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提 要 本文通过观察经an ．CD3恬化后脐血淋巴细胞(CBMC)内钙离子ICa。 )辛＆度、蛋白激酶lPKc 激础剂 

PMA~CBMC IL-2 mRNAT~ _、增殖反应及稠亡的影响，进一步探讨新生儿T细胞(TLj功能暂时性低 卜的机理 结 

果发现经ant】．CD3刺激后，CBMC Ca 明显 高，与成^外周血淋巴细胞【PBMC)无明显差异(P>O
．O5 PKA~<{ji 

~liqKanti+CD3诱导的CBMC凋亡，而且显著提高ant卜-CD3诱导时新生儿TL增殖反应及Il厂一2 lnRNA表达
，提示 

CBMC Ca ／PKC信号传导不平衡是其活化、增殖功能低下，易于凋亡的生理基础，~ ']CBMC PKCF=生不足与其 

TL表型有关。 

关键词 堑 兰些 细胞园干：凋亡；篮呈篮量 
中囤分类号 R392 11 

新生儿抗体反应低下是其易于感染的重要 

原因 已先后发现新生)LT细胞(TL1增殖反应低 

下，IFN— 、IL 4、IL广一6、IL广一12等细胞因子分泌 

减少．并证实上述因素与新生儿抗体反应低下有 

关。但导致新生儿TL增殖反应低下和细胞因 

子(CK)产生不足的机理仍不清楚，我们已有的研 

究结果发现脐血淋巴细胞(CBMC)较成人外周血 

淋巴细胞(PBMC)易发生凋亡．其机理可能是新生 

JLTL发育不成熟或由于特定微环境影响，导致新 

生儿TL信号传导障碍所致。本文拟通过观察经 

anti—CD。活化后CBMC细胞内钙离子(Ca。 )浓 

度．蛋白激酶C(PKC 激动剂PMA对CBMC Il厂-2 

mRNA、凋亡及增殖的影响，进一步探讨细胞内信 

号传导对新生JLTL功能的关系 

1 对象与方法 

l 1 研究对象 

l Ll 新生儿 19倒足月顺产新生儿．平均胎龄39周 产重 

3000克。其母无异常妊娠史。 

1 1 2 健康成人 【4例健康成人，平均年龄22岁，采血前4 

周无明显感染史．无血制品及免疫增强剂或抑制剂用药 

史。 

1．2 材料与方法 

1．2．1 T 曾殖反应 常规分离肝索抗凝的CBMC或成人 

PBMC，]~CBMC 1×10 ／lOOul加人55孔板中，另加100~i 

RPMI．1640培养液．分别加zk．anti．CD3(1gg／m1)，PMA(20 

ng／m1)、anti．CD 3+PMA，同时 设空 白对 旰醴，置 

本课题接受国家自然科学~ ：(39670675)资助 

女 ．1969—08出生 ．主治医师 

T丢研瞻 细鹰圆三 

37~C，5％CO 培养72h 培养结束前16--18h~[I入 H．TdR 

计算增殖括性： 

anti CD ／PMA／an CD PMA备三~LCPM均 一丰 

未加上进丝裂厚三~LCPM均值 车底 

1．2 2 II一 2 mRNA表达 1×10 CBMC或成人PBMC 

~anti．CD3，anti．CD3一PMA刺激培养l2小时后 用TRI 

试剂盒抽提细胞总RNA，逆转录台成cDNA，PCR扩增IL 

一 2mRNA。 

l 2，3 细胞内Ca 浓度测定 将CBMC和成人PBMC细 

胞裱度词至2×10 ／ml，Hank’s液洗涤后．重悬．加入5pl 

Fura．2／Am．置37℃负载45分钟，洗涤后上Hitachi一3010荧 

光分光光度计测定Ca 浓度．激发波 k349mm．发射波长 

500mm，挠缱10mr~．首先测定F值．然后加入0 1 Triton 

X．100得Fmax．再)][13mM EDTA．得Fmin 

[ca 卜 224 瓦F-- Fm_I_in(nM) 

L2 4 PMA对CBMC稠亡 的影 响 在CBMC中加1人 

PMA(2On m1)培养24小时，观察稠【=细胞百分率及片断 

DNA． 

2 结果 

2．1 TL增殖反应 CBMC经anti—CD3诱导的TL 

增殖反应明显低于成XPBMC(P<0 001)．PMA 

可显著提高anti—CD3诱导的CBMC增殖反应，使 

之与成人PBMC~明显差异(P>0 05) (表1) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第24卷 第3期 

