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摘要 直接用可溶性 Jagged-1/Fc嵌合蛋白(Jagged-1/Fc)在体外诱导小鼠淋巴结细胞向 CD4+CD25+ T细胞分化．通过荧光标记
单克隆抗体染色结合流式细胞术，观察不同剂量 Jagged-1/Fc在不同时间对淋巴结细胞向 CD4+CD25+T细胞分化的影响，观
察 Jagged-1/Fc诱导 T细胞内细胞因子的变化；藉 ELISA法检测 Jagged-1/Fc诱导分化的 T细胞分泌 TGF-茁1、IL-4和 IL-10
的水平．结果显示，超过 500.0 滋g/L剂量的 Jagged-1/Fc使 CD4+CD25+ T细胞百分比明显增高，诱导时间需要 4～ 6天，抗
Jagged-1 单抗能抵消 Jagged-1/Fc 的诱导作用，用 DAPT 阻断 Notch 信号通路的活化也能抑制 Jagged-1/Fc 的诱导作用，
Jagged-1/Fc诱导分化的 T细胞培养上清中 IL-4和 IL-10的水平明显增高，TGF-茁1无明显变化，胞内 IL-4，IL-10，IL-2 和
TNF-琢的水平也呈增高趋势．上述结果表明，可溶性 Jagged-1/Fc嵌合蛋白在体外可诱导小鼠淋巴结细胞向 CD4+CD25+调节
性 T细胞分化．
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Jagged-1是存在于哺乳动物细胞膜上 Notch受
体的主要配体之一，为单次跨膜糖蛋白，表达于骨

髓、胎儿肝基质和胸腺上皮等多种细胞，参与调控

许多组织的生长发育，维持正常造血干细胞的更新

和分化．Jagged-1在 T细胞、抗原提呈细胞(antigen
presenting cells，APC)表面表达丰富，介导树突状
细胞(dendritic cells，DC)的成熟和分化[1]．已发现

Jagged-1与相应的 Notch受体结合，激活 Jagged-1-
Notch信号通路，能够诱导外周 T淋巴细胞向 2型
辅助 T细胞(helper T cell 2，Th2)[2]和调节性 T细胞
(regulatory T cells，Treg)[3, 4]分化，可能在诱导免疫

耐受中发挥重要作用，虽然可供参考的文献有限，

但预示其潜在的良好应用前景．这些研究主要采用

Jagged-1的表达载体导入细胞的手段，或与固有高
表达 Jagged-1的细胞共培养的手段，新发现直接
利用大鼠的 Jagged-1胞外结构域与人的 IgG1 Fc段
的融合蛋白，即可溶性 Jagged-1/Fc 嵌合蛋白
(Jagged-1/Fc)，能抑制人的 T细胞增殖及其细胞因
子的生成，加强 T细胞的低反应性[5]．因此，本文

试图探讨直接利用可溶性 Jagged-1/Fc嵌合蛋白在

体外诱导淋巴结细胞向 CD4+CD25+ Treg分化的可
能性．

1 材料和方法

1援1 动物

雄性 SPF 级 BALB/c 小鼠， 8 周龄，体重
(20.0依2.2 g)，购自广东省医学实验动物中心．
1援2 淋巴结细胞悬液的制备

颈髓脱位处死 BALB/ c 小鼠，无菌分离双侧
腋窝、锁骨下、腹股沟浅表淋巴结和肠系膜淋巴

结，去除被膜，轻柔机械研磨，经 200目不锈钢网
筛过滤，收集细胞，用冷 PBS离心(300 g，5 min)
洗涤细胞 2 次，细胞重悬于含 10%胎牛血清
RPMI1640(GibcoBRL)完全培养基中，调细胞密度
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至 2伊109 /L．
1援3 CD4+CD25+ Treg的诱导
取淋巴结细胞悬液接种于 24孔细胞培养板上，

每孔 1 ml，设为 Jagged-1/Fc(a soluble Jagged-1/Fc
chimera protein)(R & D Systems)组和 PBS对照组．
根据量效试验，加入有效剂量为 500.0 滋g/L
Jagged-1/Fc，在 37.0℃、5% CO2孵箱中培养，分

