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F a s 抗原在超抗原诱导 T 细胞凋亡中的作用
’

宋建勋 ” 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
·
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提 要 目的
:

研究 F as 抗原介导的死亡效应 在超抗原诱导 T 细胞凋亡 中的作用
。

方法
:

S E A 诱 导从 人

外周血 建立 的短期 S E A 反应 T 细胞 系凋亡
,
1

.

8 %琼脂凝 胶 D N A 电泳观察 凋亡 的特 征条带
; F C M 检 测

aF
s 、

F as L 的表达量变化
,

F盯
a 一

2/ A M 荧光指示剂检测胞浆〔C
a , +

」i 的变化
。

结果
:

使用 F C M 特异性检测凋

亡亚 G O /G l 峰大小及 1
.

8%琼脂糖凝胶 电泳检测凋亡 D N A 梯状图谱证 明
,

S E A 能诱导短期 S E A 反应 T 细

胞凋亡
,

其凋亡的时间与程度与 S E A 的使用剂量有关
。

S E A I 拜g / m l建立 的短期 S E A 反应 T 细胞对 S E A I

限 /ml 的再次刺激
,

凋亡量随作用 时间的延长而增多
,

在作用的第 16 h 最高
,

达 58 %
。

F C M 间接荧光染色法

检测发现
,

F a s
及 F as L 亦 随 SE A 作用时间的延长而表达增多

,

16 h 时表达最多
,

分别为 92 % 和 60 %
。

用 F
u -

r a 一 2 /A M 荧光指示 剂检测此时细胞胞浆 [C
a Z+

j i 已从 刺激前的 ( 2 9 0 士 3 3 )
n
m o l / L 上升到 ( 6 8 0 士 1 6 )

n m o
l / L

。

结论
:
F a ,

抗原 与 S E A 诱导的 T 细胞凋亡密切相关
,

换言之
,

aF
s
抗原在超抗原诱导 T

`

细胞凋亡 中起作 用
,

而胞浆 〔C
a Z十 」i 升高与 SE A 诱导的凋亡 T 细胞 D N A 断裂及其它凋亡形 态变化有关

。

关键词 F as 抗原
; T 细胞

;
细胞凋亡

;
C

a Z十 ;
超抗原

中图法分类号 R 3 2 9
.

2 5 ;
R s 9 2

.

l

许多研究发现
,

超抗原 ( S u p e r a n t i g e n ,

S A g ) 在激

活大量特异性 T 细胞后
,

可导致激活诱导的细胞死亡

( A e t iv a t i o n 一 i n d u e e d e e l l d e a t h
,

A I C D )
,

即 T 细胞 凋

亡
,

与 S A g 诱导的 T 细胞克隆缺失有关
。

S A g 诱导 T

细胞凋亡的机制 比较复杂
,

影响因素比较多
,

如抗原递

呈细胞 ( A n t i g e n 一

p r e s e n t i n g e e l l s
,

A P C )存在与否
,

细

胞因子是否缺乏
,

T 细胞所处的生长时期等等
。

有研究

显示
,

F as 抗原在 S A g 诱导的 T 细胞凋亡中起重要作

用 lj[ ; 也有相反的观点
,

认为 S A g 诱导体 内 T 细胞凋

亡 与环境 中的某些细胞 因子有关 ( 如 羊 IN F
,

I L
一

2 )
,

F a S 抗原在其 中不起作用川 ; 也有折中观点
,

认为 F as

抗原在其中起作用
,

但不是唯一 因素 3[,
` 〕

。

但无论如何
,

F a S 抗原作为
“

死亡分子
”
在其中的作用正 日益受到重

视
。

本研究采用 S A g 中的金黄色葡萄球菌 A 型肠毒素

( S t a p h y l o e o e e a l e n t e r o t o x i n A
,

s E A ) 诱导人外 周血

中特异性 T 细胞凋亡
,

研究 F a S 抗原在其 中的作用
,

并对此凋亡过程中 [C
a Z+ 」i 的变化进行了观察

。

材料与方法

材料

主要试剂 S E A l( m g
,

军事医科院产品 )
,

白细胞成

,
全军

“

九五
”

重点项 目
,

N
o

.

