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老年人外周血淋巴细胞的凋亡及CD28和CD95的表达

王晓莲 周苏明 周静程蕴琳

【摘要】目的通过对健康老年人与健康成年人外周血淋巴细胞的凋亡率及CD28和CD95表达水平的比较

性研究，观察衰老对淋巴细胞凋亡的影响，以及CD28和CD95与淋巴细胞凋亡的关系。方法将实验对象分为2

组：成年组(25～59岁)与老年组(60～90岁)各20例，采用免疫荧光标记流式细胞术检测外周血淋巴细胞CD28和

CD95的水平；Anne菇n-v-F1Tc／PI双染色流式细胞术测定地塞米松诱导的淋巴细胞凋亡。结果老年组：淋巴细胞

凋亡率[(14．90士4．12)％]显著高于成年组[(8．12士3．12)％]；CD28+CD95((8．80士4．86)％]及CD28+

E(36．31土10．38)％]均明显低于成年组[(23．09士3．48)％、(52．29±4．90)％]，而CD28一CD95+[(53．23士

8．28)％)、CD95+[(80．25士7．19)％]及CD28一((63．69士10．38)％]明显高于成年组((33．58士4．72)％、(63．18士

4．12)％、(47．71土4．90)％]；CD28+CD95+在两组间差异无统计学意义。淋巴细胞凋产率与CD28(CD28+)呈负

相关，与CD95(CD95+)呈正相关。结论老年人淋巴细胞凋亡率上升；CD28+表达下降，CD28一、CD95+表达上升；

淋巴细胞的凋亡率与CD28十、CD95+有相关性。提示老化导致老年人淋巴细胞凋亡增加，CD28和CD95的变化与

淋巴细胞凋亡密切相关。

【关键词】抗原，CD28；抗原，CD95；细胞凋亡；淋巴细胞；免疫；衰老
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[Abstract]Objective To observe the dexamethasone-induced apoptosis of lyrnphocytes in the elderly，and the

relationship between lWnphocyte apoptosis and the expression of CD28 and CD95．Methods The subjects were di—

vided into two groups：20 SObiects each in healthy adult group with a mean age of(37．2土7．56)years(eight males

and twelve females)and healthy elderly group with a mean age of(78．7土9．57)years(twelve males and eight fe—

males)．The fluorescent flow cytometry was used to analyze the expression of CD28 and CD95 on peripheral blood

lymphocytes and the apoptosis rate of lymphocytes induced by dexamethasone．Results The apoptosis rate was sig—

nificantly higher in the elderly group[(14．90士4．12)％]than in the adult groupC(8．12士3．12)％]．CD28+CD95一

and CD28+cells of the peripheral blood lymphocytes in the elderly group[(8．80士4．86)％，(36．31士10．38)％，re—

speetively]were significantly lower than those in the adult group[(23．09士3．48)％，(52．29士4．90)％，respective—

ly]．CD28一CD95+，CD95+and CD28一ceils in the elderly group[(53．23士8．28)％，(80．25士7．19)％，(63．69士

10．38)％，respectively]were significantly higher than those in the adult group[(33．58土4．72)％，(63．18士

4．12)％，(47．71土4．90)％，respectively3．There was no statistically significant difference in the CD28+CD95+cells

between the tWO groups．The apoptosis rate of lymphocyte was negatively correlated with CD28+and positively corre—

lated with CD95+．Conclusion The apoptosis rate and the expression of CD28+。CD28一and CD95+change signifi—

cantly with aging．The apoptosis rate of lymphocyte is correlated with CD28 and CD95，suggesting that apoptosis of
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lymphocyte plays an important role in the immunosenescence．

[Key words]antigen，CD28；antigen，CD95；apoptosis；lymphocyte；immunization；senescence

