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人源重组ＩＣＯＳＩｇ对鼠不成熟树突状细胞的生物学作用
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　　［摘要］　目的　分析人源可诱导共刺激分子（ＩＣＯＳ）可溶性融合蛋白（ＩＣＯＳＩｇ）与鼠源不成熟树突状细胞（ＤＣｓ）是否发生
特异性结合及其一般生物学特性。方法　通过流式细胞术结合特异性抗体检测了解ＩＣＯＳＩｇ与不成熟ＤＣｓ的结合作用；以
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色、活细胞染料ＣＳＦＥ和ＣＣＫ８研究ＩＣＯＳＩｇ对ＤＣｓ的细胞毒性作用；以［３Ｈ］掺入法研究ＩＣＯＳＩｇ对于混

合淋巴细胞反应的阻断作用。结果　ＩＣＯＳＩｇ可结合小鼠ＤＣｓ表面的ＩＣＯＳＬ，ＩＣＯＳＩｇ不引起ＤＣｓ早期和晚期凋亡，不影响

ＤＣｓ细胞的增殖，可以抑制不同基因小鼠脾细胞的混合淋巴细胞反应。结论　本实验室构建的体外表达的ＩＣＯＳＩｇ具有较强
的生物学活性，对鼠ＤＣｓ无明显的生物学毒性作用，首次从实验角度证实人源ＩＣＯＳＩｇ可以特异性结合小鼠不成熟ＤＣｓ表面

配体ＩＣＯＳＬ，可以用于进一步探讨ＩＣＯＳＬ／ＩＣＯＳ共刺激通路的免疫作用。
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　　前期，我们已成功构建了人源可诱导共刺激分

子（ＩＣＯＳ）胞膜外区和人ＩｇＧ１蛋白恒定区Ｆｃ段的

融合蛋白ＩＣＯＳＩｇ的真核表达体系，筛选出稳定高表

达ＩＣＯＳＩｇ的 ＣＨＯ 细胞株，并获得大量可溶性

ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白［１］。为进一步研究ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ
通路在机体免疫中的重要作用、利用ＩＣＯＳＩｇ深入探

讨ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ通路本身的功能状况及干预该通路

对自身免疫性疾病和器官移植排斥的影响，首先需

要对该蛋白的各种生物学特性进行深入探讨。人

ＩＣＯＳ及其配体的序列和结构与小鼠相似，近期利用

计算机模拟技术研究表明，人体内ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ配

受体的结合部位与小鼠也非常相似［２］，但人源ＩＣＯＳ
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和小鼠ＩＣＯＳＬ是否确实可以发生结合并产生后续

的生物学功能有待进一步证实。

１　材料和方法

１．１　实验动物　８～１０周龄的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ

２ｂ）和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（Ｈ２ｄ），体质量２０～２２ｇ，平均

（２０．７±０．８）ｇ，购于上海西普尔必凯实验动物有限

公司。所有实验小鼠均在第二军医大学实验动物中

心ＳＰＦ清洁级环境中饲养。

１．２　实验材料　可溶性ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白为本实验

在前期工作中制备，并经过除内毒素处理［１］；对照蛋

白ＩｇＧ１购自Ｓｉｇｍａ公司；培养树突状细胞（ＤＣｓ）所

使用的塑料耗材均采用一次性除内毒素成品，购于

国外Ｃｏｒｎｉｎｇ公司或国内圣纳堡公司；重组鼠粒细

胞巨噬细胞集落刺激因子（ｒｍＧＭＣＳＦ）、重组鼠白

介素４（ｒｍＩＬ４）、鼠ＣＤ１６／３２抗体购自Ｒ＆Ｄ公司；

各种荧光标记流式抗体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；活细

胞染料ＣＦＳＥ购自日本同仁化学研究所。ＣＣＫ８试

剂盒购自碧云天生物技术研究所。

１．３　小鼠骨髓ＤＣｓ制备　ＤＣｓ培养及纯化步骤详

见文献［３］，简述如下：无菌操作取Ｃ５７ＢＬ／６（Ｈ２ｂ）

小鼠骨髓细胞，用 ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ溶去红细胞，ＲＰＭＩ

１６４０培养液洗２次后，溶于含ｒｍＧＭＣＳＦ（１０ｎｇ／

ｍｌ）、ｒｍＩＬ４（１ｎｇ／ｍｌ）和１０％ ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０
完全培养液，３７℃含５％ＣＯ２孵箱内培养。第２～３
天吸去培养液及悬浮细胞，重新加入含ｒｍＧＭＣＳＦ
和ｒｍＩＬ４的新鲜培养液，第５天即获得不成熟

