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白细胞介素-5在慢性排斥反应中作用机制的探讨

黄亚冰 ,刘　斌 ,朱　珉 ,王树森 ,陈　实　　(华中科技大学同济医学院附属同济医院器官移植研究所 ,教育部器官移植重

点实验室 ,武汉 430030)

　　提　要:目的　通过观察白细胞介素-5(IL-5)对人嗜酸性粒细胞 (Eos)中转化生长因子 TGF-β1 基因表达的影响 , 以

阐明其在 Eos相关性慢性排斥反应中的作用。方法　采用改良的密度梯度离心法分离并体外培养人外周血 Eos , 以未加

任何细胞因子的孔作为阴性对照 ,试验组加入不同浓度的 IL-5(10-11 , 10-9 , 10-7 mol/ L)共培养 , 台盼蓝拒染法观察细胞

活力变化 ,培养 16 h 后收集细胞和细胞培养上清液 , 应用 RT-PCR和 ELISA方法通过检测转化生长因子TGF-β1 mRNA 和蛋

白表达的量观察 IL-5 的调控作用。结果　与对照组(228.9±2.87)相比 , 3 种浓度的(10-11 , 10-9 , 10-7 mol/ L)Th2 型细胞

因子 IL-5 均能显著增强体外培养的 Eos 中TGF-β1 蛋白的表达(335.13±9.43 , 403.7±0.09 , 426.0±0.05), P<0.05 , 处理

组mRNA 的量分别为对照组的 1.42 , 1.70 和 1.76倍(P <0.05)。结论　Th2 型细胞因子 IL-5 可能通过上调 TGF-β1 的基因

表达在 Eos相关性慢性排斥反应中发挥作用。
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IL-5 up-regulates the expression of TGF-β1 in human blood eosinophils in vitro
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of IL-5 on the expression of TGF-β1 in eosinophils in vitro.

Methods　Eosinophils incubated in vitro in the presence of different concentrations of IL-5 were used as experimen-
tol group and those without IL-5 were used as negative control.The regulatory effect of IL-5 was determined by mea-

suring the expression lovel of TGF-β1 RNA in supernatants and cells at 16 h after cultivation using ELISA and RT-
PCR.Results　The expressions of TGF-β1 protein(335.13±0.68 , 403.7±0.09 , 426.0±0.05)in eosinophils

were increased significantly by the three different concentrations of IL-5(10
-11

, 10
-9
, 10

-7
mol/L), while that for

control was 228.9±0.92(P<0.05).The expression of TGF-β1 mRNA in eosinophils was increased significantly

by IL-5 in three samples(P<0.05)as 1.42 , 1.70 , and 1.76 times as that of the non-stimulated controls.Con-

clusion　IL-5 can up-regulate the expression of TGF-β1 in eosinophils in vitro , which might have effect in

eosinophil-associated chronic rejection.
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　　伴随免疫抑制治疗方法的不断发展完善 ,早期同
种移植急性排斥发生率已经明显下降 ,而实质性移植

脏器丧失率仍以 3%～ 5%的速度逐年递增 ,如何提高
移植物长期存活正成为迫切需要解决的问题 。移植物

慢性失功是影响移植物长期存活的主要因素 ,慢性排

斥反应则是导致移植物功能减退和慢性失功的主要原

因[ 1] 。嗜酸性粒细胞(eosinophil , Eos)是移植排斥反应

的效应细胞之一[ 2] ,其主要通过分泌嗜酸性粒细胞阳

离子蛋白(eosinophil cationic protein , ECP)、主要碱基蛋
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白(major base protein , MAP)和活性氧自由基等发挥对
移植物的杀伤作用 ,但其参与慢性排斥间质病变和血

管损害的作用机制还不清楚。本研究通过观察 IL-5
对体外人嗜酸性粒细胞中转化生长因子 TGF-β1基因

表达的影响 ,以阐明 IL-5在 Eos相关性慢性排斥反应

中的具体作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　人重组细胞因子 IL-5(Cytolab Ltd.) , Percoll 分离液(Sig-

ma), N-甲酰甲硫氨酰亮氨酰苯丙氨酸(N-formyl-methionyl-leucyl-

phenylalanine , FMLP , Sigma), 淋巴细胞分离液(上海生化二厂),

人TGF-β1定量 ELISA 试剂盒(上海森雄科技有限公司), Trizol

reagent ,MMLV , TaqDNA 聚合酶 , dNTP , RNA 酶抑制剂均购自
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TaKaRa公司。

