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[摘要 ] 目的:研究壳寡糖结合并激活巨噬细胞的机制 。方法:RT-PCR和 ELISA检测壳寡糖对巨噬细胞及经 γ干扰素(IFN-

γ)预刺激巨噬细胞的白介素 1β(IL-1β)基因表达水平的影响;钙离子脂化探针 Fluo-3/AM检测壳寡糖对巨噬细胞胞浆游离

Ca2+浓度的影响;用四甲基异硫氰酸罗丹明标记甘露聚糖 ,激光共聚焦显微镜和流式细胞仪观察标记糖结合及进入巨噬细胞

的情况;通过竞争性抑制实验探讨巨噬细胞摄取壳寡糖的可能途径。结果:壳寡糖对巨噬细胞 IL-1β 基因表达的影响呈浓度

与时间依赖性 , IFN-γ预刺激巨噬细胞有增强作用;高浓度壳寡糖引起巨噬细胞胞浆游离 Ca2+浓度升高;壳寡糖竞争性抑制巨

噬细胞内吞甘露聚糖 , 抑制强度达 44% 。结论:壳寡糖可能是经由巨噬细胞表面的甘露糖受体介导结合并激活巨噬细胞 ,钙

离子相关的信号转导途径可能参与这一过程。
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[ Abstract] Objective:Toexplorethemechanismofthebindingandstimulatoryeffectofoligochitosaninmacrophages(MP).Meth-

ods:Theeffectofoligochitosanoninterleukin-1β (IL-1β)geneexpressioninrestingmacrophagesandmacrophagesprestimulatedwith

interferon-γ(IFN-γ)wasdetectedbyusingreversetranscriptionpolymerasechainreaction(RT-PCR)andenzyme-linkedimmunosor-

bentassay(ELISA).MacrophagestreatedwitholigochitosanofdifferentconcentrationsweredyedwithFluo-3/AMtoobservetheeffect

ofoligochitosanontheleveloffreeCa2+inthecytoplasm.Mannanwaslabeledwithtetramethylrhodamineisothiocyanate.Theinterac-

tionsbetweenmacrophagesandthelabeledsugarwereobservedunderconfocallasermicroscopeandanalyzedbyusingflowcytometry.

Competitiveinhibitionstudywasperformedtodeterminethemechanismofoligochitosanuptakebymacrophages.Results:Oligochi-

tosanstimulatedIL-1β geneexpressionintheconcentration-dependentandtime-dependentmanner, andthisstimulatoryeffectwasaug-

mentedbytheprestimulationwithIFN-γ.OligochitosanofhighconcentrationincreasedtheleveloffreeCa2+inthecytoplasm.Oli-

gochitosancompetitivelyinhibitedtheuptakeofmannaninmacrophages, andtheinhibitoryintensitywasashighas44 %.Conclu-

sion:Oligochitosanmaybindandstimulatemacrophagesviamannosereceptor, andsomeCa2+dependentsignalingpathwaymaypar-

ticipateinthisprocess.
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　　壳寡糖(oligochitosan)是壳聚糖的降解产物 ,

具有多种生理功能
[ 1 ～ 3]
。易经肠道被人体吸收。

目前认为壳寡糖发挥生物学效应的机制与其激活

免疫系统有关
[ 4]
。巨噬细胞(macrophage, MP)是

重要的抗原递呈细胞 ,壳寡糖能增强巨噬细胞的杀

伤活性 ,然而壳寡糖激活巨噬细胞的机制尚不明

确 。本研究探讨壳寡糖结合并激活巨噬细胞的机

制 ,为进一步阐明壳寡糖对巨噬细胞的免疫调节机
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制提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　壳寡糖的制备

采用复合纤维素酶解壳聚糖的方法 ,详见参考

文献 [ 5] 。

1.2　RAW264.7巨噬细胞的培养

RAW264.7巨噬细胞(购于中科院上海生物化

学与细胞生物学研究所)于含 10%小牛血清 、100

U/ml青霉素与链霉素的 RPMI-1640培养液 (IN-

VITROGEN公司)中 ,在 37℃、5 %CO2培养箱中培

养 。台盼蓝染色法计算细胞存活率达 95%以上。
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细胞铲(OrangeScientific公司)刮除法传代 ,白细

