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ω⁃３多不饱和脂肪酸对树突状细胞生物物理学特性
及迁移能力的影响
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摘要：目的　 从生物物理学与免疫学交叉角度，分析二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＥＰＡ）、二十二碳六烯酸

（ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ）对鼠源树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ＤＣｓ）生物物理学特性、细胞骨架及迁移能力的影

响，探讨 ω⁃３ 多不饱和脂肪酸（ω⁃３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ω⁃３ ＰＵＦＡｓ）对 ＤＣｓ 免疫功能的影响及其潜在作用机

制。 方法 　 分离 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠骨髓来源单核细胞，经 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 重组鼠集落刺激因子 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｕｓｅ
ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ） 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 重组鼠白介素⁃４ （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｕｓｅ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ｒｍＩＬ⁃４）诱导分化为未成熟树突状细胞（ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｉｍＤＣｓ），第 ６ 天加入 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 脂多

糖诱导为成熟树突状细胞（ｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｍＤＣｓ），进一步对 ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ 进行形态学观察及 ＣＤ１１ｃ 阳性

率分析；通过细胞增殖检测试剂盒（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ⁃８）及流式细胞仪检测不同浓度 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ（浓度均为

０～６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用下 ＤＣｓ 细胞活力及凋亡情况；在确定最佳作用浓度后分别通过荧光偏振法、细胞电泳法及浓度

梯度法检测分析 ＤＣｓ 的膜流动性、电泳迁移率（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍｏｂｉｌｉｔｙ， ＥＰＭ）及渗透脆性变化，并用免疫荧光法检

测其细胞骨架纤维状肌动蛋白（ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ａｃｔｉｎ， Ｆ⁃ａｃｔｉｎ）表达，最后利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 系统检测 ＤＣｓ 迁移能力。
结果　 ｉｍＤＣｓ 及ｍＤＣｓ 的 ＣＤ１１ｃ 阳性率均在 ８０％ 左右；不同浓度 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 均呈剂量依赖性降低 ＤＣｓ 细胞活力，
但并没有诱导其凋亡。 在 ５０ μｍｏｌ ／ ＬＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下，ＤＣｓ 生物物理学特性均发生改变，其中渗透脆性和 ＥＰＭ
明显下降，膜流动性明显增大。 ＤＣｓ 细胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 含量表达均明显上升，迁移率显著下降。 结论　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ
可能会通过改变 ＤＣｓ 细胞骨架结构及生物物理学特性，抑制细胞迁移能力，进而影响其免疫功能。
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中图分类号： Ｒ ３１８．０１ 文献标志码： Ａ
ＤＯＩ： １０ １６１５６ ／ ｊ．１００４⁃７２２０ ２０２２ ０３ ００８

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ω⁃３ Ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄｓ ｏｎ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ Ｃｅｌｌｓ

ＷＡＮＧ Ｈｕａｎｈｕａｎａ，ｂ，　 ＺＥＮＧ Ｚｈｕａ，　 ＨＵ Ｚｕｑｕａｎｂ，　 ＳＯＮＧ Ｐｉｎｇｐｉｎｇｂ

（ａ． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ｂ． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｚｈｏｕ ５５００２５， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ
（ＤＨＡ） ａｎｄ ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ （ＥＰＡ） ｏｎ ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ （ＤＣｓ） ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ， ｓｏ ａｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ω⁃３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

３３４



（ω⁃３ ＰＵＦＡｓ） ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＣｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ （ ｉｍＤＣｓ）
ｂｙ ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ （ ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ） ａｎｄ １０ ｎｇ ／ ｍＬ
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ｍＤＣｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ， Ｔｈｅｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ （０⁃６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ω⁃３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ （ω⁃３ ＰＵＦＡｓ）； ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ； ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ； ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ

　 　 ω⁃３ 多不饱和脂肪酸（ω⁃３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ， ω⁃３ ＰＵＦＡｓ）作为人体必需脂肪酸之一，主要

源于海 洋 微 藻 及 深 海 鱼； 其 中 二 十 碳 五 烯 酸

（ ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＥＰＡ）、 二十二碳六烯酸

（ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ）是其两种活性形式。
ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 具有改善移植器官功能、延长存活时间

及减少排斥反应等功能，在防治自身性免疫疾病和

移植物排斥反应方面发挥着重要作用。 目前市场

上大多免疫抑制剂缺少选择性及特异性，会引起机

体不良反应，故寻找新型免疫抑制剂极其必要［１］。
研究 发 现， ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 可 抑 制 鼠 源 Ｔ 细 胞

