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茶树菇凝集素 AAL、AAL-2 检测小鼠 CD8+T 淋巴细胞 

表面糖基化研究 
 

雷桂炎，张晓敏，文钰棣，巫伟鹏，黄碧霞，关鑫，梁一 

（广东医科大学医学检验学院临床免疫教研室，广东东莞 523808） 

摘要：本研究使用两种大型真菌茶树菇新型凝集素 AAL（Agrocybe aegerita lectin）和 AAL2（Agrocybe aegerita lectin 2），以检

测小鼠 CD8+ T 淋巴细胞表面糖基化。用生物素标记的 AAL 和 AAL2 结合流式细胞仪，分别分析从 C57BL/6 小鼠脾脏和腹股沟淋巴

结分离出来的 CD8+T 淋巴细胞表面的糖基化水平，及其细胞因子表达水平。结果发现脾脏中 AAL+CD8+，AAL2+CD8+T 淋巴细胞所

占的比例（%）分别为6.72±3.00和12.18±5.28，而腹股沟淋巴结的AAL+CD8+，AAL2+CD8+T淋巴细胞所占的比例（%）分别为12.18±5.28

和 10.15±3.46。细胞因子表达水平结果发现小鼠脾脏 AAL2+CD8+T 细胞表达 perforin 的细胞比例低于 AAL2-CD8+T 细胞（p<0.05，有

统计学意义），腹股沟淋巴结中 AAL+CD8+T 细胞表达 perforin 的细胞比例则高于 AAL-CD8+T 细胞（p<0.05，有统计学意义）。该数据

为研究小鼠脾脏和腹股沟淋巴结 CD8+ T 细胞表面糖基化提供了新的数据，也为两种新型凝集素 AAL 和 AAL2 的应用提供理论依据。 
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(Department of Clinical Immunology, Guangdong Medical University, Dongguan 523808, China) 
Abstract: Two novel lectins, AAL (Agrocybe aegerita lectin) and AAL2 (Agrocybe aegerita lectin 2), were employed to detect the 

glycosylation of CD8+ T lymphocytes from C57BL/6 mouse spleen and inguinal lymph nodes. Biotinylated AAL and AAL2, combined with 

flow cytometry, were used to analyze the glycosylation of CD8+ T lymphocytes and cytokine expression. The proportion (%) of AAL+CD8+ and 

AAL2+CD8+ T lymphocytes in spleen was found to be 6.72±3.00 and 12.18±5.28, respectively. The proportion (%) of AAL+CD8+ and 

AAL2+CD8+ T lymphocytes in lymph nodes was 12.18±5.28 and 10.15±3.46, respectively. Moreover, the frequency of perforin+ cells in spleen 

AAL2+CD8+ T cells was lower than that in AAL2-CD8+ T cells (p<0.05), and the frequency of perforin+ cells in lymph node AAL+CD8+ T cells 

was higher than that in AAL-CD8+ T cells (p<0.05). This study provides new data on the glycosylation of spleen and inguinal lymph node CD8+ 

T cells and the application of two new lectins, AAL and AAL2. 
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糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰方式，它

参与和调控关键信号转导通路[1]及疾病的发生[2]，例

如，糖基化修饰在染色质结构稳定、基因的复制和转 
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录、蛋白质的翻译和加工、信号转导及细胞免疫等生

物过程中扮演了重要的角色。因此，研究糖基化对揭

示生命现象的本质和活动规律意义重大。目前研究的

糖基化修饰类型主要分为：N-连接糖基化修饰、O-连
接糖基化修饰和 O-GlcNAc 修饰[3]。 

T 淋巴细胞在分化发育过程中伴随着细胞表面的

N-连接糖基化修饰和 O-连接糖基化修饰的改变，这些

改变与发挥生物学功能密切相关，可直接影响或改变

细胞膜蛋白的亲和特性来调节 T 细胞应答[4]。目前对

于T细胞表面糖基化的研究主要通过凝集素和单克隆

抗体，报道主要集中在，初始 T 细胞在成熟过程中表

面唾液酸化程度增强[5]，活化后唾液酸化降低（花生
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凝集素 PNA 检测）[6]。效应性 T 细胞表面高表达 O-
连接糖基化修饰蛋白，而记忆 T 细胞表面低表达该糖

