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变剂在小鼠牌脏细胞和 夫妻细胞中最终诱发

SCE 的效应是一致的 。
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自然杀伤细胞和甲状腺细胞膜上的神经节营脂的研究

陈哲生李林立* 郑思华 卢界幸忡 1']、明杰 曹志正

(首都医学院微生物学免疫学教研室)

自 然杀伤细胞 ( Natura l k il1er cell' NK)是

一类非特异性杀伤肿瘤细胞的杀伤细胞， 而且

在体内分布较广、 裸鼠体内也有 NK 细胞的存

在， 井有较广的抗耀谱，尤其对淋巴瘤扣白血

病的瘤细胞杀伤能力最强。 NK 细胞杀伤靶细

胞首先必须与靶细胞按触， 然后融合释放穿孔

素 (perforin ) ， 发挥杀伤作用 [1 ]。

Aàams 等 195 6 年发现甲状腺机能亢进病

人血清中存在一种 自 身抗体，称长效促甲状腺

京 (long acting thyroid stimulator, LATS) , 
后人又相继发现其他刺激抗体，现统称为甲状

腺刺激抗 体 (Thyroid stimulating antibody , 

TsAb ) 0 TsAb 与 甲状 腺细胞膜上的受体相结

合，发挥刺激作用 [ 且 ]。

神经节昔脂 (ganglioside )是 许多动物细胞

膜上成份之一， 是含有不同唾液酸的酸性糖脂，

具有不同的生物学功能。神经节昔脂是近年来

引人注目的课题。

本文报道霍乱肠毒素对 NK 细胞和甲状腺

细胞膜上神经节昔脂影响的研究结果。

材料和方法

-、 NK 效应细胞

1. 动物 CBA 纯系小鼠， 年龄 8 周龄。

2 . 瘤细胞株小鼠 Molon巳y 淋巴瘤株 (YAC-l) • 

红细胞系的白血病细胞株 (K 562) 

〈材料均来自揣典， 卡i若林斯卡医学院免疫系 ) , 

两株瘤 细 胞 培养在 RPMI 164 0 培养基内(内含

10%胎牛血请在1青 、 链霉东)。

3. 霍乱肠毒素 B 亚单位 (sigma 公司) 。

4 . 自然杀伤细胞活性的训定

人和小鼠淋巴细胞的分离 [ 3 1 。

靶细胞的同位素标记[3 ] 。

50 μl 的 51C ， 标记的把细胞与 1 0 0 μl 的效应 细

胞， 按比例混合 (入的效应细胞数2 靶细胞议 = 2. 1 , 

·北京职工医院。

"北京宣武医院。
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鼠的效应细胞数z 靶细胞数 = 1000: 1) 。 在 共育前，

效应细胞顶先于不同浓度 的霍 乱肠毒案 B亚单位混

合， 在 37 0C COz 的孵箱中，共育 30 分钟 、 60 分钟 、

120 分 钟和 180 分钟，用 RPMI1640 液洗了 3 次， 台

盼蓝染料训定效应细胞活性后， 再与相应 浓度的靶细

胞在 37 0C CO2 的孵育箱中共育 3 小时 ， r-j~心 5 分钟 ，

取上清液 50 μ1 在自功 α 测定仪 (LKB ) 中测定 SlC 的

cpm。 按下面公式计算出 NK 细胞的活性。

NK 细胞洁性%=

5元旦在笆 cpm 一 白发释放管 cplTI v 1(\ (\O，~ 
最大释放管 cpm 一自发释放管 cpm -- -川

二、甲状腺细胞

1.标本来源

宣武医院外科提供。手术切除甲亢病人的甲状腺

组织块，共 10 例。福尔马林 固定，石蜡包埋、 连续

切片 (5-6 μ) 。

2. 主要材料

雀乱 )];Ì] 毒京 (北京生物制品鉴定所) ;

主，fi ;j挺过氧化物盹(西1:j)标记 崔乱肠海京， 按文

献[4J制备。

TsAb 1:19标准品-→LATS-B(WHO)英国医学研

究委员会赠。 由 Bangham 制备) ，每安部含 0.015 单位 自

甲状 11来刺激素(天津医学院药厂) ; 

神经节昔脂 ( II 、 W 和 V 型 ， Sigma) ; 

