECL 

显色。一抗分别为 CKR5 兔抗人多克隆抗体( 43 

kDa) 和 GAPDH 鼠抗人单克隆抗体 (36 kDa)。二抗

分别为 HRP 偶联的羊抗兔 IgG 和羊抗鼠 IgG 。

1.2.6 统计学分析 采用 Excel 软件进行处坷，数据

来自 3 次实验的平均值，以均数±标准差(王:ts)表示，

两组均数的差别通过 t 检验进行比较。

2 结果

2.16T-CEM细胞与 HB岛1EC 相互作用使HBMEC

单层紧密连接结构发生改变

6T-CEM 细胞与 HBMEC 单层作用，在 2 h á"'1 

时候， ZO斗的分布与正常 HBMEC 单层未见差别，

随着时问的增加，到达 8 h 的时候， HBMEC 单层

ZO-1 的分布由连续变得不连续，到达 20 h 时，大

多部位看不到 ZO-1 的分布(图 1 )。

2.2 rhMIP-lα 促进 6T-CEM 细胞穿过 HBMEC

单层

rhMIP-lα 和 6T-CEM 细胞与 HBMEC 单层共同

温育，随着 rhMIP-lα 浓度增加， 6T-CEM 细胞穿

过 HBMEC 单层数量增加(图 2A)o 6T-CEM 细胞可

以分泌 rhMIP-l α( 图 2B) ，当将 6T-CEM 细胞与

日BMEC 单层共同温育 20h 后，在 Transwell 下室中

可见穿过的 6T-CEM 细胞(结果未显示) ，但是抗

MIP-lα 中和抗体可以阻止这种细胞穿过，并呈现

抗 MIP-lα 中和抗体浓度依赖性(图 2C) 。
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图 3 TEER分析显示 rhMIP-lα 引起HBMEC单层紧密连接

结构破坏

A 不同浓度 rhMIP- lα 作用下 ， HBMEC 单层 TEER 变化，与未

加 rhMIP-l α 对照组相比 ， *P <O.05 ; B: 不同浓度 rhMIP- l α 作

用下 ， HRP 穿过 HBMEC 单层变化，与未加 rhMIP- Iα 对照组相

比 ， * P <O.05 ; C 相同浓度 rhM I P噜 l α ， 作用不同时间条件下，

HBMEC 单层 TEER 变化， 与同一时间点的对照组相比 ， *P<0.05; 

D 相同浓度 rhMIP- lα ， 作用不同时间条件下， HRP 穿过 HBMEC

单层变化，与对照组相 比， 川 P< 0 . 05 。

讨论

在正常的生理、免疫病理和宿主抵御外界感染

的过程中， T 细胞免疫起着主要的作用 。 虽然长期

以来一直认为中枢神经系统具有免疫豁免性 ， 但是

目 前有研究表明激活的 T 细胞能够穿过血脑屏障 ，

到达中枢神经系统参与免疫反应[I OJ 。 在 AD 的研究

中也发现， AD 病人外周血 T 淋巴细胞与同龄对照

相比明显增高I的 。 基于此，我们开展了 AD 病人外

周血 T 淋巴细胞与同龄对照基因表达谱芯片研究，

CCR5 少量表达 ， CCR5 表达到 1 0 h 达到最高 ， 而

后降低( 图 4A) 。 在 rhMI P- l α 的单独作用下 ，

HBMEC 单层 CCR5 表达呈现 rhMIP-lα 时间和浓度

依赖性(图 4B) 0 2D7 是 CCR5 特异性遏抗剂， 当将

2D7和6T-CEM细胞与HBMEC单层共同温育后 ， 6T­

CEM 细胞穿过数降低(图 4C) 。
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20 h 

6T-CEM 细胞与 HBMEC 温育不同时间 ZO-l 分布变化(200时

(c) 
亏 250 r _ 对照
豆 200 I t::::之』中----
色 1501 W~ 叭- . 
问 1 00 I • rnMl t'-1 α 

ω50 I • l 0' 
1 2 4 6 8 
时间 (h)

it|I 11 i i 

巨 |噬细胞炎症蛋臼 Iα 促进 6T-CEM 细胞穿过人脑微血管内皮细胞单层

(A) 

