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小鼠胸腺髓质单阳性细胞的阴性选择
’

田 甜 张 君 钱晓萍 高 凌 陈慰峰 “

北京大学医学部免疫学系
,

北京 1 0 0 0 83

摘要 阴性选择的 目的是为 了清除 自身反应性 T 细胞
,

诱导 自身耐受 的产 生
.

一般认为
,

阴性

选择发生在 DP 细胞阶段
,

位于胸腺的皮髓质交界处
.

通过小 鼠腹腔注射抗 T c R邓 抗体
,

建立胸

腺阴性选择模型
.

胸腺细胞表型分析表明
,

阴性选择不仅包括胸腺皮质 的 D P 细胞
,

还包括髓质区

c D 3
十

T cR 邓
+

cD
4 sP 细胞和 C D 3

+
T C R邓

十

cD 8 s P 细胞
.

髓质区 s P 细胞发生阴性选择 的状况呈现
“

倒三角
”

的形状
,

越是早期阶段 的亚群细胞对凋亡诱导的抵抗性越低
,

而 随着细 胞 的逐渐成熟
,

对凋亡诱导的抵抗性越来越高
,

晚期的功能成熟细胞则不会发生阴性选择
.

这 一结果对传 统的胸

腺阴性选择学说是一个补充
.

髓质 区 SP 细胞 阴性选择的目的可能是为 了进一步清除自身反应性 T

细胞
,

形成精确 的 T 细胞受体库
,

诱导 自身耐受的产生
.

关键词 阴性选择 胸腺细胞 表型分析

小 鼠胸腺细胞在由 C l ) 4 +
C D S

+

双阳性 ( D )P 向

成熟的 髓 质 型 c D 3
十

T c R邓
十

C D 4 十
c D S

一

单 阳性

( CD 4 SP )和 C D 4 一

CD S
十

单阳性 ( C D S SP )分化的过程

中经历了阳性选择和 阴性选择
.

阴性选择是通过凋

亡的方式清除对自身肤高亲和力的 T 细胞
,

保障自

身耐受的形成 〔’ 〕
.

阴性选择的信号是通过 T 细胞受

体 ( T C R )与抗原提呈细胞 ( A p C )表面的肤
一

M H C 复

合物的相互作用来传递的
.

胸腺细胞的阴性选择不

仅需要 T C R 的交联
,

还需要 AP C 细胞提供辅助刺

激信号
.

一般认为
,

阴性选择发生在皮质区 D P 细

胞阶段
,

然而
,

胸腺髓质区富含 A P C 细胞
,

循环的

自身抗原也可通过血流进入胸腺髓质
,

因此
,

胸腺

髓质是进行阴性选择的理想场所 2[]
.

胸腺髓质 T 细胞包括 cD 3
+

T c R邓
+

C E吟SP 细

胞和 cD 3
+

T c R甲
+

c 8D s P 细胞
.

根据我室的前期

工作
,

这些细胞的表型和功能存在不均一性
.

根据

表面标志的不同
,

髓质型的 SP 细胞发育可分为 4

个亚群阶段
.

其中
,

6 C 10
十

H SA his h细胞处于髓质发

育早期
,

功 能不成熟 ; 而 Q a 一

2
十

细胞处 于发育 晚

期
,

功 能非常成熟3[]
.

本实验经 小 鼠腹 腔注 射抗

T C aR母抗体 ( a 一 T c R m A b )
,

建立了胸腺 阴性选择模

型
.

胸腺细胞表型分析表明
,

阴性选择不仅包括胸

腺皮质的 D P 细胞
,

还发生在髓质区 C D 3
十

T c R邓
+

S P 细胞阶段
.

发生阴性选择的髓质 T 细胞主要是

表型和功能不成熟的 6 C 10
+

H S A his “ 细胞
.

这说明髓

质区 S P 细胞在迁入髓质一段 时间内还可进行 阴性

选择
,

其目的可能是进一步清除 自身反应细胞
,

精

确调控 T 细胞库
.

1 材料和方法

实验动物 B A L B / c
小鼠

,

6 一 8 周
,

雌性
,

购自

中国科学院遗传研究所
.

B肛澎
。
小鼠腹腔注射 -a T CR 中rr 沪山( 7 00 拼g/ 只 )

,

4 8 h 后
,

取小鼠胸腺细胞进行表型分析
,

以腹腔注

射 P B S 的小鼠作为正常对照
.

