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Colgalt2敲除对刀豆蛋白A诱导的
自身免疫性肝炎小鼠CD4 T细胞记忆和
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摘要：目的 初步探索糖基转移酶Colgalt2基因敲除对刀豆蛋白A（concanavalin A，Con 
A）诱导的自身免疫性肝炎（autoimmune hepatitis，AIH）小鼠模型中CD4 T细胞记忆

和归巢的影响。方法 随机抽取无特定病原体（specific pathogen free，SPF）级6～8周的

基因敲除（Colgalt2-/-）小鼠与野生型Colgalt2+/+小鼠各18只，建立Con A诱导的AIH小鼠

模型。检测小鼠血浆中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）和天门冬氨

酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）水平，采用HE染色观察肝组织病理

变化，采用体外磁珠分选脾脏CD4+T细胞，采用流式细胞术检测小鼠外周血、脾脏及

分选后CD4+ T细胞亚型比例。结果 与Colgalt2+/+小鼠相比，Con A刺激12 h Colgalt2-/-小

鼠血清ALT [（15610 ± 2869）U/L vs（5009 ± 1042）U/L；t = 3.474，P = 0.006] 和AST 
[（16080 ± 2631）U/L vs（4453 ± 893.7）U/L；t = 4.185，P = 0.002] 水平均显著升高。

Con A刺激12 h Colgalt2-/-小鼠肝损伤分级显著高于Colgalt2+/+小鼠 [（3.17 ± 0.17）级                               
vs（2.17 ± 0.17）级]，差异有统计学意义（t = 4.243，P = 0.002）。Con A刺激12 h 
Colgalt2-/-小鼠脾脏CD4+CD28- [（97.80 ± 0.46）% vs（88.85 ± 3.35）%；t = 2.650，P = 
0.024] 和CD4+CD62L- [（97.98 ± 0.46）% vs（88.68 ± 3.38）%；t = 2.669，P = 0.023] 均
显著高于Colgalt2+/+小鼠。体外脾脏实验表明，Con A刺激12 h Colgalt2-/-小鼠CD4+CD28- 
[（94.88 ± 1.20）% vs（82.97 ± 2.70）%；t = 4.295，P = 0.002] 和CD4+CD62L- [（99.95 ± 
0.02）% vs（99.24 ± 0.26）%；t = 2.731，P = 0.021] 均显著高于Colgalt2+/+小鼠。结论 

Colgalt2基因敲除使脾脏CD4+CD28-和CD4+CD62L-细胞亚群表达上调从而加重Con A诱

导的AIH。
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hepatitis (AIH) mice. Methods The specific pathogen free (SPF) Colgalt2-/- mice (18 cases) 
and Colgalt2+/+ (wild type) mice (18 cases) were randomly selected and the mice were 
6～8 weeks. The model of AIH induced by Con A was established. Serum alanine 
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels of mice were detected 
and histopathological change of liver tissue was observed by HE staining. The magnetic bead 
sorting technique was used to isolate the CD4+ T cells of spleen. CD4+ subsets in peripheral 
blood mononuclear cells and splenocytes were analyzed by flow cytometry. Results Compared 
with those of Colgalt2+/+ mice, the ALT [(15610 ± 2869) U/L vs (5009 ± 1042) U/L; t = 3.474, 
P = 0.006] and AST [(16080 ± 2631) U/L vs (4453 ± 893.7) U/L; t = 4.185, P = 0.002] levels 
of Colgalt2-/- mice increased significantly after Con A administrated for 12 h. The liver injury 
grade of Colgalt2-/- mice was higher than that of Colgalt2+/+ mice after Con A administrated 
for 12 h [(3.17 ± 0.17) grade vs (2.17 ± 0.17) grade], the difference was statistically 
significant (t = 4.243, P = 0.002). Compared with those of Colgalt2+/+ mice, the percentage 
of CD4+CD28- [(97.80 ± 0.46)% vs (88.85 ± 3.35)%; t = 2.650, P = 0.024] and CD4+CD62L- 
[(97.98 ± 0.46)% vs (88.68 ± 3.38)%; t = 2.669, P = 0.023] increased significantly in 
Colgalt2-/- mice after Con A administrated for 12 h in spleen. In vitro, compared with those 
of Colgalt2+/+ mice, the percentage of CD4+CD28- [(94.88 ± 1.20)% vs (82.97 ± 2.70)%; t = 
4.295, P = 0.002] and CD4+CD62L- [(99.95 ± 0.02)% vs (99.24 ± 0.26)%; t = 2.731, P = 0.021] 
also increased significantly in Colgalt2-/- mice after Con A administrated for 12 h in spleen. 
Conclusions Colgalt2 gene knockout aggravated Con A induced AIH in mice by increasing 
the expression of CD4+CD28- and CD4+CD62L- T subsets in spleen.
Key words: Autoimmune hepatitis; Colgalt2; Concanavalin A; CD4+ T cell