胞计数板计数 ,调整细胞浓度至 1 ×10
6
/ml。将

200μl细胞悬液接种至盖玻片 ,贴壁后用无血清

RPMI-1 640培养液冲洗去未悬浮细胞 ,每片盖玻

片加 200 μl无血清 RPMI-1 640培养液 ,备用。

1.3　RT-PCR和 ELISA检测巨噬细胞分泌的 IL-

1β的量

细胞总 RNA提取按 RNA抽提试剂盒(上海生

工生物工程公司)说明书操作。逆转录步骤:11 μl

RNA溶液加入 1 μg随机六聚引物 ,混匀 , 70℃温

育 5 min,冰浴中依次加入 4 μl5×逆转录缓冲液 、

1 μlRnasin(20U)和 2μldNTP,混匀 , 25℃温育 5

min;加入 1 μlMo-MLV逆转录酶 (200 U)。总量

为 20μl的反应体系于 25 ℃温育 10 min, 42 ℃反

应 1 h, 70 ℃ 10 min停止反应。 PCR步骤:冰浴

下 ,取 2.5UTaqDNA聚合酶 、2.0 μlcDNA模板 、

5.0 μl10 ×PCR缓冲液 、 4.0 μlMgCl2 、1.0 μl

dNTP、β -actin正反链引物各 0.2 μg、IL-1β正反链

引物各 0.4 μg及去离子水 31.5 μl混匀 ,总量为

50 μl的反应体系于 94℃预变性 5 min、94℃变性

30 s、55℃退火 1 min、72℃延伸 1 min, 30个循环

进行 PCR扩增 ,后延伸 72℃ ×10 min。小鼠 β -ac-

tin正链引物序列:GAGACCTTCAACACCCCAGC,

负链引物序列:GAACCGCTCATTGCCAATAGTG。

IL-1β正链引物序列:AGCTTCAGGCAGGCAGTAT-

CAC, 负链引物序列:CCAGCAGGTTATCATCAT-

CATCC。PCR产物用琼脂糖凝胶电泳方法定量 。

配制 IL-1β标准溶液 ,绘制标准曲线。在反应

孔中加入待测样品的巨噬细胞培养液上清各 50

μl,室温下孵育 2 h,吸去反应孔中上清 ,用冲洗液

洗涤 3次 ,吸干。各反应孔中加入生物素化抗小鼠

IL-1β抗体 50 μl, 37℃孵育 90 min,吸去反应孔上

清 ,洗涤 4次 , 吸干 , 加入辣根过氧化酶溶液 100

μl/孔 ,室温下孵育 30 min。吸去反应孔上清 ,洗涤

4次 ,加入酶反应底物 TMB溶液 100μl,避光 ,室温

下孵育 20 ～ 30 min。加入终止液 100 μl。酶标仪

450nm波长下读取各孔吸光值 ,计算各样品 IL-1β

含量。

1.4　巨噬细胞胞浆游离 Ca
2+
浓度的测定

钙离子脂化探针 Fluo-3 /AM溶于二甲亚砜 ,配

成 1 mmol/L储液 , -20℃保存 。用 HEPES缓冲液

冲洗预先接种在盖玻片上的巨噬细胞 3次 ,加入用

HEPES稀释的终浓度为 10 μmol/L的 Fluo-3 /AM

溶液 100 μl, 37℃避光孵育 40 min。洗涤细胞 ,加

入 180μlHEPES或 20μl10 mg/ml及 100 mg/ml

的壳寡糖 HEPES溶液 ,激光共聚焦显微镜下(激发

波长 488 nm,发射波长 525 nm)扫描细胞荧光强

度 。

1.5　荧光物质四甲基异硫氰酸罗丹明(rhodamine

isothiocyanate, TRITC)标记甘露聚糖

5 mgTRITC溶于 0.25ml二甲基甲酰胺 ,加入

乙二醇 4.25 ml,制成 TRITC溶液 ,待用 。另取甘

露聚糖 20 mg溶解在由 1 ml乙二醇和 3 ml0.1

mol/L碳酸钠缓冲液(pH9.3)构成的混合溶液中 ,

待溶解后加入上述 TRITC溶液 。 4℃避光搅拌 24

h后离心取上清 ,装入截留相对分子质量为 10 000

的透析袋内 ,置 0.01 mol/L, pH7.4的 PBS中

4℃避光透析 ,每天更换 PBS3次 ,直至透析外液置

紫外照射下无荧光 。冷冻干燥后溶解在 c-PBS缓

冲液中 (0.01 mol/LpH 7.4的 PBS加 1 mg/ml

