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T C R a p
+
e n 4

一
e D s

一

细胞

在胚胎胸腺器官培养中的发育特征
`

肖士云
` 关

李 燕 “ 钱晓萍 王 月丹 陈慰峰 “ `

北京大学医学部免疫学系
,

北京 10 0 0 8 3

摘要 为研究 T c R邓
+

C D 4
一

c D S
一

双 阴性 ( D N )胸腺细胞在胚胎胸腺 中的发育特征
,

采用胚胎胸

腺器官培养 ( F T O C )体 系
、

免疫荧光标记 与流式细胞仪检测技术
,

对 F T O C 体系 中不 同发育阶段

(第 9 天和第 18 天 )的 T C R Q

俘
+ D N 细 胞 的增殖

、

分化及凋亡特性进行 了分析
.

结果表 明
,

抗 C D 3

单抗能够显著促进 F T 0 c 第 18 天 的 T c R邓
十 D N 细胞 的增殖

,

对 F T 0 c 第 9 天 的 T c R邓
十
D N 细胞

作用相对较弱
.

11一 7 能够促进 F T o c 第 9 天 的 T c R邓
于 DN 细 胞向 T C R邓

+ C l〕4 +

/CD 犷 SP 细胞分

化 ; 对 F T O C 第 1 8 天 的 T C R a

俘
+ D N 细胞促分化作用明显减 弱

.

胸腺基质细胞系 M T E c s 细 胞可调

节 H广 7 的促分化作用
.

同时
,

实验发现在 F T O C 体系 中的 T C R邓
+
D N 细胞是一群不 易凋亡 的细

胞
,

从而对该特殊亚群胸腺细胞 的发育分化特性获得 了新的认识
.

关键词 FT co
T c R峥

+
c D 4

一
c D S

一

胸腺细胞

(T 双邓
斗 。 又

一

。粥
一

( T CR 邓
+

ND )细胞是一群不

同于 C l抖 十

/ C l粥 +

sP 细胞的 T
cR 邓

`

细胞亚群
,

是胸

腺细胞发育的一个独特谱系
.

在正常胸腺 1〕N 细胞中

占有一定比例
,

且与种属有关
.

在胚胎和成年胸腺
、

骨髓
、

外周淋巴组织及胃肠上皮中均有分布〔’
,

“ 〕
.

目

前研究已经明确 T C R a俘
+ C l又 一 。 粥 一

细胞的特点是优

势表达 V阳
.

2 T C R
、

能够产生高水平的 IL 4
,

以及小

鼠 -II
一

17 n很N A 在活化的 T C R a

月
+

C l拜 - 。 粥 一 T 细胞

的特异表达 3[, 4 ]
.

近年来越来越多的研究表明该亚群

细胞在免疫调节尤其 免疫耐受的维持 中发挥重要作

用
,

是一种抗原特异性的调节性 T 细胞
,

能够抑制

具有相同 T C R 特异性的 C l粥
+ T 细胞的功能

.

因此对

T C R叫3
十

ND 细胞及其免疫抑制机理的研究将对解释

外周自身耐受机制以及如何获得移植耐受具有重要的

意义 5[]
.

但是 目前有关
产

r C R a

月
+

ND 细胞的来源
、

发

育
、

特点及其免疫调节机理仍远未阐明
.

在胚胎胸腺

器官培养 ( F T (犯 )体系中
,

我们发现 T C R邓
+

ND 细胞

呈优势生长
,

为研究 T C R邓
干 D N 细胞在胚胎胸腺中

的发育特征提 供了有利条件
.

我们对 曰飞X二体 系中

T C R叩
+ I〕N 细胞的表型

、

增殖
、

分化及凋亡几方面

特性进行分析
,

以期对该特殊亚群胸腺细胞的发育及

功能特征进行深入了解
.

1 材料与方法

1
.

1 实验动物和细胞系

定期怀孕 13 一 1 5 d 的 B a l b / C 孕 鼠
,

4 一 6 周龄

成年鼠来源于中国科学院遗传研究所
.

