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內脂素对小鼠 DC2. 4 细胞成熟及功能的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 评价内脂素对小鼠树突状细胞(DC)系 DC2. 4 细胞的活化作用,探讨内脂素在动脉粥样硬化发病

机制中的作用机理。 方法摇 将 DC2. 4 细胞分 4 组:正常对照组、脂多糖组(LPS,1 mg / L)、低剂量内脂素组(100 滋g /
L)、高剂量内脂素组(200 滋g / L)。 流式细胞仪检测各组 DC2. 4 细胞表面 MHC鄄II 类分子、CD86 和 CD80 的表达,酶联

免疫法检测各组细胞培养上清液肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)与白细胞介素 12(IL鄄12)水平的变化,通过混合淋巴细胞反

应检测内脂素对同种异体 T 淋巴细胞的刺激能力。 结果摇 与对照组比较,低剂量内脂素组、高剂量内脂素组、脂多糖

组细胞突触增多增粗,细胞体积增大,呈现成熟DC2. 4 细胞形态。 细胞表面MHC鄄域类分子、CD80 和 CD86 分子表达水

平增高,上清液的 TNF鄄琢、IL鄄12 水平明显升高,差异有统计学意义(P <0郾 05)。 与对照组比较,刺激细胞颐 效应细胞的

比例为 1颐 10 和 1颐 25 时,低剂量内脂素组、高剂量内脂素组和 LPS 组刺激指数明显升高(P 均 <0. 05)。 结论摇 内脂素

可能通过激活 T 淋巴细胞,启动免疫炎症反应,参与并促进动脉粥样硬化发生及发展。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effects of visfatin on the maturity of DC2郾 4 cells and the mechanism of visfatin in
the pathogenesis of atherosclerosis. 摇 摇 Methods摇 The DC2郾 4 cells were divided into four groups: normal control group,
LPS group (LPS, 1 mg / L), low鄄dose visfatin group (100 滋g / L) and high鄄dose visfatin dose group (200 滋g / L). 摇 MHC鄄
II, CD86 and CD80 expression were detected by flow cytometry. 摇 Tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢) and interleukin鄄12
(IL鄄12) levels in cell culture supernatant were measured by enzyme鄄linked immunosorbent assay. 摇 The ability of visfatin
to stimulate allogeneic T lymphocytes was measured by mixed lymphocyte reaction assay. 摇 摇 Results摇 Compared with the
control group, the synaptic of cells enlarged and cell volume increased in low鄄dose visfatin group, high dose visfatin group
and LPS group. 摇 The levels of MHC鄄域, CD80 and CD86 molecule expression increased, the supernatant TNF鄄琢, IL鄄12
levels were significantly increased (P < 0郾 05). 摇 Compared with the control group, when stimulating cell颐 effector cell ratio
was 1颐 10 and 1颐 25, visfatin low dose group and high dose group and visfatin stimulation index LPS group was significantly
higher (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 The results suggested that visfatin could participate in the development of atheroscle鄄
rosis by activating T lymphocytes and initiating the immune inflammation response.

摇 摇 “血管相关性淋巴组织学说冶是动脉粥样硬化

的发病机制之一。 该学说认为,致病相关抗原可活

化处于外周的未成熟树突状细胞 ( dendritic cell,
DC),并促进其成熟,继而激活初始 T 淋巴细胞诱发

免疫和炎症反应,从而参与并促进动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)的发生和发展过程[1鄄4]。 内脂素

(visfatin)是一种脂肪因子,可由免疫细胞产生,可
刺激前 B 细胞转化为 B 细胞,参与机体免疫炎症反

597CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2014 年第 22 卷第 8 期



应;最近研究发现内脂素可能为联系 As 发生中代谢

紊乱和慢性炎症反应的关键中间环节[5鄄6]。 内脂素

在冠心病患者粥样斑块的泡沫细胞中有较高的表

达,同时发现在破裂斑块局部的富含脂质区中内脂

素水平也是显著升高[6]。 本研究以小鼠 DC2. 4 细

胞作为目标细胞,给予不同浓度内脂素进行刺激,
观察细胞形态学变化、评价细胞表面分子表达情况

和测定细胞因子分泌水平,探讨内脂素在活化 DC
与 As 机制中的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 C57BL / 6 小鼠,雄性,8 周龄,体重 30 g 左右,由
北京维通利华实验动物技术有限公司提供。 DC2. 4
细胞系(来自于 C57BL / 6 小鼠的 DC)由上海基尔顿