BSA, 1 mmol/LCaCl2 , 0.5 mmol/LMgCl2)。取少

量 ,测标记物的荧光物质(F)与蛋白(P)结合比率

确定糖的标记效率 。适当稀释后使其 280 nm的

OD值接近 1.0,然后分别在 515 nm波长下和 280

nm波长下读取样品的 OD值 , 参照公式:F/P=

OD515nm/OD280nm, 计算得样品的 F/P为 3.45

(比值在 2.1 ～ 9.4之间均可用)。

1.6　标记糖与巨噬细胞作用的观察

实验前用 c-PBS缓冲液冲洗预先接种在盖玻

片上的巨噬细胞 3遍 ,加抑制剂或不同浓度的荧光

物或荧光物标记糖 , 37℃避光孵育特定时间 ,洗涤

细胞 , 3.7%多聚甲醛固定 12 min, c-PBS洗片 , 50

μlPBS/甘油混合溶液(体积比 1 ∶1)封片 。激光

共聚焦显微镜下观察 (TRITC标记甘露聚糖的激

发波长为 550 nm,发射波长 620 nm)。

1.7　分析标记糖与巨噬细胞结合的观察

用刮除法将贴壁的巨噬细胞制成细胞悬液

(离心后悬浮于 c-PBS缓冲液),调整细胞浓度为 1

×10
6
/ml。在抑制剂的存在下与一定浓度的标记

糖避光孵育特定时间 , 1 000 r/min,离心 5 min,弃

上清 ,细胞沉淀重新悬浮于 c-PBS中 。结合了标记

糖的细胞的荧光强度用 BD-LSR流式细胞仪的

CellQuest软件检测。

1.8　统计方法　采用统计软件 SPSS10.0,数据采

用 t检验 。

2　结果

2 .1　壳寡糖对巨噬细胞 IL-1β基因表达的影响

(表 1)

寡糖对巨噬细胞 IL-1β基因转录可随浓度增
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加和时间增长而起增强作用。浓度和时间依赖在

40 μg/ml, 18h时接近饱和 。

表 1　壳寡糖作用浓度对巨噬细胞 IL-1β 基因转录水平的

影响( x±s x)

Tab.1　Effectofoligochitosanwithdifferentconcentrationand

darationontheexpressionofIL-1β inRAW 264.7

cell( x±s x)

作用浓度

(μg/ml)
IL-1β(μg/L) 作用时间(h) IL-1β(μg/L)

10 0.4516±0.06191) 6 0.3436± 0.04651)

20 0.5679± 0.10971) 12 0.4103± 0.06641)

30 0.6552± 0.11591) 18 0.4823± 0.05431)

40 0.7606± 0.05011) 24 0.4794± 0.04601)

60 0.7511± 0.02161)

对照组 0.4040±0.0430 对照组 0.3158± 0.0386

　　注:1)与对照组比较 , P< 0.01

2 .2　壳寡糖对经 IFN-γ预刺激的巨噬细胞 IL-1β

基因表达的影响(表 2)

巨噬细胞经 IFN-γ预刺激后 ,壳寡糖促进 IL-

1β基因表达效应在转录和翻译水平上均比壳寡糖

单独作用时显著增强;IFN-γ单独作用巨噬细胞 22

h后 , IL-1β基因表达与对照组无显著差异 ,表明

IFN-γ的加入在该实验中仅起到预刺激的作用 。

表 2　壳寡糖对 IFN-γ预刺激巨噬细胞 IL-1β 基因转录

和翻译水平的影响( x±s)

Tab.2　EffectofoligochitosanonIL-1β geneexpressionin

macrophagesprestimulatedwithIFN-γ( x±s)

分　　　组
IL-1β转录

(μg/L)

IL-1β转录

(μg/L)

40μg/ml光密度作用 18h 0.6512±0.12631) 93.8±14.31)

100U/mlIFN-γ预刺激 4h后
40μg/ml壳寡糖作用 18h

1.1762±0.31401) 165.4±27.01)

　