自身免疫性肝炎（autoimmune hepatitis，AIH）

是一种免疫介导的炎症性疾病，组织学特征是以淋

巴细胞和浆细胞浸润为主的界面性肝炎[1]。AIH病

因尚不明确，后期可出现肝硬化、腹水、肝细胞癌

及肝衰竭等并发症，甚至引起死亡[2]。目前认为，T
细胞尤其是CD4+T细胞介导的免疫应答和免疫失衡

在AIH中发挥重要作用[3]。AIH可诱导肝内CD4+T细
胞浸润，导致肝组织损伤[4]。Colgalt1（GLT25D1）
和Colgalt2（GLT25D2）半乳糖基转移酶基因可编码

Hyl特异性半乳糖基转移酶，在内质网中启动胶原糖

基化[5,6]。Colgalt2作为Colgalt1的同源基因，可促进

胶原蛋白成熟。而胶原蛋白是各种组织和器官细胞

外基质的重要组成部分，主要存在于结缔组织中，

调节细胞附着、迁移、增殖和分化等多种生物学过

程[7]。Colgalt2通过编码一种启动胶原翻译后糖基化

的酶，成为骨关节炎的易感靶点[8]，其在卵巢癌中也

过度表达[9]。前期研究表明Colgalt2基因在肝组织表

达，其不仅影响肝纤维化小鼠模型中肝细胞的再生

及凋亡[10]，同时还影响肝脏Kupffer细胞的形态及亚

型[11]。最近研究证实，Colgalt2介导的糖基化也可调

节肝损伤模型中CD4+T细胞亚群的活化和增殖[12]。

但Colgalt2对CD4+T淋巴细胞的记忆和归巢是否也存

在影响尚未明确。因此，本文就Colgalt2基因敲除对

Con A诱导的AIH小鼠CD4 T淋巴细胞记忆和归巢的

影响进行初步研究。

1 资料与方法

1 . 1  实验动物   6～ 8周龄雄性小鼠，野生型

（Colgalt2+/+）C57BL/6J小鼠购自中国医学科学院

动物研究所；Colgalt2-/-小鼠饲养于北京大学医学

部实验动物中心，动物许可证号SCXK（京）2011-
0012。所有的动物都饲养于无特定病原体（specific 
pathogen free，SPF）级动物室。

1.2 实验试剂  Con A粉末购自美国Sigma公司。流

式荧光抗体CD4 APC、CD8 Percp-cy5.5、CD28 
FITC、CD62L PE购自美国eBioscience公司。

Luminex试剂盒购自美国BD公司。

1.3 实验方法

1.3.1 建立小鼠AIH模型  随机抽取基因敲除Colgalt2-/-

小鼠与野生型Colgalt2+/+小鼠各18只。将Con A储液

加无菌1 × PBS磷酸盐缓冲液稀释为5 mg/ml的Con A
工作液，以10 mg/kg剂量采用内眦静脉注射，建立

小鼠Con A诱导的AIH模型。模型建立无Con A刺激

（对照组，0 h）及Con A刺激12 h和24 h组，每组

各6只，分别于0 h、12 h、24 h处死小鼠，取小鼠血
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液、肝脏和脾脏组织。

