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［摘　要］目的：探讨生理层流剪切力对未成熟树突状细胞（ｉｍＤＣｓ）ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱的影响。方法：用锥板
剪切系统加载１０ｄｙｎ／ｃｍ２的剪切力作用于ｉｍＤＣｓ１ｈ，对照组不加载剪切力，基因芯片技术检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表
达变化并对其结果进行生物信息学分析。结果：与对照组相比，ｉｍＤＣｓ在层流剪切力作用后有２５个ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
表达发生变化，变化倍数＞１５，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；生物信息学分析显示这些变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡ的靶
基因主要参与免疫功能调控和细胞对流体剪切力应答相关的信号通路。结论：层流剪切力能够影响ｉｍＤＣｓｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ的表达谱，说明物理因素（剪切力）可能参与了机体的免疫功能调控。
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　　多数细胞都具有感知生理水平的流体剪切力
并对其产生应答的能力，不同的细胞以不同的方式

对流体剪切力作出应答，并产生不同的生物学效

应［１－２］。树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）是一种
特化的抗原提呈细胞，具有强大的抗原摄取和处理

能力，能够在二级淋巴组织与幼稚的 Ｔ细胞相互
作用并向其呈递抗原，从而诱导适应性免疫应答或

耐受。ＤＣｓ从功能上可分为未成熟树突状细胞
（ｉｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｉｍＤＣｓ）和成熟树突状细胞
（ｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｍＤＣｓ）［３］。ｉｍＤＣｓ从外周
血跨血管内皮迁移到外周组织，在外周组织获取抗

原分化成熟并向二级淋巴迁移，任何环节出现功能

紊乱都将直接影响免疫应答的结果［４］。在 ＤＣｓ的
整个生命过程中，ＤＣｓ始终处于来自血流或淋巴流
的剪切力（物理因素）的作用下，但 ＤＣｓ如何对流
体剪切力做出应答及其机理尚不清楚。ｍｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡ）是长度为２１～２３个核苷酸的一类非编
码ＲＮＡ，通过与靶ｍＲＮＡ互补结合，降解靶 ｍＲＮＡ
或抑制其转录从而实现其对靶蛋白的转录后调

控［５－７］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与了多种生理过程，在肿瘤
的发生发展、免疫细胞的发育分化、抗体产生和炎

性介质的释放等过程中发挥重要的作用［８－１１］。在

免疫应答启动过程中发挥关键作用的 ＤＣｓ的分
化、成熟和功能也受到ｍｉｃｒｏＲＮＡ的调控［１２］。本研

究主要探索流体剪切力作用后ｉｍＤＣｓ的ｍｉｃｒｏＲＮＡ
表达谱的变化，从基因调控水平来探讨 ｉｍＤＣｓ对
剪切力应答及其机制。

１　材料与方法

１１　实验材料与试剂
人全基因组基因芯片购于 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，检测工

作委托上海其名生物有限公司完成。ＦＩＴＣ或 ＰＥ
标记的鼠抗人抗体 ＣＤｌａ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、
ＣＤ８６和ＨＬＡＤＲ购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｄ公司，重组人粒巨
集落刺激因子（ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎＧｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ／
ＭａｃｒｏｐｈａｇｅＣｏｌｏｎｙＳｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＦａｃｔｏｒ，ｒｈＧＭＣＳＦ）、
重组人白介素４（ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎＩｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
４，ｒｈＩＬ４）购自 Ｐｒｏｐｅｒｔｅｃｈ公司，ＴｒｉｚｏｌＬＳ购于 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养　用淋巴细胞分离液分离健康捐
献者的外周血浓缩白细胞获得单个核细胞，经贴壁

法获得单核细胞，用含 ＣＤ３、ＣＤ７、ＣＤ１９、ＣＤ４５ＲＡ、

ＣＤ５６和 ＩｇＥ的鸡尾酒抗体的免疫磁珠（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
Ｂｉｏｔｅｃ）通过阳性选择去除 Ｔ细胞、ＮＫ细胞、Ｂ细
胞、中性粒细胞和树突状细胞等非单核细胞，获得

高纯度（９５％以上）的 ＣＤ１４＋单核细胞。收集５×
１０８个ＣＤ１４＋单核细胞，分别加入含５ｍｇ／ＬｒｈＧＭ
ＣＳＦ和１０ｍｇ／ＬｒｈＩＬ４，终浓度分别为 １５０μｇ／Ｌ、
１００μｇ／Ｌ，在含２０％ＦＢＳ的１６４０培养基中诱导培
养至第５天，收集悬浮细胞即为 ｉｍＤＣｓ。ｉｍＤＣｓ表
型用ＦＩＴＣ或ＰＥ标记的鼠抗人抗体 ＣＤｌａ、ＣＤ１１ｃ、
ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６和 ＨＬＡＤＲ分析其表达量。细
胞存活率用台盼蓝染色检测。