ＤＣｓ，上流式细胞仪检测ＣＤ１１ｃ＋细胞比例在８０％以

上。

１．４　人源重组ＩＣＯＳＩｇ与小鼠骨髓ＤＣｓＩＣＯＳＬ结

合能力的鉴定　５×１０５ＤＣｓ细胞重悬于１００μｌ结合

缓冲液中，先用１０μｇ／ｍｌ鼠ＣＤ１６／３２抗体，４℃封闭

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次后，再重悬于１００μｌ结合缓冲

液中，分别进行以下操作：（１）先与６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ
作用３０ｍｉｎ，再与荧光标记抗人ＩｇＧ１抗体避光作用

３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测；（２）将不同浓度的

ＩＣＯＳＩｇ蛋白、ＰＥ标记的足量抗鼠ＩＣＯＳＬ抗体与

ＤＣｓ共孵育３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测；（３）先用足

量ＩＣＯＳＩｇ蛋白（６０μｇ／ｍｌ）与ＤＣｓ共孵育３０ｍｉｎ，

再与ＰＥ标记的抗鼠ＩＣＯＳＬ抗体孵育３０ｍｉｎ，上流

式细胞仪检测。采用流式细胞仪检测时，均以

ＣＤ１１ｃ＋ ＤＣｓ设门，门内计数细胞通常大于５０００，用

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行分析。

１．５　ＩＣＯＳＩｇ对小鼠淋巴细胞增殖的抑制作用　无

菌条件下取Ｃ５７ＢＬ／６和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾脏，用淋巴

细胞分离液分离单个核细胞。Ｃ５７ＢＬ／６来源的单个

核细胞先用丝裂霉素Ｃ（ｍｙｔｏｍｙｃｉｎｅＣ）８０μｇ／ｍｌ
处理３０ｍｉｎ，充分洗涤后，取３×１０５单个核细胞与

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠来源单个核细胞６×１０５共培养于Ｕ形

９６孔板，各处理组均设３个复孔，培养体系２００μｌ，

３７℃ 、５％ＣＯ２条件下培养３ｄ，最后１６ｈ加入３．７×

１０４Ｂｑ［３Ｈ］ＴｄＲ。用多头细胞收集器收集细胞至玻

璃纤维膜上，将膜置于４０℃ 孵箱烘干，烘干后取各

孔已收集了细胞的滤纸置于专用２４孔板中，加入

５００μｌ液体闪烁液，密封后用（液闪测定仪测定每分

钟放射计数（ｃｐｍ）。

１．６　ＩＣＯＳＩｇ对小鼠ＤＣｓ凋亡的影响　培养５ｄ的

ＤＣｓ以１×１０６／ｍｌ密度种入２４孔平底培养板，进行

如下分组：（１）ＰＢＳ组，加入与实验组等体积的ＰＢＳ；

（２）ＩｇＧ组，加入６０μｇ／ｍｌ对照ＩｇＧ；（３）ＩＣＯＳＩｇ组，

加入６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ。继续培养２４ｈ或４８ｈ。收

集细胞，洗涤后加入１００μｌ结合缓冲液，参照说明书

加入ＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎⅤ，避光反应１５ｍｉｎ，上

机前加入ＰＩ，采用流式细胞仪进行凋亡分析。

１．７　ＩＣＯＳＩｇ对小鼠ＤＣｓ增殖的影响　培养５ｄ的

ＤＣｓ以１×１０５／ｍｌ密度种入９６孔平底培养板，每孔

２００μｌ体系，每组设２个复孔，进行如下处理：（１）

ＩＣＯＳＩｇ组，加入６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ；（２）ＩｇＧ组，加入

６０μｇ／ｍｌ对照ＩｇＧ；（３）ＰＢＳ组，加入等体积ＰＢＳ，作

为空白对照；（４）ＩＣＯＳＩｇＬＰＳ组，加入６０μｇ／ｍｌ

ＩＣＯＳＩｇ，同时加入终质量浓度为１００ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ；

（５）ＩｇＧＬＰＳ组，加入６０μｇ／ｍｌ对照ＩｇＧ，同时加１００

ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ；（６）ＰＢＳＬＰＳ，加入等体积ＰＢＳ，同时

加入１００ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ，作为成熟 ＤＣｓ空白对照。

继续培养３６ｈ后，每孔加入１０μｌＣＣＫ８检测液，并

