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[摘要]目的:探讨 Chemerin / ChemR23 通过作用于树突状细胞(DCs)对呼吸道合胞病毒(RSV)肺炎免疫应答的调节作用。 方

法:纳入普通 RSV 肺炎患儿 46 例,对照组外科无肺部症状的手术患儿 19 例。 获取外周血分离培养树突状细胞,两组患儿均使

用磷酸盐缓冲液(PBS)和 Chemerin 刺激树突状细胞至 48
 

h,分别检测树突状细胞 ChemR23、CD80 和 CD86 的表达。 结果:(1)
外周血分离出的树突状细胞,培养第 7 天,表面出现毛刺样凸起及典型的树突状细胞形态改变。 培养第 15 天,细胞表面毛刺明

显增多并呈聚集样改变。 培养第 7 天的悬浮细胞 ChemR23、CD80、CD86 均表达阳性。 (2) RSV 肺炎患儿外周血 DCs 经

Chemerin 刺激 24
 

h 和 48
 

h 后 ChemR23 阳性表达显著高于 PBS 组(29. 3% ± 6. 5%
 

vs
 

24. 8% ± 5. 8%,25. 2% ± 8. 3%
 

vs
 

21. 0% ±
8. 3%,P 均<0. 01);对照组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24

 

h 和 48
 

h 后 ChemR23 阳性表达率与 PBS 组比较差异均无统计学意义。
(3)RSV 肺炎组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24

 

h 和 48
 

h 后 CD80 阳性表达率显著低于 PBS 组(28. 1% ± 6. 0%
 

vs
 

33. 4% ± 7. 4%,
 

24. 0%±8. 7%
 

vs
 

30. 8%±9. 8%,P 均<0. 01)。 对照组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 后 CD80 阳性表达率与 PBS 组比较差异无统

计学意义。 但 DCs 经 Chemerin 刺激 48
 

h 后,CD80 阳性率(29. 2%±7. 4%)显著低于 PBS 组(35. 4%±7. 6%,P<0. 01)。 (4)RSV 肺

炎组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 和 48
 

h 后 CD86 阳性率显著低于 PBS 组(32. 9% ±6. 4%
 

vs
 

36. 4% ±7. 7%,26. 6% ± 10. 9%
 

vs
 

30. 6%±10. 8%,P 均< 0. 01)。 DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 后 CD86 阳性表达率与 PBS 组比较差异无统计学意义。 但 DCs 经

Chemerin 刺激 48
 

h 后,CD86 阳性率(34. 1%±8. 2%)则显著低于 PBS 组(40. 9% ±8. 8%,P<0. 01)。 结论:早期普通 RSV 肺炎中,
Chemerin / ChemR23 可能通过下调共刺激分子 CD80 和 CD86 的表达,特异诱导树突状细胞不成熟,从而与抗炎和后续哮喘发生相关。
[关键词]Chemerin / ChemR23;树突状细胞;呼吸道合胞病毒;免疫

[中图分类号]R725. 6　 　 　 　 　 　 [文献标识码]A
 

　 　 　 　 　 　 [文章编号]1672-108X(2022)11-0005-04

Participation
 

of
 

Chemerin / ChemR23
 

in
 

Immune
 

Regulation
 

of
 

Respiratory
 

Syncytial
 

Virus
 

Infection
 

Through
 

Induction
 

of
 

Immature
 

Dendritic
 

Cells

Ma
 

Caixia1,
 

Liang
 

Feng2,
 

Lu
 

Aizhen3,
 

Jin
 

Tingting3,
 

Zhang
 

Mingzhi3
 

(1.
 

Qingpu
 

Branch
 

of
 

Zhongshan
 

Hospital,
 

Fudan
 

University,
 

Shanghai　 201700,
 

China;
 

2.
 

Xiamen
 

Children’ s
 

Hospital,
 

Fujian
 

Xiamen 　 361006,
 

China;
 

3.
 

Children’ s
 

Hospital
 

of
 

Fudan
 

University,
 

Shanghai　 201102,
 

China)

[Abstract]Objective:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

regulation
 

of
 

Chemerin / ChemR23
 

on
 

immune
 

response
 

to
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

(RSV)
 

pneumonia
 

through
 

its
 

action
 

on
 

dendritic
 

cells
 

(DCs).
 

Methods:
 

A
 

total
 

of
 

46
 

children
 

with
 

common
 

RSV
 

pneumonia
 

and
 

19
 

children
 

without
 

pulmonary
 

symptoms
 

in
 

surgery
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

enrolled.
 