1.3.2 肝脏生物化学指标的检测  在Con A诱导AIH
模型建立过程中，对0 h、12 h、24 h每组Colgalt2+/+

和Colgalt2-/-小鼠各6只均进行眼球摘除取血。离心

后利用Olympus AU 2700全自动生化分析仪酶法

测定Colgalt2+/+和Colgalt2-/-小鼠丙氨酸氨基转移酶

（alanine aminotransferase，ALT）和天门冬氨酸

氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）水

平，由首都医科大学附属北京地坛医院检验科协

助，严格按照标准操作规程完成。

1.3.3 肝组织HE染色  肝组织于中性甲醛固定液中

固定；经脱水、固定进行常规石蜡包埋，连续切片

5 μm，裱片并烤干；用二甲苯脱蜡并经过水化；苏

木素染色，酒精分化，氨水返蓝，清水冲洗，1%
伊红染色；再经过分化、脱水至透明；封片。在显

微镜下观察各时间点切片肝脏病理情况。根据修定

Scheuer方案行肝损伤分级量化评分[13]。

1.3.4 体外磁珠分选CD4+T淋巴细胞  取Colgalt2-/-

与Colgalt2+/+小鼠脾脏研磨、清洗、过滤后，获得

CD4+T细胞108个，加入900 µl 1 × PBEB 和100 µl 
CD4 MicroBeads（按每107细胞加入90 µl 1 × PBEB
和10 µl CD4 MicroBeads）混匀，避光孵育15 min，
定容。两次过柱分选CD4+T淋巴细胞，用于细胞表

型分析。

1.3.5 细胞表型分析  将外周血、脾脏组织制备成单

细胞悬液和免疫磁珠分选的CD4+T细胞，按每管

300 µl分管；每管染1 µl CD4 APC抗体、1 µl CD8 
Percp-cy5.5抗体、1 µl CD28 FITC抗体、1 µlCD62L 
PE抗体，4 ℃避光染色15 min；PBS清洗后用流式

细胞分析仪（BD公司）进行检测。采用Flowjo 7.6
软件分析数据。

1.4 统计学处理  采用SPSS 26.0软件进行统计分析，

ALT、AST、肝损伤量化评分及T细胞亚群百分比

均为正态分布的计量资料，以 x ± s表示，两组间

比较采用独立样本t检验，多组间比较采用方差分

析，两两比较采用LSD-t检验，以P ＜ 0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠肝功能及肝组织病理  与Colgalt2+/+小鼠相

比，Con A刺激12 h Colgalt2-/-小鼠血清ALT和AST
水平均显著升高（P均＜ 0.05）。HE染色表明无

Con A刺激（对照组，0 h）组Colgalt2+/+与Colgalt2-/-

小鼠肝组织未见明显损伤。与Colgalt2+/+小鼠相

比，Con A刺激12 h和24 h Colgalt2-/-小鼠肝小叶损

伤面积更广泛，肝细胞损伤更明显，肝板塌陷更严

重，汇管区炎症细胞浸润更显著。Con A刺激12 h 
Colgalt2-/-小鼠肝损伤分级显著高于Colgalt2+/+小鼠

（t = 4.243，P = 0.002）。见表1、图1、表2。
2.2 Colgalt2+/+

与Colgalt2-/-
小鼠外周血、脾脏CD4

细胞表型  Colgalt2+/+与Colgalt2-/-小鼠外周血CD4+

淋巴细胞亚型CD28、CD62L差异均无统计学意义

（P均＞ 0.05），见表3。与Colgalt2+/+小鼠相比，

无Con A刺激组（对照组，0 h）Colgalt2-/-小鼠脾脏

CD4+CD28+显著高于Colgalt2+/+小鼠，而CD4+CD28-

和CD4+CD62L-显著低于Colgalt2+/+小鼠（P均＜ 
0.05）。Con A刺激12 h，Colgalt2-/-小鼠CD4+CD28+

和C D 4 +C D 6 2 L +显著低于C o l g a l t 2 + / +小鼠，而

CD4+CD28-和CD4+CD62L-显著高于Colgalt2+/+小鼠

表 1    无 Con A 组、Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组 Colgalt2+/+ 与 Colgalt2-/- 小鼠血清 ALT 和 AST 水平（ x ± s，U/L）

组别
ALT AST

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组 46.17 ± 4.41   74.83 ± 16.05 1.722 0.116 164.7 ± 14.7   216.5 ± 12.97 2.644 0.025

Con A 12 h组   5009 ± 1042 15610 ± 2869 3.474 0.006    4453 ± 893.7 16080 ± 2631 4.185 0.002

Con A 24 h组   8362 ± 1545   7527 ± 1702 0.363 0.724   6492 ± 1213   8154 ± 1719 0.790 0.448

