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　　［摘要］　目的　观察外源性一氧化碳释放分子３（ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ３，ＣＯＲＭ３）对肾固有树突状细胞
（ｒｅｎａｌｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｒＤＣｓ）活化的影响，并探讨其可能的作用机制。方法　选取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｈ２ｋｂ）小鼠制备肾脏单细胞悬
液，采用磁珠分选ＣＤ１１ｃ＋ｒＤＣｓ，并用流式细胞术鉴定ｒＤＣｓ纯度。用ＣＯＲＭ３或无活性的ＣＯＲＭ（ｉｎａｃｔｉｖｅＣＯｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌ

ｅｃｕｌｅ，ｉＣＯＲＭ）处理新鲜肾脏分离的ｒＤＣｓ，实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４基因表达，ＥＬＩＳＡ法检测ｒＤＣｓ培养液上清中ＴＮＦα
蛋白水平。建立ＴＬＲ４－／－（Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ）和ＴＬＲ４＋／＋（Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ）小鼠肾脏热缺血３０ｍｉｎ＋冷保存２４ｈ模型，在冷保存期间经

ＣＯＲＭ３处理之后分选ｒＤＣｓ，抽提ＲＮＡ，行实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＮＦα基因表达。结果　ＣＯＲＭ３呈剂量依赖性地抑制
小鼠未成熟ｒＤＣｓ的ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）。与ｉＣＯＲＭ比较，ＣＯＲＭ３能够抑制ＬＰＳ刺激后的ｒＤＣｓ表达ＴＮＦα（Ｐ＜

０．０１）。当ＴＬＲ４缺陷之后，ＣＯＲＭ３不再抑制ｒＤＣｓ表达 ＴＮＦα。结论　ＣＯＲＭ３可显著抑制肾脏未成熟ｒＤＣｓ表达
ＴＬＲ４，也可抑制ＬＰＳ刺激和缺血损伤时炎症因子的表达，但对于ＴＬＲ４缺陷小鼠这一抑制作用消失，提示ＣＯＲＭ３对内源性

配体介导的ｒＤＣｓ活化过程的抑制作用由ＴＬＲ４信号通路介导。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（６）：５９９６０２］

　　器官移植后的排异反应是造成移植物丢失和患
者死亡的主要原因之一。目前认为以供体来源树突
状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）为代表的供者抗原提
呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣｓ）所介导的直
接激活途径是诱发排异反应的主要因素［１］。正常肾
脏的间质就存 在大量的固有 ＤＣｓ（ｒｅｎａｌＤＣｓ，

ｒＤＣｓ），并呈网状结构包裹着每一个肾单位［１］。这些

ｒＤＣｓ在移植后作为供者来源ＤＣｓ的主要部分，直接
参与移植物排异反应的活化与发生。因此，调控这
些ｒＤＣｓ的活化过程将有可能实现对器官移植排异
反应的有效预防与治疗。有研究报道外源性一氧化
碳（ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅ，ＣＯ）预处理供者可以降低排
异反应的发病率［２］，但具体的机制并不明确。因此，
本研究采用ＣＯ释放分子３（ＣＯｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ
３，ＣＯＲＭ３）提供外源性ＣＯ，探讨其对ｒＤＣｓ活化过
程的调控作用及其机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物与试剂　选取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｈ２Ｋｂ）、

ＴＬＲ４－／－（Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ）及ＴＬＲ４＋／＋（Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ）小鼠，
性别不限，８～１０周龄，体质量为２０～２５ｇ，ＳＰＦ级，购
自上海西普尔必凯实验动物有限公司。动物分笼饲
养于第二军医大学基础部免疫学研究所ＳＰＦ动物房。

ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＲＮＡ反转录试剂盒购自 Ｔｏｙｏｂｏ公
司，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ 荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司，ＴＲＩｚｏｌ提取液购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

ＣＯＲＭ３由英国伦敦大学ＲｏｂｅｒｔｏＭｏｔｔｅｒｌｉｎｉ教授惠赠。

１．２　小鼠ｒＤＣｓ的分选　采集Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肾脏
标本，去包膜，剪成１～２ｍｍ３后浸入含１．６ｍｇ／ｍｌ

Ⅰ型胶原酶和２００μｇ／ｍｌＤＮａｓｅ的 ＤＭＥＭ 液中，

３７℃摇床振荡４０ｍｉｎ。离心，去上清，ＤＭＥＭ 液清
洗１次；加入含２００μｇ／ｍｌＤＮａｓｅ的 ＤＭＥＭ 液重
悬，室温静置１５ｍｉｎ；ＤＭＥＭ液清洗１次；加Ｔｒｉｓ
ＮＨ４Ｃｌ破坏红细胞；ＤＭＥＭ 液清洗１次；加入含

