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EML 分泌 IL -2 及 IL -4 的影响
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　　 [摘　要 ] 　将妊娠 17 d 山羊子宫内膜淋巴细胞 (EM L ) 放入含不同剂量 PHA 2P, CD 58 和雌酮的介质中进

行体外培养, 并分别用生物学方法和双抗体夹心 EL ISA 法测定培养上清液中 IL 22 和 IL 24 的水平。结果表明,

CD 58 和雌酮处理组 EM L 分泌的 IL 22 水平低, 与细胞对照组差异不显著, 并显著低于 PHA 2P 处理组。3 个浓度

CD 58 处理组 IL 24 分泌水平高达 5. 40～ 6. 36 ngömL , 高浓度雌酮处理组 IL 24 分泌量也达到 4. 77 ngömL , 与

细胞对照组差异均极显著, 而且 CD 58 能以剂量依赖方式促进 EM L 对 IL 24 的分泌。
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　　细胞因子与哺乳动物母—胎界面的免疫调节密

切相关[1 ]。研究表明[1 ] , IL 22 主要参与子宫局部免疫

排斥反应, 不利于妊娠的维持。 IL 24 属于维持妊娠

的主要细胞因子, 可调节胎盘生长, 刺激蜕膜单核

细胞形成 IL 21 受体颉抗剂 ( IL 2R a) , 并在感染初期

发挥抗早产作用[2 ] , 在体外可抑制N K 样细胞的细

胞毒性[3 ] , 促进子宫黏膜免疫耐受, 还能与 IL 210 共

同作用, 降低已活化巨噬细胞的活性[4 ]。新近研究发

现, CD 58 不仅存在于红细胞膜及血清[5 ] , 而且能显

著促进妊娠早期山羊子宫内膜淋巴细胞 (EM L ) 的

活化[1 ]。然而, 关于 EM L 活化后分泌 IL 22 和 IL 24

的活性及其影响因素尚未见报道。对山羊妊娠早期

EM L 体外分泌活动的研究, 不仅有助于阐明细胞因

子与母- 胎界面免疫抑制的关系, 而且能为 CD 58

及雌酮在山羊生殖调控中的应用提供参考。

1　材料和方法

1. 1　EM L 培养上清液的制备

　　按文献 [ 1 ] 中的方法制备妊娠 17 d 山羊 EM L

悬液 (2×106 mL - 1) , 并加入 96 孔培养板, 再将各

孔分为试验组和对照组。试验组分别加入 PHA 2P,

CD 58 及雌酮作为 3 个处理, 每处理设 1～ 3 个水平

组, 另设细胞对照组。试验组所加 PHA 2P 质量浓度

为 20 m gömL (A 组) , CD 58 分原液 (E t 花结抑制

率为 58. 89% , C 1 组) 及 2 倍和 4 倍稀释液 (C 2 和

C 3 组) , 雌酮设原液 (40 pgömL , D 1 组)、20 pgömL

(D 2 组) 和 10 pgömL (D 3 组)。以单纯 EM L 为细胞

对照组, 空白对照组只含完全培养液 (CM ) , 不含

EM L。各组均设 3 个复孔, 每孔总量均为 200 ΛL。

于 37 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度条件下培养

66 h。取各孔上清液 25 ΛL 移于另一 96 孔培养板

中, 分别用CM 作 8 倍稀释, - 20 ℃保存。

1. 2　 IL 22 的测定

采用生物学方法进行。向一次解冻的各孔稀释

上清液中分别加入活细胞浓度为 2×105 mL - 1的

IL 22 依赖细胞 (CTLL ) 100 ΛL , 向另一组CTLL 孔

中加入等体积倍比稀释的 IL 22 标准品, 用于测定标

准曲线。各孔于 37 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿

度条件下培养 22～ 24 h, 给各孔加入M T T 应用液

(5 m gömL ) 20 ΛL。继续孵育 4～ 6 h, 每孔加入 SD S2
DM F 溶解缓冲液 50 ΛL , 作用 6～ 8 h 后, 用 EL ISA

读数仪于 570 nm 处以空白对照孔调零, 测定各组

OD 值, 计算刺激指数 (St im u la t ive index, S I) , 绘

制标准曲线, 确定各试验组 IL 22 含量, 并进行统计

分析。

1. 3　 IL 24 测定

利用EL ISA 试剂盒 (美国 Sigm a 公司生产) , 按

双抗体夹心法操作。加入抗 IL 24 酶标抗体及显色剂
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后, 用 EL ISA 读数仪于 410 nm 处以空白对照孔调

