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运用短期外周血超抗原反应 T 细胞系研究超抗原诱导的 T 细胞凋亡
`

宋建助 二 朱锡华 陈克敏 (第三军医大学基础 医学部免疫学教研室
、

全军免 疫学研究所 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

建立短暂外周血超抗原金黄色葡萄球菌 A 肠毒素 ( S E A )反应 T 细胞 系
,

研究 S E A 诱导

的 T 细胞凋亡
。

方法
:

采用超抗原 S E A 刺激 P B M C 增殖
, r

IL
一
2 维持细胞生长

,

高速度 iF co “ 离心去除死细

胞建立细胞系
。

F CM 及琼脂糖凝胶电泳检测 S E A 诱导短期外周血 S E A 反应 T 细胞 系凋亡
。

结果
: S E A 0

.

5

~ 5 拌g / m l
,

d L
一
2 2 0 0 U / m l 能有效建立 S E A 反应 T 细胞系

,

此细胞系能在 体外 维持生长 4 o d
,

对 S E A 的

再次刺激有明显应答能力
.

1 拌g / m l S E A 诱导同样剂 量建立的 S E A 反应 T 细胞 凋亡
,

16 h 能明显观察到凋

亡特征
.

结论
:

S A g 与 d L
一
2 能成功建立短期 S A g 反应 T 细胞系

,

受到 S E A 再次作用后 T 细胞 可发生凋亡
。
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1 1

超抗原 ( S u p e r a n t ig e n ,

S A g )是一种新型 的蛋白质

抗原分子
,

可 以在 M H C I 类分子非限制性辅助下
,

以

T 细胞抗原识别受体 V俘( T e e l l r e e e p t o r V p
,

T C R V p)

特异性的方式激活比普通抗原多达数千倍的 C D +4 和

C D S + T 细胞
,

促使它们增生及分泌细胞因子
,

因此
,

超抗原在抗肿瘤中的作用愈发受到重视 lj[
。

然而
,

S A g

在激活大量特异性 T 细胞之后
,

常伴随克隆缺失和免

疫耐受
,

可能与 T 细胞凋亡有关闭
。

由于超抗原对 T

细胞的作用有 T C R V p特异性
,

其激活的 T 细胞种类

必须是其所针对的 T C R V俘类型
,

这给实验工作带来

了不便
。

金黄色葡萄球菌 A 型肠毒素 ( S E A ) 只能激活

T C R V p3
、

V邵 1 等细胞
,

而 现有 的大 多数 T 细 胞株

T C R V日与之不同
,

故需要另外建立 S E A 反应 T 细胞

系
,

才便于进行相关试验
。

我们从人外周血中建立了一

短期超抗原反应 T 细胞系
,

并以此研究了 S A g 诱导的

T 细胞凋亡
。
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1 材料

1
.

1
.

1 S E A ( l m g
,

军事 医科 院产品 )
, r I L

一
2 ( 1 0 o o o U

,

重 庆解

放军分子免疫学 重点 实验 室产品
,

批号 97 1 0 27 )
。

淋巴细胞分离

液 (中国医科院血液研究 所
,

批号 97 0 3 1 1 ) ; iF co U (上 海试剂二

厂
,

批号 9 7 0 8 0 9 )
.

碘化丙吮 ( P l
,

S ig m
a )

,

非离子去污剂 T r it o n

X
一
1 0 0 ( S ig m a )

。

D N A M
a r

k
e r :

入D N A / E
e o R I + H i n d 三 (华

美 )
。

酶
:

蛋 白酶 K
、

R N
a s e A (华美 )

。
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,
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3 细胞 培养液 1 0% N C S 的 R PM I 1 6 4 0 培养液
,

其中

含 l o o U / m l 青霉素
,

1 0 0拜 g / m l 链霉素
,
1 0 m m o

l / L H E P E S
,

2

m m o
l / L L

一

G l
n 。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 人外周 血 单 核细 胞 ( P e r i p h
e r a

l b l
o o

d m o n o e y t e e e
l l

,

P BM C )的分离 按常规方法进行
。

1
.