基修饰蛋白（单克隆抗体检测）[7]。除了使用 PNA 研

究的唾液酸化和单克隆抗体研究的 O-连接糖基，关于

T 淋巴细胞表面其他糖基修饰报道很少。 
正如花生凝集素 PNA 可用于检测唾液酸化的

Galβ1,3GalNAc，本文使用两种新的茶树菇凝集素

AAL 和 AAL2 检测 T 淋巴细胞表面糖基化水平。AAL
属半乳糖凝集素，该凝集素对半乳糖苷具有高度结合

特异性，且 AAL 氨基酸序列与哺乳动物的半乳糖凝

集素具有较高相似性。糖芯片实验表明其糖结合特异

性最高的糖基是磺酸化/唾液酸化-Galβ1-3GalNAc，
AAL 特异识别糖基的低表达是结肠癌的总体生存率

和无进展生存显著良好的预后因素[8]。AAL2 的糖芯

片实验表明，其糖结合特异性最高的是末端 N- 
acetylglucosamine[9]，且 AAL-2 对 GlcNAc 的特异性高

于其他结合 GlcNAc 的凝集素，是已知凝集素中与

GlcNAc 结合特异性最高，但它在组织或细胞中糖基

结合能力未知。因此，本文将检测 AAL 与 AAL2 在

小鼠 CD8+T 淋巴细胞表面结合能力，即可为研究 T
细胞表面糖基构成提供新的数据，又可为两种新型凝

集素 AAL 和 AAL-2 的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  动物及试剂 

C57BL/6 小鼠（雌性，6 周龄，16~18 g）购自广

东省医学实验动物中心，小鼠许可证号为 SCXK(粤) 
20110015，EZ-SepTMMouse 淋巴细胞分离液购自深圳

达科为公司，PMA/Ionomycin mixture(250×)、BFA/ 
Monensin Mixture(250×)购自杭州联科生物技术有限

公司，Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set 为
Multiscience 公司产品，Streptavidin PerCP-Cyanine5.5、
Anti-Mouse CD3e APC-eFluor® 780、Anti-Mouse CD8a 
PE-Cyanine7、Anti-Mouse Perforin PE 和 Anti-Mouse 
IFN-γ FITC 为美国 eBioscience 公司产品。 

1.2  AAL和AAL-2制备及生物素标记 

茶树菇子实体购自福建省三明食用菌研究所，按

照文献报道提取总蛋白，将茶树菇子实体在 60 ℃烘

干，粉碎，取 15 g 干粉用 300 mL PBS 浸泡抽提 2~3
次，用四层纱布过滤，6000 r/min 离心 30 min，合并

提取液，加硫酸铵至 40%饱和度，继续搅拌 20 min，
10000 r/min 离心 20 min，弃沉淀，取上清；再加入硫

酸铵至 80%饱和度，充分沉淀 60 min，10000 r/min 离

心 20 min，取沉淀。将沉淀用 PBS 重悬，用蒸馏水充

分透析后，冻干，得到总蛋白[10]。按照说明书分别制

作分离AAL-2的GlcNAc偶联亲和柱以及AAL的Lac
偶联亲和柱：将 200 mM GlcNAc 偶联溶液（pH 13.0）
与 Epoxy activated Sepharose 6B 填料混合，30 ℃旋转

过夜。加 1 M 乙醇胺 pH 8.0 混匀，45 ℃温育。去离

子水洗涤 3~4 次，装柱。AAL 的 Lac-Sepharose 6B 柱

填料的制备方法同 GlcNAc-Sepharose 6B 柱的制备过

程。将总蛋白Yt通过亲和层析柱，控制流速1 mL/min。
用 TBS 缓冲液洗涤，分别用含 200 mM 的 Lactose 和
GlcNAc 的 TBS 溶液竞争洗脱 AAL 和 AAL2，收集洗

脱峰，蛋白透析冻干。 

分别重悬 AAL 和 AAL2，将样品用 0.01 M 
PBS(pH 7.4)透析，然后用 0.1 M NaHCO3调 pH 至 8.0，
加活化生物素进行连接，12000 r/min 高速离心去除变

