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淋巴细胞抑裂素的理化性质及生物活性研究
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摘　要　本文以猪胸腺为原料 ,经超滤 、 Biogel p-4凝胶过滤、 DEAE-Sephadex A-25离子交换层析、

Sephadex G-10过滤、 HPLC分离等步骤 ,得到分子量小于 3000的多个组分 ,对其中二个组分测定了 N端序列。

该抑裂素除可抑制 Con A刺激的淋巴细胞对 3H-TdR的掺入之外 ,体内可抑制机体对异源蛋白的免疫应答反

应 ,延迟异体移植皮肤的存活时间 ,还可抑制大鼠同种异体心肺联合移植引起的排斥反应。鉴于抑裂素具有种族

非专一性 ,组织专一性 ,非细胞毒和作用可逆性等特点 ,用于治疗自身免疫性疾病 ,皮肤移植和器官移植时作为

抗排异药有很大潜力。
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　　 淋巴细胞抑裂素 ( lymphocyte chalone )是从

淋巴细胞中分离得到的具有抑制淋巴细胞分裂 ,从

而抑制机体免疫反应的自身调节因子。

1960年 Bullough和 Laurence
[1 ]发现细胞可

能生成一种起负调节作用的内源性抑制物 ,它能专

一地阻断细胞生长周期 , Bul lough将这种抑制剂

定名为 Chalone即抑裂素。它具有组织专一性、种

属非专一性、作用可逆性和非细胞毒这四大特征。

由于各实验室分离抑裂素的来源、方法和纯度

都不一样 ,因此关于抑裂素的化学性质报道很不一

致 ,但至今未见有关抑裂素纯组分的报道。 本文以

猪胸腺为原料 ,通过超滤、凝胶过滤、离子交换层

析、 HPLC分离等步骤 ,得到了几个有活性的多肽

组分 ,并对其 N端序列进行了测定。
淋巴细胞抑裂素不仅对淋巴细胞转化和 IL-2

的产生有明显抑制作用 [2 ] ,体内能抑制动物的免疫

功能 ,而且能降低对异源蛋白的应答反应 ,延长异

体移植皮肤的生存时间 ,延长移植心脏的存活时

间 ,提示淋巴细胞抑裂素作为一种免疫抑制剂有很

大的应用潜力。

1　材料和方法

1. 1　材料

猪胸腺 ,南京肉联厂 ; Balb /c雄性小鼠 ,由南

京医科大学动物中心提供 ;昆明种小鼠 ,由南京大

学动物房提供 ; SD和 Wistar雌性大鼠 ,由中科院

上海动物中心提供。 Biogel P-4, Serv a公司 ;

DEAE-Sephadex A-25, Sephadex G-10, Pha rmacia

公司 ; 24孔和 96孔培养板 , Co rning Co. L td U SA;

RPM I 1640培养基 , Gibco Co. L td;刀豆凝集素

Con A,日本第一化学药品株式会社 ; 3H-TdR,上

海原子能研究所 ;小牛血清 ( N CS) ,浙江轻工业研

究所 ;胸腺素 ( Thymic hormone )为江苏泰州生化

药厂产品 (分子量 < 13, 000)其余试剂均为分析纯

或优级纯试剂。

超滤器、 Amicon DC-2, HPLC, HP1050 V Y-

DOC, AC- 18反相柱 ,蛋白质测序仪 , Beckman

Co. Ltd, IF-3200型气相测序仪。

1. 2　方法

1. 2. 1　蛋白质含量测定　按 Low ry的 Folin酚法

测定 [ 3] ,并以牛血清白蛋白为标准。

1. 2. 2　淋巴细胞抑裂素的提取、分离、纯化　按李

梅 [2 ]方法进行。

1. 2. 3　 HPLC分离

柱温: 室温

流动相 A: 0. 01%三氟乙酸 ( T FA)水溶液。
流动相 B: 0. 01% CH3 CN水溶液。

梯度: 0～ 5 min A 100% ; 5～ 20 min B 0%～

5% ; 22～ 25 min B 5%～ 100% 。

1. 2. 4　淋巴细胞的转化 (淋转 )
[4 ]
　取 3～ 4周龄

Balb /c雄性小鼠胸腺细胞进行试验 ,观察抑裂素

对 ConA刺激的同位素掺入 (以每分钟计数 cpm
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值表示 )。免疫抑制率% = (对照 cpm-样品 cpm /