~．999 

重 庆医科大 学学报 

ACTA UNIVERSITATIS SCIENTIAE MEDICINAE CH0NGqING 

Vo1．24 No．3 

1999 

表1 TL增殖反应(PI) 

2．2 IL．2 mRNA表这 anti．CD3刺激后CBMC 

有IL．2mRNA表达 anti．CD3+PMA可增强 

CBMC IL一2mRNA表达(圈1) 

量 
芑 

∞ H 

率白 

anti—．CD3 

anti—CD3+PMA 

白 

anti．．CD3 

anti----CD3+PMA 

白 

anti·一CD3 

anti----CD3+PMA 

≮ 白 

anti—-CD3 

anti—CD PMA 

图1 Ii一2mRNA表达 

] 

2．3 细胞内Ca”浓度 未经刺激CBMC细胞内 

Ca2+浓度为88 55±35 20nm．PBMC细胞 内Ca 浓 

度为107 86±34 26nm，两者比较无明显差异(P> 

0．05)．anti—CD3刺激 后5’、1O’CBM C与成人 

PBMC细胞内Ca”深度上升幅度无 明显差异。(表 

2) 

2．4 PMA对CBMC凋亡的影响 CBMC凋亡可 

N[PMAStl正 (图2) 

1 2 3 4 5 6 

3 讨论 

第1列：人DNA E0RI／MindII1 

第2列：Oh 

第3列：空白(24h) 

第4列 anti CD (24h l 

第5列：PMA(24h) 

第6列：anti—CD +PMA(24h) 

国2 PMA对CBMC凋亡的影响 

已知TL受体fTCR)与抗原或缝裂原结合后， 

通过一系列酪氨酸磷酸化活化磷脂酶Cr(PL—Cr) 

PLCr催化4．5一磷脂酰二磷酸肌醇分解为三磷酸肌 

醇(I )和甘油二酯(DAG) IP。使细胞内Ca 储存 

池中Ca 释放，DAG则活化PKG，Ca 释放后通过 

钙神经蛋白，活化转录因子NF．AT，产生IL一2，而 

PKC则通过NF—kB或直接将信号传导至核内，协 
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同C＆2 诱导细胞活化、增殖。近年来细胞内信号传 

导与凋亡的关 系 日趋引人注 目，而凋亡过甚与不 

足与感染性疾病，退行性病变、自身免疫性疾病及 

肿瘤的发生密切相关 。McConkey等发现anti— 

CD3刺激后Ca。 升高与PKc产生不足或转位异 

常引起的细胞内信号传导不平衡是胸腺细胞易 

于凋亡的原因 。我们的研究表明，CBMC易于凋 

亡，PMA不仅纠正anti．CD3诱导的CBMC凋亡-而 

且能显著提高anti．CD3诱导的TL增殖反应及IL． 

2 mRNA表达．经anti．CD3刺激后，cBMC细胞内 

Ca 浓度明显升高，其上升幅度与成人PBMC无 

明 显 差 异 。提 示 经 T C R 通 道 活 化 

后，CBMLCä ／PKC信号传导失衡，尤其是PKC 

产生不足或转位异常是其活化、增殖功能低下，易 

于凋亡 的生理基础，从TL功能表达的时问顺 

序，CBMC信号传导障碍至活化功能降低．进一步 

导致凋亡增强及增殖反应低下。而CBMC PKC 

产生不足可能与新生儿TL>90 为CD RA 表 

型有关 。 
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Study of the mechanism of transient T lymphocyte dysfunction in 

neonates 

LiuEnmei，et a1 

Department of kidney and immunology，the college of p~ediatrics 

Abstract In order to study 恤 e mechanism of transient T lymphocyte dysfunction 1n neonates we observ-ed 

the coneentration of cytosolic calcium，the effeors of PMA (which is an activator of protein kinase(PKC)on IL．2 

mRNA expression)．and apoptosls in core blood mononuclear cells(CBMC1 aft stimmulation by anti—CD3 The 

data showed that the cytosolic calcium concentration of CBMC increased after stimulation by anti．CD3 but 

there was no difference compared with adult peripheral blood mon0nuclear cell(PBMC)PMA not only corrected 

apoptosis of CBMC。but also enhanced TL proliferation and IL一2 mRNA expression in induced by anti C03 1n 

neonate These results suggested that C ／PKC signal thansduction im balance of CBMC may be the 

physiological basis of low activation，proliferation and tendency towards apoptosis． 

KEY V OR DS Neonate；Cytokine；Apoptosis；Signal transduction 
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