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能的总和的改变，那么自由能的改变可以认为是相

加的。 由于抗体亲和力的叠加是不能完全预言的，

因此，CDR 顺序适应的方法更受人们亲睐。 目前认

为最高亲和力抗体的获得来源于对重链 CDR3 及轻

链 CDR3 区域的改造。该方法之所以能优越于

PCR错配或突变株诱导的突变是因为其对于母本

抗体的修饰仅限于超变区，而该区域的改变所引起

的免疫抗体更少(相对于包含保守序列结构区域的

改变而言) 。

五、结束语

产生及选择重组抗体库的方法仍将不断地改善

和发展。 其主要动力是完全人源化单抗的潜在医学

价值。 迄今已有不少抗体被选择用于蛋白识别、免

疫及基础应用学科的研究。 预计不久将制备一个大

库容、稳定的噬菌体抗体库，使其得到更为广泛地应

用。 抗体库可以用于寻找新药的作用目标、细胞受

体及它们的配体。与此同时，筛选及洗脱方法的改

善，对于技术的成熟同样具有重要意义。 可以预见，

噬菌体表面显示技术必将成为抗体产生的主要技

术。

摘要

从显示在丝状噬菌体表面的重组抗体库中选择

抗体的方法已成为获得试剂、诊断及治疗的重要手

段。本文介绍该技术的原理、发展及运用 ，但着重描

述如何利用细胞筛选、改进洗脱条件、增加库容及进

一步筛选以获得高亲和力抗体的方法。
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Thl/Th2 细胞分化的分子机制

巩芷娟骨

(上海市免疫学研究所 上海 200025 )

CD4+ T 细胞的亚群及其功能巳早有报道，

Thllfh2细胞在调节机体免疫功能中起着重要作

用。 这些 CD4 + T 细胞亚群的出现实际上是分化、

成熟的 T细胞在外周特异性免疫应答过程中形成

不同效应细胞群体，在功能上发生极化的过程[ 1 ] 。

Th 细胞的这种分化受多种因素影响，包括细胞因

上海市免疫学研究所周光炎研究员对本文进行了校阅，

谨此致谢。

曾 现工作单位:上海儿童医院遗传所，邮编 200040。
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子、抗原的种类及浓度、APC 类型及环境因素等的

