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１２．００１．
【基础研究】

肿瘤坏死因子 α诱导蛋白８样分子２在 Ｔ细胞发育过程中的表达
及其对哮喘发病的潜在作用

宋亚茹１，田雪钦２，３，赵雨欣３，宋苗苗３，姜　珊２，３，娄运伟２，３，王　辉２，３

（１．新乡医学院附属人民医院呼吸与危重症医学科二病区，河南　新乡　４５３０００；２．新乡医学院医学检验学院，河南　
新乡　４５３００３；３．河南省免疫与靶向药物重点实验室，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨肿瘤坏死因子α诱导蛋白８样分子２（ＴＩＰＥ２）在Ｔ细胞发育过程中的表达及作用，分析其在
哮喘发病中的潜在作用。方法　选择 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性野生型（ＷＴ）小鼠、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性 ＴＩＰＥ２基因敲除（Ｔｉｐｅ２／）小
鼠、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性绿色荧光蛋白敲入（Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋）小鼠为研究对象。取ＷＴ和Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结肠组织和胸腺组织，获取
肠道固有层淋巴细胞（ＬＰＬｓ）和胸腺细胞，采用流式细胞术检测结肠组织ＣＤ４５－细胞、ＣＤ４５＋细胞及双阴性（ＤＮ）Ｔ细
胞、双阳性（ＤＰ）Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＴＩＰＥ２的表达。取ＷＴ和Ｔｉｐｅ２／小鼠外周血、脾脏和肠系膜淋
巴结，采用流式细胞术检测外周血、脾脏和肠系膜淋巴结中ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞水平。将１０只 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠随机分
为对照组和哮喘组，每组５只。哮喘组小鼠以卵清蛋白诱导哮喘模型，对照组小鼠以生理盐水代替卵清蛋白诱导；采
用流式细胞术检测２组小鼠肺泡灌洗液中ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２的表达。结果　ＷＴ和 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠
结肠组织ＬＰＬｓ中，大部分ＴＩＰＥ２＋细胞表达免疫细胞的标志分子 ＣＤ４５，几乎所有的 ＣＤ４５－基质细胞不表达 ＴＩＰＥ２。
Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结肠组织中基质细胞和ＷＴ小鼠免疫细胞中检测不到ＴＩＰＥ２＋细胞。Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠胸腺组织 ＤＮＴ细胞
中ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞（ｔ＝５３．３１２、８．２３０，Ｐ＜０．０１）；ＤＰＴ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表
达量显著低于ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞（ｔ＝２１．０９４、６．４０５，Ｐ＜０．００１）；ＤＮＴ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于
ＤＰＴ细胞（ｔ＝７．６１９，Ｐ＜０．０１）；ＣＤ４＋Ｔ细胞与ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＴＩＰＥ２相对表达量比较差异无统计学意义（ｔ＝１．２５６，
Ｐ＞０．０５）。ＷＴ小鼠与Ｔｉｐｅ２／小鼠外周血、脾脏和淋巴结中 ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比比较差异无统计学意义（ｔ＝０．６７０、
０．１２８、０．１２８，Ｐ＞０．０５）；ＷＴ小鼠与Ｔｉｐｅ２／小鼠外周血及脾脏和淋巴结中ＣＤ８＋Ｔ细胞百分比比较差异无统计学意义
（ｔ＝１．４８８、０．５４２、０．２５５，Ｐ＞０．０５）。哮喘组小鼠肺泡灌洗液 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于对照组（ｔ＝
１５．３７０，Ｐ＜０．００１）；对照组与哮喘组小鼠肺泡灌洗液 ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量比较差异无统计学意义（ｔ＝
０．１３２，Ｐ＞０．０５）。结论　在Ｔ细胞的不同发育阶段ＴＩＰＥ２的表达水平不同；ＴＩＰＥ２基因缺陷对Ｔ细胞的发育过程无
明显影响，可显著影响哮喘发生发展过程中ＣＤ４＋Ｔ细胞功能。
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ｂｌｏｏｄ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｂｅｔｗｅｅｎＷＴｍｉｃｅａｎｄＴｉｐｅ２／ｍｉｃｅ（ｔ＝０．６７０，０．１２８，０．１２８；Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｂｅｔｗｅｅｎＷＴｍｉｃｅａｎｄ
Ｔｉｐｅ２／ｍｉｃｅ（ｔ＝１．４８８，０．５４２，０．２５５；Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＰＥ２ｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝１５．３７０，Ｐ＜０．００１）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＰＥ２ｉｎＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｓｏｆａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ（ｔ＝０．１３２，Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＩＰＥ２ａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆＴｃｅｌｌｓ．ＴＩＰＥ２ｇｅｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｄｏｅｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＴｃｅｌｌｓ，ｉｔｃａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｆｅｃｔｔｈｅＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｓｔｈｍａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｈｙｍｏｃｙｔｅｓ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒαｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ８ｌｉｋｅ２；ａｓｔｈｍａ；ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｉｎｇ

　　Ｔ淋巴细胞是一种重要的适应性免疫细胞，在
病原菌清除、病毒感染和抗肿瘤免疫过程中发挥重

要作用［１２］。Ｔ细胞的前体细胞来源于骨髓，迁入胸
腺后启动分化、经历谱系定型和选择并最终形成成

熟的Ｔ细胞，中枢免疫器官胸腺组织中 Ｔ细胞的发
育状态对于其在外周免疫器官的分布和功能的执行

至关重要。在胸腺的皮质区，非成熟的 ＣＤ４－ＣＤ８－

双阴性（ｄｏｕｂｌｅｎｅｇａｔｉｖｅ，ＤＮ）胸腺细胞发育成ＣＤ４＋

ＣＤ８＋双阳性（ｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅ，ＤＰ）胸腺细胞，继而产
生单阳性的ＣＤ４＋Ｔ细胞或ＣＤ８＋Ｔ细胞［３４］。虽然

调节Ｔ细胞受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）信号转导的
一些分子被不断地鉴定出来，但对ＴＣＲ信号转导复
合体如何调节 Ｔ细胞发育的过程尚未完全阐明。
肿瘤坏死因子α诱导蛋白８样分子２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒαｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８ｌｉｋｅ２，ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２或
ＴＩＰＥ２）是高表达于免疫细胞的肿瘤坏死因子 α诱
导蛋白８家族成员之一，在免疫应答和炎症反应过
程中发挥重要调节作用［５］。ＴＩＰＥ２负性调节 ＴＣＲ
介导的信号转导和 Ｔ细胞，包括 ＣＤ４＋ Ｔ细胞和

ＣＤ８＋Ｔ细胞的活化及其诱导的免疫应答过程［６］。

此外，ＴＩＰＥ２作为第二信使磷酸肌醇的转运蛋白可
调节磷酸肌醇依赖的信号和细胞骨架重构，在免疫

细胞极化和定向趋化过程中扮演重要角色［７］。研

究发现，在肿瘤免疫微环境中，ＴＩＰＥ２也可调控髓系
来源的抑制细胞功能，这与增加转录因子 ＣＣＡＡＴ／
增强子结合蛋白β（ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｂｅｔａ，Ｃ／ＥＢＰβ）水平以及阻断 Ｃ／ＥＢＰβ的磷酸化过
程有关［８９］。此外，研究发现，ＴＩＰＥ２通过调节肠道
菌群的生态失调影响结直肠癌的进程［１０］。目前，关

于ＴＩＰＥ２在Ｔ细胞发育过程中的表达变化尚未见报
道，ＴＩＰＥ２在 Ｔ细胞发育过程中的作用尚不清楚。
基于此，本研究选择已经构建成功的携带绿色荧光

蛋白 （ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）基因敲入
（Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋）小鼠以及ＴＩＰＥ２基因敲除（Ｔｉｐｅ２／）小鼠
为研究对象，观察在 Ｔ细胞发育过程中 ＴＩＰＥ２表达
水平的变化及其作用，并初步探讨 ＴＩＰＥ２在卵清蛋
白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）诱导的哮喘 Ｔ细胞中的表达及
其在哮喘发病过程中的潜在作用，以期为研究
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ＴＩＰＥ２在哮喘发病机制中的作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　５只雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型小鼠

