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创伤后活化 T 细胞内游离钙
、

钙调素
、

钙调素依赖的蛋白激酶的变化及其

与 T 细胞功能的关系
’

梁华平 王正 国 耿 波 田 丰群 罗 艳 (第三军医大学附属野战外科研究所 ) 重庆
,

6 3 0 0 4 2

提 要 研究了创伤小鼠活化 T 细胞内游离钙浓度 ([ C a Z十

] i)
、

钙调素 ( C
a

M )
、

钙调素依赖的蛋 白激酶

(C
a

M
一

P K )活性的变化及其与 T 细胞功能之间的关系
。

结果显示
,

创伤后活化 T 细胞内〔C a Z+

」i 降低
,

且这一

变化 同创伤小鼠 T 细胞白介素 2 ( IL 一 2) m R N A
、

IL 一 2 受体 a( IL 一 ZRa) m R N A 水平降低
,

IL
一

2 生成减少
,

IL
一

ZR Q

表达受抑
,

T 淋巴细胞转化 ( T L T )降低密切相关
。

创伤后活化 T 细胞 内 C
a
M

、

C a
M

一

P K 活性明显降

低
。

钙离子导入剂 A 23 18 7
在体外可提高创伤小鼠活化 T 细胞内〔C

a Z十

」i 至正常对照水平
,

并明显提高其 C
a

M
、

C a
M

一

P K 活性及 I L
一

2 m R N A
、

I L
一

ZR a m R N A 水平
,

但不能使之恢复正常
。

提示活化 T 细胞内〔C a Z+

] i
、

C a
M

、

C
a
M

一

P K 活性降低是导致创伤后 T 细胞功能受抑的重要原 因
。

关键词 创伤和损伤
, T

一

淋 巴细胞
,
钙

,
钙调素

.
蛋 白激酶类

中图法分类号 R 6 41

已有证据表明
,

细胞 内钙离子 ( C a ’

+) 作为 T 细胞

激活
、

增殖过程中的信使分子
,

在传递抗原等外界分子

的刺激
、

启动相关基因的转录及其后续过程中
,

发挥重

要作用 lj[
。

我们在 以往的研究中曾观察到创伤小鼠 T

细胞对丝裂原 C on A 的增殖反应降低 2j[
。

这一变化是

否 同 T 细胞胞浆内游离钙浓度 ( 〔C a , 十
] i) 的改变及其

信号传递障碍有关
,

尚不清楚
。

本研究利用小鼠闭合性

创伤模型对此进行 了探讨
。

1 材料与方法

1
.

1 动物分组及创伤模型

aB lb c/ 小鼠
,

雌雄各半
,

体重 18 ~ 22 9
.

随机分为正常对

照
、

伤后 1
、

2
、

4
、

7
、

l o d 共 6 组
,

每组 1 0 只
。

参照文献〔2 ]制备小

鼠闭合性创伤模型
。

即利用 35 9 重的祛码从 30
。 m 高处垂直下

落冲撞清醒状态的小鼠股骨部
,

各侧接受撞击 15 次
,

使之累积

接受能量为 3
.

0 J
.

各组动物于相应时间活杀
,

制备脾细胞
、

胸

腺细胞及肠系膜淋巴结细胞悬液
。

1
.

Z T 细胞的分 离

参照 文献【3 ]以 尼龙毛纤维分离上述细胞悬液中的 T 细

胞
。

A N A E 染色法鉴定 T 细胞纯度为 92 %
,

台盼蓝染色证明分

离出的 T 细胞活存率大于 95 %
。

1
.

3 检 ..l 指标和方法

1
.

3
.

1 活化 T 细胞内 [C a Z+

〕i 测定 将 T 细胞调成 1 x 1 0 了

个 / m l
,

加入 oC
n A ( S i g m a )使其终浓度为 1 0 拜g / m l

,
3 7 ℃温育 2

h 以活化 T 细胞
,

洗涤细胞两次
.

参照文献 [ 4 ] 以 F盯
a 一

2/ A M

( S i g m a )测定细胞内 [C
a , +

] i
。

1
.

3
.

