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众所周知, 脂质同蛋白质及核酸一样是生命体

必需的组分之一, 由其组成的细胞质膜不仅保证着

细胞的完整性, 同时也调控着许多生理过程[1]。伴

随着生命科学研究技术的发展, 关于脂质调控蛋白

质功能的工作越来越多地被报道出来[2-3]。总体来说, 
脂质同蛋白质的相互作用可分成特异性及非特异性

相互作用两种形式, 二者分别对各类信号事件进行

精细的调控。作为脂质–蛋白质非特异性相互作用

的主要体现形式, 二者的静电相互作用(富含碱性残

基的蛋白质与酸性磷脂之间的静电相互作用)被发

现广泛存在于膜蛋白受体、离子通道、黏附分子及

许多其他蛋白同脂质的相互作用中, 它们控制着受

体的活化、离子通道的开关、细胞的黏附及其他生

命过程[4-7]。然而, 关于这种静电相互作用的解除机

制迄今却仍未被揭示。最近, 我们针对T细胞抗原受

体(TCR)的研究发现: TCR胞内区的酪氨酸磷酸化受

细胞质膜中的酸性磷脂调控。在TCR未识别抗原前, 
其酪氨酸信号模体(ITAM)与酸性磷脂结合从而插入

到膜脂双层中, 处于被“屏蔽”的状态[4]。而在T细胞

被抗原活化后, 我们发现TCR周围的钙离子浓度迅

速上升, 这些二价阳离子可以通过静电相互作用与

酸性磷脂结合, 从而打破ITAM与脂质之间的静电相

互作用, 帮助ITAM磷酸化, 并最终扩大T细胞受体的

激活信号, 提高T细胞对抗原的敏感性[8]。

T细胞抗原受体是T淋巴细胞(简称T细胞)识别

抗原并最终发挥其适应性免疫功能的基础, 它是由

配体识别亚基TCRαβ及信号亚基CD3εγ、εδ与ζζ共
同组成的一个四亚基复合物[9]。TCRαβ通过基因重

排的方式, 利用有限的DNA序列转录并翻译成庞大

的TCR受体库, 从而识别机体和环境中各式各样的

抗原[10]。而另一方面, 保守的信号亚基(包括一条

CD3γ链、一条CD3δ链、两条CD3ε链及两条CD3ζ链)
则通过特定的免疫受体酪氨酸激活模体(ITAM)来行

使其传递信号的功能[9]。更为有趣的是, 不同CD3链
带有的ITAM个数并不是完全一致。CD3γ、CD3δ及
CD3ε链的胞内段各带有一个ITAM, 而CD3ζ链的胞

内段则带有三个ITAM。一个TCR中共有十个ITAM, 
可以组成多种多样的磷酸化组合, 进而适应不同程
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度的刺激信号, 传导不同程度的活化信号[11]。

迄今关于TCR的胞内信号通路已经得到了比较

广泛的研究[9]。当TCRαβ识别抗原递呈细胞表面的

主要组织相容性抗原分子MHC所递呈的多肽抗原

(peptide-MHC复合物, 简称pMHC)后, 信号亚基CD3
上的ITAM将被激酶Lck或Fyn磷酸化, 而这种ITAM
磷酸化将启动一系列的信号级联放大反应, 最终调

控T细胞的增殖、分化及杀伤等功能。这样一系列

传统的信号级联放大反应可能有助于解释T细胞可

以识别甚至单个抗原而发挥功能的超敏感性[12-13]。

值得一提的是, 在这一系列的信号级联放大反应中, 
第二信使浓度的上升(比如IP3、DAG及Ca2+)起着至

关重要的作用[9]。

同胞内信号转导过程的详尽研究不同, TCR的
跨膜信号转导过程由于研究难度更大一直是困扰科

学家们的大问题。换言之, TCRαβ在接受pMHC的
刺激后, 如何引起CD3胞内段ITAM的磷酸化一直是

不甚清楚的过程。同所有的磷酸化过程一样, CD3
胞内段ITAM磷酸化水平会被激酶(如Lck及Fyn)及
磷酸水解酶(如CD45、SHP1及SHP2)调控[14-15]。目