8 h 

3 

rhMIP-lα 引起 HBMEC 紧密连接结构改变

在 rhMIP- lα 作用下 ， 荧光显微镜观察 HBMEC

单层 ZO-1 分布的改变呈现时间和剂量依赖性(结果

未示) 0 TEER 分析显示随着 rhMIP-la 浓度增加 ，

内皮细胞电阻降低， 在相同浓度 rhMIP-lα 作用

下，内皮细胞电阻先降低 ， 到 6 h 达到最低点，而

后开始升高 ， 表明受到破坏的 HBMEC 单层紧密连

接结构得到部分恢复(图 3A) 。 与 TEER 结果相对

应， HRP flux 实验结果显示随着 内皮细胞电阻降

低， HRP 透过量增加( 图 3B ) 。

2.4 6T-CEM 细胞或 rhMIP-lα 与 HBMEC 相

互作用均引起 CCRS 表达升高

正常 HBMEC 不表达或弱表达 CCR5 ， 6T -CEM 

细胞与 HBMEC 相互作用 5 h 引起 HBMEC 单层上

图 2 rhMIP-lα和抗 MIP-la 中和抗体对 6T-CEM 细胞穿过

HBMEC单层的影晌

A: 不同浓度 rhMIP- lα 作用 20 h, 6T-CEM 细胞穿过 HBMEC 单

层数增加， 与未加 rhMIP-1 α 的对照组相比 ， * P<0.05; B: RT­
PCR 结果显示 6T-CEM 细胞表达 rhMIP-1αC : 不同浓度抗 MIP­

l α 巾和抗体作用 20 h ，可以抑制 6T-CEM 细胞穿过 HBMEC 单

层 ， 与未加抗 M IP - lα 中和抗体的对照组相比， * P<0.05 。

M [P-Iα 

2h 

Marker 6T-CEM 

(B) 

603 

3 10 
281 

HBMEC 

图 1

O . .,f / , J、
'..>~ " /, ' ';> _ ~O 

<1', '';>_ " J、
'';>_ u 
J、

rhM I P-1 α(ng!ml) 

(C) 

6T-CEM细胞

(A) 

6T-CEM细胞
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886 

CCR5 

GAPOH 

CCR5 

GAPOH 

(A) 

20 

GAPOH 
叶飞 矿 拎如dp 苍苍护艾笔挺霄霄么步步b步v较q 营争弩X 私今

(B) 

HBMEC 1 2 4 

HBMEC 0.0025 0.025 0.25 

(C) 

25 r 6T-CEM细胞

之~ 20 

主 15
{'J\ 10 
4翌
i主 5

。
o 5 10 20 

2D7(μg/ml) 

日 20 

2.5 

图 4 6T-CEM细胞或rhMIP-lα与 HBMEC相互作用均引起

CCR5 表达升高

A: 6T-CEM 细胞，] HBMEC 单层相 11 行川引起 HBMEC 单层上

CCR5 表达 JI ， :':J' 数'(代表 6T-CEM 细胞与 HBMEC ý，l!t育的时 r"J

(h }, B: {I rhMIP-Iα 的竹川j 卡， HBMEC ip 以 LCCR5 的表达呈

现对 rh MIP-Iα 的 II才川和l浓山依赖性，数字分别代衣 rhMIP-Iα

竹旧的时间(h)和 lì农!又(ng/ml): C: CCR5 特异~tl1L休 2D711J阳断 6T­

CEM 细胞穿过 HBMEC ',('h: , Jí'，')见浓度依赖性， '1 .t加 207

的对 !!11 到l 利|比， *P<0.05o 

结果发现 MIP-lα 表达明显增高。 MIP-lα 是 CC 趋

化因于 11" 的 手中 [11 七十二~ lÍJ 单核细胞、中性粒细

胞、小胶质:细胞和J-g.形胶质细胞产生[12-1叫它对于

趋化白细胞进入组织 't l 的炎症部{tr具有重'E作用，

在中枢神经系统炎到一过科 111 r 泛表达[ 15 ， 161 。 但是杳

MIP-lα 在 T 淋巴细胞入脑过程中发挥作用压不洁
牛木
i辽三。

为 f研究 MIP-lα 在 T 淋巴细胞穿过血脑屏陪

过程巾的作用，我们用 rhMIP-lα 作用于 HBMEC ，

同时选用高表达 MIP-lα 的 6T-CEM 细胞与 HBMEC

共同温白。发fjJ~ rhMIP-lα 可以引起 HBMEC 单层紧

密连接蛋白 ZO-I 分布的变化，改变内皮细胞 lli 阻，

促使 6T-CEM 以及本实i](iz 'f' ，j辰时的 /J-':踪分子 HRP 穿'

·研究论文.

