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３

＿

８ ３
－ＫＤ 细胞 ） ， 并将要的调节作用 。 该实验 以成熟 Ｂ 细胞株 即 ３ －８ ３ 细
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ｆｆＷＳ ？

１ ． ５ 流式细胞术分析细胞表面 ＢＣＲ 的 表达 首 ７ ５—Ｆ ｕ ｔ ８｜

先利用 ＢＳＡ －抗 －ＣＤ １ ６／ ＣＤ３ ２（
２ ． ４Ｇ２

） 抗体混合液
年

＼
＇

Ｌ｜ ，ｊ

对细胞表面的 Ｆｃ 受体进行封闭 ， 然后加人荧光标记 （
ｍ ｉｎ

＞

抗体在冰上反应 １ ５ｍ ｉ ｎ 。 利用流式细胞仪 （
ＦＡＣＳ －

Ｃ ａ ｌ ｉｂｕ ｒ
） 进行分析 〇 图 １３

－８３ － ＫＤ 细胞及 ３ －

８３
－ＫＤ － Ｒ ｅ 细胞特性

１ ． ６免疫沉淀 （

ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉｐ ｉ ｔａ ｔ ｉｏｎ
，

ＩＰ
） 纯化膜蛋Ａ

： 
ＲＴ －

丨

｝

ＣＫ 检测 Ｋ ｕ ｉ ８ｍＲ Ｎ Ａ 表达
；

Ｂ
： 实时定量 ｐ （ ：Ｒ 检测糖基转

白 根据膜蛋 白提取试剂盒提取膜蛋 白 ， 测定蛋 白移酶的 表达量 ；
Ｃ

：
Ｗ ｅ敝ｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 Ｍ 蛋 白 表达量 ；

Ｄ
：
Ｈ Ｐ ＬＣ 技 术

浓度后取蛋 白 （ 约 ５ ００
 （

ｘｇ ） 与抗 －

Ｉ

ｇ
Ｇ２ ａ 以及 Ｇ －Ｓ印ｈ －

测定 Ｆ ｕ ｔ ８ 酶活性

ａｒｏ ｓｅ 充分混匀 ４ｔ 摇晃过夜 ， 之后用 ＰＢ Ｓ 洗两次 ，

加无变性剂 ｂ ｕｆｌ ｅ 】

．

刚 丈 煮 ５ｍ ｉ ｎ 待用 。
２ ． ２＿細 的 ＩｇＧ

－ＢＣＲ 是核心岩藻糖基化糖蛋

１ ． ７Ｗ ｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 和 ｌ ｅｃ ｔ ｉｎｂ ｌｏ ｔ ｉ去分析细胞 内 蛋 自
自 Ｂ Ｃ Ｒ 介导的ｆｅ号是 Ｂ 细胞活化 、 培殖 和 分化 的

的表达 娜 准方法进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ
， 将蛋 白 转移

关键 。 流式细胞术检测结果显示 ’

３
＿

８ ３
、
３ ８ ３

－ Ｋ １ ）
、
３ －

至 丨

＞

醫膜上 ， 用 含 ５％脱 封闭 ２ｈ 后 ， 加人合适
８ ３ －ＫＤ －Ｒｅ 细胞之间 Ｉ

ｇ
Ｇ２ ａ

－ｍｉ 的表达童没有 明 显

的
－抗或生物素标记－Ａ０Ｌ

（ 米 曲霉素 ， 特异性识别
的差别 （ 图 ２Ａ

） 。 但是 结架测
，

３
－

８ ３ －

１＜ １ ）

核心岩麵基 ） ，麟Ｍ ，麵后加人二抗 ，师
纟＿ 巾 １

ｇ
Ｇ２ ａ

＿Ｂ Ｇ Ｒ＿心岩謹基化雜缺 火 ’ 在
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／＂？ ／ ／ ，￥ ２０ １ ６ ＩＶ Ｉ ａ ｒ
；
５ １

