
质膜脂质构成对淋巴细胞 CD71蛋白表达及其分子特性的影响
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　　提　要　通过磷脂酰胆硷 /胆固醇 ( PC /Ch)摩尔比不同的小单片层人工脂双层膜 ( SUV )与淋巴细胞孵

育 ,将外源性脂质导入淋巴细胞 ,进而研究质膜脂质组成的变化对淋巴细胞膜 CD71蛋白表达、 CD71分子与

配体结合特性及内在化运动的影响 ,结果显示 , SUVs处理后质膜 Ch增加 ,磷脂 /Ch比降低 , ConA刺激培养

48 h, CD71阳性细胞百分率 、膜表面 CD71配体可结合位点增加 ,受体配体复合物内在化运动加快 ,但 CD71

与配体亲和力下降 ;加用 HMG-CoA还原酶抑制剂抑制内源性胆固醇合成 , CD71分子数量明显减少 ,但其与

配体亲和力升高 ,后者可能是质膜 Ch降低 ,膜脂液相区增加 , CD71蛋白易于形成高亲和性配体结合位点结

构的缘故 ,斑点杂交分析表明 , CD71 m RNA的变化趋势与膜 CD71蛋白表达分析结果基本吻合 ,提示 SUVs

处理细胞膜 CD71分子数量的变化可能主要缘于基因转录活性的改变。
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　　生物膜上约有 70%的蛋白质是与膜脂关系密切

的内在膜蛋白 ,如淋巴细胞膜上的 CD71、 M HC-I抗

原、细胞因子受体、细胞表面的一些粘附分子和膜结合

酶等
[1 ]
。它们通常是两性的 ,疏水区与脂双层内部脂分

子的疏水尾相作用 ,而亲水区则暴露于水相中。嵌入脂

相的膜蛋白其功能有赖于它合适的构象 ,而一定的构

象又与其周围微区脂质分子的物理状态有关。 有的膜

蛋白只有在特定的磷脂头部基因存在时 ,才有功能。它

受膜脂质影响更明显。 大多数膜蛋白需经过构象转变

才成为有活性成份 ,如载体蛋白跨膜转运前“解折叠

( Unfo lding)” ,使蛋白疏水内核暴露 ,因此膜脂质微环

境改变将影响多种膜蛋白结构、功能 ,以及在膜上的侧

向运动和跨膜转运
[2 ]
。

　　 CD71分子为淋巴细胞膜上一重要的分化抗原 ,

由 90× 10
3
u两亚单位组成 ,它与 Fe

 
饱和的铁传递蛋

白结合 ,内在化介导细胞对 Fe
 
的摄取 ,因此 CD71分

子的功能状态与淋巴细胞增殖能力密切相关。 现已证

实 CD71分子为一膜内在糖蛋白 ,跨膜部分由 28个疏

水性氨基酸构成α-螺旋结构。推测淋巴细胞膜脂质组

成的变化可能对 CD71蛋白分子结构与功能有重要影

响。本实验通过人工脂膜与淋巴细胞孵育 ,将外源性脂

质导入淋巴细胞 ,人为改变淋巴细胞膜脂质组成 ,进而

研究其对 CD71分子表达、 CD71与配体亲和特性及内

在化运动的影响 ,目的在于更好地认识膜脂质与膜蛋

白的相互作用 ,同时也有助于在亚细胞及分子水平上

阐明脂代谢异常所致免疫功能改变的可能机理。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂
　　 PT fr质粒 ( Kuhn教授惠赠 )、 66Ig10单抗 ( T auber博士惠