1.2　引物序列
　　根据 GenBank资料 ,采用 Primer 5.0设计引物如下:TGF-β1的

上游引物:5′-GGAAACCCACAACGA-3′, 下游引物 5′-CTCCTCAGCA-

GACGC-3′,扩增产物为 138 bp;β-actin的上游引物:5′-TCGTCCACCG-

CAAAT-3′,下游引物 5′-GCTATCACCTCCCCTGT-3′,扩增产物为 389

bp , 上述引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

1.3　方法与步骤
1.3.1　外周血粒细胞的分离　　健康献血者抽取外周静脉

血 ,枸橼酸钠抗凝。 100 ml/ L FCS/ Hanks对倍稀释 , 缓慢加在淋

巴细胞分离液上面(比重 1.077 , 滤过除菌), 室温离心 1 000×

g , 20 min。取下层粒细胞和红细胞 , 加入 3 倍体积 155 mmol/

LNH4Cl溶液冰浴 15 min , 离心 400×g , 7 min。

1.3.2　嗜酸性粒细胞的分离及培养　　采用改良的 Percoll密

度梯度离心法分离 Eos[ 3] 。所得沉淀细胞用 Hanks 液漂洗 1～ 2

次悬浮于 100 ml/ LFCS/Hanks 液中 , 37 ℃ 30 min , 然后加入 10

μmol/L的 Fmlp 共孵育37 ℃ 10 min。参照相关文献将Percoll贮

存液配成密度分别为 1.082 和 1.100 的应用液 , 将上述细胞悬

液缓慢加于 Percoll分离液上面(上层比重 1.082 , 下层比重

1.100), 离心 1 000×g , 15 min。收集界面细胞 , PBS 漂洗。取少

许悬液计算细胞活力和纯度 , 细胞活力(台盼蓝拒染法)>

95%,分类计数(瑞氏染色)>95%纯化的 Eos悬浮于含 10%胎

牛血清(foetus cattle blood serum , FCS)的 RPMI1640 培养基 ,置于

96 孔平底培养板 , 每孔细胞数 2.0×106 ,总体积 200 μl。分别加

入不同浓度的细胞因子 IL-5(10-11 mol/L、 10-9 mol/ L 和 10-7

mol/ L), 在50 ml/L CO2、37 ℃条件下培养 ,以不加入细胞因子的

培养孔作为对照 , 作用 16 h 后终止培养。收集并裂解细胞 , 提取

RNA进行 RT-PCR检测 ,取细胞培养上清液进行 ELISA检测。

1.3.3　逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)及 ELISA 法检测

TGF-β1的表达

1.3.3.1　逆转录合成 cDNA(RT)　　采用 TRIZOL法提取细胞

总 RNA , 反应体系为 25 μl , 其中总 RNA1 μl(1 g/ L),MMLV1 μl

(20 U/ L), Oligo(dT)15 2 μl(0.1 g/ L), 5×RTBuffer(缓冲液)5

μl , dNTP5 μl(10 mmol/ L), RNasin0.5 μl(40 U/ L), DEPC 水加至

25 μl。反应条件为 65 ℃ 10 min , 22 ℃10 min , 37 ℃90 min , 72

℃10 min。

1.3.3.2　PCR　　PCR扩增反应体系为 25 μl。 取逆转录产物

cDNA 2μl , TaqDNA 聚合酶(含Mg2+)0.3μl(5 U/ L), 10×PCR-

Buffer 2.5μl , dNTP4μl(10 mmol/ L), TGF-β1的上下游引物各 1

μl(25 pmol/L ), 内参照 β-actin 的上下游引物各 0.5 μl(25

