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神经酰胺对人γδT 细胞和αβT 细胞的诱导凋亡作用
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[ 摘要] 目的:观察神经酰胺对人γδT 细胞和αβT 细胞的诱导凋亡作用。方法:用结核杆菌低分子多肽抗原(M tb-Ag)和 CD3

单抗(CD3mAb)分别刺激正常人外周血单个核细胞 , 获得 Mtb-Ag 激活的 T 细胞(γδT 细胞为主)及 CD3mAb 激活的 T 细胞

(αβT 细胞为主);用不同浓度的神经酰胺(C2-Cer)分别作用于γδT 细胞和αβT 细胞 , 培养 3 h 后收获细胞 , 应用 Annexin-V-

F ITC/P I染色 , 流式细胞术检测不同亚群 T 细胞的凋亡 ,应用四甲基噻唑氮蓝(M TT)比色法检测 T 细胞的活性。结果:Mtb-

Ag激活的 T 细胞中γδT 细胞比例可达 70%～ 90%, CD3mAb 激活的 T 细胞中αβT 细胞比例>90%;与对照组比较 , 低浓度的

C2-Cer(≤10μmol/ L)对人γδT 细胞和αβ T 细胞的诱导凋亡作用和细胞活性抑制作用均不明显(P >0.05);而高浓度的 C2-Cer

对γδT 细胞和αβ T 细胞的诱导凋亡作用和细胞活性抑制作用存在显著差异:100 μmol/ L的 C2-Cer诱导γδT 细胞 、αβ T 细胞凋

亡比例分别增加 10.4%(P>0.05)及 73.5%(P<0.01), 活细胞区(R1 区)的细胞比例分别为对照组的 88.1%(P>0.05)和

7.8%(P<0.01);而 500 μmol/ L 时诱导γδT 细胞和αβT 细胞凋亡比例分别增加 71.9%和 73.8%(P<0.01), R1 区的细胞比

例分别为对照组的 36.5%和 2.7%(P<0.01)。结论:神经酰胺能诱导活化的人γδT 细胞和αβ T 细胞发生凋亡 , 诱导γδT 细

胞发生凋亡所需的 C2-Cer 浓度明显高于诱导αβT 细胞所需浓度。
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Apoptosis of γδT cells and αβT cells induced by ceramide
MEI Chuan-zhong ,SHEN Ji-long ,CHEN Yong , LI Bai-qing

(Department of Microbiology and Parasi tology , Anhui Medical Universi ty , Hefei , Anhui 230032 , China)

[Abstract] Objective:To investigate the role of apoptosis of γδT cells and αβT cells induced by ceramide.

Methods:The peripheral blood mononuclear lymphocy tes of healthy donors w ere stimulated respectively w ith the

low molecular peptide antigen derived f rom Mycobacterium tuberculosis antigen(M tb-Ag)and CD3mAb to

generate Mtb-Ag activated T cells(γδT cells w ere predominent)and CD3mAb activated T cells(αβT cells w ere

predominent).These tw o T cell subsets were treated w ith Ceramide(C2-Cer)at different concentration;af ter

3hours of cultivat ion , the apoptosis of different subsets of T cells w as measured by flowcy tometry(FCM),using

Annexin-V-FITC/PI staining;and the availability of T cells w as detected by methl thiazolyl tet razolium(MTT)

colorimetric assay .Results:The percentage of γδT cells in Mtb-Ag activated T cells and αβT cells in CD3mAb

activated T cells w ere 70% to 90% and >90%, respectively .The apoptosis and the inhibition of the availability

of γδT cells andαβT cells induced by lower concentration of C2-Cer(≤10μmol/L)appeared w eak in contrast to

their control.There w ere significant differences in the role of apoptosis of γδT cells and αβT cells induced by

higher concentration of C2-Cer;the percentage of the apoptotic γδT cells andαβT cells induced by C2-Cer(100

