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摘 要 : 探讨 K IR 分子参与优势化的 n 企
、

及 2 细胞活化抑制和免疫耐受的可能机制
.

① 体

外经 IL 4 优势化诱导 n 型 T 细胞 ; ② ABC 法检测 和月g A 表达 ; ③ 优势化 n 型 T 淋巴细胞的

Ly49 C。诩四 A 的原位分子杂交 ; ④ 3H月 UR 掺人法测定单向和双向 M皿 中 B6 ( H
一

Zb ) 小鼠优势

化 n 型 T 淋巴细胞增殖 ; ⑤ Ly闷g C阻断后活化且型 T 细胞对 E功 61 1细胞的杀伤活性测试
.

结

果有
:

① 在 叔L 4
、

C
o n A和 onI

o l n y c in 环境下体外培养 4 天 即可使静息淋巴细胞 耐 L 4 的分泌

水平由低于 加 “留
n止提高到 833

.

33 土 28
.

73 1又g/ mL (尸
< 0

.

0 1;) ② 优势化的 n型 T 淋巴细胞的

卜砰g C I证幽A 表达阳性率为 ( 25
.

6 士 6
.

2) % (静息 T 细胞的质量分数 < 3 % )
,

玫碎g A 的膜表达为

(22
.

5 士 4
.

9) % (静息 T 细胞的质量分数 < 5 % )
,

此M 检测结果显示
:
助49C 在 n 型 T 细胞表

达 阳性率 (29
.

8 士 4
.

3 ) %
,

其中 CD’+ 细胞表达 阳性率为 ( 10
.

2 士 0
.

9) %
、

CW 细胞阳性表达

率为 ( 17
.

8 土 1
.

3) %
.

抗 v4L 9C 单克隆抗体 (5 肠 ) 可 以使 c 57 Bu 6阴 b一 B A LB /少
一

2(l 之间单向

M l丑 和双向 M IJ又的增殖活性分别提高 ( 21
.

5 * 3
.

4 ) % 和 ( 13
.

8 士 1
.

6) %
.

56E 抗体使 C57 BU 6

鼠 11 型 T 细胞对 E U沁n 细胞的杀伤活性提高 ( 47
.

2 士 8
.

5) %
.

经 IL 4 诱导的优势化 11 型 T 细

胞杀伤细胞抑制性受体 幼49A
、

卜呼gC 表达增高
,

该受体与 MH C工分子结合
,

建立了对 T 细胞

抑制性信号传导通路
.

关键词
: T 细胞 ; 杀伤细胞抑制性受体 ; 小鼠

中图分类号
: 8Q 13 5 文献标识码

: A

杀伤细胞抑制性受体 ( ik lle r ce n ihn iib ot yr er ce p ot sr
,

粗sR ) 是近年来发现的一种主要表

达在 NK 和部分 T 细胞上的抑制性信号传递分子〔`」
.

鼠的 KI R 属 c 凝集素家族的 且类跨膜

蛋白
,

现被称为甲9 家族
.

在细胞免疫识别或激活后再识别阶段
,

娜9 分子特异地与不

同的 M H C I 分子配体结合传递抑制性信号
,

抑制杀伤细胞的早期活化
,

消除 T
、

N K 细胞

毒活性
,

可减少杀伤性细胞因子分泌
,

下调 cT R 分子表达 [ 2〕
.

所以
,

我们推测该分子在

免疫耐受免疫调节方面有着重要的意义
.

既然 T 细胞同 N K 细胞一样有 KI R 表达
,

那么
,

经 IL 4 体外训导的 hT Z
、

cT Z 细胞表

达 L妈g A 和 L y4 9 C分子的情况如何呢? 其在细胞杀伤或细胞免疫中的功能怎样呢? 本文分

别采用 AB C 法和地高辛标记的 助4 9 cC DN A 寡核昔酸探针原位杂交组织化学 ( IS H H
,

nI s
iut

晒idr iaz iot
n ih cot h俪

s
ytr )的方法

,

检测 v4L 9A 抗原
、

v4L 9 C m RN A 在小鼠正常 T 细胞
、

优势化

的仆 2
、

T c Z 细胞和 NK 细胞的表达
,

探讨 租R 分子参与 T 淋巴细胞活化抑制和免疫耐受的可

`
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能机制
.