（ｔ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， Ｔ ｃｅｌｌｓ）增殖，影响其迁移能力及趋

化因子受体表达，导致调节性 Ｔ 细胞类型的 Ｔ 细胞

功能下降［２］。 通过体外 刺 激 或 膳 食 补 充， ω⁃３
ＰＵＦＡｓ 可整合到免疫细胞膜上，改变脂肪酸的组

成，从而影响其免疫功能的发挥，如吞噬能力和抗

原提呈能力［３］。 但目前 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对免疫细胞的

具体作用机制尚不清楚。
ＤＣｓ 是目前已知功能最强大的专职抗原提呈细

胞（ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ， ＡＰＣ），从其发育状态来

看，可分为未成熟树突状细胞 （ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｓ， ｉｍＤＣｓ）和成熟树突状细胞（ｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ

ｃｅｌｌｓ， ｍＤＣｓ）。 ＤＣｓ 表面有很多树枝状的突起，
ｉｍＤＣｓ 的突起短而稀疏，而 ｍＤＣｓ 的突起长且密集。
外周组织中的 ｉｍＤＣｓ 在捕获抗原后，逐渐分化为

ｍＤＣｓ 并向次级淋巴结迁移，与原始 Ｔ 细胞相互作

用以启动免疫反应。 在此过程中，共刺激分子和趋

化因子受体表达增加，ＤＣｓ 抗原提呈能力及迁移能

力增强［４］；同时， ＤＣｓ 的渗透脆性、 电泳迁移率

（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍｏｂｉｌｉｔｙ， ＥＰＭ）及膜流动性等生物

物理学特性发生改变，影响其免疫功能的发挥［５⁃６］。
研究发现，ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 可降低人源和鼠源 ＤＣｓ 细胞

因子和共刺激分子的表达，抑制 Ｔ 细胞活化，最终

影响免疫功能发挥［７⁃８］。 喂食小鼠 ω⁃３ ＰＵＦＡ 后，其
鼠源 Ｔ 细胞增殖受到明显抑制［９］。

细胞骨架重构在细胞运动和功能发挥着重要

作用［１０］。 细胞骨架是一种高度动态的结构体系，主
要包括微丝、微管和中间丝；微丝由肌动蛋白单体

组成， 又称纤 维 状 肌 动 蛋 白 （ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ａｃｔｉｎ，
Ｆ⁃ａｃｔｉｎ）。 当 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 重塑时，能在多种肌动蛋白结

合蛋白（ ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＢＰ）参与下持续进

行组装和去组装，以满足不同分化阶段、细胞周期

时相、运动状态及微环境中细胞功能改变的需

要［１１］。 研究发现，当 ＤＣｓ 与 Ｔ 细胞接触时，Ｆ⁃ａｃｔｉｎ
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聚合使细胞形态及 Ｔ 细胞活化受到影响，最终影响

免疫应答［１０，１２］。
鉴于细胞的生物物理性质与其功能密切相关，

而细胞骨架重塑是细胞运动的基础，本文从生物物

理学与免疫学的交叉角度，以鼠源 ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ
为研究对象，分析 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 作用下 ＤＣｓ 生物物理

学特性、细胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 及迁移能力的变化。 研究

结果将为 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 免疫功能的影响机制

提供理论支持，也为器官移植领域中免疫抑制剂使

用或替代提供可能。

１　 材料与方法

１ １　 实验材料、试剂及仪器

１ １ １　 实验动物　 ＳＰＦ 级 ６～１０ 周 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

购自贵州医科大学动物实验中心（有合格证），饲养

于贵州医科大学生物与医学工程重点实验室。
１ １ ２　 主要试剂 　 脂多糖、红细胞裂解液、ＣＣＫ⁃８
试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；ＲＰＩＭ１６４０
培养基购自美国 Ｇｉｂｉｃｏ 公司；ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ、ｒｍＩＬ⁃４ 购

自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；胎牛血清购自美国 ＳＥＲＡＮＡ
公司；ＴＭＡ⁃ＤＰＨ 试剂盒购自武汉艾美捷科技有限

公司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 试剂盒购自上海爱必信科技

有限公 司； 罗 丹 明 标 记 的 鬼 笔 环 肽 购 自 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ⁃Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＥＰＡ、ＤＨＡ 购自上海