μmol/L)increased by 10.4%(P >0.05)and 73.5%(P <0.01)in contrast w ith their control , and the

percentage of cells in the region live cells(R1)was 88.1%(P >0.05)and 7.8%(P<0.01)of the ones of their

cont rol;whereas the percentage of the apoptotic γδT cells and αβT cells induced by C2-Cer(500 μmol/L)

increased by 71.9% and 73.8%(P <0.01)in contrast w ith their cont rol , and the percentage of cells in R1 was

36.5% and 2.7%(P <0.01)of the ones of their

control.Conclusions:The apoptosis of γδT cells and

αβT cells can be induced by ceramide;it needs higher

concentration of C2-Cer to induce the apoptosis of

γδT cells than to induce the apoptosis ofαβT cells.

[ Key words] apoptosis;ceramide;γδT cells;αβT cells;

Mycobacterium tuberculosis antigen
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　　神经酰胺(ceramide , C2-Cer),又称 N-脂酰鞘氨

醇 ,是鞘磷脂信号转导途径的第二信使分子 ,参与细

胞的多种生理 、病理过程 ,并在介导细胞凋亡方面具

有重要作用[ 1] 。而 T 细胞作为机体细胞免疫的重

要执行者 ,对其各种生物学功能的研究和探讨 ,有助

于人们对于细胞免疫机理的认识。宋秀宇等[ 2] 研

究证实 ,高浓度 C2-Cer 能诱导γδT 细胞发生凋亡 ,

但尚不清楚不同浓度 C2-Cer 在诱导 γδT 细胞和

αβT 细胞凋亡作用方面有何不同 。本文以结核杆菌

(Mycobacterium tuberculosis ,M tb)低分子多肽抗原

激活的 T 细胞(γδT 细胞为优势增殖细胞)和

CD3mAb激活的 T 细胞(αβT 细胞为优势增殖细胞)

作为研究对象 ,用不同浓度C2-Cer 分别作用于活化

的γδT 细胞及αβT 细胞 3 h ,观察两组细胞凋亡情

况 ,进一步探讨外源性神经酰胺对不同亚群活化 T

细胞的致凋亡作用。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂　健康人外周血来自蚌埠医学院

健康教工和学生。RPM I 1640(GIBCO公司产品);

