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A20 对脂多糖诱导人树突状细胞成熟度及功能的影响
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摘要院 目的 探讨 A20对脂多糖诱导的树突状细胞成熟度及功能的影响遥 方法 在脂多糖诱导树突状细胞成熟过程中袁 沉默

A20袁 采用定量 RT-PCR检测树突状细胞中 A20的表达水平袁 流式细胞术检测树突状细胞表面共刺激分子 CD80尧CD86及

HLA-DR的表达水平袁ELISA检测树突状细胞分泌的细胞因子 IL-1茁尧IL-6和 IL-27的水平遥 结果 荧光显微镜下观察到绝大

部分 DCs被携带有 GFP荧光基团标记的腺病毒转染袁呈绿色荧光表达曰定量 RT-PCR检测显示袁转染 A20-shRNA腺病毒的

树突状细胞 A20的表达低于未转染腺病毒的树突状细胞渊 约0.05冤曰流式细胞术检测显示袁沉默 A20后袁树突状细胞细胞表面的

成熟标记分子 CD80尧CD86和 HLA-DR的表达水平没有变化曰ELISA检测显示袁 沉默 A20的树突状细胞分泌 IL-1茁和 IL-6

的水平增加渊 约0.05冤袁而 IL-27的水平降低渊 约0.05冤遥 结论 携带 A20-shRNA的腺病毒能够顺利转染树突状细胞袁且 A20对

树突状细胞的成熟度无调控作用袁 但沉默 A20后能够促进树突状细胞分泌促炎细胞因子 IL-1茁和 IL-6袁 降低抑炎细胞因子

IL-27的表达水平遥
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Effect of A20 on the Maturity and Function of Human Dendritic Cells Induced by Lipopolysaccharide
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Abstract：Objective To investigate the effect of A20 on the maturity and function of human dendritic cells induced by lipopolysaccharide.

Methods During the maturation of dendritic cells induced by lipopolysaccharide, A20 was silenced. The expression level of A20 in dendritic cells

was detected by quantitative RT-PCR. The expression levels of costimulatory molecules CD80, CD86 and HLA-DR on dendritic cells were detected

by flow cytometry. The levels of cytokines IL -1茁, IL -6 and IL -27 secreted by dendritic cells were detected by ELISA.Results Under the

fluorescence microscope, most of the DCs were transfected with adenovirus carrying GFP fluorescent group, showing green fluorescence expression.

Quantitative RT-PCR showed that the expression of A20 in dendritic cells transfected with A20-shRNA adenovirus was lower than that in dendritic

cells not transfected with adenovirus ( <0.05). Flow cytometry showed that the expression levels of mature marker molecules CD80, CD86 and HLA-

DR on the surface of dendritic cells did not change after silencing A20. ELISA showed that the levels of IL-1茁 and IL-6 secreted by A20 dendritic

cells increased ( <0.05), while the level of IL-27 decreased ( <0.05).Conclusion Adenovirus carrying A20-shRNA can successfully transfect

dendritic cells, and A20 has no regulatory effect on the maturity of dendritic cells. However, silencing A20 can promote the secretion of pro -

inflammatory cytokines IL-1茁 and IL-6 by dendritic cells and reduce the expression of anti-inflammatory cytokine IL-27.
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20世纪 70年代，Steinman RM等[1，2]在小鼠外周

淋巴器官中鉴定出具有现代免疫学概念的树突状细

胞（dendritic cells，DCs）。DCs不仅是天然免疫和适

应性免疫之间的桥梁，也能启动免疫应答，诱导免疫

耐受[3]。DCs8是最重要抗原提呈细胞，其所诱导的适

应性免疫应答在肿瘤、免疫中具有重要意义[4，5]。A20

又称为肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）诱导的蛋白3，是泛

素（Ub）依赖性信号的有效调节剂，其能够通过去泛

素化功能减弱 NF-资B信号系统的活性，从而发挥对

天然免疫反应的负性调节作用[6]。A20在多种炎症性

和免疫性疾病中都发挥着重要的作用[7，8]，但其在免

疫及感染性疾病中的作用机制尚未完全明确。本研

究主要探讨 A20 对脂多糖诱导的树突状细胞成熟

度及功能的影响。

1材料与方法

1.1研究对象及材料 收集 2021年 5月西南医科大

学附属医院 14名健康志愿者临床资料；人淋巴细胞

分离液购自上海生物工程有限公司；Trizol购自美国

Invitrogen公司；反转录试剂盒与荧光定量 PCR 试

剂盒均购自日本 TaKaRa 公司；GM-CSF 和人重组

IL-4 购自美国 ACRO Biosystems 公司；CD14+磁珠

购自德国 Miltenyi公司；细胞培养液 1640和胎牛血

清购自美国 Gibco公司；腺病毒购自上海汉恒生物
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科技有限公司；Anti-human CD80、CD86 及 HLA-

