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［摘要］　目的：研究垂体腺苷酸环化酶激活多肽（ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＡＣＡＰ）能否调节小鼠骨

髓起源的ＬＰＳ激活的树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）的免疫功能。方法：联合应用ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４自Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨

髓细胞制备ＤＣ，以ＬＰＳ和（或）ＰＡＣＡＰ刺激ＤＣ；收集被激活的ＤＣ及其上清液行ＥＬＩＳＡ 和 流式细胞术分析；自ＤＣ提取总

ＲＮＡ行ＲＴＰＣＲ和 ＲＮａｓｅ分析。结果：ＰＡＣＡＰ能明显抑制ＬＰＳ激活的ＤＣ分泌细胞因子ＩＬ２、ＩＬ１２和 ＴＮＦα（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１），以及ＬＰＳ激活的ＤＣ分泌趋化因子 ＭＩＰ２（Ｐ＜０．０１），但抑制细胞因子ＩＬ６，趋化因子 ＭＩＰ１α和 ＭＩＰ１β
的作用并不明显（Ｐ＞０．０５）。结论：ＰＡＣＡＰ对ＬＰＳ激活的ＤＣ的免疫功能具有负性调节作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１２）：１３７６１３７８］

　　研究［１２］发现，垂体腺苷酸环化酶激活多肽（ｐｉｔｕｉ
ｔａｒｙａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＡＣＡＰ）
不仅对神经系统有强大的免疫活性，对免疫系统同样
具有明显的调节作用。但迄今未见ＰＡＣＡＰ调节脂多
糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）激活的树突状细胞（ｄｅｎ
ｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）免疫功能的研究报道。ＬＰＳ通过激活

ＤＣ诱导的一系列炎症反应参与了多种疾病的发生和
发展，如感染性疾病和风湿病等［３４］。因此，调节ＬＰＳ
激活的ＤＣ的免疫功能可改变这些疾病的发生和发

展，从而起到治疗作用。本研究旨在探讨ＰＡＣＡＰ对

ＬＰＳ激活的ＤＣ免疫功能的调节作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（８～１２周龄）
购自本校动物实验室，ＳＰＦ级饲养。

１．２　试剂与单克隆抗体　ｒｍＧＭＣＳＦ、ｒｍＩＬ４、抗
鼠单抗（抗ＩＬ２单抗，抗ＩＬ６单抗，抗ＩＬ１２单抗和
抗ＴＮＦα单抗）、ＰＥ标记的抗ＣＤ１１ｃ抗体、ＥＬＩＳＡ
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试剂盒、以ｍＣＫ１和ｍＣＫ５ｂ为模板的多探针核糖
核酸酶保护测定（ＲＮａｓｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＰＡ）试
剂盒均购自ＢＤ 公司。人工合成的药品级ＰＡＣＡＰ
和血管活性肠肽（ｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＶＩＰ；
与ＰＡＣＡＰ相似的一种神经肽，能调节 ＤＣ免疫功
能，作为阳性对照）购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司，ＬＰＳ购自

Ｓｉｇｍａ公司。ＲＰＭＩ１６４０完全培养液（含２ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ，２５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ２
ＭＥ，１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００μｇ／ｍｌ庆大霉素 和１０％
胎牛血清）、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒购自 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司。３２Ｐ核苷酸购自北京原子能研究所。

１．３　ＤＣ的制备、纯化和激活　自Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分
离完整长骨，７０％乙醇中浸泡３ｍｉｎ后，用ＰＢＳ冲
洗；无菌条件下从长骨中分离出骨髓细胞并制备成
单细胞悬液；加入含ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４各２００
Ｕ／ｍｌ的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液，于３７℃、５％ ＣＯ２
条件下在Ｐｅｔｒｉ培养皿中培养，调整每只培养皿中骨
髓细胞密度为２×１０５／ｍｌ；培养第３天，在每只培养
皿中加入１０ｍｌ新鲜 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液（含

ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４各２００Ｕ／ｍｌ）；第５天，收集
培养的细胞，以免疫磁珠标记的抗ＣＤ１１ｃ单抗通过
全自动磁性细胞分选仪（ａｕｔｏＭＡＣＳ）纯化 ＤＣ。经
流式细胞仪（ＦＡＣＳ）检测，ＤＣ纯度为９０％。分别以

ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）、ＰＡＣＡＰ（１×１０
－７ｍｏｌ／Ｌ）、ＶＩＰ（１×

１０－７ ｍｏｌ／Ｌ）、ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）＋ＰＡＣＡＰ（１×１０
－７

ｍｏｌ／Ｌ）和ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）＋ＶＩＰ（１×１０
－７ｍｏｌ／Ｌ）激

活ＤＣ（１×１０６／ｍｌ），收集被激活的ＤＣ及其上清液
供下一步分析。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测　采用ＥＬＩＳＡ方法，按试剂盒操
作指南检测各组上清液中的ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ１２ 和

ＴＮＦα表达水平。

１．５　ＲＰＡ 测定 　 用 ＲＰＡ 方法检测趋化因子

ＭＩＰ２、ＭＩＰ１α和 ＭＩＰ１βｍＲＮＡ的表达水平。按

ＴＲＩｚｏｌ方法自ＤＣ提取总ＲＮＡ；按ＲＰＡ试剂盒操
作指南合成探针，提取、纯化并测定其放射活性；每
个样本取ＲＮＡ５μｇ、空白对照ＲＮＡ及阳性对照标
准ＲＮＡ各２μｌ，真空干燥后加入合成缓冲液溶解，
各样本再加入稀释好的 ｍＣＫ１ 和 ｍＣＫ５ｂ探针

２μｌ，５６℃孵育后分别加入核糖核酸酶混合液及蛋白
酶Ｋ混合液，经过酶消化后多余的探针和未被结合
的单链ＲＮＡ被分解，不被分解的探针ＲＮＡ复合物
按ＴＲＩｚｏｌ方法再提取、纯化，注入５％聚丙烯酰胺胶
后室温下５０Ｗ电泳２ｈ，并用真空干燥器将胶转至
滤纸，－７０℃下将感光片曝光；放射自显影图像用

ＦｕｊｉＢＡＳ２０００分析；ＲＮＡ条带密度用 ＧＡＰＤＨ 密
度进行标准化后再相互比较。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行数据
处理，结果以珚ｘ±ｓ表示，配对样本采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＰＡＣＡＰ抑制 ＬＰＳ激活的 ＤＣ分泌细胞因
子　经ＬＰＳ激活后 ＤＣ迅速分泌大量的细胞因子

ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ１２ 和 ＴＮＦα。从图 １ 可以看出，

ＰＡＣＡＰ可明显抑制ＬＰＳ激活的ＤＣ分泌细胞因子

ＩＬ２、ＩＬ１２和 ＴＮＦα（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０１），但对ＩＬ６的抑制作用不明显。

图１　ＰＡＣＡＰ对ＬＰＳ诱导ＤＣ分泌细胞因子的影响

Ｆｉｇ１　ＰＡＣＡＰｍｏｄｕｌａｔｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＬＰＳｉｎＤＣｓ
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＰＡＣＡＰ 调节 ＬＰＳ激活的 ＤＣ表达趋化因
子　图２及表１显示，ＰＡＣＡＰ显著抑制ＬＰＳ激活的

ＤＣ表达趋化因子 ＭＩＰ２表达（Ｐ＜０．０１），但对其他
趋化因子的抑制作用不明显。

３　讨　论

　　ＤＣ在调节机体免疫功能，维持免疫功能稳定中

发挥着关键作用。ＤＣ的免疫功能过激或免疫功能
低下都将直接导致机体的免疫功能失衡。当致病性
细菌感染机体后，通过其菌体的ＬＰＳ诱导炎症反应，

ＬＰＳ激活ＤＣ是其中一个重要环节，被ＬＰＳ激活的

ＤＣ释放出大量的炎症介质（包括细胞因子和趋化因
子），产 生 炎 症 反 应；同 时 ＤＣ 自 身 的 免 疫 活
性也明显加强，进一步促进炎症反应的发生和发展，
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图２　ＰＡＣＡＰ对ＬＰＳ激活的