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 液重悬，静置２０ｍｉｎ后取三分
之二的上清液。用磁珠分选法（ｍａｇｎｅｔｉｃｃｅｌｌｓｏｒ
ｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）分选ＣＤ１１ｃ＋ｒＤＣｓ。

１．３　流式细胞术鉴定ｒＤＣｓ的纯度　将分选得到的

ｒＤＣｓ用抗小鼠ＣＤ１１ｃＰＥ抗体（德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃ公司）标记，用流式细胞仪（ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ分

选型，美国ＢＤ公司）检测其纯度。

１．４　ＣＯＲＭ３、ｉＣＯＲＭ溶液的制备　（１）将ＣＯＲＭ３
粉剂溶于双蒸水，制备成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，使用时
再稀释至所需浓度。（２）将ＣＯＲＭ３溶解在ＰＢＳ（ｐＨ
７．４０）中并室温静置２ｄ，使用前用氮气鼓泡１０ｍｉｎ去
除液体中残余的ＣＯ，制备成不含ＣＯ活性的ＣＯＲＭ
（ｉｎａｃｔｉｖｅＣＯｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ，ｉＣＯＲＭ）溶液。

１．５　 实时定量 ＲＴＰＣＲ 检测 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表
达　收集细胞，ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。用反转录
系统将ＲＮＡ转录为ｃＤＮＡ。引物（表１）序列均由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。ＰＣＲ反应
条件：预 变 性 ９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，５７℃ ３０ｓ，

７２℃４５ｓ；扩增４０个循环，熔解曲线７２～９５℃。以

ＧＡＰＤＨ作为内标，对目的基因进行均一化。目的
基因相对表达量采用２－ΔΔＣＴ法计算。

表１　实时定量ＲＴＰＣＲ引物

Ｔａｂ１　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

ＴＬＲ４ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＣＴＴＴＣＡＧＧＧＡＡＴＴＡＡＧＣＴＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＧＡＴＣＡＡＣＣＧＡＴＧＧＡＣＧＴＧＴＡＡ

ＴＮＦα Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＣＡＣＣＡＣＴＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＡＣＧＧＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧ

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测培养上清中 ＴＮＦα水平　用

ＣＯＲＭ３或者ｉＣＯＲＭ 预处理新鲜肾脏分离的

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｈ２Ｋｂ）小鼠ｒＤＣｓ，再给予ＬＰＳ刺激过
夜，然后收集培养上清，－７０℃冻存备测。用ＴＮＦα
的ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海希美生物科技有限公司）进
行检测，具体步骤参见试剂盒说明书。

１．７　ＴＬＲ４－／－ （Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ）及 ＴＬＲ４＋／＋ （Ｃ３Ｈ／

ＨｅＮ）小鼠肾脏缺血＋冷保存模型制备及相关实
验　小鼠经腹腔注射戊巴比妥钠５０ｍｇ／ｋｇ及５００
Ｕ／Ｌ肝素５００μｌ，麻醉后腹部皮肤用碘酒消毒，沿腹
部中线切开，游离双侧肾蒂并用无创显微动脉夹夹
闭直至肉眼观察肾脏逐渐由红润变为浅灰红色。分
离肾上腹主动脉并带线，游离肾下腹主动脉备穿刺
灌注。钳夹３０ｍｉｎ后结扎肾上腹主动脉，松开动脉
夹，用３０Ｇ注射针头穿刺肾下腹主动脉，剪开下腔静
脉开放流出道，４℃林格氏液灌注至双肾灰白，再灌
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入添加ＣＯＲＭ３或者ｉＣＯＲＭ的ＵＷ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ ）液１ｍｌ。摘下双肾，在含有

ＣＯＲＭ３或ｉＣＯＲＭ的 ＵＷ 液中４℃保存２４ｈ。按

１．２项方法分选ｒＤＣｓ，按１．５项实时定量ＲＴＰＣＲ
法检测ＴＮＦα表达（引物见表１）。

１．８　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ珔ｘ 表示，采用

Ｐｒｉｓｍ５．０软件进行统计学分析。３组以上数据用
单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），再用Ｂｏｎｆｅｒ
ｒｏｎｉ’ｓｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ 做两两比较。两 组 数 据 采 用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或者 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验（均为双
尾）。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　分选出的ｒＤＣｓ纯度鉴定　经过磁珠分选的

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｈ２Ｋｂ）小鼠ＣＤ１１ｃ＋ｒＤＣｓ经流式细胞
术鉴定可见其形态及密度较为均一，纯度在９５％以
上（图１）。