F值             81.667        101.667 - - 3.666            21.606 - -

P值      ＜ 0.001    ＜ 0.001 - - 0.020     ＜ 0.001 - -

t1值 4.753 5.423 - - 4.820 6.040 - -

P1值 0.030 0.017 - - 0.029 0.011 - -

t2值 5.375 4.374 - - 5.239 4.634 - -

P2值 0.018 0.042 - - 0.020 0.034 - -

t3值 2.000 2.682 - - 1.447 3.063 - -

P3值 0.475 0.235 - - 0.753 0.157 - -

注：t1、P1 为无 Con A 组和 Con A 12 h 组相比，t2、P2 为无 Con A 组和 Con A 24 h 组相比，t3、P3 为 Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组相比；
“-”为无相关数据。
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（P均＜ 0.05）。Con A刺激24 h，Colgalt2-/-小鼠

CD4+CD62L+显著低于Colgalt2+/+小鼠（t = 2.332，P = 
0.042）。见表4。

表 3    无 Con A 组、Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组 Colgalt2+/+ 与 Colgalt2-/- 小鼠外周血 CD4+ 淋巴细胞亚型百分比（ x ± s，%）

组别
CD4+CD28+ CD4+CD28-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组   3.47 ± 1.04 4.78 ± 1.34 0.771 0.459 96.53 ± 1.05 95.23 ± 1.34 0.764 0.462

Con A 12 h组 13.05 ± 1.96 9.39 ± 1.73 1.399 0.192 86.94 ± 1.95 90.60 ± 1.73 1.403 0.191

Con A 24 h组   3.18 ± 0.47 5.02 ± 0.80 1.995 0.074 96.84 ± 0.47 94.99 ± 0.80 2.000 0.073

F值    20.055 8.997 - - 4.448 6.284 - -

P值 ＜ 0.001   ＜ 0.001 - - 0.009 0.001 - -

t1值      8.151 3.927 - - 0.634 0.558 - -

P1值 ＜ 0.001 0.008 - - 0.990 0.995 - -

t2值      0.246 0.212 - - 1.904 3.630 - -

P2值 ＞ 0.999   ＞ 0.999 - - 0.378 0.015 - -

t3值      8.397 0.715 - - 2.538 3.072 - -

P3值 ＜ 0.001 0.021 - - 0.128 0.046 - -

表 2    无 Con A 组、Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组 Colgalt2+/+ 与 Colgalt2-/- 小鼠肝损伤 Scheuer 分级（ x ± s，级）

组别 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组 0 0 - -

Con A 12 h组 2.17 ± 0.17 3.17 ± 0.17 4.243 0.002

Con A 24 h组 3.68 ± 0.21 3.83 ± 0.17 0.620 0.549

F值    81.660                         101.670 - -

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 - -

t1值    13.000    19.000 - -

P1值        0.0003 ＜ 0.001 - -

t2值    17.390    23.000 - -

P2值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 - -

t3值      4.390      3.162 - -

P3值      0.042      0.141 - -

注：t1、P1 为无 Con A 组和 Con A 12 h 组相比，t2、P2 为无 Con A 组和 Con A 24 h 组相比，t3、P3 为 Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组相比；
“-”为无相关数据。

组别
CD4+CD62L+ CD4+CD62L-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组 3.63 ± 1.40 1.39 ± 0.36 1.551 0.152 99.34 ± 1.41   98.62 ± 0.35 1.549 0.152

Con A 12 h组 2.70 ± 0.40 2.21 ± 0.61 0.664 0.522 97.30 ± 0.39   97.79 ± 0.62 0.668 0.519

Con A 24 h组 6.44 ± 1.63 6.75 ± 2.05 0.117 0.910 93.57 ± 1.63 93.262 ± 2.06 0.119 0.908

F值 0.780 0.987 - - 0.069 1.600 - -

P值 0.512 0.408 - - 0.976 0.204 - -

t1值 1.116 0.538 - - 0.570 1.003 - -

P1值 0.863 0.996 - - 0.995 0.933 - -

t2值 0.036 0.028 - - 1.004 2.282 - -

P2值 0.995   ＞ 0.999 - - 0.932 0.359 - -

t3值 1.152 0.560 - - 2.351 2.151 - -

P3值 0.846 0.997 - - 0.334 0.410 - -

注：t1、P1 为无 Con A 组和 Con A 12 h 组相比，t2、P2 为无 Con A 组和 Con A 24 h 组相比，t3、P3 为 Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组相比；
“-”为无相关数据。

