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CTL与细胞内感染

Cytotoxic T lymphocytes and intracellular infection

管孝鞠 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　感染性疾病 ,特别是慢性持续性感染 , 是危害动物和人类

健康与生命的全球性顽疾之一 ,它与某些癌症的发生有密切关

系 ,也是世界各国政府和医疗界普遍关注的热点和棘手问题之

一。目前构成全球性威胁的如结核 、AIDS、肝病等均与细胞内

感染有关 , 这些病原体潜入细胞内 ,可逃避机体免疫防御和清

除的一系列作用 ,在机体内不断生长和繁殖 , 并可在动物和人

群中传播 , 在适当时机或当人体免疫力减弱时便发作 , 出现临

床症状 ,严重时可危及生命。细胞内病原体包括原生动物 、细

菌 、寄生虫和病毒 , 它们大多能够与宿主共同生存 , 如世界上约

有1/3(约有 20亿)的人接触过结核杆菌病原体 , 其中只有 10%

的人具有活性的结核杆菌 , 余下的为潜伏感染 , 即绝大多数携

带病原体而并不发病 , 由此看来 , 多数情况下这些病原体可与

人体宿主之间形成共生平衡 , 只有少数具有反应性 , 当免疫系

统不足以有效控制细胞内病原体时 , 便可导致疾病。巨噬细胞

和自然杀伤(NK)细胞构成免疫系统抵御外来入侵的天然屏障 ,

而细胞内感染中可能的保护机制主要由 T 细胞提供 , 即细胞毒

T淋巴细胞(CTL)的特异性激活在控制细胞内感染的特异性免

疫应答中起主导作用。

1　CTL不同细胞亚群在抗细胞内感染免疫中的作用

　　CTL活性可在许多 T 细胞亚群中测得:主要为 CD8+ T 细

胞 ,CD8+ T细胞在感染的免疫防御中的重要作用在于其识别

病毒 、细菌或寄生虫感染细胞的能力 , 其特异性的经典模型是

可识别 9～ 10 个氨基酸长度由 MHC I 类分子递呈的肽抗原;也

包括 CD4+T细胞 , 它们可识别 15个氨基酸长度 、由 MHC Ⅱ类

分子递呈的肽。TCRγδ+T 细胞对细菌刺激的靶细胞也显示溶

细胞活性。最近一种人类新型CTLs亚群被发现 , 可识别由 CD1

递呈的分支杆菌脂质和脂聚糖抗原[ 1] 。 鼠 CD1 同系物

(CD1d)[ 2]存在于合成的和天然存在的肽及糖脂递呈给 CTLs 的

过程中。 CTL不同细胞亚群在抗细胞内感染免疫中所起的作

用不同[ 3] ,见图 1 ,以下将分别介绍。
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1.1　CD4
+
CTLs与细胞内感染

