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HLA衍生肽对大鼠脾细胞增殖功能及 HO-1活性的影响
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　　提　要:目的　观察一种新型组织相容性白细胞抗原(histocompatibility leukocyte antigen , HLA)衍生肽(RDP1258)的免

疫抑制功能并探讨其机制。方法　人工固相合成一种 HLA 衍生肽(RDP1258), 用 3H-TdR法观察其在体外对大鼠脾细胞增

殖反应的影响 ,以酶化学法观察其对脾细胞血红素氧合酶-1(heme oxygenase-1 , HO-1)活性的影响。结果　RDP1258 可显著

抑制淋巴细胞转化及MLR的增殖反应;该肽体外降低HO 活性呈现出剂量依赖性。结论　RDP1258 能够显著抑制大鼠脾

细胞经丝裂原或同种抗原刺激引起的增殖反应 , 这种作用可能是通过影响 HO-1 活性而达到的。
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　　Abstract:Objective 　To investigate the immunosuppression function of a novel HLA-derived peptide ,

RDP1258 , and its mechanisms.Methods　A peptide derived from HLA , RDP1258 , was chemically synthesized by

artificial solid phase synthesis.Effects of the peptide on alloreactive cytotoxic activity of rat spleen cells and heme

oxygenase-1(HO-1)activity were observed using
3
H-TdR method and enzyme chemistry method , respectively.Re-

sults The synthetic HLA-derived peptide could obviously inhibit the proliferation of rat spleen cells and mixed lym-

phocyte reaction , and reduce HO activity in a dose-dependent manner in vitro.Conclusion　RDP1258 can signifi-

cantly inhibit the proliferation of rat spleen cells induced by mitogen and isoantigen possibly by means of affecting

HO-1 activity.
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　　研究表明新型组织相容性白细胞抗原(histocom-

patibility leukocyte antigen , HLA)Ⅰ类分子特定序列 ,尤

其是α1区的重链序列衍生的多肽具有临床上重要的

免疫调节功能。进一步的研究表明 , 对应于 HLA-B7

以及HLA-B2702链的 75-84 合成多肽能够抑制 CTL

细胞和 NK 细胞的细胞分化以及细胞毒功能 ,且没有
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等位基因特异性[ 1] 。多种器官移植动物试验表明 ,

HLA衍生肽 2702.75-84在联合应用亚临床剂量的环

孢素A时能够延长同种移植物的存活期[ 2 , 3] 。以亲和

层析法研究显示 ,HLA衍生肽的作用机制可能与血红

素氧合酶-1有关[ 4] 。本实验观察了一种经计算机设

计的 HLA衍生肽在体外对大鼠脾细胞增殖功能的影

响以及对细胞 HO-1酶活性的作用 。

1　材料与方法

1.1　材料来源
1.1.1　主要试剂　　RPMI1640、胎牛血清(GIBCO),丝裂霉素C
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(日本), 3H-TdR(上海), 血晶素(Hemin)、刀豆素 A(ConA)(sig-