零, 测定各处理组和标准样品组OD 值, 并以细胞对

照组OD 值为参照计算 S I 值, 绘制标准曲线, 确定

各试验组 IL 24 含量, 并进行统计分析。

2　结　果

2. 1　CD 58 对山羊 EM L 分泌 IL 22 的影响

　　由表 1 可知, 只有A 处理组分泌 IL 22 的水平显

著高于其他各组。C 处理各水平组及D 1 组 EM L 分

泌 IL 22 的水平与细胞对照组差异均不显著。

2. 2　CD 58 对山羊 EM L 分泌 IL 24 的影响

由表 2 可知, 除D 2, D 3 两组外, 其他各处理组

均能显著促进山羊 EM L 分泌 IL 24。A , C 及D 1 处

理各水平组与细胞对照组差异极显著, 并且C 1, C 2

和 C 3 3 个水平 IL 24 浓度之间差异极显著。显示,

CD 58 能显著促进 EM L 分泌 IL 24, 并且具有剂量依

赖性。与之类似, 较高浓度雌酮处理组也能显著促

进 EM L 分泌 IL 24。
表 1　CD 58 对山羊 EM L 分泌 IL 22 的影响

T able 1　Effects of CD 58 on the secret ion of IL 22 by goat EM L

处理组
T reatm em t

x i (S I)
A verage S I

x iö(U ·ΛL - 1)
A verage IL 22
concen tration

x i- 0. 081 7 x i- 0. 169 3 x i- 0. 221 9

A 1. 056 0. 685 1 0. 603 43 0. 515 83 0. 465 33

C1 1. 030 0. 221 9 0. 140 2 0. 052 6

C2 1. 030 0. 221 9 0. 140 2 0. 052 6

D 1 1. 022 0. 169 3 0. 087 6

C3 1. 008 0. 081 7

细胞对照 Cell CK 1. 000

　　注: x i为平均数; 3 为差异显著 (L SD > L SD 0. 05) , L SD 0. 05= 0. 451 8。

N o te: x i fo r average value. 3 fo r sign ifican t difference (L SD > L SD 0. 05) , L SD 0. 05= 0. 451 8.

表 2　CD 58 对山羊 EM L 分泌 IL 24 的影响

T able 2　Effects of CD 58 on the secret ion of IL 24 by goat EM L

处理组
T reatm en t

x i (S I)
M ean S I

x iö(ng·mL - 1) x i-
4. 562 8

x i-
4. 629 7

x i-
4. 766 1

x i-
5. 401 1

x i-
5. 625 1

x i-
6. 355 6

A 1. 81 7. 036 1 2. 473 33 3 2. 406 43 3 2. 270 03 3 1. 635 03 3 1. 411 03 3 0. 680 53 3

C1 1. 62 6. 355 6 1. 798 23 3 1. 725 93 3 1. 586 53 3 0. 954 53 3 0. 730 53 3

C2 1. 40 5. 625 1 1. 062 33 3 0. 995 43 3 0. 859 03 3 0. 224 03 3

C3 1. 32 5. 401 1 0. 838 33 3 0. 771 43 3 0. 635 03 3

D 1 1. 09 4. 766 1 0. 203 33 3 0. 136 43

D 2 1. 04 4. 629 7 0. 066 9

D 3 1. 01 4. 562 8

细胞对照 Cell CK 1. 00

　　注: x i为平均数; 3 3 为差异极显著 (L SD > L SD 0. 01) , L SD 0. 01= 0. 180 6; 3 为差异显著 (L SD > L SD 0. 05) , LD 0. 05= 0. 122 1。

N o te: x i fo r average value. 3 3 fo r qu ite sign ifican t difference (L SD > L SD 0. 01) , L SD 0. 01= 0. 180 6. 3 fo r sign ifican t difference (L SD

> L SD 0. 05) , L SD 0. 05= 0. 122 1.