　　研究表明 , CD4+T细胞在抗结核免疫防御中起重要作用 ,

它通过诱导抗原特异性细胞因子的生成 , 激活感染的巨噬细胞

杀伤细胞内细菌而产生抗细胞内感染保护作用的。这些细胞

因子中 , IFN-γ可能是小鼠及人中最关键的效应分子。 小鼠中

INF-γ主要通过诱导杀伤细胞内分支杆菌所需的反应性氮中间

物介导其保护作用[ 4] ,在人体中抗细胞内病原体免疫的作用尚

待研究。CD4+ CTLs可通过细胞毒性的 FasL-Fas 途径和颗粒胞

吐途径[ 5] ,有效溶解许多靶细胞。

1.2　CD8+ CTLs与细胞内感染
　　CD8+CTLs 在细胞内感染中的作用及机制开展的研究可能

是最多的 ,有足够证据表明 , CD8+CTLs与细胞内病原体 , 包括病

毒、细菌和寄生虫的免疫有关 ,它在许多细胞内病原体感染的保

护性免疫应答中起重要作用, 包括识别靶细胞 ,识别和溶解感染

细胞的作用及机制 ,杀伤病原体 、降低病原体活力等。CD8+T细

胞对保护性免疫的效应器功能分为 3 个层次[ 6] , 首先是分泌

IFN-γ, 后者是小鼠宿主细胞防御机制的主要激活者。第二个功

能是 CTL介导的靶细胞溶解 , 可导致病原体释放到细胞外环境

中, 然后细胞可被新补充的活化巨噬细胞捕获和杀灭 ,或 CD8+T

细胞可直接识别和杀伤细胞外环境中存在的这些微生物。第三

个效应器功能是CTL介导的细胞内病原体的溶解和同时杀伤作

用。所有 CD8+T 细胞亚群的细胞因子谱分析均表明 CD8+T 细

胞也是 IFN-γ的有效产生者[ 1, 7] , 由于 IFN-γ的活化是巨噬细胞

根除细胞内病原体所必需的 , CD8+T 细胞可能通过补充 CD4+ T

细胞作为 IFN-γ来源的保护作用有关。这一观点已被证实 ,MHC

Ⅱ类缺陷小鼠的MTB感染由CD8+T 细胞从正常转移给感染小鼠

后得到改善 ,若供者细胞来自 IFN-γ缺陷小鼠 , 则此保护效应消

失, 提示 IFN-γ产生而不是细胞毒性是此模型的保护性机制[ 8] 。

可见 , CD8
+
T细胞除了识别和溶解靶细胞 、杀伤病原体的作用

外, 还可能是免疫系统其他成员作用的补充 ,以对细胞内病原体

产生有效和持久的免疫应答。

1.3　双阴性(Double-negative ,DN)CTLs

　　在抗细胞内感染保护作用机制的分析中 ,对 CD8+ T细胞

和靶细胞溶解在防御人结核中的作用最近有了许多新进展 , 首

先 ,在结核病人中发现了分支杆菌反应性 CD8+ T , Stenger 等[ 1]

指出人分支杆菌反应性 CD8+ T 细胞不仅表达 CTL活性 , 而且
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溶解靶细胞同时伴随细胞内结核杆菌生长抑制。并发现了两