淋巴细胞分离液(中国医学科学院血液所产品);新

生牛血清(NBS)(杭州四季青生物公司产品);rIL-2

(长春长生基因药业股份有限公司产品);结核杆菌

低分子多肽抗原(M tb-Ag),根据文献[ 3]本室自行制

备;CD3mAb(OKT3),美国宾夕法尼亚大学医学院

微生物系 Carding 博士惠赠;神经酰胺(N-acetyl-D-

sphingosine , C2-Cer)(Sigma 公司产品), 用 DMSO

配制成 10 mmol/L ,分装后-20℃保存;四甲基噻唑

氮蓝(MT T)(Fluka 公司产品);十二烷基磺酸钠

(SDS)及二甲基甲酰胺(N′,N′-dimethylformamide ,

DMF)(Amersco公司产品);anti-TCRgd-PE(BD 公

司产品);anti-CD3-PE 及 ant i-CD3-FITC(Ancell 公

司产 品);Annexin-V-FITC/PI 试 剂 盒 (Bender

M edsy stems公司产品);酶联免疫检测仪(DG3022

型)(南京华东电子管厂生产);流式细胞仪(FACS

Calibur)(BD公司产品)。

1.2　活化 T 细胞的诱导及扩增　常规分离健康人

外周血单个核细胞 ,用含 5%NBS , 5%人自体血清

的 RPM I 1640培养液制备细胞悬液[(1 ～ 2)×106/

ml] ,加入 24孔细胞培养板 ,每孔 1 ml;实验孔 1 分

别加入 Mtb-Ag 5 μg 和 rIL-2 50 u ,实验孔 2 加入

CD3mAb 5 μg 和 rIL-2 50 u。每隔 3 ～ 4天根据细

胞增殖情况分孔培养 ,每孔补加 rIL-2 50 u。

1.3　活化 T 细胞亚群比例检测　用上述荧光抗体

对待测的细胞进行染色[ 4] ,过程如下:取混匀的细

胞悬液 100 μl ,加入 anti-CD3-PE或 anti-TCRγδ-PE

4 μl , 另加 anti-CD3-FITC 3μl 4℃避光 , 30 min;用

PBS-5%NBS-0.1%NaN3 洗细胞两遍(500 g , 4℃,

离心 5 min);加含 1%多聚甲醛(PFA)的磷酸盐缓

冲液(PBS)150 μl固定 ,然后在流式细胞仪上检测 ,

CellQuest软件分析。

1.4　C2-Cer诱导人γδT 细胞和αβT 细胞的凋亡作

用检测　分别取已培养 15 ～ 25天 、生长良好的γδT

细胞 、αβT 细胞 ,调整细胞浓度为(1 ～ 2)×106/ml

(含 IL-2:50 u/ml),于 24孔板中 37℃, 5% CO2 ,过

夜平衡。每种活化 T 细胞分 5个实验组 ,各实验组

均加入相应细胞悬液 0.4 ml ,分别加入 C2-Cer ,使

各实验组的 C2-Cer 的终浓度分别为0μmol/L(对照

组)、 1 μmol/L 、 10 μmol/ L 、 100 μmol/L 、 500

μmol/L;置 37℃, 5%CO2培养 3 h 后 ,分别作如下

处理:取混匀的细胞悬液 100 μl ,加入 anti-CD3-PE

或 anti-TCRγδ-PE 4 μl , 4℃避光 , 30 min ,用 PBS-

5%NBS-0.1%NaN3 洗细胞两遍(500 g , 4℃,离心

5 min);弃上清 ,按 Annexin-V-FITC/PI试剂盒说明

书操作 ,然后在流式细胞仪上检测。检测结果使用

CellQuest 软件作分析:在 FSC 、SSC 散点图(Dot

Plot),设置活细胞区(R1区)[ 5] ,尽可能把坏死的细

胞排除在 R1 区外;在 anti-CD3-PE(或 anti-TCRγδ-

PE)、Annexin-V-FITC 散点图上 ,设置 G1=R1 ,并

以被 anti-CD3-PE(或 anti-TCRgd-PE)荧光抗体染

色的细胞设为 R2区;在 PI 、Annexin-V-FITC 散点

图上 ,设置G2=R1×R2 ,进行 T 细胞凋亡的分析。

1.5　C2-Cer对人γδT 细胞和αβT 细胞活性影响检

测　参照文献
[ 6]
的 MTT 比色法进行检测:取上述

经过 C2-Cer处理的细胞悬液于 96孔培养板中 ,三

复孔为一组(每孔 90 μl), 加 MTT 溶液(每孔

10 μl);置 37℃, 5% CO2 , 4 h 后 ,加 10%SDS-50%

DMF溶解剂 , 37℃ 16 h 后 , 在酶标仪上比色 , 测

570 nm处的 OD值 ,分析细胞的活性 。

1.6　统计学方法　采用 Poisson分布的 u 检验。

2　结果

2.1　活化 T 细胞亚群的比例 　经流式细胞仪分
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析 ,活化 T 细胞在培养 10天后 ,经 M tb-Ag 激活的