直接抗体染色法为 1 x lo “
细胞加入 1 拼g 不同

荧光标记的抗体
,

4℃
,

40 m in 温育后
,

用 2 % 新生

小牛血清
一

等渗 H E P E S 平衡盐溶液 ( 2 % N C S B S )S 洗

去游离抗体
.

间接染色法为先加入 1 00 拼L 细胞培养

上清或 1 拜g 生物素标记的抗体
,

4℃
,

40 m in
,

2 %

N C S
一

B S S 洗去游离抗体
,

加入终浓度 1 : 100 的荧光

标记的羊抗大鼠 坛 或者亲和素
,

2 % N c s
一

B s s 洗去

2 0 0 1
一

0 6
一

0 6 收稿
,

20 0 1
一

0 7
一

0 9 收修改稿
,

国家自然科学基金 (批准号
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游离抗体
.

染色后的细胞加入 F A C S 保存液
,

用

ce llo ue st 软件在装配双激光管的流式细胞仪 ( FA cs
C ial b ur

,

B D 公司 )上进行分析
.

多重染色时
,

用同

种型荧光染色的对照调节流式细胞仪的电压
,

用每

种荧光抗体的单染对 照调节各种荧光之间的补偿
.

所有荧光抗体来源于 P ha mr i n g en 公司
.

结果和讨论

小鼠胸腺细胞根据细胞表面 C D 4 和 C D S

的表 达 分 为 C E瞬
一

CD S
一 D N

,

C E瞬
+

CD S

分子

D P
,

C E吟s P
,

C D S S P 等 4 个亚群
.

将新鲜分离的小 鼠胸

腺细胞进行 荧光标记的抗 C C吟 m A b
,

C D S n 1A b,

T C R邓 m A b和 DC 3 m A b 四重染色
,

流式细胞仪分

析
,

圈定不同细胞亚群
,

并分析亚群细胞 T C R中和

CD 3 的表达
.

结果 (图 1) 显示
,

约 5 0 % D N 细胞呈

CD 3
一

T CR 邓
一 ,

50 % 细胞 CD 3
千

(其 中 T cR 邓
干

占

8 0 %
,

T C R a p
一

占 2 0 % ) ; D p 细胞。 3 和 CT R a俘的

含量 由低中度向高度表达过渡 ; 95 % 以上的 C E闷S P

细胞呈现 cD 3
+

T cR 邓
十 ,

为成熟的髓质型单阳性细

胞 ;

cD 8 s P 细胞可明显分为 cD 3
一

T C R邓
一

( 50 % )

和 cD 3
干

T C R邓
+

( 50 % )两个亚群
,

C D 3
一

T C R邓
-

C D S S P 细胞位于胸腺皮质
,

是 D N 细胞向 D P 细胞

发育的过渡状态
,

CD 3
十

T C R邓
+

CD S SP 细胞为成熟

的髓质型单阳性细胞 4[]
.
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图 1 小鼠胸腺细胞各亚群 c 3D 和 cT助卜的表达

小鼠腹腔注射
a 一 T C R 抗体

,

48 h 后
,

小鼠胸腺

明显萎缩
,

细胞数目仅占正常对照的 3 %
.

分析各

亚群细胞的表型
,

结果显示
,

绝大部分 D P 细胞被

清除
,

存 留 细 胞 中 c 4D s P 占 60 %
,

C D 8 sP 占

15 %
,

D N 细胞占 21 %
,

D P 细胞 占 4 %
.

分析各亚

群细胞 cD 3 和 T c R邓 的表达
,

发现 s P 细胞均高表

达细 胞 cD 3 和 T c R邓
,

不成熟 的 CD 3
一

T C R邓
-

C D S S P 细 胞被 清 除 ; D N 细 胞 中大 部分 C D 3
-

T c R邓
一

细 胞 消 失
,

80 % 以 上 D N 细 胞 CD 3
十

T
CR 邓

+
.

存 留 的 D P 细 胞大 部分 表达 cD 3 和

T C R邓
.

分析结果见图 2
.

任乃朴代卫邓
十

。 又sP 细胞位于胸腺髓质
,

为成熟

的单阳性细胞
.

这些细胞在胸腺髓质仍需要进一步发

育才能成为表型和功能成熟的细胞迁出胸腺 5[]
.