赠 )、 Ber-T9单抗 ( DAKO公司产品 )、 FITC标记荧光抗体 (武

汉 生物制品研究所产品 )、 Dig 标 记试剂盒 ( Boehringer

Mannheim公司产品 )、 HindⅢ Marker、 ECORI (华美公司产

品 )、 Con A、 F ITC、 ( Sigma公司产品 )、 Lovastatin( M erck公司

产品 )。

1. 2　仪器
　　 FACstar plus流式细胞仪 ( Becton Dickinson公司 )、 Olym-

pus荧光显微镜 ,超声波发生器。

1. 3　实验方法
1. 3. 1　不同摩尔比 PC /Ch小单片层人工脂膜 ( SUVs)制备及

与淋巴细胞的相互作用: 另文报告。

1. 3. 2　 125 I-T f制备及 CD71放射受体分析

1. 3. 2. 1　 T f的 I标记　　铁传递蛋白 ( T f)为 CD71分子天然

配体 ,用氯胺 T法标记制备 125 I-T f。用此 125 I-T f及非标记 T f与

活化 48 h淋巴细胞进行竟争抑制试验 ,确认 I-Tf具有良好活

性。

1. 3. 2. 2　淋巴细胞膜 CD71分子放射受体分析　　参照

Richa rd等 [3]方法 ,在饱和试验基础上采用单点法测定膜 CD71

分子数量 ,淋巴细胞处理同前 ,细胞用 Con A活化 ,同时加 Lo-

vasta tin抑制内源性胆固醇合成 , 48 h后进行放射受体分析 ,膜
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表面 CD71数量 (实为配体可结合位点 )及与配体亲和特性变

化与 Scatchard分析求出。

1. 3. 2. 3　 CD71分子与配体复合物内在化运动检测　　按

Yasuhiro等 [4]方法进行。

1. 3. 3　淋巴细胞膜 CD71间接免疫荧光分析　　参照 Jan [7]

方 法。 SUVs处理 、 ConA刺激培养 48 h细胞经间接免疫荧光

染色后 ,用流式细胞仪分析 10000个细胞 CD71阳性细胞百

分率。

1. 3. 4　 CD71 m RNA斑点印迹杂交分析

1. 3. 4. 1　 PT fR质粒扩增、酶切、 cDNA片段回收、纯化　　参

照“ Molecular cloning”一书。

1. 3. 4. 2　 Dig标记的 CD71 cDN A探针制备　　按 Dig试剂盒

说明进行。

1. 3. 4. 3　淋巴细胞总 RNA提取　　用异硫氰酸胍法提取 1

× 107个细胞总 RNA。

1. 3. 4. 4　斑点印迹杂交　　按常规的方法点膜、预杂交、杂

交 ,洗膜及显色 ,温膜用 CS9000型薄层色谱扫描仪扫描定量。

2　结果

2. 1　人工脂双层膜与淋巴细胞的相互作用
　　本研究采用间断超声法制备的包裹有 Calcein的荧光脂质

体在 37℃与淋巴细胞温育 1、 3、 5、 7、 9 h后 ,取细胞涂片、固定 ,

结果显示在 37℃条件下 SUVs与淋巴细胞温育 3 h,即可见部

分淋巴细胞膜、胞内有荧光 (图片略 ) , 7 h后约有 65%淋巴细

胞带有荧光 ,提示人工脂膜与淋巴细胞膜发生了融合 ,部分

SUVs被内吞入胞浆。

　　 SUVs处理细胞 7 h后 ,淋巴细胞磷脂 ( PL)和胆固醇含量

及两者摩尔比的变化见附表。

附表　 SUVs处理淋巴细胞胆固醇 /磷脂 ( Ch /PL)摩尔比

Table　Ch /PL molar ratios of SUVs treated lymphocytes

SUVs PL ( nmol) Ch ( nmol ) Ch /PL

Con trol 3. 900± 0. 432 2. 150± 0. 366 0. 551± 0. 047

1∶ 0. 0 4. 885± 0. 731 1. 918± 0. 360 0. 395± 0. 066*

1∶ 0. 5 5. 198± 0. 458* 3. 085± 0. 494 0. 591± 0. 062

1∶ 1. 0 6. 083± 0. 500* 4. 355± 0. 564* 0. 715± 0. 062*

1∶ 1. 5 6. 125± 0. 240* 5. 048± 0. 300* 0. 825± 0. 066*

* : P < 0. 05 v s contro l

2. 2　淋巴细胞膜 CD71分子数量 ,其与配体结合特性

及内在化运动的变化

　　图 1, 2分别是对照细胞 , 1∶ 0和 1∶ 1 SUVs处理 7h和加

用 Lovastatin后细胞经 ConA活化 48h的 Scatchard作图分

析 ,结果显示未加 Lovasta tin对照及两种不同 SUVs处理的细

胞 CD71与配体解离常数 ( Kd值 )分别为 1. 5, 0. 5, 1. 9( nm) ,每

个细胞表面 CD71分子数量平均为 5. 742× 104 , 3. 530× 104和

7. 060× 104个 ;加用 Lova sta tin后 , Kd值分别为 0. 6, 0. 4, 0. 7

( nm ) ,每个细胞表面 CD71分子数量平均为 4. 153× 104 , 2. 817

× 104和 5. 045× 104个。 本研究同时还观察了以上三组细胞

(未加 Lova sta tin) 125 I-Tf与 CD71分子结合后内在化效率 (图

3) ,结果显示: 1∶ 1 SUV的作用使 CD71分子与其配体复合物

快速内在化 ,两者结合后于 37℃ 5 min即有 38%复合物进入

细胞 ,而 1∶ 0 SUV处理的细胞该复合物内在化既慢量又低 ,

对照细胞 CD71与配体结合内在化运动较慢 ,但进入细胞的复

合物并不比 1∶ 1 SUV处理的细胞少 , 10 min后 ,平均有 40%

进入细胞。

　　