小鼠胸腺基

质细胞系 M T E C S 为本室建立的胸腺髓质型上皮细

胞来源的细胞系「“ 〕
.

1
.

2 细胞因予与抗体
r h I L

一

7
,

F IT C / P E 标 记 的抗 C l ) 4 ( G K I
.

5 )
,

P e r e P 标记的抗 e D s ( 5 3 6
.

7 )
,

A P e 标记的抗 T e R俘

( H 5 7
一

5 9 7 )
,

均购 自 p h a rM i n g e n
.

抗 C D 4 ( G K I
.

5 )

和仓 鼠抗小鼠 C D 3 ( 1 45
一

2 C l l) 抗体为本室制备
.

1
.

3 胚胎胸腺器官培养 ( F T 《又 )

取定期怀孕 13 一 15 d 的 B al b/ C 孕鼠
,

剖腹取出

2( ) ( ) 2
一

2 2 2 7 收稿 ; 2 0 0 3 0 1
一

2 4 收修改稿

国家自然科学基金 (批准号
:

39 7 3 0 4 1 0) 和 国家重点基础研究发展规划资助项 目

、 ,

同等贡献作者

联 系人
,

E
一

rn
a t
l
:

w f e h@ p u b li
C

.

b t a
.

n e t
.

C n
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胚胎小鼠
,

置于 R P M l l 6 4 0
一

10 % 新生牛血清 ( N C S )

培养基中
.

体视显微镜下解剖胚胎小 鼠
,

取出胸腺

小叶
,

置于上述培养基 中备用
.

将凝胶海绵置 ( u p
-

J o h n

OC
.

K a l a m a 2 0 0 ,

M z
,

u s A ) 6 孔细 胞培养板

中
,

加入 R P M l l6 4 0
一

10 % F C S 培养基使凝胶海绵充

分浸润
,

将经煮沸处理 的 0
.

8 拌m 微孔 滤膜置于凝

胶海绵上
,

并将胚胎胸腺小叶放置滤膜边缘
,

约每

孔 2 0 一 3 0 小口f
,

于 3 7 ℃
,

5 % C ( )2
,

保持湿度的孵

箱中培养
,

每隔 2一 3 d 更换一次培养基
.

e D 4
一

P E
,

e D S
一
p e r e p

,

T e R俘
一

A p e 3 色 标 记
,

并 用

F xT C
一

A n n e x i n v 检测试剂盒 ( P h a r M i n g e n )经 F A C S

分析检测细胞凋亡
.

2 结果

1
.

4 流式细胞仪分析 ( F A C )S 细胞表型

取 F T O C 培养不同时间的胸腺小叶
,

置于 4 0 0

目尼龙网研磨
,

用平衡盐缓冲液 ( B s s
一

2 % N c )S 洗

涤细胞两次
,

调整细胞至适当浓度进行染色
.

采用

直接抗体染色法
,

每 1 x 10 “ 细胞中加入 1 陀 不 同

荧光标记的抗体
,

4 ℃ 40 m in 后
,

B s s
一

2 % N C s 洗

去游离抗体
,

加人 F A e s 保存液
,

用 C e ll q u e s t 软件

在双激光管流式细胞仪上 ( F A C S C ial bu
r ,

B D 公司 )

进行分析
.

岁\瓣求冲界纂

1
.

5 T C R + C D 4
一

8
一

细胞分选

收获 F T O C 第 9 夭和第 18 天胚胎胸腺小叶制

备细胞悬液
,

加于预先包被抗 C D 4( G K I
.

5) 单抗腹

水 (终 浓 度 1 : 10 0 ) 的 M a x i s o r p 聚苯 乙 烯 培 养 皿

( N u n e
公司 )中

,

3 7 ℃ Z h
,

用 B S S
一

2 % N C S 液轻轻

冲洗
,

收 获 游 离细 胞 以 富集 C D 4 一
C D S

一 、

C D 4 -

e D s
+

细胞
,

进行 C D 4
一

P E
,

e D s
一

e y s
,

T e R
一

A P e 3

色染色
,

无菌条件下用 F A c s v an t ag e
分选 T c R邓

+

C D 4 一
C D S 一

细晌
.

