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氯胺-T氧化 C5 、体外组装补体膜攻击复合物及其鉴定

周镜然 ,朱锡华 ,白　云 ,姜　曼 ,黎万玲　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　利用氧化的方法在无酶解反应发生的情况下获得活化形式的 C5 , 进而实现以纯化的补体终末成分体外组装补

体膜攻击复合物(MAC)。方法　以蛋氨酸氧化剂氯氨-T与纯化的 C5 相互作用后 , 加入 C6 组装具溶血活性的 C56 复合物。以此

复合物与 NHS或纯化的后续终末补体成分组装 MAC ,检测复合物的溶血活性。结果　反应性溶破实验证实 , 氯胺-T氧化 C5 与

C6 组装形成功能 C56 复合物 ,后者可与 NHS或纯化的补体终末成分 C7～ C9 体外组装具溶血活性的MAC , 并且所形成的 C56 复

合物在 24 h达到最大的溶血活性 , 48 h仍保持稳定。结论　氯胺-T在不裂解 C5的条件下产生了 C5b样活性分子 , 该分子能与 C6

组装形成稳定的活性复合物 ,并可与其它补体终末成分组装产生活性MAC。
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Assembling and identification of membrane attack complex after C5 activation in vitro
ZHOU Jing-ran , ZHU Xi-hua , BAI Yun , JIANG Man , LI Wan-lin(Department of Immunology , Thi rd Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To form hemolytica membrane attack complex(MAC)with purified human terminal components of complement after acti-

vation of C5 with chloramine T(Cl-T), a methionine oxidizing agent.Methods　Purified human C5 was incubated with Cl-T in barbital buffer.C6

was added to form a stable C56 complex 10 min later.After incubation with NHS or purified C7 , C8 and C9 , MAC formation and ly sis of non-sensi-

tized guinea pig red cells(reactive lysis)were assayed.Results　Cl-T-treated C5 acquired a binding site for C6 to form C56;After it incubated

with C6 and subsequent addition of NHS or C7 , C8 and C9 , a membrane attack complex was formed which lysed non-sensitized guinea pig red cells.

The hemolytic activity was in a dose-dependent fashion.Conclusion　Cl-T oxidating C5 leads to form C5b-like functional activity molecules which

can bind to C6 and form hemolytic MAC.
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　　已经证实 ,亚溶破MAC 的细胞非致死性效应在多

种疾病的发生 、发展中起着重要的作用
[ 1 ～ 3]

,因此 MAC

的病理效应成为近年来补体领域研究中的一个热点。
在体外组装MAC并建立 MAC细胞亚溶破模型是这类

研究的前提。但通过经典或替代途径活化正常人血清
得到MAC的过程中 ,有多种具有不同生物学活性的补

体活化产物如 C3a 、C5a等在体系中产生 ,严重干扰了
对MAC病理效应的观察与判断。因此 ,利用纯化的补
体终末成分的进行研究十分必要 ,其中如何活化补体

C5分子从而启动MAC 的组装是问题的关键 。有研究
显示 ,氧自由基或蛋氨酸氧化剂可在无酶解反应发生

的情况下获得活化形式的 C5
[ 4]
。因此 ,本研究利用氯

胺-T 作为蛋氨酸氧化剂 ,探索了在不裂解 C5的条件

下活化补体终末成分 、组装 MAC 的条件 , 获得了真
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正功能纯的活性MAC ,为进一步深入研究MAC的病理

效应及其机制奠定了良好基础 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　纯化的补体终末成分 C5～ C9(CalBiochem);氯胺-T、蛋氨酸

(Sigma)。其余化学试剂均为分析纯 。

1.2　主要实验设备
　　3550型酶联检测仪(Bio-Rad)。

1.3　氯胺-T氧化法组装活性 C56

　　参照文献[ 5] 方法进行。 10 μg C5 中加入 10 μl VBS , 10 μl

0.32 mmol L氯氨-T(Chloramin-T), 混匀后室温反应 10 min。 加

入 10μl 1 mmol L蛋氨酸终止反应后 ,加入 20μg C6 及200 μl无

血清 DMEM 培养基 ,置 37 ℃孵育 ,组装活性 C56 复合物。

1.4　反应性溶破实验鉴定组装 C56分子的溶血活性

　　保存于阿氏液中的豚鼠红细胞经 VBS 洗涤后 , 以 1×108 

100 μl铺板 ,加入不同剂量 C56 , 混匀后 37 ℃孵育 15 min ,加入

1∶10稀释 NHS-EDTA , 37 ℃孵育 1 h , 1 500×g 离心 10 min ,小心

吸出上清 ,上清在波长 415 nm处测吸光度 ,计算各孔溶血情况。

将能引起 1×107 的豚鼠红细胞发生溶破的 C56 量定义为 1 个

溶血单位。
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1.5　纯化的补体终末成分体外组装MAC 及其对豚鼠