公司提供。 RPMI1640 培养液购自 Gibco 公司,胎牛

血清购自杭州四季青公司,胰酶、 PBS、 脂多糖

(LPS)均购自 Sigma 公司,重组小鼠内脂素购自以

色列 Prospec 公司,TNF鄄琢 与 IL鄄6 的 ELISA 法检测

试剂盒购自济南凯晨生物科技有限公司,PE 标记的

抗小鼠 MHC鄄域类分子 mAb、抗小鼠 CD80mAb 和抗

小鼠 CD86mAb 购自 eBioscience 公司。
1郾 2摇 DC2. 4 细胞培养与分组

用台盼蓝染色计数并测活力大于 95% ,调整细

胞浓度为 1 伊 106 / L,并接种于 24 孔细胞培养板中,
设置 4 个实验组,对照组不加任何试剂,LPS 组(阳
性对照)加入 1 mg / L LPS, 高剂量内脂素组和低剂

量内脂素组分别加入重组小鼠内脂素并调节至相

应浓度(100 滋g / L 和 200 滋g / L, 每组 5 个复孔。 放

置于 37益、5%CO2培养箱中进行培养,培养 48 h,待
细胞生长至满 50% ~ 60% 视野时,收集各组细胞,
制备悬液做各种检测,流式细胞仪分析对各组细胞

进行表型分析。
1郾 3摇 DC2. 4 细胞表面分子表达

取各实验组 DC2. 4 细胞,用 PBS 洗涤 2 次,并
用 PBS 调节细胞密度至 1 伊 109 / L,向各管加入

DC2. 4 细胞悬液 200 滋L,继而分别加入 PE 标记的

抗小鼠 MHC鄄域类分子 mAb 1 滋L、抗小鼠 CD80
mAb 1 滋L 和抗小鼠 CD86 mAb 1 滋L。 4益避光放置

30 min,2 kr / min 离心 5 min,弃上清,用 PBS 洗涤 2
次,加入 1%多聚甲醛固定,使用流式细胞仪检测各

组 DC2. 4 表面 MHC鄄II 类分子、CD86 和 CD80 的

表达。

1郾 4摇 炎症因子测定

取各实验组细胞培养上清液, 按照 ELISA 试剂

盒说明书操作要求,检测各组 IL鄄12 和 TNF鄄琢 水平。
1郾 5摇 混合淋巴细胞反应

收集各实验组的细胞悬液,加入终浓度为 30
mg / L 的丝裂霉素 C,置于水浴箱调节温度至 37益,
离心后(1 kr / min,5 min)提取细胞沉淀,加入适量

RPMI 1640 培养液,调节细胞密度为 1 伊 108 / L,作为

刺激细胞。 同时提取小鼠单核细胞,加入小鼠淋巴

细胞分离液,分离获得 T 淋巴细胞,重悬作为效应

细胞。 按照比例配制刺激细胞与效应细胞的混合

液(1颐 10、1颐 25、1颐 100),分别置于细胞培养板中,每
组设置 3 个复孔,并放置于细胞培养箱中培养 72 h。
培养终止前 4 h,加入 CCK鄄8 工作液检测,结束培养

后,离心,弃上清培养结束后,使用酶标仪于 570 nm
波长测量各组吸光度值,并分别计算各组的刺激指

数(SI)。 SI = (混合细胞孔吟A - 空白孔吟A) / (T
淋巴细胞孔吟A -空白孔吟A)。
1郾 6摇 统计学分析

所有数据应用 SPSS 17. 0 统计软件包进行处

理。 计量资料均以x 依 s 表示。 多组均数间比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 SNK 法,P <
0. 05 有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 DC2. 4 细胞形态变化