对照 cpm )× 100% 。

1. 2. 5　脚垫试验　昆明鼠 26只 ,一半注射生理盐

水 ,一半注射抑裂素 1 mg /200μl,隔日一次 ( ip. )

共 2周 ,用游标卡尺量出小鼠后脚掌厚度 ,然后在

一只脚垫皮下注射 40μl ConA溶液 ( 2 mg /m l) ,另

一只注射生理盐水 , 24 h后量出两只脚掌厚度之

差。

1. 2. 6　植皮试验 [5 ]　取 C57小鼠作受体手术前 4

h腹腔注射抑裂素 0. 5 mg /0. 5 ml,以戊巴比妥钠

( 130 mg /20 ml生理盐水 )按 0. 1 m l /10 g体重进

行麻醉 ,背部去毛 ,切除直径 0. 8 cm皮肤圆片 ,同

时将 Balb /c小鼠背部直径 1 cm的去毛皮片植于

其上 ,以石膏绷带固定 ,术后 24 h及 d6再腹腔注

射一次抑裂素 , 7 d后拆除绷带 ,记录皮片存活情

况 ,再继续观察 7 d。

1. 2. 7　大鼠同种异体心肺联合移植　按陈忠华方

法 [7 ]进行。

2　结　果

2. 1　淋巴细胞抑裂素的分离

淋巴细胞抑裂素的分离参考李梅的方法 [ 2] ,猪

胸腺加水匀浆后 ,酸性抽提 ,纱布过滤去沉淀 ,滤液

在 80℃加热 30 min,离心上清液以截止分子量

10 000的膜超滤 ,滤液再经截止分子量为 3 000的

膜过滤 ,滤液浓缩后供 Biogel P4凝胶分离。

2. 1. 1　 Biogel P4凝胶分离　共得 1～ 5五个组

分 ,活性测定结果见表 1:
Tab 1. Inhibi ti on ef fect of f raction s f rom Biogel P-4 Ch romagragh

on lymphocyte mi tog enic response (x
-± s,n= 4)

Groups
Concent rat ion of

chalone(μg /ml)
cpm Inhibi tion rate(% )

RPM I1640 medium

( Background ) - 1542± 162 -　

th ymic hormone 10 3862± 274 - 150. 5

1 10 878± 284 43. 1

2 10 680± 268 55. 9

3 10 1395± 208 9. 5

4 10 750± 70 - 13. 6

5 10 2082± 149 - 35. 0

从表中结果判断 4, 5峰主要具免疫促进作用 ,

免疫抑制活性主要在 1峰和 2峰两个部分中。以

活性最高的峰 2作进一步分离。

2. 1. 2　 DEAE-Sephadex A-25层析　将峰 2浓缩

后上 DEAE-Sephadex 柱分离 ,层析柱以 0. 02

mol /L, pH 7. 5的 PBS平衡 ,上样后收集峰Ⅰ 、Ⅱ ,

再用含 0. 5 mol /L NaCl的 PBS洗脱可得峰Ⅲ。三

个峰浓缩后进行淋转测活 ,峰Ⅰ 和峰Ⅱ浓度为 10

mg /ml时抑制率分别为 52%和 61%。以峰Ⅱ再作

进一步纯化。

2. 1. 3　 Sephadex G-10层析　层析柱为 F1′88

cm ,峰Ⅱ 上样以蒸馏水洗脱 ,得 a, b, c三个洗脱

峰。以淋转测定活性主要在峰 a和峰 b中 , 10μg /

ml即可抑制淋转 68. 45%和 85. 72% ,以峰 b作进

一步纯化。

2. 1. 4　 HPLC高效液相色谱　以 Sephadex G-10

层析所得峰 b进行 HPLC C-18柱分析 ,得到 5个

洗脱峰 ,见图 1。

Fig 1. HPLC of pool-b f rom Seph ad ex G-10 ch romatog ram

峰 b经 HPLC分离后得到 5个峰 ,将 5个峰分

别浓缩后进行淋转测活 ,表明 5个峰均有活性 ,结

果见表 2。
Tab 2. Inhibi tion ef fect of f ract ions f rom HPLC on lymphocyte mi-

tog enic response ( x-± s,n= 4)

Grou ps
chalone of

concent ration (μg /ml )
cpm

Inhibi tion rate

(% )

