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单纯性肥胖者DC负载结核Th优势表位肽后的免疫功能改变探究

黄新亮,伍云云,董博翰

(皖南医学院基础医学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 探究单纯性肥胖者DC负载结核杆菌Th优势表位肽后的免疫功能改变机制。方法 设肥胖组、健康组、

空白组各13例、7例、6例。分离外周静脉血得单核细胞,以细胞因子IL-4和GM-CSF刺激获得DC,对肥胖组和健康组

以DC负载结核杆菌的Th优势表位肽制备疫苗,对空白组以 DC对照,培养8d后流式仪鉴定 DC的成熟度(表达

CD11c、CD83、CD86的DC百分率)。各组DC和自身淋巴细胞按照1∶20比例混合4d后流式仪鉴定表达活化标志分

子ICOS的淋巴细胞、效应CD4+T及CD8+T。并以酶联免疫吸附法检测 Th产生的细胞因子IFN-γ、LDH 法检测

CTL的细胞毒效应。结果 与健康组及空白组比较,肥胖组表达CD11c、CD83、CD86的 DC细胞百分率,活化分子

ICOS淋巴细胞、CD4+T、CD8+T百分率及Th产生的细胞因子IFN-γ升高,差异有统计学意义(P<0.05);而肥胖组

CTL的细胞毒效应比健康组明显下降,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 单纯性肥胖者DC负载结核杆菌的Th
优势表位肽后,DC成熟度及提呈抗原功能增强。且诱导的活化的自身淋巴细胞及分化的效应CD4+T和CD8+T增

多。其诱导Th产生的IFN-γ水平上升而CTL的细胞毒效应下降。
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ChangesofimmunefunctioninpatientswithsimpleobesityafterDC
loadedwithThdominantepitopepeptideoftuberculosis

HuangXinliang,WuYunyun,DongBohan

(SchoolofBasicMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toexplorethemechanismofimmunefunctionchangesinpatientswithsimpleobe-
sityaftertheirDCisloadedwithThdominantepitopepeptideoftuberculosis. Methods Therewere13cases
intheobesegroup,7casesinthehealthygroupand6casesintheblankgroup.Monocyteswereisolatedfrom
theirperipheralvenousbloodandthesemoncyteswerestimulatedwithcytokineIL-4andGM-CSFtoobtain
DC.Fortheobesegroupandthehealthygroup,thevaccinewaspreparedwiththeDCloadedwithThdomi-
nantepitopepeptideofmycobacteriumtuberculosis.Fortheblankgroup,DCwasusedasthecontrol,andthe
maturityofDC(percentagesofDCexpressingCD11c,CD83andCD86)wasdeterminedbytheflowcytometry
after8daysofculture.After4daysofmixtureofDCandautolymphocytesataratioof1∶20ineachgroup,

thelymphocytes,effectorCD4+TandCD8+TwhichexpressedtheactivatedmoleculeICOS,wereidentified
bytheflowcytometry.Theenzyme-linkedimmunosorbentassaywasadoptedtodetectthecytokineIFN-rpro-
ducedbyThandthecytotoxiceffectofCTLwasdetectedbyLDH method. Results Comparedwiththe
healthygroupandtheblankgroup,theobesegrouphadsignificantlyincreasedpercentagesofDCcellsexpress-
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ingCD11c,CD83andCD86,aswellaspercentagesoflymphocytes,CD4+T,CD8+ToftheactivatedICOS
andincreasedIFN-rproducedbyTh,showingsignificantdifferences(P<0.05).ThecytotoxiceffectofCTL
intheobesitygroupdecreasedmoreobviouslythanthatinthehealthygroup,andthedifferencewassignificant
(P<0.05). Conclusion ThematurityandantigenpresentingfunctionofDCinpatientswithonlyobesityare
enhancedafterDCisloadedwithThdominantepitopepeptideoftuberculosis.Andthereisanincreaseinthe
DC-inducedactivatedautolymphocytesanddifferentiatedeffectorsCD4+TandCD8+T.DCinducesanin-
creaseinthelevelofIFN-γproducedbyTh,whileandecreaseinthecytotoxiceffectofCTL.
  Keywords: simpleobesity;dendriticcells;epitopepeptide;immune

  目前采用体质量指数(BMI)即体重(千克)除以身

高(米)的平方定义是否肥胖,在中国BMI分组方法:
正常体重为18.5≤BMI<24kg/m2,超重为24≤BMI
<28kg/m2,肥胖定义为BMI≥28kg/m2。单纯性肥