 （
３

 ）

３
－８ ３

－ Ｋ Ｄ － Ｋ ｅ
细胞中 乂得到恢复 （ 图

２ 丨５
） 。 Ａ ３

－

８ ３ ３
－

８ ３
－ ＫＤ３

－

８ ３
－ＫＤ － Ｒｃ

ｋ ｕ０５ １ ５０５ １ ５０５ １ ５ｐ ３ １ ：

（
ｍ ｉｎ

）

Ａ １ ５ ０

１
Ｕ

１

￣￣— ＇
^

ｐ 〇

：

－

３
－

８ ３
－ＫＤ

＾ 

－

３
－

８ ３
－ＫＤ ｒ Ｒ ｅＷＢ ： ＰＹ ２ ０

ｍＷ９０ｈ ：

ｒ Ｌ ４９
－

＿＿

ｉ
⑷

： Ａ義…

３ ０

Ｖ＼ Ｂ


〇…… ． ｒｒ． ｉ ｎ ３ －

８ ３ ３
－

８ ３
－ＫＤ３

－

８ ３ －ＫＤ Ｒｃ

１ ０

°

 ｌ 〇

＇

 ｌ 〇

２

 ｌ 〇

３

 ｌ 〇

４

 ｋ００ ． １ １Ｆ （ ）
． ｌ １００

． １ １ｐ
３ １ ：

（ ＾ｇ
／ｍ ｌ

）

ｑ Ｉ Ｐ ： ａｎ ｔ ｉ

－

Ｉ ｇＧ２ａｍＡｂ

、⑴Ｗ
各 ５ ９

－

ＷＢ ： ＰＹ２ ０

、、、

 ｑ一 一＿ Ｉ Ｐ ： ａ ｎ ｔ ｉ

－

Ｉ

ｇＧ ２ ａｍＡ ｂ

 ■ ＂ ｉ＿「
丨

Ｉ Ｐ ： ａｎ ｔ ｉ

－

Ｉ

ｇ
Ｇ２ ａｍＡ ｂ ５ ９

＂

ｆ

＊ ＿每 麵 ＿ 蠢 麵 鱗 ？

 Ｉ

ＷＢ
： ＣＤ ７ ９ ａ

Ｗ Ｂ ： ｓ ｔ ｒｅ
ｐ

ｔａｖ ｉ ｄ ｉ ｎ ３
－

８ ３３
－

８ ３
－Ｋ Ｄ３

－

８ ３
－ Ｋ Ｄ － Ｒ ｅ

Ｉ Ｐ ： ａｎ ｔ ｉ

－

Ｉ

ｇ
Ｇ２ ａｍＡ ｂ

匕
００ ． １ １００ ． １ １００ ， １ １ｐ

３ １ ：

（ ｜

Ａ
ｇ

／ｍ ｌ

）

ＩＷ Ｂ ： ＡＯＬ ｂ ｌ ｏ ｔ

 ７２ 」
一一一？ ？ 一

Ｉ Ｐ ： ａｎ ｔ ｉ

－

ＩｇＧ２ａｍＡ ｂ

ＷＢ ： Ｐ
－

ｓ ｖ ｋ

图 ２３ ＞８３
－ Ｋ Ｉ ） 细胞表面 ＢＣＲ 缺损核心岩藻糖基化修饰

Ａ
： 流式 细 胞 仪 技 术 分 析３

－８ ３
、
３

－

８ ３
－

ＩＧ ）
、
３

－

８ ３
－ ＫＤ － Ｒ ｅ细 胞 中 ７２

＿

ｌ

ｇ
（ ；２ ａ

－ＢＣ Ｋ 的 表达量 ；

Ｂ
： 
Ｌｅｃ ｔ ｉ ｎ 丨 ） 丨 〇 丨 检测 Ｂ 细胞表 面 ｌ

ｇ
Ｇ２ ａ

－ ＢＣＲ 的核

心岩藻糖基化 水平 图 ３Ｆｕ ｔ８ 影响 ＢＣ Ｒ 介导的下游信号分子的磷酸化

Ａ
：
Ｗｅｓｔｅｍｂ ｌｏ ｔ 法检测经 ｐ３ ｌ刺激后 

３
￣

８ ３
、
３

－

８３
－ＫＤ 、

３ ￣

８３
－ＫＤ －Ｒ ｅ

２ ． ３核心岩藻糖基化修饰 影 响 ＢＣＲ 介导 的下游细胞 中 酷 氨 酸隣酸 化水 平 ；

Ｂ
： 
Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ （ｎ 法 检 测 经 ０ １ 刺 激 后 Ｌ