种不同表型的人 CD1 限制性 T细胞系 , DN(CD4-CD8-)T 细

胞和 CD8+ T细胞 ,它们均可有效溶解结核杆菌感染的巨噬细

胞 ,其中 , DN T 细胞的细胞毒性由 FasL-Fas 相互作用介导 ,对分

支杆菌(细胞内微生物)活力无影响 ,通过非经典MHC I类样分

子 CD1 限制性途径识别非蛋白抗原[ 8] ;而 CD8+T 细胞由颗粒

胞吐依赖性机制介导 ,通过经典 MHC I类分子限制性途径识别

蛋白抗原 ,也可识别和溶解感染了病原体的巨噬细胞[ 1 ,9] ,从而

杀伤病原体 ,并可直接降低细胞内病原体活力 , 这些研究结果

提示 , 两种不同表型人 CTLs 亚群利用不同机制杀伤被感染的

细胞 ,从而以不同方式在抗细胞内感染中发挥作用。

　　综上所述 , CD8
+

T 细胞除了可识别 MHC I 类分子结合的

特异性肽抗原 ,还可识别人 CD1 分子结合的非肽抗原的细胞 ,

值得指出的是 ,这些 CTLs 不仅可识别抗原刺激的靶细胞 ,而且

可识别和溶解病原体感染的巨噬细胞 , 此外 , 在结核感染个体

中还可检测到结核杆菌特异性 、非经典 MHC I 类分子(HLA A ,

B , C)或 CD1限制的人 CD8+ CTLs , 提示 ,非多形性MHC Ib 作为

一种新型抗原递呈途径可能与结核的免疫有关[ 10] 。

2　CTL抗细胞内感染免疫的作用机制

　　过去 20 年大量研究揭示 CTL 诱导靶细胞死亡至少存在 3

种不同机制
[ 3]
:细胞毒细胞因子(如 TNF-α和 IFN-γ)的分泌 、钙

依赖性或钙非依赖性接触依赖性细胞毒性。

2.1　识别抗原 ,分泌细胞毒细胞因子
　　研究认为 , CTL对细胞内病原体产生保护性免疫的机制 ,

首先是通过释放 IFN-γ、TNF-α, 提高噬细胞的补充与活化 ,介导

保护性免疫。CD8+ T细胞系可识别利什曼原虫 、弓形体 、李斯

特菌和分支杆菌特异性 MHC I 类(或对于分支杆菌是 CD1)限

制性抗原 , 绝大多数抗原特异性 CD8+ T细胞的分析研究发现

此细胞系是 IFN-γ的有效产生者 , 对感染宿主细胞有高效溶细

胞活性。利什曼原虫 、分支杆菌 、李斯特菌以及急性 HBV感染

等的研究结果表明 ,病原体活力下降 ,微生物体的死亡是 IFN-γ

作用的结果[ 1 , 11] 。

　　虽然 IFN-γ可激活巨噬细胞去杀伤细胞内病原体 , 但李斯

特菌感染的研究表明 ,在某些感染的保护作用中存在 IFN-γ非

依赖性机制 ,在此模型中 , 用 CD8+ T细胞免疫 IFN-γKO 小鼠 ,

转移到未致敏动物 ,发现再用单核增多性李斯特菌感染攻击无

保护作用产生。此外 ,认为 CD8+ T细胞通过溶解靶细胞参与

保护性免疫应答 ,导致病原体释放到细胞外环境中 , 然后释放

出的微生物被新补充的可能是淋巴因子活化的巨噬细胞捕获

而杀伤(DeLibero G , 1988)。

2.2　CTL细胞毒作用的两条途径及在抗细胞内感染

中的作用

　　越来越多的证据表明 , CTLs 是宿主防御细胞内病原体中的

重要效应细胞 ,这引起了人们对细胞毒性分子机制研究的浓厚

兴趣。现认为 , CTL介导细胞毒性存在两条不同途径 ,见图 1。

图 1　CTL溶细胞作用的两条途径

　　第一条途径:依赖 Ca2+的方式 , 称为颗粒-胞吐途径(Gran-

ule-exocytosis pathway), 也称为穿孔素/颗粒酶途径(Perforin/

granzyme pathway),特点是溶解性蛋白穿孔素的分泌 , Ca2+存在

条件下 ,穿孔素发生聚合 , 在靶细胞膜上形成小孔 , 从而允许同

时分泌的颗粒内容物进入细胞 ,引起细胞肿胀 、破裂 , 最终导致

细胞死亡和病原体被杀灭。

　　第二条途径:Ca
2+
非依赖性 、接触依赖性方式 ,称为 Fas 配基

(FasL)-Fas 途径 ,也称为 CD95L-CD95 途径 , 特点是非分泌性的,

CTL细胞表面表达死亡诱导分子FasL与靶细胞上的受体 Fas 的

相互作用后 ,可引起蛋白溶解酶的级联反应 ,激活靶细胞的自杀

途径 ,最终导致靶细胞凋亡和溶解。此杀伤机制不是 CTLs 特有

的, 它经常出现于细胞凋亡(程序性细胞死亡)形式中。

　　研究表明 ,两条途径均可诱导靶细胞的凋亡 , 颗粒胞吐途

径中的颗粒酶是一种丝氨酸酯酶 , 可激活蛋白水解酶(Caspase)

的级联反应 ,研究认为 , 细胞凋亡早期是颗粒酶 B 的作用 ,晚期

可能是颗粒酶A 的作用 , 它们可通过穿孔素孔进入细胞内 , 但

也可通过穿孔素非依赖性途径进入靶细胞[ 12] , 对于此“无孔”