Peripheral
 

blood
 

was
 

obtained
 

for
 

isolation
 

and
 

culture
 

of
 

dendritic
 

cells.
 

Both
 

groups
 

were
 

stimulated
 

with
 

phosphate
 

buffer
 

solution
 

( PBS)
 

and
 

Chemerin
 

for
 

48
 

h,
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

ChemR23,
 

CD80
 

and
 

CD86
 

in
 

dendritic
 

cells
 

were
 

respectively
 

detected.
 

Results:
 

(1)
 

Dendritic
 

cells
 

isolated
 

from
 

peripheral
 

blood
 

showed
 

burr-like
 

protrusions
 

and
 

typical
 

morphological
 

changes
 

on
 

the
 

surface
 

on
 

the
 

7th
 

d
 

of
 

culture.
 

On
 

the
 

15th
 

d
 

of
 

culture,
 

the
 

burrs
 

on
 

the
 

cell
 

surface
 

increased
 

significantly
 

and
 

showed
 

aggregated
 

changes.
 

ChemR23,
 

CD80
 

and
 

CD86
 

were
 

all
 

positive
 

in
 

suspension
 

cells
 

on
 

the
 

7th
 

d
 

of
 

culture.
 

(2)
 

The
 

positive
 

expression
 

of
 

ChemR23
 

in
 

DCs
 

of
 

children
 

with
 

RSV
 

pneumonia
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

24
 

h
 

and
 

48
 

h
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

PBS
 

group
 

(29. 3%±6. 5%
 

vs
 

24. 8%
 

±5. 8%,
 

25. 2%±8. 3%
 

vs
 

21. 0%±8. 3%,
 

P<0. 01).
 

In
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

difference
 

of
 

ChemR23
 

positive
 

expression
 

rate
 

in
 

DCs
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

24
 

h
 

and
 

48
 

h
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

compared
 

with
 

the
 

PBS
 

group.
 

(3)
 

In
 

the
 

RSV
 

pneumonia
 

group,
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

CD80
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

24
 

h
 

and
 

48
 

h
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

PBS
 

group
 

(28. 1% ± 6. 0%
 

vs
 

33. 4% ± 7. 4%,
 

24. 0%±8. 7%
 

vs
 

30. 8%±9. 8%,
 

P<0. 01).
 

In
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

CD80
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

24
 

h
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

the
 

PBS
 

group.
 

Yet
 

after
 

DCs
 

were
 

stimulated
 

by
 

Chemerin
 

for
 

48
 

h,
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CD80
 

(29. 2%±7. 4%)
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

PBS
 

group
 

(35. 4%±7. 6%,
 

P<0. 01).
 

(4)
 

In
 

the
 

RSV
 

pneumonia
 

group,
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CD86
 

in
 

DCs
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

24
 

h
 

and
 

48
 

h
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

PBS
 

group
 

(32. 9%±
6. 4%

 

vs
 

36. 4%±7. 7%,
 

26. 6%±10. 9%
 

vs
 

30. 6%±10. 8%,
 

P<0. 01).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

positive
 

expression
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rate
 

of
 

CD86
 

between
 

DCs
 

stimulated
 

by
 

Chemerin
 

after
 

24
 

h
 

and
 

PBS
 

group.
 

However,
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

CD80
 

(34. 1%±
8. 2%)

 

in
 

DCs
 

after
 

Chemerin
 

stimulation
 

for
 

48
 

h
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

PBS
 

group
 

( 40. 9% ± 8. 8%,
 

P < 0. 01).
 

Conclusion:
 

In
 

early
 

common
 

RSV
 

pneumonia,
 

Chemerin / ChemR23
 

may
 

specifically
 

induce
 

immature
 

DCs
 

by
 

down-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

costimulatory
 

molecules
 

CD80
 

and
 

CD86,
 

which
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

anti-inflammatory
 

and
 

subsequent
 

asthma.
[Keywords]Chemerin / ChemR23;

