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再生障碍性贫血患者CX3CR1介导的
T细胞趋化和黏附功能异常∗

侯晓燕1　王琳琳1　任娟1　李辉1　彭军1

　　[摘要]　目的:探讨CX3CL1/CX3CR1对获得性再生障碍性贫血患者 CD4+ 和 CD8+T细胞迁移和黏附功

能的影响。方法:17例重型再障患者和10例健康对照,应用 MACS免疫磁珠分选法分选CD4+ 和CD8+T细胞,
在自身骨髓血浆或CX3CR1的配体 CX3CL1的作用下通过 Transwell迁移实验比较患者和健康对照 CD4+ 和

CD8+ T细胞表面CX3CR1介导的的趋化活性以及阻断CX3CR1对其趋化活性的影响;采用细胞基质黏附实验

比较患者和健康对照CX3CL1/CX3CR1介导的CD4+ 和CD8+T细胞的黏附能力。结果:再障患者骨髓 CD4+ 和

CD8+T细胞CX3CL1/CX3CR1介导的的迁移活性及黏附能力均高于正常对照组(P<0.05),尤以 CD8+ 细胞更

为显著(P<0.05)。结论:CX3CL1/CX3CR1的相互作用可能参与了 T细胞介导的再障的发病机制,对 CX3CR1
的阻断有望成为治疗再障的新靶点。
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　　Abstract　Objective:ToinvestigatetheeffectofFractalkine/CX3CR1onCD4+ andCD8+ Tlymphocytesmi-
grationandadhesioninpatientswithacquiredaplasticanemia.Method:Seventeenpatientswithaplasticanemia
(AA)and10healthycontrolsmatchedwithageandgenderwereenrolledinthisstudy.Immunomagneticbeads
sortingwasusedtoisolateCD4+andCD8+ TlymphocytesfromthebonemarrowofAApatientsandhealthycon-
trols.TranswellmigrationassaywasusedtocompareCX3CR1-mediatedchemotaxisofCD4+ andCD8+ Tlym-
phocytestoautologousbonemarrowplasmaorCX3CR1ligandandtoanalyzetheeffectofCX3CR1blockageon
thechemotaxisactivity.CellmatrixadhesionassaywasusedtodemonstrateCX3CL1/CX3CR1-mediatedCD4+

andCD8+ TlymphocyteadhesioninSAApatientsascomparedwithhealthycontrols.Result:CX3CR1-mediated
chemotaxisandadhesionabilityinbonemarrowCD4+ andCD8+ TlymphocyteinAApatientswashigherthan
healthycontrols(P<0.05),especiallyinCD8+ Tlymphocytes(P<0.05).Conclusion:TheinteractionofFracta-
lkinewithCX3CR1maybeinvolvedintheTcellmediatedpathogenesisofaplasticanemia,suggestingtheblockage
ofCX3CR1asapromosingtherapytargetinaplasticanemia.
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　　再生障碍性贫血(AA,简称再障)是一种以造

血功能衰竭为特征的自身免疫性疾病,以贫血、出
血、感染为常见临床表现。免疫失衡,尤以活化的

T淋巴细胞介导对造血细胞的破坏是再障的发病

机制〔1-2〕。T细胞发挥免疫应答与其表面表达的

黏附分子和趋化因子受体密切相关,它们通过配

体-受体结合的形式参与细胞的识别、迁移等过程,
是免疫应答过程的分子基础。CX3CL1(Fracta-
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lkine)作为趋化因子家族CX3C家族中惟一认知的

人的趋化因子,作用于单核细胞和记忆 T细胞的黏

附和启动过程,参与炎症反应并促进多种炎症性疾

病的发生〔3〕。F1是Philippe等〔4〕利用噬菌体技术

所 设 计 的 一 种 hCX3CL1 的 类 似 物,通 过 对

hCX3CL1的 N 端修饰,可在一定的浓度范围内有

效抑制 CX3CL1/CX3CR1 介导的趋化及黏附活

性,有望成为一种新的抗炎物质。我们的前期研究

表明,CX3CL1及其受体在再障患者中表达明显升

高〔5〕。本试验在前期研究基础上进一步研究再障

患者CD4+ 和CD8+T细胞CX3CL1/CX3CR1介导
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的趋化活性和黏附能力,为寻求再障治疗的新靶点