羊抗兔 IgG 和免抗j雪IH良:ìl氧化物的抗体(军事医

学科学院微生物流行病研究所 J 。

3. 结合物制备

(1. )酶-抗酶抗体豆合物的制备

士~~恨过氧化物酶和兔抗讶~1恨过氧化物酶抗体复合

物制备， 校文献[4J方法稍加改良。

(2) LATS-B 和神经节苦脂复 合物(lI 型)的制

备，

LATS-B 和 -;IÞ~i ='r;j昔脂充分视台 ， 4 'C 过-(:泵，高

速离心 5 分钟。

4. 免使组织化孚法[ 5 J

(1. ) 栓'乱肠 ;i丢东 (chol巳ra toxin , CT)探针试验 g

酶才);J"\ 日 CT 用直拔免说组织化学法染甲:快!你标本 。

(2) 3;捡组 : LATS-B 和甲:伏l泉剌激素 (TSH)分

别处理甲状腺标术、 然后用间按免疫组织化学法染甲

状腺标本。

(3) 竞争试验

A . CT ;(JTsAt斗;:) ~'~'~ :J:i- CT:;负先处理甲状腺标本，

然后Hl TsAb ( LAT$-1勾对甲状腺标本:il1:h间接免疫组

织化学法染色。

B. TSH 对 TsAb (LATS-B )的竞争 TsH Íýi先处

理甲状腺标本， 然后用 TsAb [LATS-B )对甲状腺标本

进行间接免疫组织化学法染色。

C. 神经节音脂对 TsAb (LATS一岛的阻断 TsAb 

(LATS-B)和神经节音脂复合物的上清液处理甲状腺

标本， 用间接免疫组织化学法染色。

(4)对照试验

A. 取代试验正常人血请或止审羊(兔)血清取

代 TsAb 和 TsH ， 对甲状腺标本进行免疫组织化学法

染色。

击中;根过氧化物酶取代 酶标 i~物或酶-抗酶抗体，

对甲状腺标本进行免疫组织化学法染色。

B. 内源晦试验单独用对二氮基联苯胶 (DAB)

显色。

5 . 面联兔瘦吸附试验 (ELISA )测足TsAb(LATS

-8) 。

神经节昔脂浴液( lI、 E 丰口 V ~且 1 mgjml)分别包

被聚苯乙烯塑料板(天津破瑞厂 ， 40 JL> ，每 孔 。 . 2 ml , 

4 'C过液， 、 弃去，用 pH 7 .4 磷酸 缓冲液洗 3 次，依

次用 TsAb(LATS-酌， 酶标记羊抗人 IgG 包被， 其

步骤|司帘划 ELISA i去 。

结果

霍乱肠毒素B亚单位对 NK 细胞活性

的影响

本文边用霍乱肠毒素 B亚单位 4 种浓度，

(Bj = 1μgjmlJ B 2 = 2μgjml ， B3 = 5μgjml ， 

B, = 1 0μgjml ) 和 4 个不同时间 (30气 60气 120'

和 180η ，来探讨对人和小鼠的 NK 细胞杀伤

靶细胞作用的影响。 结果显示， 在 30 分钟时，

霍乱肠毒素 B亚单位对人和小鼠的 NK 细胞杀

伤靶细胞有抑制作用，随着浓度的升高而抑制

作用加强。但在同一浓度节，随着时间的延长，

抑制作用下降或不增强，见图 1 和图 2 。

二、甲状腺细胞膜丰的神经节苦脂研究

1.免疫组织化学法试验， 结果见表 1

实验结果说明，甲状腺细胞践上存 TsH 和

TsAb 的受体、并且存在神经节音脂 (GMj ) 。

竞争实验组说明，外来的神经节背脂可以完全

阻断 TsAb 与甲状腺细胞结合，但 CT 或 TsH
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襄 1 申就腺细胞的免擅组织化学的实验结果

H)9 1 年

组 i CT 探针组 实验组 l 时验组
CT 和 TSH 对 TsAb 神经节苦脂对 TsAb

结果 | 阳 性 性n
同
H 部分阻断

、
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团 1 不同浓度霍乱肠霉素 B 亚单位对小鼠

脾脏细胞 NK 活性的影响

(C = -付照 ， B= 在乱肠毒素 B亚单位 ， B= 1μgj 
mI , B2 = 2 μg/ml ， B3 = 5 μg/ml ， B. = 10μg/ml) 

·、、\-- • .tc 

f:::r--i，头三、~_J，λ._ 一~BI. 
υ-~ --....-二、、叫DB2

ð..-""Ó_----~- - __-i!J. 8 3 

(',,_.-ô-.. }•'-. ~__._，_.ó B 4 

120 180 

温育时间(分〉

图 2 不同浓度霍乱肠霉素 B 亚单位对人体

周血淋巴细胞 NK 活性的影响。

C = 对照， B= 霍乱肠毒素B 单位， BI = 1μg/ml ， 

B2 = 2μg/mI ， B3 = 5 μg/ml ， B, = 10μg/ml。

只能部分阻断 TsAb 与甲状腺细胞结合。

2. ELISA r去直接 证实 TsAb (LATS-B)能

与混合的神经 节苦脂( 1I、 W和 V 型)结合。

"v型为钙盐， N- 乙眈神经氨酸含量为 30% J 

| 对照

完全阻断 ! 

。.3!

