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CD 58对山羊子宫内膜 Χ∆T细胞活化及其
分泌 TGF-Βs的作用
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　　 [摘　要 ] 　用M T T 法测定了CD 58对山羊妊娠不同时期子宫内膜 Χ∆T 细胞的活化作用, 同时应用 EL ISA

法, 分别测定了山羊妊娠第 30天的子宫局部 Χ∆T 细胞在体外活化后分泌 T GF2Βs的特性。结果表明, CD 58可以

剂量依赖的方式刺激 Χ∆T 细胞活化, 在试验剂量范围内, 1. 25 m göL CD 58刺激作用最强。同时, 各刺激因素的

作用在妊娠的不同时期也存在差异, 在相同剂量 CD 58的刺激下, Χ∆T 细胞的活化程度自妊娠第 20天起至妊娠 3

个月, 依次升高, 4个月又呈下降趋势。PHA 2P 和CD 58均可刺激子宫内膜 Χ∆T 细胞分泌 T GF2Β1 和 T GF2Β2, 其

分泌量与细胞的活化程度一致。与目前已研究的小鼠等动物不同, T GF2Β1的分泌量显著高于 T GF2Β2。
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　　妊娠期间子宫内膜Χ∆T 细胞数量增多, 其活化

和分泌活性对妊娠的免疫耐受具有重要作用[1 ] , 因

而其活化机制受到国内外研究者的广泛关注。CD 58

表达于多种体细胞, 尤其是红细胞, 且以游离的形

式存在于血液中[2 ] , 能够以非M HC 限制的方式非

特异地刺激淋巴细胞的活化[3 ]。妊娠期母胎间血液

的接触最为密切, 而CD 58是否参与 Χ∆T 细胞的活

化, 则未见报道。本研究以山羊CD 58为材料, 对山

羊妊娠期 Χ∆T 细胞的刺激作用进行了探索, 并测定

了CD 58对 Χ∆T 分泌 T GF2Βs的影响, 对揭示红细

胞免疫在子宫局部免疫调控中的作用具有重要意

义。

1　材料与方法

1. 1　试验动物与试剂

　　山　羊　购自陕西省杨陵区养殖农户, 均为 2

年或当年青年母羊, 临床检查健康, 经 2个发情周

期观察正常后, 任其自然发情并本交配种, 记录配

种日期, 于妊娠第 20, 30, 90和 120天, 剖腹取出

子宫, 用于 Χ∆T 细胞制备。

CD 58　CD 58自健康山羊红细胞提取[4 ] , 经效

价检测后真空冷冻干燥, - 30 ℃ 保存。本试验所用

CD 58的 E t 花环抑制率≥70%。临用前用R PM I

1640培养液 (H yclone) 稀释为使用浓度。

T GF2Β检测试剂盒　T GF2Β检测试剂盒为美
国 Sigm a 公司产品, 包括T GF2Β样品缓冲液, T GF2
Β1 及 T GF2Β2 标准品原液, T GF2Β多克隆抗体
(pA b)、T GF2Β2HR P 酶结合物、酶底物、显色剂等。

1. 2　方　法

1. 2. 1　Χ∆T 细胞悬液制备　按文献 [ 5 ] 的方法,

首先制备子宫内膜淋巴细胞 (EM L ) , 再用 1. 02～

1. 03 göL Perco ll分离液离心分离, 收集管底细胞,

经无Ca2+ , M g2+ 平衡盐溶液 (CM F) 洗涤后, 以完

全R PM I1640培养液 (CM ) 调活细胞浓度至 1×106

mL - 1。根据 Χ∆T 细胞不表达CD 4抗原, 极少表达

CD 8抗原的特性, 采用免疫磁珠法 (M A CS) [1 ]去除

EM L 中CD 4+ T 及CD 8+ T 细胞, 该法制备的细胞

悬液中CD 4+ T 及CD 8+ T 细胞比例分别< 5% , 所

得的细胞悬液即富含 Χ∆T 细胞的细胞悬液, 用

R PM I 1640培养液洗涤 3 次后, CM 调浓度至 1×

106 mL - 1。

1. 2. 2　细胞活化试验　取上述制备的细胞悬液,

按每孔 100 ΛL 加于 96孔细胞培养板中, 再分别加

入 PHA 2P 或CD 58, 设 PHA 2P + CD 58 和 CD 58 2

个试验组及 PHA 2P, 细胞和 CM 3 个对照组。含

PHA 2P 各组中 PHA 2P 的终质量浓度均为 0. 5 m gö
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L , 各组分别依相应的CD 58作 4个质量浓度梯度,