2.3 Colgalt2+/+
与Colgalt2-/-

小鼠体外脾脏CD4T细
胞表型  体外脾脏实验表明无Con A 刺激组（对

照组，0  h）Colga l t2 - / -小鼠CD4 +CD62L +显著
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低于Colgalt2+/+小鼠，而CD4+CD62L-显著高于

Colgalt2+/+小鼠（P均＜ 0.05）。Con A刺激12 h组
和24 h组Colgalt2-/-小鼠CD4+CD28+、CD4+CD62L+

表 4    无 Con A 组、Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组 Colgalt2+/+ 与 Colgalt2-/- 小鼠脾脏 CD4+ 淋巴细胞亚型百分比（ x ± s，%）

组别
CD4+CD28+ CD4+CD28-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值
无Con A组   0.48 ± 0.10 1.45 ± 0.40 2.381 0.039 99.51 ± 0.10 98.54 ± 0.39 2.378 0.039
Con A 12 h组 11.16 ± 3.35 2.21 ± 0.45 2.649 0.024 88.85 ± 3.35 97.80 ± 0.46 2.650 0.024
Con A 24 h组   0.67 ± 0.13 1.23 ± 0.31 1.660 0.128 99.34 ± 0.13 99.78 ± 0.32 1.594 0.141
F值        19.624 0.297 - -    19.611 0.299 - -
P值   ＜ 0.001 0.828 - - ＜ 0.001 0.826 - -
t1值  7.064 0.498 - -      7.076 0.494 - -
P1值   ＜ 0.001 0.997 - - ＜ 0.001 0.997 - -
t2值  0.130 0.164 - -      0.114 0.157 - -
P2值   ＞ 0.999 0.999 - - ＞ 0.999      ＞ 0.999 - -
t3值   6.933 0.645 - -      6.962 0.651 - -
P3值    ＜ 0.001 0.989 - - ＜ 0.001 0.989 - -

均显著低于Colga l t2 +/+小鼠，而CD4 +CD28 -和

CD4+CD62L-均显著高于Colgalt2+/+小鼠（P均＜ 
0.05）。见表5。

组别
CD4+CD62L+ CD4+CD62L-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值
无Con A组 0.14 ± 0.06 0.14 ± 0.06 0.069 0.947 99.40 ± 0.07 98.43 ± 0.42 2.267 0.047
Con A 12 h组 0.32 ± 0.07 0.10 ± 0.03 2.279 0.020 88.68 ± 3.38 97.98 ± 0.46 2.669 0.023
Con A 24 h组 0.22 ± 0.06 0.08 ± 0.02 2.332 0.042 99.23 ± 0.15 98.72 ± 0.33 1.411 0.189
F值 8.291 1.512 - -    19.557 0.301 - -
P值    ＜ 0.001 0.226 - - ＜ 0.001 0.825 - -
t1值 2.499 0.650 - -      7.049 0.428 - -
P1值 0.139 0.989 - - ＜ 0.001 0.998 - -
t2值 1.155 0.849 - -      0.110 0.186 - -
P2值 0.844 0.958 - - ＞ 0.999      ＞ 0.999 - -
t3值 1.344 0.198 - -      6.939 0.414 - -
P3值 0.736   ＞ 0.999 - - ＜ 0.001 0.992 - -

注：t1、P1 为无 Con A 组和 Con A 12 h 组相比，t2、P2 为无 Con A 组和 Con A 24 h 组相比，t3、P3 为 Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组相比；
“-”为无相关数据。

表 5   无 Con A 组、Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组 Colgalt2+/+ 与 Colgalt2-/- 小鼠体外脾脏 CD4T 细胞亚群百分比（ x ± s，%）

组别
CD4+CD28+ CD4+CD28-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组   6.62 ± 1.52   5.12 ± 1.38    0.731 0.481 93.36 ± 1.52 94.48 ± 1.38 0.741   0.476

Con A 12h组 17.03 ± 2.71   5.13 ± 1.19    4.278 0.002 82.97 ± 2.70 94.88 ± 1.20 4.295   0.002

Con A 24h组 52.62 ± 2.07 12.87 ± 0.70 18.23   ＜ 0.001 47.36 ± 2.06 87.10 ± 0.70 18.24  ＜ 0.001