2
.

1 T e R a p
十 C n 4 一 e n s 一

细胞在 F T O C 中的动态产

生过程

13 一 1 4 d 胚 胎 小鼠来源 的胸腺 细 胞表型均 为

T C R 一
C D 4 一

C D S
一 ,

随着在 F T O C 体 系中培养时间

的延 长
,

C D 4 一
C D S

一

细 胞 数 量 逐 渐 减 少
,

C D 4 +

C D S +

及 C l ) 4 +

/ C D S + S P 细胞逐渐增多
,

至 F T O C

培养的第 7 天
,

口〕 4 ~

C l 〕8
一

细胞 比例降至占培养胸

腺小叶细胞总数的 8
.

2 %
.

此后
,

C D 4 一
C D S

一

细胞

又逐渐增多
,

在第 18 天时占胸腺 小叶细胞总数的

21 %
.

在第 3 0 天时
,

这个 比例可高达 40 %
.

同时
,

对 C D 4 一

CD S
一

细胞的 T c R 表达进 行分析发 现
,

在

F T O C 培 养 第 4 天
,

T C R邓
+ C D 4 一 C D S 一

细 胞 占

C D 4 一
C D S

一

细胞的 10 %
,

第 18 夭时为 50 %
,

至培

养第 3 0 夭时高达 68 %
.

这表 明从 F T O C 第 7 天开

始
,

D N 细胞中具有分化潜 能的 T C R
一
C D 4 一

口〕8
-

胸腺细胞逐渐减少
,

T C R邓
十
C D 4 一 C D S 一 细胞逐渐

成为主体
,

但在 F T O C 的整个过程 中均可以检测到

T C R
一
C l ) 4 一

C D S
一

细胞的存在 (图 1 )
.

1
.

6 3 H
一

T d R 掺入法测定细胞增殖

分选出 F
尸

(r X : 第 9 天和第 18 天的 1℃ R Q

俘
+ 。 只 -

口粥
一

细胞 ( 2 只 10 “ /孔 )加入预先包被不同浓度抗 口〕3

单抗 (终 浓度 1 : 50
,

1 : 10 0
,

1 : 2 0 0 )的 9 6 孔 板中
.