0. 30 

0.25 

0.20 
" \ , 

、、

/、、.
.--，i.....、、, 

/ , 
。.15

0.10 

O. ~) 

l , .. 1, 8 1, 16 I , 3~ 1, b4 

LATS f1良哑 (0.0 1 5 l' Iml ) 

回 3 LATS-B 结合神经节苦脂 E 、 W 和 V

型的曲线

W型中 N- 乙耽神经氨酸含量为 32% ， 无游离

酸J 1I型为粗提物，此三型均从牛脑中提取"。

因此，同一浓度的神经节昔脂( 1I 、 W和

V 型〉与 TsAb (LATS-B)结合量不同。

讨论

霍乱肠毒素是一种酶 ， 由多个亚单位分子

组成，借助二硫键相连， 分别称为A亚单位和

B亚单位。 A亚单位是酶活性部位 ， B 亚单位

是结合部位。 目前公认， 霍乱肠毒素的特异性

受体是膜上 GMj 神经节昔脂， 通过 B 亚单位

与膜上 GMj 神经节音脂碳水化合物部分相结
,.6. [6] 
口。

本文实验结果指出， 霍乱肠毒素 B 亚单位

预先处理 NK 效 应细胞，并与 NK 细胞膜上

GMj 神经节音脂结合， 就能阻断人或小鼠 NK

效应细胞对相应靶细胞的杀伤作用 ，而且在 30

分钟内完成。随着霍乱肠毒素 B 亚单位浓度增

大，抑制作用增强。因此， 可以设想 ， NK 效

应细胞膜上 GMj 神经节昔脂， 参与识别靶细

胖的作用。

J<.ohn 等用甲状腺机能亢进 病人的淋巴细
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iI包与不产生 Ig 的小鼠骨髓瘤 细胞进行异源性

融合 ， 所建立的单克隆株可以产生抑制，刺激

和混合三型抗体。 剌激i生抗体经体内外试验证

实有剌激作用 ， 是针对甲状腺细胞膜上神经节

音脂。 TsAb 的活性 也受到 神 经 节苦脂的押

制 [7 . 8) 。

免度组织化学试验结果指出，甲状腺细胞

膜上有 TsH 和 TsAb (LAl1S-B)受 体; CT 能与

甲状腺细胞膜结合， 说明膜 上存在 GM1 神经

节昔脂 。神经节昔脂预先处理 TsAb(LATS-酌，

能完成阻断 TsAb (LATS-B)与甲状腺细胞结

合。 ELISA 1:去证实 TsAb (LATS-B)能与混合

的神经节昔脂 ( 1I、 N和 V 型)相结合。

本文结果提示，我们的结论与 Kohn 等观

点一致。 但是 ， CT 和 TsH 仅能部分阻断 TsAb

(LATS-B) 与甲状腺细胞膜结合，说明 TsAb 膜

受体是很复杂的 ， GMj 神经节昔脂不是唯一

的成份。

摘要

本文对 NK 效应细胞和甲状腺细胞膜上的

神经节苦脂进行了研究， 采用同位素标记法，

免疫组织化学法和 ELISA i去。结果说明，霍

乱肠毒素 B 亚单位预先处理，人或小鼠的 NK

效应细胞， 就能抑制对相应靶细胞杀伤作用，

随着 B亚单位浓度增大，抑制作用增强。在乱肠

毒素能与甲状腺细胞膜结合。神经节昔脂TY!先

与 TsAb (LATS-B)结合， 就能完全阻断 TsAb

(LATS-B)与甲状 腺细胞膜结合。 体外实验

(ELISA 法)证实 TsAb (LATS-B)能与混合的

神经节音脂相结合。 但是， CT 和 TSH 仅能部

分阻断 TsAb 与甲状腺 细J包膜 相结合，说明

TsAb(LATS;-B ) 的膜受体是很复杂的 ， GM1 神

经节昔脂不是唯一的成分。
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体视学 (Stereology)

stereology 目前有两种译法: 体视学和立体学。 Stereo 有立体、体视等含意， 因此从字面上译， 两种译法均

可。 stereology 其内含是要从二维结构定量推论或阐明三维结构。"体视"的中文含意原指双眼同时观察天然物

休时 能 判 定其远近深度的立体视觉效应。由双目的体视效应，从角度稍异的位置拍摄二维照片， 通过有关仪器

(如体视比校{义 ， stereocornparagraph 等 )即可产生三维感觉。。 可见"体视"本身具有或包含从平面主柏或推断三

维的合忘， 恰与 st巳reology 的内含相吻合。 与"立体"有关的学科及名词很乡， 如 : 立体几何、 立体化学、 立体物

理-学、 立体声、 立体战争等。这里"立体"直接指三维， 并不包含从二维推论或重构三维的含意。若将 st巳reology

译为 "立体学"，易使人们将其研究内容理解为上述与"立体"有关的各种内容。可见用"立体学"不能{良好地反映出

stereology 的学科特点， 因此译为"体视学"较"立体学"恰当 。

(第一军医大学病理解剖教研室 申 洪)
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