进行探讨。
1　资料与方法

1.1　研究对象

17例样本取自2011-05-2012-03在山东大学

齐鲁医院血液科及门诊初次治疗的患者,依据其临

床表现、外周血细胞计数、细胞形态学、骨髓穿刺及

活检结果皆符合重型再生障碍性贫血。其中男11
例,女6例;年龄19~62岁。健康对照10例,其中

男6例,女4例;年龄24~45岁。诊断标准均符合

张之南《血液病诊断及疗效标准》〔6〕。
1.2　仪器与试剂

人淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品;
Mini-MACS磁珠分选系统、CD4+ 和 CD8+ 磁珠分

选单克隆抗体及免疫磁珠分选液购自德国 Milte-
nyiBiotec公司;FN(fibronectin)购自美国sigma
公 司;Transwell小 室 购 自 美 国 Corning 公 司;
CX3CL1及抗人 CX3CL1/Fractalkine单克隆抗体

均购自美国R&D公司;hCX3CL1analog(F1)由法

国PhilippeDeterre教授惠赠;聚苯乙烯材质的96
微孔反应板购自Costar公司;抗多聚组氨酸抗体购

自美国R&D公司。
1.3　方法

1.3.1　标本处理　常规采取患者骨髓血,EDTA
抗凝,充 分 混 匀 (标 本 4 h 内 处 理,无 菌 操

作)。1000r/min离心5min,上清-20℃保存以

备后用,沉淀梯度离心法用人淋巴细胞分离液分离

出骨髓单个核细胞(BMMCS)。
1.3.2　免疫磁珠法阳性分选 CD4+ 和 CD8+T 细

胞　收集浓度为1010/L的BMMCS,用80μl的磁

珠分选液重选细胞,加入20μl的 CD8抗体4℃避

光孵育30min。Mini-MACS磁珠分选系统分离出

CD8+ 细胞;未标记的细胞同理分离出 CD4+ 细胞。
调整CD4+ 和CD8+ 的细胞浓度为109/L,用流式细

胞仪测定细胞浓度。
1.3.3　 Tanswell迁 移 及 迁 移 阻 断 实 验 　 采

用8μm孔径的24孔 Transwell小室,小室下均匀

平铺FN(10μg/ml,40μl),操作台内通风晾干,各
小室内分别加入浓度为2×105/200μl细胞,室外

24孔板贴壁加入自身骨髓血浆或溶入CX3CL1(50
ng/ml)的 BufferA(RPMI1640内含有0.5%的

BSA,20mmol/LHEPES,pH7.4)500μl,注意避

免 气 泡 产 生;对 照 组 内 小 室 外 CX3CL1 缺 失。
37℃,5%CO2 培养12h,小室内的细胞弃掉,1×
PBS清洗,4%多聚甲醛固定30min,1×PBS清洗

2遍,结晶紫染色30min,倒置显微镜下400×观察

并随机选取5个视野,计算平均数比较细胞的趋化

活性。阻断实验类似,室外24孔板加入 F1(300
ng/ml),抗人CX3CL1/Fractalkine单克隆抗体(10

μg/mL)。以 上 孔 内 加 入 再 障 患 者 的 CD4+ 和

CD8+T细胞均为同一患者,且浓度一致。健康对

照组同上。每个样本均做3个重复的复孔。
1.3.4　黏附实验　37℃、5%CO2 条件下 聚苯乙烯

材质的96微孔反应板包被抗多聚组氨酸抗体1h,
后4℃过夜,形成固相载体。PBS(1∶1000)清洗2
遍,洗去未结合的抗体和杂质。37℃、5%CO2 条件

下BufferA(RPMI1640内含有0.5%的 BSA,20
mmol/LHEPES,pH7.4)高蛋白封闭1h。弃去

bufferA,每孔加入溶于 bufferA 的 CX3CL1(105
ng/ml),室温反应1h。待抗体结合后,弃去buff-
erA,每孔分别加入5×105/100μl的CD4+ ,CD8+