 

dendritic
 

cells;
 

respiratory
 

syncytial
 

virus;
 

immunity

　 　 呼吸道合胞病毒( RSV)肺炎是严重危害 2 岁以下

幼儿健康的常见病,RSV 在 2 岁以下幼儿中感染率达

92. 5% ~ 100%,其中 40% ~ 45%的儿童需要住院治疗,
1% ~ 2%的患儿会引起呼吸衰竭[1-2] 。 机体自身免疫反

应决定着 RSV 感染的发展方向,而与病毒负荷量关系不

密切[3] 。 肺部树突状细胞( dendritic
 

cells,DCs) 是肺部

免疫的启动者和维护者,它是局部免疫的重要调节点,
所以肺部 DCs 的功能状态对 RSV 感染的发展起重要作

用[3] 。 近年来,Chemerin / ChemR23 趋化蛋白受体系统对

DCs 的作用开始引起学者关注[4-5] 。 肺组织中高表达

Chemerin[6] 、ChemR23 在单核细胞衍生的未成熟的 DC
和巨噬细胞特异表达[7] 。 Chemerin 通过与 ChemR23 特

异性识别并结合,在体外特异趋化未成熟 DCs 和巨噬细

胞,参 与 炎 症 免 疫 应 答 的 调 节。 本 研 究 通 过 检 测

Chemerin 对 RSV 肺炎患儿外周血树突状细胞 Chemr23、
CD80 及 CD86 表达的影响,探讨 Chemerin / ChemR23 通

过作用于 DCs 对 RSV 肺炎免疫应答的调节作用。

1　 资料与方法

1. 1　 一般资料

选取 2014 年 10 月至 2019 年 4 月在复旦大学附属中

山医院青浦分院及复旦大学附属儿科医院住院的<2 岁

RSV 肺炎患儿为研究对象。 RSV 肺炎组纳入标准:(1)年
龄<2 岁;(2)符合《诸福棠实用儿科学》 (第七版)肺炎诊

断标准;(3)直接免疫荧光法检测鼻咽部灌洗液 RSV 抗原

阳性且无其他病原合并感染。 排除标准:(1)入院前应用

类固醇激素及免疫球蛋白;(2)先天性心脏病、慢性肺部

疾病、支气管发育不良、早产儿等基础疾病;(3)外周血白

细胞计数>15×109 / L,中性粒细胞百分比>70%;(4)合并

有其他病原感染。 纳入研究的 RSV 肺炎患儿共 46 例,外
科无肺部症状的手术患儿 19 例作为对照组。 本研究经复

旦大学附属中山医院青浦分院及复旦大学附属儿科医院

医学伦理委员会批准,家长签署知情同意书。

1. 2　 DCs 的分离和培养

两组患儿在入院第 1 天即采集外周肝素抗凝血 5
 

mL,
采用淋巴细胞分离液(Ficoll-Paque

 

Plus,GE
 

Healthcare,

Uppsala,Sweden)分离 DCs,分离所得 DCs 于 5%CO2、37
 

℃
细胞培养箱中培养 3

 

h。 轻轻洗去非粘附细胞,重新加入含

有 500
 

U/ mL 粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF,
Peprotech,USA)和 1

 

000
 

U / mL 白介素-4( IL-4,Peprotech,
USA)RPMI

 

1640 培养液。 隔日半量换液,共培养至第

15 天。 取不同培养天数的 DCs,放置于培养皿中,用倒

置显微镜观察树突状细胞形态变化。

1. 3　 DCs 上 ChemR23、
 

CD80、CD86 的表达

DC 培养第 7 天,取 2×105 个细胞于 6 孔板中培养,
加入 3

 

nmol / L
 

Chemerin( Peprotech,USA)共同培养。 对

照组加入等量的磷酸盐缓冲液( PBS),共培养 24
 

h 和

48
 

h。 所取细胞用流式细胞术检测各组 DCs 经刺激 24
 

h
和 48

 

h 后
 

ChemR23、
 

CD80、CD86 的表达变化。 离心收

集 DCs,PBS 清洗 1 次,加入抗人
 

CD80-FITC(eBioscience),
抗人

 

CD86-PE ( eBioscience ) 和 抗 人
 

ChermR23
 

Percp-
( Santa

 

Cruze ) 抗 体 孵 育 30
 

min, 采 用 流 式 细 胞 仪

(FACScalibur,
 

BD
 

Biosciences,USA)检测。

1. 4　 统计学方法

应用 SPSS
 

25. 0 软件进行统计分析。 计量资料以

􀭰x±s 表示,正态分布资料采用单因素方差分析进行多组

间比较,进一步采用 LSD-t 检验进行两两比较;非正态分

布资料采用 Kruskal-Wallis
 

H 秩和检验进行多组间比较。
采用 Pearson 相关分析进行两变量相关性分析。 计数资

料采用 χ2 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 外周血培养 DCs 的形态变化和表型鉴定