综合作用。

一、 Th 细胞亚群的异质性

早在 1986 年， Mosmann 等研究发现，鼠 CD4 +

T细胞根据产生的细胞因子不同，可被分为 Thll

Th2两种不同的细胞亚群。 Th1 细胞产生 IL-2 ，

IFN-γ 和 TNF-日，Th2细胞产生 IL-4 、 IL-5 、 IL-6 ， IL-

10 及 IL_13[2J 0 Thl!Th2细胞亚群的分化是不同

抗原及环境因素等综合作用的结果。首先，在许多

实验诱导以及自然发生的免疫应答中，可有不同种

类的细胞因子产生而发挥不同的作用，这些效应功

能有的以 Th1 细胞为主，有的则以 Th2细胞为主。

这些情况在某些病毒或真菌感染及一些自身免疫性

疾病中均存在。 其次，在淋巴细胞激活的早期，细胞

因子的产生以混合的 ThO 形式存在(产生各种复合

细胞因子的 T 细胞被称为 ThO 细胞) ; 而在有抗原

持续存在且不易清除的慢性疾病中，Th1/Th2细胞

亚群的分化更为明显。 因此，Th 细胞的分化很大程

度上与免疫应答类型有关，是分化、成熟的 T 细胞

在免疫应答的活化过程中，因环境和基因的共同作

用而形成不同效应类型细胞群体的过程。

二、 Thl/Th2细胞的功能

不同 Th 细胞亚群产生的细胞因子不同，因而

发挥不同的效应功能[3J 0 Th1 细胞活化 Tc.、 NK 细

胞和巨噬细胞，主要促进细胞免疫或迟发型超敏反

应，Th2细胞主要参与体液免疫。 Th1 细胞为主的

免疫应答常与炎症及组织损伤有关，因为两种主要

的 Th1 型细胞因子 TNF-α 及 IFN-γ 可激活 T 细

胞、炎症细胞和内皮细胞以增强细胞介导的免疫应

答引起的组织损伤。 迟发型超敏反应 (DTH)在抗

微生物感染免疫中发挥重要作用。

Th2细胞主要参与体液免疫。 其中 IL-4 能诱

导 B 细胞产生 IgE 类抗体，在 IgE 依赖的巨噬细胞

介导的免疫反应中起重要作用。 IL-5 是一种嗜酸

性粒细胞激活因子， IL-4 及 IL-5 参与变态反应及抗

寄生虫感染。 Th2细胞产生的细胞因子有抗炎症作

用。 IL-4 及 IL-13 可拮抗 IFN-γ 的巨噬细胞激活作

用; IL-10 可抑制巨噬细胞反应。 因此， Th2 细胞的

激活可抑制急性及慢性炎症，包括 DTH。 这提示

Th2细胞因子的生理作用不仅仅是效应分子，而更

重要的是免疫调节分子。有研究显示 T 细胞在体

外被激活时，Thl 参与的反应常发生在早期，Th2细

胞随着免疫应答的发展而增多[4 J 。

三、 Th 细胞的分化

有研究表明，Th1/Th2细胞来源于共同的前体

T细胞，这些前体 T 细胞是成熟的未致敏 C凶+ T

细胞(naive cell ) 。 这些细胞在受抗原剌激时主要产

生 IL-2，且其分化受到多种因素的影响，其中最主

要的因素是细胞因子本身。 IL-12 可促进其向 Th1

细胞分化， IL-4 可促使其向 Th2细胞分化。

1. Th 细胞分化的信号传导途径

细胞因子促进 Th 细胞的分化通过 JAK-STAT

信号途径[5J 0 ST AT (signal transducers and activa

tors of transcri ption )是在几年前被确认的 DNA 结

合蛋白超家族。 STAT 之所以引起普遍关注是因为

其独特的活化方式以及介导抗病毒反应和细胞分化

的多样性生物学效应。首先确定的 STAT 家族成

员是 STATl 、STAT2，它们是 IFN 调控基因表达信

号转导中的 DNA 结合蛋白 。 STAT 家族成员均具

有几个保守的结构域，如 SH2 (Src homology 2 do

main)o Sf丑有三个重要功能:它是活化的受体复合

物募集 STAT 的关键;与 JAK(Janus protein-tyrosine 

kinases) 酷氨酸激酶结合[ 6 J ， JAK 使 STAT 磷酸化;

使叮叮分子形成二聚体结合 DNAo STAT 的

DNA 结合部位于一高度保守的结构域中间。细胞

因子受体超家族成员通过和细胞因子的结合，导致

一种或几种 STAT 被激活，分别传递具不同生物功

能的信号。 同一家族具有保守的胞外配体结合基序

(motif) ，这提示其具有共同的起源。 细胞因子受体

超家族还具有结合一种或几种 JAK 家族成员的特

点。 研究显示，配体结合导致受体链和 JAK 的聚

合，随之发生磷酸根转移作用及 JAK 激酶的激活。

JAK 激酶使受体分子胞内部分的酷氨酸残基发生

磷酸化，以及募集到活化受体复合物的一系列细胞

底物发生磷酸化。 因此，JAK 激酶在启动对细胞因

子反应的多种信号途径中有重要作用。 分析 JAK

缺陷的细胞系证明 JAK 是引起 STAT1 和 STAη

磷酸化对 IFN 应答所必需，而过度表达的 JAK 激活

STAT 的 DNA 结合活性。

在对细胞因子的应答中， STAT 的活化具有特

异性。 例如，淋巴细胞中， IL-2 激活 STAT5 ， IL-12

激活 STAT4 、 IL-4 激活 STAT6，这种特异性不是由

JAK 控制，而是由各自活化的受体复合物募集特异

的 STAT 的能力决定。 这出现在 STAT 蛋白的

SH2结构域与受体酷氨酸磷酸化的特异位点相互
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作用的整个过程中，也就是 STAT 的 SH2结构域首