F值  200.701 5.723 - -  201.388 5.801 - -

P值 ＜ 0.001 0.002 - - ＜ 0.001 0.002 - -

t1值      7.064 0.498 - -      4.882 0.001 - -

P1值        0.0002    ＞ 0.999 - -        0.0002    ＞ 0.999 - -

t2值      0.130 0.146 - -  22.03 3.728 - -

P2值 ＜ 0.001 0.005 - - ＜ 0.001 0.005 - -

t3值      6.934 0.645 - -  16.29 3.727 - -

P3值 ＜ 0.001 0.005 - - ＜ 0.001 0.005 - -
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3 讨论

Con A是一种T淋巴细胞激活剂，其诱导的小

鼠AIH模型与人类AIH和病毒性肝炎的病理特点及

发病机制相似，是目前最好且最成熟的模拟AIH
动物模型[14,15]。Con A模型具有较大的变异性，取

决于Con A工作溶液的制备、有效剂量、动物的

处理及终点的选择等 [16]。本研究通过Con A诱导

AIH小鼠模型，探讨Colgalt2基因敲除对Con A诱

导AIH小鼠模型中CD4 T细胞亚群记忆和归巢的影

响。本研究以Con A 10 mg/kg浓度注射，分别在刺激

0 h、12 h和24 h处死小鼠，结果表明在Con A诱导

的AIH动物模型中，与野生型小鼠相比，Con A刺

激12 h Colgalt2-/-小鼠肝损伤更重。既往研究证实，                                                                                     
O -糖基化修饰缺失可调节T淋巴细胞的活化，

促进细胞因子如肿瘤坏死因子α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）、白细胞介素6（interleukin-6，
IL-6）等释放从而加重Con A诱导的急性肝损伤[17]。

促炎因子表达与肝脏损伤程度具有一定相关性[15]。

Colgalt2（GLT25D2）是一种胶原糖基转移酶，存

在于肝脏和脾脏中，Colgalt2基因缺失可加重Con A
诱导的小鼠急性肝损伤[12]，本研究结果与既往研究

一致。Colgalt2作为一个编码糖基转移酶的基因，是

炎症免疫反应的关键，也可通过自噬途径引起肝损

伤[18]。近期研究表明，Colgalt2基因缺失也在其他类

型肝脏疾病如非酒精性脂肪性肝病中发挥作用[19]。

这提示Colgalt2通过不同生物学过程及作用机制影

响肝脏疾病，但具体机制还有待进一步探讨。

本研究体内脾脏实验中，C o n  A刺激1 2  h 
Colgalt2-/-小鼠体内脾脏CD4+CD28-细胞亚群高于野

生型小鼠。这提示Colgalt2基因敲除使Con A诱导

的AIH模型中脾脏CD4+CD28-细胞亚群表达上调。

为进一步探索Colgalt2基因敲除对小鼠脾脏CD4 T
淋巴细胞亚群CD28的影响是体内复杂细胞因子网

络调控的结果还是对其直接作用，我们进行了体

外实验。结果表明，野生型小鼠CD4+CD28-表达

持续降低，Colgalt2-/-小鼠CD4+CD28-表达呈先升

高后降低趋势，且Con A刺激12 h和24 h Colgalt2-/-

小鼠CD4+CD28-表达均显著高于野生型小鼠。这

提示Colgalt2基因敲除直接影响Con A诱导的AIH
模型中脾脏CD4+CD28-细胞亚群表达上调。研究

发现CD28受体可与T细胞受体连接，这为原始T细
胞活化提供了一个关键的第二信号[20]。缺乏CD28
的循环T细胞扩增最初被认为是人类年龄相关免

疫变化的标志，CD4+CD28- T细胞也表现出衰老T
细胞的典型表型。然而，在多种慢性炎性疾病患

者中，CD4+CD28- T细胞在发病机制中发挥作用。

CD4+CD28- T细胞（CD4+CD28null）作为一种独特的

促炎性T细胞，扩增后可产生大量促炎细胞因子如

干扰素-γ（interferon-γ，INF-γ）和TNF-α，并具有细

胞毒性潜能，在许多炎性疾病中可能导致组织损伤

和疾病进展。CD4+CD28- T细胞还可表达细胞毒性分

子穿孔素和颗粒酶B[21]。几乎所有CD4+CD28- T细胞

都缺乏共刺激性CD27受体，但过度表达CD27的配

体CD70，在调节T细胞活化中发挥作用[22]。此外，

CD4+CD28- T细胞通过非经典的AMPK-TAB-1信号

转导通路表现出p38的固有激活作用，这提示DNA
损伤和糖代谢失调可能与CD4+CD28- T细胞的特征

有关[23]。已有研究表明，CD4+ T细胞缺乏协同共

续表 5

组别
CD4+CD62L+ CD4+CD62L-

Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值 Colgalt2+/+ Colgalt2-/- t值 P值

