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犆犇３８基因敲除对小鼠脾脏犅细胞炎性因子产生的影响
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　　［摘要］　目的　分析犆犇３８基因敲除小鼠脾脏中Ｂ细胞的数量及Ｂ细胞中炎性因子和去乙酰化酶１（ＳＩＲＴ１）的表达水

平，探讨犆犇３８基因敲除对Ｂ细胞中炎性因子的影响及其潜在机制。方法　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测小鼠尾巴犆犇３８和

新霉素（犖犲狅）基因的ＤＮＡ表达水平；磁珠阴选法分选出野生型（ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ／６和犆犇３８－
／－小鼠脾脏中的Ｂ细胞，经流式细胞

仪鉴定Ｂ细胞分选纯度；实时定量ＰＣＲ检测犆犇３８和炎性因子肿瘤坏死因子α（犜犖犉α）、白细胞介素１β（犐犔１β）基因的ｍＲＮＡ

表达水平；蛋白质印迹法检测ＣＤ３８及ＳＩＲＴ１的蛋白表达水平。结果　鉴定犆犇３８－／－小鼠，并成功分选出ＷＴ和犆犇３８－／－小

鼠脾脏中的Ｂ细胞（纯度＞９５％）。与 ＷＴ小鼠相比，犆犇３８－
／－小鼠脾脏发育障碍，脾细胞总数及其中的Ｂ细胞数量均减少

（犘＜０．０１），伴炎性因子犜犖犉α和犐犔１βｍＲＮＡ表达水平下降（犘＜０．０１），ＳＩＲＴ１蛋白表达水平上升（犘＜０．０５）。结论 犆犇３８基

因敲除可引起脾脏Ｂ细胞数量减少；并可能通过激活ＳＩＲＴ１通路，抑制脾脏Ｂ细胞中炎性因子ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达。

［关键词］　犆犇３８基因；Ｂ淋巴细胞；炎性因子；去乙酰化酶；肿瘤坏死因子α；白介素１β
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　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓａｎｄｓｉｒｔｕｉｎ１

（ＳＩＲＴ１）ｉｎｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓｏｆ犆犇３８－
／－ ｍｉｃｅ，ｓｏａｓｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ犆犇３８ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎＢ

ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍ．犕犲狋犺狅犱狊 ＴｈｅＤＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆ犆犇３８ａｎｄ犖犲狅ｇｅｎｅｉｎｍｏｕｓｅｔａｉｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）．ＳｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓｆｒｏｍｗｉｄｅｔｙｐｅ（ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ／６ａｎｄ犆犇３８－
／－ ｍｉｃｅｗｅｒｅｓｏｒｔｅｄｂｙｍａｇｎｅｔｉｃ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ（ＭＡＣＳ），ａｎｄｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆｓｏｒｔｉｎｇＢｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（犜犖犉α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β（犐犔１β）ａｎｄ犆犇３８ｇｅｎｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ

ＣＤ３８ａｎｄＳＩＲＴ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．犚犲狊狌犾狋狊 Ｗｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆ犆犇３８－
／－

ｍｉｃｅａｎｄｓｏｒｔｅｄｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓｆｒｏｍＷＴａｎｄ犆犇３８
－／－ ｍｉｃｅ（ｐｕｒｉｔｙ＞９５％）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＴｍｉｃｅ，ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｓｐｌｅｅｎｗａｓｈａｍｐｅｒｅｄｉｎｔｈｅ犆犇３８
－／－ ｍｉｃｅ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓａｎｄｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（犘＜０．０１），

ｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆ犜犖犉αａｎｄ犐犔１βｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＩＲＴ１ｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ犆犇３８
－／－ ｍｉｃｅ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 犆犇３８ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ

ｓｐｌｅｅｎ；ａｎｄｉｔｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ（ＴＮＦαａｎｄＩＬ１β）ｉｎｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＳＩＲＴ１

ｐａｔｈｗａｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犆犇３８ｇｅｎｅ；Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ；ｓｉｒｔｕｉｎｓ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（１１）：１３７３１３７７］

