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迟发型超敏反应中小鼠脾淋巴细胞

与细胞外基质粘附能力的变化＊
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　　[ 摘　要] 　目的:探讨迟发型超敏反应中淋巴细胞与细胞外基质粘附能力的变化及细胞因子的调节作用。方

法:以 2 , 4 , 6-三硝基氯苯(picry l chloride , PCl)两次致敏小鼠后 ,在耳部攻击造成超敏反应。取攻击后不同时间点的

脾淋巴细胞 ,以 Mn
2+
为诱发剂 , 检测细胞与细胞外基质蛋白的粘附活性变化;或取攻击后 18 h 的脾淋巴细胞 , 分别

在体外与 IL-2 , IFN-γ, TNF-α单独或联合培养 4 h后 , 检测细胞与细胞外基质的粘附作用;将脾淋巴细胞纯化为 T

细胞后 ,检测 TNF-α对其粘附能力的影响。结果:脾淋巴细胞与细胞外基质的粘附能力在攻击后 6 h 时开始上升 ,

18 h达到高峰 , 之后下降 ,在 36 h基本恢复正常水平。 IL-2 在 10×104 U/ L显著促进脾淋巴细胞的粘附 , TNF-α剂

量依赖性地促进脾淋巴细胞的粘附 , IFN-γ对 TNF-α的作用具有明显的协同效应。 TNF-α对脾 T 细胞粘附能力

的促进作用强于对总脾淋巴细胞的作用。结论:迟发型超敏反应中 , T淋巴细胞与细胞外基质的粘附随炎症的进展

发生相应的变化 ,这种粘附作用受各种细胞因子的调节。
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　　在炎症的发生和发展中 ,淋巴细胞的迁移与浸

润是关键性的环节之一。在这一过程中 ,淋巴细胞

必须与外周组织中的细胞外基质发生相互作用 ,才

能到达炎症部位[ 1] 。最近 ,淋巴细胞与细胞外基质

的粘附作用在炎症中的重要性正逐渐受到关注。

Pitzalis[ 2]和 Kupiec-Weglinski等[ 3]分别报道 ,淋巴细

胞与细胞外基质之间的粘附作用在类风湿性关节炎

(rheumatic arthritis ,RA)和移植排斥反应中发挥着重

要作用。De Fougerolles等[ 4-6]报道 ,阻断淋巴细胞与

细胞外基质之间粘附作用的单克隆抗体或合成肽类

可以有效地抑制炎症的发生。因此 ,进一步探讨这

种粘附作用在炎症反应中的变化规律 ,对于阐明一

些疾病的发病机理并在此基础上寻找新药具有重要

意义。本研究拟利用 2 , 4 ,6-三硝基氯苯所致的小

鼠接触性皮炎(PCl-induced contact sensitivity , PCl-

CS)作为炎症反应的动物模型 ,检测炎症过程中淋巴

细胞与细胞外基质粘附功能的变化及数种细胞因子

的调节作用。

材　料　和　方　法

1　实验动物

　　雌性 ICR小鼠 ,体重(20±2)g ,购于本校实验动

物中心。

2　实验材料

2 ,4 ,6-三硝基氯苯(picryl chloride , PCl)(Tokyo

Kassei Industry Co.Ltd., Japan);橄榄油(olive oil)(上

海化学试剂站分装 ,上海);Ⅰ型胶原(Collaborative

Biomedical Products ,USA);牛血清白蛋白(BSA)(Sig-

ma);纤维粘连蛋白(fibronectin ,FN)(岩城硝子株式会

社 ,日本);重组人白介素-2(IL-2)(长春长生基因

药业股份有限公司 ,长春);重组人肿瘤坏死因子-α

(TNF-α)(南京军事医学研究所 ,南京);重组人干扰

素-γ(IFN-γ)(南京军事医学研究所 ,南京);小鼠 T

细胞纯化柱(R&D Systems ,USA)。

3　实验方法

3.1　2 ,4 ,6-三硝基氯苯致小鼠接触性皮炎(PCl-

CS)　取小鼠 ,刮去腹毛 , 涂以 1%PCl的乙醇溶液

100μL致敏 , 5 d 后再次同法致敏 ,再 5 d 后用 1%

PCl橄榄油溶液 30μL涂于右耳两侧攻击 , 18-24 h

后可观察到右耳的炎症肿胀。

3.2　脾淋巴细胞的制备[ 7] 　取攻击后不同时点的

小鼠 , 断头放血处死。无菌取出脾脏 ,置冰冷的分离

缓冲液中 ,轻轻挤压 、吹打使其分离为单个细胞。经

八层纱布过滤后 ,4℃, 1 000 r/min离心 5 min。沉淀

加入 10 mL Tris-NH4Cl(pH 7.5),冰浴 5 min去除红

细胞 ,离心收集细胞。洗涤一次后混悬于实验缓冲

液或 RPMI-1640培养基中备用。

3.3　T细胞的分离纯化　取制备好的小鼠脾淋巴细

胞 ,用小鼠 T 细胞纯化柱参照试剂盒的说明进行纯
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化分离 ,得到的 CD3+细胞的纯度为81%以上 。