（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）购自上海南方模式生物科技股份有

限公司，６只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ背景雄性Ｔｉｐｅ２／小鼠由淄博

市中心医院转化医学研究中心馈赠。９只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

背景雄性Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠由上海南方模式生物科技股
份有限公司构建，此荧光报告小鼠的构建策略是在

Ｔｉｐｅ２启动子下内源性的Ｔｉｐｅ２基因被编码ＧＦＰ的序
列所取代［１０］；所有小鼠８～１２周龄，体质量２３～２６ｇ。
参考文献［１０］方法，将Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠与ＷＴ小鼠杂交
繁殖出Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠；Ｔｉｐｅ２／小鼠与ＷＴ小鼠杂交繁
殖出Ｔｉｐｅ２＋／小鼠，然后取１２只Ｔｉｐｅ２＋／自交繁殖出
Ｔｉｐｅ２／小鼠；ＷＴ自交繁殖出ＷＴ小鼠；取Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小
鼠、Ｔｉｐｅ２／小鼠和ＷＴ小鼠用于后续实验，ＷＴ小鼠和
Ｔｉｐｅ２／小鼠的性别和年龄均匹配。小鼠在河南省免
疫与靶向药物重点实验室无特殊病原菌动物房里饲

养和繁殖，动物操作遵循国际及国家颁布的有关生物

医学研究的伦理要求，获新乡医学院动物伦理委员会

批准。

１．２　主要试剂与仪器　磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）和红细胞裂解液购自武汉赛维尔
生物科技有限公司，乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ
ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）和二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，
ＤＴＴ）购自北京索莱宝科技有限公司，ＯＶＡ、胶原酶八
和分散酶购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购
自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）购自以色列ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司，流式细胞
染色使用的封闭抗体ＣＤ１６／ＣＤ３２购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ
公司，区分死细胞的染色试剂（ＦｉｘａｂｌｅＡｑｕａＤｅａｄＣｅｌｌ
Ｓｔａｉｎ）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＣＤ４５（荧光素是
ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅ）、ＣＤ４（荧光素是ＰＥＣｙ７）和ＣＤ８（荧光素
是ＡＰＣＣｙ７）流式抗体购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，氢氧化铝
佐剂购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；细胞过滤器购自美国ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，自动细胞计数仪购自上海睿钰生物科
技有限公司，流式细胞仪购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　肠道固有层淋巴细胞（ｌａｍｉｎａｐｒｏｐｒｉａ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＬＰＬｓ）分离 　 分别取 ４只 ＷＴ、
Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠，用二氧化碳（ｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ，ＣＯ２）窒
息使其安乐死后，剖开腹腔取出结肠组织置于冰上；

先用预冷的 ＰＢＳ涮洗小鼠结肠组织去除肠道内容
物，清洗干净后剪成 １～２ｃｍ长的小块，置于含
３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ和１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ的Ｈａｎｋ′ｓ

平衡盐溶液（Ｈａｎｋ′ｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ）缓
冲液中，于 ３７℃恒温摇床 １８０ｒ·ｍｉｎ－１震荡
１５ｍｉｎ，室温静置１ｍｉｎ后，吸取上清，重复２次，以
去除肠道上皮细胞和肠道上皮细胞间淋巴细胞；将

剩余组织块剪碎，置于含胶原酶八（０．５ｇ·Ｌ－１）和
分散酶（１０００００Ｕ·Ｌ－１）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，
３７℃恒温消化９０ｍｉｎ至组织块基本消化完全，室温
静置 １ｍｉｎ后用７０μｍｏｌ·Ｌ－１的滤器过滤除去残
渣，将收集的液体置于 ４０％ ～８０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液
中，室温２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ取中间白膜层，
然后再室温１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集的细胞
沉淀即为ＬＰＬｓ。
１．３．２　流式细胞术检测ＬＰＬｓ中ＴＩＰＥ２的表达
将ＬＰＬｓ细胞密度调整到１×１０１０Ｌ－１，每个样品取
１００μＬ即 １×１０６个细胞置于流式管中，４℃下
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集细胞，在离心过程中
根据样品总数先配置封闭抗体 ＣＤ１６／ＣＤ３２（稀释比
例为１２００），每个样品的反应体积为３０μＬ，置于
冰上１５ｍｉｎ以充分封闭细胞表面的Ｆｃ受体。在封
闭过程中根据样品总数配置含有荧光素标记的单克