胖症是指无器质性疾病或无引起肥胖的特殊病因的肥

胖症。近年肥胖症在全球的发病率呈现逐年上升趋

势,我国是世界上肥胖者最多的国家[1-2]。已知巨噬细

胞在人体免疫的第一道防线中起重要作用。有研究者

阐释这些来源于巨噬细胞的炎症过程是导致脂肪组织

改变的原因,是肥胖、心血管疾病、脂肪肝和2型糖尿

病相关的代谢综合征的根源。而且控制组织功能的消

炎性巨噬细胞(M2)能转化成促炎性巨噬细胞(M1),
于是 M2/M1巨噬细胞数量之间的平衡对于肥胖的产

生至关重要[3]。再者,外泌体是细胞分泌的一种囊泡

样小体,有研究发现外泌体中特定的 miRNAs通过调

控经典棕色脂肪组织的功能及白色脂肪组织褐变的形

成,以及参与脂肪组织中巨噬细胞的活化和分化,在肥

胖症的病理形成过程中产生了关键作用。因而根据减

肥手术后外泌体 miRNA谱的细微变化,分离并纯化

肥胖症患者的自身外泌体,或可成为治疗肥胖的新方

法[4]。
已有研究显示,肥胖者不仅可伴随有高血压、高胆

固醇及某些肿瘤外,还可影响机体的非特异性免疫及

特异性免疫功能,使体液免疫和细胞免疫功能发生改

变,从而使病原菌感染的机会增多。且发现降低体重

常常能逆转肥胖症患者的免疫功能。目前认为瘦素可

能是一重要的影响内分泌系统及其与免疫系统之间的

相互作用的关键因素[5]。在肥胖小鼠脂肪组织中发现

某些NKT细胞亚群功能改变与 M1型极化的增强可

能存在密切关系、可能参与了肥胖小鼠脂肪组织慢性

炎症的进展[6]。
综上,巨噬细胞在肥胖症的调节中也起着关键作

用,但其它免疫细胞与巨噬细胞如何相互作用尚不明

确。再者肥胖者对抗原的免疫应答过程是否存在异常

仍不清楚。基于此,本研究拟探究单纯性肥胖症的特

异性免疫功能是否下降、是否存在病理性免疫应答所

致炎症反应。以结核杆菌 Th优势表位肽为例刺激

DC并诱导免疫反应[结核杆菌抗原Rv0934(350-364)
的表位肽DQVHFQPLPPAVVKL,能激发更强大的

Th免疫效应,成为Th优势表位肽[7]],设置肥胖组、
健康组、空白组。对肥胖组和健康组以DC负载结核

杆菌的Th优势表位肽后制备DC疫苗,而空白组以

DC对照,以流式仪鉴定DC的成熟度;各组DC和自

身淋巴细胞混合后流式仪鉴定表达活化分子ICOS的

淋巴细胞、效应CD4+T及CD8+T;并以酶联免疫吸

附法检测Th产生的效应细胞因子IFN-γ、LDH法检

测CTL的细胞毒效应。

1 对象与方法

1.1 对象 健康组为志愿者7例,经健康体检符合正

常体重18.5≤BMI<24kg/m2。空白组和肥胖组分

别为6例和13例,无其他发病史,符合我国肥胖定义

的BMI≥28kg/m2。三组年龄及性别差异均无统计

学意义。

1.2 试剂 外周静脉血,巨噬细胞、无血清 AIM-V
培养液,DC表面标志分子CD83、CD11c及CD86的荧

光素PE标记抗、IL-2、TNF-α、IL-4、IL-1b、IL-6、GM-
CSF、FITC荧光素标记抗人CD3单克隆抗体和PE标

记的抗人CD8、CD4、ICOS单克隆抗体(Biolegend公

司),检 测 INF-r的 ELISA 试 剂 盒、优 势 表 位 肽

DQVHFQPLPPAVVKL(武汉强耀生物科技有限公

司合成)。

1.3 方法

1.3.1 制备DC疫苗 肥胖组和健康组分离人外周

血单个核细胞并置于4孔板中,在37℃、含5% CO2
的培养箱中培养3h;6孔板中贴壁的为DC(收集未贴

壁的细胞并且冻存,以便后期和DC混合培养)。向6
孔板中加入100ng/mLGM-CSF、100ng/mLIL-4,
加3毫升/孔无血清AIM-V培液。第3天DC中加入