别于第 0、 1、 2、 3、 4、 5、 6 天离心 (300 g，
5 min)去上清，PBS 洗涤细胞(300 g，5 min)1次，
收集细胞备用．另取淋巴结细胞悬液接种于 24孔
培养板上，每孔 1 ml，设 0.1、1.0、2.5、5.0、
10.0 滋mol/L DAPT {N- [N- (3,5-difluorophenacetyl)-
L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester}(Sigma 公司 )
加 500.0 滋g/L Jagged-1/Fc 各 组 ， 10.0、 50.0、
100.0、500.0、1 000.0 滋g/L anti-Jagged-1 单抗(R&D
Systems)加 500.0 滋g/L Jagged-1/Fc各组，500.0 滋g/L
Jagged-1/Fc组和 PBS对照组．给药时间为第 0天
和第 3 天，先加入 DAPT，2 h 后分别加入 anti-
Jagged-1 和 Jagged-1/Fc，置 37.0℃，5% CO2孵箱

中培养共 4天，同上方法离心、洗涤及收集细胞．
1援4 流式细胞术

取如上收集的细胞，每 106细胞分别加入 0.5滋g
anti-CD3-APC、 0.125 滋g anti-CD4-PE 和 0.25 滋g
anti-CD25-FITC(eBioscience)，混匀后 4.0℃下避光
放置 30 min． 经 PBS离心(300 g，5 min)洗涤细胞
2 次 ， 在 FACSCalibur 流 式 细 胞 仪 (Becton
Dickinson)上分析． 检测前先用相应的同型抗体染
细胞作阴性对照以确定统计学分区，每管样品检测

5 000～10 000个细胞，所获数据通过 CELLQuest
软件(Becton Dickinson)分析，确定 CD4+CD25+ Treg
占 CD4+ T细胞的百分率．
1援5 上清细胞因子的检测

取密度为 2伊109 /L淋巴结细胞悬液接种于 24
孔培养板中，每孔 1 ml，设 500.0 滋g/L Jagged-1/Fc
处理组和 PBS 对照组．给药时间为第 0 天和第 3
天，置 37.0℃，5% CO2孵箱中培养 4天，同上方
法离心收集细胞上清．采用双抗夹心 ELISA试剂
盒 ( JINGMEI BIOTECH)检测细胞培养上清中细胞
因子 TGF-茁1、IL-4和 IL-10的水平，具体操作步
骤按说明书进行，最后经 680型酶标仪(BIO-RAD)
在 450 nm处读取 A 值，并在标准曲线上查出其浓
度值．

1援6 胞内细胞因子的染色

收获淋巴结细胞，设 500.0 滋g/L Jagged-1/Fc、

5.0 滋mol/L DAPT垣500.0 滋g/L Jagged-1/Fc、500.0 滋g/L
anti-Jagged-1垣500.0 滋g/L Jagged-1/Fc 和 PBS 对照
组．给药时间为第 0天和第 2天，先加入 DAPT，
2 h后分别加入 anti-Jagged-1和 Jagged-1/Fc．按照
eBioscience 说明书操作，不同时间加入刺激剂
5.0 mg/L ConA、 10.0 mg/L anti-CD3、 2.0 mg/L
anti-CD28 和 200 滋g/L LPS，混匀后置 37℃、5%
CO2孵箱培养，于染色前 5 h 加 2 滋mol/L莫能菌
素．每 106细胞加入 0.5 滋g anti-CD3-PE，混匀后
4.0℃下避光放置 30 min．经 PBS 离心 (500 g，
5 min)洗涤细胞 2次，用固定液在室温下避光作用
20 min．加透膜缓冲液，室温下避光作用 10 min，
离心(500 g，5 min)弃上清，重复透膜 1次．每 106

细胞分别加入 0.5 滋g anti-IL-2-FITC，0.5 滋g anti-
IL-4-FITC，0.5 滋g anti-IL-10-FITC和 0.125 滋g anti-
TNF-琢-FITC抗体，混匀后室温下避光孵育 30 min，
用透膜缓冲液洗涤，离心(500 g，5 min)弃上清，
PBS 重悬细胞，在 FACSCalibur 流式细胞仪上
分析．