先募集 STAT 到特异位点醋氨酸磷酸化的受体复

合物，使 STAT 能够接近和结合活化的 ]AK 激酶而

被磷酸化。

2. 细胞因子对 Th 细胞分化的影晌

很多因素(如某些细菌感染、内毒素、病毒等)可

激活巨噬细胞及并指状树突细胞，促使 IL-12 的产

生，并诱导 Th1 细胞为主的免疫应答[7] 0 IFN-γ 可

通过促进 IL-12 的分泌及维持 IL-12 受体的表达而

促进 Th1 细胞的分化。 IL-12 是一种重要的细胞因

子，是由 p35 、p40 两个亚单位共价结合形成的二聚

体，它通过结合特异的 IL-12 受体(lL-12R)发挥生

物学效应。 两个不同的 IL-12R 亚单位均为细胞因

子受体超家族成员，分别命名为 IL-12RßI 和 IL-

12Rßz o 未致敏 T 细胞并不表达 IL- 12R，触发 T 细

胞抗原受体可引起 IL-12R 两条链的表达，如 IL-12

或 IFN-α 存在， T 细胞则分化为 IL-12 应答的 Th1

细胞，持续表达 IL-12 受体的两条链。 相反，当未致

敏 T 细胞受到 IL-4 剌激时选择性丢失 IL-12Rßz

链，成为 Th2细胞。 IL-12Rßz 亚单位的表达仅限于

Th1 细胞亚群，是至今为止第一个确定的 Th1 细胞

亚群特异的非细胞因子基因。 调控 IL-12 信号途径

是 Th 细胞分化的关键问]。 用 IL-12 刺激人 T 细胞

可诱导 ]AK 家族的]AK2与 TYK2的酶氨酸发生

磷酸化，说明 TYK2，]AK2的激活是 IL-12 与其受

体作用后信号传递的早期事件。随后发生酷氨酸磷

酸化与活化的是 STAT4 和 STAτ'3 0 STAT3还参

与其他细胞因子的信号传递，而 STAT4 则不参与

其他的信号途径的传递。 STAT4 具有限制性分布

特点，主要表达在生血的组织包括胸腺和脾。 IL-12

诱导 STAT4 的酷氨酸磷酸化，使其形成分子间的

二聚体，转位到核内通过结合特异的 DNA 序列来

直接激活细胞因子应答的靶基因[9] 。

STAT4 基因缺陷小鼠中，所有的 IL-12 功能受

阻，包括诱导分泌 IFN-y，有丝分裂、加强 NK 细胞

功能及 Th1 细胞分化[ 10 ] 。 另外， STAT4 缺陷的淋

巴细胞具有向 Th2细胞分化的自然趋势，说 明

STAT4 不仅介导淋巴细胞对 IL-12 的应答，而且调

控着 Th1ífh2细胞分化[ 11 ] 。

IL-4 是一种多效性细胞因子，在免疫系统中起

重要作用。 IL-4 通过 STAT6 的醋氨酸磷酸化及称

作 4PS 的 170kD蛋白的磷酸化来激活两个不同的

信号途径[ 12 ] 。 这两种不同的醋氨酸磷酸化蛋白，

STAT6 和 IRS 相关的 4PS 在 IL-4 介导的信号传递

途径中起关键性作用。 磷酸化的 4PS 与 PI-3K

(p85)的调控亚单位及其它含有 SH2结构域的分子

相作用。 血生成细胞系 32D 缺乏 4PS 则不能对 IL-

4 发生增生反应，证实 4PS 是 IL-4 诱导的有丝分裂

所必需的。 而 STAT6 参加的 ]AK-STAT 信号途径

则对特异性基因表达及有丝分裂皆有作用。

IL-4的受体复合物是由两个不同的多肤，

139kD的配体结合亚单位( IL-4R)和分子量稍小的

多肤( IL-2Rγ) 组成。 IL-2Rγ 也用做 IL-2 ， IL-7 和

IL-13 的信号传递。 用 IL-4 剌激细胞能够引起 IL-

4R 亚单位胞内结构域的迅速醋氨酸磷酸化。 事实

上， IL-4R 的酷氨酸(Y472)磷酸化与胞浆蛋白 IRS

l(insu!in r巳ceptor substrate-1)或称做 4PS 蛋白的信

号传递有关。 STAT6 的原始氨基酸序列 SH3 、 Sf丑

结构域能促使其与 IL-4 受体胞内结构域的直接作

用 ， STAT6 通过它的 SH3 、 SH2结构域与醋氨酸磷

酸化的 IL-4R 结合，使其接近受体结合的 J邸，导

致 STAT6 酷氨酸(Y64l)磷酸化[ 1匀，然后发生关键

性的反应，包括 STAT6 聚合成二聚体及伴随的其

从受体释放出来。

IL-4 诱导的 STAT6 的激活，对于许多功能包

括有丝分裂、T细胞的分化、免疫球蛋白的同型转换

有重要作用。 STAT6 基因敲除的小鼠表现为 Th2

细胞分化、细胞表面标记的表达及免疫球蛋白转为

IgE 型的缺陷，说明通过 STAT6 激活的信号是 IL-4

诱导的生物学效应的主要信号途径[ 14 ] 。