T 细胞中 γδT 细胞所占比例高达 70%～ 90%;经

CD3mAb激活的 T 细胞中αβT 细胞所占比例高达

90%以上 。

2.2　不同浓度 C2-Cer对 γδT 细胞 、αβT 细胞的致

凋亡作用 　与对照组相比 , 低浓度 C2-Cer(≤

10μmol/L)对人 γδT 细胞和αβT 细胞的诱导凋亡

作用均不明显(P >0.05),如在 10 μmol/L 时 γδT

细胞的凋亡细胞比例仅增加 4.9%,而αβT 细胞的

凋亡细胞比例仅增加 3.0%。高浓度 C2-Cer对γδT

细胞的诱导凋亡作用仅在 500 μmol/ L 时明显增加

(P <0.01),而在 100 μmol/L 时增加不明显(P >

0.05),如在 100 μmol/L和 500 μmol/ L 时凋亡细胞

比例分别比对照组增加 10.4%和 71.9%, R1 区内

细胞比例分别为对照组的 88.1%(P >0.05)及

36.5%(P <0.01)。高浓度 C2-Cer 对αβT 细胞的

诱导凋亡作用尤其明显(P <0.01), 如在 100

μmol/L和 500 μmol/L 时凋亡细胞比例分别比对照

组增加73.5%和 73.8%(P<0.01), R1区内细胞比

例分别为对照组的 7.8%和 2.7%(P <0.01)(见

表 1 ,图 1)。

　表 1　不同浓度 C2-Cer 对γδT 细胞 、αβT 细胞的诱导凋亡

作用比较[百分率(%)]

Ce-Cer

浓度

(μmol/L)

γδT细胞

R1区

的细胞
　u＊　P　　

凋亡

细胞
　u＊　P　

αβT细胞

R1 区

的细胞
　u＊　P　

凋亡

细胞
　u ＊　P　

0 73.7 — — 9.5 — — 62.7 — — 24.2 — —

1 73.0 0.06 >0.05 13.4 0.81 >0.05 63.0 0.03 >0.05 26.6 0.34 >0.05

10 72.5 0.10 >0.05 14.4 1.00 >0.05 63.5 0.07 >0.05 27.2 0.42 >0.05

100 64.9 0.75 >0.05 19.9 1.92 >0.05 4.9 7.03 <0.01 97.7 6.66 <0.01

500 26.9 4.67 <0.01 81.4 7.54 <0.01 1.7 7.60 <0.01 98.0 6.68 <0.01

　　＊示均与 0μmol/ L 浓度比较

2.3　不同浓度C2-Cer对人γδT 细胞和αβT 细胞活

性的抑制作用　随着作用于γδT 细胞的 C2-Cer 浓

度(0 ～ 500 μmol/ L)的增加 ,MTT 比色法显示 ,相应

实验组 OD570的值逐渐变小;而 10 μmol/L 的 C2-

Cer作用于αβT 细胞 ,OD570的值下降小于 0.1(与对

照组相比), 100 μmol/L 的 C2-Cer 作用于 αβT 细

胞 ,OD570的值下降了 0.4(与对照组相比)(见图 2)。

3　讨论

　　T 细胞受体(TCR)按其组成多肽链的性质可分

为 TCRαβ 和 TCRγδ,由此把表达 TCRαβ 和 TCRγδ

的 T 细胞分别称为αβT 细胞和 γδT 细胞。αβT 细

胞主要参与细胞免疫 ,而γδT 细胞是不同于αβT 细

胞的另一种 T 细胞 ,与αβT 细胞相比γδT 细胞在人

外周血中比例甚低。我们用M tb-Ag 、CD3mAb分别

作用于人 PBMC ,经 15 ～ 25天培养后分别获得以

γδT 细胞 、αβT 细胞为绝对优势的 T 细胞亚群[ 7] 。

本研究采用细胞表面分子标记技术及荧光标记

Annexin-V 膜联蛋白分析技术 ,对 T 细胞进行三种

荧光抗体染色 ,用流式细胞仪分析 T 细胞的凋亡 ,

此种分析对于某一细胞群体中的优势细胞亚群的分

析更加有利。我们认为在使用 CellQuest软件处理

实验数据时 ,应在 FSC 、SSC 散点图上正确地设立

R1区 ,尽量将坏死细胞排除在 R1 区外[ 7] ;在分析

细胞的凋亡程度时 ,应采用分析 R1 区的细胞数量
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与分析凋亡细胞数量相结合方法 ,这样可以保证实