１２２　细胞处理　获得的ｉｍＤＣｓ自然沉降１ｈ，放
置于锥板剪切系统，加载１０ｄｙｎ／ｃｍ２的剪切力作
用１ｈ。
１２３　ＲＮＡ提取　剪切力处理结束后，立即用Ｔｒ
ｉｚｏｌＬＳ裂解细胞，冰上静置５ｍｉｎ，加入三氯甲烷，剧
烈震荡１５ｓ，冰上静置５ｍｉｎ后，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，将上清移至新的离心管，加入等量的异丙
醇，冰上静置１０ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
７５％乙醇洗涤，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＤＥＰＣ
（Ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）处理水溶解 ＲＮＡ。凝胶电
泳检测ＲＮＡ的完整性，紫外分光光度仪检测 ＲＮＡ
的纯度。

１２４　ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱检测　用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０
（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达谱，１μｇ总
ＲＮＡ用 ｐｏｌｙ（Ａ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和 ＡＴＰ的作用下给
ｍｉｃｒｏＲＮＡ加上 ｐｌｏｙ（Ａ），按 ＦｌａｓｈＴａｇＢｉｏｔｉｎＨＳＲ
Ｌｉｇａｔｉｏｎ标记，将标记好的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ与芯片杂交，
然后洗脱未杂交的分子，把芯片放在 ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ的
扫描仪中，然后点击 ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘＬａｕｎｃｈｅｒ中的
ＡＧＣＣＳｃａｎＣｏｎｔｒｏｌ，点击工具栏中的 Ｓｔａｒ进行芯片
扫描生成数据。

１２５　ｍｉｃｒｏＲＮＡ的 ｑＲＴＰＣＲ　为验证 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
芯片的结果，本实验选择 ２个 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（（ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ５３２３ｐ，ｍｉｃｒｏＲＮＡ６６５）用实时定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）鉴定。实验组和对照组分别为３次独
立重复试验，取１μｇ总 ＲＮＡ在 ｐｏｌｙ（Ａ）ｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ）和 ＡＴＰ的作用下使 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ加上 ｐｌｏｙ（Ａ），按照说明书逆转录成 ｃＤ
ＮＡ。ＳＹＢＲｍｉｘ（Ａｎｇｉｌｅｎｔ）对 ｃＤＮＡ进行 ｑＰＣＲ实
验，采用 ２－ΔΔＣｔ的方法计算 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达变化
倍数，Ｕ６作为内参。
１２６　ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶基因预测和富集　Ｔａｇｅｔｓｃａｎ
软件预测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ的靶基因，然后用 ＩｎｃｒｏＭＡＰ
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进行富集分析。

１３　数据分析
Ｐ值筛选法筛选表达变化的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因，ｔ

检验的Ｐ＜００５为表达差异有统计学意义。

２　结果

２１　表达变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
流体剪切力处理 ｉｍＤＣｓ后，与未剪切的相比，

有 ２５个 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达发生变化，变化倍数
（ＦＣ）＞１５，与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）；２个基因上调，２３个基因下调；变化倍数
最大的是ｍｉｃｒｏＲＮＡ４４６７，ＦＣ＝３８５。表达变化的
２５个ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的聚类热图见图１。

ｉｍＤＣ：对照组，ｉｍＤＣｓｓ：剪切力处理组。绿色表示低表
达的分子，红色表示高表达，ＦＣ＞１５，Ｐ＜００５

图１　剪切力处理后表达变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ聚类热图
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｈｏｔｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｍｉＲＮＡｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ

２２　ＲＴｑＰＣＲ鉴定表达变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｑＲＴＰＣＲ的结果显示２个 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的变化

趋势与ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片的结果一致，如图２。
２３　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ靶基因的预测及富集

用Ｔａｇｅｔｓｃａｎ软件对表达变化的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ靶
基因进行预测，其靶基因数目超过３０００个，然后
对这些靶基因进行富集分析。ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙ
ｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）信号通路分析发现，
这些信号通路主要与免疫应答相关（例如吞噬、

Ｔｏｌｌ样受体信号通路，参与的ｍｉｃｒｏＲＮＡ两个以上，
Ｐ＜００５，图３ａ）。ＧＯ功能分析发现这些基因与力
学信号转导、细胞跨膜迁移及免疫相关（例如 ＧＴ
Ｐａｓｅ活化等，参与的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ两个以上，Ｐ＜
００５，图３ｂ）。将ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ参与信号通路的相关

图２　ｑＲＴＰＣＲ和ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ中表达变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
Ｆｉｇ．２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ

ｏｆｍｉｃｒｏａｒｒａｒｙａｎｄｑＲＴＰＣＲ
的网络图可视化，文中仅展示淋巴细胞迁移相关的

信号网络，如图３ｃ。

３　讨论

大多数细胞都能对流体剪切力作出应答，白细

胞对流体剪切力的形态学应答与其他细胞不同。

ＭｃＩｎｔｉｒｅ课题组首先报道，循环中的白细胞对剪切
力主要表现出形态学的变化、中性粒细胞通过回缩

伪足来对短时间的生理剪切力产生应答，这一过程

直接影响到中性粒细胞的迁移能力［１３－１４］。另外，

流体剪切力能够影响单核细胞参与的炎症反应过

程，并且能够影响其细胞因子的表达［１５－１６］。但是，

ＤＣｓ作为连接固有免疫和适应性免疫的桥梁，其对
流体剪切力作出的应答情况目前还是未知的。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与了多种生理过程，在肿瘤的发
生发展、免疫细胞的发育分化、抗体产生和炎性介