RPM I 1640

medium( cont rol ) 3475± 871 -

P1 10 1920± 70 44. 8

P2 10 1353± 290 61. 1

P3 10 1380± 36 60. 3

P4 10 1563± 92 55. 0

P5 10 1235± 164 64. 5

表 2结果显示 5个峰均有明确活性 ,但活性均

低于分离前的样品峰 b。

2. 2　蛋白质序列分析

经 HPLC分离所得的 5个峰中以 P3的含量

最高 , P5的含量虽低 ,但分离的较好 ,干扰较少 ,活

性也略高 ,故而将 P3和 P5分别进行序列分析 ,结

果 P3的 N端序列为 Arg-Ser-Glu, P5的为 Val-

Ser。
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2. 3　抑裂素体外活性

所有用于活性检查的抑裂素均以 Sephadex

G-10分离的峰 b为材料。

2. 3. 1　抑裂素对异源蛋白应答反应的抑制　脚垫

试验结果为: 对照组动物两脚厚度之差为 2. 85±

0. 28 mm,抑裂素组为 2. 23± 0. 24 mm ,经统计处

理 P值小于 0. 01,差异十分显著。

2. 3. 2　抑裂素对小鼠植皮排斥反应的抑制　小鼠

在手术后 7 d,拆除绷带 ,观察皮片存活情况 ,结果

发现对照组皮片均干缩坏死 ,抑裂素组皮片仍存活

并湿润柔软 , 9 d后对照组皮片脱落 ,试验组在 14

d试验结束时皮片仍未脱落。

2. 3. 3　大鼠心肺联合异位移植试验　试验结果见

表 3:
Tab 3. Inhibi tion ef fect of ch alone on rejection in h eterotopic h eart-lung t ransplan tation

Groups Descript ion

Rejiction tim e( d) of

Transplan ted h eart

(x-±s )

Stop time (d ) of h eart b eat

of t ransplanted herat

(x-± s )

Surviv al time (d ) of

th e recipien t

(x-± s)

Cont rol Hai r standing on end , wi thout lus t re, poor ap-

pet ite, lis tl es sness

3. 80± 0. 84 8. 2± 1. 30 13. 20± 2. 59

Chalon e Appeti te back to normal 3 d ays af ter operation,

hai r retaining lus t re, s howing great energy

9. 02± 1. 64* * * 19. 60± 5. 50* * * 30. 00± 1. 58

* * *　　P < 0. 01

　　对照组大鼠在心肺移植手术后 3. 8 d就出现

心率减慢等对心脏的排斥作用 ,抑裂素组至第 9.