　　Ｂ细胞发育是一个有序、多步骤的成熟和选择

过程，成熟Ｂ细胞的主要功能是通过分泌抗体介导

体液免疫，且还具有分泌细胞因子调节免疫应答的

作用，Ｂ细胞发育障碍可引起体液免疫缺陷
［１］、肿

瘤［２］和自身免疫性疾病等。ＣＤ３８在心血管疾病、肿

瘤［３］及代谢性疾病［４］中具有广泛的调节作用，但关

·３７３１·
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于其在调节免疫细胞发育中的报道较少，仅

ＲｏｄｒíｇｕｅｚＡｌｂａ等
［５］报道犆犇３８－

／－小鼠脾脏中Ｂ

细胞发育障碍，而Ｂ细胞发育障碍常伴体液免疫反

应的下降，因此ＣＤ３８可能与自身免疫性疾病密切

相关。由于 ＣＤ３８与去乙酰化酶１（ｓｉｒｔｕｉｎ１，

ＳＩＲＴ１）共 用 底 物 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ＋），二者

之间存在负相关作用，即犆犇３８基因缺陷会引起

ＳＩＲＴ１活性升高，而ＳＩＲＴ１可通过去乙酰化其底物

调节基因沉默，如通过抑制ＮＦκＢ的转录活性来抑

制肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）

等炎性因子的表达，在肿瘤、炎症及心血管疾病等方

面有广泛调节作用［６］，但ＳＩＲＴ１在Ｂ细胞发育中的

作用尚未见报道。炎性因子的表达可影响Ｂ细胞的

发育，Ｕｅｄａ等
［７］报道，ＴＮＦα可以模拟佐剂诱导的

Ｂ淋巴细胞发育异常，犜犖犉α缺陷则对小鼠有保护

作用。犆犇３８－
／－小鼠脾脏Ｂ细胞中炎性因子的表达

如何？是否与其Ｂ细胞发育障碍相关？ＳＩＲＴ１在

其中扮演 什 么 角 色？本 研 究 旨 在 通 过 分 析

犆犇３８－
／－小鼠脾脏中Ｂ细胞的数量及其炎性因子

ＴＮＦα和白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）及

ＳＩＲＴ１的表达水平，探讨犆犇３８基因敲除对Ｂ细胞

中炎性因子的影响及ＳＩＲＴ１的潜在作用机制，为进

一步研究犆犇３８基因敲除与自身免疫性疾病的关系

奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　蛋白酶 Ｋ、２×犜犪狇ＰＣＲ Ｍｉｘ、

ＤＬ１０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＡＣＫ红细胞裂解液、ＴＲＩｚｏｌ

试剂、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＥＣＬ化学发光试剂盒、

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ反转录试剂盒、ＳＹＢＲ○

Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ犈狓

犜犪狇均购自ＴａＫａＲａ公司，ＭａｇｎｉＳｏｒｔＴＭ小鼠Ｂ细胞

分选试剂盒、ＰＥ／Ｃｙ５．５抗小鼠ＣＤ４５Ｒ抗体、ＦＩＴＣ

抗小鼠ＣＤ３ｅ抗体均购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，ＳｉｒＴ１

（Ｄ１Ｄ７）兔源单克隆抗体、ＣＤ３８鼠源单克隆抗体购

自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＧＡＰＤＨ兔源多

克隆抗体购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，胎牛血清、ＲＩＰＡ裂

解液购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　仪器　ＴｈｅｒｍｏＬｙｎｘ４０００高速离心机 （Ｔｈｅｒｍｏ

公司），ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡ流式细胞仪、ＢｉｏＲａｄＳ１０００

ＰＣＲ仪 （ＢＤ公司），ＡＢＩ７５００实时定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ

公司），水平电泳仪、垂直电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司），

ＣｈａｍｐＧｅｌ
ＴＭ５０００全自动凝胶成像 分 析 系 统、

ＭｉｎｉＣｈｅｍｉＴＭ迷你型化学发光成像仪（北京赛智创业

科技有限公司），超纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．３　动物分组　１０周龄的ＳＰＦ级健康Ｃ５７ＢＬ／６