3. Th细胞分化的其他影晌因素

除细胞因子外 ，其他很多因素亦可影响免疫应

答中 Th1ífh2细胞平衡。 首先是抗原的剂量或浓

度。 一般而言，低抗原浓度和低剂量感染易于诱导

Th1 反应 ， 而高剂量诱导 Th2应答。 其机理尚不清

楚。 可能是由于低剂量时，主要的抗原提呈细胞

(APC)是树突细胞或巨噬细胞，这两种细胞产生 IL-

12 使 T 细胞向 Th1 分化。 相反，当抗原浓度高时，

可被不分泌 IL-12 的 APC递呈，导致 Th2分化。 另

一影响 T细胞分化的因素是由 APC 提供的共刺激。

共刺激因子是两个结构相关蛋白， B7-1 和 B7-2 ，两

者都通过与 T 细胞的特异受体 CD28 作用激活 T

细胞。 Th1 ífh2细胞的分化依赖共剌激，高水平的

共剌激信号增强 Th2应答。 可能是由增加初始 T

细胞的激活的数量 ，增加 IL-4 产生导致 IL-4 依赖

的 Th2途径分化，也有报道说 CD28 共剌激通过增

加 IL-4 受体的敏感性加速 Th2细胞分化[ 15] 。研究

显示 B7-1 和 B7-2 分别调控 Th1 和 Th2细胞的分
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化， B7-1 主要作为 Thl 细胞分化的共剌激因子， B7-

2 则诱导 Th2细胞的产生。然而，没有证据表明这

两个共剌激因子向 T细胞传递不同的化学信号，而

是由于 B7-2 在未激活的 APC 中占主导地位，当

APC暴露于炎症剌激时则 B7- 1 增加。 并且，不同

的 T 细胞亚型分别在不同的激活和分化时期依赖

共刺激信号，Th2细胞的分化随着初期 APC 提供的

共剌激信号而增加，相反，己分化的 Th2细胞对抗

原的应答无需 B7-2 共剌激因子，而 Thl 细胞则持

续需要 B7-1 信号的活化。 因此，决定 T 细胞分化

的是共剌激信号的时间和水平而不是简单的其存在

与否。 T细胞上 CD30 及其配体 CD30L 的相互作

用在 Th 细胞向 Th2极化过程中亦起一定作用，在

未致敏 T 细胞中加人抗 CD30 抗体拮抗剂能促使

Tτ'S(破伤风毒素特异的)T 细胞克隆向 Th2极化。

反之，在 T 细胞克隆前用抗 CD30 分子可阻断

CD30-CD30L 之间的相互作用，促进 T 细胞向 Thl

的极化， CD30-CD30L 相互作用的机制尚不明确。

其他因素如遗传因素[ 16 ] ，佐剂的作用，抗原提呈细

胞的种类也可影响 Th 细胞的分化。

四、 Thl/Th2细胞与疾病 的关 系

ThllTh2细胞的平衡与否常常决定着感染、过

敏性疾病及自身免疫病的结局。 多数寄生虫感染

中，Th2占优势的免疫应答可加重疾病，而 Thl 应

答具有治疗作用。 Thl 应答也是机体抵御真菌感染

的主要反应方式。 过敏性疾病的发生与抗原特异性

Th2占优势的免疫应答密切相关，由 Th2分泌的细

胞因子促进 IgE 的产生和嗜酸性粒细胞的炎症反

应。 系统性红斑狼疮(SLE)是 Th2优势应答的自身

免疫病[川 。 总的来说，感染性疾病、过敏性疾病及
自身免疫病中，同一抗原特异性的两群 Th 细胞之

间的平衡能决定机体对疾病表现出的不同反应 ， 即

耐受和易感，因而成功的疗法需要调节抗原特异性

的 ThllTh2之间的平衡，下调病理性 Th 优势应

答，促进向保护性 Th 优势应答类型的转变。

五、结束语

以上就 T 细胞的功能 、 分化机制及其影响因

素、以及与疾病的关系作了一个概述， ThllTh2细

胞在体内相互调节、相互平衡。 Thl 细胞分泌的细

胞因子可抑制 Th2细胞的分化，而 Th2 细胞分泌的

细胞因子亦可抑制 Thl 细胞的分化[18] 0 Thl lTh2 

细胞的平衡及相应的极化状态常常决定着感染及 自

身免疫的结局。 随着对 T 细胞分化机制及影响因

素的深入了解 ，通过调节 ThllTh2细胞的平衡失调

可用于治疗感染及自身免疫病。 不断丰富与深化调

节 Th 细胞亚群的方法，将为多种免疫性疾病的治

疗提供新思路。

摘要

ThllTh2细胞亚群的分化是不同的细胞因子 、

抗原及环境等综合因素作用的结果。在细胞因子参

与的 Th 细胞分化中，]AK/STAT 信号途径是细胞

因子受体转导细胞内信号的一种主要机制。 本文主

要就 ThllTh2细胞的功能 、分化的分子机制及其影

响因素作一综述。
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