pmol/ L), 双蒸水加至 25μl。

　　反应参数为:94 ℃预变性 3 min , 94 ℃变性 1 min , 56 ℃退火

1 min , 72 ℃延伸 1 min , 30 个循环 , 72 ℃后延伸 10 min。整个

RT-PCR反应均在美国产 PERKINELMER 9600 型PCR仪上进行。

1.3.3.3　扩增产物半定量分析　　取扩增产物 10 μl在 2%琼

脂糖凝胶上进行电泳 ,溴化乙锭(0.5 mg/ L)染色后紫外灯下观

察 ,凝胶成像分析系统(GELWORKS 1D advanced v 4.01)分别对

TGF-β1和 β-actin 的扩增条带进行扫描 ,以恒量表达的 β-actin 为

内参照进行校正 。计算每份样本 PCR 扩增产物的 TGF-β1/β-

actin 的光密度比值。

1.3.3.4　TGF-β1蛋白的定量分析　　按试剂盒说明操作 , 在已

包被抗体的 96 孔板中加入 100μl培养上清液 ,经一抗 、二抗作用

后, 加入底物显色 ,用酶标仪(Elx808 , Ouion ,美国)在 492 nm 波长

处测定光吸收值后带入标准曲线方程计算TGF-β1的浓度。

1.4　统计学处理
　　数据采用方差分析及多实验组与对照组的比较。

2　结果

2.1　RT-PCR半定量检测结果
　　各样本的总 RNA OD260/ OD280=(1.83±0.12), 1%琼脂糖

凝胶电泳显示清晰的 28S 和 18S rRNA 条带 ,表明样品无明显降

解 ,总 RNA纯度符合要求。每 1份标本中 389 bp处的β-actin 条

带清晰明亮且具有相似的表达 , 表明最终合成的 cDNA 基本一

致。因此 , 本 RT-PCR反应体系是可靠的 ,可以用于分析 TGF-β1

的表达水平(图 1)。3 种浓度 IL-5(10-11 、10-9、10-7mol/L)刺激

下的TGF-β1 的光密度值经内参照 β-actin 校正后用均数±标准

差表示分别为:(0.640±0.015)、(0.768±0.017)和(0.795±0.

007)。与对照组(0.452±0.015)相比均有显著差异(P <0.05),

其TGF-β1mRNA的量分别是对照组的 1.42 , 1.70 和 1.76 倍(图

2)。

1:Control;2:IL-5 (10-11mol/ L);3:IL-5 (10-9mol/ L);4:IL-5

(10-7mol/ L);5:DNA marker(100-600 bp)

图 1　RT-PCR 产物电泳

Fig 1　Electrophoresis of RT-PCR product

1:Control;2:IL-5(10-11 mol/ L);3:IL-5 (10-9 mol/L);4:IL-5

(10-7mol/ L);＊:P<0.05(10-9mol/ L vs control);＊＊:P<0.05

(10-7mol/ L vs control)

图 2　各实验组与对照组 TGF-1/-actin光密度均值的比较

Fig 2　Average density ratios of TGF-1/-actin by human Eos(n=6)

2.2　ELISA定量检测结果

　　体外培养 16 h 后取细胞培养上清液 100μl进行检测 ,采用

多变量方差分析进行各实验组与对照组均数的比较。结果显

示:Hotelling' s Trace=494.41 , P <0.05 , 整体看来 ,可认为 4 个
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总体均数不等。其中各实验组的 TGF-β1 的蛋白浓度(pg/mL)