图１　ｒＤＣｓ的纯度鉴定

Ｆｉｇ１　Ｐｕｒｉｔｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｄｅｎｔｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ｒＤＣｓ）

２．２　ＣＯＲＭ３抑制小鼠ｒＤＣｓ的ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的
表达　分别用ＣＯＲＭ３和ｉＣＯＲＭ 处理Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
（Ｈ２Ｋｂ）小鼠未成熟的ｒＤＣｓ，２ｈ后收集细胞，抽提

ＲＮＡ，用实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表
达变化，结果显示与ｉＣＯＲＭ处理组相比，ＣＯＲＭ３呈
剂量依赖性地下调 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达。其中２５

μｍｏｌ／Ｌ的ＣＯＲＭ３下调 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的５５％
（Ｐ＜０．０５）；５０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＯＲＭ３下调ＴＬＲ４ｍＲ
ＮＡ表达的８６％（Ｐ＜０．００１）；１００μｍｏｌ／Ｌ的ＣＯＲＭ３
下调ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的９９％（Ｐ＜０．００１）。

２．３　ＣＯＲＭ３抑制ｒＤＣｓ在ＬＰＳ刺激后ＴＮＦα的
表达　ＥＬＩＳＡ法检测结果（图２）显示，在空白对照
（ｍｅｄｉｕｍ）组和ｉＣＯＲＭ 组，ＬＰＳ刺激呈剂量依赖性
地激活ｒＤＣｓ，诱导ＴＮＦα的表达，但两组间差异无
统计学意义；而ＣＯＲＭ３处理可以抑制ＬＰＳ刺激后

ｒＤＣｓ的ＴＮＦα表达，与ｉＣＯＲＭ组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＣＯＲＭ３对ｒＤＣｓ功能的抑制与ＴＬＲ４信号通
路相关 　 本研究选用 ＴＬＲ４－／－ （Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ）及

ＴＬＲ４＋／＋（Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ）小鼠制备肾脏缺血＋冷保存
模型。结果（图３）显示，从ＴＬＲ４＋／＋小鼠切取的新
鲜肾脏分离出的ｒＤＣｓ在受到ＬＰＳ刺激之后ＴＮＦα
ｍＲＮＡ表达显著升高，为空白对照（ｍｅｄｉｕｍ）组的
（２７．４５±２．５１）倍（Ｐ＜０．００１）。从经过热缺血３０
ｍｉｎ＋冷保存２４ｈ的肾脏分离出的ｒＤＣｓ同样也存
在ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达，并受到保存期间ＣＯＲＭ３
处理的抑制［（１７．１９±２．０１）倍ｖｓ（５．５８±１．１８）倍，

Ｐ＜０．０１］。而在ＴＬＲ４－／－小鼠新鲜切取的肾脏分
离出的ｒＤＣｓ对 ＬＰＳ刺激并未有任何反应。当

ＴＬＲ４缺陷之后，ＣＯＲＭ３抑制热缺血＋冷保存过
程所激活的ｒＤＣｓＴＮＦα表达的作用也不再存在
［（８．１０±２．０２ ）倍 ｖｓ（６．２８±１．６０）倍］，提示

ＣＯＲＭ３对内源性配体介导的ｒＤＣｓ活化过程的抑
制作用主要是经由ＴＬＲ４信号通路介导。

图２　ＣＯＲＭ３抑制小鼠ｒＤＣｓ在

ＬＰＳ刺激后ＴＮＦα的表达

Ｆｉｇ２　ＣＯＲＭ３ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα
ｉｎｍｏｕｓｅｒＤＣｓａｆｔｅｒＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ＣＯＲＭ３：Ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅ（ＣＯ）ｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ３；ｉＣＯＲＭ：Ｉｎ

ａｃｔｉｖｅＣＯｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ；ｒＤＣｓ：Ｒｅｎａｌｄｅｎｔｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｐ＜

０．０１ｖｓｉＣＯＲＭｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ珔ｘ

图３　ＣＯＲＭ３抑制内源性配体介导的

ｒＤＣｓ活化过程与ＴＬＲ４信号通路相关

Ｆｉｇ３　ＣＯＲＭ３ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｒＤＣ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＴＬＲ４ｐａｔｈｗａｙ

ＣＯＲＭ３：Ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅ（ＣＯ）ｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ３；ｉＣＯＲＭ：Ｉｎ

ａｃｔｉｖｅＣＯｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ；ｒＤＣｓ：Ｒｅｎａｌｄｅｎｔｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｐ＜