细胞,37℃、5%CO2 条件下反应1h。PBS清洗未

结合细胞,瑞特染液30min,倒置显微镜下400×
观察并随机选取5个视野,计算平均数比较细胞的

粘附能力。空白组不加入CX3CL1,阻断组加入F1
(300ng/ml),健康对照组同上。每样本均做3个

重复的复孔。
1.4　统计学方法

采用SPSS17.0统计软件分析,检验结果以■x
±s表示,首先对各组数据做正态性检验,符合正态

分布的数据,经方差齐性检验,作两独立样本t检

验(t'检验);不符合正态分布的数据,采用成组设计

两样本比较的秩和检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。
2　结果

2.1　趋化实验结果

再障患者CD4+ 和CD8+T细胞的趋化活性无

论在CX3CL1作用下还是自身血浆替代的条件下,
都较正常对照组显著升高,尤其以 CD8+ 细胞更为

明显(P<0.05);分别运用抗人 CX3CL1/Fracta-
lkine单克隆中和抗体和hCX3L1的类似物 F1,对
CX3CL1和CX3CR1进行阻断后,再障患者 CD4+

和CD8+T细胞的趋化活性明显下降(P<0.01)。
2.2　黏附实验结果

相对正常对照组,再障患者 CD4+ 和 CD8+ T
细胞CX3CL1/CX3CR1介导的黏附能力均较正常

对照组升高,尤其以 CD8+ 细胞更为明显 (P <
0.05)。应用F1对 CX3CL1/CX3CR1的相互作用

进行阻断,阻断后再障患者 CD4+ 和 CD8+T 细胞

黏附能力显著降低(P<0.01)。
3　讨论

近年来,对再障发病机制的研究主要集中在 T
细胞亚群的失衡、Th1类细胞的过度激活以及淋巴

因子的分泌失调。Young等〔2〕用流式细胞技术显

示再障患者骨髓中 CD3+ 与 CD8+ 细胞均明显升

高,CD4+/CD8+ 细胞比值倒置,证明了T细胞的数

量和亚群的变化与造血抑制密切相关。细胞因子
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分 泌是T细胞活化的主要表现形式。几乎任何改
表1　骨髓血CD4+/CD8+ 细胞表面CX3CR1和F1及自身血浆的趋化活性和阻断作用 ■x±s

组别 血浆 血浆+F1 血浆+抗-CX3CL1 CX3CL1 CX3CL1+F1
对照组

　CD4+ 5.50±3.301) 3.60±1.64 3.70±2.87 6.50±4.281) 4.60±2.06
　CD8+ 7.30±3.971) 4.40±3.60 4.80±2.10 7.60±3.531) 4.90±2.92
AA组

　CD4+ 13.65±6.41 7.06±3.782) 7.29±2.202) 16.06±9.80 8.18±3.662)

　CD8+ 21.12±7.25 8.00±3.872) 10.12±4.892) 24.41±17.19 10.94±4.832)

　　与 AA组比较,1)P<0.05;AA组间差异,2)P<0.01。

　　表2　各组骨髓血CD4+/CX3CR1+ ,CD8+/CX3CRI+

的黏附能力及F1的阻断作用 ■x±s

组别 空白对照 CX3CL1 F1

对照组

　CD4+ 50.60±
14.11

65.40±
11.65

40.70±
19.30

　CD8+ 75.90±
21.39

82.80±
24.04

67.20±
26.99

AA组

　CD4+ 95.06±
35.67

211.35±
80.501)

89.40±
57.122)

　CD8+ 153.29±
111.33

467.47±
198.791)

138.59±
87.442)