用均数±标准差表示分别为 335.13±0.68、403.7±0.09 和

426.0±0.05 , 与未加细胞因子的对照组(228.9±0.92)相比均有

显著性差异 , 且其 95%的可信区间均不包含零值 , 故可认为 3

种浓度的 IL-5 均能显著增强 TGF-β1 的表达。

3　讨论

　　TGF-β是一大类调节细胞生长和分化的多肽 ,包

括最具代表性的 TGF-β1 等至少 6个结构相关的异构

分子 ,由淋巴细胞 、巨噬细胞 、树突状细胞等多种细

胞产生。哺乳动物主要有 TGF-β1 、 TGF-β2和 TGF-β 3

种形式 ,它们的生物学特性基本相同 ,其中以 TGF-β1

最为重要 。过去的研究集中于其对免疫系统的负调节

作用 ,如通过抑制 T 、B 细胞增殖和 CTL 、NK 细胞杀伤

活性发挥非特异性免疫抑制 ,以及通过抑制 MHC Ⅱ类

抗原表达和 DC 分化成熟以诱导耐受等 ,现在 TGF-β

在慢性纤维化疾病中作为一种促纤维化因子已得到较

广泛认同。近年大量研究结果显示 ,虽然多种细胞因

子和生长因子参与间质纤维化的发生发展 ,但作用最

明显的是 TGF-β。作为一种强效的致纤维化因子 ,它

在器官纤维化发生发展的多个环节起着重要作

用[ 4 ,5] :①刺激成纤维细胞等增加 ECM 成分合成 ,如

Ⅰ 、Ⅲ 、Ⅳ型胶原和非胶原糖蛋白等;②通过抑制多种

ECM降解酶(如 MMP ,纤溶酶原激活物)的活性 ,刺激

TIMPS和 PAI-1的活性 ,从而抑制 ECM 降解;③增加

ECM受体如整合素的表达 ,从而增加 ECM与细胞的相

互作用[ 6] 。 Isaka等[ 7]把 TGF-β1反义寡核苷酸转染到

UUO大鼠肾间质成纤维细胞 ,发现梗阻侧肾脏 TGF-β1

水平和 Ⅰ型胶原 mRNA表达显著降低 ,肾间质纤维化

程度也明显减轻 ,进一步证明了TGF-β1在肾间质纤维

化中的意义 。近年来多项研究表明 ,实质器官移植术

后的慢性排斥过程也有转化生长因子 β的参与 ,在慢性

排斥期间 TGF-β和潜在TGF-β糖蛋白呈高水平上调。

　　Eos可分泌 TGF-β1 ,促进成纤维细胞生长活化 ,刺

激胶原合成 ,参与炎症的修复过程;而 Th2型细胞因子

IL-5是 Eos炎症反应的主要介质 ,通过与 Eos表面 IL-

5R结合介导嗜酸性粒细胞的增殖分化 ,延长其存活时

间 ,促进 Eos对血管内皮细胞的粘附能力 、脱颗粒 、组

织浸润等 ,具有较强的趋化活性。

　　慢性排斥反应是一个包括细胞免疫和体液免疫在

内的多因素作用的病理过程 ,T 细胞在同种移植排斥

反应中发挥重要作用 。传统观点认为:Th1型细胞应

答促进排斥发生 ,Th2型细胞应答有助于建立对移植

物抗原的无反应状态 。但是近年来的实验和临床研究

结果显示 ,临床上针对 Th1型排斥效应机制采取的免

疫抑制措施 ,虽能有效降低急排发生率 ,但不能完全避

免排斥发生 ,尤其是慢性排斥的发生 。若以 IL-5基因

敲除小鼠为移植受体 ,可减轻慢性排斥程度
[ 8]
,提示

IL-5在 Eos相关性慢排发生过程中发挥重要作用。但

是 IL-5导致组织纤维化等慢性排斥病理改变的具体

作用环节并不明确。本研究在体外培养的人嗜酸性粒

细胞中加入白细胞介素-5共孵育后发现转化生长因

子TGF-β1的基因表达明显增强 。转录水平的调控是

真核生物基因表达调控最重要的环节 , TGF-β1mRNA

的表达上调可能就是导致 TGF-β1蛋白合成增加的原

因。所以我们从基因转录水平推测 IL-5参与 Eos相关

性慢性排斥反应的机制有可能为:Th2型细胞产生 IL-

5※TGF-βmRNA的表达上调※TGF-β1蛋白的表达上调

※成纤维细胞生长活化 ,胶原合成增加 ,参与炎症的修

复过程 ,通过干预 IL-5的表达来调控嗜酸性粒细胞中

TGF-β1的分泌可能具有治疗意义 。当然仅仅依据体

外实验证实 IL-5可以上调嗜酸性粒细胞中转化生长

因子TGF-β1的基因表达并不能完全阐明 IL-5在慢性

排斥反应中的作用机制 ,我们必须结合与之相对应的

体内实验 ,包括建立完善的慢性排斥免疫病理模型 ,结

合多种检测手段如病理切片 、免疫组化 、原位杂交等进

一步阐明该机制和Th2型细胞因子 IL-5在嗜酸性粒细

胞相关性排斥反应的关键性作用 ,为完善防治慢性排

斥反应的措施提供理论依据。
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