质的释放等过程中发挥重要的作用［８－１１］。有研究

发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ在细胞对流体剪切力的应答中发
挥着重要作用，同时剪切力诱导的ｍｉｃｒＲＮＡ６６３上
调在内皮细胞的炎症反应过程中发挥重要作用，流

体剪切力诱导的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１３２上调能够通过调控
ｍＴＯＲ信号通路调控细胞的分化［１７－１９］。在剪切力作

用于白细胞的研究中，剪切力大小和作用时间的选择

视研究目的的不同而不同，从０７５～１０ｄｙｎ／ｃｍ２都有
报道，０７５ｄｙｎ／ｃｍ２作用 １５ｍｉｎ能够使 ７０％白细
胞的跨膜迁移能力增加［２０－２１］，７５～１０ｄｙｎ／ｃｍ２剪
切力作用３０～６０ｍｉｎ能够活化白细胞的整合素以
及改变单核细胞的细胞因子的表达［２２－２３］。有研究

发现离心能够改变白细胞对流体剪切力做出的应

答［２４］。因此，本研究选择１０ｄｙｎ／ｃｍ２的剪切力作
用于 ｉｍＤＣｓ１ｈ。在整个实验过程中采用自然沉
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注：ａ为ＫＥＧＧ信号通路图，ｂ为ＧＯ的功能图，ｃ为ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与的信号通路的网络图（正方形为基因，
红色三角形为上调ｍｉｃｒｏＲＮＡ，白色的三角形为下调的ｍｉｃｒｏＲＮＡ）

图３　表达变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓＫＥＧＧ信号通路的分析和ＧＯ功能分析
Ｆｉｇ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＥＧＧｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｎｄＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡ

降，避免离心过程对实验结果的影响。

在本研究中，剪切力作用后有 ２５个 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡｓ的表达发生变化，２个下调，其余的 ２３个上
调。基因芯片结果的聚类分析发现 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的
靶基因主要参与调控细胞对外界刺激的应答、细胞

骨架、细胞迁移和免疫应答等信号通路等。有学者

证实：流体剪切力能够下调 ＧＰＣＲ的活性，且中性
粒细胞的 ＧＰＣＲ活性可能对流体剪切力较为敏
感［２５］。本研究发现了变化的ｍｉｃｒｏＲＮＡ３７８ｅ、６６５、
４９１参与ＧＰＣＲ以及其下游的 ＰＩ３Ｋ相关的信号通
路，并且 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３７８ｅ、６６５、４９１参与了细胞骨架
的重组，这与流体剪切力能诱导 Ｔ细胞的细胞骨
架的重组相符［２６］。另外，上述 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ还参与
细胞迁移（如趋化因子和淋巴细胞跨膜迁移等）、

吞噬、细胞因子的分泌、以及Ｔ细胞活化（通过ＮＦ
κＢ、ＪａｋＳＴＡＴ和ＭＡＰＫ等信号转导通路）等过程。

总之，本研究发现流体剪切力能够诱导 ＤＣｓ
的ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达变化，涉及 ＤＣｓ的多个功能的
调控，支持本课题组提出的免疫力学生物学（ｉｍ
ｍｕｎｏｍｅｃｈａｎｏｂｉｏｌｏｇｙ）或力学免疫学（ｍｅｃｈａｎｏｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ）的观点［２７］，这对于深入理解 ＤＣｓ的生物
学行为和提高基于 ＤＣｓ的抗肿瘤免疫治疗的临床
效率来说具有重要意义。
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医学名词术语使用规范

名词、术语应统一，不要一义多词或一词多义。妇产科学、耳鼻咽喉科学、血液病学、呼吸病学、内分泌学、眼

科学和外科学的名词已由医学名词审定委员会审定公布，应严格执行，其它尚未审定者，目前以下列２个主题词
索引为准：（１）《医学主题词注释字顺表中文索引》（中国医学科学院医学信息研究所）；（２）《中医药主题词表》
（中国中医研究院图书情报研究所）。在这２个主题词表中找不到者，则以人民卫生出版社出版的《英汉医学词
汇》、化学工业出版社出版的《药名词汇》和科学出版社出版的各学科名词审定本为准。如“发烧”应改为“发

热”，“红血球”应改为“红细胞”，“血色素”应改为“血红蛋白”，“剖腹产术”应改为“剖宫产术”等。国内尚无统

一译名的，参考以上词典慎重拟定，并在译名后加括号加注外文，在医学名词审定委员会正式公布后，应立即严

格遵照执行。
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