隆抗体的混合液，封闭结束后直接将预先准备好的

混合液加入反应管中，每个样品的反应体积为

５０μＬ，４℃ 避光孵育 ３０ｍｉｎ。用前向角散射
（ｆｏｒｗａｒｄｓｃａｔｔｅｒＡ，ＦＳＣＡ）和 ＦＳＣＨ去除粘连的细
胞群体，用ＦｉｘａｂｌｅＡｑｕａＤｅａｄＣｅｌｌＳｔａｉｎ试剂区分死
细胞并将死细胞从后续的分析中排除出去；参考文

献［１１］，细胞充分洗涤后，用抗体 ＣＤ４５（稀释比例
１２００）４℃染色３０ｍｉｎ，充分洗涤后，用ＦＡＣＳＣａｎｔｏ
Ⅱ流式细胞仪检测ＣＤ４５＋Ｔ细胞和ＣＤ４５－基质细胞
中的ＴＩＰＥ２平均荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，
ＭＦＩ），采用Ｆｌｏｗｊｏ软件分析数据，以 ＭＦＩ代表 ＴＩＰＥ２
蛋白的相对表达量。

１．３．３　流式细胞术检测Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠胸腺组织
ＤＮ、ＤＰ、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２表达水平
　取４只 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠，用 ＣＯ２窒息使其安乐死
后，开腹、开胸，分离胸腺组织，置于预冷的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中匀浆研磨，经７０μｍ的细胞过滤器过
滤获取单细胞悬液，用预冷的 ＰＢＳ漂洗细胞２次，
最后一次收集细胞沉淀后加入５ｍＬ预冷的含体积
分数２％ ＦＢＳ的ＰＢＳ溶液，细胞充分洗涤后，用抗体
ＣＤ４（稀释比例１４００）和 ＣＤ８（稀释比例１４００）
混合液４℃染色３０ｍｉｎ（标记ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋

Ｔ细胞），将 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠胸腺中的 Ｔ细胞以 ＣＤ４
分子和ＣＤ８分子分成４个群体，即ＤＮＴ细胞、ＤＰＴ
细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞，用ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ
流式细胞术检测 ＤＮＴ细胞、ＤＰＴ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细
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胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＴＩＰＥ２的ＭＦＩ，采用Ｆｌｏｗｊｏ软件
分析数据，以ＭＦＩ代表ＴＩＰＥ２蛋白的相对表达量。
１．３．４　细胞计数仪检测ＷＴ和Ｔｉｐｅ２／小鼠不同组
织中ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞　分别取５只性
别和年龄匹配的８～１２周 ＷＴ、Ｔｉｐｅ２／小鼠，从内眦
处抽取外周静脉血１００μＬ，置于 ＥＤＴＡ抗凝管中备
用；然后，用 ＣＯ２窒息使其安乐死后，开腹、开胸，分
离胸腺、脾脏和肠系膜淋巴结，置于预冷的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中匀浆研磨，经７０μｍ的细胞过滤器过
滤获取单细胞悬液；在脾脏细胞中加入 ５ｍＬ红细
胞裂解液，冰上裂解３ｍｉｎ后加入１０ｍＬＰＢＳ终止
裂解，于４℃下 １０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集细
胞，再经７０μｍ的细胞过滤器过滤掉因红细胞碎片
聚集形成的沉淀物；胸腺和肠系膜淋巴结单细胞悬

液中不需要加入红细胞裂解液。用预冷的 ＰＢＳ漂
洗细胞２次，最后一次收集细胞沉淀后加入５ｍＬ预
冷的含体积分数２％ ＦＢＳ的 ＰＢＳ溶液，细胞充分洗
涤后，用抗体ＣＤ４（稀释比例１４００）和 ＣＤ８（稀释
比例１４００）混合液４℃染色３０ｍｉｎ（标记ＣＤ４＋Ｔ
细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞），充分洗涤后，用细胞计数仪
计算每个器官得到的细胞密度，根据所加溶液的体