源叶生物科技有限公司。
１ １ ３　 主要仪器　 流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司；
Ｃｙｔａｔｉｏｎ ５ 细胞成像多功能检测系统购自美国 Ｂｉｏ
Ｔｅｋ 公司；激光共聚焦显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司。
１ ２　 小鼠骨髓来源单核细胞分离

　 　 选取 ８～１０ 周 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，处死后无菌环境

分离股骨及胫骨，７５％ 酒精及 ＰＢＳ 洗涤后吹打出骨

髓混匀，７０ μｍ 细胞筛过滤后使用红细胞裂解液室

温裂解；后用含 １５％ 血清的 １６４０ 培养基终止裂解，
ＰＢＳ 洗涤即获得骨髓细胞。
１ ３　 ＤＣｓ 的诱导获取

　 　 以 ２×１０６ 个 ／ ｍＬ 细胞重悬于 １６４０ 培养基（含
１５％ 血清、１％ 青霉素⁃链霉素和 ０ １％ β⁃巯基乙醇），
使用 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ｒｍＩＬ⁃４ 诱

导，于５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱培养，隔日半换液，第６ ｄ
收集悬浮细胞即得 ｉｍＤＣｓ；ｉｍＤＣｓ 中加１００ ｎｇ ／ ｍＬ脂

多糖继续培养 ２４ ｈ 即获得 ｍＤＣｓ。
１ ４　 ＤＣｓ 鉴定

　 　 使用 Ｃｙｔａｔｉｏｎ ５ 于 ２００×倍镜下观察 ＤＣｓ 形态，
后调整细胞数为 １×１０６ 个 ／ ｍＬ，ＰＢＳ 洗涤后 ４％ 多聚

甲醛固定，使用 １％ 牛血清白蛋白 （ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）及 ０ ２ ｍｇ ／ ｍＬ ＣＤ１１ｃ⁃ＡＰＣ 荧光标记

抗体混匀孵育，结束后 ＰＢＳ 洗涤并重悬。 流式细胞

仪检测后 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析。
１ ５　 ＥＰＡ、ＤＨＡ 处理 ＤＣｓ
　 　 调整细胞数为 １×１０６ 个 ／ ｍＬ，设置 ０～６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
浓度梯度处理 ＤＣｓ，于５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱培养 ２４、
４８ ｈ；其中 ＥＰＡ 处理组和 ＤＨＡ 处理组 （ ＥＰＡ 及

ＤＨＡ 皆使用 ５０％ 乙醇配制）为实验组，５０％ 乙醇组

为对照组。 确认最佳浓度后按上述步骤进行分组

及处理。
１ ６　 细胞活力检测

　 　 调整细胞数为 １×１０６ 个 ／ ｍＬ，９６ 孔板中接种细

胞悬液，ＣＣＫ⁃８ 法及酶标仪检测 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 细胞存

活率 根据下式计算 ：

细胞活力 ＝
Ａ处理组 － Ａ空白组

Ａ对照组 － Ａ空白组

× １００％

１ ７　 细胞凋亡检测

　 　 调整细胞数为 ２×１０６个 ／ ｍＬ，预冷 ＰＢＳ 洗涤后

用 １×ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 荧光

抗体室温避光孵育；上机前补加 ３，８⁃二氨基⁃５⁃［３⁃
（二乙基家氨基）丙基］⁃６⁃苯基啡啶二碘（ＰＩ）染液

及 １×ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ。 流式细胞仪检测后 ＦｌｏｗＪｏ 软

件分析。
１ ８　 生物物理学特性检

１ ８ １　 渗透脆性 　 配制不同渗透压的渗透液备

用，调整细胞数为 １×１０６个 ／ ｍＬ。 ９６ 孔板每孔接种

不同渗透液处理细胞 ３０ ｍｉｎ，后通过 ＣＣＫ⁃８ 法及

酶标仪检测 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 未破损细胞百分比根据下

式计算：

细胞存活率 ＝
Ａ处理组

Ａ对照组

× １００％

１ ８ ２　 ＥＰＭ　 调整细胞数为 １×１０５ 个 ／ ｍＬ，ＰＢＳ 洗

涤后 １０％ 蔗糖溶液重悬，将细胞悬液加载到细胞电

泳小室内。 记录细胞电泳的距离、时间及加载电

压。 ＥＰＭ 的计算公式如下：

５３４
王欢欢，等．ω⁃３多不饱和脂肪酸对树突状细胞生物物理学特性及迁移能力的影响
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ＥＰＭ ＝ Ｓ
ｔＶ