衰老是机体随年龄增长而逐渐出现的退行性变

化，是机体代谢过程的必然阶段。免疫学说认为，免

疫系统功能随机体衰老而不断下降n]。而淋巴细胞

的功能改变最明显，其细胞表面分子表达的改变对

淋巴细胞功能的发挥起重要作用。本文通过观察老

年组与成年组淋巴细胞凋亡的变化及淋巴细胞上

CD28和CD95表达的变化，了解淋巴细胞凋亡及

CD28和CD95与免疫衰老的关系，以及CD28和

CD95对淋巴细胞凋亡的影响。

1材料与方法

1．1研究对象 40名志愿者参加此项研究，分成

两组：25～59岁为成年组，共20例，男8例，女12

例，平均年龄(37．2±7．6)岁；60～90岁为老年组，

共20例，男12例，女8例，平均年龄(78．7土9．6)

岁。参与者无肿瘤、感染、糖尿病，无自身免疫性疾

病、严重肝肾疾病及严重心脑血管疾病，也未使用任

何影响免疫系统功能的药物。2组性别比差异无统

计学意义(P>O．05)。

1．2主要试剂 抗人CD28一FlTC(异硫氰酸荧光

素)，抗人Fas(CD95)一PE(藻红蛋白)，鼠抗人单克

隆抗体IgGz。-FITC，IgG2．-PE，均由晶美生物工程

有限公司生产，Annexin-V—FITC／PI由奥地利

Bender公司生产，易得人淋巴细胞分离液由达科为

生物技术有限公司生产，RPMn640培养基由美国

Gibco公司生产。

1．3淋巴细胞的分离 取新鲜肝素钠抗凝血3ml，

加入0．375mi易得人淋巴细胞分离液，混匀，800

×g室温离心30min，取出白色绒毛状的淋巴细胞

层，即外周血单个核细胞，用RPMll640液洗涤，

400 Xg离心lOmin，弃上清，用含10％胎牛血清的

RPMll640液重悬细胞，置人培养皿，调细胞密度5

×108～1×109／L。利用单核细胞贴壁特性，取非贴

壁细胞悬液少许，经瑞氏染色后油镜下检测形态，证

实为淋巴细胞。

1．4 淋巴细胞荧光染色测CD28及CD95 取上

述非贴壁细胞悬液100弘1与抗人CD28一FITC及抗

人Fas(CD95)-PE各10肛l混匀，4。C避光孵育

30min，PBS洗涤，离心，弃上清，加lml PBS重悬

后，2h内上流式细胞仪分析CD28及CD95。

1．5淋巴细胞凋亡的诱导 取上述非贴壁细胞悬

液lml，将其接种于6孔培养皿中，加入地塞米松磷

酸钠液lttl，混匀，使其终浓度5mg／L，放人37。C、

5％CO。孵箱中培养2h。

1．6 Annexin V-FITC／PI双染流式细胞术检测细

胞凋亡率 收集细胞，取上述细胞悬液200p1，用

PBS洗涤、离心，用稀释的缓冲液重悬，调整细胞密

度至2×108～5×108／L；室温下，取细胞悬液195／A

加Annexin—V—FITC 5肚l，避光孵育10mira用PBS

洗涤、离心，用稀释的缓冲液重悬；待上流式细胞仪

分析前10min，加入PI染料10tA，测定淋巴细胞的

凋亡率(Annexin-V—FITC：+，PI：一)。

1．7 流式细胞仪分析 所有样品均用Beeton

Dickinson公司的流式细胞仪FACSCalibur，488nm

激发波长，Cell Quest软件进行荧光参数获取及分

析，每管至少获取10 000个细胞。

1-8 统计学处理 所有数据以孟±s表示。统计分

析采用Stata9．0软件，定量资料的组间比较采用

Satterthwaite's检验，指标间的关系用Pearson相关

分析。

2结 果

2．1 老年组与成年组淋巴细胞凋亡率的变化 老

年组Annexin-V(14．90士4．12)％明显高于成年组

(8．12±3．12)％(表1，图1)。

裹l 成年组与老年组外周血淋巴细胞Annexin-V的

比较(z士s，％)