过 HBMEC 单层。这些结果挺机 MIP-Iα 的作用可

能在于它可以直接促使内皮细胞紧密庄接开放，帮

助 T 细胞穿过。

MIP-lα 究竟如何促进T细胞穿过 HBMEC 紧密

连接?日前己知 CCR5 是 7 次跨肢的 G 蛋白伺联受

休，在白细胞上表达 l l7l ，炎症部位细胞分泌的

MIP-lα 通过与 T细胞上的受体 CCR5 结合发抨化学

趋化囚子的作用，趋化r-I细胞注入炎1"1'市l1~j_ 0 刃有

文献报道， CCR5 也在人脑微血色'1忖皮细胞上低水

平表达[ 18 1 ， MIP-lα 在脑微血管 l二 1i~1í 介位，'2: [191 。

我们研究发现将 6T-CEM 细胞 1:; HBMEC )tl司副育，

可以引起 HBMEC I~_ CCR5 的表达， rhMIP-lα 可以

剌激 HBMEC 单层 CCR5 表达升高。 il二百这些结果

提示 MIP-lα可能通过 I~j CCR5 结合促使 T细胞穿过

HBMEC 单层?作为 CC趋化因 f家族的另-个成员

单L核细胞趋化蛋白 1 (monocyte chemoattractant 

protein-l , MCP-l)，主要功能是动员前核细胞/ L{Q最

细胞和激活的淋巳细胞进入 11 1帜神纤系统。但是近

年研究表明 ， MCP-l 可以通过IJ求达在鼠脑微血管

内皮细胞上的 CCR2 相互作用，增加脑做血管内皮

细胞的通透性[却]。上述研究结果和文献资料捉示，

MIP-lα具有直接开通血脑屏障促使 T淋巴细胞穿过

的功能，这种跨内皮的迁移 wJ能是通过 MIP-lα 与

CCR5 相互作用实现的。车;研究足在体外对 AD俯人

T 淋巴细胞穿过血脑屏障机制的进-步探索，该结

果可望为深入了解 T 细胞入脑机制1JI供线索，沟通

过人工手段干预 T 细胞入脑积累资料。
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Increased Migration of 6T -CEM through Human Brain Microvascular 

Endothelial Cells Monolayer Dependent on 

Macrophage Infla:mmatory Protein-lα 

De-Shu Shang, Yi-Ran Ma, Wei-Dong Zhao, Wen-Gang Fang, Li Zhu , Yu-Hua Cher户， Jin-Dan Song 
(Department of Developmental Biology, Key Laboratory of Cell Biology, Ministry of Public Health , the College of 

Basic Medical Science, China Medical University, Shenyang 110001 , China) 

Abstract It has been showed that T lymphocytes might participate in the inflammation process in 

Alzheimer's disease (AD) , however, it is unclear how circulating T cells cross the blood-brain barrier (BBB). We 

have showed the stronger ability to migrate through hurnan brain microvascular endothelial cells (HBMECs) and a 

significantly higher macrophage inflammatory protein-lα(MIP-lα) expression in peripheral T lymphocytes of AD 

patients than age-matched healthy subjects. In order to explore the mechanism of the transendothelial migration of 

T lymphocytes further, rhMIP-lαor 6T-CEM, the cell line of human lymphoblastic leukemia which highly ex­

pressed MIP-lα， were incubated with HBMEC monolayer separately. It was showed th.at rhMIP-lαcould enhance 

the migration of 6T-CEM cells through HB岛1EC monolayer and disrupt the tight junction of HBMEC. The expres­

sions of CC chemokine receptor 5 (CCR5) on HBMECs which incubated with rhMIP-lαor 6T-CEM cells were 

detected. These data suggested that MIP-lαmight promote the transendothelial migration of T lymphocytes by 

interacting with CCR5 on HB孔1EC monolayer. 

Key words macrophage inflammatory protein-l a; human brain microvascular endothelial cell; tight 

junction protein ZO-l; CC chemokine receptor 5 
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