途径的作用目前尚不清楚;其它颗粒成分还包括水解性溶酶体

酶 ,如酸性磷酸酶 、L-糖基酶和组织蛋白酶 D, 也可进入细胞 , 触

发细胞凋亡。而Fas途径的细胞凋亡的诱导是 FasL-Fas 相互作

用介导的 ,通过白介素-1 β-转化酶(ICE)家族门冬氨酰蛋白水

解酶 ,引起核酶活化和 DNA裂解 , 最终导致细胞凋亡。

　　细胞毒性这两种机制的不同在于 ,一是在 CTL杀伤活性中

所起作用的不同 ,估计穿孔素机制的作用约占杀伤活性的 2/ 3 ,

而Fas 约占 1/3[ 13] ;二是穿孔素机制依赖于溶解性蛋白的分泌 ,

而Fas途径取决于细胞-表面配基-受体的相互作用;此外 ,虽然

两条途径均可诱导蛋白水解酶级联反应引起靶细胞凋亡 ,但只

有Fas介导的细胞溶解依赖于蛋白水解酶的蛋白水解作用 , 而

颗粒胞吐的溶解作用并不需要蛋白水解酶[ 14] 。

　　不同 CTL亚群在抗细胞内感染中所依赖的细胞毒作用机

制也不同。DN CTLs的细胞毒性可被阻断 Fas或 FasL的抗体显

著抑制 ,相反 , CD8+ T细胞系的细胞毒性不受 Fas 或 FasL阻断

的影响 , 实验中使用一种脱颗粒剂锶可抑制 CD8+ T细胞介导
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的溶解 ,而对 DN T细胞无效 ,提示 DN CTLs 的细胞毒性是FasL-