继续培养，每隔１ｈ测光密度一次，共检测３次。检

测时以４５０ｎｍ作为检测波长，以６５０ｎｍ作为参考

波长。观察分析ＩＣＯＳＩｇ对ＤＣｓ是否有毒性作用或

促增殖作用。另将不成熟 ＤＣｓ重悬于５００μｌ含

１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，加入终浓

度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＣＦＳＥ，３７℃、５％ＣＯ２孵育１５ｍｉｎ
后，充分洗涤，洗去残余的ＣＦＳＥ染料。按实验要求

进行不同处理后，继续培养４８ｈ，收集细胞，上流式

细胞仪检测其增殖情况。

１．８　统计学处理　流式细胞分析表型变化等采用多

次实验重复，各次实验检测指标趋势一致，给出具有
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代表意义的典型图片。对ＣＣＫ８及［３Ｈ］ＴｄＲ掺入

等实验数据采用单因素方差分析进行统计处理。检

验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　 小 鼠 骨 髓 不 成 熟 ＤＣｓ 表 面 中 度 表 达

ＩＣＯＳＬ　首先在体外诱导培养第５天不成熟ＤＣｓ，

检测发现其表面ＩＣＯＳＬ有中等程度表达；用１００

ｎｇ／ｍｌＬＰＳ继续刺激２４ｈ和４８ｈ后，ＩＣＯＳＬ表达量

逐渐下调（图１）。

２．２　ＩＣＯＳＩｇ 可结合不成熟 ＤＣｓ　 不同浓度

ＩＣＯＳＩｇ与不成熟ＤＣｓ细胞孵育后，以ＦＩＴＣ标记的

抗人ＩｇＧ１间接标记。结果表明，随着ＩＣＯＳＩｇ浓度

的升高，流式细胞仪检测到的荧光标记细胞的比例

和荧光强度也逐渐上调直至基本恒定（图２），表明体

外真核表达的人ＩＣＯＳＩｇ可以结合到小鼠不成熟

ＤＣｓ表面。

图１　小鼠骨髓ＤＣｓ表面ＩＣＯＳＬ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＣＯＳＬｏｎｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）

Ａ：ＩｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｓｏｔｙｐｅａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂ：ＩｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＥａｎｔｉＩＣＯＳＬａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｃ，Ｄ：ＩｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ

ｗｉｔｈ１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳｆｏｒ２４ｈｏｒ４８ｈｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＰＥａｎｔｉＩＣＯＳＬａｎｔｉｂｏｄｙ

图２　可溶性ＩＣＯＳＩｇ可结合到小鼠不成熟ＤＣｓ表面

Ｆｉｇ２　ＩＣＯＳＩｇｂｏｕｎｄｔｏｍｏｕｓｅｉｍｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）

Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｉｓｏｔｙｐｅａｎｔｉｂｏｄｙ；ＢＦ：ＩｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｆｉｒｓｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＣＯＳＩｇ（１０，２０，３０，４０，６０μｇ／ｍｌ），

ｔｈｅｎｗｉｔｈＦＩＴＣｌａｂｅｌｉｎｇａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＧ１ａｎｔｉｂｏｄｙ
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２．３　ＩＣＯＳＩｇ 可 特 异 性 结 合 小 鼠 ＤＣｓ 表 面