为进一步体内应用优势化 11型 T 细胞建立移植免疫耐受提供理论基础和依据
.

1 实验材料

1
.

1 动 物

普通级 C 57 BI/ 6 , ,
一

Zb鼠 (购于中山医科大学动物实验室 )
,

清洁级 C B6 F I
,

C5 7 B一了6 H
一

2` )

x B ABL c/ -2H
“

(购于第一军医大学清洁动物实验室 )
,

小 鼠红 白血病细胞 ( E功61 1`1
一

l2(
,

中

国医学科学院血液学研究所提供 )
.

1
.

2 试剂与其它材料

1
.

2
.

1 试剂 mI 以 (hP
a r M igen

n 公司产品 )
,

Io l l o l l ly c in
、

Co n A
、

ht IL Z (均为 iS gm
a
公司产

品 )
,

D i g
~

I』b e li n g 儿 t (玩
e h d n

-ser
M ann h e im p l训 l u c t ion )

,

小 鼠 y4L 9 e 特异性 引物 3
, 一

G 以G
-

AT G GGA A I人 TT A以cGT
。 DNA 寡核昔探针图 (由上海生化所 DN A 合成室合成 )

,

。 = 4 %多

聚甲醛
,

L y 4 9A 单抗 A l ( B ABL c/ 抗 C57 B I/ 6
,

美 国 Y ok oy am
a 教 授惠 赠 )

,

羊抗 鼠 I茄

( A Z
,

由神经生物研究所王军博士赠送 )
,

AB C 瓦 t ( V
e e ot r 公司产品

、

由神经生物研究所张

魁华博士提供 )
,

羊抗 鼠 I所 二抗 ( is gam 公司产品 )
,

ntA
i
一

切g c ( 5 E6) M c A b
、

R
一

PE an it
-

v4L 9C cM bA
、

F r l℃ an it
一

C氏 (” 4T )
、

珊C an it
一

CsD (以上均为 hP
a r M i n g e n

公 司产品 )
.

3 H
-

胸腺嗜陡核昔 ( 1 m iC /
mL

,

中国原子能研究所
,

北京 )
.

2
.

2 其他材料 尼龙毛柱 (上海产 )
,

2的 目金属网及眼科手术器械
.

细胞准备

1
.

3
.

1 正常 T 淋 巴细胞 洗尼龙毛柱法常规制备小鼠脾 T 细胞
.

1
.

3
.

2 优势化 n 型 T 林巴细胞 ( 1) 取上述已制备的 T 淋巴细胞 ; 调整细胞浓度为 1
.

0

火 106 /毗
; 加人 耐以 ( 1 000

u /毗 )
、

io no 卿
e in ( 5 拼g/ 毗 )

、

e o

吐 ( 10 拌扩mL ) 后分为 6

个培养瓶
,

在 37 ℃
、
甲 = 5% c仇 条件下培养 ; % h 后可收集细胞

.

即 hT Z 和 cT Z 细胞
.

1
.

3 3 N KI
.

1
+

细胞的制备 另取 C57 BU 6 鼠 1 只
,

常规制备脾细胞
,

冲洗 时用 p =

0
.

08 3% 的氯化钱溶液溶解红细胞后
,

用 RP M I
一

164 0 洗 3 次
,

调整细胞浓度为 1
.

5 x l护 /

毗
.

在一次性塑料培养瓶中 37 ℃
、

甲 二 5% C仇 环境中培养抖 h 后 (含 甲 二 or % 小牛血清

的 RP M I
一

164 0)
,

收集悬浮细胞
,

加 h IL
一

2 ( 1 X( 幻 u/ nrL ) 后继续培养 3 ;d 弃悬浮细胞
,

保

留贴壁细胞
,

加 hI L Z ( 1 (X幻 u/ xnL ) 继续培养 s ;d 收获细胞即为 NK I
.

