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小鼠淋巴器官中 yy+ 细胞的检测及其在移植肿瘤后的量变来

查士窍 王建范 丁仁瑞

(杭州大学生物泵)

近年的研究注意到，在小鼠和人的淋巴器

官及外周血中，都分别存在一类对长柔毛野豌
豆凝集素 ( Vicia v i1losa Lectin , VVL )有结合

特异性的淋巴细胞 ( VVL受体阳性细胞， VV + 

细胞)。 其中具 有 Lyt 1 +和 Lyt 2 +(小鼠)或

CD 8 +(人)亚群表型的 VV+ 细胞，已发现是调

节 T细胞中一组新的功能亚群， 命名为反抑制j

T 细胞 ( con t rasuppressor T cells , Tcs)和/或抗

抑制JT 细胞 ( Antisuppressor T cells, Tas ; [1 叫]。

有报道指出 [ 5]，抗抑制和反抑制是抑制反馈调

节的两个连续过程， 是机体免疫系统赖以保持

协调和 自 我稳定的机制之一。也有证据提示，

Tcs 细胞的量变或功能异常，和免疫缺陷病[町，

自身免疫病[汀， 以及肿瘤的发生或消退[町，有

密切的关系。因此， 识别和示踪 VV+ 细胞，检

测其变化规律， 是研究反抑制调节的基本技术

之一。

本文报告， 应用荧 光标记的 VVL(VVL­

FITC )直接示踪法和 VVL 介导的花环形成示

踪法， 检测了正常小鼠脾 、 肠系膜淋巴结和胸

腺中 VV+ 细胞的相对数，观察了小鼠在移植

肿瘤后， 这类细胞水平的动态变 化，讨论了

VV + 细胞的量变与肿瘤进展的可能相关问题。

材料和方法

1 . 动物 NIH 小鼠 ， 6 - 8 周龄，雌雄兼用。由

浙江实验功物中心供应。

2. 试剂 VVL-FITC , Sigma 产品 。 N一乙耽半

乳糖胶 ， B.D.H.产品。 VVL ， 本实验室自制。 Vicia

Vi1Iosa 种子由上海农科院畜牧所赠送。

3. 肿瘟 小鼠立民腹水癌 (EAC) ，腹腔移植，

2 X 10 6 个细胞/只。

4. VVL 的分离纯化 参照 Tollefsen (1 983 ) [9 J 方

法修改。简述如下 ， 100 克长柔毛野豌豆种子的粉末，

溶于 600 ml 的 PBS (pH 7 . 4 ) 中 ， 搅 拌 12 小时。以

4 moljL 的乙酸将提取液的 pH 调至 4 . 5 ， 离 心沉 降

(20 , OQO x g , 20 分钟 ， 4 0C ) 。 上清液用 2 N 的 NaOH

将 pH 重调至 7.4 0 110入固体 (NH， ) 2S0• 至 80% 饱和

度， 离心沉降( 3 ， 000 x g , 20 分钟 ， 4 OC ) ， 沉淀物溶

于 100 ml 的 PBS (pH 7 . 4) r!-j ， 经充分透析后 ， 即得

VVL 的 粗制品。 纯化时， 将粗 Hj!J I'I<J VVL 通过

Sepharose 6 B 柱层析出 ， 收集对人的A 型红细胞有高

度凝集活性的组分， 合并冻干 ， 辑: 一 20 0C保存。 |陆用

前以 PBS 配制成适当浓度的溶液。

5. 小鼠牌、淋巴结和胸腺单细胞悬液制备 正常

或带瘤小鼠断颈处死后 ， 摘取牌、 肠系膜淋巴绪 和胸

腺， 分别用挤压法梳理去除结缔组织 ， 以适量 的 PBS

(pH 7 . 2)制成细胞悬液并使之法;过尼龙网(孔径 20 微

米)。滤液经离心沉降后 ， 将压积细胞丑恶 浮于含

0.83 %NH，Ci 的缓冲溶液中 (0 .1 ml 压积细胞jml 缓冲

液) ， 溶去 自 身红细胞。 细胞经充分洗涤日 ， 仍以PBS

配制成一定浓度的单细胞~:液。通常， 细胞存活率为

95 %左右(台阶蓝把染法判定)。

6. VV+ 细胞的直接 荧光 示踪 根据 Lang

(1982) [10) 的方法修改。在 1 ml 的小鼠牌、 淋巴结或

胸腺的单细胞 是;液中(1 x 1 0' 个细胞) ， 分别 加入

0. 1 mg 的 VVL-FITC ， 置冰浴 l书作用 30 分J钟。细胞