前, TCR的活化机制主要有三种假说: 受体聚集、结

构形变以及磷酸酶排挤模型[16-17]。而所有的模型最

终都通过改变TCR磷酸化平衡来启动TCR活化过

程。在受体聚集假说中, pMHC的刺激会诱导TCR
和共受体(CD4与CD8)产生聚集现象。共受体的胞

外段可以同pMHC结合, 而胞内段可以与Lck相互作

用。这就使得pMHC结合TCR时, 它还通过共受体

把Lck招募到了TCR周围, 从而增加ITAM磷酸化的

可能性。另一方面, pMHC与TCR的结合会诱导TCR
分子形成聚集体, 这种聚集体有利于Lck分子克服空

间位阻效应将TCR彻底磷酸化。在结构形变假说中, 
pMHC的刺激会引起TCR分子产生结构形变。初步

的结构生物学研究表明, 这些结构形变存在于胞外

区和胞内区, 可能帮助TCR分子形成聚集体及下游

信号分子的招募从而促进TCR的活化。在磷酸酶排

挤假说中, pMHC的刺激在引起受体聚集的同时会

排挤磷酸水解酶CD45。CD45是广泛存在于淋巴系

细胞中的去磷酸化水解酶, 它有着体积庞大的胞外

段。当pMHC与TCR结合时, 抗原递呈细胞及T细胞

之间的间隙将无法容纳庞大的CD45, 从而把它排挤

出去进而降低ITAM去磷酸化的可能性。这三种基

于蛋白质–蛋白质相互作用的模型揭示了TCR活化

是被一个多层面的复杂机制所调控的, 然而仍然留

下一些难以解释的问题。比如, 最新研究表明, 在静

息T淋巴细胞中活化型的Lck就已经大量存在[18], 那
么T细胞是否需要浪费能量来维系低水平的TCR磷
酸化？另外, 在生理条件下抗原递呈细胞表面递呈

激动性多肽的MHC密度是很低的, 那么被如此少量

的pMHC激活的TCR是否足够激活整个T细胞的免

疫反应呢？

带着这样的问题, 我们尝试从另外一个角度来

研究TCR活化的过程, 并提出如下科学问题: 作为一

个庞大的细胞质膜表面受体, TCR的活化是如何受

细胞质膜环境调控的呢？ 2008年, 我们利用生物化

学及生物物理学技术手段发现, 富含碱性残基的信

号亚基CD3ε胞内段, 在静息T淋巴细胞内可以同细

胞质膜内层的酸性磷脂相互作用, 进而使得ITAM中

的关键酪氨酸残基侧链插入并被屏蔽在细胞膜的

疏水核心, 从而防止其被Lck自动磷酸化[4]。这一结

果很好地呼应了前人关于CD3ζ胞内段同质膜相互

作用的生化分析研究[19], 并共同为TCR的活化机制

研究提供了新的思路。正是通过质膜的保护, 静息

T淋巴细胞不需要浪费额外的能量来维持低水平的

ITAM磷酸化。

那么在TCR同pMHC结合之后, 是什么导致被

细胞质膜内层酸性磷脂保护的酪氨酸从质膜疏水核

心暴露出来呢？这个问题就成为解决TCR活化机制

的关键问题, 因为少量pMHC激活的TCR可能通过

解除质膜的保护来激活其余的TCR进而扩大TCR活
化信号。如前所述, 细胞质膜内层酸性磷脂是通过

静电相互作用进而保护CD3中的关键酪氨酸残基的, 
那么以静电相互作用的方式来调控这一过程将会是

一个简单而有效的方式。通过分析T细胞信号转导

通路, 我们发现第二信使钙离子的内流也许可以成

为打破这种蛋白脂质相互作用的关键事件。有趣的

是, 在T细胞激活时, 钙离子通道CRAC将会同T细胞

受体有很好的共定位[20]。这将大大提高TCR周围的

钙离子浓度, 并使其同CD3竞争酸性磷脂成为可能。

为了验证钙离子同CD3ε/ζ竞争酸性磷脂的能

力, 我们在以前蛋白质–磷脂反应体系的基础上引入

了钙离子, 并进行了微平衡透析、荧光偏振、活细

胞荧光共振能量转移及多维溶液核磁共振等实验[4]。

结果确实证明钙离子在体外及T细胞内均可以打破

带正电的CD3ε/ζ胞内段同酸性磷脂的相互作用, 帮
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A: 在静息状态下, TCR中的CD3ε链及ζ链胞内段同细胞质膜内层酸