1 +

细胞
.

该方法制

得的 N K .I l 细胞纯度可达 95 % 以上闭
.

1
.

4 细胞甩片标本的制备

将上述各类 (rr 细胞
、

hT Z
、

cT Z 和 N K 细胞 ) 细胞在 尸 二 4% 多聚甲醛中固定 4 h 后
,

经离心涂片机甩片
,

滴加 尸 二 0
.

00 1% 多聚赖氨酸粘片 4 h
.

2 实验方法

2
.

1 A BC 方法检测 v4L 9A 表达闭

0
.

0 1 m o l / L PB S ( p H 7
.

2 ) 漂洗 3 x 10 而
n ,

加人 A l ( 抗体稀释度 ( ( V : v ) 为 l : 5

以1〕) 置湿盒中于 4 ℃
、

4 8 h ; 0
.

0 2 mo F L PB S 漂洗 3 x 10 而 n ,

加 B io
一

够 (羊抗 鼠二抗稀

释度 ( ( F : F ) 为 1 : 2 00 ) 置湿盒中于室温 3 h
,

0
.

0 1 orn l / L PBS 漂洗 3 x 一0 而 n ,

滴加 A B C

复合物 ( l : 100
,

V : V ) 置湿盒中于室温反应 Z h
,

GDN 法 (葡萄糖氧化酶
一

DAB
一

硫酸镍胺 )

显色
,

室温 3 0 m in
.

干燥
、

脱水
、

透 明
,

DXP 封片后显微镜下观察
,

呈蓝紫色者为阳性
,
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计 2印 个细胞的阳性百分率
.

同时用鼠血清稀释液代替 A1 抗血清
,

设立空 白对照进行 上

述免疫组织化学步骤
.

2
.

2 1 ,y4 9C 分子 爪 RN A表达的原位分子杂交困

( l) 杂交前处理
.

用 p 二 4%多聚甲醛固定细胞甩片 Z ;h 尸 = 0
.

01 % 多聚赖氨酸粘附细

胞 1 ;h 0
.

01 m o F L BP S漂洗 4次
,

每次 5 而 n ,

邢w (含 p = 0
.

3% irT t o瓦X
一

100 的 O
.

ol lon F

L BP S ) 洗 4 次
,

每次 15 m i n
,

加人不含探针的杂交液 (内含 户 = 50 % 凡m l田 11 id e 、

s x S S C
、

1田 拼留拼L oP ur la
一

eY as t RNA
、

l X() 拼留拼L hw
e at 罗mr t

NR A
、

5 0 拼酬拌L H e piar
n 、

尸 = 0
.

1%

wT ee
n 一

20 ) 预杂交 1
.

s h (39 ℃水浴 ) ;

( 2 ) 杂交及后处理
.

① 细胞片膜上滴加 20 ;止探针杂交液 (含杂交探针 1 拼岁mL )
,

置

41 ℃水浴箱中孵育 16 ;h ② PB T
、

SM T 各洗 4 次
,

每次 5 m in
,

用显色剂显色
,

呈黑紫色

者为阳性细胞
,

镜检 2叨 个细胞计阳性率 ; ③ 设 RN A 酶消化对照
、

均僻g cC D
NA 寡核昔酸

及空白对照
.

( 3 ) P价
、

SMT 各洗 4 次
,

每次 5 ha
n ,

贴片
、

镜检
.

2
.

3 T h Z
、

cT Z 细胞表达 L y4 9 C 的 F CM 分析

( l ) 用 0
.

o l m心 L BP S (无 C aZ
+ 、

M扩
+

) 洗涤 2 次

( 2 ) 计数优势化 且型 T 细胞 (活细胞率在 90 % 以上 )
,

用 0
.