3.4　细胞粘附实验
[ 8 ,9]

　将 Ⅰ型胶原或 FN 用 PBS

分别稀释成 50 mg/L 和 2 mg/L ,取 50μL 加入 96孔

ELISA板中 , 4℃过夜 。用 PBS 洗 2 次 ,再用 2%的

BSA室温封闭 1 h , PBS 再洗两次 。将制备好的脾淋

巴细胞或脾 T 细胞加入处理好的 ELISA 板中 , 800

r/min离心2 min使细胞下沉 ,于37℃作用 30min。用

PBS 洗3次洗去未粘附细胞后 ,加甲醛/丙酮(1∶1)液

固定 10 min ,再用 PBS洗 3次。然后加 0.5%结晶紫

染色 10 min ,洗 3次后 ,每孔加入 1%十二烷基磺酸

钠(SDS)100 μL ,振荡 10 min ,在酶联免疫检测仪上

于592 nm测定吸光度。以只用 BSA 包被的孔作为

对照孔 ,以加入细胞不经冲洗直接固定染色的孔测

得的吸光度作为 A total ,数据表示为粘附细胞百分数。

　　粘附细胞百分数(%)=(A测定孔-A对照孔)/A total

×100

4　统计学处理

数据表示为  x ±s ,两组间均数比较采用 t检验。

结 　　果

1　脾细胞与细胞外基质粘附能力的时程变化

分别于攻击后 0 h ,6 h ,12 h ,18 h ,24 h ,30 h ,36 h

各时点取脾淋巴细胞 ,进行粘附功能检测。结果发

现 ,体外在Mn2+的诱导下 ,小鼠脾淋巴细胞与 FN和

Ⅰ型胶原的粘附能力均在 6 h时开始显著上升 , 18 h

达到高峰 ,之后逐渐下降 ,在 36 h时基本恢复正常水

平(图 1)。

Fig 1　Kinetics of spleen cell adhesion to extracellular matrices in PCl

-CS. x ±s.n =3.＊P <0.05 ,＊＊P<0.01 vs 0 h for fi-

bronectin;#P<0.05 , ##P<0.01 vs 0 h for collagen.

图 1　PCl-CS模型中脾细胞与细胞外基质粘附能力的变化

时程

2　细胞因子对脾细胞粘附功能的调节

取攻击后 18 h脾淋巴细胞 ,体外与细胞因子共

孵4 h后 ,测定细胞粘附功能。结果发现 , IL-2 在

10×10
4
U/L时显著增强脾淋巴细胞对Ⅰ型胶原的粘

附能力 ,TNF-α显示剂量依赖性的促进作用 , IFN-γ

有一定的促进粘附的趋势。将这几种细胞因子两两

应用时 ,TNF-α和 IFN-γ具有显著的协同作用 ,而

这两种细胞因子与 IL-2均无协同作用(表 1)。

Fig 2　Comparison of the effects of TNF-αon the adhesion of total

spleen cells and T cell. x ±s.n=3.＊＊P <0.01 vs con-

trol;#P <0.01 vs TNF-α40 ×104 U/ L of total spleen

cells.

图2　TNF-α对脾细胞和 T细胞粘附功能的作用比较

表1　各种细胞因子对 PCl-CS小鼠脾淋巴细胞粘附功能的

影响

Tab 1　Effect of various cytokines on the adhesion of spleen lympho-

cytes isolated from mice with PCl-CS( x±s.n=3)

Concentration

(103×U/L)

Bound cells

(%)