性蛋白，用Sephadex G-25分离，去除游离生物素biotin
并脱盐，监测回收第一峰即为标记好的复合物，低温

真空冷冻干燥，-80 ℃保存。 

1.3  小鼠脾脏和腹股沟淋巴结分离 

断颈处死 C57BL/6 小鼠，75%乙醇浸泡 5 min。
在超净台中操作，加入 2~3 mL 常温下的 EZ-SepTM 

Mouse 1×淋巴细胞分离液到 35 mm 培养皿中。用灭菌

的剪刀剪开小鼠腹腔，用灭菌的镊子取出脾脏，固定

灭菌的 200 目尼龙网，用灭菌的玻璃活塞轻轻研磨小

鼠脾脏，将细胞分离液转移到 15 mL 离心管中，加入

适量 RPMI-1640 培养基。800 g 离心 30 min，小心吸

出淋巴细胞层，加入培养基充分洗涤。250 g 离心 10 
min，去上清，加入 1 mL 培养基重悬并计数。腹股沟

淋巴结细胞分离用同样的操作。 

1.4  细胞膜及胞内分子染色 

在细胞悬液中先后加入 PMA/Lonomycin(250×)
和 BFA(250×)，在 37 ℃、5% CO2的培养箱中分别处

理 3 h，1000 r/min 离心收集细胞，PBS 重悬。加入荧

光标记的抗体(Anti-Mouse CD3e APC-eFluor® 780、
Anti-Mouse CD8a PE-Cyanine7)、AAL-biotin(终浓度

0.5 μM)和 AAL2-biotin(终浓度 1.4 μM)及同型对照，

4 ℃避光 30 min。PBS 洗涤，加入 Streptavidin- percP，
4 ℃避光 30 min。PBS 洗涤，固定液 4 ℃避光处理 20 
min，再加破膜缓冲液，离心弃上清。用破膜缓冲液

重悬，加入胞内细胞因子抗体 Anti-Mouse Perforin PE
和 Anti-Mouse IFN-γ FITC 及同型对照，4 ℃避光 30 
min，PBS 洗涤重悬。使用流式细胞仪(BD FACS 
CaliburⅡ)检测，结果用流式软件 CellQuest v3.3 分析。 
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1.5  统计学分析 

数据采用 Sigmaplot 10.0 进行分析，组间显著性

差异分析采用 Student’s t 检验来分析是否具有统计学

差异。当 p<0.05 时，为显著性差异，用符号*表示，

当 p<0.01 时，用符号**表示。 

2  结果与讨论 

2.1  茶树菇凝集素检测小鼠脾脏 CD3+CD8+和

CD3+CD8-细胞表面糖基化水平 

分离 C57BL/6 小鼠脾脏细胞，使用抗体和凝集素

-biotin 及 Streptavidin-percP 标记细胞，通过流式细胞

仪检测，使用同型对照设门，分析 CD3+CD8-和

CD3+CD8+ T淋巴细胞表面凝集素特异性识别糖基（图 
1a）。统计结果显示，AAL+CD3+CD8-、AAL-CD3+CD8-、

AAL+CD3+CD8+和 AAL-CD3+CD8+细胞的比率（%）

分别为：7.77±3.53、59.70±4.29、6.72±3.05和25.82±6.17 
（图 1b）。其中，CD3+CD8-和 CD3+CD8+T 淋巴细胞

中 AAL+ 细胞的百分比分别为： 11.41±4.58 和

21.31±11.53(图 1c)。AAL2+CD3+CD8-、AAL2-CD3+ 

CD8-、AAL2+CD3+CD8+和 AAL2-CD3+CD8+细胞的比

率（%）分别为：12.90±3.78、54.37±4.78、7.47±1.03
和 25.28±4.53（图 1d）。其中，CD3+CD8-和 CD3+CD8+T
淋巴细胞中 AAL2+细胞的百分比分别为：19.17±5.29
和 23.22±4.90（图 1e）。 

 

 

 

 

 

