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摘　要:目的　探讨小鼠泡型包虫囊液(MCF)诱导小鼠骨髓来源树突状细胞(BMDCs)表达IDO的能力.方法　通过体

外诱导培养获得BMDCs,分别与 MCF(MCF组)、rmIFNＧγ(阳性对照组)和 RPMIＧ１６４０培养基(阴性对照组)进行共培养,在
不同时间点收集各组BMDCs,采用 RealＧtimePCR方法检测 BMDCs表面IDO mRNA 转录水平,Westernblotting方法检测

BMDCs表面IDO蛋白水平,ELISA方法检测BMDCs上清液中IDO浓度变化.结果　MCF组BMDCs表面IDO mRNA相

对表达量和BMDCs上清液中IDO浓度在２４h达到峰值,明显高于阴性对照组(F＝３０３．３０５,５７５２．４７３,P＜０．０１);而 MCF组

BMDCs表面IDO蛋白相对表达水平在４８h达到最高值,明显高于阴性对照组,差异有统计学意义(F＝７０．９７１,P＜０．０１).

结论　MCF具有上调BMDCs表面IDO表达的能力,为进一步揭示泡型包虫病的免疫耐受分子机制提供了理论依据.
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Abstract:Theobjectiveofthisstudywastoexploretheabilityofmultilocularcystfluid(MCF)toinduceIDOexpression
inmousebonemarrowderiveddendriticcells(BMDCs)．BMDCswereobtainedbyinductioncultureinvitro,andcoculture
withMCF(MCFgroup),rmIFNＧgamma(positivecontrolgroup)andRPMIＧ１６４０culturemedium (negativecontrolgroup)．
BMDCsofeachgroupwerecollectedatdifferenttimepoints．RealＧtimePCRmethodwasusedtodetectIDOmRNAtranscripＧ
tionallevelonBMDCs．WesternblottingmethodwasusedtodetectIDOproteinlevelonBMDCs．ELISAmethodwasusedto
detectthevariationofIDOconcentrationinBMDCssupernatant．TheresultsshowedthatMCFgroupofrelativeexpressionof
IDO mRNAonBMDCsandIDOconcentrationinBMDCssupernatantreachedpeakvalueat２４h,whichweregreatlyhigher
thanthenegativecontrolgroup(F＝３０３．３０５,５７５２．４７３,P＜０．０１)．WhileMCFgroupofrelativeexpressionlevelofIDOproＧ
teinonBMDCsreachedthehighestvalueat４８hours,whichweresignificantlyhigherthanthatinnegativecontrolgroup(F＝

７０．９７１,P＜０．０１)．TheseresultsindicatethatMCFhastheaＧ
bilitytoupregulatetheexpressionofIDOonBMDCs,which

providesatheoreticalbasisforfurtherrevealingthemolecular
mechanismofimmunetoleranceinalveolarechinococcosis．
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　　泡型包虫病(alveolarechinococcosis,AE)是由

多房棘球绦虫(Echinococcusmultilocularis,E．m)
幼虫所引起的一类严重人兽共患寄生虫病[１],我国

是该病发病率最高的国家之一[２],AE蚴囊呈多泡

型出芽方式生长,类似恶性肿瘤被称为“虫癌”[３].