从外周血获取的人外周血单核细胞(PBMC)体外培养

2
 

h 后,获得贴壁细胞。 培养 24
 

h 出现细胞聚集现象,培养

第 3 天细胞开始分散,仍为圆形细胞。 培养第 7 天,相差显

微镜下观察到细胞形态不规则,表面出现毛刺样凸起,出现

典型的树突状细胞形态改变。 培养第 15 天,细胞表面毛刺

明显增多并呈聚集样改变(图 1)。 培养第 7 天的悬浮细胞

经流式细胞术(FCM)检测,发现 ChemR23、
 

CD80、CD86 均

表达阳性(图 2)。

10μM

第 3 天 第 7 天 第 15 天

图 1　 DCs分离培养
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图 2　 流式细胞仪检测 CD80、CD86和 ChemR23

2. 2　 Chemerin 刺激后 DCs 上 ChemR23、CD80、CD86 表达

RSV 肺炎患儿外周血 DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 后

ChemR23 阳性表达率为 29. 3% ±6. 5%显著高于 PBS 组

的 24. 8%±5. 8%(P<0. 01);刺激 48
 

h 后 ChemR23 阳性

表达率为 25. 2% ± 8. 3%,显著高于 PBS 组的 21. 0% ±
8. 3%(P<0. 01)。 对照组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24

 

h、
48

 

h 后 ChemR23 阳性表达率与 PBS 组比较差异均无统

计学意义。 RSV 肺炎组中,DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 后

CD80 阳性表达率为 28. 1% ±6. 0%,显著低于 PBS 组的

33. 4%±7. 4% (P<0. 01);DCs 经 Chemerin 刺激 48
 

h 后

其 CD80 阳性表达率为 24. 0% ±8. 7%,显著低于 PBS 组

的 30. 8%±9. 8%(P<0. 01)。 对照组中,DCs 经 Chemerin

刺激 24
 

h 后 CD80 阳性表达率与 PBS 刺激组比较差异

无统计学意义。 但 DCs 经 Chemerin 刺激 48
 

h 后,CD80
阳性率 ( 29. 2% ± 7. 4%) 显著低于 PBS 组 ( 35. 4% ±
7. 6%)(P< 0. 01)。 RSV 肺炎组中,DCs 经 Chemerin 刺

激 24
 

h
 

CD86 阳性率为 32. 9%±6. 4%及 48
 

h 后 CD86 阳

性率为 26. 6% ± 10. 9%,均显著低 PBS 组的 36. 4% ±
7. 7%及 30. 6% ± 10. 8% (P< 0. 01)。 对照组中 CD86 的

表达与 CD80 类似。 DCs 经 Chemerin 刺激 24
 

h 后 CD86
阳性表达率与 PBS 组比较差异无统计学意义。 但 DCs
经 Chemerin 刺 激 48

 

h 后, CD86 阳 性 率 ( 34. 1% ±
8. 2%)则显著低于 PBS 组(40. 9% ±8. 8%) (P<0. 01)。
见表 1。

表 1　 DCs中 ChemR23、CD80、CD86表达

组别 例数 处理方式
ChemR23 阳性率 / % CD80 阳性率 / % CD86 阳性率 / %
24

 

h 48
 

h 24
 

h 48
 

h 24
 

h 48
 

h
对照组 19 PBS 28. 5±10. 2 34. 3±7. 2 35. 8±9. 8 35. 4±7. 6 40. 2±9. 8 40. 9±8. 8

Chemerin 30. 6±8. 5 30. 9±7. 2 31. 2±8. 4 29. 2±7. 4# 36. 3±8. 8 34. 1±8. 2#

RSV 组 46 PBS 24. 8±5. 8 21. 0±8. 3 33. 4±7. 4 30. 8±9. 8 36. 4±7. 7 30. 6±10. 8
Chemerin 29. 3±6. 5# 25. 2±8. 3# 28. 1±6. 0# 24. 0±8. 7# 32. 9±6. 4# 26. 6±10. 9#