01 m o l / L BP S 调整细胞浓

度为 l x l护 / n止

( 3) 每 F CM 用离心管中加人 l mL 细胞悬液

( 4 ) 将上述细胞悬液离心 ( 1 (XX〕 r/ m in )
、

倾到上清
,

用手弹起细胞沉淀
、

悬浮
,

分组

加人 PE
一

an it甲 g C l( 拼9/ 1护细胞 ) 和 FrrC
一

C氏 (5 拼岁 1护细胞 ) 或 c sD (5 拼9/ 1护 细胞 )
,

2 5 ℃
、

避光条件下染色 so 而
n

(5 ) 加 PBs 至总体积为 l 仪心 拜L
.

( 6 ) 上机检测
.

2
.

4 Ly4 9C 分子与优势化 n型 T 淋巴细胞细胞增殖关系

2
.

4
.

1 3 H
一

dT R 掺入法测定单向 M服 中 B6 ( H
一

b2 ) 小 鼠优势化 11 型 T 淋 巴细胞增 殖 无

菌取 B AL B / C 鼠脾细胞
,

破坏红细胞
,

调整细胞浓度为 1 / 1护 /
mL

.

按终浓度 25 拌扩mL 加

人 iM tC
,

37 ℃
,

沪 = 5% C仇
,

30 m in
.

将上述细胞洗涤 3 次
,

除去残余的 iM tC
,

作为刺激

细胞
.

无菌制备 C57 B u 6 鼠脾细胞
,

破坏红细胞
,

调整细胞浓度为 1 x l护/ mL
,

在 % 孔

反应板 中
,

每孔加 100 拜L C57 B u 6 鼠脾细胞
,

即反应细胞
.

在上述各孔中加人刺激细胞

100 拼L
.

均设 3 个复孔
.

同时设单独反应细胞
、

刺激细胞孔
,

为阴性对照
.

均设 3 个复

孔
.

37 ℃
,

沪二 5% COZ
,

培养 s d
.

加人
3H

一

dT R ( l “ C i / e e l l )
,

16 h 后
,

收集个孔所有细

胞
,

加人闪烁瓶中
.

测每 m in 脉冲数
.

2
.

4
.

2 3H
一

刊R 掺入法测定双向 MLR 中 B6 ( H
一

Zb) 小 鼠优 势化 11 型 T 淋 巴细胞增 殖 在

前述方法的基础上
,

不对靶细胞进行处理
,

即不经 iM tC 处理
.

2
.

5 Ly4 9 C 阻断后优势化 n 型 T 细胞对 E珍 61 1细胞的杀伤活性

2
.

5
.

1 不 同效靶比观察优势化 且型 T 细胞对 E9L 61 1细胞的杀伤活性

( l) 无菌取 E 9L 61 1红白血病细胞 (来源于发病的 B AL Bc/ H
一

d2 鼠 )
,

破坏红细胞
,

调

整细胞浓度为 1 x l护/
mL

.

按终浓度 25 拌岁mL 加人 iM ct
,

在 37 ℃
,

甲 二 5 % C姚 条件下处

理 30 m in
.

将上述细胞洗涤 3次
,

洗去残余的 iM tC
,

作为靶细胞
.

调整已收获的优势化 11
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型 T细胞浓度为 1 x l护 /呱
,

在培养瓶中经 IL Z ( 1 侧叉〕 “ mL ) 活化 36 h 后
,

在 % 孔反应

板中
,

每孔加 1阳 拌L 活化后的优势化耳型 T 细胞
,

即效应细胞
.

在上述各孔 中加人刺激

细胞 100 拜L
.

均设 3 个复孔
.

同时设单独效应细胞
、

靶细胞孔
,

为阴性对照
.

再设不同效

靶比 ( :1 1
、

20
: 1

、

40
: 1

、

60
:
l) 的实验孔

,
各组均设 3 个复孔

.

v4L 9 阻断组加抗 v4L 9 C

的终浓度为每 1护细胞 l鸿
·

37 ℃ , 沪 = 5% C仇
,

培养 s .d

( 2 ) M竹 法测定细胞毒活性 ( % ) 方法 同前
.