ma);还原性辅酶 Ⅱ(BM)。Beckman 液体闪烁测定仪 、 低温离

心机(美国), Bio20 型紫外可见光分光光度计。

1.1.2　动物　　健康近交系大鼠。 供体为 Lewis(RT11)大鼠 ,

受体为 Fisher 344(RT11v1),均购自北京医科大学实验动物学部 ,

体质量均为 200～ 250 g。

1.2　HLA衍生肽的合成
　　HLA衍生肽的序列:RDP1258:RNleNleNleRNleNleNleGY(Nle

为异亮氨酸)。无关对照肽(control peptide , CP):FLWGPRALI , 由

全军免疫学研究所吴玉章教授惠赠。采用固相合成法 , 利用

Fmoc标准方案 , 在固相多肽合成仪上进行合成。合成肽使用

WATERS 600 HPLC 仪 C18柱进行纯化 , 流动相为 1‰三氟乙酸

(TFA)水溶液/ 1‰TFA 乙腈水溶液。纯度>95%, 低温冷冻干

燥后分装备用。

1.3　大鼠脾细胞悬液的制备
　　F344 近交系大鼠经肌肉或皮下注射 1%戊巴比妥钠(100

mg/ kg)麻醉后 , 强力碘消毒皮肤 , 取脾脏 , 剥膜后剪碎 , 经 100

目不锈钢网滤过 ,用 NH4Cl-Tris液裂解红细胞 , 1 000 r/min , 4 ℃

下离心 10 min , 用无血清 RPMI1640 漂洗细胞悬液 2 次 , 后以含

20%胎牛血清的 RPMI1640 重悬 ,调整细胞密度为1×106/ml。

1.4　淋巴细胞转化实验
　　将分离的淋巴细胞悬于含 20%胎牛血清 RPMI1640 培养

液 ,调整细胞浓度(2×106/ml)后加入 96 孔细胞培养板 , 每孔含

200μl淋巴细胞液悬液 , 设 3 复孔 , 内含最适 ConA 浓度(5.0

μg/ml)及不同浓度的 RDP1258 , 5%CO2、37 ℃培养箱中培养 48

h ,终止培养前 16 h , 每孔加 3H-TdR 3.7×104 Bq。由液体闪烁计

数仪测定 cpm 值(脉冲数/ min)。

1.5　单向合淋巴细胞培养(MLR)
　　分离 Lewis 大鼠脾细胞 , 以丝裂霉素 C(25μg/ ml)处理脾细

胞悬液 , 37 ℃培养 30 min , 作为刺激细胞。与反应细胞(F344 脾

细胞)按 1∶1 比例混合 , 两者浓度均为 1×106/ ml , 混匀后加入

96 孔培养板 ,每孔 200μl , 加入不同浓度的 HLA 衍生肽及对照

肽。37 ℃培养 120 h , 终止前 16 h , 每孔加3H-TdR 3.7×104 Bq。

由液体闪烁计数仪测定 cpm 值(脉冲数/min)。

1.6　血红素氧合酶Ⅰ(heme oxygenase Ⅰ , HO-1)活性

测定

　　根据HO-1 降解血红素生成胆红素和 CO原理 , 测定样品反

应物中胆红素生成量代表 HO-1 活性。 取 F344 大鼠脾脏组织

用 0.1 mol/L KH2PO4冷缓冲液(pH 7.4)充分漂洗后 , 加 4 倍容

积的同种缓冲液 ,匀浆后低温(4 ℃)、高速离心 15 min(15 000

r/min),去除脂层 , 收集上清液。 -70 ℃保存的脾细胞匀浆上

清液20 μl , 加入4.5 mmol/ L NADPH 40μl ,肝组织匀浆上清液20

μl(作为胆绿素还原酶的来源 , 取自同一大鼠的肝脏 , 以去除肝

HO-1 的干扰)、0.1 mol/ L KH2PO4冷缓冲液(pH 7.4)1.8 ml , 最后

加入 2 mmol Hemin 40μl ,置 37 ℃暗处 30 min , 将反应物棕色小

瓶置于冰上以终止反应。以不含 NADPH 的样品作空白对照 ,

在分光光度计上用 463 nm 和 530 nm 双波长测定胆红素生成量

(胆红素摩尔吸光系数为 40 nm/cm)。

1.7　统计学处理
　　计数资料用χ2 检验;计量资料以 x±s表示 ,进行方差分析

和 t 检验。采用本校数学教研室数理统计程序包SPMR处理。

2　结果

2.1　HLA衍生肽对大鼠脾细胞转化功能的影响
　　与空白组相比 , 无关对照肽对淋巴细胞转化没有影响。

RDP1258 对由 ConA 引起的淋巴细胞转化具有显著的抑制作

用 ,与对照肽及空白组比较 , 相差显著(P<0.05)。在 RDP1258

浓度为 50μg/ml , 抑制达最大值 ,增加 HLA 肽浓度 , 未见进一步

影响淋巴细胞的转化能力。

2.2　HLA衍生肽对大鼠脾细胞MLR的影响
　　表 1 显示 , 无关对照肽对 MLR没有影响 , RDP1258 则对引

起淋巴细胞的增殖具有显著的抑制作用 , 与对照肽比较 , 相差

显著(P<0.05)。 RDP1258 的最大抑制浓度为 80μg/ ml。

2.3　合成 HLA衍生肽对大鼠脾细胞内 HO-1活性的

影响

　　图 1显示 HLA 衍生肽具有较明显的体外血红素加氧酶-1

抑制作用 , 且呈剂量依赖性 , 与对照肽相比 , 相差显著(P <

0.05)。 RDP1258的半数抑制浓度约20μmol/ L。

表 1　HLA衍生肽对 MLR 中 3H-TdR掺入值的影响( x±s)

Tab 1　Effects of HLA-derived peptide on 3H-TdR incorporation value in MLR( x±s)