2
.

2 S E A 反应 T 细胞 的诱导 参照 文献 [ 3
,
4〕

,

略有 修

改
。
P B M C 1 0 6

/m l
,

加 人 S E A ( 0
.

5 ~ 5冲 g / m l
,

3 7
0

C
,

5肠 C O
:
的

饱和温度条件下培 养 3 d
,

第 4 天换 液
,

洗 涤
,

尽可 能去除 S E A

和单核 巨噬细胞
。

培养液中加人 200 U /m l 的 .rI L
一
2

,

经过 14 d

含
r I L

一
2 的完全 R PM I 1 6 4 0 培养液 培养

,

短时 S E A 反应 T 细

胞系即可建立
。

1
.

2
.

3 S E A 反应 T 细胞系 中细胞碎 渣的去 除 SE A 反应

T 细胞系经离心 洗涤后
,

用少 量 H an k s
液 (约 2 m l) 悬浮

,

加人

含 s m l F i
e o ll 液的 5 m l 离 心管的上层

,

离心 1 0 0 0 X g
,
1 5 m in

,

取上层白雾状细胞层
,

R PM I 1 6 4 0 不 全培养液洗涤 2 次后
,

继

续 培养
。

1
.

2
.

4 S E A 诱导 S E A 反应 T 细胞 系凋亡 收集 短期人外

周 血 S E A 反应 T 细胞
,

H
a n k s

溶液洗涤离心
,

细 胞用 含 10 %

N C S 的 R P M I 1 6 4 0 完 全培养液 悬浮
,

调整 密度为 5 X 1 0 5

/ m l
,

加人 2 4 孔 平底细 胞培 养板 ( C o s t a r )
,

1 m l /孔
,
5 7

O

C
,

5% C O Z

的饱 和湿度条件下培养 Z h
。

细胞培养液中加人 SE A I 拜g /m l
,

继续培养
。

1
.

2
.

5 短期人外周血 S E A 反应 T 细胞凋亡 于 培养的不

同时间 ( 0
、
2

、
4

、

8
、
1 6

、

2 4
、
3 2 h )收集细胞检测

。

①用 R 低渗荧光染

色液染色 ( P l 5 0 拌g /m l
,

构椽 酸钠 0
.

1%
,

T
r it o n X

一
1 0 0 0

.

1% )
,

参照文献〔5〕
,

F C M 检侧亚 G 。

G/
:
峰大小 (A 。 )

,

反 映 已 固缩 和

降解核 D N A 的细胞数
,

即凋亡细胞 比率
。

试验 2次
,

取平均值
。

②常规方法提取细胞 D N A闲
,
1

.

8% 琼脂糖凝胶电泳
,

观察凋
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A b s t r a e t O b】e e t iv e :
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M e t h o d s : T h
e s h o r t一 t e r m S E A

一 r e a e t i v e
T

一 e e ll

l in e w a s e s t a b lis h e d b y s
im u

l
a t io n o f P BM C l o 6 w it h o

.

5~ 5 拌g /m l S EA fo r 3 d
a n d fo l lo w e d b y e x p a n s i o n o f

e e
l l

s in r
IL

一
2 ( 2 0 0 U /m l ) f o

r 2 w e e
k

s
.

T h
e a P o P t o s is o

f t h
e e e

l l li n e w a s
d

e t e e t e d w i t h b
o t h F C M

a n d D N A
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R e s u . t s :
T h
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h

o r t一 t e r m S E A
一 r e a e t i
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d b y 0

.

5~ 5 拌g /m l

S E A
a n d 2 0 0 U / m l 才 I L

一
2 f
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d t h

e e e
ll li n e e o u
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v e
T
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.