所有各孔均设 3个重复, 不足 200 ΛL 的各孔中加入

CM , 使所有孔总体积均为 200 ΛL。于 37 ℃, 体积

分数 5% CO 2、饱和湿度条件下培养 66 h, 轻轻取

出, 各孔吸出 100 ΛL (用于 T GF2Β的测定) , 加入

M T T 应用液 50 ΛL , 继续孵育至 72 h, 取出, 每孔

加入十二烷基黄酸钠2N , N 2二甲基甲酰氨 (SD S2
DM F ) 溶解缓冲液 100 ΛL , 于 37 ℃条件下孵育过

夜, 取出后, 用D G5030酶标仪 (华东电子集团) 在

570 nm 以阴性对照组调零, 测定各孔OD 值, 并按

下式计算各组刺激指数 (S I) :

S I= 试验孔OD 值ö细胞对照孔OD 值。

1. 2. 3　T GF2Βs的测定　取上述 1. 2. 2 中收获

的细胞培养上清液, 依照试剂盒说明书, 按双抗体

夹心法进行 EL ISA 试验, 测定上清液中的 T GF2Β1

和 T GF2Β2。

2　结果与分析

2. 1　CD 58刺激 Χ∆T 细胞活化的作用

　　图 1, 2显示, CD 58和 PHA 2P 均可刺激子宫内

膜 Χ∆T 细胞的活化。CD 58对 Χ∆T 细胞的活化程度

随CD 58剂量的变化而表现出差异, 在试验剂量范

围内, 1. 25 m göL CD 58刺激作用最强。同时, 各

刺激因素的作用在妊娠的不同时期也存在差异。

图 1　CD 58对子宫 Χ∆T 细胞的活化作用

F ig. 1　T he activation of CD 58 on uterus Χ∆T cells

a. 20 d; b. 30 d

图 2　CD 58对妊娠 3～ 4个月子宫 Χ∆T

细胞活化作用的比较

F ig. 2　Comparison of the activation

of CD 58 on uterus Χ∆T cells

　　　A. PHA 2P+ CD 58 90 d; 　　　B. CD 58 90 d

　　　C. PHA 2P+ CD 58 120 d; 　　　D. CD 58 120 d

分析表明, PHA 2P + CD 58 及 CD 58 的刺激剂

量对细胞的活化均有极显著的影响 (P < 0. 01)。妊

娠第 20天, PHA 2P 与 1. 25 m göL CD 58的刺激强

度相似 (P > 0. 05, 图 1) , 而妊娠第 30 天,

1. 25 m göL CD 58 的作用则显著高于 PHA 2P

(P < 0. 05) , 且CD 58刺激的 Χ∆T 细胞的活化程度

显著大于妊娠第 20天 (P < 0. 05, 图 2)。妊娠 90

d, CD 58的单独刺激作用显著高于CD 58+ PHA 2P

的联合刺激 (P < 0. 05) , 而对于妊娠 4个月山羊,

二者之间则无显著差异 (P > 0. 05)。妊娠 3个月的

Χ∆T 细胞活化程度均显著高于 4 个月和妊娠第 30

天 (P < 0. 01, 图 1, 2)。

2. 2　CD 58刺激 Χ∆T 细胞产生 T GF2Βs的作用

对CD 58 刺激妊娠第 30 天山羊子宫 Χ∆T 细胞

分泌的T GF2Β1 和T GF2Β2 进行了测定,结果见表 1。

由表 1 可见, PHA 2P 和 CD 58 均可刺激子宫内膜

Χ∆T 细胞分泌 T GF2Β1 和 T GF2Β2, 其分泌量的大小

与细胞的活化程度一致。同时, T GF2Β1 的分泌量显
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著高于 T GF2Β2。
表 1　CD 58刺激 Χ∆T 细胞分泌 T GF2Βs的作用