 
图1 AAL和 AAL2检测小鼠脾脏CD3+CD8+和 CD3+CD8－T淋巴细胞

表面糖基化 

Fig.1 AAL and AAL2 recognition of CD3+CD8- and CD3+CD8+ 

T cells from spleen 

注：分离 C57BL/6 小鼠脾脏淋巴细胞，使用 CD3 和 CD8

抗体，及 lectin-biotin 和链霉亲和素-perCP 标记淋巴细胞，并通

过流式细胞仪检测。图 a 为流式细胞术检测结果；图 b 为小鼠

脾脏 CD3+CD8-和 CD3+CD8+T 淋巴细胞使用 AAL 鉴定其糖基

化水平；图 c 为 CD3+CD8-和 CD3+CD8+ T 淋巴细胞中 AAL+细
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胞百分比；图 d 为小鼠脾脏 CD3+CD8-和 CD3+CD8+淋巴细胞使

用 AAL2 鉴定其糖基化水平；图 e 为 CD3+CD8-和 CD3+CD8+ T

淋巴细胞中 AAL2+细胞百分比。 

 

 

 

 
图2 AAL和 AAL2检测小鼠腹股沟淋巴结CD3+CD8+和 CD3+CD8－细

胞表面糖基化 

Fig.2 AAL and AAL2 recognition of CD3+CD8- and CD3+CD8+ 

T cells from inguinal lymph nodes 

注：分离 C57BL/6 小鼠腹股沟淋巴结淋巴细胞，使用 CD3

和 CD8 抗体，及 lectin-biotin 和链霉亲和素-perCP 标记淋巴细

胞，并通过流式细胞仪检测。图 a 为小鼠淋巴结 CD3+CD8-和

CD3+CD8+淋巴细胞使用 AAL 鉴定其糖基化水平；图 b 为

CD3+CD8-和 CD3+CD8+淋巴细胞中 AAL+细胞百分比；图 c 为

小鼠淋巴结 CD3+CD8-和 CD3+CD8+淋巴细胞使用 AAL2 鉴定

其糖基化水平；图 d 为 CD3+CD8-和 CD3+CD8+淋巴细胞中

AAL2+细胞百分比。 

2.2  凝集素检测小鼠腹股沟淋巴结 CD3+CD8+

和 CD3+CD8-细胞表面糖基化水平 

分离小鼠腹股沟淋巴结细胞，使用 CD3 和 CD8
抗体，凝集素-biotin 和 Streptavidin-percP 标记淋巴细

胞，通过流式细胞仪检测，使用同型对照设门，分析

CD3+CD8-和CD3+CD8+ T淋巴细胞表面凝集素特异性

识别糖基。统计结果显示， AAL+CD3+CD8- 、

AAL-CD3+CD8-、AAL+CD3+CD8+和 AAL-CD3+CD8+

细胞的比率（%）分别为：17.48±7.65、45.62±6.10、
12.18±5.28 和 24.76±7.66（图 2a）。其中，CD3+CD8-

和 CD3+CD8+T 淋巴细胞中 AAL+细胞的百分比分别

为：27.44±11.05 和 33.79±16.65（图 2b）。AAL2+CD3+ 

CD8-、AAL2-CD3+CD8-、AAL2+CD3+CD8+和 AAL2- 

CD3+CD8+细胞的比率（%）分别为：14.00±1.84、
44.45±3.32、10.15±3.46 和 31.40±1.70（图 2c）。其中，

CD3+CD8-和 CD3+CD8+ T 淋巴细胞中 AAL2+细胞的

百分比分别为：23.91±1.03 和 24.10±5.35（图 2d）。 

2.3  检测小鼠不同糖基化水平的 CD3+CD8+细

胞中细胞因子 IFN-γ和 perforin的表达 

CD8+T 细胞的功能活性与细胞因子 IFN-γ 和

Perforin 的表达密切相关，用凝集素结合活性设门，分

别检测脾脏和淋巴结不同糖基水平 CD3+CD8+ T 淋巴 
细胞胞内细胞因子 IFN-γ 和 perforin 的表达。表 1 所

示，小鼠脾脏 AAL-CD3+CD8+细胞与 AAL+CD3+CD8+

细胞中 IFN-γ+和 perforin+细胞比例无显著性差异，

