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TNF- A及 IL- 6分泌的影响
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摘要  目的:通过检测 SARS- CoV X4 基因转染后 T细胞细胞因子分泌的变化 ,研究 SARS- CoV X4 蛋白潜在的功能及其作

用机制,并探讨其与 SARS- CoV致病机制的关系。方法: 利用 RosetteSep 分离法分离外周血T 细胞,以 Amaxa核转染仪将 pEGFP

- SARS- CoV X4真核表达载体转入 T细胞 ,应用激光共聚焦显微镜观察其瞬时表达情况, 流式细胞仪检测转染效率, CBA 技术

检测T 细胞细胞因子。结果: SARS- CoV X4 基因转染后 12h 得到了明显表达,共聚焦显微镜观察到 EGFP绿色荧光表达, 流式细

胞仪检测其表达率为 245;与空载体转染组相比 , SARS- CoV X4 基因转染能显著促进 T 细胞 IL- 6 及 TNF- A的分泌。结论:

SARS- CoV X4蛋白可诱导 T细胞分泌前炎症因子 IL- 6 及TNF- A, SARS- CoV X4蛋白可能在 SARS 发病机制中起重要的作用。
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ABSTRACT Objective: To explore the function of the SARS- CoV X4 protein and its role in SARS pathogenesis, by detecting the

change of cytokine secretion of T cells after transfection of SARS- CoV X4 gene. Methods: T cells were transfected with pEGFP- SARS- CoV

X4 expression vector by Amaxa Nucleofector , and the green fluorescence of EGFP were detected with flow cytometry and confocal microscopy;

The production of cytokine were investigated by Cytometry Beads Assay. Results: The green fluorescence of EGFP could be detected by with

flow cytometry, confocal microscopy; the secretion of IL- 6 and TNF- A increased remarkably in SARS- CoV X4 transfection group. Conclu-

sion: SARS- CoV X4 can promote T cells to secrete preinflammatory cytokine IL- 6 and TNF- A; it may play an important role in the patho-

genesis of SARS.
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前言

严重急性呼吸综合症 ( severe acute respiratory syndrome) , 又

称非典型肺炎, 研究发现其是由一种全新的冠状病毒 ( SARS

coronavirus)引起的[ 1- 2]。通过对 SARS CoV 进行测序和分析,

证实 SARS CoV为单链正义 RNA, 有 11 个开放阅读框( ORF) ,

其中ORF8 编码的序列为未知基因 X4, 其产物 X4蛋白为包含

122 个氨基酸残基的未知功能蛋白, 经 BLAST 和FASTA 分析无

法找到同源序列或蛋白[ 3- 4]。虽然该蛋白是一个从 DNA 序列

推定的功能未知的蛋白,但可能在病毒复制、发病机制及免疫

应答等方面具有潜在的作用, 值得深入研究[ 5- 6]。本实验利

用细胞核转染技术将 SARS- CoV X4- EGFP 融合蛋白基因表

达载体转染T 细胞,通过检测 T 细胞分泌细胞因子的变化, 旨

在研究 SARS- CoV X4 蛋白潜在的功能, 并探讨其在 SARS 发

病机制的作用。

1  材料与方法

1. 1  主要试剂:

德国 Amaxa 公司: 优化 T 细胞转染 Kit( Optimized protocol

human T Cell nucleofectorTM kit) ; 美国 PharM ingen 公司: Cytometric

Bead Array ( CBA) kit、鼠抗人单克隆抗体 anti- hCD3- PE( phy-

coerythrin, 藻红蛋白) ; 真核表达载体 pEGFP- N1 购自 Clon-

Tech; Sigma公司: 碘化丙啶 ( Propidium, PI) ; 上海试剂二厂: 淋

巴细胞分离液; RPMI- 1640 完全培养液: 10%胎牛血清( GIB-

CO) , 2mmol/ L L- glutamine( Sigma) , 100U/ ml青霉素, 100Lg/ mL

链霉素, 50Lmol/ LB- 巯基乙醇 ( Sigma) , RPMI- 1640 培养液
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( GIBCO)。

1. 2 人外周血 T细胞分离:

取正常健康志愿者外周血于肝素抗凝管, 加入 RosetteSep

分离液( 50LL/ mL 全血) , 充分混匀, 室温静置 30 分钟,以等倍

体积 PBS 稀释,充分混匀后小心加到淋巴分离液上 ,以 20e 、

2000rpm 离心 20 分钟,取中间单核细胞层, 用PBS 洗两次( 4e ,

1500rpm, 15min) , 然后用 RPMI- 1640 完全培养液调整细胞数

为 2- 4@ 109cell/ L。

1. 3 SARS- CoV X4 基因合成:

由本实验室合成和鉴定。质粒以 Qiogen 高纯度试剂盒纯

化,无内毒素, A260/ A280> 1. 8。

1. 4 T 淋巴细胞转染及培养:

收集细胞, 调整细胞数为 2 @ 106 / 100uL 转染溶液, 采用

Optimized protocol human T Cell nucleofectorTM kit,用Amaxa细胞核

转染仪将载体转入 T 细胞, 具体操作按 Amaxa建议的操作程

序及其试剂盒说明书进行。整个过程在 20分钟内完成, 以减

少细胞死亡率,提高转染效率。将转染后的 T 细胞接种到 12

孔培养板内, 每孔加入含体积分数为 10% 胎牛血清 ( FBS)的

RPMI1640完全培养基 2ml, 在 37e 、体积分数为 5% 的 CO2 培

养箱中培养。

1. 5 激光共聚焦显微镜观测 EGFP 表达:

收集转染后的T 细胞,封于载玻片上, 以激光共聚焦显微

镜( High Speed Confocal M icroscope, Perkin Elmer)进行活细胞观

察,激发光为 488 nm,细胞产生的荧光以冷 CCD 扫描成像, 并

以伪彩色(绿色)显示荧光。

1. 6 Cytometric Bead Array ( CBA) 检测细胞因子 :

细胞培养12h后, 收集细胞,以 20e 、1500rpm 离心 5分钟,

收集上清, 待测。检测时按 CBA 试剂盒说明进行, 首先将捕

获微球和 PE 检测试剂加入管中,然后把各细胞因子标准品等

倍稀释与待测样品分别加入各管, 室温避光孵育 3h,用洗液洗

一遍,重悬于 300uL洗液,上流式细胞仪分析。

1. 7  免疫荧光染色:

采用直接免疫荧光抗体标记法染色。取各孔培养的细

胞,用 PBS 洗涤 2 次, 离心浓缩成 50LL , 分别加入 anti- hCD3

mAb- PE10LL, 室温下避光放置 30min, 再用 PBS 洗涤 2 次, 最

后用 400uLPBS 重悬细胞并加入 PI溶液 5uL,染色 5 分钟, 进行

流式细胞仪检测。

1. 8  流式细胞仪分析:

全部数据经 FACSCalibur 流式细胞仪及 CELLQuest 软件获

取和分析。先在前散射 ( Forward scatter, FSC) 和侧散射 ( Side

scatter, SSC)的二维散点图中划出淋巴细胞区, 再经 FL2和 FL3

的二维散点图排除死细胞, 然后对活的T 细胞作 EGFP 荧光强

度检测,每管样品检测 10 000个细胞。数据显示于直方图中,

获得数据用 CELLQuest 软件分析。细胞因子数据的获取及分

析采用 BD公司 CBA分析软件。

1. 9  统计学分析:

全部数据使用统计软件包 SPSS 11. 0 for Windows 进行处

理,数据以均数 ? 标准差 (�x ? s) 表示, 两组间比较用非配对

Student. s t- test。

2  结果

2. 1  T细胞的纯度鉴定:

取得高纯度T 细胞是研究 T 细胞行为的前提, 本实验中

我们采用 RosetteSep 分离液分离外周血 T 细胞。RosetteSep 分

离液是由多种抗体组成的混合液, 能有效去除非 T 细胞。经

RosetteSep分离后 T细胞纯度为 92. 80? 1. 92% , 而未经纯化的

外周血单个核细胞中T 细胞约为 63. 29? 5. 40%。图1 为一次

实验结果的典型图。

图 1 RosetteSep分离纯化T 细胞的FACS分析。

Fig 1  Flow cytometric analysis of purity of T lymphocyte populat ion isolated with RosetteSep

2. 2 SRAS- CoV X4- EGFP融合蛋白在 T 细胞中的表达及亚

细胞定位:

共聚焦显微镜观察发现, SARS- CoV X4 融合蛋白分布于

整个细胞,在表达水平较高的细胞可见细胞核中的荧光较亮

(图 2 C) ; 而空载体的 EGFP 则均匀地分布于整个细胞 (图 2

B) ,未转染组则无任何荧光(图 2 A)。
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图 2  激光共聚焦显微镜观察转染 pEGFP- SARS X4的T 细胞中绿色荧光的分布( @ 1000)

Fig 2  Laser scanning confocal microscopy analysis of green fluorescence distribution in pEGFP- SARS X4 transfected T cells( @ 1000)

A control; B pEGFP- N1; C pEGFP- SARS- CoV X4

2. 3 流式细胞仪检测 SARS X4- EGFP融合蛋白在 T 细胞中

的表达率。:

将转染后的 T 细胞继续培养, 12h 后用流式细胞仪检测

SARS- CoV X4- EGFP的转染率可达 24% (图 3 C) ; pEGFP 组

转染率为 41% (图3 B) ,而对照组没有绿色荧光蛋白表达(图 3

A)。

图 3  流式细胞仪分析经 pSARS X4- EGFP转染的 T细胞 EGFP 绿色荧光表达水平

Fig 3  Flow cytometry analysis of the expression of EGFP f luorescence in T cells transfected with pEGFP- SARS- CoV X4 vector

A control  B p EGFP- SARS- CoV X4  C pEGFP- N1

2. 4 SRAS X4基因转染后 T 细胞分泌细胞因子的变化:

图 4所示为 CBA 检测细胞因子表达谱的荧光强度散点

图,纵轴从上至下分别代表细胞因子 IL- 2、IL- 4、IL- 6、IL-

10、TNF- A和 IFN- C, 横轴表示各细胞因子的荧光强度。由图

4、表 1 可见, pEGFP- SARS- CoV X4 转染组T 细胞分泌 IL- 6

及TNF- A的浓度显著高于 pEGFP组 ( P< 0. 01) ,而其它细胞

因子浓度则没有明显差异。

图 4  CBA 分析结果代表图

Fig 4  Representat ive result of cytomet ric bead array analysis in culture supernatants of T cells transfected with pEGFP- N1 or pEGFP- SARS X4 vector for 12h
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表 1 pEGFP- N1及 pEGFP- SARS X4转染T 细胞后细胞因子分泌的变化

Table 1  Changes of cytokine profile on T cells transfected with pEGFP- N1 and pEGFP- SARS X4 (�x ? s, n= 3, pg/ mL)

Group IL- 2 IL- 4 IL- 6 IL- 10 TNF- A IFN- C

EGFP [ 20 [ 20 [ 20 [ 20 [ 20 [ 20

SARS X4 [ 20 [ 20 125. 7+ 4. 2* [ 20 47. 4+ 3. 3* [ 20

  * P< 0. 01vs EGFP组

3  讨论
SARS- CoV X4 基因是一未知功能序列, 经其编码产物 X4

蛋白功能不祥,已证实在 X4 蛋白在 SARS 患者肺病变组织中

有表达,并推测其在肺部的表达可能与 SARS 肺组织弥漫性损

伤的发生发展有关[ 6- 7]。除肺组织外, SARS 患者多种免疫细

胞中有 SARS- CoV 表达,这间接提示 X4蛋白可能在这些细胞

中表达,并参与 SARS 发病的免疫学机制[ 8- 9]。我们的实验结

果显示,转染后 SARS- CoV X4- EGFP 融合蛋白可在原代T 细

胞中表达, 12h 表达率为 24% ;经共聚焦显微镜观察, SARS-

CoV X4- EGFP融合蛋白分布于整个细胞中, 主要定位于细胞

浆和细胞核,并没有膜分布的趋向。

在 SARS发病过程中, 细胞因子分泌紊乱可能是造成肺损

伤的重要原因。Peiris 等在尸检中发现, 重症 SARS 患者的肺

组织都有明显的损伤,肺泡内有多核巨细胞, 肺组织中有吞噬

红细胞的现象,提示细胞因子分泌失控 [ 10]。Wong CK 等通过检

测SARS 患者血浆中 Th 细胞因子、前炎症细胞因子和趋化因

子水平,发现 SARS 患者 Th1 型细胞因子 IFN- C、前炎症因子

IL- 1、IL- 6、IL- 12 和中性粒细胞趋化因子 IL- 8、巨噬细胞

趋化蛋白( MCP- 1)显著增高 [ 11]。我们运用 CBA 技术检测 T 细

胞细胞因子谱表达发现, 与 EGFP空载体转染组相比, SARS-

CoV X4 基因转染后可明显促进前炎症细胞因子 TNF- A、IL- 6

分泌。这些结果提示 SRAS- CoV X4 蛋白很可能调节某些前

炎症细胞因子基因的表达, 而这些前炎症细胞因子基因的过

度表达则可能是造成 SARS 患者肺损伤的重要病理基础。因

此我们推测 SARS- CoV X4 基因表达可能在 SARS- CoV 感染

患者肺损伤发病机制中起重要作用。

总之, 我们的研究表明, SARS- CoV X4- EGFP融合蛋白

基因能在T 细胞中表达,主要分布在胞浆及细胞核, 并能促进

细胞因子 IL- 6 和TNF- A分泌。对 SARS- CoV X4 蛋白功能

的进一步深入研究,有助于解释 SARS 致病机理。
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