摇 摇 细胞培养 48 h 后,倒置显微镜下观察 DC2. 4 细

胞形态学变化,对照组细胞体积较小、树枝样树突

较少,呈现不成熟 DC2. 4 细胞形态;低剂量内脂素

组和高剂量内脂素组,细胞突触增多增粗,细胞体

积增大,呈现成熟 DC2. 4 细胞形态,但高剂量内脂

素组细胞形态更为成熟;LPS 组细胞突触增多、增
粗,细胞体积增大,细胞成熟度高于其他 3 组(图
1)。
2郾 2摇 DC2. 4 细胞表面分子表达

用流式细胞仪检测 DC2. 4 细胞表面 MHC鄄域类

分子、CD80 和 CD86 分子表达水平,对照组细胞表

面表达水平较低,低剂量、高剂量内脂素组、脂多糖

组细胞表面表达水平高于对照组(P < 0. 05;表 1)。
2郾 3摇 细胞上清液 TNF鄄琢、IL鄄12 水平

与对照组比较,LPS 组、低剂量内脂素组和高剂

量内脂素组上清液的 TNF鄄琢、IL鄄12 水平明显升高,
差异有统计学意义(P < 0. 05;表 2)。
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图 1. DC2. 4 细胞形态( 伊 400)摇 摇 A 为对照组,B 为 LPS 组,C 为低剂量内脂素组,D 为高剂量内脂素组。

Figure 1. DC2. 4 cell morphology( 伊 400)

表 1. 不同处理组 DC2. 4 细胞表面标志变化(x 依 s)
Table 1. Changes of DC2. 4 cell surface markers in different groups

分摇 组 MHC鄄域类分子 CD80 CD86

对照组 18. 5% 依 5. 6% 25. 3% 依 5. 3% 19. 2% 依 3. 2%

低剂量内脂素组 26. 2% 依 5. 7% a 35. 8% 依 6. 2% a 24. 3% 依 4. 1% a

高剂量内脂素组 30. 5% 依 6. 3% a 44. 5% 依 4. 7% a 43. 7% 依 4. 9% a

LPS 组 42. 7% 依 6. 4% a 56. 7% 依 5. 5% a 63. 4% 依 5. 9% a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

表 2. 各组 IL鄄12 与 TNF鄄琢的比较(x 依 s)
Table 2. IL鄄12 and TNF鄄琢 levels in different groups(x 依 s)

分摇 组 IL鄄12 (ng / L) TNF鄄琢(ng / L)

对照组 45. 51 依 3. 07 56. 35 依 3. 72

低剂量内脂素组 139. 80 依 4. 13a 147. 49 依 4. 31a

高剂量内脂素组 167. 42 依 3. 52a 173. 14 依 4. 00a

LPS 组 193. 67 依 4. 33a 217. 36 依 4. 72a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

2郾 4摇 混合淋巴细胞反应

与对照组比较,刺激细胞颐 效应细胞的比例为 1
颐 10 和 1颐 25 时,低剂量内脂素组、高剂量内脂素组

和 LPS 组刺激指数明显升高(P < 0. 05);刺激细胞:
效应细胞比例为 1 颐 100 时,LPS 组刺激指数明显升

高(P < 0. 05;表 3)。

表 3. 各组 DC2. 4对同种异体 T淋巴细胞的刺激指数(x 依 s )
Table 3. The stimulation index of DC2. 4 cells on T lympho鄄
cytes(x 依 s)

分摇 组 SI(1颐 10) SI(1颐 25) SI(1颐 100)