AAL2-CD3+CD8+ 细胞与 AAL2+CD3+CD8+ 细胞中

IFN-γ+细胞比例无显著性差异，但 AAL2+CD3+CD8+

细 胞 中 perforin+ 的 细 胞 比 例 显 著 低 于

AAL2-CD3+CD8+细胞（p<0.05）。表 2 表明，小鼠淋

巴结 AAL2-CD3+CD8+细胞与 AAL2+CD3+CD8+细胞

中 IFN-γ+ 和 perforin+细胞比例无显著性差异，

AAL-CD3+CD8+细胞与 AAL+CD3+CD8+细胞中 IFN-γ+

细胞比例无显著性差异，但 AAL+CD3+CD8+细胞中

perforin+的细胞比例显著高于 AAL-CD3+CD8+细胞

（p<0.05）。 
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之前的研究表明，小鼠 CD8+T 淋巴细胞表面糖基

化研究主要集中在唾液酸化糖基，其他糖基化修饰报

道较少。目前研究表明，未成熟 CD8+T 淋巴细胞表面

主要为去唾液酸化糖基，成熟的则多表达唾液酸化，

活化后则又表达为去唾液酸化。糖基的动态表达暗示

了糖基化可作为免疫细胞不同活化阶段的标志物。因

此，本文希望通过两种分别对磺酸化 /唾液酸化

-Galβ1-3GalNAc 和末端 N- 乙酰葡萄糖胺（ N- 
acetylglucosamine）有高结合特异性的新型凝集素

AAL 和AAL-2 进一步研究小鼠CD8+T 淋巴细胞表面

糖基化水平。AAL（特异结合磺酸化 /唾液酸化

-Galβ1-3GalNAc）与 PNA（主要结合去唾液酸化

Galβ1-3GalNAc）的糖结合活性不同，成熟 CD8+T 淋

巴细胞由于表面的唾液酸化糖基，因此 PNA 结合比

例非常低[11]。本文发现，AAL 可分别结合脾脏和腹股

沟淋巴结 CD8+T 淋巴细胞中 21.31%和 33.79%的细

胞，这与其可结合唾液酸化-Galβ1-3GalNAc 是一致

的。AAL-2 与末端 N-乙酰氨基葡萄糖具有极高的亲和

力，是已知凝集素中结合 N-acetylglucosamine 特异性

最高的凝集素。关于 CD8+T 淋巴细胞表面 N- 
acetylglucosamine 至今鲜有报道，因此，本文 AAL2
的结果为该部分的研究提供了新的数据。 
 

表1 AAL和 AAL2检测小鼠脾脏CD3+CD8+T淋巴细胞胞内细胞因子IFN-γ和perforin的表达 

Table 1 Frequency of intracellular cytokine IFN-γ+ and perforin+ cells in AAL/AAL2 gated cells from spleen 
Frequency/% AAL-CD3+CD8+细胞 AAL+CD3+CD8+细胞 AAL2-CD3+CD8+细胞 AAL2+CD3+CD8+细胞 

IFN-γ+细胞 5.30±3.80 14.30±11.20 11.85±3.55 11.80±4.40 
perforin+细胞 2.48±3.09 9.55±12.63 15.49±11.14 1.98±4.00* 

注：*代表 p<0.05。 

表2 AAL和 AAL2检测小鼠腹股沟淋巴结CD3+CD8+T 淋巴细胞胞内细胞因子IFN-γ和perforin的表达 

Table 2 Frequency of intracellular cytokine IFN-γ+ and perforin+ cells in AAL/AAL2 gated cells from inguinal lymph nodes 
Frequency/% AAL-CD3+CD8+细胞 AAL+CD3+CD8+细胞 AAL2-CD3+CD8+细胞 AAL2+CD3+CD8+细胞 

IFN-γ+细胞 3.10±2.50 8.10±5.70 0.30±0.30 11.75±3.85 
perforin+细胞 0.90±0.30 10.15±2.90* 0.15±0.05 0.45±0.35 