细胞毒活性%( )
二
互主验且

、值
一
效应细胞

靶细胞 A 值

些屡动
只

loo %

Q 欢士 日1
J 斗目 刁片

.3 1 勒4 9A 的表达

空白对照 (同时用鼠血清稀释液代替 A l 抗血清 ) 均为阴性 ; 静息淋 巴细胞表达 0%

一 5%之间
; 活化 T 细胞 4% ~ 9% ;

NK L I 十细胞有高表达为 45 % 一
62 %

.

3
.

2 L y 4 9 nC 讯N A 的表达

RN A 酶消化对照和 场4 9 C寡核昔酸对照均为阴性 ; 静息淋巴 细胞表达 1% 一 3% ; 活

化 T 细胞表达 3% 一 8% ; N KI
.

1
十

细胞的表达阳性率为 55 % 一
64 %

.

3
.

3
1

11
12

、

cT Z 细胞表达 L y4 9C 的 CF M 分析结果

用 PE
~

L y4 9 C抗 体单标混合 hT Z
、

cT Z 优势化细胞检 测显示总 体优势 化 T 细胞 (含

C#+D
、

C+sD 细胞 ) 表达 助4 9 C 较正常 T 细胞高
,

为 31
.

2%
.

用 F rr C
一

CD 4 或 F仃C
一

CDS 抗体

和 PE
一

场4 9C 抗体双 标检 测结果 为
: C聪 Th Z 细胞 v4L 9 C

+

率 为 9
.

69 %
,

CD矿 cT Z 细胞

切4 9 C
+

率为 19
.

13 %
.

场4 9C
+

的优势化 T 细胞主要为 cT Z 细胞
.

3
.

4 yL 4 9 C 阻断后优势化 11型 T 细胞增殖能力均提高

双向 M眼 中
,

抗甲 g C 单克隆抗体 ( 56E )可以使 C57 B口6 鼠的 11 型 T 细胞对同种异体

BA LB / c
鼠 T 细胞的反应增殖率提高 12 % (尸

二 0
.

0 2 ) (表 1 )
.

在单向 M LR 中
,

56E 可以使

C57 B口6 鼠的 11型 T 细胞对同种异体 BA LB / c 鼠 T 细胞的反应增殖率提高21 % (尸
二 0

.

00 )

(表 2 )
.

表 I B6 鼠 T 细胞与 B ALA B/
。 鼠 T 细胞双向 M以

3H了 r dR 掺入率

分 组 叩m 计数 /而
n p值

5022

e o l l t o l

C5 7 B L
沪

6

B AL B / c

5C 7 B I/ 6
:

B AI卫 / e

5C 7 B口6 :
B ALB / 。 (5肠

十

)

66
.

68 土 3
.

05

29 33
,

67 士 161
.

29 39

6634
.

.

00
士 17 4

33 士 24 3
.

麟 0
.

00

74 10
.

33 士 358
.

肠
赞

0
.

的
、 # 0

.

02

、
与 5C 7 B I/ 6 组 比较 ; # 与无 5E 6 阻断的 5C 7B U 6 :

BA] 卫 / e
组 比较

3
.

5 抗 和月g C (5 E 6) 可以提高细胞杀伤活性

随着效/ 靶 比的提高
,

IL Z 活化后 的优势化 11 型 T 细胞的细胞毒活性也增高
助4 9 C抗体可以明显提高其细胞毒活性

.

抗
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表 2 6 B鼠 T细胞与 A BL / B。 鼠 T细胞单向 MR L
3 H

~

T dR 掺入率

oo0 .

印
# 0 oo

0 .

分
o e nt o l

C 5 7 I B了 6

A L B B/ c

已 7 B/ I6

必 7 B口 6

:
A L B B/ c

:BA ]』 /C

(5 E 6
+

c

m P计数 /而
n一 1

66
.