AE病原泡球蚴具有免疫耐受能力,可以在宿主体

内长期寄生不被杀灭[４],但其具体作用机制尚不明

确.树突状细胞(dendriticcells,DCs)是机体功能

最强的专职抗原递呈细胞(antigenpresentingcell,

APC),可以参与机体炎症反应和免疫耐受[５],是研

究慢性感染疾病调控宿主免疫应答机制的重要靶

点[６].研究表明,一些寄生虫抗原成分可以诱导宿

主 DCs表面吲哚胺 ２,３Ｇ双加氧酶(indoleamin２,

３Ｇdioxygenase,IDO)高表达,引起微环境中色氨酸

耗竭进而影响了宿主 DCs正常免疫功能,最终介导

机体免疫耐受的形成,这一途径被认为是寄生虫感

染宿主发生免疫耐受的分子机制之一[７].研究发

现,囊性包虫病(cysticechinococcosis,CE)感染宿

主形成的免疫耐受与宿主 DCs表面IDO 高表达有

关[８],目前关于 AE感染过程中是否同样具有上调

宿主DCs表面IDO的能力,并参与到 AE免疫耐受

途径中还不清楚.本研究以小鼠泡型包虫囊液

(multilocularcystfluid,MCF)与小鼠骨髓来源树

突状细胞(bonemarrowdendriticcells,BMDCs)共
培养为模型,在不同时间点通过 RealＧtimePCR、

Westernblotting和 ELISA 等方法动态监测 MCF
对BMDCs表面IDOmRNA转录水平、蛋白水平以

及BMDCs上清液中IDO 浓度变化的影响,探讨

AE免疫耐受与 MCF诱导宿主 BMDCs表达IDO
的关系,为进一步揭示 AE感染宿主的免疫耐受分

子机制提供理论支持.

１　材料与方法

１．１　实验动物　６~８ 周龄SPF级健康 C５７BL/６
小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司,实验

过程中对动物的处置符合动物伦理学标准,实验动

物使用许可证为SYXK(苏)２０１２Ｇ０００４.

１．２　主要试剂及仪器　小鼠泡型包虫囊液(multiＧ
locularcystfluid,MCF)由新疆医学动物模型研究

重点实验室提供,小鼠重组粒细胞巨噬细胞集落刺

激因子 (rmGMＧCSF)、小 鼠 重 组 II型 γ 干 扰 素

(rmIFNＧγ)购自美国 R&DSystems公司,RPMIＧ
１６４０细胞培养液购自美国 Hyclone公司,胎牛血清

(FBS)购自美国ExCellBiology公司,Trizol试剂购

自美国Invitrogen公司,cDNA 第一链合成试剂盒

购自美国 ThermoFisher公司,实时荧光定量PCR
试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司,兔抗鼠

IDO多克隆抗体、兔抗鼠 GAPDH 多克隆抗体和辣

根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠IgG 均购自英

国 Abcam 公 司,鼠 IDO 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)试剂盒购自美国BioSciences公司,其他试

剂均 为 国 产 分 析 纯. 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

(DA７６００)为中国中山达安公司产品,Western电泳

仪(１６４Ｇ５０５１)和凝胶成像系统(GelDoc２０００)均为

美国BIOＧRAD公司产品,酶标仪(ELx８００)为美国

BioTek公司产品.

１．３　小鼠骨髓源树突状细胞诱导培养及实验分组

　将C５７BL/６小鼠颈椎脱位法处死,无菌状态下分

离股骨和胫骨髓细胞,用 RPMIＧ１６４０ 培养基(含

１０％胎牛血清)将细胞悬浮,分至６孔培养板中加入

rmGMＧCSF(终浓度１０ng/mL)和ILＧ４(终浓度１
ng/mL),将细胞培养板置 ５％、CO２ 培养箱培养

４８h,隔天半量换液并补足rmGMＧCSF,培养至第７
d,用吸管轻轻吹打后收集所有悬浮细胞,即为富集

的小鼠骨髓来源的树突状细胞(bonemarrowdenＧ
driticcells,BMDCs).将诱导培养分离到的 BMＧ
DCs用 RPMIＧ１６４０培养基重悬调整细胞浓度为１
×１０６cells/mL,分别用 MCF(终浓度为５mg/mL)
和rmIFNＧγ(终浓度为１０００U/mL,作为阳性对照

组)进行体外培养,同时加入相同体积 RPMIＧ１６４０
培养基(含１０％胎牛血清)作为阴性对照组,分别在

６h、１８h、２４h、４８h和６０h收集各组细胞和上清液.

１．４　BMDCs表面IDO mRNA相对表达量的检测

根据 GenBank中小鼠IDO(登录号:NM_００８３２４．２)
和 GAPDH(登录号:NM_００８０８４．３)序 列,利 用

PrimerPremier５．０软件设计引物,引物由江苏凯基

生物 技 术 股 份 有 限 公 司 合 成,IDO(F:５′ＧAGＧ
CAATCCCCACTGTATCCAＧ３′;R:５′ＧGGTCCAＧ
CAAAGTCACGCATCＧ３′),GAPDH(F:５′ＧAAGＧ
GTCGGTGTGAACGGATTＧ３′,R:５′ＧTGAGTGＧ
GAGTCATACTGGAACATＧ３′).采 用 Trizol 法