ＩＣＯＳＬ　用不同浓度的ＩＣＯＳＩｇ和ＰＥ标记的足量

ＩＣＯＳＬ抗体，同时作用体外培养５ｄ的ＤＣｓ。结果

发现：随着ＩＣＯＳＩｇ浓度的升高，ＩＣＯＳＬ抗体与ＤＣｓ
的结合下调。表明ＩＣＯＳＩｇ与抗ＩＣＯＳＬ抗体竞争结

合ＤＣｓ表面的ＩＣＯＳＬ（图３Ａ）。将５ｄ的ＤＣｓ与足

量ＩＣＯＳＩｇ（６０μｇ／ｍｌ）共孵育３０ｍｉｎ后，再加入

ＰＥａｎｔｉＩＣＯＳＬ抗 体，其 不 能 与 ＩＣＯＳＬ 结 合

（图３Ｂ）。　　　
２．４　ＩＣＯＳＩｇ不引起ＤＣｓ凋亡和坏死　与空白未

处理对照组或ＩｇＧ１相比，ＩＣＯＳＩｇ不增加ＤＣｓ的早

期或晚期凋亡。图示流式细胞仪检测散点图中右下

（ＬＲ）象限代表早期凋亡细胞，右上（ＵＲ）代表晚期

凋亡或坏死细胞，左下（ＬＬ）代表正常存活细胞

（图４）。

图３　ＩＣＯＳＩｇ可特异性结合ＤＣｓ表面的ＩＣＯＳＬ

Ｆｉｇ３　ＳｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇｏｆＩＣＯＳＩｇｔｏＩＣＯＳＬ

ｏｎｉｍｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）
Ｓｈａｄｅｄｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｉｎｂｏｔｈｐｉｃｔｕｒｅｓｓｔａｎｄｆｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｉｎｇ

ｉｓｏｔｙｐｅａｎｔｉｂｏｄｙ．Ａ：ＩＣＯＳＩｇｂｉｎｄｓｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈａｎｔｉＩＣＯＳＬｔｏ

ＩＣＯＳＬｏｎＤＣｓ．Ｄａｓｈｌｉｎｅ（ｒｅｄ）：ｏｎｌｙａｎｔｉＩＣＯＳＬＰＥ．Ｔｈｉｎｌｉｎｅ
（ｂｌｕｅ）：３０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ＋ａｎｔｉＩＣＯＳＬＰＥ．Ｂｏｌｄｌｉｎｅ（ｇｒｅｅｎ）：６０

μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ＋ａｎｔｉＩＣＯＳＬＰＥ．Ｂ：ＰｒｅｔｒｅａｔｅｍｎｔｗｉｔｈＩＣＯＳＩｇｃｏｍ

ｐｌｅｔｅｌｙｂｌｏｃｋｓｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇｏｆａｎｔｉＩＣＯＳＬｔｏＩＣＯＳＬｏｎＤＣｓ．

Ｔｈｉｎｌｉｎｅ（ｒｅｄ）：６０μｇ／ｍｌＩｇＧ＋ａｎｔｉＩＣＯＳＬＰＥ．Ｂｏｌｄｌｉｎｅ（ｇｒｅｅｎ）：

６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ＋ａｎｔｉＩＣＯＳＬＰＥ

图４　ＩＣＯＳＩｇ不引起ＤＣｓ凋亡

Ｆｉｇ４　ＩＣＯＳＩｇｉｎｄｕｃｅｄｎｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｉｓｏｔｙｐｅａｎｔｉｂｏｄｙ；ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎ２４ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｅｄ，ａｎｄ６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ，ＩｇＧｏｒＰＢＳｗｅｒｅａｄｄｅｄ，ｆｏｌ

ｌｏｗｅｄｂｙａｎｏｔｈｅｒ２４ｈｏｒ４８ｈｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅｂｅｉｎｇｄｙｅｄａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｅｘｉｓｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｓｅｇｒｏｕｐｓａｔ

ｂｏｔｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
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２．５　ＩＣＯＳＩｇ不引起 ＤＣｓ增殖　我们进一步以

