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人淋巴细胞中发现 2′-5′-三腺苷酸受体
a
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摘　要:通过合成的3 H-PPPA2′P5′A2′P5′A( 2′-5′P3A 3)与人淋巴细胞进行结合反应, 结果表明: 人淋巴细胞

质膜存在着 2′-5′P 3A3 受体. 又通过用AT P、U TP 与3H-2′-5′P3A 3竞争抑制实验表明, 3H-2′-5′P 3A 3与淋巴细

胞膜受体的结合为特异性结合, 结合率受3H-2′-5′P3A 3浓度、pH 等因素影响 .
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Abstract: T he ex istence of 2′-5′P3A 3 receptor in human lymphocytes w as found in the present

exper iment .
3
H-2′-5′P 3A 3 was synthesized by poly ( I) ·poly ( C ) and interferon A2b inducing the

fo rmat ion of 2′-5′-oligoadenylic acid synthetase ( 2′-5′OASE) in rabbit peripher al blood mononuclear

cells ( PBMC) which catalyzed 3H-AT P as substr ate . T he result of compet it ive binding r eaction of
3
H-2′-5′P 3A 3 w ith A TP and U TP demonst rated that 2′-5′P3A 3 binding to r eceptor of human

lymphocytes had specificity and that the pH and the concentration of 2′-5′P 3A 3 af fected the binding

rate of lig and to r eceptor.
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　　2′-5′P3A 3 是干扰素( IFN )作用于细胞后生

成的一种以 2′-5′磷酸二酯键连接的寡聚核苷酸,

由于它能介导和模仿 IFN 的作用成为研究 IFN

作用的关键物质. 2′-5′P 3A 3 通过何种机制表达

IFN 的作用, 成为人们研究的焦点. 80年代中期,

李伯良、刘新垣发现, 大鼠巨噬细胞膜存在着 2′-

5′P3A 3 受体[ 1] ,并发现 ATP 对 2′-5′P3A 3 与受体

的结合有拮抗作用[ 2] . 但2′-5′P 3A 3通过细胞膜受

体发挥作用是普遍规律还是特定细胞的专一反应

需要更多的实验证实, 另外,人体细胞是否也和动

物细胞一样具有 2′-5′P 3A 3 受体也是必须回答的

问题. 本研究以人的淋巴细胞为研究对象, 通过
3
H-2′-5′P 3A 3与它结合反应首次证实,人的免疫

细胞同样存在着 2′-5′P 3A 3受体.
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1　材料与方法

1. 1　材料
3
H-AT P( 29. 3Ci/ mmol 为中国原子能科学

研究院产品, poly ( I)·po ly ( C)为天津生化制药

厂产品. 基因工程干扰素 A2b 为上海华新生物高
新技术有限公司产品. PRM 1640 为 serva 产品.

Percoll 为 phamacia 产品. DE-81 层析滤纸为

Whatman产品. NP-49为 pluka产品. F icoll-40

购自北京邦定生物医学公司. 动物为 2. 5 kg 体重

的日本大耳白兔, 由华北制药集团提供.