Th优势表位肽(10μg/mL)并加入:TNF-a10ng/

mL、IL-1b10ng/mL、IL-61000U/mL。观察DC形

态变化,收集第8天的DC并采用流式细胞仪检测各

组DC表面标志分子CD83、CD11c及CD86。空白组

以DC为对照。

1.3.2 T细胞的活化与鉴定 各组DC计数,以1×
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106/mL作为刺激细胞,按DC∶T细胞=1∶20的比

例,和复苏冻存的初始 T细胞混合,37℃置于5%
CO2 的培养箱中培养,4d后收集活化的T细胞。流

式细胞仪检测各组表达活化分子ICOS的T细胞百分

率。

1.3.3 T细胞的分化与鉴定 检测各组CD4+T和

CD8+T细胞百分率:在每孔100μLPBMC细胞悬液

中,加入5μLPE标记的抗人CD3克隆抗体、5μL
FITC标记抗人CD4或CD8单克隆抗体,4℃避光染

色30min,以流式细胞仪C6检测。

1.3.4 Th效应的细胞因子INF-γ的检测 按照

ELISA检测试剂盒说明,于波长450nm的酶标仪上

读取各孔的A值,采用吸光度 A值为纵坐标(Y)、标
准品浓度为横坐标(X),得到相应的曲线,样品的INF-
γ水平可依据A值由标准曲线换算成相应的浓度。

1.3.5 特异性CTL细胞毒效应检测 以乳酸脱氢酶

(lactatedehydrogenase,LDH)法检测各组细胞毒性T
细胞(cytotoxicTlymphocyte,CTL)的杀伤活性,靶
细胞为巨噬细胞,效靶比为1∶20。CTL杀伤活性=
(效靶混合细胞释放A值-自然释放A值)/(最大释

放A值-自然释放A值)。

1.4 统计学方法 采用SPSS18.0统计软件包进行

数据处理。计量资料以(췍x±s)表示,多组间比较采用

单因素方差分析,多组间两两比较采用LSD-t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组表达CD11c、CD83、CD86的DC百分率 
肥胖组表达CD11c、CD83、CD86的DC百分率均明显

高于 空 白 组 和 健 康 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05)。见图1和表1。

图1 流式细胞仪检测各组表达CD11c、CD83、CD86的DC百分率

表1 各组表达CD11c、CD83、CD86的DC百分率

单位:%  

组别 n CD11c CD83 CD86

空白组 6 17.93±1.50 18.10±1.50 19.32±1.13
健康组 7 26.25±1.01a 29.73±1.87a 38.50±2.03a

肥胖组 13 44.99±1.50ab 47.64±1.18ab 51.16±1.97ab

F 916.681 927.891 622.758
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较,a:

P<0.05;与健康组比较,b:P<0.05。

2.2 各组表达ICOS活化分子的T细胞百分率 肥

胖组表达ICOS活化标志分子的T细胞百分率均明显

高于 空 白 组 和 健 康 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05)。见表2。

2.3 各组T细胞分化的效应CD4+T和CD8+T的

比率 肥胖组表达CD4+T和CD8+T的比率均明显

高于 空 白 组 和 健 康 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05)。见表3。

表2 各组表达ICOS活化分子的T细胞百分率 单位:%

组别 n ICOS
空白组 6 12.93±0.79
健康组 7 20.63±0.82a

肥胖组 13 42.41±1.22ab

F 1999.375
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较,a:

P<0.05;与健康组比较,b:P<0.05。

表3 各组表达CD4+T和CD8+T的比率  单位:%

组别 n CD4+T CD8+T
空白组 6 10.66±0.94 12.39±1.44
健康组 7 18.90±0.65a 21.04±0.67a

肥胖组 13 43.34±1.53ab 44.73±1.36ab

F 1777.886 1704.818
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较,a:

P<0.05;与健康组比较,b:P<0.05。
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2.4 各组Th产生INF-γ的水平比较 肥胖组Th产

生的INF-γ水平均明显高于空白组和健康组,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表4。

表4 各组Th产生INF-γ的水平比较  单位:μg/L

组别 n INF-γ
空白组 6 3.05±0.21
健康组 7 5.54±0.51a

肥胖组 13 9.53±0.44ab

F 535.496
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较,a:

P<0.05;与健康组比较,b:P<0.05。

2.5 各组CTL的细胞毒效应 肥胖组CTL杀伤活

性的百分率明显低于健康组,差异有统计学意义(P
<0.05)。见表5。

     表5 各组CTL的细胞毒效应   单位:%

组别 n CTL杀伤率

空白组 6 9.42±0.89
健康组 7 37.60±1.20a

肥胖组 13 18.15±0.83ab

F 1559.145
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组比较,a:

P<0.05;与健康组比较,b:P<0.05。

3 讨论

单纯性肥胖症患者Th与巨噬细胞之间或存在反

馈性调节,致使免疫性炎症发生。一方面,M1细胞产

生的细胞因子如对肥胖症患者的Th免疫功能产生正

调节。如当巨噬细胞受到炎症刺激时,它们会分泌细

胞 因 子 IL-1、IL-6、IL-8、IL-12 和 肿 瘤 坏 死 因 子

(TNF)。加上由活化的淋巴细胞、内皮细胞和成纤维

细胞产生也可产生这些细胞因子,使肥胖症者的 Th
功能加强。另一方面,Th产生的IFN-γ对 M1细胞起

到激活作用。本研究亦发现肥胖组Th产生IFN-γ的

水平分别比空白组和健康组显著升高。当肥胖症者在

后天生活中不断接触多样性抗原亦会使 M1细胞功能

持续性升高。已知巨噬细胞还会释放趋化因子、白三

烯和前列腺素等促炎细胞因子,这会促使血管通透性

增加和炎症细胞的募集,除了局部效应外这些炎症介

质还产生全身效应,如诱导急性炎症反应蛋白的产生

和发热反应。
有研究者发现[8],脾脏巨噬细胞与树突状细胞存

在相互作用。巨噬细胞可以分子黏附或分泌外泌体的

方式传递自身包含的抗原至DC,后再由DC递呈抗原

给其特异性T细胞,诱导免疫应答。其中组织定居性

巨噬细胞能够吞噬颗粒、病原菌、死亡的细胞及外泌体

等抗原,通过细胞因子与趋化因子的产生启动免疫应

答。这些组织定居性巨噬细胞若在受到损伤、感染和

炎症时,可由骨髓产生的单核细胞来补充。此外,也有

研究者[9]已证实小鼠脾脏DC与巨噬细胞共培养时,
各自的抗原提呈能力都比单独培养时增强。例如脾脏

巨噬细胞吞噬死细胞相关抗原之后,以神经酰胺依赖

的方式释放包含抗原的外泌体。而DC吞噬此类外泌

体后把抗原提呈给特异性CD4+T细胞。两类细胞可

能借助外泌体进行抗原的交换致使各自的免疫应答能

力增强。肥胖症者免疫功能低下与短寿、感染关系密

切,如 人 群 幽 门 螺 杆 菌 感 染 与 超 重 及 肥 胖 密 切 相

关[10]。因生活水平的提高及伴随而来的饮食习惯的

改变,全球肥胖人数在不断升高,肥胖亦是导致多种肿

瘤恶化的重要因素。推测肥胖者体内积累的脂肪能增

加雌激素的合成与分泌,与多种妇科恶性肿瘤发生有

关[11]。也有研究表明在2005—2014年期,除结直肠

癌外,超重和肥胖相关癌症的发病率在年龄20~74岁

之间的人群显著增加[12]。本研究也发现肥胖组CTL
的细胞毒效应比健康组明显下降,肥胖症者是否存在

自身免疫疾病仍需求证。当肥胖症者特异性免疫功能

下降,体内的抗原可能逐渐堆积造成免疫忽视的打破,
以死亡细胞积聚为特征的自身免疫性疾病的免疫反应

机制不能忽略。例如发现自身免疫性甲状腺功能减退

患者的肥胖及脂代谢明显紊乱,部分患者自身免疫损

伤程度[13]。也发现中老年糖尿病患者中胰岛细胞的

自身免疫时常发生,其自身免疫反应以抗体的单阳性

为主要特征[14]。研究者发现体重指数增加可导致甲

状腺功能正常者的血清促甲状腺激素浓度增高、游离

甲状腺激素略降低[15]。有研究者研究肥胖儿童发生

的阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征 (OSAHS),发
现IL-10抗炎的减弱可能是导致肥胖儿童发生 OS-
AHS重要因素[16]。

本研究发现,单纯性肥胖者DC负载结核杆菌的

Th优势表位肽后,DC成熟度及提呈抗原功能比健康

组增强,且诱导的活化的自身淋巴细胞及分化的效应

CD4+T和 CD8+T增多,其诱导产生的细胞因子

IFN-γ水平上升。而肥胖组CTL的细胞毒效应比健

康组明显下降,但肥胖症者在后天生活中不断接触多

样性的抗原,本研究仅以结核Th优势表位肽诱导免

疫细胞为例探究肥胖症形成过程中的免疫功能改变的

机制。再者,虽然实验中各组的年龄及性别差异均无

统计学意义,但单纯性肥胖症的诱发因素具有多样性

和不确定性,这些因素如何作用于肥胖症患者,需要今

后深入探讨,以便为制定肥胖症的量化运动处方提供

精准方案[17]。
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