DR购自美国 eBioscience公司；LPS购自美国 Sigma

公司；人 IL-1茁、IL-10、IL-27、IL-6 ELISA检测试剂

盒购自美国 R&D Systems公司。

1.2方法

1.2.1 DCs的分离和培养 抽取健康志愿者静脉血约

10 ml，再缓慢加入 10 ml的磷酸缓冲盐溶液，轻轻

将二者混匀，然后将其加入至 5 ml人淋巴细胞分离

液中，在温度 4 益，离心力 800 g，按升 4降 0的升降

速度进行离心，离心 26 min。离心后用巴氏管将单

个核细胞吸出、洗涤、离心。加入磁珠 buffer和单核

细胞磁珠（CD14+磁珠）。过 MS柱后得到 CD14+T细

胞。按照 1伊106细胞/ml接种到 1640培养基中，并

加入人重组 GM-CSF（100 ng/ml）和人重组 IL-4

（50 ng/ml）进行 DCs诱导。细胞培养第 6天时，加入

LPS（100 ng/ml）继续培养 24 h获得成熟的 DCs细胞。

1.2.2 腺病毒感染 DCs 人 A20 基因干扰（A20-

shRNA）腺病毒的制备、包装、扩增和纯化由上海汉

恒 生 物 科 技 有 限 公 司 完 成 （A20 基 因 ID：

NM_001270508.1）。上述细胞培养至第 3天，将细胞

分为两部分，一部分细胞加入腺病毒载体，培养 2 h

后换液，而另一部分细胞为对照，直接换液。48 h后，

观察 GFP绿色荧光的表达情况并进行后续实验。

1.2.3 流式细胞术检测 DCs 表型 取出培养好的

DCs，PBS洗涤细胞、离心，加入抗 CD80、CD86及

HLA-DR流式抗体，孵育 30 min后，用流式细胞仪

检测 CD80、CD86及 HLA-DR的表达情况。

1.2.4定量 RT-PCR 从细胞中提取总的 RNA，反转

录合成 cDNA，采用 SYBR Green进行 RT-PCR，参

照试剂盒配置相应的体系进行扩增，引物由上海生

工生物有限公司合成，其中引物序列如下：A20 上游

引物：5'-TGGCTGAACAAGTCCTTCCT-3忆，下游引

物：5'-CTTCAGGGTCACCAAGGGTA-3忆；茁-actin 上

游引物：5'-CGAGAAGATGACCCAGATCATG-3'，下

游 引 物 ：5' -CAGAGGCGTACAGGGATAGCA -3'。

ABI7500 仪器上进行 RT-PCR 反应，反应体系为

20 滋l。用 2-吟吟CT法计算 A20的相对表达量。

1.2.5 细胞因子的测定 按照 ELISA的说明检测细

胞培养液上清中 IL-1茁、IL-6和 IL-27的水平，所有

分析都进行 3次。

1.3统计学方法 采用 SPSS 22.0统计软件进行数据

分析。计量资料以（ 依）表示，两组间比较采用 检

验，以 约0.05表示差异有统计学意义。

2结果

2.1腺病毒转染 DCs情况 荧光显微镜下观察到绝

大部分 DCs被携带有 GFP荧光基团标记的腺病毒

转染，呈绿色荧光表达，见图 1。

2.2 腺病毒转染 DCs 后 A20 的表达水平 携带有

A20-shRNA腺病毒转染 DCs后，定量 RT-PCR检

测显示，转染 A20-shRNA腺病毒的树突状细胞 A20

的表达低于未转染腺病毒的树突状细胞（ 约0.05），

见图 2。

2.3 沉默 A20 后对 DCs 成熟度的影响 沉默 A20

后，DCs 细胞表面的成熟标记分子 CD80、CD86 和

HLA-DR的表达水平没有变化，见图 3。

2.4 A20 对 DCs 分泌细胞因子的影响 LPS 刺激

DCs后，通过 ELISA检测 DCs分泌细胞因子的水

平，结果显示沉默 A20 的 DCs 分泌 IL-1茁 和 IL-6

的水平增加（ 约0.05），而 IL-27 的水平降低（ 约

0.05），见图 4。

注：* 约0.05

图 2 腺病毒转染 DCs后 A20的表达情况

注：A：对照；B：带 GFP荧光基团标记

图 1 带 GFP荧光基团标记的腺病毒转染 DCs渊伊200冤

A

B
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3讨论