Fas相互作用介导的 , 其溶细胞作用与防止组织损伤的免疫有

关;CD8+CTLs 的细胞毒作用是颗粒胞吐途径介导的 , 可能在抗

微生物免疫中起特殊作用 , 它们可释放细胞因子和溶解靶细

胞 ,还可直接杀伤细胞内病原体;而 CD4+ CTLs 则可通过任一

途径杀伤靶细胞[ 5] 。

2.2.1　颗粒胞吐途径介导的细胞毒性在细胞内感染中的作用

　　CD8+细胞介导的细胞毒性几乎完全依赖于此途径 , 但此

途径与 CD4+细胞介导的细胞毒性并不占优势 , 而 Fas 途径对

CD4+CTLs介导的细胞毒性却较重要 , 但绝大多数Ⅱ类模型的

细胞毒性并不依赖于穿孔素或 Fas 途径 , 说明还存在其它途径

(如 TNF-α和 IFN-γ的分泌)可能对 CD4+ CTLs体内的细胞毒性

起重要作用。

　　基因靶向KO小鼠是分别研究这些 CTL途径在微生物感染

免疫中作用的有力工具 ,穿孔素缺陷小鼠的产生第一次为穿孔

素在体内外病毒感染清除中的作用提供了有力的证据。穿孔

素KO小鼠的研究表明 , 穿孔素在淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒

(Lymphocytic choriomenigitis virus , LCMV)、李斯特菌和锥虫(Try-

panosomes)清除中发挥作用 , 但是穿孔素KO小鼠在感染L.major

后其感染过程并不发生改变[ 15] , 提示颗粒胞吐途径可能不参

与 L.major 的免疫过程。

　　研究表明 ,穿孔素依赖性溶细胞功能并不是预免疫小鼠中

而慢性期控制感染中起作用对致死急性感染产生宿主耐受性

所必需的 ,而可能在感染慢性期持续性细菌的控制发挥重要作

用。动物模型的研究提示 ,细胞毒性的颗粒胞吐途径不是感染

急性期细胞内病原体免疫产生的原因 , 但是在急性感染之后的

无症状慢性期的疾病中 ,含穿孔素的细胞毒颗粒可能是控制疾

病所必需的。穿孔素缺陷小鼠对继发(而不是首次)单核细胞

增多性李斯特菌攻击的敏感性与细胞毒性颗粒途径在长期维

持抗细胞内病原体保护性免疫应答的作用也是相一致的。 或

者 ,系统中可能还存在其余的 、穿孔素以外的孔形成分子。

　　总之 ,这些研究结果提示此途径可能与感染急性期的细胞

内病原体的免疫产生无关 , 而在感染的慢性期和继发感染的控

制中起重要作用;此外 , 研究发现 , 与颗粒胞吐途径介导细胞毒

性有关的颗粒酶 A ,在敏感性小鼠株比耐受株中表达更为显著,

提示颗粒胞吐途径可能促进组织破坏而不是提供保护性免疫。

2.2.2　FasL-Fas 介导的细胞毒性途径在细胞内感染中的作用

　　细胞毒性的 Fas/Fas配基途径在抗细胞内感染免疫中可能

不占支配地位 ,此途径可能是消除 L.major 诱导的损害所必需

的 ,而 Fas/Fas 配基途径对于其它细胞内感染如单核细胞增多

性李斯特菌 、结核杆菌等的宿主防御均不是必需的 , 但要阐明

Fas/Fas 配基途径是否可能是弓形体病和结核晚期细胞毒性穿

孔素途径的补充及 Fas/Fas 配基介导的细胞毒性通过何种机制

消除皮肤利什曼病 ,还有待于进一步研究。

　　多数研究认为 , CTL 的颗粒-胞吐途径除了溶解靶细胞 ,

将病原体从细胞内释放出来 ,通过新补充和新激活的巨噬细胞

捕获和杀灭微生物外 , 它还可通过颗粒溶素的作用 , 直接杀伤

病原体 , 引起病原体的活力下降 , 而 Fas-FasL 介导的细胞凋亡

途径对病原体活力无影响。相反 ,最近一研究认为细胞凋亡是

结核杆菌生长受抑和 CTLs 杀伤作用的重要机制
[ 16]