（ＷＴ）小鼠购于武汉大学动物实验中心［动物生产

许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２００８０００４］；犆犇３８－
／－小鼠由

南昌大学转化医学研究院辛洪波教授惠赠［动物使

用许可证号：ＳＹＸＫ（赣）２０１５０００３］；所有小鼠均在

南昌大学转化医学研究院ＳＰＦ动物中心按雌∶

雄＝２∶１合笼饲养，取６周雌鼠用于本研究，小鼠

分为ＷＴ和犆犇３８－
／－两组。

１．４　犆犇３８
－／－小鼠的鉴定　犆犇３８基因敲除是通过

同源重组导致一个１．６ｋｂ的犆犇３８基因组区域（第

２和第３外显子）被更换，其中包括被公认的ＮＡＤ

水解酶位点，犆犇３８基因的靶向载体带有新霉素

（犖犲狅）抗性片段。因此，剪长约１ｃｍ的小鼠尾巴，

经ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶Ｋ处理后提取ＤＮＡ；依据

犆犇３８基因敲除的原理，通过Ｇｅｎｅｒｕｎｎｅｒ软件对目

的片段进行引物设计（犆犇３８上游引物：ＣＡＡＴＧＴ

ＣＣＣＡＡＴＣＴＣＣＣＡ ＡＧ，犖犲狅上游引物：ＧＣＴ

ＧＣＧＡＡＴＣＧＧＧＡＧＣＧＧＣＧＡＴＡＣ，犆犇３８和

犖犲狅共用下游引物：ＡＡＡＧＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧ

ＡＡＧＧＡ），并通过ＰＣＲ方法扩增犆犇３８基因和

犖犲狅基因片段，ＰＣＲ扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶

电泳后，用ＣｈａｍｐＧｅｌＴＭ５０００全自动凝胶成像分析

系统进行扫描分析。

１．５　脾脏Ｂ细胞的磁珠阴选　分别取 ＷＴ和

犆犇３８－
／－小鼠脾脏，用１００μｍ的细胞筛网进行研磨，

获得单细胞悬液并对细胞进行计数，经ＡＣＫ红细胞

裂解液处理裂解红细胞后，稀释至细胞密度１×

１０８／ｍＬ，依次与 ＭａｇｎｉＳｏｒｔＴＭ富集抗体混合液和

ＭａｇｎｉＳｏｒｔ
ＴＭ阴性选择磁珠进行孵育，然后用Ｍａｇｎｅｔｏ

分选器除去吸附了阴选磁珠的细胞，即获得Ｂ细胞，

显微镜下直接进行计数。

１．６　流式细胞术鉴定脾脏 Ｂ细胞的分选纯

度 以分选前的脾脏Ｂ细胞做空白和单染，将分

选前的脾脏Ｂ细胞和阴选出的Ｂ细胞分别用

ＣＤ３ｅＦＩＴＣ和ＣＤ４５ＲＰＥ／Ｃｙ５．５抗体染色后，经

流式细胞仪鉴定其ＣＤ３ｅ－ＣＤ４５Ｒ＋的Ｂ细胞纯

度，纯度＞９５％为达标。
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第１１期．焦会园，等．犆犇３８基因敲除对小鼠脾脏Ｂ细胞炎性因子产生的影响

１．７　总ＲＮＡ的提取及反转录ＰＣＲ扩增相关基因

的ｃＤＮＡ　经磁珠阴选并通过流式细胞仪鉴定后的

小鼠脾脏Ｂ细胞用ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ，用Ｔｈｅｒｍｏ

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ仪器检测 ＲＮＡ 浓度及光密度

（犇），计算犇２６０／犇２８０的比值，以１μｇＲＮＡ为模板用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ反转录试剂盒反转录出ｃＤＮＡ并采