式中：Ｓ 为电泳距离，ｔ 为电泳时间，Ｖ 为加载电压。
可见 ＥＰＭ 与细胞膜表面负电荷数量成正比。
１ ８ ３　 膜流动性 　 调整细胞数为 ２×１０６ 个 ／ ｍＬ，
ＰＢＳ 洗涤后培养基重悬，后用 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ １，６⁃二苯

基 １，３，５⁃己三烯（ＤＰＨ）避光孵育，结束后 ＰＢＳ 洗涤

细胞并重悬，荧光光谱仪检测不同偏振度下的荧光

偏振值（Ｐ）。 荧光光谱仪参数设置如下：激发波长

为 ３５５ ｎｍ、发射波长为 ４３０ ｎｍ，夹缝宽度为 １０ ｎｍ，
激发电压为 ４００ Ｖ，时间扫描为 １０ ｓ。 荧光偏振值

的公式计算如下：

Ｐ ＝
ＩＶＶ － ＧＩＶＨ

ＩＶＶ ＋ ＧＩＶＨ
　 Ｇ ＝

ＩＨＶ

ＩＨＨ

æ

è
ç

ö

ø
÷

　 　 可见 Ｐ 与细胞膜脂双层分子的流动性成反比。
１ ９　 细胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 检测

　 　 调整细胞数为 ２×１０５个 ／ ｍＬ，４％ 多聚甲醛固定，
ＰＢＳ 洗涤后 ０ １％ Ｔｒｉｔｏｎｘ⁃１００ 渗透，室温下用 １％
ＢＳＡ 封闭；避光用罗丹明标记的鬼笔环肽于 ４ ℃避

光孵育 ２ ｈ，后 ＰＢＳ 洗涤，使用 ４’，６⁃二脒基⁃２⁃苯基

吲哚二盐酸盐（ＤＡＰＩ）溶液及抗荧光猝灭剂后进行

封片。 激光共聚焦显微镜 ４８８ ｎｍ 处扫描拍照，
Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系统分析罗丹明荧光的表达，其中

平均荧光强度代表细胞 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 含量。
１ １０　 迁移能力检测

　 　 调整细胞数为 ５ × １０５ 个 ／ ｍＬ， 使用 ８ μｍ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 系统，下室接种原培养基，上室接种细胞

悬液，于５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱继续培养，２４ ｈ 后收集

上下室细胞。 ＣＣＫ⁃８ 法及酶标仪检测 ＯＤ４５０ ｎｍ值，迁
移速率 根据下式计算：

细胞存活率 ＝
Ａ下室

Ａ上室 ＋ Ａ下室

× １００％

１ １１　 统计学分析

　 　 采用 ＳＡＳ 软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 软件进行

数据分析统计绘图，每个实验至少重复 ３ 次，两组

间采用 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学显著性，
Ｐ＜０ ０１ 为差异具有高度显著性。

２　 结果

２ １　 不同成熟状态下，ＤＣｓ 形态学及 ＣＤ１１ｃ 阳性

率表达

　 　 通过 Ｃｙｔａｔｉｏｎ ５ 观察 ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ 细胞形态。
ＤＣｓ 均呈集落状生长，其中 ｉｍＤＣｓ 表面有不规则突

起，而 ｍＤＣｓ 表面有不规则的、长度较长的突起。 通

过流式细胞法检测 ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ 中 ＣＤ１１ｃ 的表

达，其 ＣＤ１１ｃ 阳性率均为 ８０％ 左右（见图 １）。

图 １　 不同成熟状态下 ＤＣｓ形态学及 ＣＤ１１ｃ 阳性率表达

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＣＤ１１ｃ ｉｎ ＤＣｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ　 （ａ） ｉｍＤＣｓ， （ｂ） ｍＤＣｓ

２ ２　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 细胞活力的影响

　 　 通过 ＣＣＫ⁃８ 法及酶标仪，分别检测 ＥＰＡ 和

ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ 细胞活力的变化。 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ
（浓度均为 ０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 作用下，与对照组相

比，在 ０ ～ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 并不影

响 ＤＣｓ 细胞活力，而在 ４０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下

ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 皆呈剂量依赖性降低 ＤＣｓ 细胞活力

（见图 ２） 。
２ ３　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 凋亡的影响

　 　 通过 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒检测及流

式细胞法，分别检测 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ 的凋

亡情况。 其中，横轴和纵轴分别为 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ
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图 ２　 不同浓度 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ细胞活力的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　 （ａ） ｉｍＤＣｓ， （ｂ） ｍＤＣｓ