图 1　 CD71分子 Scatchard作图分析

(未加 Lovastatin)

Fig 1　 Scatchard plot analysis of CD71

(with no Lovastat in)

图 2　 CD71分子 Scatchard作图分析

(加 Lovastatin)

Fig 2　 Scatchard plot analysis of CD71

(with Lovastatin)
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图 3　 CD71与配体复合物内在化效率 (n= 6)

Fig 3　 Internalizat ion ef ficiency of CD71-ligand

complex (n= 6)

2. 3　 SUVs处理后淋巴细胞 CD71阳性细胞百分率

变化

　　图 4显示 1∶ 0. 5及 1∶ 1 SUV s的作用使 CD71阳性细胞

明显增加 ,而 1∶ 1. 5 SUVs却不能有效提高 CD71阳性细胞比

例 , 1∶ 0 SUV处理后 CD71阳性细胞无明显变化 ;加用 Lovas-

tatin抑制内源性胆固醇合成后各处理组 CD71阳性细胞均相

应减少。

图 4　 CD71阳性淋巴细胞百分率 (n= 6)

Fig 4　 Changes of percentage of CD71 positive

lymphocyte (n= 6)

2. 4　 CD71 mRNA含量的斑点印迹杂交分析

　　图 5为 PT fR-2质粒的限制性酶切图谱 ,图 6显示 PC /Ch

摩尔比分别为 1∶ 0. 5, 1∶ 1和 1∶ 1. 5三种 SUVs处理的淋巴

细胞 , Con A活化 48 h后 , CD71 m RN A含量有所增加 ,尤以 1

∶ 1. 5 SUV作用后变化明显 (定量分析 CD71 m RN A为 48. 18

pg /1× 107细胞 ,而对照为 19. 02 pg /1× 107细胞 ) , 1∶ 0 SUV

处理的细胞 CD71m RNA含量降低。

图 6　 CD71 m RNA斑点印迹杂交分析

1～ 20: 标准 (从左到右 ) , 21～ 50为样品 ( 21～ 30无

Lovastatin, 31～ 40加 Lovasta tin, 41～ 50加 Lovas-

tatin和 r IL-2)标准和样品均为复点

Fig 6　 Analysis of CD71 mRNA by dot blot hybridization

No. 1～ 20: standa rds ( from left to right) , No. 21～

50: samples ( 21～ 30 with no Lovastatin, 31～ 40

with Lova sta tin, 41～ 50 with Lova sta tin+ r IL-2) ,

standa rds and samples ar e in duplica te

3　讨论

　　生物膜上存在着不同的脂区 ,脂区的形成可能与

脂质侧向相分离有关 ,功能各异的蛋白质位于特定脂

区 ,细胞膜中最重要的脂区是与蛋白质临近的“脂壳”

( Shell o f lipids) ,疏水性物质对蛋白质功能的干扰可

能通过与此区作用而介导。 现发现膜脂组成及膜生物

物理特性改变 ,与细胞的许多功能变化有关 ,它可控制

不同的细胞膜特性、调节物质转运 ,膜结合酶活性 ,配

体与膜受体的结合 ,跨膜信号传递 ,细胞分化与细胞识

别。另外膜受体和膜上的一些表面标志的表达、结构与

功能 ,以及在膜上的运动均可受膜脂组成的影响 [6 ]。
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　　本研究显示经 PC /Ch不同摩尔比小单片层人工