信号分子磷酸化 ＢＣ Ｒ 复合物是 由识别抗原 的膜
丨 〕

、
３ ８ ３

－ ＫＤ －Ｒｅ 细 胞 中 Ｃ ｌＯＴ ａ 和 Ｓ
ｙ
ｋ 分子 的酪 氨酸隣 酸化

一 水平
表面免疫球蛋 白 （

ｔ ｈ ｅｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎｅｓ ｕ ｒｆａｃ ｅ ｉｍｍ ｕ ｎｏ
ｇ

ｌ ｏｂ
？

ｕ ｌ ｉ ｎ
 ， 
ｍ ｌ

ｇ ）与传 递 抗 原 刺 激信 号 的ＣＤ７ ９ ａ／ ＣＤ７ ９ ｈ

（
ｃ ｌｕ ｓ ｔｅ 丨

．

ｏ ｆｄ 丨ｆｆｅ—
，
ＣＤ

） 异源二 聚 体 所组成 。

住腿 的 Ａ
ｇ 结合位点 ， 影响与 Ａ

ｇ 的结合 。

ＢＣＲ 与特异性抗原表位结合后 ， 由 Ｃ Ｄ７９ ａ 和 ＣＤ７９ ｂ Ｉ

＂

ｕ ｔ８ 是 修 饰核心岩藻糖基化 的 唯一 的糖基转

把此激活 信号转 人 细 胞 内 ， 并通 过 Ｆ
ｙ
ｎ

、
Ｌ
ｙ
ｎ

、
Ｓ
ｙ
ｋ

、

麵 。 細麵小 鼠实验
３６

表明 Ｋ ｕ ｔ８ 在 Ｂ 细胞

Ｖ ａｖ
、
ＰＬＣ

＾
２ 及钙离子流 出 ， 激活 Ｂ 细胞

［
８

］

。
３

－

８ ３ 细
的分化发育 中发挥重要的调 节作用 。 阐 明某个基因

胞表面的 ＢＣＲ 特异性识别 Ｐ
３ １ 抗原肽 （

Ｈ ＤＷＲＳＧ Ｆ－

的功能 ， 目前常用的方法是利用 ｓ 〗 Ｒ ＮＡ
， 抑制该基因

ＧＧＦＱＨ ＬＣＣ
） 。 为 了更进一步确认核心岩藻糖基修

表达 ，
观察 相应功能的丢失 ； 然后细胞 内重新导人

饰对 ＢＣＲ 介导的细胞信号传导 的影响 ， 用 Ｐ
３ １ 作用

该基因 ， 建立转基因恢复模型 ，观察其丟失功能的恢

不Ｎ种类 的 ３
－

８ ３ 细胞 ， 检测细胞 内 信号分子的酪氨 复 。 与正 常 ３ －

８ ３ 细 胞相 比
，

３
－

８ ３
－ＫＤ 细 胞 中 Ｆｕ ｔ８

酸磷酸化情况 。 用 ｐ
３ １

 （
０ ． １ ｉ

ｘｇ／ｍ ｌ
） 处理后 ， 与正常

ｍ ＲＮＡ 明显减少 ， 而 Ｆｕ ｔ４
、
ＧｎＴ －

ＨＩ 及 ｐ
４ －ＧａｌＴ －

ＩｍＲ －

的 ３
－

８ ３ 细胞相 比 ，
３

－

８ ３
－ Ｋ Ｄ 细胞在 ５ｍ ｉ ｎ 和 １ ５ｍ ｉ ｎＮ Ａ 的 表达量没有 变化 ， 说明 复 制缺 陷 型 Ｆｕ ｔ８

－

ｓ ｉＲ －

时酪氨酸磷酸化水平 明 显 的下降 ， 但在 ３
－８ ３

－ＫＤ －

ＩＶＮ Ａ 重组逆转 录病毒 （ Ｐ
ＳＩＮ ｓ ｉ

－ ｈＵ６
） 没有脱靶现 象 。

细胞中磷酸化水平 又得到恢 复 （ 图 ３ ａ
） 。 进一步 的将 ＰＬＨＣＸ － Ｆ Ｕ １ ８ 质粒导人 ３

－

８ ３
－ＫＤ 细胞建立 Ｆｕ ｔ８ 基

研究结果显示 ，

３
－

８ ３
－ＫＤ 细胞 中 ＢＣＲ 下游信号分因恢复 成熟 Ｂ 细 胞 株 （

３
－

８ ３
－ＫＤ － Ｒｅ

） ， 发现在 ３
－

８ ３
－

子 ， 如 ＣＤ７ ９ ａ 和 Ｓ
ｙ