积计算出细胞总数，并计算 ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋Ｔ
细胞所占百分比。

１．３．５　流式细胞术检测对照组和哮喘组 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋

小鼠肺泡灌洗液细胞中ＴＩＰＥ２表达水平　取１０只
８～１２周龄Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋雄性小鼠随机分为对照组和哮
喘组织，每组５只。哮喘组小鼠采用ＯＶＡ诱导哮喘
模型：将 ＯＶＡ（１００μｇ）与氢氧化铝佐剂充分混合，
分别在第０天和第７天将混合物注射入Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小
鼠腹腔。从第１４天开始，Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠每天用 ＯＶＡ
（５０μｇ）滴鼻，滴鼻的总体积是５０μＬ，滴鼻时采用
异氟烷进行瞬时麻醉直至液体全部滴完，持续到第

１７天。对照组小鼠用生理盐水代替卵清蛋白诱导。
最后一次滴鼻结束后次日，应用 ＣＯ２窒息法使２组
小鼠安乐死，将１８Ｇ滞留针插入气管，滞留针头伸
入约一半的长度，注射器中吸入６００μＬ预冷的 ＰＢＳ
后连接上滞留针头，并将ＰＢＳ全部注射入肺内，吸出
ＰＢＳ置于１．５ｍＬ离心管中，重复上述操作，将２次收
集的液体合并在一起，４℃下 ２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ收集细胞，用细胞计数仪计算获得细胞密度和
细胞总数。将细胞密度调整到１×１０１０Ｌ－１，每个样
品取１００μＬ即１×１０６个细胞置于流式管中，４℃下
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集细胞，在离心过程中
根据样品总数先配置封闭抗体 ＣＤ１６／ＣＤ３２（稀释比
例为１２００），每个样品的反应体积为３０μＬ，置于
冰上１５ｍｉｎ以充分封闭细胞表面的Ｆｃ受体。在封

闭过程中根据样品总数配置含有荧光素标记的单克

隆抗体的混合液，封闭结束后直接将预先准备好的

混合液加入反应管中，每个样品的反应体积为

５０μＬ，４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。用 ＦＳＣＡ和 ＦＳＣＨ
去除粘连的细胞群体，用 ＦｉｘａｂｌｅＡｑｕａＤｅａｄＣｅｌｌ
Ｓｔａｉｎ试剂区分死细胞并将死细胞从后续的分析中
排除出去，用抗体 ＣＤ４（稀释比例 １４００）和 ＣＤ８
（稀释比例１４００）混合液４℃染色３０ｍｉｎ，充分洗
涤后，用ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ流式细胞仪检测ＣＤ４＋Ｔ淋巴
细胞和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞中的 ＴＩＰＥ２的 ＭＦＩ，采用
Ｆｌｏｗｊｏ软件分析数据，以 ＭＦＩ代表 ＴＩＰＥ２蛋白的相
对表达量。

１．４　统计学处理　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件
进行统计学分析。计量数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，组间比较采用双侧非配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＩＰＥ２在 ＷＴ和 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠肠道组织
ＬＰＬｓ中的表达　结果见图１。ＷＴ和Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结
肠组织ＬＰＬｓ中，大部分ＴＩＰＥ２＋细胞表达免疫细胞的
标志分子ＣＤ４５，几乎所有的ＣＤ４５－基质细胞不表达
ＴＩＰＥ２。Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结肠组织中非免疫细胞基质细胞
以及ＷＴ小鼠免疫细胞中检测不到ＴＩＰＥ２＋细胞。

图１　ＴＩＰＥ２在 ＷＴ和 Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠 ＬＰＬｓＣＤ４５＋细胞和
ＣＤ４５－细胞中的表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＰＥ２ｉｎＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓａｎｄＣＤ４５－