Control - 8.78±3.24

50 9.84±3.19

IL-2 100 15.87±2.97＊

200 7.57±1.08

50 14.44±3.66

IFN-γ 100 11.85±3.24

200 12.33±3.12

100 13.76±1.35

TNF-α 200 18.89±4.02＊

400 20.48±2.94＊＊

IL-2+IFN-γ 100+100 14.39±2.39

IL-2+TNF-α 100+200 12.33±5.33

IFN-γ+TNF-α 100+200 32.00±1.79＊＊Δ#

　＊P <0.05 , ＊＊P<0.01 vs control;ΔP<0.01 vs IFN-γ10×

104 U/ L;#P<0.01 vs TNF-α20×104 U/ L.
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3　TNF-α对 T细胞的粘附功能调节

取攻击后 18 h 的脾淋巴细胞 ,将其纯化为 T 淋

巴细胞 ,然后与不同浓度的 TNF -α共孵。结果发

现 ,TNF-α剂量依赖性地促进 T 淋巴细胞与 Ⅰ型胶

原的粘附。与总脾淋巴细胞相比 ,同浓度的 TNF -α

促进 T细胞粘附的作用更为显著(图 2)。

讨　　论

　　迟发型超敏反应是由 T 淋巴细胞介导的以淋巴

细胞和巨噬细胞浸润为主的炎症反应 ,它参与了许

多免疫性疾病的病理过程。PCl-CS 是一种典型的

迟发型超敏反应 ,小鼠耳壳的炎症肿胀通常在攻击

后6 h开始上升 ,18-24 h达到高峰 ,之后开始消退 ,

48 h时基本恢复正常水平[ 10] 。本研究发现 ,小鼠脾

淋巴细胞与细胞外基质成分 FN 和 Ⅰ型胶原的粘附

能力与炎症肿胀的时程基本一致。这表明 ,随着炎

症的发生和消退 ,淋巴细胞与细胞外基质的粘附能

力相应出现上升和下调。这为淋巴细胞粘附能力变

化与炎症的关系提供了相关的证据 。

我们的研究还发现 ,体外在无刺激剂的情况下 ,

在上述攻击后各时点所取的细胞的粘附能力均维持

在极低水平(数据未出示)。这提示 ,抗原攻击后 ,淋

巴细胞虽具备粘附的潜能 ,但只有在适当的刺激下 ,

才能表现出粘附能力的增强。那么 ,在体内 ,脾淋巴

细胞的粘附能力是如何被激发的呢? 已知在迟发型

超敏反应中 ,抗原特异性的淋巴细胞被活化后 ,会产

生各种细胞因子 ,这些细胞因子进一步可调节各种

相关细胞的功能 。为此 ,我们研究了 IL-2 、TNF -α

及 IFN-γ对脾淋巴细胞粘附功能的影响 。结果发

现 , IL-2和 TNF -α单独使用均有增强脾淋巴细胞

粘附能力的功能 , IFN-γ有增强的趋势 ,其中 , TNF

-α的作用较为显著。将这些细胞因子两两合并使

用时 ,TNF-α和 IFN-γ有明显的协同效应。但是 ,

IL-2与 TNF-α或 IFN-γ合用时 ,其促进粘附的能

力反而有所降低。这表明 ,淋巴细胞与细胞外基质

的粘附功能受炎症过程中产生的细胞因子调节 ,各

种细胞因子之间通过特定的相互协调而发挥其功

能。其具体的机理有待进一步研究 。

我们进一步将脾淋巴细胞纯化为 T 细胞 ,检测

TNF-α对其粘附功能的影响 ,结果发现 , TNF-α剂

量依赖性地促进了抗原攻击后 18 h T 细胞的粘附能

力 ,并且 ,这种促进作用明显高于对脾总淋巴细胞的

作用。这提示 ,PCl-CS小鼠脾淋巴细胞中与细胞外

基质粘附的主要为 T淋巴细胞 ,T 细胞与细胞外基质

之间的粘附能力受细胞因子的调节而上升可能是迟

发型超敏反应初期的细胞病理学特征之一。
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Adhesion of mice lymphocytes to extracellular matrix

in delayed-type hypersensitivity

LIU Jian-li1 , XU Qiang1 , 2

(1
Department of Pharmacology for Chinese Materia Medica , China Pharmaceutical University , Nanjing 210038 ,China;

2
StateKey Laboratory of Pharmaceutical Biotechnology , School of Life Sciences , NanjingUniversity , Nanjing 210093 , China)

　　[ ABSTRACT] 　AIM:To investigate the adhesion between lymphocytes and extracellular matrix (ECM)in de-

layed-type hypersensitivity (DTH)in mice as well as the regulatory effect of several cytokines on it.METHODS:DTH

was induced by the application of picryl chloride (PCl)to mice that had been sensitized twice by PCl , followed by isolat-

ing the spleen lymphocytes at different times.The adhesion of spleen lymphocytes to fibronectin or type Ⅰ collagen were

examined.In some cases , spleen lymphocytes obtained at 18 h were incubated with various concentrations of IL-2 , IFN

-γ, and TNF-αfor 4 h at 37℃before the adhesion assay.T cells purified from the spleen lymphocytes were also used

for the assay in the presence of TNF-α.RESULTS:The adhesion of spleen lymphocytes to ECM began to increase at

6 h after PCl challenge , reached a peak at 18 h , then decreased and returned to normal level at 36 h.IL-2 significantly

increased the adhesion of lymphocytes to ECM at a dose of 1×105U/L and TNF-αenhanced the adhesion in a concen-

tration-dependent manner.The combined use of TNF-αand IFN-γshowed a significantly enhanced adhesion.TNF

-αwas more effective to accelerate the adhesion of spleen T Cells than that of total spleen lymphocytes.CONCLU-

SION:In the process of DTH , the adhesion of lymphocytes to ECM was regulated by several cytokines and associated

with the development of inflammation.

[ KEY WORDS] 　Lymphocytes;Adhesions;Extracellular matrix;Hypersensitivity , delayed;Mice
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