ＤＣ表达趋化因子的抑制作用

Ｆｉｇ２　ＰＡＣＡＰｉｎｈｉｂｉｔｅｄＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ

ＤＣｓｔｏｅｘｐｒｅｓｓｃｈｅｍｏｔａｔｉｃｆａｃｔｏｒｓ
１：ＬＰＳ＋ＰＡＣＡＰ；２：ＬＰＳ＋ＶＩＰ；３：ＰＡＣＡＰ；４：ＶＩＰ；５：ＬＰＳ；６：Ｍｅｄｉ

ｕｍ；７：Ｔｅｍｐｌａｔｅ

表１　ＰＡＣＡＰ对ＬＰＳ激活的ＤＣ表达趋化因子的抑制作用

Ｔａｂ１　ＰＡＣＡＰｉｎｈｉｂｉｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｃｈｅｍｏｔａｔｉｃｆａｃｔｏｒｓｂｙＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＤＣｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＩＰ２ ＭＩＰ１α ＭＩＰ１β
Ｍｅｄｉｕｍ ０．０２±０．０１ ０．３７±０．０２ ０．３７±０．０２
ＬＰＳ ０．２６±０．０２ ０．４５±０．０１ ０．４５±０．０１
ＰＡＣＡＰ ０．１２±０．０１ ０．３２±０．０２ ０．３２±０．０２
ＬＰＳ＋ＶＩＰ ０．１６±０．０１ ０．２８±０．０２ ０．２９±０．０２

ＬＰＳ＋ＰＡＣＡＰ ０．１５±０．０１ ０．３４±０．０１ ０．３４±０．０１

　Ｐ＜０．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

导致感染性疾病的进一步发展，并参与某些与感染
相关的风湿病的病理过程［３４］，提示若能抑制ＬＰＳ
激活的ＤＣ的免疫活性，将可能有效抑制细菌感染
所导致的炎症反应以及风湿病的进程。我们的研究
结果显示，ＰＡＣＡＰ可能通过下列方式抑制ＬＰＳ激
活的ＤＣ的免疫功能：首先，ＰＡＣＡＰ抑制ＬＰＳ激活
的ＤＣ分泌细胞因子ＩＬ２、ＩＬ１２和 ＴＮＦα；其次，

ＰＡＣＡＰ明显抑制ＬＰＳ激活的ＤＣ表达趋化因子，
如 ＭＩＰ２。这些细胞因子和趋化因子与炎症反应的
发生和发展关系密切，在炎症性疾病的发生和发展
中起重要作用。

　　近期的研究发现，ＰＡＣＡＰ在调节机体的免疫
功能中发挥重要作用［１４］。最新的研究也显示，

ＰＡＣＡＰ在实验性地治疗某些自身免疫性疾病（如
炎症性肠病和神经系统炎症性疾病）中有明显的疗
效［５８］，但确切的机制尚不清楚。这些疾病本身存在

不同程度的免疫功能过激，包括ＤＣ的功能过于强
大，提示ＰＡＣＡＰ负性调节 ＤＣ的免疫功能可能是

ＰＡＣＡＰ在自身免疫性疾病中发挥治疗作用的一个
重要方面。我们的研究结果亦显示ＰＡＣＡＰ能明显
抑制ＬＰＳ激活的ＤＣ分泌的细胞因子ＩＬ２、ＩＬ１２、

ＴＮＦα（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）和趋化因子 ＭＩＰ２（Ｐ＜
０．０１），但对细胞因子ＩＬ６和趋化因子 ＭＩＰ１α、

ＭＩＰ１β的抑制作用不明显，其确切的机制尚不清
楚，可能与不同的细胞因子和趋化因子的信号通道
不同有关［３４］。

　　综上所述，ＰＡＣＡＰ通过调节ＬＰＳ激活的 ＤＣ
分泌细胞因子和趋化因子而调节ＤＣ的免疫功能，
并可能通过该机制在治疗某些自身免疫性疾病（如
炎症性肠病和神经系统炎症性疾病）中发挥作用。
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