37 ℃
,

5 % 以毛培养 48 h
,

于收获细胞前 s h 加入 3 H
-

T dR
,

收获细胞
,

俘液闪仪 (W a llac )测定 C p m 值
.

~~~
C D 4 ( ! D S叭总量

_

___

一一

井丫丫卜卜一一~ 一一浮浮

FT O C 培养时间d/

图 1 T C R a p
十
C D 4

一
c D S

一

细胞在 F T
co 中的动态产生过程

1
.

7 细胞共育与表型分析

取生长 良好的胸腺基质细胞 M T E C S
,

按 1 大 10 4 /

孔接种 % 孔板
,

待 细胞 长至 80 % 满时
,

加入 2 又

10 , /孔的 T C R a

月
+
Cl又

一

cD S
一

细胞和 /或 ht I L 7 (终浓

度 5 0 U/ m L )
,

48 h 后收获细胞计数
,

并作 C I又
一

PE
,

。 犯
一

P er cP
,

cD 3
一

c y 5 3 色染色分析表型变化
.

1
.

8 细胞凋亡检测

收获 F T O c 不 同 时 间 胚 胎 胸 腺 细 胞
,

进 行

2
.

2 抗 e n 3 单抗对 T e R a p
十 e n 4 一 e n s 一

细胞 的促

增殖作用

应用流式细胞仪分选 F T O C 第 9 天和第 18 天

的 T C R邓
+ C 4D

一
C D S

一

细胞
,

并用
3 H

一

T d R 掺入法检

测其增殖能力
.

结果发现
,

固相抗 口 )3 单抗可促进

F T O C 第 18 天的 T C R邓
+

cD 4 一
c D S

一

细胞增殖
,

增

殖程度与刺激所用的抗 口 ) 3 单抗剂量呈正相关
,

但

其增殖能力低于外周 T 细胞
.

而抗 C D 3 单抗对来源

于 F T O C 第 9 天 T c R邓
十 c D 4 一

c D S
一

细胞的促增殖
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能力相对较弱 (表 1 )
.

表 l 抗 c D 3 单抗促进 Tc R
十

CD4
一
c DS

一

细胞的增殖

3 H
一

T d R掺入量 ( /计数
·

min-
’ )

刺激剂
T C R。俘

十

D N 细胞

(第 9 天 )

T e R
a

俘
+

D N 细胞
(第 18 天 )

外周 T 细胞

抗
一

e l )3 单抗 ( z
: 50 )80 57土 4 0 2

抗
一

。 )3 单抗 ( z :10 0 )8 46 5士 36 7

抗
一

c x )3 单抗 ( 1
二 20 0 ) 76 52 士 2 34

培养基对照 6 2 5士 1 57

4 2 7 56 士 2 3 4 6 52 4 53 士 2 3 5 5

3 1 4 70 士 2 2 2 4 4 1 3 6 5士 3 2 8 1

1 7 520 士 2 0 2 3 2 26 3 7士 2 130

6 42 士 2 36 52 8 士 1 8 7

2
.

3 I L
·

7促进 T e R a p
十 e n 4

一

e n s一

细胞向 T e Ro p
十

D 4 C十
/D S C十 S P 细胞分化

在 T ( F芜第 81 天
,

T C R Q

月
+

C L岭 -

C L侣
一

细胞数量

增加
,

同时 T C R邓
千 。 又八 I 觅 单阳性 ( sP )细胞也增

加
.

分离 出两 个 发育 阶段 即第 9 天与第 18 天 的

T
cR 解 。 …拜 一 C l猖 一

细胞
,

观察
尹

r C R Q

月
十

ND 细 胞在

H二 7 或 /和胸腺基质细胞系 M l
,

ECS 细胞共育诱导下

的表 型变 化
.

结 果表 明
,

来源 于 F T ( X : 第 9 天 的

T C R Q

尸 。 N 细胞与 IL 7 共育 Zd 后可向 T C R邓
+ 。 :耳十

SP 及 / C l粥
+

SP 细胞分化
,

其 阳性率分别达 22 % 和

13 %
,

且 (I 乃 表达均高达 98 %
,

但未见双 阳性 ( DP )

细胞出现
.

当有 M l
,

ECS 细胞存在时
,

可促进其分化

作用
,

其中 C I又 +

SP 细胞达 36 %
,

C l粥
+

SP 为 30 %
,

分别增加了 0
.

7 倍和 1
.

4 倍
.

单独应用 I L 7 也能促进

F r 《r 第 18 天 来源 的 CT R a

日
十 DN 细 胞 向 。 又

十

/

口粥
十

细胞分化
,

但其作用明显减弱
,

Q 又 和 口粥 的

阳性率分别为 15 % 和 5
.

3 %
.

M T E C S 存在时对 C l又
+

S P 与 C l玛
卜

SP 细胞的生成比例无明显改变
.

在无 IL

7 的对照组培养中细胞大量死亡
,

因此未能收获到足

量细胞进行分析 (图 2)
.

2
.

4 T e R a p
十 e n 4

一

e n s 一

ha 胞在 F T o e 中的凋亡动

态变化

在 F T 0 c 培养后期
,

T c R邓
+

cD
4

一

c D S 一 细胞

在 D N 细胞及细胞总数中的 比例持续增 加
,

这种现

象是 由于在 F T O C 培养后期的微环境更适合该亚群

细胞发育增殖抑或该亚群细胞不易凋亡而造成 ? 为

此我们对其可能原因进行了初步分析
,

对各阶段各

细胞亚群凋亡特性的检测结果表明
,

在 F T 0 c 培养

的前 7 天
,

尽管 C D 4 一
C D S

一

细胞亚群凋亡率最高
,

但 T c R邓
十
c D 4 一

c D S
一

细胞与其他各亚 群 ( c D 4 十

/

8 + s P
,

D P 细胞 )相 比
,

凋亡率最低
,

且这种趋势

保持 在 F T o c 的 全 程 发 育 阶 段
.

T c R邓
+

C D 4 -

C D S 一 细胞亚群的凋亡率偏低
,

可能不足以使其 在

培养后期 的 比例 显著增 加
,

但 至少 提示 T C R邓
十

C D 4
一

C D S
一

细胞不易凋亡是其后期比例增高的重要

原因之一 (图 3 )
.