注：与成年组比较，’P<0．001

2．2 老年组与成年组淋巴细胞CD28及CD95表

达的变化 老年组CD28一CD95+(53．23±

8．28)％，CD28一(63．69±10．38)％及CD95十

(80．25士7．19)％明显高于成年组，而CD28十

CD95一(8．80±4．86)％及CD28+(36．31士

10．38)％明显低于成年组，CD28+CD95+在两组间

差异无统计学意义(P>0．05，表2，图2)。

2．3 淋巴细胞凋亡与CD28和CD95的关系 应

用Pearson相关分析，Annexin-V与CD95+呈正相

关(，．一0．63，P<0．001)，与CD28+呈负相关(，．=

一0．56，P<0．01)。
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图l老年人与成年人外周血淋巴细胞凋亡率的比较(流式细胞术)

表2成年组与老年组外周血淋巴细胞上CD28、CD95表达的比较(卫士s，％)

组别 例数 CD28一CD95+ CD28+CD95+ CD28+CD95一 CD95’ CD28+ CD28

成年组 20 33．58士4．72 29．45士4．14 23．09±3．48 63．18土4．12 52．29士4．90 47．71±4．90

老年组 20 53．22土8．28’ 27．52±8．42 8．80士4．86‘ 80．25士7．19。 36．31±10．38’ 63．69士10．38。

注：与成年组比较，。P<0．001

CD2S．95．2姗2

麟瀵：·旃人
二’5灞i婪o：1 ．澄：．

o

CD28．CD95-2．007

糍渗l。勰
震 ：一：。鬻：‘

一

’·．t蟛。
．‘：二釜。：．

102 lip 104 loo 101 102 Io，liP

CD28FITC CD28FITC

图2老年组与成年组淋巴细胞上CD25及CD95表达

3讨论

细胞凋亡是机体在生长、发育及维持内部平衡

过程中发生的正常细胞生理性死亡，是维持内环境

稳定的重要机制[2]。淋巴细胞凋亡的调节主要由

Fas／FasL系统及Bel一2(B cell lymphoma／leukemi—

a-2)家族等参与。正常人体免疫细胞的新生与凋

亡处于平衡状态，使免疫细胞保持一定数量，维持正

常免疫功能。衰老是机体代谢过程中的一个必然阶

段，主要表现为机体对环境刺激的适应能力减弱以

至丧失。机体衰老伴随着免疫系统功能不断下降。

白细胞分化抗原28(CD28)是T淋巴细胞主要共刺

激分子受体，表达于T淋巴细胞上，属于免疫球蛋

白超家族成员。它与抗原提呈细胞上B7分子结

合，为T细胞活化提供第二信号，同时刺激包括白

介素一2(IL-2)、肿瘤坏死因子一a(TNF-a)、r干扰素

在内的多种细胞因子产生，在T细胞活化中发挥重

要作用。同时，CD28可产生抗凋亡蛋白bcl—xl、bel-

xr而抑制凋亡基因，延缓T细胞凋亡的启动，保证

免疫反应的起始扩大和持续。CD28一T细胞具有缩

短端粒长度、增殖能力下降[3]、寡克隆扩增和耐受凋

亡【41特征。其中后两者最终导致T细胞受体多样

性下降，T细胞的抗原识别谱变窄拍]。CD95(又称

Fas，Apo一1)是细胞表面膜蛋白受体分子，分子量

48ku，表达于大多数T细胞和B细胞上，属于肿瘤

坏死因子受体(TNFRs)家族，是重要的凋亡诱导分

子。CD95与其天然配体(FasL)结合激发靶细胞的

凋亡，与免疫应答有关。

本研究将地塞米松作为凋亡诱导剂。实验显

示，老年组淋巴细胞凋亡率明显高于成年组。由于

衰老机体合成生长因子能力降低、跨膜信号缺陷、控

制细胞增殖的特殊基因表达缺陷，应对氧化应激能

力下降，T淋巴细胞对凋亡敏感性增高，易被激发凋

亡，淋巴细胞凋亡增加[6~11。。淋巴细胞对凋亡刺激

易感性增高及过度凋亡造成免疫稳态失衡[121，引起

淋巴细胞数量的减少、增殖能力的下降及免疫效能

的减低等。Potestio等[13]发现老年个体外周血中T

细胞的自发凋亡及激活诱导的细胞死亡均增加，导
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致低T细胞血症，对外来抗原免疫应答下降，对病