,此研究显

示 ,结核杆菌感染巨噬细胞诱导的细胞凋亡可同等程度抑制病

原体的生长 ,这很可能 CTLs 对分支杆菌抑制存在多种机制 , 不

同 CTL活性随条件不同可能具有抑制细胞内结核杆菌的作用。

这两种途径在 CTL作用中是否同等重要 , 还是作用于不同层

次 ,或二者协同作用以达到最佳效应 , 目前尚不清楚。

2.3　CTL 抗细胞内感染作用中的“杀手”
　　抗原特异性 CTLs对靶细胞的溶解作用之后释放的病原体

被新迁移和新激活的巨噬细胞所捕获和杀伤之后产生的 ,但是

细胞内细菌负载增加最终会引起细胞自动溶解 , 所以需要能够

直接杀伤这些病原体的效应分子 , Stenger等[ 17]的最新研究确认

颗粒溶素(Granulysin)正是抗原激活后细胞毒颗粒中释放的这

样一种分子 , 也是颗粒途径依赖性 CTLs 同时溶解靶细胞和杀

伤细胞内病原体 ,使细胞内病原体活力下降的一种新机制。 颗

粒溶素是在 CTL和自然杀伤(NK)细胞的胞浆颗粒中发现的一

种蛋白质 , 与 NK 溶素最为相似(43%相同 , 67%相似), 它本身

具有抗肿瘤细胞和对靶细胞持久的溶解活性。 氨基酸序列比

较显示 ,颗粒溶素是脂结合蛋白 saposin 样蛋白(SAPLIP)家族的

成员之一 , saposins 可与脂膜相互作用 , 导致细胞内神经酰胺浓

度增高 ,后者与通过启动蛋白水解酶级联反应所诱导的细胞凋

亡有关 ,而颗粒溶素诱导的肿瘤细胞凋亡部分就是由神经酰胺

介导的。

　　颗粒溶素可在 CD8+CTLs 中检测到 , 与颗粒酶和穿孔素共

存于细胞毒性颗粒中 ,颗粒溶素对许多细胞内病原体有直接细

胞毒性作用 ,这可能是 CD8+T 细胞直接作用于细胞内病原体

的效应机制之一[ 18] ;但 DN CTLs 中无颗粒溶素[ 17] 。重组颗粒

溶素具有广泛抗微生物活性 ,此分子对许多革兰氏阳性和革兰

氏阴性细菌和真菌显示有效的杀伤活性 , 可使其数目在体外减

少几个数量级。它还可杀伤和抑制结核杆菌的生长 , 虽然没有

它对其它细胞和真菌那么有效。颗粒溶素的广泛抗微生物免

疫作用使人想起防卫素(Defensins),后者从多形核白细胞的胞

浆颗粒非特异性释放而杀伤被吞噬的病原体 ,但颗粒溶素作用

方式与防卫素明显不同 , 它是在抗原激活 CD8+ CTLs 后分泌

的 ,因此是特异性 CTL免疫应答的“杀手” 。

3　结论与展望

　　许多病原体与宿主在长期的共同生存和进化中 , 形成了一

系列逃避宿主免疫防御作用的办法 ,它们通过感染哺乳动物宿

主细胞 , 可逃避补体和抗体介导的免疫应答。 CD4+ T 细胞识

别MHC Ⅱ类分子连接的肽抗原 , CD8+ T细胞可识别 MHC I 类

分子结合的来自胞浆内蛋白酶体降解的肽抗原 , 在许多情况

下 , CD4+和 CD8+T 细胞协同作用 ,共同抵御细胞内细菌感染。

免疫学家对 CTL细胞毒性在抗细胞内感染免疫中的作用问题

一直存有争议 ,一种观点[ 18] 将细胞内感染区分为细胞病变性

和非细胞病变性 ,认为 CTL的细胞毒性对于非病变性细胞内感

染的消除是必要的 , 而对于病变性细胞内感染中和抗体和/或

细胞因子分泌的控制作用更为有效;另有观点认为[ 19] 虽然细
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胞内感染如病毒的清除主要由抗原特异性 T 细胞应答介导 , 但

这并不适于所有病毒 , 在某些病毒如 HBV 是通过活化的肝细

胞巨噬细胞和 HBV 特异性 CTL共同作用 , 在 HBV感染控制中

起决定性作用。CTL 在细胞内感染中的作用还有一种观点认

为[ 6]不同 CTL作用机制在细胞内感染中所起的作用不同 ,在细

胞内病原体的首次急性感染中主要是 FasL-Fas 途径介导的细

胞毒性起作用 , 而颗粒-胞吐途径介导的细胞毒性在慢性和继

发感染的控制中起重要作用 , 并可补充 CD4+ T 细胞分泌细胞

因子的作用。

　　总之 , CTL在宿主抗细胞内感染的免疫中充当重要角色 ,

它可识别与多形性和非多形分子抗原递呈分子结合的肽抗原

和非肽抗原 , 通过分泌 Th1 细胞毒细胞因子 , 激活被感染的宿

主细胞去杀伤病原体 ,也可通过颗粒胞吐途径和 FasL-Fas 途径

介导的细胞毒性 ,直接溶解靶细胞和杀伤病原体;在绝大多数

情况下其细胞毒性作用对机体是有利的 , 将有助于杀灭和清除

细胞内病原体 ,并与免疫系统其它成员一起协同作用 , 以达到

对细胞内感染疾病的长期和有效控制。不同 CTL 亚群通过不

同的作用机制 ,在不同细胞内感染中所起的作用也可能不同 ,

随着新方法的建立和新技术的应用 ,人们对 CTL 在细胞内病原

体免疫中的作用和机制的认识也将不断深化 ,这些研究对于切

实有效抗细胞内感染措施的提出和新型疫苗的研制 , 也将为从

根本上全球性消除危害人类健康的细胞内病原体 , 都具有积极

和深远的意义。

　　关键词:细胞毒 T淋巴细胞;细胞内感染
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