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细胞外信号调节激酶信号通路对小鼠脾脏树突状细胞表型和

功能的影响

罗悦晨，韩　玲，孙志娜，赵春晓
（中国医学科学院血液病医院　血液学研究所，天津　３０００２０）

摘要：　目的　探讨细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）信号通路对小鼠脾脏树突状细胞（ＤＣ）表型和功能的影响。方
法　应用免疫磁珠细胞分选方法分离小鼠脾脏ＤＣ，流式细胞术鉴定细胞纯度。应用Ｕ１０２６抑制ＥＲＫ信号通路。流
式细胞术检测ＤＣ表面共刺激分子的表达及细胞凋亡；酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测ＤＣ细胞因子的分泌。结果　
Ｕ１０２６处理组较对照组 ＤＣ表面ＣＤ８６（Ｐ＜０．０１）和ＣＤ４０（Ｐ＜０．０５）的表达下调。脂多糖（ＬＰＳ）＋Ｕ１０２６组较ＬＰＳ组
ＤＣ表面ＣＤ８０（Ｐ＜０．０１）和ＣＤ８６（Ｐ＜０．０５）表达下调。对照组 ＤＣ凋亡比例为（５７．０９±０．６４）％，Ｕ１０２６处理组 ＤＣ
凋亡比例为（７６．６５±０．２５）％，２组 ＤＣ凋亡比例比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。对照组肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）及转化生长因子β（ＴＧＦβ）水平分别为（７８．２２±５．７１）、（４７．７５±０．７７）、（５７．７２±
２．３４）ｍｇ·Ｌ－１，Ｕ１０２６处理组 ＴＮＦα、ＩＬ６及 ＴＧＦβ水平分别为（２２．２２±０．３２）、（２３．３５±０．３２）、（３４．２１±
１７６）ｍｇ·Ｌ－１，２组各细胞因子水平比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＲＫ信号通路可调控
ＤＣ表面共刺激分子的表达、细胞凋亡及细胞因子的分泌。
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　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）是目前已知的
体内功能最强的抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ｃｅｌｌ，ＡＰＣ），可有效诱导初始 Ｔ细胞增殖和应答，促
进细胞毒性 Ｔ淋巴细胞和辅助性 Ｔ细胞的生成，是
连接先天性免疫和获得性免疫的桥梁［１２］。体内ＤＣ
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按其发育程度可分为未成熟ＤＣ和成熟ＤＣ，二者生
物学特征有明显差异。未成熟 ＤＣ表达低水平
ＣＤ８０、ＣＤ８６及ＣＤ４０等共刺激分子及黏附分子，体
外激发混合淋巴细胞反应（ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ＭＬＲ）的能力较低，但具有极强的摄取和处理
抗原的能力。成熟ＤＣ表面的主要组织相容性复合
物（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）和共刺激
分子表达上调，释放 Ｔ细胞刺激因子，诱导细胞毒
性Ｔ淋巴细胞的生成，体外激发ＭＬＲ和抗原提呈能
力增强。

细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）是一类具有传递丝裂原信号功能
的丝／苏氨酸蛋白激酶［３４］。Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ是
ＥＲＫ通路的主要途径［５］。ＥＲＫ可直接或通过核糖
体Ｓ６蛋白激酶来磷酸化结节硬化复合物２，抑制其
活性，从而活化雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔ
ｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）通路［６７］。ＥＲＫ／ｍＴＯＲ参与多
种肿瘤的发生和发展，抑制 ｍＴＯＲ／ｅＩＦ４Ｅ和 ＥＲＫ／
Ｍｎｋ１／ｅＩＦ４Ｅ通路的活性，降低白血病细胞系 ＳＵＰ
Ｂ１５和Ｋ５６２的增殖能力［８］。ＥＲＫ和 ｍＴＯＲ抑制剂
具有协同抗肿瘤的作用［９］。另外，ｍＴＯＲ能够调控
ＤＣ的分化和成熟［１０］。前期研究结果显示，ＥＲＫ影
响ＤＣ细胞因子的分泌，提示 ＥＲＫ信号通路参与
ＤＣ表型和功能的调控［１１］。因此，本研究将进一步

探讨ＥＲＫ信号通路对小鼠 ＤＣ表型和功能的影响，
以期为ＤＣ相关疾病的治疗提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　试剂及实验动物　异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的小鼠抗 ＣＤ１１ｃ抗体、
藻蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）标记的小鼠抗
ＭＨＣⅡ抗体、藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记的
小鼠ＣＤ４０抗体、藻蓝蛋白花青染料（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａ
ｎｉｎｃｙａｎｉｎｅ７，ＡＰＣＣｙ７）标记的小鼠 ＣＤ８０、藻红蛋
白花青染料（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎｃｙａｎｉｎｅ７，ＰＥＣｙ７）标记
的小鼠ＣＤ８６、ＦＩＴＣ标记的小鼠 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ抗体、碘
化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）及肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、转化生长因子β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、白细胞介素６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。１６４０培养液、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青霉素、链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ公
司。Ｕ１０２６购自上海碧云天生物技术有限公司。
ＣＤ１１ｃ分选磁珠购自美国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司。细菌脂多
糖（ｌｉｐｏｐｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