提取各组BMDCs总 RNA,将提取的 RNA 反转录

合成cDNA 第一链按试剂盒操作说明书进行.使

用SYBRPremixExTaqTMII荧光定量试剂盒在荧

光定量PCR仪上进行IDO基因相对定量分析.反

应体系为２０μL:SYBRPremixExTaqTMII(２×)
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１０μL,cDNA模板１μL,上、下游引物(１０μmol/L)
各１μL,ddH２O７μL.反应程序:９５ ℃预变性 ５
min;９５℃１５s,６０℃２０s,７２℃４０s,４０个循环;

９５℃１５s,６０℃１min,９５℃１５s.以GAPDH 为

内参基因进行标准化,对每个样品进行３个重复测

定,所得数据采用相对比较 Ct法(Qr＝２－△△Ct)分
析,以确定IDO mRNA相对表达量.

１．５　BMDCs表面IDO蛋白相对表达水平的检测

收集各组不同时间点BMDCs,用胰酶消化后分别加

入细胞裂解液充分裂解,４ ℃ １３０００×g 离心 １０
min,收集上清即为细胞总蛋白.BCA 法检测各组

蛋白浓度后,经１２％ SDSＧPAGE电泳分离,将蛋白

转染至PVDF膜上经封闭和漂洗后,分别加入兔抗

鼠IDO 抗体(稀释比例１∶５０)和兔抗鼠 GAPDH
(稀释比例１∶２５０００)４℃孵育过夜,洗膜后加入羊

抗鼠IgGＧHRP二抗(稀释比例１∶１００００)室温孵

育２h,洗膜３次后用ECL试剂盒显色,凝胶成像系

统采集图像并分析,以IDO蛋白条带灰度值与内参

GAPDH 蛋白条带灰度值之比表示目的IDO 蛋白

的相对表达水平.

１．６　BMDCs上清液中IDO 浓度的检测　收集各

组不 同 时 间 点 BMDCs 上 清 液,按 照 小 鼠 IDO
ELISA试剂盒操作说明书检测 BMDCs上清液中

IDO的浓度,每个检测样品设立两个复孔,吸收波

长为４５０nm.

１．７　统计学方法　采用 SPSS２２．０软件对实验数

据进行统计学分析,计数资料用均数±标准差(x±
s)表示,组间比较采用单因素方差分析,进一步两两

比较采用LSD检验,P＜０．０５表示差异具有统计学

意义.

２　结　果

２．１　BMDCs表面IDO mRNA 相对表达量动态检

测　采用 RealＧtimePCR方法对阴性对照组、阳性

对照组和 MCF 组５个时间点 BMDCs表面IDO
mRNA相对表达量进行分析,结果显示(图１),从

６h开始 MCF处理组的 BMDCs表面IDO mRNA
表达 量 逐 渐 增 高,２４h 达 到 最 高 值 (３４．３８３±
１８０３),与阴性对照组(１３．２８９±１．０７２)差异有统计

学意义 (F＝３０３３０５,P ＜０．０１),与阳性对照组

(４６８８４±４．９６２)差异也有统计学意义(F＝１６．８１６,

P＜０．０５)见表１,MCF刺激２４h之后BMDCs表面

IDO mRNA相对表达量逐渐下降.

图１　不同处理组BMDCs的IDOmRNA相对表达量动

态变化

Fig．１　DynamicchangesofrelativeexpressionofIDOmRＧ
NAbydifferenttreatedBMDCs

表１　３组不同时间BMDCs表面IDOmRNA相对表达量比较

Tab．１　RelativeexpressionofIDOmRNAinthreegroups
ofBMDCsatdifferenttime

检测

时间/h

IDOmRNA相对表达量(GAPDH 作为内参)

阴性对照组 阳性对照组 MCF组

６ １．００２±０．００１ ３．５００±０．２４９∗∗ １．９４９±０．０５３∗∗△△

１８ ４．９０３±０．１００ ２２．４１９±２．３１８∗∗ １６．０２７±０．６４１∗∗△△

２４ １３．２８９±１．０７２ ４６．８８４±４．９６２∗∗ ３４．３８３±１．８０３∗∗△

４８ ２０．１６２±０．０９１ ２９．６０４±１．７８１∗∗ ３０．７０６±２．１４２∗∗

６０ ３６．４１８±１．８８６ ６８．４２５±４．７７３∗∗ ２３．９７０±１．５８２∗∗△△

　　注:同一时间点,与阴性对照组相比,∗P＜０．０５,∗∗P＜００１;

与阳性对照组比较,△P＜０．０５,△△P＜０．０１.