ｋ 分子 的磷酸化 水平 明 显下 降 ，Ｋ ｌ ｈ Ｒｅ 细胞中 Ｆｕ ｔ ８ｍ Ｒ ＮＡ

、蛋 白表达 和 Ｆｕ ｔ ８ 酶活性

而在 ３ －

８ ３
－ＫＤ － Ｒｅ 细胞中又得到恢复 （ 图 ３ ｂ

）表达得到恢复 Ｉ
ｇ
Ｇ －

ＢＣＲ 是富含核心岩藻糖基化糖

， 蛋 白 ， 也是 Ｆｕ ｔ ８ 的重要的靶蛋 白 。
Ｆｕ ｉ ８ 基 因沉默并

３＾没有影响 Ｉ

ｇ
Ｃ２ ａ

－ ＢＣ Ｋ 的表达量 ． 只是影 响 了Ｉ
ｇ
Ｇ２ ａ －

ＢＣＲ 介导的信号是 Ｂ 细胞活 化的第一信号 ， 是ＢＣＲ 核心岩藻糖基化水平 ： 进一步研究表 明 ， 核心

Ｂ 细胞成熟和 活化的关键步骤 最新研究
？
表 明 ，岩藻糖修饰能够调节 ［

ｇ
Ｇ － ＢＣ Ｋ 与抗原肽 （ ０ １ ） 之间

糖基化对 ＢＣ Ｒ 功能具有重要的影响 ， 如糖基化在维的相互作用 。
Ｆｕ ｔ ８ 基 因 沉默使 Ｉ

ｇ
Ｇ － ＢＣ Ｒ 介导 的 信

系 Ｉ ５ ＣＲ 水溶性和立体构象 中起重要作用 ， 糖基化程号传 导 （ ｐ
３ １ 刺激细胞 ） 明 显减弱 ， 而 ３

－８ ３
－ Ｋ Ｉ ）

－ Ｒｅ 细

度低下 ， 会使 Ｂ Ｃ Ｒ 肽链 缺乏刚性 ； 糖基化过度 ， 会遮胞的信号传导得到恢复 本实验结果提示核心岩藻
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ｕｅｒ＾ａ＾Ｍｅ ｃ＾ｃ ｉＶｉａ ／ｗ如 ／ｍ Ｚ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；

５ １
（
３

） ？

３２３
？

糖基化修饰在 ＢＣＲ 介导 的细胞信号转导过程 中发 ＳｒｉＵＳＡ
，

２ （ ）〇５
， １ 〇２

（
４４

） ：
１ ５７９ １ ６ －

挥重要的调节作用 ， 为从糖基化角度揭示 Ｂ 细胞活 ［
５

］Ｌ ｉＷ
’ Ｉ ｓ ｈ ｉｈａｒａ Ｋ

，Ｙ ｏｋｏ ｔａ Ｔ
’ｅ ｔ ａ ｌ ．Ｒｅ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄ ａ ｌ

Ｐ
ｈ ａ４ ｂ ｅ ｔ ａ ｌ ｉ ｎ ｔ ｅ

ｇ
ｒｉＶ

／ ｔ ， ＋ｍ 体 ＋曰  ／朴如 沾 ｉ 、
ｌ 私 ｍ口々 ＶＣＡＭ－

１ ｉ ｎ ｔ ｅ ｒａｃＵ ｏｎ ｓ ｌ ｅ ａｄ ｔｏ ｉｍ
ｐ
ａ ｉ ｒｅｄｐ

ｉｅ
－ Ｂｃ ｅ ｌ ｌｒｅ

ｐ
ｏ
ｐ
ｕ ｌａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉｎ

化规侓提供新的科子思路 。

ａｌｐ ｈａ １
，

６
－

ｆｕ ｃ ｏ ｓ
ｙ
Ｌａｎ ｓｆｅ ｒａｓ ｅｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｔｍ ｉ ｃ ｅ

 ［ Ｊ  ］
．Ｇ ｌ

ｙ
ｃ ｏｂ ｉ ｏ ｌｏ

ｇｙ ，
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