验结果准确可靠。MTT 比色法常用于细胞生长及

增殖的研究 ,也可用于评价细胞活性的研究
[ 6]
,但

其是在细胞群水平的检测 ,故与细胞水平的实验相

比是一种较粗糙的实验 。若 C2-Cer 作用于人 γδT

细胞和αβT 细胞后 ,MTT 试验的 OD570的值下降 ,

说明细胞的活性受到抑制 , OD570 的值下降愈明

显 ,说明 C2-Cer 对细胞活性的抑制作用愈强。因此

细胞活性的抑制可以从另一个方面验证 C2-Cer 对

于 T 细胞的致凋亡作用。

神经酰胺作为一个第二信使分子 ,可以介导多

种生物学效应。目前发现愈来愈多的刺激因素 ,包

括细胞因子 、免疫分子 、紫外线 、热休克 、激素和某些

抗癌药物等都可以通过神经鞘磷脂循环途径产生神

经酰胺充当第二信使介导细胞凋亡[ 8] 。本文应用

人工合成的可渗透性 C2-Cer 诱导γδT 细胞及αβT

细胞的凋亡 , 选取了 5 种 C2-Cer 浓度(0 ～ 500

μmol/L)作用 3h后 ,应用 Annexin-V-FITC/PI 染色

流式细胞术检测 T 细胞的凋亡 ,应用 MTT 法检测

T 细胞的活性;从细胞凋亡 、抑制细胞活性两个方面

验证了高浓度的外源性 C2-Cer 能诱导人γδT 细胞

和αβT 细胞发生凋亡 ,但诱导 γδT 细胞发生凋亡所

需的 C2-Cer 浓度明显高于诱导αβT 细胞所需浓

度。我们亦观察到γδT 细胞与αβT 细胞在活化信

号的传导机制中存在不同 ,γδT 细胞对活化信号的

传导明显慢于αβT 细胞对活化信号的传导 。另外

据文献[ 1]报道 ,在不同的细胞 , 神经酰胺在信息传

递中所处的位置与作用也不相同 。据此我们认

为 ,γδT细胞和αβT 细胞对 C2-Cer 致凋亡作用的敏

感性不同 ,可能由于神经酰胺在这两种 T 细胞中启

动凋亡的机制存在不同;或可能由于 γδT 细胞中

缺少某种信息分子 ,导致神经酰胺对其的致凋亡作

用延迟 , 其中具体的分子机制还有待于进一步的

深入研究。
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常用药物标准名称摘编(十)

宜用 不宜用 宜用 不宜用 宜用 不宜用

甲紫 龙胆紫 玻璃酸酶 透明质酸酶 高锰酸钾 灰锰氧

睾酮 睾丸素 曲安奈德 去炎松 奥拉米特 阿卡明

碘普胺 碘普罗胺 甲氧沙林 甲氧补骨脂素 吡诺克辛 白内停

地蒽酚 蒽林 苯扎溴铵 新洁尔灭 克罗米通 优力肤

氟轻松 氟西奈德 琥珀胆碱 司可林 哈西奈德 氯氟舒松

丁卡因 地卡因 莫雷西嗪 安脉静 乌洛托品 优洛托品

甲喹酮 安眠酮 地芬尼多 眩晕停 萘甲唑林 鼻眼净

度米芬 消毒宁 鬼臼毒素 足叶草酯毒素 卡巴克络 安络血

维 A酸 维甲酸 倍氯米松 丙酸酯 阿法罗定 安那度

解氟灵 乙酰胺 氟尿嘧啶 5-Fu 咪达唑仑 米唑安定

含氯石灰 漂白粉 甲醛溶液 福尔马林 过氧化氢溶液 双氧水

[ 摘自:《国家基本药物(西药)》(1999 年版)、《中国药典》(1995 年版)和药典委员会《药名词汇》]
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