T able 1　T he effects of CD 58 on secret ion

of T GF2Βs from Χ∆T cells

T GF2Β1 T GF2Β2

X{ i (S I)
X{ iö

(Λg·L - 1) X{ i (S I)
X{ iö

(Λg·L - 1)

CD 58 1. 31 78. 675 1 2. 12 4. 299 8

PHA 2P+ CD 58 1. 05 1. 436 9 1. 20 0. 774 3

PHA 2P 1. 03 0. 832 2 1. 06 0. 595 6

3　讨　论

子宫黏膜局部 Χ∆T 细胞的活化条件及因素与

妊娠免疫耐受关系密切[1, 6 ]。对人子宫内膜 Χ∆T 细

胞研究表明[1 ] , 妊娠期 Χ∆T 细胞数量为非妊娠期的

100倍, 揭示妊娠期子宫内膜内淋巴细胞类型与表

型的变化。妊娠期子宫局部Χ∆T 细胞的活化与增殖

的刺激信号,一直是人们关注和研究的焦点之一。目

前发现磷酸化基团、热休克蛋白 (H SP60, 70) 及革

兰氏阴性细菌胞壁脂多糖 (L PS)在体内外能明显活

化黏膜表面的 Χ∆T 细胞[7 ]。滋养层细胞也能够活化

子宫局部的Χ∆T 细胞, 但对Χ∆T 细胞识别的分子仍

不清楚, 对其活化后的功能, 意见尚不统一。本研

究结果显示, CD 58可引起Χ∆T 细胞的活化, 其作用

具有剂量依赖性, 提示CD 58是 Χ∆T 细胞活化的信

号之一, 参与妊娠子宫 Χ∆T 细胞的活性调节。

进一步研究显示, 分离自妊娠不同时期的子宫

内膜内 Χ∆T 细胞对CD 58刺激的反应程度存在显著

差异, CD 58对妊娠 3个月山羊子宫 Χ∆T 细胞的活

化作用依次显著高于妊娠 30和 20 d 的山羊。而且,

对于妊娠 3个月山羊, PHA 2P 与CD 58共刺激下的

活化作用弱于CD 58单独作用, 妊娠 4个月以后这

种趋势不明显。提示 CD 58 对妊娠不同时期子宫

Χ∆T 细胞的活化作用受多种因素的影响。

目前认为, Χ∆T 细胞是生殖道 T GF2Βs的主要

来源, 而 T GF2Βs 反过来又调节 T 细胞的功能。

T GF2Β1 具有抑制 T 细胞活化及分化, 降低机体免

疫水平的作用。0. 5 ΛgöL 的 T GF2Β2 能显著抑制小

鼠外周 T 细胞的体外增殖[7 ]。对牛子宫内膜细胞体

外分泌活动的研究表明, 单独用 T GF2Β1 可使子宫

内膜细胞产生 PGE 2∶PGF 2 的比例显著升高, 而用

T GF2Β2 处理可下调子宫基质细胞 IL 22 mRNA 的

表达, 认为 T GF2Βs在子宫内膜局部的作用是提高

PGE 2的净生成, 减少 IL 22的分泌量[7 ] , 因而有利于

子宫局部免疫耐受。本试验证明, 山羊子宫内膜Χ∆T

细胞经CD 58和 PHA 2P 刺激活化后, 可分泌 T GF2

Βs, 与目前在小鼠、牛等的研究结果相似, 但本试验

中, 山羊子宫内膜 Χ∆T 细胞所产生 T GF2Β1 的量显

著高于 T GF2Β2, 这与小鼠等不同, 表明Χ∆T 细胞活

化后的分泌特性与动物种属有关。

妊娠期子宫局部 Χ∆T 细胞的活化及其功能的

发挥是一个极其复杂的动态变化过程, 受多种因素

的相互影响与约束。有研究认为[8 ] , 人外周血 Χ∆T

细胞可产生 GM 2CSF, TN F, IFN 2Χ, IL 24, IL 26和

IL 28等细胞因子, 这些细胞因子的比例, 与妊娠成

败密切相关。山羊子宫 Χ∆T 细胞的分泌谱组成如何

尚不清楚, 本试验为其进一步研究提供了可靠的试

验依据与方法。
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Co rre la t ion ana lysis betw een 3052day yie ld and characters of