3　讨　论

3. 1　 IL 22 与山羊早期妊娠维持

　　据研究, IL 22 活性为 1. 0～ 10. 0 U öΛL 的介质

在体内外可以诱导产生淋巴因子活化的杀伤细胞

(LA K) , 使之分泌 IFN 2Χ, TN F2Α等, 间接加强巨

噬细胞的功能而延长感染弓形体小鼠的生存期[6 ] ,

或增强淋巴结中淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤作

用[7 ]。流产模型雌鼠母胎界面存在 IL 22 的mRNA

表达, 产生 IL 22, IFN 2Χ及 TN F2Α等, 而正常鼠无

此现象[1 ]。另外据研究, 不明原因不孕妇女宫颈粘液

中 IL 22 含量明显高于正常妇女, 并与 IFN 2Χ水平呈

显著相关[8 ]。说明子宫局部高水平的 IL 22 不利于妊

娠维持。与之相反, 活性水平为 0. 6 U öΛL 的低剂

量 IL 22 可引起小鼠胸腺细胞由 CD 4- CD 8- 向

CD 4+ CD 8+ 再向 CD 4+ CD 8- öCD 4- CD 8- T 细胞分

化[9 ] , 而 Χ∆T 细胞为CD 4- CD 8+ öCD 4- CD 8- 表型T

细胞, 并且被认为在胸腺内分化[10 ] , 因而推测, 妊

娠早期子宫局部低浓度的 IL 22 经血液循环至胸腺,

使 Χ∆T 细胞分化增多, 从而使移居于子宫特定部位

的 Χ∆T 细胞增多。同时, 适量的 IL 22 能刺激滋养层

细胞生长, 还能激活子宫局部原有 Χ∆T 细胞, 维持

子宫黏膜的免疫耐受[11 ]。本试验CD 58 处理各水平

妊娠 17 d 山羊 EM L 所产生 IL 22 较少, 活性水平约
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为 0. 17～ 0. 22 U öΛL , 因而不能引起强烈的细胞

排斥反应, 而是有利于刺激胎盘组织发育和参与母

—胎界面的免疫耐受。这一时期, CD 58 及雌酮对

EM L 体外产生 IL 22 没有显著促进作用。由于妊娠

17 d 时血浆雌酮浓度极低, 故推测雌酮在体内对

EM L 分泌 IL 22 的活动没有重要影响。新近研究证

实, CD 58 能极显著促进妊娠 17 d 山羊 EM L 的活

化, 本研究进一步证明活化后 EM L 分泌 IL 22 的水

平并没有显著提高, 其机理有待进一步研究。

3. 2　 IL 24 与山羊妊娠早期子宫黏膜免疫耐受

胎盘组织形成的 IL 24 能抑制 IL 22 通过N K 细

胞对滋养层的损伤, 抑制蜕膜、羊膜生成 PGE, 还

能抑制单核细胞分泌 TN F2Α和 IL 26。据研究, IL 24

可以刺激胎盘生长, 防止N K 细胞对滋养层细胞的

损伤, 因而有利于胚胎附植。IL 24 能促进 T h0 细胞

向 T h2 型细胞转化, 使免疫应答偏向 (sh if t ing) 细

胞免疫抑制[11 ]。山羊妊娠 17 d 正处于胚胎附植的开

始阶段, 本试验证实, 体外活化的该期EM L 分泌较

高水平 IL 24, 提示 IL 24 是山羊早期胚胎附植重要的

调节物质, 也是参与妊娠子宫局部免疫抑制的主要

细胞因子。

各水平CD 58 能以剂量依赖方式极显著促进妊

娠 17 d 山羊 EM L 产生 IL 24, 因而推测CD 58 能促

进 T h2 型细胞活化, 这对子宫局部免疫抑制和胚胎

附植具有重要的意义。
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Effects of CD 58 and est rone on the secre t ion of IL 22 and
IL 24 by goat EM L in early gesta t ion

SHEN W en -zheng1, W ANG A i-hua2, L IY in -q ian 2, M A Y ong- j iang2,
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Abstract: Endom etria l lymphocytes ( EM L s ) of p regnan t goat ( 17 d ) w ere cu ltu red in vit ro
respect ively in m edia con ta in ing PHA 2P, CD 58 and estrone at d ifferen t do ses. T hen IL 22 and IL 24 in

m edium supernatan ts w ere m easu red respect ively w ith b io logica l m ethod and doub le2an t ibody EL ISA. T he

resu lts show ed that EM L s trea ted w ith CD 58 and estrone secreted IL 22 at low level are in sign if ican t ly
differen t from that of con tro l cell group and sign if ican t ly low er than that of EM L s trea ted w ith PHA 2P.

T he EM L s trea ted w ith CD 58 in th ree concen tra t ion s do se2dependen t ly p roduced 5. 40- 6. 36 ngömL of IL 2
4 and tho se w ith est rone at h igher do se p roduced 4. 77 ngömL of IL 24, a ll sign if ican t ly h igher than that of

con tro l cell group.

Key words: EM L ; IL 22; IL 24; CD 58; est rone; rep roduct ive con tro l
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