图２　不同处理组 BMDCs中IDO 蛋白表达 Western
boltting动态检测

Fig．２　 WesternbolttingdetectionofIDOexpressionby
differenttreatedBMDCs

２．２　BMDCs表面IDO 蛋白相对表达水平动态检

测　采用 Westernblotting方法检测阴性对照组、
阳性对照组和 MCF 组不同时间点 BMDCs表面

IDO蛋白的表达情况,结果见图２.MCF处理组从

６h开始BMDCs表达IDO 逐渐增加,４８h达高峰

之后逐渐减弱(图３),MCF处理组IDO蛋白的表达

在４８h达高峰延迟于IDOmRNA的表达.４８h时

BMDCs表面IDO 蛋白及相应 GAPDH 蛋白的灰

度值之比 MCF组(０．７５８±０．０４７)高于阴性对照组

(０．５０３±０．０２４)(F＝７０．９７１,P＜０．０１),而 MCF组
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与阳性对照组(０．８４７±０．０６７)相比差异无统计学意

义(F＝３．６４８,P＞０．０５),见表２.

图３　不同处理组BMDCs中IDO蛋白相对表达水平动

态变化

Fig．３　DynamicchangesofrelativeexpressionofIDOproＧ
teinbydifferenttreatedBMDCs

表２　３组不同时间BMDCs表面IDO蛋白相对表达水平比较

Tab．２　RelativeexpressionofIDOproteininthreegroups
ofBMDCsatdifferenttime

检测

时间/h

IDO蛋白表达相对灰度值(GAPDH 作为内参)

阴性对照组 阳性对照组 MCF组

６ ０．１８６±０．００５ ０．４１６±０．０４０∗∗ ０．２６６±０．００６∗∗△△

１８ ０．２８４±０．０１４ ０．５７８±０．０１８∗∗ ０．４３５±０．０３８∗∗△△

２４ ０．４４１±０．１３７ ０．７５６±０．０６１∗ ０．５６３±０．１４４

４８ ０．５０３±０．０２４ ０．８４７±０．０６７∗∗ ０．７５８±０．０４７∗∗

６０ ０．８４３±０．０６４ ０．９２５±０．１３３ ０．５４３±０．０６８∗∗△△

　　注:同一时间点,与阴性对照组相比,∗P＜０．０５,∗∗P＜００１;

与阳性对照组比较,△P＜０．０５,△△P＜０．０１.

２．３　BMDCs上清液中IDO 浓度动态检测　采用

ELISA方法检测阴性对照组、阳性对照组和 MCF
组不同时间点 BMDCs上清液中IDO 浓度动态变

化,结果显示(图４),从６h开始 MCF组BMDCs上

清液 中 IDO 浓 度 逐 渐 增 高,２４h 达 到 最 高 值

(３３８０１±０．４４８ng/mL),与阴性对照组(１３．８１１±
０．０８６ng/mL)和阳性对照组(４５．５２３±０．４９３ng/

mL)间差异有统计学意义(F＝５７５２．４７３、９２７．４６４,

P＜０．０１),见表３.MCF刺激２４h之后BMDCs上

清液中IDO 浓度逐渐下降,５个时间点 BMDCs上

清液中所检测的IDO浓度变化趋势与IDO mRNA
表达变化趋势相一致.

３　讨　论

包虫病是由棘球属的棘球绦虫寄生于人和动物

体内所引起的一种人兽共患慢性蠕虫性疾病,该病

图４　不同处理组BMDCs上清液中IDO浓度动态变化

Fig．４　DynamicchangesofIDOconcentrationsinsuperＧ
natantsbydifferenttreatedBMDCs

表３　三组不同时间 BMDCs上清液中IDO浓度检测比较

Tab．３　DetectionofIDOconcentrationsinthreegroups
ofBMDCssupernatants

检测

时间/h

DCs上清液中IDO浓度(ng/mL)

阴性对照组 阳性对照组 MCF组

６ ０．９５５±０．６０ ２．５６７±０．１０８∗∗ ２．２０９±０．０７９∗∗△△

１８ ５．７０１±０．０６ ２７．０５５±１．５７３∗∗ １９．８６１±０．１９４∗∗△△

２４ １３．８１１±０．０８６４５．５２３±０．４９３∗∗ ３３．８０１±０．４４８∗∗△△

４８ １９．６４２±０．２３７３３．６２２±１．２９５∗∗ ３１．８２１±０．１２０∗∗△

６０ ４０．９１５±０．８１２７０．３６８±１．８５０∗∗ ３０．３３２±０．１８９∗∗△△

　　注:同一时间点,与阴性对照组相比,∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１;

与阳性对照组比较,△P＜０．０５,△△P＜０．０１.