性磷脂相互作用, 其酪氨酸磷酸化位点被保护在膜脂双层中, 从而免

受激酶Lck或Fyn的磷酸化; B: 当少量的pMHC同TCR结合时, 这些

TCR中的CD3ε链及ζ链胞内段从细胞质膜内层解离并被激酶Lck或
Fyn磷酸化, 引发初始TCR活化信号, 激活细胞质膜上的钙离子通道

CRAC; C: 钙离子通道的打开使得钙离子大量内流, 内流的钙离子可

以同CD3ε链及ζ链胞内段竞争细胞质膜内侧酸性磷脂, 并促进CD3ε
链及ζ链胞内段从细胞质膜内层解离。解离的CD3ε链及ζ链胞内段

将被激酶Lck或Fyn磷酸化, 从而放大TCR活化信号。

图1  TCR活化机制模型

助ITAM从膜上解离同时暴露其关键的酪氨酸残基。

进一步, 我们又利用核磁共振一维磷谱方法从原子

水平上证明了钙离子能与酸性磷脂头部区的磷酸根

直接结合, 中和其负电荷, 由此可以打破CD3ε胞内

段与酸性磷脂之间的静电作用。为了验证这种机制

的生理相关性, 我们分别进行了体外磷酸化实验及

T细胞(包括细胞系及小鼠原代细胞)刺激实验。首

先, 我们模拟生理条件在体外重构了受体信号模体

(CD3ε胞内段)、磷脂双分子层、钙离子及Lck激酶

这一多元反应体系。实验结果表明, 钙离子可以有

效地促使CD3ε胞内段被Lck激酶磷酸化。接下来, 
我们利用低浓度CD3抗体交联刺激来模拟T细胞在

生理上被微量抗原活化的过程。我们发现, 在刺激

体系中加入钙离子能大大提高CD3ε与ζ被抗体刺激

后的磷酸化程度。这一现象是由活化的T细胞中胞

内钙离子浓度上升所介导的, 因为钙离子螯合剂预

处理或T细胞上钙离子通道缺失均会减弱钙的作用。

由于钙离子是很重要的细胞内第二信使, 调控许多

信号通路。所以我们必须要用实验证明钙离子促

进CD3磷酸化这一效应不是由钙离子信号通路介导

的, 而是钙离子作为二价离子中和了酸性磷脂的电

荷后产生的效应。因为CD3在T细胞中是被Lck激酶

所磷酸化, 而被CD45等磷酸酶去磷酸化, 我们首先

要验证钙离子不会直接影响Lck和CD45等磷酸酶的

活性。我们先在T细胞中过表达了活化型的Lck, 让
Lck的活性在T细胞中达到饱和。在这种情况下, 钙
离子还是能促进CD3磷酸化。另外, 我们用各类小

分子抑制剂在T细胞中抑制了CD45等主要磷酸酶的

活性, 发现钙离子还是能促进CD3磷酸化。这两个

实验表明, 钙离子对CD3的帮助作用与Lck和CD45
等磷酸酶的活性改变无关。为了彻底排除钙离子信

号通路在钙离子对CD3帮助作用中的贡献, 我们使

用非生理的碱土金属锶离子代替钙离子来重复T细
胞活化实验。锶离子能够像钙离子一样通过钙离子

通道CRAC流入T细胞, 但是它却不能激活钙离子介

导的信号通路, 因此锶离子是一个理想的对照物。

我们的实验发现锶离子跟钙离子一样能够引起CD3
胞内段从膜上解离并促进CD3磷酸化。综合以上的

实验, 我们认为钙离子能中和酸性磷脂的负电荷, 由
此打破CD3与磷脂的静电相互作用, 引起CD3从膜

上解离以及酪氨酸位点的暴露, 从而促进CD3的磷

酸化。

在这个工作中, 我们发现了一种新颖的钙离子

对蛋白质–磷脂静电相互作用调控机制。这一新机

制揭示了TCR活化过程中存在着一个正反馈的过

程: 在静息状态下, TCR的活化位点通过CD3-酸性

磷脂静电作用被屏蔽在细胞膜中; 微量pMHC可以

激活几个TCR引起初始活化信号, 导致钙离子从胞

外流入T细胞内; TCR周围局部钙离子浓度的提高可

以打破CD3与酸性磷脂的静电作用, 帮助未接触抗

原刺激的TCR分子的磷酸化, 从而将初始的TCR活
化信号放大(图1)。这种钙离子介导的TCR信号放大

(A)

(B)

(C)

TCR

pMHC

Lck

ZAP70

Calcium
channel

Ca2+
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机制有助于解释为什么T淋巴细胞对外来抗原有如

此高的敏感性[12-13]。同时, 这一机制将为研究其他

磷脂调控的蛋白质信号通路提供新的思路。当然, 
这一新机制也引发了一系列新的问题。除了钙离子

以外, 其余的二价金属离子是否也具有如此功能？

这些二价金属离子的效果是否有很大差异？在功能

上, 这一膜调控机制是否影响着各种T细胞亚型对外

界抗原的敏感性？随着越来越多研究的进行, 我们

相信这些问题将会得到完满的解答。
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