ＣＣＫ８和ＣＦＳＥ检测可溶性蛋白是否对ＤＣｓ具有

毒性或促增殖作用。结果表明：（１）无ＬＰＳ处理各

不成熟 ＤＣｓ组光密度值明显高于 ＬＰＳ刺激 ＤＣｓ
组。（２）无ＬＰＳ刺激或ＬＰＳ刺激组内对比，各处理

组光密度值间没有明显差别，表明ＩＣＯＳＩｇ和ＩｇＧ
本身不引起ＤＣｓ细胞的增殖，对ＤＣｓ细胞也无明显

的毒性作用（图５Ａ）。本实验中相同数目的不成熟

ＤＣｓ，培养过程中加入ＬＰＳ刺激后，ＣＣＫ８检测其

光密度值低于无ＬＰＳ处理组，其原因可能是因为不

成熟ＤＣｓ在体外培养过程中，仍可部分发生增殖，

ＤＣｓ数目增加。而ＬＰＳ刺激过程中，ＤＣｓ逐渐分化

成熟但不再增殖（图５Ａ）。为验证该可能性，我们用

活细胞染料ＣＦＳＥ预染体外诱导培养５ｄ的不成熟

ＤＣｓ，加或不加１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ，继续培养４８ｈ。发

现无处理ＤＣｓ有部分发生增殖，而ＬＰＳ处理 ＤＣｓ
无明显增殖迹象（图５Ｂ）。

图５　可溶性ＩＣＯＳＩｇ对ＤＣｓ无促增殖和毒性作用

Ｆｉｇ５　ＩＣＯＳＩｇｓｈｏｗｅｄｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｎｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）

Ａ：ＤＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ９６ｗｅｌｌｆｌａｔｐｌａｔｅａｔａｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

１×１０５／ｍｌｉｎ２００μｌＲＰＭＩ１６４０ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，

ａｎｄ６０μｇ／ｍｌｏｆＩＣＯＳＩｇｏｒＩｇＧ１ｗａｓａｄｄｅｄｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆ

１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ．Ａｆｔｅｒ３６ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅ，１０μｌＣＣＫ８ｗａｓａｄｄｅｄ，ａｎｄ

ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔ４５０ｎｍ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．Ｂ：Ｔｈｅｆｉｖｅｄａｙ

ｉｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｗｅｒｅｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＣＦＳＥｂｅｆｏｒｅｉｎｃｕｂａｔｉｎｇｗｉｔｈＩＣＯＳＩｇ

ｏｒＩｇＧｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＬＰＳｏｒｌｅｆｔｕｎｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＣＤ１１ｃＰＥａｎｔｉｂｏｄｙｆｏｒＦＣＭａｎａｌｙｓｉｓ．

ＣＤ１１ｃ＋ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｇａｔｅｄａｎｄｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ

２．６　ＩＣＯＳＩｇ生物学活性检测　我们采用Ｃ５７／Ｂ６
和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠来源的脾脏单个核细胞，进行混合

淋巴细胞反应，检测ＩＣＯＳＩｇ的生物学活性。结果

表明，无处理组和ＩｇＧ１蛋白处理组 Ｔ细胞明显增

殖且两者无明显差别，而加入ＩＣＯＳＩｇ组 Ｔ细胞增

殖受到部分抑制（图６）。

图６　ＩＣＯＳＩｇ部分抑制混合淋巴细胞反应

Ｆｉｇ６　Ｍｉｘｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｔｉｏｎｗａｓｐａｒｔｉａｌｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＩＣＯＳＩｇｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＩｇＧ１
ＰｒｅｔｒｅａｔｅｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍＣ５７／Ｂ６ａｎｄＢＡＬＢ／ｃｗｅｒｅｃｏｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｉｎ９６ｗｅｌｌＵｓｈａｐｅｄｐｌａｔｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ６０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ

ｏｒＩｇＧ１．Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆ３ＨＴｄＲｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＩｇＧ１ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｔ细胞充分活化依赖于来自抗原特异性 Ｔ细