无特定病原体级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自中国医学
科学院血液学研究所实验动物中心。小鼠均为雄

性，６～８周龄，１５～２０ｇ。
１．２　方法
１．２．１　免疫磁珠细胞分选方法分离 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠脾脏ＤＣ　颈椎脱臼法处死 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体积
分数７５％乙醇浸泡 ５ｍｉｎ。无菌条件下取小鼠脾
脏，研磨后用３００目无菌滤网过滤制备成单细胞悬
液。裂解红细胞，应用 ＣＤ１１ｃ分选磁珠（按说明书
操作）分选，获得 ＣＤ１１ｃ＋的 ＤＣ细胞。细胞培养于
体积分数１０％ ＦＢＳ、链霉素（０．０５ｇ·Ｌ－１）及青霉
素（０．０５Ｕ·Ｌ－１）的ＰＭＲＩ１６４０培养液，置于３７℃、
体积分数０．５％ ＣＯ２培养箱中培养。
１．２．２　流式细胞术检测 ＤＣ表面共刺激分子的表
达　将细胞分为对照组、Ｕ１０２６处理组、ＬＰＳ组及
ＬＰＳ＋Ｕ１０２６组。对照组加入和 Ｕ１０２６处理组相同
体积的二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），Ｕ１０２６
处理组加入Ｕ１０２６（Ｕ１０２６溶解于ＤＭＳＯ，使其终浓度
为１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１），ＬＰＳ组加入ＬＰＳ（终质量浓度
为０．００１ｇ·Ｌ－１）及与ＬＰＳ＋Ｕ１０２６处理组相同体积
的ＤＭＳＯ，ＬＰＳ＋Ｕ１０２６组加入 ＬＰＳ（终质量浓度为
０００１ｇ· Ｌ－１）和 Ｕ１０２６（终 浓 度 为 １ ×
１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１）。培养２４ｈ后，每组取１×１０５个细
胞，加入抗 ＣＤ４０、ＭＨＣⅡ、ＣＤ８０及 ＣＤ８６抗体各
０５μＬ，４℃孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤细胞１次，流式
细胞仪检测，结果用平均荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）表示。
１．２．３　流式细胞术检测 ＤＣ凋亡情况　将细胞分
为对照组和 Ｕ１０２６处理组。对照组加入和 Ｕ１０２６
处理组相同体积的ＤＭＳＯ，Ｕ１０２６处理组加入Ｕ１０２６
（终浓度１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１）。培养２４ｈ后，每组取
１×１０５个细胞，加入 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ抗体５μＬ，室温避
光孵育１０ｍｉｎ。随后加入 ＰＩ５μＬ，室温避光孵育
５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤细胞１次，流式细胞仪检测。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测 ＤＣ细胞因子的分泌　将细胞
分为对照组和Ｕ１０２６处理组。对照组加入和Ｕ１０２６
处理组相同体积的ＤＭＳＯ，Ｕ１０２６处理组加入Ｕ１０２６
（终浓度１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１）。培养２４ｈ后，每组取
１×１０６个细胞接种于２４孔板，４８ｈ后收集细胞上
清液。取细胞上清液或稀释好后的标准品５０μＬ加
入反应孔内。立即加入 ５０μＬ的生物素标记的抗
体。盖上膜板，轻轻振荡混匀，３７℃温育１ｈ。甩去
孔内液体，每孔加洗涤液 ２００μＬ，振荡 ３０ｓ，甩去洗
涤液，用吸水纸拍干，重复３次。每孔加入８０μＬ的
亲和链霉素辣根过氧化酶，轻轻振荡混匀，３７℃温育
３０ｍｉｎ。甩去孔内液体，每孔加洗涤液 ２００μＬ，振荡
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３０ｓ，甩去洗涤液，用吸水纸拍干；重复３次。加入反
应底物，轻轻振荡混匀，３７℃温育１０ｍｉｎ。取出酶标
板，加入５０μＬ终止液，在４５０ｎｍ波长处测定各孔的
光密度值。并根据标准孔数值绘制标准曲线，计算待