1. 2　方法

1. 2. 1　2′-5′P3A 3的合成　实验用 2′-5′P 3A 3 的

合成法参照 po ly( I)·poly ( C)诱导法 [ 3]进行. 简

要过程为:将双链 poly( I)·poly ( C) 1 mg 溶于生

理盐水后耳静脉注射入受试兔体内, 24 h 后再肌

肉注射 300万单位基因工程 IFNA2b,自注射 po ly

( I)·poly ( C) 48 h 后, 股动脉取血, 用 1/ 10血量

的 ACD 抗凝剂(含柠檬酸, 柠檬酸钠, 葡萄糖)抗

凝, 用 per oll 比重离心法分离出单核巨细胞

( PBMC ) , 再用 3 倍体积的 TBS 缓冲液 ( 15

mmol/ L t ris-HCl , pH7. 6, 126 mmol/ L NaCl, 0. 5

mmol/ L KCl , 0. 1 mmol / L M gCl2 , 0. 05 mmol/ L

CaCl 2, 0. 01%葡萄糖) 洗 PBMC 3 次, 最后将

PBMC悬浮于 T BS 中制成 1∶10的细胞匀浆, 用

冯云峰等人[ 3]的方法测 PBMC 匀浆中 2′-5′P3A 3

合成酶 ( 2′-5′OASE) 活性, 将含 2′-5′OA SE 的

PBMC 匀浆与含底物
3
H-AT P 的反应体系 ( 20

mmol HEPES, 50 mmo l KCl , 8 mmol M gAC2, 7

mmol/ L B-ME, 6 mmo l/ L 3
H-ATP , 20%甘油,

pH7. 2)在 37℃保温 2 h,冷却停止. 用 DE-81层

析纸, 以 0. 25 mol / L NH4HCO 3 为展剂分离生成

的
3
H-2′-5′P 3A 3, 在暗室中紫外投射仪上确定

3
H-

2′-5′P 3A 3斑点的位置,剪下
3
H-2′-5′P3A 3斑点纸

区用 TBS缓冲液将
3
H-2′-5′P 3A 3溶出, 取一定量

的溶出液滴于微孔滤膜上, 70 ℃烤干后, 于液体

闪烁计数器上测放射强度( cpm 值) , 以判定
3
H-

2′-5′P 3A 3的合成情况. 将3
H-2′-5′P 3A 3溶出液冷

冻干燥获得3 H-2′-5′P3A 3干品,备用.

1. 2. 2　淋巴细胞的分离　肘静脉取血 5 mL, 肝

素抗凝,用生理盐水将血稀释 1倍后于离心管中

用 Ficol l-400 淋巴细胞分离液 2 000 r / min 离心

分离出淋巴细胞.

1. 2. 3　淋巴细胞膜的制备　按黎荣松等人的方

法
[ 4]
进行.

1. 2. 4　
3
H-2′-5′P 3A 3 浓度对

3
H-2′-5′P3A 3 与膜

受体结合的影响　在固定膜浓度(每管 3 Lg )条
件下(其它条件同文献[ 4] ) , 观察了 4. 0, 6. 0, 8.

0, 10. 0, 12. 0 mmol / L 五种不同
3
H-2′-5′P 3A 3 浓

度的结合率.

1. 2. 5　ATP、U TP 对
3
H-2′-5′P 3A 3 与膜受体结

合的影响　为了探讨结合的特异性, 在上述反应

体系中分别加入 1×10-7 mol/ L 的 ATP 和U TP,

观察它们对3
H-2′-5′P3A 3与膜受体结合的影响,

其它条件同文献[ 4]和[ 5] .

1. 2. 6　pH 值对
3
H-2′-5′P 3A 3与膜受体结合的影

响　在总反应体积0. 1 mL 内含膜蛋白 3 Lg , 3H-
2′-5′P3A 3 8 mmol / L (其它条件同文献 [ 4] , 观察

了 pH 6. 0, 6. 5, 7. 0, 7. 5, 8. 0五种不同 pH 条件

下3
H-2′-5′P3A 3与膜受体的结合情况.

1. 2. 7　B/ F 的分离与结合率的计算　反应到时

后,加入冷的 PBS终止反应. 于微孔滤膜上抽滤

将 B(
3
H-2′-5′P3A 3-膜受体结合复合物)与 F(未

与受体结合游离存在的3
H-2′-5′P 3A 3 )分离. 滤膜

于 70 ℃烤干后放入 5 mL 闪烁液中,在液体闪烁

计数器上测每分钟脉冲数( cpm ) .

结合率/ % =
各测定管 cpm- 空白管 cpm

总( B+ F ) cpm- 空白管 cpm
×100%

2　结　果

2. 1　3
H-2′-5′P3A3浓度对结合率的影响(图 1)

由图 1可见,在3H-2′-5P3A 3浓度较低时, 配

体-受体结合量随
3
H-2′-5′P 3A 3 浓度升高而增加,

但当3
H-2′-5′P3A 3 浓度达到 8 mmol 以上时, 结

合率基本上不再增加, 表明细胞表面受体全部被

配体占据,结合达到饱和.