用反转录ＰＣＲ技术进行扩增。

１．８　实时定量ＰＣＲ技术检测相关基因ｍＲＮＡ的表

达水平　以ｃＤＮＡ为模板，加入不同的引物（犆犇３８上

游引物：ＴＧＧＴＧＴＧＧＡＣＴＧＧＡＧＡＧＣＣＴＡＣ，下

游引物：ＧＡＧＴＧＴＡＧＡＴＧＡＧＧＣＡＧＣＧＴＣ；

犜犖犉α上游引物：ＡＧＣＣＧＡＴＧＧＧＴＴＧＴＡＣＣＴ

ＴＧ，下游引物：ＧＴＧＧＧＴＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＴＡ

ＧＴＣ；犐犔１β上游引物：ＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＣＣＴ

ＣＴＧＡＴ，下游引物：ＧＡＧＴＧＣＴＧＣＣＴＡＡＴＧＴＣＣ

ＣＣ；犌犃犘犇犎上游引物：ＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡ

ＧＧＣＡＴＣ，下游引物：ＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴ

ＧＡＡＧＴＣＧ），用ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ犈狓犜犪狇扩增ＷＴ和

犆犇３８－
／－小鼠脾脏Ｂ细胞中的犆犇３８基因及炎性因子

犜犖犉α和犐犔１β，通过实时定量ＰＣＲ仪进行定量扩

增，比较其表达水平的差异。

１．９　脾脏Ｂ细胞蛋白的提取及相关蛋白的蛋白质

印迹法鉴定　经磁珠阴选并通过流式细胞仪鉴定后

的小鼠脾脏Ｂ细胞用ＲＩＰＡ裂解法提取蛋白，用ＢＣＡ

蛋白定量试剂盒进行定量后，以３０μｇ的样本量进行

垂直电泳，转膜后分别与一抗ＳＩＲＴ１（Ｄ１Ｄ７）兔源单

克隆抗体、ＣＤ３８鼠源单克隆抗体和ＧＡＰＤＨ兔源多

克隆抗体进行杂交孵育过夜，第２天与相应的二抗进

行杂交孵育，经 ＥＣＬ化学发光试剂显色后，用

ＭｉｎｉＣｈｅｍｉＴＭ迷你型化学发光成像仪进行扫描分析。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统

计学分析，ＷＴ和犆犇３８－
／－小鼠脾脏中的Ｂ细胞

数量、炎性因子及其相关基因的比较采用狋检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　小鼠基因型的鉴定　小鼠尾巴ＤＮＡ的ＰＣＲ

扩增结果显示：犆犇３８－
／－小鼠为纯合子敲除鼠，与

ＷＴ小鼠相比，其犖犲狅基因阳性，而犆犇３８基因为

阴性。见图１。

图１　犠犜和犆犇３８－
／－小鼠的基因型鉴定

犉犻犵１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅狋狔狆犲狅犳犠犜犪狀犱犆犇３８
－／－ 犿犻犮犲

ＮＣ：ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒＰＣＲｗｉｔｈｏｕｔｔｅｍｐｌａｔｅ；ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；

Ｎｅｏ：Ｎｅｏｍｙｃｉｎ

２．２　小鼠脾脏Ｂ细胞分选纯度的鉴定　小鼠脾脏Ｂ

细胞经磁珠阴选后，经ＣＤ３ｅＦＩＴＣ和ＣＤ４５ＲＰＥ／

Ｃｙ５．５抗体染色后，获得ＣＤ３ｅ－ＣＤ４５Ｒ＋的Ｂ细胞纯

度为９６．８％，达到分选纯度要求（＞９５％）。见图２。

图２　犠犜小鼠脾脏犅细胞的分选纯度

犉犻犵２　犛狅狉狋犻狀犵狆狌狉犻狋狔狅犳犠犜犿狌狉犻狀犲狊狆犾犲犲狀犅犮犲犾犾狊

Ａ：Ｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅｓｏｒｔｉｎｇ；Ｂ：ＳｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｏｒｔｉｎｇ．ＷＴ：