~~~
C D 4

+
C D S

-----

一一
C D 4

一
C D S

+++++++++++++++
...

~
C l〕4

下
C D S

十十 碑尸产声声

一一月卜~

C D 4
一
C D S

---------------

~~~
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一
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一
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图 3 T e R a p
十
e川

一
e D s

一

细胞

在 FT C K: 中的凋亡动态变化

鑫鑫鑫 号斜豁豁

嘟嘟嘟猫猫
惫惫惫

瓮将;;;

髓髓
··

讨论

我们的实验研究发现
,

在 F T O C 培养开始就能
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蔽蔽
魂蚁 }必争争
888884

.

1 ! 5
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111
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魏魏魏
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福榨名名

几几几
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C D S
一

P e
尤 P

一图 2 i L
·

7 促进 T e R o p
十
e n 4

一
e n s

一

细胞

向 cT
R 住p

+
e D 4

+
/ e ns

+
s P 细胞分化

够检测到 T C R邓
+ D N 细胞的产生

,

且 随着培养 时

间的延长
,

该亚 群细胞在胸腺小 叶细胞总数及 D N

细胞 中 的 比例 均 逐 渐 增 加 (见 图 3)
.

这 表 明 在

F T 0 c 培养过程中 T C R邓
十
D N 细胞渐趋优势生长

,

在培养后期越趋成为主体
,

这为我们研究该亚群细

胞的特性提供了有利条件
.

尽管对 T c R邓
+
D N 细胞这一特殊亚群细胞的

发现 由来 已久
,

但是对其分化潜能的文献报道研究

甚少
.

早期 曾有报道
,

T c R邓
+

C D 4 一
C D S

一

细胞主要

是一群非增殖的细胞亚群
,

几乎不具有前体 细胞活

性
,

不同于 T C R邓
一

CD
4 一

CD S
一

细胞
,

它不是主要

胸腺细胞亚群或典型外周 T 细胞的前体
,

因而是有

别于胸腺 细胞发育主流方 向的独特谱系匕
“ 1

.

尽管

!
叫d

-
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有人曾经报道
,

H S A
` T c R邓

+ D N 细胞在 IL
一

7 作用

下
,

可以分化发育为 H s A
一
T c R邓

+ D N 细胞
,

提示

其来源可能与 H S A
+ T C R邓

+ D N 细胞有关
,

但未能

证实 I L
一

7 是 否能够促进 T C R邓
+

D N 继 续分 化叫
.

我们的研究结果表明
,

I L
一

7 能够促进 F T O C 第 9 天

或第 18 天来源的 T c R邓
十 D N 细胞直接 向 T c R邓

+

C D 4 十

/ C D S
十
S P 细胞分化

,

且未发现 D P 细胞出现
.

另外
,

11一 7 对早期 F T o c 第 9 天的 T c R邓
十 D N 细

胞的作用较强
,