02 d才出现排斥现象 ,对照组 8. 2 d移植心脏停止

跳动 ,并在 13. 2 d死去 ,抑裂素组到 19. 6 d心脏才

停止跳动 ,大鼠在第 30 d结束试验时仍然存活 ,经

统计抑裂素组与对照组的差异是十分显著的。动物

的生存状况也有很明显差别 ,对照组动物耸毛 ,无

光泽 ,弓背 ,食欲差 ,精神萎糜 ,体虚弱 ;抑裂素组动

物在手术后 3 d,食欲恢复正常 ,毛不耸 ,有光泽 ,精

神好。

3　讨　论

猪胸腺通过匀浆、超滤、 Biogel P4凝 胶分离、

DEAE - Sephadex、 Sephadex-G10, 最 后 通 过

HPLC C-18反相柱分离得到 5个组分。 这 5个组

分均有抑制淋巴转化的活性 ,但活性均低于分离前

Sephadex G10峰 b的活性 ,因此推测这些组分之

间可能有协同作用。至于表现最高活性需要全部 5

种成分或只需其中几种成分尚需研究 ,这对今后化

学合成抑裂素将提供重要参考。我们选择了 5种成

分中含量和活性较高的 P3和 P5进行氨基酸序列

测定 ,据前文 [2 ]报道抑裂素的分子量在 1000左右 ,

但结果只能测出 N端的 2- 3个氨基酸 ,是否因残

留肽段与分析柱的亲和力下降而脱落导致测序不

能进行尚待证实。

由于经过 HPLC分离后的 5个峰 ,活性反而

比分离前的峰 b降低 ,因此所有动物体内外实验均

用峰 b进行。动物体内实验不论从经典的脚垫试验

到皮肤移植、心肺移植 ,抑裂素抑制免疫的效果都

是十分显著的。 据本文的结果推测 ,本抑裂素主要

是抑制细胞免疫 ,对一些自身免疫性疾病如过敏性

支气管哮喘、系统性红斑狼疮、类风湿关节炎、干燥

综合症等应有缓解作用 ,对皮肤移植、器官移植等

可作为抗排异药。据报道 [8 ] ,抑裂素对白血病原始

淋巴细胞有较强的杀伤作用 ,故在肿瘤治疗中可以

用抑裂素初步治疗 ,使肿瘤细胞在体内达到同步

( G1-S期 ) ,然后给予 S期化疗药物可提高疗效 ,而

抑裂素的作用对正常细胞是可逆的 ,可以很快摆脱

其抑制 ,我们也观察到抑裂素可明显抑制引瘤动物

肿瘤的生长 ,抑裂素是否还有刺激 NK细胞生成的

作用尚待研究。

在表 1中我们采用了市售的胸腺素注射液 (泰

洲生化厂 ) ,作为阳性参考 ,因为它的分离方法和本

文 Biogel P4凝胶分离前的步骤是一样的 ,只是我

们在截止分子量 10000的膜超滤后 ,再加了一步截

止分子量 3000的膜超滤。 已知胸腺素注射液是从

猪胸腺中分离的一个分子量 10000以下的多肽混

合物 ,虽然用淋转方法或玫瑰花结法测活 ,表现为

免疫促进作用。但临床上却表现具有免疫双向调节

的作用 ,一方面表现为可提高机体的免疫功能 ,增

强抗感染能力 ,治疗原发性免疫缺陷病 ,另一方面

还具有对系统性红斑狼疮 ,类风湿关节炎 ,干燥综

合症 ,慢性活动性肝炎等自身免疫病良好的治疗效

果 ,显示胸腺中免疫促进成分与免疫抑制成分并
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存 ,而免疫抑制成分在 MW < 3000的组分中活性

最高 ,较低浓度即表现淋转的完全抑制 ,而 MW <

3000的部分 ,主要表现为免疫促进 ,故而本项研究

均从 MW < 3000的组分中分离低分子量的抑裂

素。

抑裂素在胸腺中的含量是很低的 ,因此倚靠提

取是很难得到足够的量进行应用的 ,本文的目的

是纯化抑裂素 ,搞清楚其序列 ,由于它的分子量在

1000左右 ,可以用化学方法合成一系列肽段 ,研究

其最短的活性肽段 ,为合成新的免疫抑制剂提供依

据。但实验结果却指出经 HPLC纯化后的单一组

分 ,活性远低于其分离前的混合组分 ,暗示表现最

高抑制活性需要二种或二种以上成分的协同作用。

因此还需要进一步深入研究 ,找出最佳组合。再分

别研究这些成分的结构 ,和产生协同作用的机理。
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Studies on the Propert ies and Bioactivity of Lymphocyte Chalone
Jiang Shui, Jin Yifeng , Zhang Heyun, Wang Shiqian, Tang Guozhi, Shao

Qixiang
1

Department of Biochemistry , Nanjing University , Nanjing 210093 ; 1
Immunology Laborato-

ry , Zhenjiang Medical College, Zhenjiang , J iangsu 212001

Abstract　 A partial ly purified low molecular w eight lymphocy te chalone w as obtained from po rcine thy-

mus by Biogel P-4, DEAE-sephadex A-25 and Sephadex G-10 ch romatog raphy. When the partially puri-

fied lymphocy te chalone w as further separated by HPLC, fiv e peaks were collected. All the fiv e compo-

nents w ere active in suppression o f mi tog en response, but thei r activ ities w ere lower than those partial ly

puri fied lymphocyte chalone. The partially purified chalone had the capaci ty to repress the response to

heterog enous pro tein Con A estimated by pad test. Chalone could also ma rkedly pro long the surviv al pe-

riod o f M HC nonmatched g raf ted skin in mice f rom 9 days to 14 days. The results of an experiment of

hetero topic hear t-lung transplantation w ere exi ting. Wistar rats w ere t reated wi th chalone fo r tw o

w eeks. The t ransplant operation to ok place on day 8. Chalone markedly prolonged the survival time of

the t ransplanted heart increased f rom 8. 2 days of the control g roup to 19. 6 days. On day 30, the final

day of the experiment , rats in the test g roup were still aliv e, but tho se in the contro l g roup already died

on 13. 2 days. Because of i t s low mo lecular w eigh t and species nonspecificity, the lymphocy te chalone

isolated f rom po rcine thymus could hopefully be used a s an immunosuppressant in the t reatment of au-

toimmune diseases and in prolonging allog raf t survival , such as in skin, hear t, liv er, or kidney trans-

plantation.

Key words　 Lymphocy te chalone; Skin g raft; Mi to gen response; Heterotopic hear t-lung t ransplantation
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