A20是 TNF-琢与脐静脉内皮细胞反应中发现

的一种诱导性表达蛋白，因此也被称为 TNF-琢诱导

蛋白（3TNFAIP3）。A20通过减弱 NF-资B信号通道，

发挥对天然免疫反应的负性调节作用[9]。DCs是目前

已知的最强大的抗原呈递细胞，它除了能够激活 T

细胞产生免疫应答，还可以对体内和体外的各种刺

激做出应答诱发免疫耐受。研究发现 [10，11]，A20在

SLE、干燥综合征等免疫性疾病中均发挥着重要的

作用。另外，研究发现[12]，在啮齿动物和非人灵长类

动物的移植模型中，DCs在同种异体免疫反应的负

调节中的具有核心作用。DCs除了在自身免疫性疾

病中发挥作用，在抗肿瘤免疫反应中也起着关键作

用。DCs通过分泌 IFN-姿，从而提高 IL-12p70、IFN-酌

和细胞毒性淋巴细胞募集趋化因子的水平，促进

TH1微环境，最终在抗肿瘤免疫反应中发挥重要作

用，而且 IFN-姿及其受体在乳腺肿瘤中与患者预后

情况密切相关[13]。然而，对于 DCs在各种感染性疾病

和免疫性疾病中的具体机制仍未明确。

A20存在于多个免疫器官如脾脏、胸腺和肠相

关免疫组织等，本研究结果发现，A20在 DCs中也

有表达，因 A20没有相应的抑制剂或激动剂，为了

研究 A20对 DCs成熟度及功能的研究，本研究将包

装好的人 A20-shRNA腺病毒转染 DCs，最终使 DCs

中 A20低表达，这也为后面研究 A20对 DCs的影响

打下了基础。DCs有未成熟和成熟两种类型，二者之

间有明显的差别，未成熟的 DCs具有较高的吞噬功

能，抗原呈递较弱，免疫刺激较弱[14]。成熟的 DCs表

达高水平的 MHC-玉类和 MHC-域类分子，具有强

大的抗原递呈能力。既往有文献报道[15]，在系统性红

注：A：LPS刺激 24 h后 DCs表面成熟标记分子 CD80、CD86及 HLA-DR的表达；B：LPS刺激沉默 A20预处理的 DCs 24 h后 CD80、CD86

及 HLA-DR的表达

图 3 沉默 A20后对 DCs成熟度的影响

A

B

注：* 约0.05

图 4 A20对 DCs分泌细胞因子的影响
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斑狼疮、类风湿性关节炎等许多免疫性疾病中，DCs

通过增加其成熟度发挥作用。为了证实 A20是否对

DCs成熟度有影响，本研究沉默 A20，检测 DCs成熟

表面细胞因子 CD80、CD86 及 HLA-DR 的表达，结

果表明沉默 A20对 DCs的成熟度无明显影响，这也

说明 A20对 DCs的作用与其他因子是不同的。研究

报道 [16]，miR-21在肾缺血再灌注损伤中能够增强

DCs的成熟，减轻肾脏缺血再灌注诱导的促炎细胞

因子的产生和急性肾损伤。而在 Johnson DJ等[17]报

道中表明，A20对 DCs成熟度是没有影响，考虑造

成这种差异的原因可能是 A20是一种重组蛋白，而

microRNA是一种小 RNA。

成熟 DCs作为主要抗原提呈细胞，根据刺激分

泌不同的细胞因子，并通过 Th1 或 Th2 途径使

Naive T细胞分化，从而造成炎症或免疫抑制的环

境。例如，DCs分泌的 IL-12可以诱导 Th1分化，分

泌的 IL-6和 IL-1茁等细胞因子促进免疫炎症环境。

本研究通过沉默 A20，结果发现 DCs分泌 IL-1茁和

IL-6的水平增加，而 IL-27的水平降低。Javan MR

等 [18] 使用慢病毒转染的方法发现，A20能够导致

DCs分泌 IL-10和 TGF-茁细胞因子的水平升高。另

有研究报道[19]，A20能够通过 NF-资B和 STAT1信号

途径调控 DCs分泌 TNF-琢和 IL-6。由此可以发现，

A20对 DCs的作用主要是引起 DCs分泌不同的细

胞因子。

综上所述，A20可抑制脂多糖诱导的人树突状

细胞的免疫功能，其机制可能与其影响 DCs的分泌

功能相关。
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