经洗涤后， 恢复悬液至原浓度。 吸取少量细胞悬液íiì!J

成湿片，通过荧光镜检 (Olympus AH-] 型显微镜，落

射光 UV ， 附加用于 FITC 的滤光片组) ， 计数 200 个

细胞中被荧光染料标记的细胞数。 VV+ 细胞 ç;百分数

(% i: SD ) 表示。

7 . . VVL 介导的花环形成法示踪 VV+ 细胞 按

Berrih (1981 ) [ II J 的原理和方法修改。 小鼠ì{，~巴组织的

单细胞悬液， 溶去自身红细胞后 ， 在 1 ml 细胞悬液

· 国家自然科学基金资助课题 (38703 04) 。
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u X 10 6 个好跑 ) '1 1 j 加入]f 挺集刑立 1 25 μg/ rnll 的

VVL，置室温作用 15 分钟。细胞经充分洗涤后 ， 重悬

浮于 1 ml 的 PBS 中(内含 0 .1 %NaN3 ) 。 然后 ，加入等

体积的人 A 型红细胞 ， l% RBC ) , j昆匀，低速离心

(500 r pm , 5 分钟)。吸取底层细胞悬液 1 1商并同时加

入结晶紫 ( 0.2 % ) 溶液 1 滴 ， 制成湿片， 置于高 倍镜

下(X 4 00) ， 观察并计数 200 个有核细胞中能与 8→10

个以七的 A I\'J RBC 形成花环的细胞，数。花 环 形成细 .

!也 (即 VV + 细脸 ) 以百分数(% :t SD) 表示。

结果

-、 VVL-FITC 直接荧光示肆法栓测正常

小阻淋巴器官中的 VV+ 细胞

应用 VVL-FITC 直接荧光染色法显示，正

常小鼠脾、肠系肢淋巴结和胸腺中 VV+ 细胞

的相对数，依次 为 6.1% ::1= 0 . 3 ， 5 .9% 土 0.5

和 4 .0% 士 0.6( 图 1 ) 。

二、 VVL 介导的花环形成法检测 VV+ 细

胞

应用 VVL 介导的花环形成法，检测正常

小鼠上述 3 种淋巴器官中的 VV+ 细胞相对数，

比上法检测结果略高。脾中 VV+ 细胞为 7 . 2 %

士 0 . 9，淋巴结为 6 . 3% ::1= 0 . 4 ，胸腺为 4.5%

::1= 0 . '1 (图 1 )。非特异性自然花环形成率 通常

低于 0 . 2 % 。检测个体数为 2 0 。

三、 N- Z酷半乳黯服对 VVL 介导的花环

形成的阻断

小wl脾 、 淋巴结和胸腺的单细胞经相同剂

VV+细胞%

图 1 正常鼠鹏、肠系膜淋巴结和胸腺中
VV+ 细胞相对数

口VVL 介导花环形成法 ~直接荧光法

量 :， ~5 !lg!ml ) 的 VVL 和同样的方法纯理后?如

细胞:思;液中预先有N一乙耽半乳糖胶 (GalNAC ，

1 mg/ml )存在时，则在加入指示红细胞 (A 型

RBC )后，不再有特异性花环的形成(数据未

歹1] ) 。

四、小鼠移植肿瘤后 VV+ 细胞水平的动

态变化

在小鼠移植 EAC 后的不同时期 ， 应 用 上

述两种示踪方法同时检测 3 种淋巴器官中 VV+

细胞水平发现， 在带瘤早期( 5 天以内)，脾 、

肠系膜淋巴结和胸腺中的 VV+ 细胞数和 正常

鼠 (带瘤。天 ) ，没有明显的差别。及至带瘤10

天，脾及淋巴结的 VV + 细胞数急剧减少。带瘤

晚期 UO 天 ) ， 脾及淋巴结的 VV + 细胞 水平降

量 +←一_6--怡、7飞-→
;... 3 

"* 

。

"天敏

% 
·一一 · 牌 0… ...0淋巴结 A一-.Ä..胸腺

图 2 VVL-FITC 直接荧光法检测小鼠移植
EAC fáVV+ 细胞动态变化
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困 3 VVL 介导的花环形成法检测小鼠移植
EAC sVV+ 细胞动态变化
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至 2 %左右。 但是，在肿瘤进展过程中，胸腺