ｃｅｌｌｓｉｎＬＰＬｓｏｆＷＴａｎｄＴｉｐｅ２ｇｆｐ／＋ｍｉｃｅ

２．２　Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠胸腺组织 ＤＮＴ细胞、ＤＰＴ细
胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表
达量比较　Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠胸腺组织ＤＮ、ＤＰ、ＣＤ４＋和
ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量分别为２４．３０±
０．７１、５５．５３±４．０４、１５３．７５±２．３２、１７７．２５±１８．５７。
ＤＮＴ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于 ＣＤ４＋和
ＣＤ８＋ Ｔ细胞，差异有统计学意义（ｔ＝５３．３１０、
８．２３０，Ｐ＜０．０１）；ＤＰＴ细胞中ＴＩＰＥ２相对表达量显
著低于 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ细胞，差异有统计学意义
（ｔ＝２１．０９０、６．４０５，Ｐ＜０．００１）；ＤＮＴ细胞中 ＴＩＰＥ２
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相对表达量显著低于ＤＰＴ细胞，差异有统计学意义
（ｔ＝７．６１９，Ｐ＜０．０１）；ＣＤ４＋Ｔ细胞与 ＣＤ８＋Ｔ细胞
中ＴＩＰＥ２相对表达量比较差异无统计学意义（ｔ＝
１．２５６，Ｐ＞０．０５）。

２．３　ＷＴ与Ｔｉｐｅ２／小鼠不同组织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞
和ＣＤ８＋Ｔ细胞比较　结果见表１。ＷＴ与 Ｔｉｐｅ２／

小鼠外周血、脾脏和淋巴结中ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞
百分比比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　ＷＴ与Ｔｉｐｅ２／小鼠不同组织中ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞百分比比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆＣＤ４＋ａｎｄＣＤ８＋ＴｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＷＴａｎｄＴｉｐｅ２／ｍｉｃｅ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＣＤ４＋Ｔ细胞

血液 脾脏 淋巴结

ＣＤ８＋Ｔ细胞
血液 脾脏 淋巴结

ＷＴ ４ １１．６１±０．３７ １９．２８±０．８４ ３８．９３±１．２３ ６．２０±０．２２ ９．０５±０．５２ １８．４５±１．００
Ｔｉｐｅ２／ ４ １２．３２±０．９５ １９．１２±０．９９ ３７．６２±１．３２ ５．６５±０．３０ ８．６９±０．４０ １８．０５±１．１９
ｔ ０．６７０ ０．１２８ ０．１２８ １．４８８ ０．５４２ ０．２５５
Ｐ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

２．４　对照组与哮喘组小鼠肺泡灌洗液 ＣＤ４＋Ｔ细

胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量比较　结果

见表 ２。哮喘组小鼠肺泡灌洗液 ＣＤ４＋Ｔ细胞中

ＴＩＰＥ２水平显著低于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．００１）；对照组与哮喘组小鼠肺泡灌洗液

ＣＤ８＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量比较差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。
表２　对照组与哮喘组小鼠肺泡灌洗液 ＣＤ４＋ Ｔ细胞和

ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＴＩＰＥ２相对表达量比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ

ＴＩＰＥ２ｉｎＣＤ４＋ａｎｄＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｓｔｈ

ｍａｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＴＩＰＥ２（ＭＦＩ）

　ＣＤ４＋ 　ＣＤ８＋

对照组 ５ ４５５．００±１２．７２ ７１７．０４±１８．０３
哮喘组 ５ １６６．８０±１３．７８ ７２０．４０±１７．８９
ｔ １５．３７０ ０．１３２
Ｐ ＜０．００１ ＞０．０５