对照组 1. 32 依 0. 10 1. 15 依 0. 11 1. 01 依 0. 09

LPS 组 2. 86 依 0. 11a 2. 29 依 0. 12a 1. 83 依 0. 12a

低剂量内脂素组 1. 97 依 0. 11a 1. 83 依 0. 10a 1. 17 依 0. 09

高剂量内脂素组 2. 47 依 0. 12a 2. 07 依 0. 12a 1. 23 依 0. 11

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

3摇 讨摇 论

小鼠 DC2. 4 细胞,是 GM鄄CSF 转染 C57BL / 6 小

鼠骨髓细胞,进而转染 myc 和 raf 癌基因建立的小

鼠骨髓树突状细胞系所得,不仅保留了 DC 的重要

生物学特性,而且还具有强大的增殖能力[7];作为

一种未成熟 DC 细胞,可由多种促成熟因子促进成

熟。 常见的促成熟因子基本可分为炎性因子、Toll
样受体配体、肿瘤坏死因子超家族成员等。 本研究

以小鼠 DC2. 4 细胞为研究对象,研究发现对照组细

胞体积较小,细胞突触较少,呈未成熟 DC 细胞形

态;而内脂素组、LPS 组细胞突触明显增多、增粗,细
胞体积增大,呈现成熟 DC 细胞形态。 以上结果表

明内脂素可显著促进 DC 细胞的成熟,但与 LPS 组

比较,促成熟能力可能相对较弱。
DC 具有极强的抗原提呈能力,是人体内专职

的抗原提呈细胞。 DC 可以通过表面受体与抗原结

合,加工处理后可将抗原提成给 T 淋巴细胞,启动

和诱导 T 淋巴细胞的增殖和分化,也可以直接激活

B 细胞以诱发免疫反应的产生。 未成熟 DC 细胞具

有较强迁移能力,其表面分子表达水平较低;摄取

和加工抗原后,在促成熟因子作用下发生活化,可
以高表达 CD80、CD86 等表面分子,同时 MHC鄄玉类

分子和 MHC鄄域类分子等抗原提呈分子表达水平也

明显升高[8]。 成熟的 DC 通过表面分子与 T 淋巴细

胞表面受体结合,二者相互作用形成免疫突触,形
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成的 MHC 抗原复合物在刺激分子协调下,促进 T
淋巴细胞增殖[9]。 在 1997 年,Wick 等[1] 提出了 As
发病机制的血管相关性淋巴组织学说。 该学说认

为致病相关抗原可活化 DC,促进 DC 的成熟,进而

活化 T 淋巴细胞而诱发免疫炎症反应,从而启动和

促进了动脉粥样硬化的发生与发展过程。 本研究

采用内脂素作为刺激因子作用于 DC,发现内脂素组

DC 表面 MHC鄄域类分子、CD80 和 CD86 分子表达显

著升高,且明显高于对照组。 该实验表明内脂素可

显著活化 DC 细胞,提高 CD80、CD86 和 MHC鄄域类

分子等表面分子的表达,具有较强的促 DC 细胞成

熟能力,以及增强 DC 促进 T 淋巴细胞增殖的能力。
混合淋巴细胞反应实验中,刺激细胞:效应细胞比

例为 1颐 10 和 1颐 25 条件下,与对照组比较,低剂量内

脂素组、高剂量内脂素组和 LPS 组刺激指数明显升

高,进一步支持了 Wick 的观点,表明内脂素可活化

DC,进而激活 T 淋巴细胞,进而参与动脉粥样硬化

的发生和发展过程。
在动脉粥样硬化的血管炎症免疫应答中,细胞

炎症因子起关键作用[10鄄11]。 TNF鄄琢 作为一种重要

的细胞炎症因子,其异常分泌能够诱导炎症反应的

发生,参与疾病的发生和发展过程[12]。 IL鄄12 是由

DC 分泌的一种重要细胞炎症因子,在活化 T 淋巴

细胞和诱发免疫炎症反应过程中发挥着重要作用。
IL鄄12 可促进 Th0 细胞向 Thl 细胞分化,进而调节

Th1 和 Th2 之间的平衡关系[9,13]。 本研究发现内脂

素组 DC 表达 TNF鄄琢 与 IL鄄12 水平明显高于对照

组,表明内脂素可通过促进 DC 分泌炎症因子,进而

可能参与 As 的血管炎症免疫应答。
综上所述,内脂素可能参与了 As 的发生、发展

过程,其机制可能与内脂素活化 DC2. 4 细胞,进而

激活 T 淋巴细胞,启动免疫炎症反应有关。 DC 细

胞具体通过何种途径被激活,仍需进一步研究。 内

脂素对 DC2. 4 细胞的作用将为冠心病和 2 型糖尿

病大血管病变防治提供新的思路。
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