在世界范围内广泛流行,现已报道的能够引起人感

染棘 球 绦 虫 病 原 有 细 粒 棘 球 绦 虫 (Echinococus
granulosus,Eg)、多房棘球绦虫(EchinococusmulＧ
tilocularis,Em)、少节棘球绦虫(EchinococusoliＧ
gathrus,Eo)和伏氏棘球绦虫(Echinococusvogeli,

Ev)４种,我国流行区域感染人的棘球绦虫主要为

Eg 和Em[９].AE是由Em 引起,主要侵害人或动

物的肝脏,呈浸润方式生长,通过浸润还可以转移至

肺脏、脑部等其他组织器官而形成转移病灶.据统

计,未经治疗的 AE患者１０年病死率高达９４％,已
成为危害人类健康的世界性公共卫生问题之一[１０].
目前,AE免疫耐受机制还不清楚,对其进行研究探

讨有助于寻找新的免疫治疗方法以及在探索更为有

效的防治思路等方面具有重要的意义.
天然免疫细胞 DCs在免疫应答的诱导中发挥

关键作用[１１],是连接固有免疫与获得性免疫的桥

梁,其活化状态决定了Th１型细胞和Th２型细胞免

疫应答反应的方向,当Th１型细胞向Th２型细胞发

生极化 漂 移 时 可 以 介 导 机 体 发 生 免 疫 耐 受[１２].

４００１ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(１１)
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代谢的限速酶,是调节宿主 DCs发生免疫耐受的一

个重要分子开关[１３],已有研究表明,囊型包虫病感

染过程中宿主DCs表面IDO 高表达可以抑制 Th１
型细胞正常免疫功能,促使机体产生 Th２ 型 反

应[１４],并证实 Th１/Th２型细胞失衡与囊型包虫病

免疫耐 受 形 成 有 关 联[１５].本 研 究 以 BMDCs与

MCF共培养为实验模型,在不同时间点动态监测

BMDCs表达IDO 情况,结果显示 MCF处理组的

BMDCs表面IDOmRNA相对表达量和BMDCs上

清液中IDO浓度２４h均达到最高值,与阴性对照

组差异极显著(F＝３０３．３０５、５７５２．４７３,P＜０．０１),而

MCF 处理组 BMDCs表面IDO 蛋白表达水平在

４８h达到峰值滞后IDO mRNA 转录水平,主要原

因可能是由泡型包虫囊液抗原成分复杂造成,不同

时间点泡型包虫囊液诱导 BMDCs表达IDO 变化

趋势,与单骄宇用小鼠囊型包虫囊液诱导 BMDCs
表达IDO动态检测所分析的变化趋势相一致[８,１４],
说明泡型包虫病和囊型包虫病感染致宿主树突状细

胞高表达IDO具有相似性,为进一步研究泡型包虫

病感染过程中宿主DCs表面IDO对Th１/Th２型细

胞的影响,以及探讨泡型包虫病免疫耐受的相关分

子机制奠定了一定实验和理论基础.
综上所述,本研究通过体外实验证明了 AE感

染过程中调节宿主免疫应答的主要抗原成分 MCF
可以诱导BMDCs表面IDO 高表达,这一现象提示

树突状细胞表面IDO 高表达可能与泡型包虫病免

疫耐受分子机制的形成有关.然而有关IDO 分子

调控机制具体所发挥的作用还需通过体内实验进一

步加以验证,如建立 AE感染实验动物模型,通过收

集 AE感染不同时期的 DCs检测IDO 表达情况和

Th１/Th２细胞因子分泌情况,并探讨IDO 表达对

DCs分泌 Th１/Th２细胞因子的影响,以确认IDO
是否参与 AE慢性感染致宿主的免疫耐受过程.
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