脂双层膜 ( SUVs)处理的淋巴细胞其脂质组成明显改

变 , 1∶ 1 SUV作用后淋巴细胞经 ConA活化 48 h

CD71阳性细胞及每个细胞表面 CD71分子数量增加 ,

而 1∶ 0 SUV处理细胞 CD71阳性细胞及每个细胞表

面 CD71分子均减少 ,加用 Lovastatin抑制内源性 Ch

合成后 ,各处理组细胞 CD71表达也降低。 用125
I标记

CD71配体 Tf ,进行放射受体分析显示 ,膜 PL /Ch摩

尔比升高 ,淋巴细胞表面 CD71分子数量减少 ,但与配

体亲和力却增加 ,而且这种改变与膜上 Ch比例明显

相关。 亲和特性的变化提示膜脂微环境改变可能影响

了 CD71分子的空间构象。膜中 Ch增加 ,膜脂流动性

降 , CD71分子配体结合位点可能不易形成高亲和力

的结构。 Jan
[ 5]发现膜 Ch增加 , PL /Ch降低 , EGF-R

与其配体亲和力升高 ,并认为此变化可能是 Ch的直

接作用所致 ,另外也可能是 Ch改变了膜脂质微粘滞

性 ,使 EGF-R在膜上旋转和侧向运动改变的原因。作

者证实 EGF-R配体亲和特性的变化与磷脂极性头

部 ,碳氢链长度都无明显关系 ,并推测 EGF-R周围有

特殊的脂质环境 ,它有利于 EGF-R维持一定空间构

象和发挥其功能活性。以上 Ch对 CD71和 EGF-R两

种膜蛋白截然相反的作用提示它们可能位于不同的脂

区。目前认为 Ch诱导的侧向相分离对脂区产生不同

影响 ,同时 Ch在膜上的分布是不均一的 ,有的脂区

Ch含量较少 ,膜脂呈“液相”。 另外两种功能各异的膜

蛋白其一级结构 ,空间构象以及其与配体结合位点均

不同 ,所以即使两者处于同一脂质微环境中 , Ch也可

对它们产生不同影响。

　　斑点杂交分析显示: CD71 mRNA的变化趋势与

细胞增殖变化及受体分析结果基本吻合 ,提示膜上 Ch

比例增加 , CD71数量的改变主要与基因转录活性升

高有关 ,而非 CD71分子在膜上的重新分布或 CD71

配体可结合部位的暴露明显变化所致。另外还发现膜

PL /Ch摩尔比降低 , CD71分子与配体复合物内在化

运动加快。有研究证实膜脂质微环境改变可影响淋巴

细胞膜表面免疫球蛋白的“成帽” ,膜中 PL /Ch升高 ,

“成帽”作用受抑 ,增加 Ch后“成帽”作用恢复 ,并认为

与“成帽”作用有关的蛋白质位于“凝胶相”区 , Ch去除

使这些区域特性改变 ,从而抑制“成帽”。点突变分析显

示与 CD71分子内在化有关区域定位于 7～ 26 aa ,以

Ty r-X-Arg-Phe序列为重要 ,另外该序列邻近氨基酸

残基跨膜螺旋区与膜脂的作用 ,均可以影响 CD71折

叠及其与配体复合物内在化过程 [8 ]。推测本研究 CD71

与配体内在化运动的变化可能主要与膜特性改变

有关。
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Effects of membrane lipids on expression and molecular properties of

CD71 protein in lymphocytes
Mi Mantian, Zhu Xihua ( Depa rtment o f Immuno logy, Third M ilitar y Medical Univ ersity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Afte r a series of a rtificial m em branes know n a s small unilaminar v esicles ( SUVs) w ith differ-

ent phosphatidylch oline ( PC) /cho leste rol ( Ch ) molar r atio s w er e const ructed, SUVs w ere incuba ted with
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human lymphocy tes fr om periphera l blo od to transfer the ectog enous PC and Ch into the

lymph ocy tes. Then the expression, binding proper ties to its lig and and interna liza tion o f CD71 pro tein w ere

investiga ted. The findings w ere as follows: ( 1) Ch content wa s incr ea sed while PC /Ch ra tio decreased in the

ar tificia l membrane after the incuba tion o f SUVs with th e lymphocy tes. ( 2) The pe rcentage o f CD71 positiv e

cells and number o f av ailable sites of CD71 ligand on the membrane w ere increased and the internali zation of

r ecepto r-ligand complex w as accelerated but the a ffinity o f CD71 with its lig and w as decreased on the 48 h af-

ter the incubation w as stimula ted with ConA. ( 3) Af ter cho lester ol synthesis w as blocked with HM G-CoA

reductase inhibitor , the number o f CD71 molecules w as significantly dec reased while its affinity increased.

( 4) Do t blot hybridization revealed that the tendency of changes o f CD71 mRNA was simila r to that aquir ed

from the analysis o f expr ession o f CD71 pro tein. These finding s suggest tha t the change o f th e number of

CD71 melo cules in the membrane after the incuba tion of SUVs with the lymphocy tes might be due to the

change of ac tiv itry of g ene transcription.