胞受体（ＴＣＲ）与ＭＨＣ分子的相互作用和Ｔ细胞表

面一些共刺激分子的辅助信号。ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４－

ＣＤ８０／ＣＤ８６是共刺激分子家族成员配受体的典型

代表，对其功能的研究最为透彻［５］。ＩＣＯＳ与ＣＤ２８
同源，属于ＣＤ２８家族成员之一。活化的人Ｔ细胞

中分离的ＩＣＯＳ蛋白相对分子质量约５５０００～
６００００，由二硫键连接形成糖基化二聚体［６］。小鼠

的ＩＣＯＳ约４７０００～５７０００，也由二硫键连接形成Ｎ
末端糖基化二聚体，与人ＩＣＯＳ有６８％氨基酸同

源［７８］。ＩＣＯＳＬ属于Ｂ７家族，表达广泛，人和小鼠

的ＩＣＯＳＬ约有４８％的氨基酸同源［９１０］。主要表达

在静止的Ｂ细胞、ＤＣｓ、单核细胞和内皮细胞上；促

炎因子ＴＮＦα、ＩＦＮγ等可诱导非淋巴组织如成纤

维细胞、肾小管上皮细胞等表达ＩＣＯＳＬ［５，１１］。

　　计算机模拟研究发现，人和小鼠体内ＩＣＯＳ／

ＩＣＯＳＬ配受体的结合部位６个氨基酸残基完全相

同［２］，表明人ＩＣＯＳ和小鼠ＩＣＯＳＬ之间理论上完全

可以结合。我们前期已成功构建了人可溶性

ＩＣＯＳＩｇ的真核表达系统，并在体外大量表达纯化了

具有生物学功能的可溶性蛋白［１］。为了进一步为人

或小鼠来源ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ相互结合界面的相似性

提供实验证据支持，深入研究ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ配受体

间的相互作用，更透彻地了解共刺激分子之间信号

传递的复杂性，我们首先体外验证人源可溶性的

ＩＣＯＳＩｇ蛋白能否与体外诱导培养的小鼠ＤＣｓ表面

的ＩＣＯＳＬ发生特异性的相互作用。
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　　我们的研究表明，体外在ＧＭＣＳＦ和ＩＬ４存在

条件下诱导培养的小鼠骨髓来源ＤＣｓ表面存在一

定程度的ＩＣＯＳＬ的表达，且其表达随着ＤＣｓ的成熟

而逐渐下调。我们首次发现人ＩＣＯＳＩｇ确实可以和

小鼠ＤＣｓ表面ＩＣＯＳＬ发生特异性结合，且可溶性蛋

白ＩＣＯＳＩｇ本身不引起ＤＣｓ的凋亡、没有非特异的

毒性作用和促增殖作用，可以用于后续有关ＩＣＯＳ／

ＩＣＯＳＬ通路相关功能的研究。以往研究结果表明，

成熟ＤＣｓ在无其他基质细胞存在的条件下作为终

末分化细胞不再发生增殖［４］。研究中我们也发现，

ＬＰＳ刺激ＤＣｓ成熟后细胞不再增殖，但在体外诱导

培养５ｄ的ＤＣｓ仍可发生部分增殖，这表明本实验

条件下５ｄ的ＤＣｓ的确仍处于未成熟或半成熟状

态，在ＬＰＳ等进一步刺激下可以逐渐分化成熟，从

而为后续研究成熟或不成熟ＤＣｓ的不同功能提供

了实验数据支持。ＣＤ２８分子对于Ｔ细胞的初始活

化尤为重要，而ＩＣＯＳ在Ｔ细胞活化后才表达，因而

对于维持 Ｔ细胞的活化状态更重要，阻断ＩＣＯＳ／

ＩＣＯＳＬ通路可影响Ｔ细胞的活化增殖，抑制效应Ｔ
细胞反应［５，１２］。本实验中所表达的ＩＣＯＳＩｇ蛋白可

以抑制不同基因背景的小鼠脾脏细胞的混合淋巴细

胞反应，与以往的研究报道一致［１２］，进一步证实了

我们构建表达的重组人ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的具有较

好的生物活性。

　　因此，我们在体外真核表达的人ＩＣＯＳＩｇ能够

和小鼠来源的ＩＣＯＳＬ发生特异性结合，具有良好的

生物学活性，对体外诱导培养的ＤＣｓ无促增殖和毒

性作用，不影响ＤＣｓ的凋亡或坏死；同时本研究部

分内容也为进一步证明人鼠ＩＣＯＳ的同源性以及人

鼠ＩＣＯＳ／ＩＣＯＳＬ结合界面的相似性提供了更直接

的生物学的实验依据，为直接利用小鼠模型进行人

源可溶性蛋白ＩＣＯＳＩｇ的生物学功能系列研究提供

了实验支持和理论依据。
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