9 6 2 0 3 8

, .
宋建勋

,

男
,

31 岁
,

讲师
,

博士

份血液标本 (重庆西南 医院输血科
,

批号 97 1 1 2 4~ 1 5 38)
.

碘化

丙吮 ( P l
,

S i g m a )
,

非离子去污剂 T
r
it o

n X
一
1 0 0 ( S i g m a )

。

荧光指

示剂 F
u r a 一 2 / A M (BM )

。

D N A M
a r k e r 这 D N A / E

c o R I十 H 1’n d I

(华美 )
。

酶
:

蛋白酶 K
、
R N as e

A (华美 )
。

抗体
:

鼠抗人 F as m A b

D X Z
、

鼠抗人 F
a s L m A b ( P h

a r M i
n g e n )

,

异 硫 氰 酸 荧 光 素

( F I T C )标记羊抗 鼠 Ig G (华美 )
.

1
.

1
.

2 细胞培养液 1 0 % N C S 的 R P M I 1 6 4 0 培养液 ( G ib
-

e o )
,

其中含 1 0 0 U /m l 青霉素
,

1 0 0拌g /m l 链霉素
,

1 0 m m o l / L

H E P E S
,

2 m m
o
l /L

一

G ln
。

1
.

1
.

3 主要仪器 F A C S t a r p iu s
F C M ( B e e t o n 一

D ie k in s o n ) ;

M P F
一
4 荧光分光光度计 ( H it a e

h i )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 短期人外周血 S E A 反应 T 细胞系 的建立 参 照文

献〔5〕进行
。

1
.

2
.

2 S E A 诱导短期人外周 血 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 写 N C S 的 R P M l l 6 4 O 完全培养 液悬浮
,

调整密度 为

s x l o s
/ m l

,

加 人 2 4 孔 平 底 细 胞培养 板 ( C o s t a r )
,

l m l /孔
,

3 7
O

C
.

5 % C O :

的饱和湿度条件下培养 Z h
。

细胞 培养液中加人

S E A I产g / m l
,

继续培养
。

1
.

2
.

3 短期人外周血 S E A 反应 T 细胞 凋亡检测 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 P l 低渗

荧光染色液 染色 ( P l 5 0 拜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 [ 6〕
,

F C M 检测 亚 G o /G l 峰大小 ( A o)
,

反映

已 固缩和降解核 D N A 的细胞数
,

即凋亡细胞 比率
。

实验 2 次
,

取平均值
。

②常规方 法提取细胞 D N A 7j[
,

1
.

8肠琼脂糖凝胶电
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图 5 s E A (l 拌g / m l) 诱导 s E A 反应 T 细胞凋亡过程中