Ｗｉｌｄｔｙｐｅ

２．３　小鼠脾脏发育及细胞计数　与ＷＴ小鼠相比，

犆犇３８－
／－小鼠脾脏的体积和质量降低（犘＜０．０１，图

３Ａ、３Ｂ），脾细胞总数（犘＜０．０１，图３Ｃ）及其Ｂ细胞

数量（犘＜０．０１，图３Ｄ）均减少。

图３　犠犜和犆犇３８－
／－小鼠脾脏发育及细胞数量的比较

犉犻犵３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犿狌狉犻狀犲狊狆犾犲犲狀犪狀犱犮犲犾犾狀狌犿犫犲狉犫犲狋狑犲犲狀犠犜犪狀犱犆犇３８
－／－ 犿犻犮犲

Ａ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｅｎ；Ｂ：Ｍａｓｓｏｆｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｅｎ；Ｃ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＮｕｍｂｅｒｏｆｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｅｎＢｃｅｌｌｓ．犘＜

０．０１ｖｓＷＴ（ｗｉｌｄｔｙｐｅ）ｇｒｏｕｐ．狀＝５，珔狓±狊
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２．４　小鼠脾脏Ｂ细胞中炎性因子的表达　与 ＷＴ

小鼠相比，犆犇３８－
／－ 小鼠脾脏 Ｂ 细胞中 犆犇３８

ｍＲＮＡ的表达水平下降（犘＜０．０１），伴炎性因子

犜犖犉αｍＲＮＡ和ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达水平也下降

（犘＜０．０１）。见图４。

图４　犠犜和犆犇３８－
／－小鼠脾脏犅细胞中犆犇３８及炎性因子（犜犖犉α和犐犔１β）犿犚犖犃的表达

犉犻犵４　犿犚犖犃犾犲狏犲犾狊狅犳犆犇３８犪狀犱犜犖犉α犪狀犱犐犔１β犻狀犿狌狉犻狀犲狊狆犾犲犲狀犅犮犲犾犾狊狅犳犠犜犪狀犱犆犇３８
－／－ 犿犻犮犲

ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ＩＬ１β：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．
犘＜０．０１ｖｓＷＴ（ｗｉｌｄｔｙｐｅ）

ｇｒｏｕｐ．狀＝５，珔狓±狊

２．５　小鼠脾脏Ｂ细胞中ＳＩＲＴ１蛋白的表达　与

ＷＴ小鼠相比，犆犇３８－
／－小鼠脾脏Ｂ细胞中ＣＤ３８

蛋白不表达，但ＳＩＲＴ１蛋白表达水平上升（１．６０±

０．０９ｖｓ１．００±０．０４，犘＜０．０５）。见图５。

图５　犠犜和犆犇３８－
／－小鼠脾脏犅细胞中

犆犇３８及犛犐犚犜１蛋白的表达

犉犻犵５　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犇３８犪狀犱犛犐犚犜１犻狀犿狌狉犻狀犲

狊狆犾犲犲狀犅犮犲犾犾狊狅犳犠犜犪狀犱犆犇３８
－／－ 犿犻犮犲

ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；ＳＩＲＴ１：Ｓｉｒｔｕｉｎ１；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