原体识别能力下降，进而导致免疫功能衰退。由于

淋巴细胞凋亡增加，导致老年人较成年人更易发生

各种病毒和细菌感染而且感染后病程较长，死亡率

高。此外，由于淋巴细胞凋亡增加，致使机体免疫监

视与免疫清除功能下降，使突变细胞有机会逃避免

疫监视，可能是老年人肿瘤发病率增高的原因。

本研究显示，老年组CD28+CD95一、CD28+明

显低于成年组，CD28一CD95+、CD95+明显高于成

年组，CD28+CD95+在两组间无显著差异，提示与

成年人相比，老年人淋巴细胞抗凋亡分子的表达下

降，而促凋亡分子表达增加。CD28+CD95一归属于

童贞细胞，CD28一CD95+归属于效应记忆细胞，

CD28+CD95+归属于中心记忆细胞[1 4。。衰老时，在

机体的内环境作用和逐渐积累的抗原刺激下，T细

胞亚群克隆扩增和成熟，造成童贞细胞显著下降、效

应记忆细胞上升[15~17]，最终导致机体免疫应答随时

间向记忆型转变，即对曾经遇见的抗原能够产生应

答，而对初次抗原刺激的应答能力下降。老年个体

CD28+T细胞表达减低，CD28一T细胞增高，T细胞

受体多样性下降，造成T细胞的抗原识别谱变窄，

对病原体及变异株的清除能力下降，均可造成T细

胞功能随增龄下降。另研究表明，机体衰老时

CD95+表达随增龄而上调，其介导T细胞凋亡增

加，导致T细胞数目减少，引起老年人免疫功能

下降‘18’19Ⅲ’22]。

本研究结果显示，(1)淋巴细胞凋亡率随

CD28+表达下降而增加，呈负相关，其机制可能与

bcl—xl下降引发线粒体途径凋亡增加有关。有研究

表明，老年个体T淋巴细胞中Bcl-2基因低表

达[20‘，bcl—xl下降，此可引起线粒体途径中细胞色素

C漏出线粒体，从而启动半胱天冬氨酸蛋白酶3

(cysteine aspartic acid proteases，Caspase一3)继而引

发细胞凋亡[2¨。(2)淋巴细胞凋亡率随CD95十表达

增加而增加，呈正相关，可能与死亡受体途径中Fas

表达增高有关。PotestioEl3]等研究认为老年人淋巴

细胞更易于发生凋亡，其对凋亡易感性增高与Fas

表达增高有关，凋亡与Fas有相关性。衰老的T淋

巴细胞发生过度凋亡，与FasL与Fas的tuRNA及

蛋白表达增高、Caspase-8和Caspase-3的基因表达

及活性增高有关[2h23矗引。

本研究提示，CD28及CD95的老年性改变可能

导致淋巴细胞凋亡敏感性在老年个体中增强。老年

人CD28+低表达，细胞抗凋亡作用减弱，而CD95+

高表达，促细胞凋亡作用增强，造成淋巴细胞凋亡增

加，进而淋巴细胞数目减少，同时细胞功能随增龄而

降低，引起免疫功能变化。

由于淋巴细胞凋亡受Fas／FasL系统、bcl一2家

族及细胞因子等调控，且Fas／FasL系统具有使细

胞凋亡和存活的双重功能[25。，CD95表达与淋巴细

胞凋亡的关系可能受多因素影响，其促进淋巴细胞

凋亡的机制及影响因素尚不十分明了，有待进一步

研究。
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