红细胞的溶破效应
　　保存于阿氏液中的豚鼠红细胞经 VBS 洗涤后 , 以 1×108 

100 μl铺板。分别加入 C56 0.1 、0.2、0.4、0.8、1.6、3.2 μg , 再加

入纯化的C7 1 μg 孔 , 37 ℃孵育 15 min。加入 C8、C9各 1μg 孔 ,

37 ℃孵育 30 min。 1 500×g 离心 10 min , 小心吸出上清 , 在波长

415 nm 处测吸光度 , 判断各孔溶血情况。

2　结果

2.1　C56组装时间与其溶血活性的关系
　　以氯胺-T 氧化 10μg C5 ,并与 C6 在 37℃共孵育 , 组装活性

C56分子。在反应进行的不同时间从体系中取出 1 μg C56 , 以

NHS 作为其它终末补体成分来源 , 进行反应性溶破实验检测

C56的溶血活性 , 结果见图 1。可以看到 , C56 分子组装并显示

出溶血活性所需时间较长 , 在反应后 24 h 达到最大的溶血活

性 ,继续孵育至 48 h 仍保持稳定。

图 1　C56组装时间与溶血活性的关系

Fig 1　Relationship of the assembling time of C56 complex with

haemolytical activity

2.2　体外组装MAC对豚鼠红细胞的溶破作用

　　用氯胺-T 氧化 C5 , 并与 C6 37℃共孵育 24 h , 组装活性

C56。以不同剂量的 C56 与后续的补体终末成分 C7 ～ C9 体外

组装MAC ,检测其对豚鼠红细胞的溶破情况。结果显示 , 活化

的 C56能与其它补体终末成分正确组装形成具有溶血活性的

MAC ,并且其溶破作用呈剂量依赖关系 , 见图 2。

A:Without 9;B:Without complement

图 2　体外组装 MAC 对豚鼠红细胞的溶破效应

Fig 2　Hemolytic activity of assembled MAC with purified component

of terminal complement on the lysis of guinea pig RBC

3　讨论

　　生理状态下 C5活化的过程为一种裂解反应 ,即由
C5转化酶从 C5 分子α链中裂解下一个小分子的肽
C5a ,而所剩下的大分子片段 C5b获得一个 C6结合位

点 ,成为活化的 C5。因此 ,在活化 C5的过程中同时产

生了两个具有重要生物学功能的活性分段。其中 C5a

是体内重要的趋化因子 ,对趋化白细胞及其它细胞参
与局部炎症反应有重要作用 ,C5b 则是组装MAC的开

端。本实验通过氧化剂氯氨-T 对纯化的 C5分子进行
氧化 ,在非酶解的条件下获得 C5b 样的功能形式。在
该体系中加入C6后 ,两者即可结合形成具有生物学功
能的 C56 分子。该分子能与后续的补体成分正确结
合 ,组装形成MAC ,并可以剂量依赖方式溶破豚鼠红
细胞 。本实验所建立的以纯化补体终末成分体外组装
真正功能纯MAC的方法为深入研究MAC的病理效应

及其信号转导机制奠定了良好的基础。
　　与生理条件下的 C56复合物相比较 ,氧化产生的
活性 C5分子是未被水解的完整分子形式 。由于实验
中所采用的氯氨-T 氧化条件只会导致蛋白分子中暴
露于分子外部的蛋氨酸残基发生氧化 ,因此可以推断 ,
氧化蛋氨酸残基 、产生硫氧键可导致 C5蛋白构象改

变 ,进而产生与裂解活化相似的C6结合位点。
　　另外 ,本实验结果显示 ,氯氨-T 活化的 C5 与 C6

相结合并转变为具溶血活性的 C56复合物需要较长的

时间。这一现象产生的原因可能是 C5分子内蛋氨酸

残基氧化后 ,分子以很缓慢的速度进行变构 ,最终产生
具C6结合能力的活化 C5 ,组装功能 C56复合物。或
者C5氧化后可以较快的速度结合 C6 ,但两者结合后
并不具有功能活性 ,还需要进一步地缓慢变构 ,形成具
溶血活性的 C56复合物。Vogt等

[ 5]
的研究结果显示 ,

氧化后的 C5 分子与 C6的结合在不到 1 h 内即可完

成 ,而形成的C56进一步变构 、产生功能活性的复合物
是一个缓慢的过程。
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