注：*代表 p<0.05。 

小鼠 CD8+T 细胞的功能可通过其产生的细胞因

子 IFN-γ、perforin 等来评价。本文的研究发现，脾脏

中AAL2-CD3+CD8+T细胞中的perforin+细胞所占比例

显著高于 AAL2+CD3+CD8+T 细胞（表 1），这暗示去

N-acetylglucosamine糖基修饰的小鼠CD8+T 细胞中活

性细胞比例高于 N-acetylglucosamine 糖基修饰的小鼠

CD8+T 细胞。而淋巴结中 AAL-CD3+CD8+ T 细胞中表

达 的 perforin+ 的 细 胞 所 占 比 例 显 著 低 于

AAL+CD3+CD8+ T 细胞（表 2），这说明凝集素 AAL
结合的小鼠 CD8+ T 细胞的活性细胞比例要高过不结

合的。已有研究报道，小鼠活化的 T 淋巴细胞表面

O-糖基化上的唾液酸位点减少，说明其表面是低唾液

酸化[6]，结合本研究数据，暗示 AAL 可以结合通过结

合磺酸化糖基来结合活化的小鼠 CD8+ T 淋巴细胞。

目前由于缺乏研究磺酸化糖基的凝集素或抗体，因此

小鼠 CD8+T 淋巴细胞表面磺酸化糖基修饰报道几乎

空白。糖结合芯片结果表明，凝集素 AAL 结合糖基

的 能 力 ： 3OSO3Galβ1-3GalNAcα-Sp8>Neu5Acα2- 
3Galβ1-3GalNAcα-Sp8，即结合能力最强的是磺酸化

的 Galβ1-3GalNAc 二糖[8]，所以本文的发现将促使我

们进一步利用新凝集素 AAL 这个工具来研究免疫细

胞表面磺酸化糖基修饰。 
小鼠 CD8+T 细胞膜上花生凝集素 PNA 的受体被

鉴定出包括 CD8、CD43 和 CD45 等[11]，花生凝集素

与这些受体结合主要受唾液酸修饰的调控，PNA 之所

以在成熟 T 淋巴细胞上结合率低于未成熟 T 细胞，部

分源于在发育过程中 ST3Gal-I sialyltransferase 表达的

改变[12]。另外，去唾液酸化（活化）的小鼠 CD8+T
细胞会出现末端唾液酸糖基丢失，半乳糖苷增多，Ca+

反应增强，细胞上的 CD69 和 CD25 分子上调，细胞

因子 IL-2、IFN-γ 以及颗粒酶 B 的上调[13]。AAL 和

AAL-2 可研究 T 淋巴细胞表面磺酸化糖基和

N-acetylglucosamine 糖基，其糖基表达动态机制可通

过磺酸转移酶及 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶的表达来

深入研究。 
除了对活化/未活化的 CD8+T 淋巴细胞的糖基化

研究，另一部分研究主要集中在通过糖基修饰效区分

应性/记忆性 CD8+T 淋巴细胞[14,7]。最新的研究表明，

感染后的抗原特异性效应 CD8+T 淋巴细胞会高表达

核心 2 O-glycan，而记忆性CD8+T 淋巴细胞则低表达，

且该糖基化修饰是 IL-15 依赖性的。本研究也发现，

使用 AAL 和 AAL2 可分别将 CD8+和 CD4+T 淋巴细
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胞分成两群，说明其中至少存在两个细胞亚群。在下

一步研究中，可将细胞亚群分选对其糖基化水平和细

胞分群之间的关系进行研究。 

3  结论 

本文通过大型真菌茶树菇中可分别特异性结合磺

酸化/唾液酸化-Galβ1-3GalNAc和N-acetylglucosamine
的两种凝集素 AAL 和 AAL2 来研究小鼠 CD8+T 淋巴

细胞表面糖基修饰水平，发现 AAL 可更多地结合在

小鼠活性 CD8+T 淋巴细胞表面的糖基，AAL-2 则更

多地结合在非活性CD8+ T细胞表面的糖基，暗示AAL
主要通过结合细胞表面磺酸化糖基来结合活化的小鼠

CD8+ T 淋巴细胞，而活化的小鼠 CD8+ T 细胞表面末

端 N-acetylglucosamine 糖基修饰水平较低；AAL-2 则

主要通过末端 N-acetylglucosamine 来结合非活性小鼠

CD8+T 细胞，而非活化的小鼠 CD8+T 细胞表面磺酸

化糖基修饰水平较低。本研究为 CD8+T 淋巴细胞表面

糖基化提供新的数据，并为两种新型凝集素的使用提

供理论依据。 
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