Concentration(μg/ml)
Group

0 10 20 40 80 160

RDP1258 12 430±330 9 650±210 6 740±290# 2 380±450# 　　870±140# 　　940±160#

CP 12 380±350 10 350±240 11 340±230 12 050±390 13 670±330 11 480±340

#:P<0.05, vs CP

315第 4期　　　　　　　　　　　易善红 , 等.HLA 衍生肽对大鼠脾细胞增殖功能及 HO-1活性的影响　　　　　　　　　　　　　



图 1　HLA衍生肽对体外 HO-1酶活性的作用

Fig 1　Effects of HLA-derived peptide on HO-1 activity in vitro

3　讨论

　　HLA是一组淋巴细胞表面蛋白分子 ,参与细胞间

的相互识别和免疫反应等许多重要功能 ,是诱导同种

组织器官移植排斥反应的主要抗原。编码 HLA分子

的基因在人类是由位于第 6号染色体短臂(6p21.3),

称为主要组织相容性复合体(major histocompatibility

complex , MHC), 具有高度多态性 , 分别编码 HLA Ⅰ 、

Ⅱ、Ⅲ类分子 。小鼠称 H-2复合体 ,位于第 17号染色

体 ,大鼠称为 RT1。

　　最早Parham等[ 5]首次用序列比较和单克隆抗体对

HLA肽一定区域的反应性等方法确定了起主要作用的

HLA-α2氨基酸区域 ,用人工合成相当于α2区域的肽能

抑制CTL 的溶破效应 ,诱导受者产生抗原特异性免疫耐

受。在体外 HLA-B2702.75-84衍生肽能抑制淋巴细胞由

丝裂原或同种抗原引起的增殖反应和 CTL 前体细胞分

化 ,并能抑制 CTL对靶细胞的溶破作用
[ 6]
。本试验中所

用HLA衍生肽 RDP1258与 HLA-B2702.75-84衍生肽同

源 ,该多肽是根据计算机分析该同源十肽链库中各肽的

静电学 、动力学 、及三维结构的结果 ,结合大鼠心脏移植

模型的筛选而得到
[ 7]
。本试验中采用固相合成法 ,利

用Fmoc 标准方案 , 在固相多肽合成仪上合成多肽

RDP1258 ,质谱分析序列正确 ,纯度高。应用于体外淋

转及MLR试验中发现该肽能够抑制淋巴细胞由丝裂

原或同种抗原引起的增殖反应 ,具有较强的免疫抑制

作用 。

　　Iyer等[ 4]以亲和层析法研究表明 ,HLA 衍生肽的

作用机制可能与 HO-1有关 。研究中表明 ,具有较好

的诱导器官移植免疫耐受的 HLA衍生肽均具有很好

的体外 HO-1酶活性抑制作用 ,而在体内则能提高 HO-

1酶活性。本试验中表明 HLA 衍生肽 RDP1258 具有

较强的体外抑制大鼠脾细胞 HO-1 活性的作用 ,且呈

现出剂量依赖性 ,同MLR抑制试验中观察到的剂量依

赖性相似 ,有理由相信HLA衍生肽是通过影响细胞内

血红素氧合酶-1的活性 ,进而通过某种途径达到免疫

抑制的结果。血红素加氧酶是血红素代谢过程中的起

始 、限速酶 ,其生理功能为催化血红素 ,降解生成胆绿

素 、一氧化碳和亚铁 。近年来的研究结果表明 ,HO的

生物学效应并不局限于此 ,其催化产物同样具有重要

的生物学功能 ,主要表现为胆绿素及其还原产物胆红

素和亚铁的抗氧化损伤及 CO的血管调节作用。因

此 ,胆红素的生理作用 ,是否包括免疫抑制作用将成为

以后研究的方向 。Woo 等
[ 8]
采用HO-1酶激动剂 CoPP

处理大鼠后 ,大鼠体内 HO-1活性增加 ,同时观察到包

括淋巴细胞增殖能力 、NK及 CTL 细胞杀伤活性等多

方面的免疫抑制现象 ,并显著延长大鼠移植心脏的存

活时间 。最近有研究采用 HO-1 基因转移的方法 ,降

低了CD95/FAS介导的细胞凋亡 ,进而产生大鼠肝移

植的移植免疫耐受[ 9] 。由此可以看出 ,HLA 衍生肽的

免疫抑制作用机制 ,尤其是 HO-1酶活性的改变对淋

巴细胞功能的影响机制仍不是十分清楚 ,等待进一步

的研究。
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