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芳维 A酸乙酯对 HL-60细胞 CD11b 、CD15表达的影响

陈胜平 ,张国威 ,何　威 ,阎国富 ,何云志　　(第三军医大学新桥医院皮肤科 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　观察芳维 A酸乙酯(arotinoid ethy lester , AE)在 HL-60细胞分化成熟过程中对其 CD11b、CD15 表达的影

响 ,初步探讨 AE治疗脓疱型银屑病的可能机制。 方法　HL-60 细胞以二甲基亚砜(dimethylsulfoxide , DMSO)、全反式维 A

酸(all-trans-retinoic acid , ATRA)、AE 诱导培养 , 5 d 后用流式细胞仪检测 HL-60 细胞表面 CD11b 和 CD15 的表达。 结果　

HL-60 细胞经 DMSO、ATRA、AE诱导后 CD11b 和 CD15 荧光标记率均比诱导前提高;ATRA组 HL-60 细胞 CD11b 和 CD15 荧

光强度显著低于 DMSO 组 , AE组 HL-60细胞 CD11b 和 CD15荧光强度显著低于ATRA组。结论　AE 可明显抑制 HL-60 细

胞表达 CD11b 、CD15;AE 可能通过抑制参与炎症反应的中性粒细胞表达 CD11b 、CD15 而降低中性粒细胞参与炎症反应的

过程。
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Effects of arotinoid ethylester on expressions of CD11b and CD15 on HL-60 cells
CHEN Sheng-ping , ZHANGGuo-wei , He Wei , YANGuo-fu , HE Yun-zhi(Department of Dermatology , Xinqiao Hospital , Third Mili-

tary Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of arotinoid ethylester (AE)on the expressions of CD11b and

CD15 during the differentiation process of HL-60 cells and to investigate the possible mechanisms for the treatment of

pustular psoriasis(PP)with AE.Methods　The expressions of CD11b and CD15 on differentiated HL-60 cells ,

cultured for 5 d after induction with dimethylsulfoxide(DMSO)at a final concentration of 1.3%(DMSO group), all-

trans-retinoic acid(ATRA)at 1×10
-6

mmol L(ATRA group), and AE at 1×10
-8

mmol L (AE group)respective-

ly , were examined by flow cytometry.Results　The expressions of CD11b and CD15 on HL-60 cells were enhanced

after induction with DMSO , ATRA , and AE.The expressions of CD11b and CD15 on HL-60 cells in both ATRA

group and AE group were lower than those in DMSO group.The expressions of CD11b and CD15 on HL-60 cells in

AE group were the lowest among the above-mentioned three groups.Conclusion　AE can suppress the expressions of

CD11b and CD15 on HL-60 cells during the differentiation process.AEmay inhibit the inflammation of PP by affect-

ing the expressions of CD11b and CD15 on polymorphonuclear leukocytes.
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　　脓疱型银屑病(pustular psoriasis , PP)是一种以全

身或局部发生无菌性脓疱为特点 ,以炎症为主的亚型

银屑病。近20年来 ,维A酸类制剂在银屑病的治疗中

扮演了重要角色 ,尤其是第二代维A酸如阿维 A酯被

作为治疗银屑病的首选
[ 1]
,其可通过降低人外周血白

细胞表面粘附分子 CD11b的表达 ,减少皮损内白细胞

发挥抗炎作用
[ 2]
。芳维 A 酸乙酯(arotinoid ethylester ,
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AE)作为第三代维 A 酸的代表 ,小剂量用于治疗银屑

病等炎症性疾病可取得满意疗效
[ 3]
,但其抗炎机制不

明。人类早幼粒白血病细胞株(human promyelocyte leu-

kemia cell line ,HL-60 细胞株)常被用于骨髓分化的研

究 ,当其与二甲基亚砜(dimethylsulfoxide ,DMSO)或维A

酸共同孵育能逐步分化为成熟粒细胞 ,且具有成熟粒

细胞的诸多功能特征
[ 4]
。本研究通过观察 AE 对 HL-

60细胞 CD11b 、CD15的表达的影响来探讨 AE治疗 PP

的可能机制。

1　材料与方法

1.1　细胞株与主要试剂
　　HL-60 细胞株购于中科院上海细胞所。 AE 纯品和全反式

维A酸(all-trans-retinoic acid , ATRA)由重庆必扬生物工程公司
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惠赠。PE标记的小鼠抗人 CD11b 单克隆抗体(PE-CD11b 单抗)