胸腺髓质型基质细胞 系 M T E C S 细

胞的存在能显著促进 I L
一

7 的作用
.

I L
一

7 对后期第 18

天 T c R邓
+ D N 细胞的作用明显减弱

,

M T E c s 细胞

的存 在 对 其 促 分 化 作 用 亦 无 明显 改 变
.

因 此
,

F T O C 第 9 天与第 18 天来源 的 T c R邓
+
D N 细胞均

是具有向 T C R邓
十

c D 4 十

/ c D S
+ s P 细胞分化潜 能的

细胞
,

但其分化潜能随着在 F T O C 中的培养时间延

长而减弱
.

这一方面可能是因为培养后期具有分化

潜力的细胞逐渐减少 ; 另一方面可能与胸腺的成熟

与衰老
、

基质细胞退行性改变 引起的微环境的改变

有关 汇̀“ ]
.

因而也影响到 T c R邓
+ D N 细胞的发育分

化
.

但是 由 T c R叩
千
D N 细胞分 化而来 的 T c R邓

+

c D 4 +

/ c D +S sP 细胞的功能与由通常 T c R邓
一

D N 细

胞来源的有何不同将是值得深入研究的问题
.

另一

方面
,

对 T c R邓
+ D N 细胞增 殖能 力 的研 究发现

,

F T 0 c 第 18 天的 T c R邓
十 D N 细胞对抗 c D 3 单抗刺

激具有显 著增殖 反应
,

而第 9 天的 T c R邓
+ D N 细

胞增殖反应相 比之下显著减弱
,

其增殖能力相差数

倍
,

表明晚期的 T c R邓
+ D N 细胞相 比早期 细胞功

能更为成熟
.

因此
,

T c R邓
+ D N 细胞在胸腺 内的发

育是阶段性的
,

经历 了分化潜能逐渐降低而由功能

不成熟走向成熟的过程
.

R al p h 等报道 T C R邓
千 D N 细胞是一群富集了针

对 自身抗原的 T c R v 月表达 的且易于凋亡 的细胞群

体 t“
,

`“ 〕
.

但在 F T 0 c 体 系中该亚群 细胞呈优 势生

长
,

在 D N 细胞及细胞总数 中的 比例持续增加
,

这

种现象是由于 F T O C 体系培养后期的微环境更适合

该亚群细胞发育增殖还是因为该亚群细胞不易凋亡

而造成 ? 我们通过对 T c R邓
+ D N 细胞与其他主要

亚 群 细 胞 在 不 同 阶 段 的 凋 亡 特 性 分 析 发 现
,

T c R叩
+ D N 细胞的凋亡率在 F T O C 胚胎胸腺生长发

育的各个阶段
,

相 比其他亚 群始终保持 最低
.

这与

R al p h 等 的 报 道 不 同
.

可 见 在 F T O c 体 系 中 的

T c R邓
十
D N 细胞并不易凋亡

.

加之 F T O c 培养与胸

腺在体 内的正常发育过程不同
,

后期阶段既无造血

来源的干细胞的补充
,

也无成熟的 S P 细胞的迁出
.

此外长期的器官培养后大量细胞增生
,

有限的胚胎

胸腺小叶不足以支持大量的细胞存活
,

细胞开始凋

亡而减少也是其重要原 因
.

细咆 总数在培养 18 d 后

开始减少
,

最早 减少 的主要 是 D P 细胞
,

之后 是

C D S
+

S P 与 CD
4 +

s P 细胞
,

培养后期主要的亚群是

T C R邓
+ D N 细胞与 c 4D

+

s P 细胞 (数据未显示 )
.

因

此
,

加上 T C R邓
+

D N 细胞不 易凋亡的特性
,

造 成

了 F T O C 后期该亚群细胞 比其他细胞亚群要多
.

T c aR 日
+ D N 细胞作为特殊的调节性 T 细胞亚群

的研究正在不断深 入
,

对 T C R邓
十 D N 细胞及其免

疫抑制机理的研究将对解释外周 自身耐受机制 以及

如何获得移植耐受将具有重要的意义
.
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