无Con A组   0.07 ± 0.01   0.01 ± 0.002 5.873        0.0002 99.92 ± 0.01 99.99 ± 0.01     5.514     0.0003

Con A 12h组   0.53 ± 0.17 0.06 ± 0.01 2.947      0.016 99.24 ± 0.26 99.95 ± 0.02     2.731   0.021

Con A 24h组 11.06 ± 0.58 1.79 ± 0.10 15.62 ＜ 0.001 88.92 ± 0.58 98.17 ± 0.10   15.680  ＜ 0.001

F值  611.171    16.249 - -  559.653    15.622 - -

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 - - ＜ 0.001 ＜ 0.001 - -

t1值      1.420      0.172 - -      2.105      0.124 - -

P1值      0.664 ＞ 0.999 - -      0.225 ＞ 0.999 - -

t2值             35.600      5.767 - -    34.050      5.624 - -

P2值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 - - ＜ 0.001 ＜ 0.001 - -

t3值    35.690      5.595 - -    31.940      5.500 - -

P3值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 - - ＜ 0.001 ＜ 0.001 - -

注：t1、P1 为无 Con A 组和 Con A 12 h 组相比，t2、P2 为无 Con A 组和 Con A 24 h 组相比，t3、P3 为 Con A 12 h 组和 Con A 24 h 组相比；
“-”为无相关数据。
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刺激因子CD28（即CD4+CD28-或CD4+CD28null），

CD4+CD28nullT细胞在终末期肾脏疾病患者中显著

增加 [24]。在一些慢性炎性疾病和自身免疫性疾病

中也存在CD4+CD28- T细胞亚群，如类风湿性关节

炎[25]、系统性红斑狼疮[26]和肾病综合征[27]。本研究

表明Colgalt2基因敲除小鼠脾脏CD4+CD28-细胞亚

群表达上调，外周血未见明显变化，这提示脾脏

CD4+CD28- T细胞也可能在AIH中发挥作用。而且

CD4+CD28- T细胞在Colgalt2-/-小鼠体内、体外中表

达均上调，这提示Colgalt2基因敲除可能直接促进

脾脏CD4+CD28- T细胞亚群表达，在Con A诱导的

AIH中可能发挥促炎作用，从而加重肝损伤，但具

体机制尚未明确。

CD62L是淋巴细胞归巢到脾脏、淋巴结等次级

淋巴器官的重要分子[28]。通常，幼稚T细胞在细胞

表面表达CD62L，在分化为记忆性T细胞时会失去

CD62L表达[29]。抗原刺激后T淋巴细胞活化增殖，

新激活的效应T细胞下调CD62L，阻止再活化T细
胞重新进入淋巴器官，使活化T细胞迁移到感染部

位。既往研究证实，在小鼠扩张型心肌病模型中，

CD4+CD62L- T细胞作为效应细胞产生INF-γ和IL-17
诱发心肌炎[30]。本研究脾脏及体外脾脏实验均显示

Colgalt2-/-小鼠CD4+CD62L-细胞亚群高于野生型小

鼠，这提示Colgalt2基因敲除也可能直接影响小鼠

脾脏CD4 T淋巴细胞亚群CD62L的表达。Colgalt2基
因敲除可降低脾脏初始CD4+ T（CD4+CD62L+）细

胞表达，减弱其黏附、归巢能力，增加效应或记忆

CD4+（CD4+CD62L-）T细胞的表达。但本研究未对

肝脏及淋巴结CD4 T细胞亚群及中央记忆或效应记

忆CD4 T细胞进行分析，且Colgalt2通过哪些细胞因

子或信号转导通路影响AIH尚需进一步研究。

综上，Colgalt2基因敲除使脾脏CD4+CD28-和

CD4+CD62L-细胞亚群表达上调从而加重Con A诱导

的AIH。Colgalt2介导的糖基化影响AIH中CD4 T淋
巴细胞亚群的记忆和归巢，这将为AIH提供新的治

疗靶点。
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