中的 yy + 细胞数， 未见有明显的改变。应用直

接荧光示踪法和 YYL 介导的花环形成法检测

结果表明 ， .) 种淋巴器官中 yy+ 细胞水平的

动态变化趋势基本一致。(图~~ ， ~~)实验观测

例数为 15 。

讨论

我们应用 YYL-.èFITC 直接荧光示踪洁和

YYL 介导的在环形成法检测到，在正 常 小鼠

脾、 肠系膜淋巴结和胸腺中，都分别存在一定

数量的 yy + 细胞。虽然用不同方法所得检测结

果略有差别，但相对数值比 较接近。据 Ptak

(1 986 ) [ 12]报告， 经三硝基酌 (TNP ) 致 敏小鼠

的全脾细胞， 应用 YYL 粘附法，可分离出

25- :) ü % 的 yy+ 细胞。这比我们所得数据显

著较高。其原因一方面可能和使用的 YYL 制

品和检测方法不同有关，另一方面，更可能和

小鼠的免疫状态不同有关。我们的检测结果，

反映了未经免疫小鼠淋巴器官中 Yv+ 细胞水

平的正常值。

就上述两种 yy+ 细胞检测方法的可信性

而言 ， 直接荧光法虽然可信性较高，但由于荧

光易于烨灭 ， 不利于观察， 影响数据的准确

性。 YYL 介导的特异花环形成法则比较简便，

检测结果可信性的主要依据有: (l)指示细胞

(A 型 RBC ) 已确知有 YYL 的受体[ 13]。它们通

过有多价结合部的 YYL 的介导和 yy+ 的小鼠

淋巴细胞联结形成的花环明显而且稳定，容易

观察计数。 C) 实验证 明， A 型 RBC 和小鼠

Vy + 细胞形成的花环，可被对 YYL 有高度亲

和力的 GaLNAC 所阻断。从而证实 ， 这种花环

的形成是有 VYL 位赖特异性的。 c;) A型RBC

和小鼠淋巴样细胞极少有非特异性花环形成，

不会影响数据的准确性。

小鼠在移植肿瘤后， 随着肿瘤的进展， 特

别从带瘤 1 0 天起，除胸腺外，脾及淋巴结中的

yy + 细胞水平明报下降。这种下降趋势提示 ，

肿瘤宿主免疫调节功能的异常和 Vy+ 细胞的

减少有关。有证据表明 [ 8 .1 4 ] ， 具有 VV气 Lyt1 +

亚群表型的 T 淋巴细胞，包 含一类可抵 制

或取消来自 T 抑制细胞 (Ts ) 抑制活性的反抑制

T 细胞 (Tcs )。它们在对肿瘤的免疫排斥中， 据

信发挥重要的作用 。 由此推测 ， yy+ 的 TCS

细胞在外周淋巴器官中锐减， 可能导致抑制和

反抑制调节平衡的失常， 以致使肿瘤宿主处于

抑制优势的低免疫状态 [ 1 5 J 。 当然，其 确切原

因，有待进一步的研究探明。关 于 小鼠 yy+

细胞的分离，表型和功能特性以及反抑制机理

等，我们将有另文报道。

摘要

应用 FITC 标记的长柔毛野豌 豆凝集素

(YVL ) 直接荧光示踪法和 VVL 介导的花环形

成沽 ，在正常小鼠脾 、 肠系膜淋巴结和胸腺中，

分别检测到有一定数量的 YVL 受体阳性细胞

(yy+ 细!l包)。小鼠在移植肿瘤 (EAC )后 ，脾及

淋巴结中 yy+ 细胞明显地逐步减 少。但胸腺

rl" Vy+ 细胞水平， 未发现有改 变。有证据表

明， Vy+ 细抱中包含一类反抑制 T 细胞 ( Tc时，

它们在对肿瘤的免疫排斥中据信发挥重要作

用。因此， 在肿瘤进展中，外周淋 巴器 官中

Vy+ 细胞水平的降低3 提示了社p ~jlJ 和反抑制调

节平衡的失常。 这可能是导致肿瘤布主处于抑

制优势的低免疫状态的原因之一。
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