３　讨　论

Ｂ细胞是免疫系统中的重要细胞，在外源和内

源信号的严密调控下，Ｂ细胞最终分化为可合成和

分泌免疫球蛋白的浆细胞，执行机体的体液免疫［８］；

成熟Ｂ细胞的主要功能是通过分泌抗体介导体液免

疫，还具有分泌细胞因子调节免疫应答的作用。

ＣＤ３８是一个具有环化酶和水解酶作用，相对分子质

量为４２０００的双功能跨膜糖蛋白，可催化ＮＡＤ＋合

成环腺苷二磷酸核糖（ｃｙｃｌｉｃＡＤＰｒｉｂｏｓｅ，ｃＡＤＰＲ），

也能 水 解 ＮＡＤ＋ 或 ｃＡＤＰＲ 成 ＡＤＰＲ（ＡＤＰ

ｒｉｂｏｓｅ）；ＣＤ３８分布于几乎所有的哺乳类细胞的包

膜上，在多种疾病中起广泛调节作用，在慢性粒细胞

白血病患者外周血单核细胞中ＣＤ３８升高是预后不

良的重要指标［９］。ＣＤ３８在免疫系统中的作用少见

报道，现有研究表明犆犇３８－
／－小鼠表现出巨噬细

胞、中性粒细胞功能障碍，树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ

ｃｅｌｌ，ＤＣ）的抗原提呈能力下降，脾脏中Ｂ细胞发育

障碍［５］，且常与不良预后相伴。本研究发现

犆犇３８－
／－小鼠脾脏体积和质量显著降低，脾细胞总

数及其中的Ｂ细胞数量均减少（犘＜０．０１），表明

犆犇３８基因敲除会影响小鼠脾脏的发育并导致Ｂ淋

巴细胞减少。ＲｏｄｒíｇｕｅｚＡｌｂａ等
［５］也报道ＣＤ３８可

通过激活ＰＩ３Ｋ途径促进Ｂ细胞的发育成熟。

炎性因子在淋巴细胞发育异常中发挥某种中介

作用，但不同情况下涉及的具体因子各不相同。

Ｕｅｄａ等
［７］研究证实，ＩＬ６直接影响多能祖细胞分化

方向的选择，使其偏向于髓系。Ｐｉｅｐｅｒ等
［８］也报道，

阻断ＴＮＦα家族的犅犃犉犉基因或其受体可抑制Ｔ

细胞的成熟。本研究发现犆犇３８－
／－小鼠脾脏Ｂ细

胞中炎性因子犜犖犉αｍＲＮＡ和犐犔１βｍＲＮＡ表达

水平下降（犘＜０．０１），表明犆犇３８基因敲除可抑制与

脾脏Ｂ细胞发育相关的主要炎性因子ＴＮＦα和

ＩＬ１β的表达。

ＳＩＲＴ１是一种以ＮＡＤ＋为底物的去乙酰化酶，

通过使其底物，如组蛋白、ｐ５３、ＮＦκＢ
［６］及ＦｏｘＯｓ

［１０］

等去乙酰化，调节多种细胞功能，包括基因沉默、细

胞代谢、分化和存活、细胞应激反应等。在不同的状

态下，ＳＩＲＴ１所扮演的角色不一样，如ＳＩＲＴ１可使

ｐ５３去乙酰化，抑制ＤＮＡ与ｐ５３的结合，从而保护

细胞逃避ｐ５３介导的凋亡；也可通过抑制ＮＦκＢ的
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第１１期．焦会园，等．犆犇３８基因敲除对小鼠脾脏Ｂ细胞炎性因子产生的影响

转录活性来抑制ＴＮＦα介导的凋亡
［６］。由于ＣＤ３８

和ＳＩＲＴ１都存在于细胞核，因此ＣＤ３８可通过调节

ＮＡＤ＋水平影响ＳＩＲＴ１的活性
［１１］。目前对ＳＩＲＴ１

的研究主要集中在肿瘤［１２］、炎症［１３］、肥胖［１４］、老年

化［１５］、长寿及心血管疾病［６］等方面，而其在Ｂ细胞

发育中的作用尚未见报道。本研究发现犆犇３８－
／－

小鼠脾脏Ｂ细胞中ＳＩＲＴ１蛋白表达水平上升（犘＜

０．０５），这与ＣＤ３８和ＳＩＲＴ１共用ＮＡＤ＋底物相关。

综上所述，ＣＤ３８及ＳＩＲＴ１在Ｂ细胞的发育中

均有重要作用，犆犇３８基因的缺失会引起Ｂ细胞的

发育障碍，同时伴ＳＩＲＴ１表达升高及与Ｂ细胞发育

相关的主要炎性因子ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达下降。

但犆犇３８基因的缺失是否可通过激活ＳＩＲＴ１通路，

使ＮＦκＢ去乙酰化，以抑制脾脏Ｂ细胞中炎性因子

ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达尚不清楚。因此，进一步探

讨犆犇３８基因缺失在引起Ｂ淋巴细胞减少及抑制自

身免疫性疾病中的潜在作用及其作用通路，有助于

拓宽我们对ＣＤ３８及ＳＩＲＴ１功能的认识，为探讨自

身免疫性疾病防治的新靶点奠定理论基础。
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