1援7 统计学方法

实验数据以 x 依 s 表示，多组间比较采用
Oneway-ANOVA 分析，两组间比较用 Student蒺s
t检验．

2 结 果

2援1 不同时间 Jagged鄄1/Fc 诱导 CD4+CD25+ Treg
分化

初始淋巴结 T 细胞少量表达 CD4 和 CD25，
随着时间从第 1 天推移至第 6 天，对照组和
Jagged-1/Fc 组 CD4原CD25原 T 细胞和 CD4+CD25原 T
细胞百分比降低，CD4 原 CD25 + T 细胞和 CD4 +

CD25+ Treg百分比均逐渐增高，以 Jagged-1/Fc组
更为明显． 其中，Jagged-1/Fc组 CD4+CD25+ Treg
百分比在第 4、5、6天与对照组之间有显著差异
(P < 0.05)(图 1)． 以上提示，Jagged-1/Fc能在体外
诱导小鼠淋巴细胞向 Treg分化，诱导时间超过 4
天．此外，小鼠淋巴结细胞在体外培养过程中，

CD4 +CD25 + Treg 百分比也明显增高，这可能与
RPMI1640完全培养基含有刺激淋巴细胞分化的成
分有关，事实上，其他研究组和我们都曾观察到从

体内分离的造血干细胞或树突状细胞在体外培养条

件下均出现不同程度的分化或成熟的类似现象，这

并不掩盖本实验处理组与对照组之间存在的差异．
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Fig. 1 The expression of CD4 and CD25 molecules on the surface of T cells induced by Jagged鄄1/Fc at the different time

2援2 不同剂量 Jagged鄄1/Fc 诱导 CD4+CD25+ Treg
分化

如图 2所示，在 100.0～1 000.0 滋g/L剂量范围
内，随着 Jagged-1/Fc用量的增加，小鼠 CD4+CD25+

Treg 百分比逐渐增高．其中，250.0、 500.0 和

1 000.0 滋g/L Jagged-1/Fc组 CD4+CD25+ Treg百分比
与对照组之间有显著差异(P < 0.05或 P < 0.01)，以
超过 500.0 滋g/L剂量的 Jagged-1/Fc 的作用更为明
显，提示 250.0 滋g/L以上剂量的 Jagged-1/Fc 能在
体外明显诱导小鼠淋巴结细胞向 Treg分化．
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Fig援 3 An anti鄄Jagged鄄1 monoclonal antibody blocks the expression of CD4 and CD25 molecules
on the surface of T cells induced by Jagged鄄1/Fc
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Fig援 2 The expression of CD4 and CD25 molecules on the surface of T cells induced by the different doses of Jagged鄄1/Fc

2援3 抗 Jagged鄄1单抗阻止 Jagged鄄1/Fc诱导 CD4+

CD25+ Treg
给小鼠淋巴结细胞加入 Jagged-1/Fc，CD4 +

CD25+ Treg百分比较对照组明显升高(P < 0.05)，
如果在加入 Jagged-1/Fc同时加入抗 Jagged-1单抗，
随着后者浓度从 10.0 滋g/L 增至 1 000.0 滋g/L，
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2援5 Jagged鄄1/Fc诱导 T细胞产生抑制性细胞因子
收集经 Jagged-1/Fc诱导的 T细胞的培养上清，

测定上清中 TGF-茁1、IL-4 和 IL-10 的表达水平，
进一步寻找 Jagged-1/Fc 诱导淋巴结细胞向 CD4 +

CD25+ Treg分化的证据．与对照组比较，Jagged-1/
Fc 能促进 T 细胞分泌抑制性细胞因子 IL-4 和
IL-10 (P < 0.0 5)，TGF-茁1的表达水平在两组之间
无统计差异(表 1)．胞内染色也显示 Jagged-1/Fc诱
导组 IL-4+和 IL-10+ T细胞百分比有所增加，IL-2+