　 注:#与 PBS 比较,
 

P<0. 01

3　 讨论

DCs 是体内最强大的抗原呈递细胞,呈递抗原给 T
细胞,激发初始 T 细胞反应,分泌一系列细胞因子和化

学因子,进一步参与机体免疫调节,在感染性和免疫相

关性疾病中发挥重要作用。 目前常用的 DCs 培养方法

是通过外周血来源的 DCs 进行培养[8-9] 。 DCs 的培养通

常包括启动培养和分化培养 2 个阶段[10] :第 1 阶段应用

GM-CSF、IL-4 诱导出非成熟 DCs, 其中重组 GM-GSF
(rhGM-CSF)是 DCs 生成所必需,IL-4 的作用主要是抑

制 DCs 前体细胞向巨噬细胞和粒细胞分化的作用。 第

2 阶段加入肿瘤坏死因子( TNF)-α,TNF-α 可促进 DCs
的成熟。 本研究采用密度梯度离心法从人外周血获取

了 PBMC,加入 GM-CSF 和 IL-4 诱导培养 DCs,使用相差

显微镜动态观察了 DCs 形态变化,观察到所培养的 DCs
由起初的细胞聚集,进一步悬浮成团,再到分散状态;DC
细胞表面由毛茸状到不规则的毛刺状突起。 这与文献

报道的典型 DCs 的形态一致[8-9] 。
CD80 和 CD86 是 DCs 的共刺激分子,在 DCs 成熟的

过程中,CD80 和 CD86 的表达不断增高[11] 。 本研究发

现外周血 PBMC 培养至第 7 天,CD80 和 CD86 均有一定

表达,但荧光强度偏低; 培养第 7 天的 DCs 也表达

ChemR23,ChemR23 是未成熟的 DCs 的表面标志[7] 。 表

面分子的研究结果提示,尽管培养第 7 天的 DCs 开始表

达共刺激分子 CD80 和 CD86,具有一定的抗原呈递能

力,但仍处于未成熟状态。
本研究结果发现,对照组患儿外周血 DCs,Chemerin

刺激 24
 

h 和 48
 

h,ChemR23 的表达与 PBS 组比较差异无

统计学意义。 而在 RSV 肺炎患儿中,与 PBS 组相比,
DCs 经 Chemerin 刺激 24

 

h 和 48
 

h 后 ChemR23 表达均高

于 PBS 组。 提示 RSV 患儿的外周血 DCs 较正常患儿外

周血 DCs 对 Chemerin 刺激具有高反应性,倾向高表达

ChemR23。 ChemR23 高表达可趋化未成熟 DCs。 本研究

还发现,对照组患儿外周血 DCs,Chemerin 刺激 24
 

h,
CD80 和 CD86 的表达与 PBS 组比较差异无统计学意义;
而刺激 48

 

h 后,CD80 和 CD86 表达均显著降低。 而在

RSV 肺炎患儿中,与 PBS 组相比,DCs 经 Chemerin 刺激

24
 

h 和 48
 

h 后 CD80 和 CD86 表达均显著低于 PBS 组。
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表明在正常状态下,随着刺激时间的延长,Chemerin 可

刺激正常 DCs 低表达 CD80 和 CD86。 对 RSV 感染后

DCs,Chemerin 能显著抑制其表达 CD80 和 CD86,诱导其

分化成未成熟 DCs。
Chemerin 是 近 年 发 现 的 趋 化 因 子, Chemerin /

ChemR23 系统对炎症有双相调节作用,一方面可趋化未

成熟 DCs、巨噬细胞、自然杀伤细胞等到达炎症部位,具
有促炎效应;另一方面,Chemerin 同时还具有抗炎特性,
下调促炎性因子如 TNF-α、IL-6、IL-1β 的表达,上调抗炎

性因子 IL-10、TGF-β 的表达[12-14] 。 本课题组前期的研究

发现,重症 RSV 肺炎组 Chemerin / ChemR23 与肺部炎症

的严重程度相关[15] 。 而在本研究中,普通 RSV 感染中

Chemerin / ChemR23 体外特异趋化未成熟的 DCs,低表达

共刺激分子 CD80 和 CD86,可能具有一定的抗炎作用。
动物研究也发现, 非重症病毒性肺炎小鼠模型中,
Chemerin / ChemR23 系统有减轻肺部炎症因子浸润的作

用,在病毒性肺炎中发挥抗炎效应[16] 。
大量文献报道,生后早期 RSV 感染可能与之后的反

复喘息发作甚至哮喘密切相关[17-20] ,而哮喘患者外周血

中发现未成熟的 DCs 比例和数量增多[21-22] ,结合本研究

结果,在 Chemerin / ChemR23 通过诱导普通 RSV 肺炎患

儿的 DCs 成未成熟 DCs,使得免疫反应倾向于 Th2 方向

发展,可能与未来哮喘发生相关。
综上所述,早期普通 RSV 肺炎中,Chemerin / ChemR23

可能通过下调共刺激分子 CD80 和 CD86 的表达,特异诱导

DCs 不成熟,从而与抗炎和后续哮喘发生相关。
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