IFN-γ单独作用 22h 0.3049±0.0436 38.9±5.7

对照组 0.3137±0.0530 39.6±7.6

　　注:1)与对照组比较P<0.01

2.3　壳寡糖对巨噬细胞胞浆游离 Ca
2+
浓度影响

1 mg/ml壳寡糖加入前后单个巨噬细胞的荧

光强度(43.526±4.440, 44.444±4.096)无显著差

异;10 mg/ml壳寡糖加入后荧光强度显著增强

(43.056±3.577, 74.423±4.116),提示巨噬细胞

胞浆游离 Ca
2 +
浓度明显增高(升高 69%左右)。

本实验还观察到巨噬细胞胞浆游离 Ca
2+
浓度在

120 ～ 140s之间达到高峰 ,并维持在高峰水平很长

时间。

2 .4　壳寡糖对巨噬细胞内吞甘露聚糖 -TRITC的

影响

以 TRITC标记的甘露聚糖单独作用巨噬细胞

为阳性对照 ,用壳寡糖及其他经典的甘露糖受体的

配体(甘露糖 、甘露聚糖 、岩藻糖 、甘露糖 -BSA、N-

乙酰氨基葡萄糖胺-BSA)分别竞争甘露聚糖 -

TRITC与巨噬细胞的结合 ,激光共聚焦显微镜和流

式细胞仪观察和分析细胞荧光强度 。结果显示壳

寡糖加入后 ,巨噬细胞表面的红色荧光变暗 ,荧光

强度比阳性对照组明显降低(抑制强度 44%),表

明壳寡糖可与 TRITC-壳寡糖竞争结合巨噬细胞。

3　讨论

IL-1β是一种在体内 、外都能发挥抑制细胞生

长和细胞毒作用的重要的细胞因子 。本实验结果

显示与静息细胞相比 , IL-1β的产生在壳寡糖作用

后明显增加。而且用 IFN-γ预刺激巨噬细胞可明

显提高这种效应 。 SHIBATA
[ 6]
报道 ,几丁质通过

诱导 IFN-γ的生成进而激活巨噬细胞 ,使其分泌多

种细胞因子 ,二者在免疫调节方面互相反馈 、影响。

壳寡糖作为几丁质部分脱乙酰化产物 -壳聚糖的降

解物 ,二者激活巨噬细胞的机理相似 ,本实验结果

进一步证实了体内壳寡糖对巨噬细胞的刺激作用

与壳寡糖诱导 IFN-γ的生成密切相关。

本实验结果高浓度的壳寡糖(10 mg/ml)可以

引起巨噬细胞胞浆游离 Ca
2+
浓度升高 ,与上述壳

寡糖通过甘露糖介导的内吞过程激活巨噬细胞的

结论一致 ,提示提高胞浆 Ca
2+
浓度可能是壳寡糖

进入巨噬细胞的重要信号转导途径。

CARINA认为
[ 7]
,壳聚糖与特异性受体的结合

是激活巨噬细胞的先决条件 。因此 ,我们推测在巨

噬细胞表面应该存在特异性结合壳寡糖的受体。

因为甘露聚糖本身没有发光集团 ,将荧光素 TRITC

与甘露聚糖偶联 ,方便了观察其与巨噬细胞之间的

相互作用 。实验结果巨噬细胞与 TRITC-甘露聚糖

结合后显示荧光 ,而 TRITC本身与巨噬细胞结合

能力很弱 ,排除了 TRITC对实验的干扰 ,证明了方

法的可行性。

研究发现 ,以 N-乙酰氨基葡萄糖胺为末端的

糖蛋白是通过甘露糖受体被巨噬细胞吞噬的
[ 8]
。

我们用壳寡糖及一系列经典的甘露糖受体的配体 ,

分别去竞争甘露聚糖与巨噬细胞的结合。结果显

示 ,甘露糖受体的配体均能抑制 TRITC-甘露聚糖

与巨噬细胞的结合 ,同时 ,壳寡糖不仅能够竞争甘

露聚糖与巨噬细胞的结合 ,且竞争性抑制作用非常

强 ,达到 44%。由此我们得到结论 ,壳寡糖是通过

巨噬细胞表面甘露糖受体被巨噬细胞识别结合的 ,

并且这一过程可能在激活巨噬细胞发挥生物学效

应中发挥关键性作用。
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综上所述 ,壳寡糖作为一种几丁质的衍生物 ,