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎｓ：无显著性差异。

通道和 ＰＩ 通道，Ｑ１ 为坏死细胞群，Ｑ２ 和 Ｑ３ 为凋亡

细胞群，Ｑ４ 为活细胞群。 在 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ（浓度均

　 　

为 ０～６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用下，ｉｍＤＣｓ 和 ｍＤＣｓ 均未发生

凋亡（见图 ３）。

图 ３　 不同浓度 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ凋亡情况比较

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｏｒ ＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　 （ａ） ｉｍＤＣｓ，（ｂ） ｍＤＣｓ

注：Ｑ１ 包含坏死（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ ／ ＰＩ＋）细胞群，Ｑ２ 包含晚期凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ ／ ＰＩ＋ ）细胞群，Ｑ３ 包含早

期凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ ／ ＰＩ－）细胞群，Ｑ４ 包含活（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ ／ ＰＩ－）细胞群。

２ ４　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 生物物理特性的影响

　 　 通过不同渗透压的渗透液、１０％蔗糖处理及 ＴＭＡ⁃
ＤＰＨ 试剂盒，分别检测 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ 渗透

脆性、ＥＰＭ 及膜流动性的变化。 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ（浓度均

为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用下，与渗透压２９５ ｍＯｓｍ／ ｋｇ（等渗

组）及对照组相比，在渗透压 １７５、５５ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ时，
ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ 的渗透脆性明显减小，同时 ＥＰＭ 明

显降低，而膜流动性明显增大（见图 ４）。
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图 ４　 ５０ μｍｏｌ ／ ＬＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ生物物理学特性比较

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ　
（ａ） Ｏｓｍｏｔｉｃ ｆｒａｇｉｌｉｔｙ， （ｂ） ＥＰＭ， （ｃ） Ｆｌｕｉｄｉｔｙ

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１；与 ２９５ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ 相比，＃Ｐ＜０ ０５，ｎｓ：无显著性差异。

２ ５　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 细胞骨架的影响

　 　 通过激光共聚焦显微镜及 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析

系统，分别检测 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ 罗丹明

荧 光 的 表 达。 在 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ （ 浓 度 均 为

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 作 用 下， 与 对 照 组 相 比， ｉｍＤＣｓ 及

ｍＤＣｓ 胞体面积明显增大，同时 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 表达明显

增加；其中 ＥＰＡ 处理组胞体面积显著性大于

ＤＨＡ 处理组（见图 ５） 。

图 ５　 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ细胞骨架结构比较

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ　
（ａ） Ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， （ｂ） Ｂｏｄｙ ａｒｅａ， （ｃ） Ｆ⁃ａｃｔｉｎ

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎｓ：无显著性差异。

２ ６　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 迁移能力的影响

　 　 通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 系统及 ＣＣＫ⁃８ 法，分别检测 ＥＰＡ
和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ 迁移能力的变化。 在 ＥＰＡ 和

ＤＨＡ（浓度均为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用下，与对照组相比，
ｉｍＤＣｓ 迁移率及 ｍＤＣｓ 迁移率显著下降；且 ＥＰＡ 处

理组迁移率皆明显低于 ＤＨＡ 组（见图 ６）。
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图 ６　 ５０ μｍｏｌ ／ ＬＥＰＡ 和 ＤＨＡ 作用下 ＤＣｓ迁移能力比较

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＥＰＡ ａｎｄ ＤＨＡ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ　
（ａ） ｉｍＤＣｓ， （ｂ） ｍＤＣｓ

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎｓ：无显著性差异。

３　 讨论

　 　 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 作为人体必需脂肪酸，可影响细胞

膜结构及免疫细胞的活化。 研究发现，ω⁃３ ＰＵＦＡｓ
可抑制巨噬细胞的吞噬能力及细胞因子分泌，显著

改变其微小核糖核酸表达谱［１］。 而 ＤＣｓ 是目前已知

功能最强大的 ＡＰＣ，处于启动、调控及维持免疫应答

的中心环节［４］。 细胞生物物理学特性的改变会影响

其免疫功能发挥，而细胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 活化则是其运

动的基础［５］。 本实验中，在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 作
用下，鼠源 ｉｍＤＣｓ 及 ｍＤＣｓ 的生物物理学特性、细胞

骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 及迁移能力均发生明显变化。
形态学上，ＤＣｓ 表面的典型特征是不规则树突