和PE标记的小鼠 IgG(PE-IgG)购于深圳晶美生化公司。小鼠

抗人CD15 单克隆抗体(CD15单抗)和FITC 标记的羊抗小鼠 IgG

抗体(FITC-IgG)购于武汉博士德生化试剂公司。 DMSO 购于美

国Sigma公司。

1.2　实验分组
　　共分 6组:第 1～ 5 组为 HL-60细胞株组 , 第 6 组为正常人

中性粒细胞组。第 1 组为空白对照组 , 只加细胞培养基;第 2

组为溶剂对照组 ,细胞培养基中 DMSO浓度为 0.1%;第 3 组为

DMSO组 ,细胞培养基中 DMSO 浓度为 1.3%;第 4 组为 ATRA

组 ,细胞培养基中 ATRA浓度为 10 -6 mmol L;第 5 组为 AE 组 ,

细胞培养基中AE 浓度为 10 -8 mmol L。第 6 组亦作为对照组:

取正常人外周血 ,肝素抗凝 , 分离中性粒细胞。

1.3　HL-60细胞培养
1.3.1　细胞培养基　　含 10%小牛血清 、4 mmol L L-谷氨酰胺

的 RMPI-1640 培养基。

1.3.2　培养条件　　在 37 ℃, 5%CO2 的细胞培养箱中悬浮培

养。每 3天换液 1 次。

1.4　细胞免疫染色
1.4.1　单重染色法　　用于培养 5 d 的 HL-60 细胞 CD11b 或

CD15单独染色:①HL-60 细胞 CD11b 直接染色法:将准备好的

细胞用0.01 mol L PBS 洗涤 1 次 ,分成 2 管 ,每管约 106 个细胞 ,

其中1 管加 PE-IgG 20μl作对照管 , 另 1 管加 PE-CD11b 单抗 20

μl , 2管在 4 ℃下反应 1 h , 用 0.01 mol L PBS 洗涤 2 次后悬浮于

300 μl流式细胞仪工作液中待测。 ②HL-60 细胞 CD15 间接染

色法:将准备好的细胞用 0.01 mol L PBS 洗涤 1 次 ,分成 2 管 ,

每管约 106 个细胞 ,其中 1 管加 20μl 0.01 mol L PBS 作对照管 ,

另1 管加 20 μl CD15单抗 , 2管在 4 ℃下反应 1 h , 用 0.01 mol L

PBS 洗涤 2次后 , 2 管分别滴加 20 μl的 FITC-IgG ,在 4 ℃下再反

应 1 h ,用 0.01 mol L PBS 洗涤 2次 , 悬浮于300 μl流式细胞仪工

作液中待测。

1.4.2　双重染色法　　用于正常人外周血中性粒细胞 CD11b

和CD15 共同染色。将用 0.01 mol L PBS 洗涤后的正常人外周

血中性粒细胞分成分成 2管 , 每管约106 个细胞 ,其中 1管加20

μl 0.01 mol L PBS作对照管 ,另一管加 20μl CD15 单抗 , 在 4 ℃

下反应 1 h , 用 0.01 mol L PBS 洗涤 2 次后 2 管各加 20 μl 的

FITC-IgG ,在 4 ℃下再反应 1 h;用 0.01 mol L PBS 洗涤 2 次后 2

管分别加 20μl PE-IgG、20 μl PE-CD11b单抗 , 4 ℃下反应 1 h , 用

0.01 mol L PBS 洗涤 2 次 ,悬浮于 300μl流式细胞仪工作液中待

测。

1.5　流式细胞仪检测
　　FACSCALIBUR流式细胞仪(BECTON DICKINSO 公司)激光

管预热 30 min 后用荧光微球调整仪器 , 使放大器接收信号的

HCV<2%, 用对照管进行空白定标 , 使非特异性染色<2%, 计

数104 个细胞 ,检测 HL-60 细胞和正常人外周血中性粒细胞的

荧光标记率和细胞平均荧光强度。

1.6　统计学处理
　　荧光标记率用百分数(%)表示。 细胞平均荧光强度用

 x±s表示 ,应用 SPSS10.0 统计软件 ,采用单因素方差分析 。

2　结果

2.1　AE对HL-60细胞CD11b表达的影响

　　只有 2.1%的 HL-60 细胞表达 CD11b ,而经 DMSO 、ATRA 及

AE作用后其表达率均达到了 60%以上 , 尤其是 DMSO 组 ,表达

率与正常人组接近。

　　各组 CD11b 荧光强度均高于空白对照和溶剂对照组;AE

组和ATRA组均低于 DMSO组;AE 组低于ATRA组(表 1)。

表 1　AE对 HL-60细胞 CD11b表达的影响

Tab 1　Effects of AE on CD11b expression on HL-60 cells

Group n Ratio of expression(%) Fluorescent intensity( x±s)

Blank control 6 2.10 　52.33±12.05

Dissolvent control 6 14.97 85.39±23.17

DMSO group 6 93.51 399.05±65.78＊＊

ATRA group 6 76.42 233.43±93.54＊＊★★

AE group 6 68.99 95.98±22.79＊＊★★☆☆

Normal PMN 13 96.98 397.79±73.88

PMN:polymorphonuclear leukocyte;＊＊:P<0.01 , vs blank control;