　　与对照组比较,1)P<0.05;AA组间差异,2)P<0.01。

变细胞动态平衡的刺激(例如感染和免疫失衡),都
可以促使 T细胞通过分泌趋化因子、黏附分子、蛋
白酶及其他炎症物质与基膜及细胞外基质相互作

用向炎症部位迁移,进而参与疾病的发生、发展过

程。然而,炎症因子的过度参与会导致活化的白细

胞产生广泛的组织损害〔7-8〕。趋化因子作为重要

的调节因素,有效地参与了炎症过程中淋巴细胞的

生成、游走、归巢及分化。CX3CL1是一种新发现

的CX3C家族的小分子可溶性蛋白,通过与具有趋

化因子受体超家族保守序列特性的7次跨膜 G 蛋

白偶联受体CX3CR1的相互作用诱导白细胞的趋

化和黏附反应〔9-14〕。既往大量的实验研究表明

CX3CL1在多种自身免疫性疾病中表达升高,如

SLE、关节炎、肉芽肿等。更重要的是,在动物实验

中发现抑制CX3CL1的表达可能延迟狼疮性肾炎

的 进 展〔15〕。 作 为 CX3CL1 的 高 亲 和 力 受 体,
CX3CR1不但在结构域上保留了趋化因子受体超

家族的保守序列〔16-18〕,而且其黏蛋白样的杆状结

构可使其 N端片段与趋化因子结合,进一步促进了

该受体与CX3C结构的结合〔17〕。此外,传统意义上

的 T细胞的迁移过程由其表面表达的黏附分子及

它们的配体相互作用而介导的,例如作用于淋巴细

胞的IFA-1/ICAM-1及 VLA-4/VCAM-1的受体-
配体的相互作用。然而,Lmai等〔18〕在一系列试验

中揭示CX3CL1/CX3CR1可直接介导 T细胞的游

走、趋化、粘附而不需要其他黏附分子。上述的研

究均提示,CX3CL1/CX3CR1在介导 T 细胞迁移

过程中具有趋化粘附双重活性,是参与炎症性疾病

中 的 重 要 环 节。 因 此,临 床 上 已 经 显 示 出

hCX3CR1拮抗剂的应用前景,CX3CL1/CX3CR1
有望成为抗炎药物的新靶点。该实验中,我们首先

利用小鼠来源的 Anti-hCX3CL1单克隆中和抗体

在配体水平对 CX3CL1/CX3CR1的相互作用进行

拮抗,随后又应用 Philippe等设计的hCX3CL1的

类似 物 F1,通 过 F1 与 CX3CL1 的 竞 争 来 拮 抗

CX3CR1。F1本身虽不是信号分子也不诱发趋化

活性、钙内流,且不导致CX3CR1的内化,却潜在地

抑制了小鼠及人起源的主要表达 CX3CR1的细胞

上由CX3CL1诱导的钙内流及趋化活性,同样有效

地抑制 CX3CL1/CX3CR1的黏附能力〔4〕。我们进

一步探讨了CX3CL1/CX3CR1在介导 T细胞迁移

的免疫过程中对再障发病机制中的作用。我们发

现,不论在再障患者外周血和骨髓的 T细胞亚群,
还是在免疫荧光染色的骨髓石蜡切片上,CX3CR1
都广泛表达于再障患者 CD4+ 和 CD8+ T 细胞表

面。与此同时,我们检测到再障患者外周血浆和骨

髓 中 CX3CR1 的 配 体 Fractalkine 水 平 同 样 上

升〔5〕。本研究中我们测定了健康对照组和再障患

者CD4+ 和CD8+T细胞表面的CX3CR1介导的的

趋化活性和黏附能力。结果显示,再障患者 CD4+

和CD8+T细胞趋化、黏附能力均较正常对照组显

著升高,尤以 CD8+ 细胞更为明显,Anti-hCX3CL1
单克隆中和抗体和 F1在 CD4+ 和 CD8+T 细胞迁

移过程中亦有效拮抗了CX3CR1的作用。当前,对
再障的有效治疗主要采用造血干细胞移植和免疫

抑制剂的应用。然而由于骨髓移植来源的局限性

和再障病情本身的反复性,临床上对再障的治疗仍

然存在局限性。CX3CL1/CX3CR1在介导再障患

者 T细胞从外周血迁移至骨髓进而导致造血细胞

的损害中起到重要作用。无论是对 CX3CL1的竞
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争拮抗还是对 CX3CR1的直接抑制作用都有可能

为再障的靶向分子治疗开辟新的途径。
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量和单位的规范用法

　　胆固醇、三酰甘油、葡萄糖的旧制单位 mg/dl现已废除,新的法定计量单位为 mmol/L。胆固醇、三酰

甘油、葡萄糖新旧单位之间的换算系数分别为:0.0259、0.0113、0.0555。例如:胆固醇:110 mg/
dl×0.0259→2.85mmol/L;三酰甘油:20mg/dl×0.0113→0.226mmol/L;血糖:70mg/dl×0.0555→
3.89mmol/L。
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