能够被人体的重要抗原递呈细胞———巨噬细胞内

吞 ,并且凭借其生物安全性及水溶性吸收的优势 ,

极有可能成为一种非常有潜力的新型海洋药物投

入到免疫增强和免疫调节的临床应用中。
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致 MSI及 LOH,造成 FHIT基因复杂的多样性 。

本研究结果显示 ,胃癌组织中 FHIT基因 LOH

平均频率 32.4%, MSI平均频率 26.4%。D3S1300

和 D3DS4103两个位点位于 FHIT基因第 1编码外

显子(E5)附近 ,在这两个位点出现高频率的 LOH和

MSI与 FHIT基因异常转录本中 E5的缺失相吻合 ,

也证实 FHIT基因的缺失在胃癌中常见。并且发现

多例出现 2个或 2个以上位点检出 LOH和 MSI,提

示 FHIT基因的变异范围较大。 HUIPING
[ 2]
报道在

胃癌中 FHIT蛋白的缺失与其淋巴结转移有关 、CAP-

PUZZI
[ 3]
报道 FHIT蛋白丢失与胃癌的分期及组织学

分级呈正相关 ,并与不良预后呈负相关 。但也有相

反的报道 , NOGUCHI
[ 7]
报道 FHIT基因的 LOH与胃

癌的进展及预后无关。以上研究提示 FHIT基因在

胃癌的发生发展中起着重要作用 ,但相关的分子机

制还需要进一步研究 。

FHIT基因的 LOH和 MSI与胃癌临床病理特征

的关系研究结果显示 , FHIT基因的缺失可能与胃癌

组织分化无关。FHIT基因的穿透浆膜组的胃癌较未

穿透浆膜组的 LOH阳性率高 , 提示 FHIT基因的

LOH与胃癌细胞的浸润扩散有关 。而无淋巴结转移

的胃癌 MSI阳性率高于有淋巴结转移的胃癌 ,提示

FHIT基因 MSI主要参与胃癌发生早期事件 ,其在转

移后表达下调还有待于进一步深入研究。

由此可见 , FHIT基因的 LOH和 MSI均在不同

程度上反映了胃癌细胞基因组的不稳定性 ,推测其

在胃癌的发生发展过程中起着重要作用。

参考文献:

[ 1] OHTAM, INOUEH, COTTICELLIM, etal.TheFHITgene,

spanningtheChromosorne3pl4.2 fragilesiteandrenalcarcinoma-

associatedt(3;8)breakpoint, isabnormalindigestivetractcancer

[ J] .Cell, 1996, 84(4):587-597.

[ 2] HUIPINGC, KRISTJANSDOTTIRS, BERGTHORSSONJT, etal.

HighfrequencyofLOH, MSIandabnormalexpressionofFHITin

gastriccancer[ J] .EurJCancer, 2002, 38(5):728-735.

[ 3] CAPUZZID, SANTOROE, HAUCKWW, etal.Fhitexpressionin

gastricadenocarcinoma:correlationwithdiseasestageandsurvival

[ J] .Cancer, 2000, 88(1):24-34.

[ 4] HANCB, ZHAOYJ, LIF, etal.Quantitationanddetectionofde-

letionintumormitochondrialDNAbymicroarraytechnique[ J].

ChinJoncol, 2004, 26(1):10-13.

[ 5] MIMORIK, INOUEH, SHIRAISHIT, etal.Microsatelliteinsta-

bilityisoftenobservedinesophagealcarcinomapatientswithallelic

lossintheFHIT/FRA3Blocus[ J] .Oncology, 2003, 64(3):275-

279.

[ 6] QUDDUSMR, SUNGCJ, COOKSW, etal.LossofFhitproteinin

carcinomaofprimaryandsecondarymulleriansystems[ J] .Histopa-

thology, 2004, 44(1):87-88.

[ 7] NOGUCHIT, MIILLERW, WIRTZ, HC, etal.FHITgeneingas-

triccancer:associationwithtumorprogressionandprognosis[ J].J

Pathol, 1999, l88(4):378 -392.

[收稿日期 ] 2005-10-17

·127·第 2期 侯丽娜等.壳寡糖结合并激活巨噬细胞机制的研究