m ilk p ropo rt iona lity in da iry ca t t le

L IU X iao- l in , ZHANG Hui- l in , XU Tie- shan , ZHANG L i
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: D ata fo r th is study w ere co llected from 35 dairy cat t le in D airy Cat t le T ria l Farm of
N o rthw est Sci2T ech U n iversity of A gricu ltu re and Fo rest ry. M ilk days in in it ia l stage (X 1) , m ilk days of

peak period (X 2) , m ilk days in la ter period (X 3) , m ax im um daily yield (X 4) , m in im um daily yield (X 5) ,

d ifference betw een m ax. and m in. (X 6) and 3052day yield (Y ) w ere m easu red. T he co rrela t ion coeff icien ts

w ere calcu la ted. T he fo rm er fou r characters of m ilk p ropo rt ionality w ere om it ted becau se of no sign if icance
of every co rrela t ion coeff icien t betw een each of them and 3052day yield. T he la ter tw o w ere u sed as

independen t variab les, and 3052day yield w as u sed as a dependen t variab le fo r path analysis. Path coeff icien t
(p i) , determ inat ion coeff icien ts (d i) and co rrela t ion index (R 2) w ere calcu la ted. T he resu lts show ed that
2 co rrela t ion coeff icien ts betw een characters of m ilk p ropo rt ionality and the 3052day yield w ere w ith very
sign if ican t d ifference (P < 0. 01). X 5 gave p redom inan t d irect effects (p 5= 1. 208 3) and determ inat ion on
3052day yield, it is the key effect ive facto r. X 6 gave a large direct effect (p 6= - 0. 419 1) and m iddle indirect
effect th rough X 5 on 3052day yield, and th is tw o characters are the good facto rs of m ilk p ropo rt ionality. It

is clear tha t the path coeff icien t analysis cou ld reveal the exact rela t ion sh ip betw een the independen t
variab les and the dependen t variab le.

Key words: da iry cat t le; m ilk p ropo rt ionality; m ilk yield; co rrela t ion analysis
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T he effects of CD 58 on act iva t ion of Χ∆T from

endom etria l lym phocytes and its secre t ion of T GF2Βs

W ANG A i-hua1, J IN Ya-p ing1, SHEN W en -zheng2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology M ed icine, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 Y ang ling V oca tiona l and T echn ica l Colleg e, S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: T he research of the effects of CD 58 on the act iva t ion and its secret ion of Χ∆T in endom etria l

lymphocytes, w h ich p lay a m ajo r ro le in imm uno logica l endu ra t ion du ring gesta t ion, has sign if icance on

revealing the effects of CD 58 on the local imm uno logica l regu la t ion du ring gesta t ion. In the p resen t study,

the effects of CD 58 on act iva t ion of the Χ∆T cells p repared by m agnet ic cell so rt ing (M A C s) from goat
endom etria l lymphocytes du ring the certa in t im e of gesta t ion w ere determ ined w ith the m ethod of M T T.

Fu rther, the secret ing act ivit ies of T GF2Βs of the p ro lifera ted Χ∆T cells ob ta ined from the goat 30 d after

gesta t ion w ere invest iga ted. T he resu lts ind ica te that CD 58 w as ab le to act iva te the Χ∆T cells in a do se2
dependen t m anner (P < 0. 05) , in w h ich the do se of 1. 25 m göL of CD 58 had the mo st sign if ican t effect

w ith in the do ses u sed in the tests (P < 0. 01). T he effect enhanced w ith the developm en t of gesta t ion from

the 20th day to 3 mon th s du ring p regnancy, and dow n trend appeared after 4 mon th s. Bo th PHA 2P and

CD 58 are ab le to st im u la te the Χ∆T cells to secrete T GF2Β1 and T GF2Β2, the amoun t of w h ich is con sisten t
w ith the act ivity of the Χ∆T cells. W h ile incon sisten t w ith the resu lt on mou se, the amoun t of T GF2Β1 is

h igher than T GF2Β2.

Key words: goat; Χ∆T; T GF2Βs; p regnancy
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