小鼠

经体内 -a 1℃R 抗体处理后
,

不成熟表面标志 6 c l o
十

的

细胞比例由正常对照的 23 % 下降到 n %
,

班列妙的细

胞比例由正常对照的 41 % 下降到 25 %
,

而成熟标志

Q -a 2
+

的细胞比例由正常对照的 12 % 上升到 32 %
.
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图 2 小鼠经体内 .a cT R抗体处理后
,

各亚群细胞 c 3D 和 CT R叩的表达

小 鼠经体 内
a 一

T C R 抗体处理 后
,

不 成熟的

e D 3
一

T e R a日
一

e D s s P 细胞被清 除
,

存活 的 C D S S P

细胞均是高表达细胞 c D 3 和 T cR 邓
,

为髓质型成熟

的 S P 细胞
.

其中
,

6 C 10
十

的细胞 比例由正常对照

的 3 4 % 下降到 10 %
,

H s A h
ihg 的细胞比例由正常对

照的 3 9 % 下降到 2 0 %
,

而成熟标志 Q a 一

2
+

的细胞 比

例由正常对照的 21 % 上升到 41 %
.

胸腺是 T 细胞发育的主要场所
.

胸腺前体细胞

由骨髓迁入胸腺
,

经历多次克隆选择最终产生成熟

的功能性 T 细胞
.

按照细胞表面标志 的变化
, 。
月T

细胞 的发育过 程可分为以下步骤
:

C L畔
一

C D S
一

~

C l】
十

C D S
十

一 C 4D
十

C D S
一

或 C E吟
一

C D S
+

.

只有当细

胞表面表达功能性 p T 。 和 T cR p
,

即 p er
一

T cR 复合

物后
,

C L吟
一

C D S
一

细胞才能发育成为 C L畔
+

C D S
十

细

胞
,

这一过程称为 p选择
.

经历 p选择后的细胞随

后进行 T C R
Q

基因的重排
.

一旦 C l又
十

C D S
+

胸腺细

胞表达克隆特异的 T c R邓
,

这些细胞就与胸腺基质

细胞呈递的 肤
一

M H C 复合物相互作用
,

经历阳性
,

阴性选择
,

上调 T C R 分子表达
,

下调 C D 4 或者

C D S分子
,

由胸腺皮质迁入髓质
,

发育成为功能成

熟
,

自身耐受性和 M H C 限制性 的多 功 能 cD
4 +

C l ) 8
一

或 C E畔
一

C DS
+

单阳性 T 细胞亚群

胸腺髓质区的 S P 细胞为异质性细胞群体
,

细胞

在髓质区停留约 2 周
,

在此期间
,

这些细胞经历 了

表型乃至功能的进一步成熟
,

然后迁出胸腺
.

这些

细胞是否还会经历阴性选择
,

这是近年来的研究热

点
.

阴性选择的 目的是为了清除自身反应性 T 细

胞
,

诱导 自身耐受的产生
.

一般认为
,

阴性选择发

生在 D P 细胞阶段
,

位于胸腺的皮髓质交界处
,

位

于胸腺髓质的 S P 细胞较为成熟
,

不会发生阴性选

择
,

但是越来越多的证据对此提出质疑
.

1 9 9 9 年
,

B al d w in 等 [“ ]发现
,

T 细胞的阴性选择贯穿胸腺细

胞的整个发育过 程
.

较为成熟 的髓质型 H sA low

C D 6 9 low C 4D SP 细胞比不成熟的 H SA
h`hg C D 6 9 `n ,

细胞

更易被清除
.

我室的工作表明
,

97 % 的胸腺髓质 sP
细胞呈 F a s 十 ,

表达 F as L 的树突状细胞可诱导 S P 细

胞发生凋亡川
.

阴性选择不仅需要胸腺 细胞 的 T C R 识别 A p C

呈递的肤
一

M H C 复合物
,

还需要 A P C 表面辅助刺激

分子提供第二信号
.

小 鼠腹腔注射
a 一

T C R 或者 a -

C D 3抗体
,

可诱导胸腺细胞阴性选择
.

在这一模型

中
,

辅助刺激信号可由胸腺 妙C 细胞提供
,

48 h

后
,

通过分析细胞表型
,

可观察各亚群细胞的阴性

选择情况
.

我们采用多重染色的方法进行细胞表型

分析
,

C D 4 和 C D S 分子染色将细胞分为 D N
,

D P,

C E闷 S P
,

C D S S P 等 4 个亚群
,

再结合其他表面标志
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的染色
,

可以系统分析各个亚群细胞的凋亡情况
.

这种方法直观
、

准确
,

可同时分析 4 个亚群的表

型
.

小鼠经体内
a 一

T C R 抗体处理后
,

95 % 以上胸腺

细胞被清除
,

绝大部分 D P 细胞消失
,

这与自然状

态下胸腺细胞的阴性选择相似
.