2 活化 T 细胞内 C
a
M

、

C a
M

一

P K 活性测定 按上法以

oC
n

A 活化 T 细胞后
,

超声破膜
,

离心取上清
。

蛋白质含量的测

定按 L o
w yr 氏法进行

,

参照文献 [ 5
,

6习测定上清液中 C a
M

、

C
a
M

一
P K 活性

。

1
.

3
.

3 I L
一

2 m R N A
、

I L
一

Z R a
m R N A 的测定 于 T 细胞悬

液 ( 5又 1 0
`

个 /m l )中
,

加入 C o n
A ( 1 0 # g / nr l )

,

于 3 7 C
、

5沁C O
:

培养箱中培养 10 h 后收集细胞
。

细胞总 R N A 的提取参照文献

「7 ]进行
,

探针制备
、

斑点杂交及显色强度测定参照 文献 [ 7
,

sj

进行
。

标记 的
c
D N A 探针包括

:
B a m H I 酶切的 I L

一
2 c

D N A

1
.

0 k b 片段和 E e o
R I 酶切 的 I L

一
ZR

a c
D N A 0

.

9 2 k b 片段

( A T C C )
。

结果以正常对照显色强度的百分比 ( % )表示
。

1
.

3
.

4 IL 一 2 的诱生及活性测定 参照 文献【7 ] 以 C T L L
Z

细胞株检测活化 T 细胞培养上清中 I L
一

2 活性
。

1
.

3
.

5 I L
一

ZR
Q
测定 以间接免疫荧光法 9[] 检测活化 T 细

胞中阳性细胞百分率
。

1
.

3
.

6 T L T 测定 以
’

H 一 T d R 掺入法 2[] 测定
。

1
.

3
.

7 A
2 318 ,

对上述各指标的影响 于 C o n A 加入 T 细胞

悬液中的同时
,

加入 A
: 3 107 ( s ig m a

)使其终浓度为 1 0 0 n
rn o l /L

,

观察其对各指标的影响
。

1
.

4 数据处理

结果以平均值 士 标准差 ( 厉 士 : )表示
,

显 著性分析采用 l

检验
,

并进行相关分析
。

2 结果

2
.

1 创伤 后活化 T 细胞 内仁C a Z一 ] i 的变化

与正常对照相比
,

创伤后活化 T 细胞内〔C a “ +

〕i均呈不同

程度的降低
,

以伤后 4 d 最为明显 (见表 1 )
。
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,

等
.

创伤后活化 T 细胞 内游离钙
、

钙调素
、

钙调素依赖的蛋白激酶的变化及其与 T 细胞功能的关系 2 15

表 1 创伤后活化 T 细胞内〔C扩+
] i 和 T 细胞功能的变化

T a b 一 C h a n g e s o f [ C a Z+
] 1 i n a e t iv a t e d T e e ll s an d T e e ll f u n e t i o n s a f t e r t r a u m a

D a y P o s t t r a u m a

P a r a
m e t e r s

N o r
m

a l e o n t r o l

—
1 2 4 7 1 0

[ C a Z+ 〕i ( n m o l / L ) 2 3 7士 3 3 2 2 6士 2 7 1 7 3士 2 1
.

1 3 8士 24 二 15 9士 32
“

1 7 9 士 2 6
’

IL
一 2 m R N A ( % ) 10 0士 9

.

0 9 1士 1 0 7 1士 7
.

2
`

5 1士 6
.

4
’ . 6 8士 4

.

6
.

7 2士 8
.

3
’

IL
一 Z R

a
nr R N A (写 ) 10 0 士 11 9 2士 8

.

5 6 9士 5
.

4
.

5 6士 5
.

8 二 6 7士 6
.

9
’

7 4士 6
.

6
`

IL
一

2 ( u / 10 6 e e l l s ) 6 7士 1 1 6 6士 1 2 4 4士 4
.

5
.

3 7士 8
.

0
书 .

4 1士 6
.

5
.

4 7士 4
.

7
“

IL
一 ZR a ( 纬 ) 5 9士 8

.

5 5 4 士 7
.

5 3 9士 7
.

7
’

3 1士 5
.

5
’ .

3 6士 1 1
.

4 0 士 6
.

6
.

T L T ( e P nr ) 1 5 2 1 0士 2 2 4 5 1 4 2 1 5士 2 8 36 1 0 3 2 7士 2 3 2 9
.