2. 2　结合的特异性

在反应体系加入 AT P 和 UT P 后发现, AT P

对3H-2′-5′P 3A 3 与受体的结合有轻微抑制作用,

而 UT P 则对二者的结合几乎无影响(图 1) . 结果

表明, 3H-2′-5′P 3A 3 与淋巴细胞表面受体的结合

是特异性结合.

2. 3　pH值对结合反应的影响

实验结果发现, 3H-2′-5′P 3A 3 与膜受体的结

合受 pH 值影响. pH 7. 0时结合率最高,低于或

高于这一pH 值结合率均下降(图 2) .
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C/ ( nmol·L - 1)
图 1　 3H-2′-5′P 3A 3 浓度和 AT P、U TP 对 3H-2′-5′

P 3A3 与膜受体结合的影响

Fig. 1　 T he effect of 3 H-2′-5′P3A 3 concentr ation,

ATP and UT P on binding o f 3H-2′-5′P3A 3 to

membrance r ecepto r

图 2　pH 值对3H-2′-5′P 3A 3与膜受体结合的影响

Fig. 2　pH effect on binding o f 3H-2′-5′P3A 3 to

membrance r ecepto r

3　讨　论

在了解了 2′-5′P3A 3能介导和模仿干扰素的

作用之后, 人们即开始研究 2′-5′P 3A 3 的作用机

制. 早期的方法是通过微注射或高渗等方法将 2′-

5′P3A 3 引入靶细胞之内, 发现它在细胞内能模仿

干扰素功能, 即抗病毒、抗肿瘤以及免疫增强等作

用. 自 1985年李伯良、刘新恒
[ 1]
发现巨噬细胞膜

表面存在 2′-5′P3A 3受体之后, 人们对 2′-5′P3A 3

作用有了新的认识, 但要想全面、深入地了解 2′-

5′P3A 3 的作用途径和机制, 仍需回答以下 3个问

题: 1) 2′-5′P 3A 3 经膜受体发挥作用是否有普遍

性, 也就是其他细胞膜是否有 2′-5′P3A 3 受体;

2)以往的研究均是以动物细胞为对象,而人的细

胞,特别是人的免疫细胞是否也有 2′-5′P3A 3 受

体; 3) 2′-5′P3A 3作用于膜受体之后如何将信息传

递到细胞内. 尹桂山等人研究了 2′-5′P3A 3作用于

巨噬细胞膜受体之后细胞膜及细胞内发生的变

化,发现 2′-5′P 3A 3 作用于膜受体之后,细胞膜腺

苷酸环化酶( AC )活性增强
[ 6]
, 细胞内 cAMP 和

cGMP 水平升高
[ 7, 8]
. 这些研究结果提示, 外源性

2′-5′P 3A 3 的作用可能与某些激素的作用模式相

同,即首先作用靶细胞膜特异的受体,之后引起细

胞膜相关酶的活性改变, 在经细胞内第二信使类

物质(如 cAMP)的信息传递,经一系列生物化学

变化而最终表现出抗病毒、抗肿瘤等生物作用.

本研究首次发现人的免疫细胞膜存在 2′-5′

P3A 3受体, 并发现3
H-2′-5′P 3A 3与膜受体的结合

率受 3
H-2′-5′P 3A 3 浓度的影响, 在低 3

H-2′-5′

P3A 3浓度时,结合率随3H-2′-5′P 3A 3 浓度的增高

而增高,但当3
H-2′-5′P 3A 3高至某一个限度时, 其

浓度再增高结合率也不再增加,表明二者的结合

具有饱和性, 这和酶与底物的结合以及底物对酶

促反应速度的影响相类似.

本研究也发现, AT P 对
3
H-2′-5′P 3A 3 与膜

受体的结合具有竞争抑制作用, 这与李世武、刘新

垣的报道相一致
[ 2]
,说明 ATP 与

3
H-2′-5′P3A 3有

共同的膜受体,或二者的受体结构相似,具有交叉

反应. 本实验还观察了 U TP 对3H-2′-5′P 3A 3 与

膜受体结合的影响,结果未发现二者有竞争作用,

表明 UT P 不同于 AT P, 其受体与
3
H-2′-5′P3A 3

受体不同.
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