C o n e lu s io n :
T h

e s h o r t一 t e r m s u p e r a n t i g e n 一 s p e e if i
e
T

e e
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i p h e r a
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T
一e e
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t h e a n e r g y in d
u e e

d b y
s u p e r a n t i g e n

.

K e y w o r d s s u P e r a n t ig e n ; T e e
ll

; a p o p t o s is ; e e l l li
n e ;

P BM C

T h i
s p r o

j
e e t w a s s u p p o r t e d b y t h

e “
N i

n t h f i
v e " o b l ig a t o r y b u d g e t o f P L A

,

N o
.

9 6 2 0 3 8

(上接 5 0 2页 )

2 结果

4种 E I
J

I S A 试剂检测
a n t i

一

H IV ( l / 2型 )杭体结果

见表 1
。

表 1 4种 E L I SA 试剂检测 a n ti
一
H IV

( 1 / 2型 )抗体结果

试剂 实脸总人次 阳性例数 比例

上海实业科华生 物技术有限公 司试剂

华美生物工程公 司试剂

厦门新创科技有限公司试荆

珠海丽珠医 药集团股份有限公司试剂

总 体

7

4

2

4 0

53

0
.

0 0 8 4

0
.

0 0 93

0 0 0 7 3

0
.

0 5 3 8

0
.

0 2 3 3

3 讨论

E L IS A 法初筛献血员
a
nt i

一

H IV 时
,

凡献血 员 E L IS A 法检

侧 an 石
一

H IV ( 1/ 2型 ) 阳性结果 者要求进行 双孔复试
.

复试 阴性

的可以确定为阴性
,

复试 阳性的要求送 H IV 确认实验 室进一

步确认
,

现常用免疫印迹 法 (W B )和明胶颗粒法 ( P A )两种方法

进行检测 l[]
。

确认试验 阴性的血 制品可 以应 用临床
,

同时首次

E L IS A 法 阳性结果被判定为假 阳性
。

本结果 中 53 名初筛阳性者

中 5。人双孔复试 结果 为阴性
,

3人双孔复试结果 阳性
,

送 交重庆

市防疫站 H IV 确认实验室
,

经确认为 阴性
,

故该 53 份 阳性结果

全都是假阳性
。

我们在进行 E L IS A 法初筛献血员 的同时
,

对 E L IS A 法首

次试验阳性标本采用免疫金标记斑点渗滤法 (总后勤部卫生部

提供试剂 )检测
。

结果与 E LI S A 法双孔复试结果相符
。

目前临床应 用的
a
nt 卜H IV E L IS A 法试剂 灵敏度较 高

,

但

特异性较差
,

易 出现假 阳性结果
。

这 可能缘于
:

加样方式影响

E L IS A 法检测 结果
;
加样时吹吸血清产生气泡

;
洗板不彻底 ; 扣

干 不完全孔内残留液体过多等实验操作不标准 因素
。

另一个最

主要 的原 因 是
:

献血 员 血 清中所含有 的高浓度的非 特异性

Ig G .tz a] .

献血员血清中受检的特异性 I g G 只占总 馆G 中的一小

部分
,

址G 对聚 苯乙烯有较强 的吸 附性能
,

抗体或蛋白质抗原

吸 附其上后保留原来的免疫活性
。

E L is A 板的制作过程中
,

为

了增加聚苯乙烯对蛋白质尤其是免疫球蛋白的吸附性能
,

往往

使 用射线照射架苯乙烯后再包 被制板
。

如果包被过程 中聚笨乙

烯表面没有被 蛋 白质完全覆盖
,

或封闭过 程不完 全
,

实验时加

人 的血清标本中的免疫球 蛋 白甚 至酶结合物 中的蛋 白质部分

地 吸 附到包 被抗 原的表 面 上
,

从 而 使本底 增加
,

出 现假 阳

性 [ ,
,
, ] .

关铃佩 献血员
;
E L IS A ; H IV

中田法分类号 R 4 4 6
.

6 1
; R s l 2

.

9 1
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