★★:P<0.01 , vs DMSO group;☆☆:P<0.01 , vs ATRA group

2.2　AE对HL-60细胞CD15表达的影响

　　HL-60 细胞CD15 表达率只有 22%, 经诱导后其表达率也

有不同程度的升高 ,但均较正常人低。 DMSO组 CD15荧光强度

较空白对照组升高 ,与正常人组无显著性差异;ATRA 组较空白

对照组升高而比 DMSO 组降低;AE 组较空白对照组无显著性

差异 ,但低于 DMSO组 、正常人组 、ATRA组(表 2)。

表 2　AE对 HL-60细胞 CD15表达的影响

Tab 2　Effects of AE on CD15 expression on HL-60 cells

Group n Ratio of expression(%) Fluorescent intensity( x±s)

Blank control 5 22.13 　 30.34±8.54

Dissolvent control 5 22.27 67.22±20.27

DMSO group 5 36.85 131.41±43.61＊＊

ATRA group 5 43.59 63.10±21.42＊★

AE group 5 36.95 34.50±10.31★★☆

Normal PMN 13 93.21 142.06±66.17

PMN:polymorphonuclear leukocyte;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs

blank control;★:P <0.05 , ★★:P <0.01 , vs DMSO group;

☆:P<0.05 , vs ATRA group

3　讨论

　　PP 病情危重 ,常呈周期性发作。其组织病理特点

为表皮内形成较大的海绵状脓疱 ,在海绵状脓疱内有

大量的中性粒细胞浸润 ,并且在脓疱的下方也可见大

量的淋巴细胞和中性粒细胞等炎症细胞
[ 5]
。目前临床

上治疗PP 可选择甲氨喋呤 、环孢菌素 、甲砜霉素 、肾上

腺糖皮质激素等 ,但因这些药物易引起严重的副作用

而受到限制
[ 6]
。自 20世纪 80年代以来 ,维 A酸类制
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剂不论是单独还是与其它措施联合治疗 PP ,都有较好

疗效
[ 7]
,临床上能迅速控制炎症 ,使皮损内脓疱消退 ,

但其确切抗炎机制仍不清楚。

　　中性粒细胞在炎症局部聚集依赖于粘附分子的表

达 ,主要与 3个家族的粘附分子有关:整合素 β2 亚族 、

免疫球蛋白超家族和选择素家族。在血流中自由运动

的白细胞首先是沿着血管滚动 ,由被激活的内皮细胞

表达P 和E选择素与白细胞表面的L选择素作用而启

动。接着粘附增强 , 迁移入组织 , 与白细胞表面

CD11b CD18和内皮细胞表面 ICAM-1的激活与上调有

关
[ 8]
。CD11b属整合素 β2 亚族 ,主要分布于 NK细胞 、

单核细胞 、巨噬细胞 、粒细胞以及部分 T 细胞表面 ,介

导上述细胞对 C3bi包被物质的吞噬及有关细胞-细胞

间的粘附。他们均能与免疫球蛋白超家族的 ICAM-1

结合 ,而介导炎症反应的发生
[ 2]
。CD15- Lewis(x)是与

蛋白和糖脂连接的三糖类选择素配体 ,在正常人 PMN

表面高表达
[ 9]
,与选择素结合可介导炎症反应的第一

步炎症细胞在血管壁上滚动。由此推测 ,若白细胞表

面CD11b和 CD15的表达受到抑制 ,则直接影响到炎

症的最早期。本研究观察到 HL-60细胞经过 DMSO 、

ATRA及AE诱导后 CD11b和CD15荧光标记率均比诱

导前提高 ,尤其是 DMSO组 ,表达率接近正常人;且经

沙皇染色证实 ,经 AE 、ATRA及 DMSO诱导后 ,80%以

上的 HL-60细胞具有成熟粒细胞的形态特征 ,说明AE

能与 DMSO 、ATRA 一样诱导 HL-60 细胞分化成熟。

ATRA组 HL-60 细胞 CD11b 和 CD15的荧光强度显著

低于 DMSO及正常人组;而AE(10
-8

mmol L)在作用浓

度较 ATRA(10
-6

mmol L)低 100倍时 ,其 HL-60 细胞

CD11b和 CD15 的荧光强度还是显著低于 ATRA 组。

说明 AE与 ATRA在 HL-60细胞分化成熟过程中均能

抑制其表达 CD11b和 CD15 ,而且 AE比 ATRA 的抑制

作用更强 。早期研究表明 ,维 A酸及其衍生物在体外

不能抑制成熟白细胞由 fMLP 刺激而引起的 CD11b高

表达
[ 10]
。因此 ,我们推测AE治疗 PP的部分临床效应

可能是通过抑制参与炎症反应的中性粒细胞表达

CD11b 、CD15 ,进而影响中性粒细胞参与炎症的附壁 、

粘附等功能而达到的;这种抑制作用可能发生在由骨

髓幼稚细胞向成熟粒细胞的分化成熟过程中 ,而不是

直接作用于成熟白细胞。
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