7 8 2 4士 1 0 1 0 二 8 12 6士 11 2 9
.

1 1 2 4 7士 1 1 6 8
.

, :
P < 0

.

0 5
, 关` :

P < 0
.

0 1 v s n o r
m

a
l

e o n t r o
l g r o u P

小鼠活化 T 细胞内其它指标虽有明显升高作用
,

但并不能使之

恢复到正常对照水平 (见表 2 )
。

0乙J

(次)1
0ìùuo。

2
.

2 创伤 后活化 T 细胞功能的变化

与正常对照相 比
,

创伤后活化 T 细胞内 IL
一

Z m R N A 及

IL
一

Z R Q m R N A 水 平降低
,

IL
一

2生成减少
,

I L
一

Z R a
表达受抑

,

T L T 活性下降
。

这些改变同〔C a Z+

」i 的变化均呈非常显著的正

相关
, ;

分别为 0
.

7 4
,

0
.

7 9
,

0
.

7 8
,
0

.

6 8
,

0
.

6 5
,

P 值均小于 0
.

0 1

(见表 1 )
。

2
.

3 右
,

J伤后活化 T 细胞 内C a M
、

C a M
一

P K 活性的变化

与正常对照相比
,

创伤 4 d 小限活化 T 细胞内 c
a
M 活性下

降了 4 2 % ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

e a
M

一
P K 活性

一

F降了 5 8 % ( 尸 < 0
.

0 1 )

(见附图 )
。

2
.

4 A
2 3 , : 7

对仓
,

】伤 后 活 化 T 细 胞 内 〔C a , 一

〕i
、

C a M
、

C a M
一

P K
、

IL
一

2 m R N A
、

IL
一

Z R a m R N A 的影响

在 C
o n A ( 1 0 拜g / m l )活化 T 细胞的同时

,

加入 A
: 3 1 , ,

( 1 0 0

n m o
l /L )

,

不仅可使正常小 鼠活化 T 细胞 内 [C
a Z+

] i
、

C
a
M

、

C a
M

一

P K
、

I L
一

2 m R N A
、

.II
一

ZR a
m R N A 水平明显提高

,

还可使

创伤小鼠活化 T 细胞内 [C a Z 十

] i升高到正常对照水平
。

对创伤

C a
M

口
c o n : r o -

C a
M 一 P K

口
: r a u n 飞a

附图 创伤后活化 T 细胞内 C a
M

、

C a
M

一
P K 活性的变化

F i g C h a n g e s o f C a
M

,
C a

M
一

P K
a c t i对 t ie s i n a e t i v a t e d T

c e l l s a f t e r t r a u m a

* , :

P ( 0
.

0 1 v s e o n t r o l g r o u p

表 2

T a b Z

A
2 3 I . ,

对创伤后活化 T 细胞内 [C a , +

] i
、

C a M
、

C a M
一

P K
、

i L
一

2 m R N A
、

i L
一

ZR a m R N A 的影响

E f f e e t o f A 之3 ; , o n [C a Z+

] i
,

C a
M

,
C a

M
一

P K
,

I L
一

2 m R N A
,

i L
一

Z R a m R N A i n a e t i v a t e d T c e l l s a f t e r t r a u m a

N o r
m a l e o n t r o l C l o s e d t r a u m a

P
a r a

m
e r e r s

C o n A C o n A + A : 5 157

[ C
a “+ 〕i ( n nr o l / L )

C a M ( h y d
r o ly s i s o f e A M P % )

C
a

M
一

P K ( p nr o l / m g / nr
z n )

IL
一 2 m R N A (写 )

IL
一 ZR

o
m R N A ( % )

2 3 7士 3 3

4 3士 6
.

5

5 3士 1 1

1 0 0 士 9
.

0

1 0 0 士 1 1

C o n A + A 23 z s ?

7 6 3士 6 1 二

7 4 士 7
.

8
“

8 3 士 1 6
.

1 3 1士 1 3
’

13 9士 9
.

0
.

C o n A

13 8士 2 4 书 `

2 5士 4
.

3
, .

2 2士 8
.

0
. “

5 1 士 6
.

4
“ “

5 6士 5
.