３　讨论

自从２００８年ＴＩＰＥ２被克隆和鉴定以来，世界上

很多课题组围绕其开展了深入而细致的系统性研

究。早期研究发现，ＴＩＰＥ２选择性地表达于炎症组

织、胸腺、脾脏、淋巴结、小肠黏膜等免疫器官和淋巴

组织以及造血细胞中［６］；此外，通过免疫组织化学

检测发现，ＴＩＰＥ２也表达于具有内分泌功能的组织

细胞和泌尿生殖细胞［１２１４］。ＴＩＰＥ２属于一种细胞质

蛋白，目前缺乏能够用于流式检测 ＴＩＰＥ２的特异性

抗体，尽管反复尝试用间接标记法进行流式染色分

析，但因非特异性染色的干扰，均以失败而告终。为

了能进一步明确体内表达 ＴＩＰＥ２的细胞类群，采用

基因敲入策略用表达ＧＦＰ的序列取代内源性ＴＩＰＥ２

的编码序列，通过基因型鉴定、蛋白印迹验证和流式

分析，证实构建成功［１０］。本研究结果显示，在 ＷＴ

和Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结肠组织 ＬＰＬｓ中，大部分 ＴＩＰＥ２＋

细胞表达免疫细胞的标志分子 ＣＤ４５，几乎所有的

ＣＤ４５－基质细胞不表达ＴＩＰＥ２；Ｔｉｐｅ２ｇｆｐ／＋小鼠结肠组

织的基质细胞（非免疫细胞）以及 ＷＴ小鼠的免疫

细胞中检测不到 ＴＩＰＥ２＋细胞，排除了 ＧＦＰ信号是

来自肠道自发荧光的可能性，为后续研究提供了基

础和保障。

　　功能试验证实，ＴＩＰＥ２通过负性调节 ＴＣＲ介导

的信号转导在适应性免疫应答过程中参与维持免疫

稳态［６］。研究报道，胸腺细胞在发育和选择过程中

依赖于ＴＣＲ信号，其下游转导过程缺陷或者被干扰

均能影响胸腺细胞的发育和成熟［１５１７］。虽然ＴＩＰＥ２

在免疫细胞中的作用已经被广泛研究，但是其在 Ｔ

细胞发育中的作用未见报道。本研究结果显示，ＤＮ

Ｔ细胞、ＤＰＴ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于

ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞；ＤＮＴ细胞中ＴＩＰＥ２相对表达

量显著低于 ＤＰＴ细胞；而 ＣＤ４＋Ｔ细胞与 ＣＤ８＋Ｔ

细胞中ＴＩＰＥ２的相对表达量无明显差异；这说明，在

整个 Ｔ细胞发育和成熟过程中，ＴＩＰＥ２的表达水平

受到严格的动态调控，ＴＩＰＥ２可能在 Ｔ细胞发育过

程中发挥一定的作用。另外，本研究结果显示，ＷＴ

和Ｔｉｐｅ２／小鼠外周血、脾脏和淋巴结中 ＣＤ４＋Ｔ细

胞和 ＣＤ８＋ Ｔ细胞比较差异无统计学意义，提示

ＴＩＰＥ２可能在Ｔ细胞发育环节以外的生物学过程中

发挥作用。

　　ＴＩＰＥ２不影响 Ｔ细胞的发育，但可能会影响 Ｔ

细胞的功能。已有研究证实，ＴＩＰＥ２在实验性自身

免疫性脑脊髓炎、实验性自身免疫性葡萄膜炎、咪喹

莫特诱导的银屑病和乙型肝炎病毒的清除中发挥一

定的作用，参与调节这些疾病的进程和病理的严重
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程度［７，１８２１］，这与 ＴＩＰＥ２调节辅助 Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒ

ｃｅｌｌｓ，Ｔｈ）１、Ｔｈ１７、调节性 Ｔ细胞和 ＣＤ８＋ Ｔ细胞亚

群的功能相关，但是还不清楚 ＴＩＰＥ２是否影响 Ｔｈ２

亚群的功能。本研究结果显示，哮喘组小鼠肺泡灌

洗液ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＴＩＰＥ２相对表达量显著低于对

照组，而２组小鼠肺泡灌洗液ＣＤ８＋Ｔ细胞中ＴＩＰＥ２

相对表达量比较差异无统计学意义，提示 ＴＩＰＥ２可

能调节ＣＤ４＋Ｔ细胞中Ｔｈ２亚群的功能，而在哮喘发

生发展过程中Ｔｈ２细胞亚群的异常活化可导致白细

胞介素４、５、１３等细胞因子的异常分泌，从而介导

哮喘的进程。

　　综上所述，在 Ｔ细胞的发育过程中 ＴＩＰＥ２的表

达水平受到严格的调节，ＴＩＰＥ２不影响 Ｔ细胞的发

育过程而影响发育成熟 Ｔ细胞的功能，但其发挥作

用的分子机制尤其是如何影响哮喘疾病进程中 Ｔｈ２

细胞的功能尚不清楚，在后续研究中将从 Ｔｈ２亚群

的定向分化、活化和定向迁移等方面入手研究

ＴＩＰＥ２的调节功能。
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