和 TNF-琢+ T细胞百分比也增高(图 5)．

CD4+CD25+ Treg百分比逐渐降低，其中，100.0 ～
1 000.0 滋g/L抗 Jagged-1单抗组与 Jagged-1/Fc组之
间存在明显差异(P < 0.05)(图 3)．这些结果提示，
抗 Jagged-1单抗能够取消 Jagged-1/Fc 诱导小鼠淋
巴细胞向 Treg分化的作用．
2援4 抑制 Notch 信号通路对 Jagged鄄1/Fc 诱导
CD4+CD25+ Treg的影响
给小鼠淋巴结细胞加入 Jagged-1/Fc，CD4 +

CD25+ Treg百分比较对照组明显升高(P < 0.05)．如
果在给小鼠淋巴结细胞加入 Jagged-1/Fc之前先加
Notch信号通路抑制剂 DAPT，浓度从 0.1 滋mol/L
逐渐递增至 5.0～10.0 滋mol/L时，小鼠 CD4+CD25+

Treg 百分比较 Jagged-1/Fc 组明显降低 (P < 0.05)
(图 4)． 这些提示阻断 Notch信号通路的活化能够
抑制 Jagged-1/Fc诱导小鼠淋巴结细胞向 Treg分化.

1)P < 0.05, compared with the control, x 依 s.

Table 1 Change of the T cell鄄secreted cytokines
induced by Jaggde1/Fc

ng/L

Group TGF-茁1 IL-4 IL-10

Control 689.63 依 153.12 2.27 依 1.10 38.11 依 9.05

Jagged-1/Fc 732.35 依 182.68 5.57 依 1.371) 69.81 依 7.791)

Fig援 4 DAPT，an inhibitor for the Notch signaling pathway，abrogates the expression of CD4 and
CD25 molecules on the surface of T cells induced by Jagged鄄1/Fc
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3 讨 论

在哺乳动物，Notch配体包括Delta-1、Delta-3、
Delta-4和 Jagged-1、Jagged-2两类．单独敲除这些
配体，小鼠呈现不同的表型，提示这两类配体具有

非重叠效应．在外周免疫系统，T细胞和 APC表
面丰富表达 Jagged-1和 Delta-1，它们激活的 Notch
信号是否介导外周淋巴细胞分化? 很诱人的发现
是：Delta-1 可以诱导外周 T 细胞向 Th1 和 CD8+

调节性 T细胞(CD8+ regulatory T cells，CD8+ Tr)分
化，而 Jagged-1与 Notch受体结合，激活 Notch信
号，诱导外周成熟 T细胞分化成为 Th2或产生高
水平 IL-10的 1型调节性 T细胞(regulatory T cell 1，

Tr1)或产生高水平 TGF-茁的 Th3细胞[2～4]．另有研

究表明，Delta主要涉及 T细胞、B细胞去向和外
周 T 细胞的成熟，Jagged-1 则与 酌啄 淋巴细胞和
NK细胞的发育以及外周 T细胞的分化有关[6]．可

见，不同 Notch配体介导不同的 Notch信号，决定
着外周淋巴细胞生成和分化的不同命运．因此，

Jagged-1 与 Delta-1 对 Th 和 Tr 分化的不同影响，
可能为诱导 Th和 Tr不同细胞亚群定向分化提供新
的药物靶点．

目前，涉及 Jagged-1-Notch 1信号通路在 T细
胞分化中作用的报道极其有限，主要采用含有

Jagged-1基因全长或胞外段的表达载体转染细胞的

Fig. 5 Change of some intracellular cytokines of T cells induced by Jaggde1/Fc
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策略，或与固有高表达 Jagged-1的细胞共培养的
手段来展开[7～10]，而直接利用可溶性 Notch配体研
究 Notch信号通路活化诱导中枢和外周淋巴细胞分
化的报道更是寥寥无几． 新发现直接利用大鼠的

Jagged-1 胞外结构域与人的 IgG1 Fc 段的融合蛋
白，即可溶性 Jagged-1/Fc 嵌合蛋白，可抑制人的
T细胞增殖及其细胞因子的生成，加强 T细胞的低
反应性[5]． 本研究直接利用可溶性 Jagged-1/Fc 嵌
合蛋白，在体外诱导淋巴结细胞分化，结果发现，