8
肠 .

7 5 9士 4 8乙 0

5 2士 8
.

2△△ 行

3 9 士 8
.

7△ 匕 # 扭

9 4 士 6
.

8△ .

9 2士 7
.

3△ 廿

` :

P < 0
.

0 5
,

“
:

P < 0
.

0 1 v s n o r
m

a
l

e o n t r o
l ( C

o n
A ) g r o u p ; △

:
P < 0

.

0 5
,

△△
:

P < 0
.

0 1 u s e
l
o s e d t r a u nr a ( C o n

A )

g r o u p ; #
:

P < 0
.

0 5
,

# #
:

P < 0
.

0 1 v s n o r m a l e o n t r o l ( C
o n

A + A 2 31 s , ) g r o u p

3 讨论

严重创伤可致 T 细胞的功能受抑
,

主要表现为
: T

细胞经丝裂原活化后的增殖能力降低
,

I L
一

2生成减少
,

I L
一

Z R a

表达受抑 z[,
’ 侧

。

但其发生机理 尚不清楚
。

已知

细 胞 内 [ C a Z十

] i 增加是 T 细胞活化的必需条件
,

而 T

细胞的活化又导致 I L
一

2的合成及 I L
一

Z R a
的表达

。

I L
一

2

可通过与 I L
一

Z R 。
反应

,

进而 引起 T 细胞的克隆性增

殖 仁,
,

’ 〕 。

可见活化 T 细胞 内「C a , 十
] i 的高低可影响 T 细

胞的功能
。

本研究发现创伤小鼠活化 T 细胞 内 [ C a Z十

」i

降低
,

且这一变化同 T 细胞 IL
一

2 m R N A
、

IL
一

Z R 。
m R

-

N A 水平降低
,

I L
一

2生成减少
,

I L
一

Z R a

表达受抑
,

T L T

活性降低密切相关
。

提示 创伤后活化 T 细胞内 [ C a ’ 一

〕i
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降低是导致 T 淋 巴细胞功能受抑的重要原 因之一
。

创

伤后活化 T 细胞 内 [C
a , `

] i 降低除与 T 细胞活化过程

中磷醋酞肌醇代谢发生障碍
,

三磷酸肌醇生成减少
L’ `

-

有关外
,

还与其
c A M P 的生成增多

〔̀ ,二
有关

。

C a ’ `
在体内主要通过与 C a M 结合使其活化

,

活化

的 c a M 再通过 c a M
一

P K 而发挥其生物学效应
LS

,

6 门 。

可

见在 T 细胞活化过 程中
,

C a M 及 C a M
一

P K 活性 的高

低可影响 C a , + 的信号传递
,

进而影响 T 细胞的功能
。

本研究发现
,

创伤后活化 T 细胞 内 C a M
、

C a M
一

P K 活

性均 明显 降低
,

其后果 是导致 T 细胞功能进 一步受

抑
。

由于 C a M
、

C a M
一

P K 活性是 C a ,一

依赖性 的
[ 5

·
6 」 ,

推

测 活化 T 细胞 内 [ C a Z一
] i 降低是引起 C

a

M 及 C a

M
-

P K 活性 下降的重要原因
。

但我们观察到
,

C a ’ 一
导入剂

A
2 3 , 。 7

在体外虽可使创伤小鼠活化 T 细胞内 [ C a Z一

] i 提

高到正常对照水平
,

并明显提高 C a M
、

C a M
一

P K 活性
,

但并不能使二种酶的活性恢复正常
。

提示创伤小鼠体

内可能还存在着 C a ’ ”

以外的调节机制降低了 C a M 及

C a M
一

P K 活性或干 扰其 活性 的发挥
。

因此 单纯 应用

A
2 3 , 8 7

纠正活化 T 细胞内 [ C a ,一

] i 的降低并不能完全恢

复 T 细胞 IL
一

Z m R N A 及 IL
一

ZR a
m R N A 到正 常水

平
。

可 见 在提 高 细 胞 内 [ C a卜 ] i 的 同 时
,

如何 纠正

C a M
、

C a M
一

P K 活性可能是逆转创伤后受抑的 T 细胞

功能的关键
。

这一问题值得深入研究
。
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