０．０１ｖｓＴＬＲ４＋／＋ｉｎｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＴＬＲ４＋／＋ｉｎ

ｉＣＯＲＭｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ珔ｘ
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３　讨　论

　　内源性ＣＯ由血红素氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，

ＨＯ）通过降解血红素而产生。钴原卟啉诱导人／大鼠
骨髓来源ＤＣｓ（ＢＭＤＣｓ）高表达 ＨＯ１可抑制ＬＰＳ刺
激后ＤＣｓ表型成熟和促炎因子分泌，减轻缺血再灌注
损伤，并抑制ＤＣｓ介导的同种异体反应性Ｔ细胞增
殖［３４］。Ｓｉｋｏｒｓｋｉ等［５］和Ｎａｋａｏ等［６］的研究分别指出：
诱导 ＨＯ１高表达所介导的生物学效应主要通过

ＨＯ１分解血红素的产物———内源性ＣＯ实现。在巨
噬细胞中诱导 ＨＯ１高表达能抑制ＴＬＲｓ的信号转
导，导致配体刺激后的细胞因子生成减少，已证实这
种作用是由ＣＯ实现的［７］。研究发现，外源性小剂量

ＣＯ可发挥与 ＨＯ１相同的抗炎症、抗氧化的细胞保
护作用［８］。由于给药方式和浓度控制的困难，外源性

ＣＯ的研究仍然受到限制。ＣＯＲＭｓ属于过渡金属羰
基化合物，能在生理条件下以可控制的方式释放

ＣＯ［９］，但早期的ＣＯＲＭｓ———［Ｒｕ（ＣＯ）３Ｃｌ２］２是非水
溶性的，需经适当溶剂溶解方能分散到生理环境中。
［Ｒｕ（ＣＯ）３Ｃｌ（ｇｌｙｃｉｎａｔｅ）］（ＣＯＲＭ３）是新近研发的水
溶性ＣＯＲＭｓ，可在生理条件下溶于体液，稳定释放

ＣＯ。研究已证实ＣＯＲＭ３具有抑制血小板聚集［１０］、
抑制内皮细胞黏附分子表达［１１］等作用。

　　在本研究中，我们以从小鼠肾组织直接分离分
选出的ｒＤＣｓ作为研究对象，检测了ＣＯＲＭ３对未
成熟ｒＤＣｓ表面ＴＬＲ表达的影响，发现ＣＯＲＭ３处
理可以呈剂量依赖性地下调 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ 表达。
这一结果与ＣＯＲＭ２抑制ＢＭＤＣｓＴＬＲ表达的报
道相符［１２］。随后我们进一步发现 ＣＯＲＭ３处理

ｒＤＣｓ显著抑制了其在ＬＰＳ刺激后 ＴＮＦα的表达。
鉴于ＴＬＲ４还可以被器官损伤后释放的内源性配体
激活［１３］，我们建立了小鼠肾脏热缺血＋冷保存的模
型模拟器官在移植前所经历的损伤事件。我们发现
经过这一模型之后分选出的ｒＤＣｓ同样具有活化的

ＴＮＦαｍＲＮＡ转录，提示可能热缺血＋冷保存的过
程中所产生的内源性配体成功地激活了ｒＤＣｓ。鉴
于ＣＯＲＭ３对ｒＤＣｓ的作用与 ＴＬＲ４紧密相关，

ＴＬＲ４信号通路又是 ＤＣｓ活化过程中的关键，而

ＣＯＲＭ３对ｒＤＣｓ活化的抑制作用是否与ＴＬＲ４信
号通路的关系尚不明确。因此，我们采用 ＴＬＲ４缺
陷小鼠，发现当 ＴＬＲ４缺陷之后，ＣＯＲＭ３对ｒＤＣｓ
ＴＮＦα表达的抑制作用消失，提示ＣＯＲＭ３对内源
性配体介导的ｒＤＣｓ活化过程的抑制作用主要是经
由ＴＬＲ４信号通路介导的。

　　本研究采用ｒＤＣｓ替代了既往体外研究中常用的

ＢＭＤＣｓ，并且建立了小鼠肾脏热缺血＋冷保存的模

型，使研究结论更接近于器官移植的实际背景。在后
续的研究中，我们将通过小鼠肾移植模型进一步明确

ＣＯＲＭ３对ｒＤＣｓ活化过程的抑制是否会对急慢性排
异反应产生效果。实验中采用的ＣＯＲＭ３在冷保存
期间有效抑制了ｒＤＣｓ的ＴＮＦα表达，这一结果也为
后期新型器官保存液的研发指出了新方向。

４　利益冲突
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