测样品中ＴＮＦα、ＩＬ６及ＴＧＦβ的含量。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行
分析。数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｕ１０２６对ＤＣ表面共刺激分子表达的影响　
结果见表１。Ｕ１０２６处理组较对照组 ＤＣ表面ＣＤ８６
（Ｐ＜０．０１）和 ＣＤ４０（Ｐ＜０．０５）表达下调。ＬＰＳ＋
Ｕ１０２６组较 ＬＰＳ组 ＤＣ表面 ＣＤ８０（Ｐ＜０．０１）和
ＣＤ８６（Ｐ＜０．０５）表达下调，ＣＤ４０亦有下降的趋势。
但Ｕ１０２６对 ＤＣ的 ＭＨＣⅡ表达无显著影响（Ｐ＞
００５）。
表１　各组ＤＣ表面共刺激分子表达情况

Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＣｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ＣＤ８０ ＣＤ８６ ＣＤ４０ ＭＨＣⅡ
对照组 ２４４±１７ １１５０±２６ ３８２±２ ５３３５６±２０９
Ｕ１０２６处理组 ２１８±１２ ９７１±１０ａ ３２６±１１ｂ ５２３６７±４１５
ＬＰＳ组 ６０６±２ ２２２１±２８ ８０５±１２ ５３６１９±１４２
ＬＰＳ＋Ｕ１０２６组 ５１１±５ｃ ２０２７±３０ｄ ７０８±５７ ５４１７３±２９５

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；与 ＬＰＳ组比较ｃＰ＜

００１，ｄＰ＜０．０５。

２．２　Ｕ１０２６对 ＤＣ凋亡的影响　对照组 ＤＣ凋亡
比例为（５７．０９±０．６４）％，Ｕ１０２６处理组 ＤＣ凋亡比
例为（７６．６５±０．２５）％，２组 ＤＣ凋亡比例比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　Ｕ１０２６对ＤＣ细胞因子分泌的影响　对照组
ＴＮＦα、ＩＬ６及ＴＧＦβ水平分别为（７８．２２±５７１）、
（４７．７５±０．７７）、（５７．７２±２．３４）ｍｇ·Ｌ－１，Ｕ１０２６
处理组ＴＮＦα、ＩＬ６及 ＴＧＦβ水平分别为（２２．２２±
０．３２）、（２３．３５±０．３２）、（３４２１±１７６）ｍｇ·Ｌ－１，２
组各细胞因子水平比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＥＲＫ信号通路能够将细胞外信号传导至细胞
核，进而介导核因子κＢ和激活蛋白１等转录因子的
活化，调控细胞增殖、分化、凋亡和癌变等多种生物学

反应［１２１３］。Ｕ１０２６是一种常用的 ＥＲＫ抑制剂，可以
通透细胞，选择抑制ＥＲＫ的磷酸化和激活［１４１５］。

１９７３年，Ｓｔｅｉｎｍａｎ和 Ｃｏｈｎ在小鼠脾脏中发现
具有树突状突起形态的细胞，命名为树突状细胞，其

最大的特点是能够刺激初始型 Ｔ细胞活化和增
殖［１６］。在免疫稳态下，ＤＣ主要分布于外周非淋巴
组织中，为不成熟状态，表达低水平的 ＭＨＣⅡ分子
和共刺激分子。一旦发生组织损伤或感染，ＤＣ获得
成熟表型和功能，其中一个重要的特点是高表达

ＭＨＣⅡ分子和共刺激分子ＣＤ８０、ＣＤ８６及ＣＤ４０，诱
导初始Ｔ细胞转化为效应 Ｔ细胞，从而启动免疫应
答［１７１９］。ＤＣ分泌的细胞因子对 Ｔ细胞的活化和分
化具有重要的调控作用［２０］。例如，ＴＧＦβ和ＩＬ６参
与了调节性Ｔ细胞和Ｔｈ１７的产生［２１］。以往的研究

提示，ＥＲＫ信号通路可能参与了 ＤＣ功能的调控。
例如，Ｔｏｌｌ样受体能够激活 ＤＣ的 ＥＲＫ信号通
路［２２］，但并未阐明ＥＲＫ信号通路对ＤＣ表型和功能
的具体调控作用。本研究结果显示，ＥＲＫ抑制剂
Ｕ１０２６能够降低 ＤＣ的 ＣＤ８０、ＣＤ８６及 ＣＤ４０表达，
但对ＭＨＣⅡ没有显著影响。另外，ＥＲＫ抑制了 ＤＣ
的凋亡，促进多种细胞因子的分泌。结果证实，ＥＲＫ
信号通路正向调控ＤＣ介导的 Ｔ细胞活化。以再生
障碍性贫血为代表的一类免疫异常导致疾病的一个

最大特点是ＤＣ的过度活化［２３］。抑制ＤＣ的过度活
化可以作为此类疾病的一个治疗靶点。本研究结果

为进一步探讨以ＤＣ为靶点的相关疾病的治疗提供
了实验依据。
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