68上 3
.

0 5

2 3以
.

00
土 1仍

.

1 3

12 30
.

《 X)士 以 )
.

3 6

4431
.

33士 1 1 4
.

8 3
骨

5 352
.

7 6土 1 1 3
.

印
苦#

,

与 5C 7 B LZ 6组比较 ; # 与无 5肠 阻断的 5C 7B I/ 6 :
BA] 』 / 。 组比较

4 讨 论

C#+D hT Z
、

C+sD cT Z 细胞作为成熟的有功能的 T 淋巴细胞
,

其在发育
、

成熟的过程中

同样经过胸腺的阳性选择 (衅 iit v e * l e e t io n
) 和阴性选择 (

n e邵 t iv e s e l e e t io n
) 后获得 M H C

分子限制的能力
.

仆 2 细胞可与抗原提呈细胞 (AP )C 表面的 M H C ll 类抗原非多态部分相

结合
.

cT Z 则与 M H C 工类抗原非多态部分结合的同时识别外来抗原 (如病毒抗原 ) 和靶细

胞上的 M H C I 类抗原复合物
.

研究发现
,

同样建立在上述识别机制的条件下
, 护

n 己
、

cT Z

细胞却多参与免疫应答的抑制过程
,

与免疫耐受有关 〔,
一 ’ ]

.

目前
,

对于其机理的研究尚不

多
,

多数研究认为与该群细胞分泌和产生 H类细胞 因子有关
.

我们对 hT Z
、

cT Z 细胞表达

L y 4 9 A
、

l妙4 9 C 分子增高的现象中推测
,

T 细胞活化的同时也可能启动 了 K IR
一

M H C 工分子

介导的活化抑制信号通路
.

心R 分子在负调控优势化 11型 T 细胞建立免疫
“

无应答
”

过程

中具有重要作用【10]
.

K IR 分子参与杀伤的基本条件是
: 不识别即杀伤

.

正常情况下
,

心 R 的存在可能是

N K 细胞不攻击自身组织的重要机制
.

我们的结果显示
,

叨12
、

cT Z 细胞 可同时表达两种

觅 R 分子 (和月g A
、

勒月g C )
,

而且
,

优势化后 I乃礴g A
、

v4L 9C 表达均增高
.

其机制不清楚
,

可能与 T 细胞活化剂 C o n A 及 I o n o m y c i n 对 T 细胞的激活有关
.

对 K IR 分子在 cT Z
、

hT Z细胞中表达的研究
,

将有助于揭示除细胞 因子
“

偏移
”

下调

免疫应答反应之外的另一个可能机制
.

我们假设
: ① cT Z 和 hT Z 细胞被优势化的过程本身

就是被激活 ( llr Z
、

C o n A 等 ) 的过程
,

K I R 高表达实际上是对这种活化的一个 负反馈调

节
,

这也就是为什么 T 细胞不可能无休止地持续活化的机理之一 ; ② 单纯给小鼠体内注

射 几4 并不能有效建立免疫耐受
,

而优势化 H犁 T 细胞却可以明显降低免疫反应
.

其可

能机制是
:
cT Z

、

hT Z 细胞在接触 MH C 工抗原时可通过本身表达的 n R 分子
,

直接传递活

化抑制性信号 ; ③ cT Z
·

hT Z 细胞除可以通过产生 11类细鲍因子抑制 cT l
·

hT l 细胞 的优势

形成
,

是否可以上调 M R 在 cT l
、

hT l 的表达以降低细胞免疫反应
,

尚待证实
.

eD fu 用 N K L I + T 细胞进行异基 因骨髓移植的结果表明宿主的 VG DH 明显减轻
,

他认

为主要原因是与 NK L I + T 细胞分泌 IL 4
,

进而抑制 hT l 的优势化和减少 INF
一

, 等致损伤

因子有关 〔川
.

从我们的结果可以推测
,

u R 分子在减轻 CVH玖中的作用不应忽略
.
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