　　 Key words　 mem brane lipid; lymphocyte; CD71 pro tein

母女二人同患急性白血病 个案与短篇

Acute leukemia attacking mother and her daughter—— case report

王　劲　 张书模　　 (第三军医大学附属大坪医院血液科 )重庆 , 630042

　　我科于 1993年、 1995年先后收治母女二人 ,均患急性白血

病 ,报告如下:

　　例 1:女 , 13岁 ,学生 ,因头昏乏力、反复鼻衄 1月。 于 1993

年 5月 7日入院 ,查体: T: 38. 3℃ ,急性病容 ,重度贫血貌皮肤

无紫癫 ,颌下、腋窝、锁骨上下可扪及肿大淋巴结 ;胸骨压痛

(+ ) ,呼吸音粗糙 ,无 音 ;心率: 124次 /分 ,律齐 ,无杂音 ;肝肋

下 4 cm,脾肋下 5 cm,肝脾区叩痛 (+ );父母非近亲结婚 ,既往

史无特殊。 血象: WBC: 132. 8× 109 /L;分类: 原始淋巴细胞: 0.

77,幼稚淋巴细胞: 0. 15,成熟淋巴细胞: 0. 04,嗜中性分叶粒细

胞: 0. 03,嗜酸性粒细胞: 0. 01; Hb: 55 g / L, Plt: 60× 109 /L;骨

髓象: 增生明显活跃+ ,粒系、红系、巨核系重度受抑 ,原始、幼稚

淋巴细胞: 0. 915,成熟淋巴细胞: 0. 06, POX: 阴性。 诊断:急性

淋巴细胞白血病 ( L3型 )。治疗: 以“ COAM P”方案联合化疗 ,辅

以支持治疗。 1疗程后 ,患者自动出院 , 3月后因颅内出血死亡。

　　例 2: 女 , 42岁 ,农民 ,例 1的母亲。 因头昏乏力 2月 ,于

1995年 11月 13日入院。查体: T: 36. 6℃ ,慢性病容 ,中度贫血

貌 ,皮肤无紫癫 ,浅表淋巴结不大 ,胸骨压痛 ( - ) ,心肺无异常 ,

肝脾不大 ,既往史无特殊。血象: WBC: 1. 6× 109 /L , Hb: 84g /L ,

Plt: 37× 109 / L,骨髓象: 增生明显活跃 ,红系: 0. 085,粒系: 0.

710,原始粒细胞: 0. 665,早幼粒细胞: 0. 025,胞体大小不均 , ,

胞浆量多 ,有空泡 ,可见 Auer小体 ,核仁大 , 1～ 2个 ,中幼粒以

下细胞少 ,全片见巨核细胞 5个 , POX阳性率: 0. 54。诊断:急性

非淋巴细胞白血病 ( M2 a型 )。 治疗:以 DA方案联合化疗 , 1疗

程后 ,患者自动出院。

讨论

　　家族性白血病并不少见 ,包括母 (父 )子 (女 ) , (孪生 )兄弟、

姐妹等。白血病流病学调查发现 ,白血病患者家庭中 ,其成员患

白血病的机率远高于无白血病患者的家庭 ,单卵双生子中 ,一

人患白血病后另一人再患病的机率高达 25% [1 ]。 从发病时间

看 ,家庭性白血病先后发病时间间隔 2～ 10年不等 ,有报道孪

生姐妹同时 [2 ]或仅相距 1月 [3]即发病 ;部份病例发现均有“肝

炎”病史 [4] ,而多数病例则无明显诱因可查 ;共患病类型可以同

是急淋或急非淋 ,亦可分别患急淋与急非淋、或急淋与慢淋

等 [1]。李玉珍等 [5 ]曾报道母亲与孪生兄弟均患急性早幼粒细胞

白血病 ,而国外统计表明共患病类型以急性白血病与慢淋多

见。本文 2例患者 ,即往史无特殊 ,虽务农 ,但极少接触农药 ,亦

无毒物、放射线物接触史 ;女儿为急淋 L3型 ,母亲为急非淋

M 2a型 ;发病时间相隔 2年半。白血病发病与多种因素有关 ,遗

传因素在家庭性白血病发生中右重要地位 ,包括染色体异常、

白血病相关抗原的携带等 ;在人类 ,由于不可能获得纯的人种 ,

遗传机理的论证困难较大 ,家庭性白血病的易患机理尚不清楚。

　　关键词　急性白血病

　　中图法分类号　 R733. 7
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