胞桨游离 [C a Z十

j i 的变化

F ig 5 C h a n g e s o f e y t os o l i e f r
ee 〔C a Z+

〕1 d u r i n g

a PO P t o s i s i n d u e e d b y S E A ( 1 鸿 / m l ) i。

SE A
一 r e a e t iv e T e e l ls

3 讨论

SA g 诱导 T 细胞凋亡常使机体产生免疫耐受或

相关细胞克隆缺失
,

而对再次刺激出现无反应性
,

现今

虽然对其作用机制的理解尚有分歧
,

但许多研究显示
,

F as 抗原可能在 S A g 诱导 T 细胞凋亡中起重要作用
。

体内实验发现
,

金黄色葡萄球菌 B 型肠毒素 ( S t a p h y
-

l o e o e e a l e n t 。 r o t o x i n B
,

S E B ) 2 0拜g 注人小 鼠体 内后
,

优先激活 V邵十 T 细胞
,

使之数量迅速增高
,

随后逐渐

降低
,

最后降至比 S A g 注人前还低的水平
。

使用 F C M

技术检测发现
,

S E B 激活的 V阳 + T 细胞 F a s 与 F as L

呈高效表达
。

可能由于二者结合介导 V阳
十 T 细胞凋

亡而使 V郎
十

T 细胞数量下降所致
。

而在 F as l
,

缺陷的

g dl 小鼠体 内
,

体内注射 S E B 并未使 V阳
十 T 细胞数

量明显降低
。

从正常小鼠外周血分离的 C D 4 十 T 细胞

受到 S E B 诱导可 发生 A IC D
,

加人可溶性 F a s 一 Ig G 融

合蛋 白则可阻止 A IC D
,

细胞数量并不 减少
,

提示 F as /

aF
s I

J

的相互作用导致了 S E B 诱导的 A IC D[
“ ·

幻
。

而从

F as 抗原缺陷的 I
J

rP 小鼠和 F as l
矛

缺陷的 g ld 小 鼠外

周血分离 的 C D 4+ T 细胞受到 S E B 同样诱导下
,

并不

发生 A I CD
,

细胞处于增殖状态
。

同样
,

利用基因敲除

技术获得的 F as 抗原阴性小鼠
,

受到内源性 S A g 作用

时
,

外周血 特异性 T 细胞并不发生克隆缺失
,

而是持

续大量增生
,

伴随淋 巴细胞在肝
、

肺浸润 1[ 0〕 ; S E A 和小

鼠腺肿瘤病毒 ( M M T V ) 编码的内源性超抗原 M t v 一 7
-

S A G 在诱导外周血 T 细胞克隆缺失中
,

F as 系统亦起

重要的作用比
5〕 。

从我们检测 SE A 诱导短期 S E A 反应

T 细胞凋亡过程中 F as 与 F as l
碑

的表达情况看
,

发生 T

细胞凋亡的最高点是 F a s 与 F as I
J

表 达的最多之时

( SE A 作用的第 1 6 h )
,

此时
,

T 细胞胞浆游离〔C a Z +

j i

亦最高
。

因此
,

认为 S A g 在无 A P C 或相关辅助分子存

在情况下
,

刺激 T 细胞高效表达 F as
、

F as L
,

F as / F as L

相互交联
,

传导死亡信号人胞内
,

激活相关酶类
,

引起

胞浆游离 〔C a 十」i 升高
,

再激活 C a “ + 依赖的核酸内切酶

等
,

发生 T 细胞凋亡
。

在有 A P C 存在情况下
,

A P C 表面的 B 7 分子与 T

细胞表面的 C D 28 分子相互作用
,

提供一个共刺激信

号
,

使 S A g 作用的特异性 T 细胞上调 cB l
一

2 或 B d
一

X
卜

等基因
,

反式抑制 F as I
J

表达
,

从而绕过 了 F a s 抗原死

亡信号途径
,

T 细胞增殖而不是凋亡 l1[ 〕
。

辅助分子抗

C D 2 8 m A b 可模拟 A P C 表面上的 B 7 分子与 T 细胞

上 C D 28 分子结合
,

而促使 T 细胞增殖
。

高浓度 .II
一

才

本身对 T 细胞就起增殖作用
,

在体内能诱导 SA g 作用

的特异性 T 细胞 bd
一

2 基因表达
,

拮抗 F as 抗原介导

的 T 细胞凋亡
。

这是移植 n
J 一

2 泵能抑制 S A g 诱导 T

细胞凋亡的原 因
,

至于 S A g 在体 内激活大量 T 细胞之
,

后出现的 .II
一

2 缺乏的原因 尚不清楚 l2[ 〕。

P M A 协助

S A g 诱导 T 细 胞增 殖是通过激活 P K C 途径 而促进

n
, 一

2 的高效表达来实现的
。

因此
,

S A g 在 A P C 存在的情况下
,

特异性 T 细胞

接受两个信号刺激
,

起始信号是通过 T C R
一

C D 3 复合

分子
,

即 S A g 一端 与 T 细胞 表面 T C R V俘链结合和

(或无 ) 另一端与 M H C I 类分子的非多态区结合所产

生
。

协同刺激信号来 自 A P C 上的 B 7 分子与 T 细胞上

的辅助分子 C D 28 分子相互作用
。

在这两信号刺激下
,

特异性 T 细胞大量增殖
。

而当无 A P C 和辅助分子存

在时
,

S A g 诱导特异性 T 细胞高效表达 F a s 与 F a sI
J ,

二者交联
,

传导死亡信号人胞内
,

而引起 T 细胞凋亡
。

高浓度 n
J 一

2 能抑制 S A g 在无 A P C 及辅助分子存在

下所诱 导的 T 细胞凋亡
,

而促使其增殖
,

原因是上调

T 细胞 B d
一

2 基因表达
,

抑制了 F a S 抗原介导的凋亡
。
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