样突起，但无特异性标记分子。 因此，小鼠骨髓来

源 ＤＣｓ 可通过形态学观察及 ＣＤ１１ｃ 阳性率表达等

特征进行组合鉴定［１３⁃１４］。 本实验中 ＤＣｓ 表面均有

不规则突起，ｍＤＣｓ 细胞表面突起比 ｉｍＤＣｓ 多且长。
两者的 ＣＤ１１ｃ 阳性率均在 ８０％ 左右的。 Ｌｉｕ 等［１３］

研究发现，小鼠骨髓来源 ＤＣｓ 的 ＣＤ１１ｃ 阳性率可达

到 ７０％ ～８５％ 左右，该结果与本实验结是一致。
特定条件下，ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 可能通过改变细胞的

生物物理特性，进而诱导其凋亡。 研究发现，在

２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 作用下，人前脂肪细胞生长

被抑制甚至发生凋亡［１５］；而 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ ω⁃３ ＰＵＦＡｓ
可抑制人早幼粒白血病细胞生长并诱导其凋亡［１６］。
也有研究表明，鱼藤酮可促进神经祖细胞凋亡，原
因可能是其膜流动性及黏附力等生物物理特性减

弱［１７］。 本实验表明，ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 均呈浓度依赖性

降低 ＤＣｓ 活力，同时生物物理学特性弱化，但没有

诱导其凋亡。 Ｈｕ 等［１０］ 研究发现，血管内皮生长因

子可影响人源 ｍＤＣｓ 生物物理特性，但并没有诱导

其发生凋亡。 由此看出，不同机体环境下细胞可能

对 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 的应答机制不同，而不同浓度 ＥＰＡ
和 ＤＨＡ 作用下细胞的反应状态也有很大差异。

细胞的生物物理学特性主要体现在渗透脆性、
ＥＰＭ 及膜流动性等方面，它们与细胞结构和功能密

切相关。 渗透脆性是指细胞对不同渗透压抵抗的

能力，正常细胞在渗透压较低的溶液中有抗低渗

性；ＥＰＭ 是指恒定电场下细胞的运动速率，反映细

胞膜表面电荷密度的分布［１８］；细胞膜流动性是指细

胞膜或合成脂膜的脂质双层的黏度，这直接影响细

胞功能［１９］。 研究发现，伏马菌素 Ｂ１ 可降低人脐静

脉内皮细胞的渗透脆性、ＥＰＭ 和膜流动性，从而使

其迁移能力受到抑制［２０］。 本实验结果表明，ω⁃３
ＰＵＦＡｓ 使 ＤＣｓ 渗透脆性明显降低，ＥＰＭ 明显下降，
而膜流动性明显增大，同时迁移能力显著受到抑

制。 另有研究发现，转化生长因子⁃β１ 会使人源

ｍＤＣｓ 渗透脆性及 ＥＰＭ 降低，而膜流动性增大，最
终导致 ｍＤＣｓ 迁移能力受到抑制［２１］。 由此看出，
ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 可能通过改变 ＤＣｓ 生物物理学特性，影
响其迁移能力，最终影响免疫功能发挥。

细胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 在细胞形态、细胞黏附及细胞

运动等过程发挥极其重要作用。 研究发现，ＤＣｓ 细

胞骨架 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 的聚合与多种 ＡＢＰ 相关，这会影响

细胞的抗原捕获、迁移效率及免疫突触形成［２２］。 而

ＤＣｓ 迁移受到两个肌动蛋白池调控：小 Ｒ 蛋白家族

Ａ⁃哺乳动物膈肌相关成蛋白 １ 及细胞分裂控制蛋

白 ４２ 同源物⁃肌动蛋白相关蛋白 ２ ／ ３［２３］。 本实验表

明，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 作用下 ＤＣｓ 的 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 表

达明显上调，同时其迁移能力显著下降。 有研究发

现，胞外酸中毒可降低鼠源 ｉｍＤＣｓ 的 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 表达，
最终导致其迁移能力受到抑制［２４］。 由此看出，ω⁃３
ＰＵＦＡｓ 可能通过调控 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 聚合，影响其迁移能

力，进而影响 ＤＣｓ 的免疫功能。

４　 结论

　 　 特定浓度下 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 可能通过改变 ＤＣｓ 的

生物物理特性及细胞骨架结构，抑制其迁移能力，
从而影响 ＤＣｓ 的免疫功能。 本文研究结果为深入

理解 ω⁃３ ＰＵＦＡｓ 对 ＤＣｓ 免疫功能的影响机制提供

了基础理论支持。
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