Jagged-1/Fc 能够诱导淋巴结细胞向 CD4 +CD25 +

Treg 分 化 ， 并 应 用 anti-Jagged-1 单 抗 中 和
Jagged-1/Fc，利用 DAPT阻断 Notch信号通路进一
步证实 Jagged-1/Fc 具有此种生物学效应．另一方
面，从 Jagged-1/Fc诱导分化的 T细胞分泌的细胞
因子来看，抑制性细胞因子 IL-4和 IL-10的水平增
高，TGF-茁无明显变化，同样支持 Jagged-1/Fc 诱
导淋巴结细胞向 Treg分化．以上结果也说明，采
用此种体外诱导方法是可行的，为其临床开发和应

用提供了重要的理论依据．与树突状细胞不同，目

前 Treg尚无经典成熟的体外诱导方法，主要通过
磁珠分选或流式细胞术分选技术获取以用于研究，

但这些方法成本很高，而且细胞来源非常有限，如

胸腺，骨髓，脾脏，淋巴结和外周血 T 细胞中
Treg 的百分比大约占 3%～10%．最新报道用
TGF-茁在体外诱导外周初始 T细胞向 CD4+CD25+

Treg分化取得进展．
Ng 等 [11]早就发现 CD4 +CD25 + Treg 高表达

Deltex-1和 HES-1，因它们是 Notch信号的转录调
节者，这无疑也为上述 Jagged-1-Notch信号参与调
控 CD4+CD25+ Treg分化提供了佐证，但其详细调
控机制有待阐明．此外，利用 Jagged-1的表达载
体作研究，无法控制其表达水平的高低以及所表达

的量是否足以发挥其生理和药理作用，如果是病毒

作为其载体，体内应用还存在一定的潜在危险，利

用与固有高表达 Jagged-1细胞共培养的策略同样
无法控制其表达水平的高低，也无法排除共培养细

胞所分泌的其他细胞因子对靶细胞的影响．而直接

利用可溶性 Jagged-1/Fc 蛋白探讨 Jagged-1-Notch
信号的作用及其机制有利于 Jagged-1剂量的严格

控制和其生理、药理及毒理效应的正确评价，而且

基于 Jagged-1配体的胞外结构域是其激活 Notch受
体的活性部位，因此，它的胞外段分子质量小，更

具有安全性，并且用 IgG Fc 段与之融合可以减小
用 IgG融合所带来的免疫原性，就其临床开发应用
而言更具有可操作性．
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Soluble Jagged鄄1/Fc Chimera Protein Induces The Differentiation
of Lymphonode Cells Into CD4+CD25+ T Cells*

Xing Fei-Yue1)**, Liu Jing2), Yu Zhe1), Ji Yu-Hua1)

(1) Institute of Tissue Transplantation and Immunology, 2) Department of Stomatology, Jinan University, Guangzhou 510632, China)

Abstract A soluble Jagged-1/Fc chimera protein (Jagged-1/Fc) was directly used to induce the differentiation of
lymphonode cells in mice into CD4+CD25+ regulatory T cells in vitro. A fluorescein-labeled monoclonal antibody
staining combined with flow cytometry was applied to detect the effect of different doses of Jagged-1/Fc on the
differentiation of the lymphonode cells into CD4 +CD25 + T cells at different time, and to measure intracellular
cytokine changes of the T cells induced by Jaggde1/Fc. The level of TGF-茁1, IL-4 and IL-10 secreted by the T
cells that were induced by Jagged-1/Fc was determined by ELISA. The results showed that over 500.0 滋g/L of
Jagged-1/Fc led to the obvious enhancement of the proportion of CD4 +CD25 + T cells within the day 4 to 6 of
induction, which was abrogated with an anti-Jagged-1/Fc monoclonal antibody. This induction action of
Jagged-1/Fc on CD4 +CD25 + T cells was also inhibited by the block of a Notch signal pathway with N- [N-
(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT). The level of IL-4 and IL-10 in the
supernatant of T cell culture and their intracellular level were elevated by the induction of Jagged-1/Fc，and the
level of TGF-茁1 in the supernatant was not altered. These findings suggest that a soluble Jagged-1/Fc chimera
protein may induce the differentiation of mouse lymphonode cells into CD4+CD25+ regulatory T cells in vitro.

Key words Jagged-1, lymphonode cell, regulatory T cell, differentiation
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