存活细胞以髓质型

CD 3
+

T e R a
日
十

S p 细胞和 CD 3
+

T C R a p
十

D N 细胞为

主
.

cD 3
一

cT R邓
一 D N 细胞处于胸腺细胞发育的早

期阶段
,

先发育至 D P 最后分化成为 cD 3
+

T c R邓
丰

S P (包括 C L吟S P 和 C D SSP ) 的细胞系
.

而 C D 3
千

cT R邓
+

D N 细胞不同于处于胸腺细胞发育的早期阶

段的 CD 3
一

T c R邓
一

D N 细胞
,

是一个独特的细胞亚

群
,

位于胸腺髓质
,

细胞体积较小
,

大部分细胞可

的松耐受
,

表型较为成熟
,

与髓质型 sP 细胞 相

当〔8 ]
.

结合我室前期的研究工作
,

髓质型的 C D 4 SP 和

C D S SP 细胞依照不成熟表面标志 6 C 10
,

H SA 和成

熟标志 Q
a 一

2 的表达
,

可分为 4 个亚群
.

S P 细胞在

髓质 中的发 育顺 序 为
:

6 c 10
十

H s A h吵 ~ 6c 10
-

H SA
h i g h ~ 6 C 1 0

一
H S刃

n ,
一

low ~ Q a 一 2
十

6 C 10
十

H S A h吵细胞为髓质发育早期的功能不成

熟细胞
,

而 Q a 一 2
十

细胞为晚期的功能成熟细胞
.

在

髓质型 0
4 s P 细胞 中

,

6 e l o
+

H s A h ig h
占 2 3 %

,

6 e 1 0
一

H S A h i g h
占 18 %

,

6 C 10
一

H SA
` n ,

一

low 占 4 7 %
,

Q a 一

2
+

占 12 %
.

小 鼠腹腔注射 。 T C R 抗体 48 h 后
,

C E瞬S P 细胞 中 6 C 10
+

细胞比例降低至 n %
,

说明

第一群的 6 C 10
+

H s A h ihg 细胞中
,

52 % 细胞被阴性选

择清 除
.

若 仅有 6 C 10
十

H S A h
ihs 细胞发 生 凋 亡

,

C D 4 S P 细胞中 Q a 一

2
十

细胞比例应增高至 15 %
,

而在

此模 型 中
,

aQ
一

2
+

细 胞 比例 高达 32 %
,

说 明在

C ) S P 细胞发育的中间阶段
,

即 6 C 10
一

H s A h ihg 和

6 1C 0
一

H S A
ln t

一

low 亚群细胞中
,

仍有细胞发生阴性选

择
,

据推算
,

这两个亚群细胞中
,

有 23 % 细胞发生

凋亡
.

髓质型 cD 8 sP 细胞与此类似
,

只是亚群细胞所

占比例不 同
,

其中
,

6 e i o
十

H s A h吵占 3 4 %
,

6 e 10
-

H S护 h̀g 占 6 %
,

6 C 1 0
一

H S A
ln ,

一

low 占 3 9 %
,

Q a 一 z
+

占

2 1 %
.

小鼠腹腔注射
a 一 T C R 抗体 48 h 后

,

第一群的

6 C 10
+

H S A h ihg 细 胞中
,

70 % 细胞凋亡
,

在中间阶

段
,

即 6 C 1 0
一

H S A h i hg 和 6 C l o
一

H S A
l n` 一

low 亚群细胞
,

有 2 0 % 细胞发生凋亡
.

综上所述
,

本试验通过小鼠腹腔注射抗 T C R邓

抗体
,

建立了胸腺阴性选择模型
.

结果表明
,

胸腺

阴性选择不局限于皮质 区的 D P 细胞
,

还包括髓质

区的 S P 细胞
,

髓质区 S P 细胞发生阴性选择的状况

呈现
“

倒三角
”

的形状
,

越是早期阶段的亚群细胞

对凋亡诱导的抵抗性越低
,

而随着 细胞 的逐 渐成

熟
,

对凋亡诱导的抵抗性越来越高
,

晚期的功能成

熟细胞则不会发生阴性选择
.

这一结果对传统的胸

腺阴性选择学说是一个补充
.

胸腺髓质细胞 阴性选

择的 目的可能是在髓质 S P 细胞中还存在 自身反应

性 T 细胞
,

阴性选择可进一步清除自身反应性 T 细

胞
,

形成精确的 T C R 库
,

诱导 自身耐受的产生
.
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