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察到粘菌 (51ime mold Dictyostelium Disc­

oide;m) 发育过程中细胞膜上糖蛋白的种类及

数量均有明显改变。此外，用鸡胚视网膜神经

细胞[ 9] 也得到类似结果。因此，可以认为人胎

肝细胞对凝集素凝集效应的改变也是反映胚胎

友育过程中质膜上糖蛋白(或糖脂)的衍变。近

年来，大量工作证明癌变细胞出现反分化(de­

diff巳 rentiation) 现象， 所以肿瘤细胞易被凝

集素凝集，是否也是这-现象的特征之一，是

值得注意的。

表 4 不同胎龄人胎肝细胞的凝集效应*

ConA 浓度 μgfml
胎龄** i---~ -\ - ~I---

I 500 I 60 30 

4 I 未测定 | 件 | 未测定
5 忡~忏+ * 斗+

6 4寸牛-* +卡 斗t-+

7 * + + 
8 + 未测定 未测定

成 人 + 土

*' 37.C 保温 30 分钟。

H 胎龄按胎儿坐高(头顶到坐骨结节的高度)确

íÌ也-气.0

结

本文报道的八种实验动物肿瘤细胞及一株

人肝癌细胞均在低浓度 (30微克/毫升) ConA 

及 PHA 中明显凝集，这和主C献报道的一般规

律相一致。三种人胚胎细胞也和文献报道的动

物胚胎细胞的结果类同，而且随着胎龄的增

长，分化的成熟，凝集程度也逐渐减弱，八个

月胎龄的肝细胞其凝集强度已接近于正常成人

肝细胞。腹水型肿瘤细胞比较实体型的更易凝

集，这可能表示细胞之间相互接触可能影响细

胞表面膜的性能。
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人体巨噬细胞的研究

V. 单核细胞-巨噬细胞的 I-ILA-DR 抗原及

其在淋巳细胞体外增殖反应中的作用x

张在会黄豆J九制

(中国医学科学院肿瘤研究所)

对小鼠的主要组织相容性复合体 (H-2 系

统)的大量研究证明， I在关系到同种异体移植

物被排斥的 H-2D 和 H-2K 之外，在这两个

位点之间还有一个与免疫反应密切联系的 I

区.它由五个亚区组成，所编码的抗原称为 Ia

抗原. H-2D 和 H-2K 抗原见于所有有核细

胞的表面，而 Ia 抗原仅存在于某些细胞，如 B

淋巴细胞和巨噬细胞的表面。巨睦细胞的 Ia 抗

原在免疫反应诱导阶段 ti噬细胞与 T 细胞相互

作用中是极为重要的 [1]。在人类主要组织相容

*本工作在美国圣地亚哥 Scripps 研究所完成。

相 Scripps 研究所分子免疫室。
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性复合体中的 HLA-DR 位点所编码的抗原

(DR 抗原)相当于小鼠的 Ia 抗原[2J。本文报道

用抗 DR 的单克隆抗体〈以下简称单抗〉确定

DR 抗原在单核细胞和巨噬细胞表面的存在和

分布，并研究 DR 抗原在淋巴细胞对抗原作用

的增殖反应中所起的作用.

材料与方法

一、供血者

由实验室工作人员自愿提供静脉血 30-50 毫

升。供血者先经 PPD 和 SK-SD 皮试，于 48-72

小时呈现阳性反应者作为实验对象。

二、抗原、有丝分羁原及抗体

PPD(Connaught Lab.) , lTU = 0.00002 毫克;

SK-SD(Lederle Lab.) ，每支含 25 ， 000 单位;ConA

(Cal biochem) ，每支含 250 毫克。

单抗. Q513，为抗人 HLA-DR 抗原非多态部

分的特异抗体; NAMB1 为抗人。rm 的特异抗体z

138 和 376.96S 为抗人恶性黑色素瘤的特异抗体J P3 

为 Balb/c 小鼠骨髓瘤分泌的免疫球蛋白。这些单抗

〈除了 P3) 都是用杂交细胞瘤技术制备并经过鉴定的

高度特异性抗体。实验中或用杂交瘤的培养上请，或

用杂交瘤腹水并经过提纯{氯化钱沉淀及 DEAE 离

子交换层析〉。

三、琳E细胞对抗原作用的体外增强反应

取肝素抗凝静脉血加入血浆凝胶 (plasmagel) , 

在 37'C下放置半小时。吸出上层富含白细胞的血浆，

转入 50 毫升离心管，用注射器及长针头向管底缓慢

注入淋巴细胞分离液(LSM， Bionetic时， 35 毫升富

含白细胞血浆加 10 毫升 LSM。以 1800g 离心 20 分

钟。吸出界面上的细胞，用含 5% 小牛血清的 HBSS

洗三次，再用完全培养液 (RPMI 1640，含 10% 小

牛血清、 0.3% 谷氨耽胶、 50:微克分子 2ME 以及双

抗〉重新混悬，得 PBMNC 悬液。用台盼蓝拒染、法计

数活细胞并将细胞浓度调节到 1 X 106/毫升。向 U形

孔1点微量培养板(Limbro)孔穴内种入 PBMNC 悬液

。 .1 毫升，在 5%C02 孵箱过夜。次日向孔穴内加入

50 微升抗原. PPD , 5 和 10TU ， SK-SD , 1:100 。

用 ConA(5-10 微克〉作为对比。用完全培养液将各

孔液量补足至 0.2 毫升。在同样条件下继续培育 5

天。终止培养前 16-18 小时，向各孔加入 3H-TdR
(New England Nu c1ear) 1 微居。用 NASH II 型

收获器收获各孔细胞于玻璃纤维'滤纸上，烘干后加闪

烁液 (New England Nu c1ear, Formula-963) 4 毫

升，用液闪仪 (Beckman) 计数 cpm。每一剂量的抗

原〈或有丝分裂原)做三个平行孔，取其平均值。

四、去除和摄取单核细胞

置一部分 PBMNC 于 50 毫升塑料培养瓶，在 5%

CO2 孵箱。7'C)内培育过夜。将不贴壁细胞转入 50

毫升离心管，离心0200rpm， 10 分钟)，细胞沉渣再

用完全培养液混悬，作活细胞计数并调节细胞浓度至

1x106/毫升 (NA)。贴附于瓶壁的单核细胞继续在完

全培养液中培养，供做放射免疫沉淀，或用 24 毫克

分子利多卡因或凝肢海棉从培养瓶壁获取单核细胞，

供做直接玫瑰花形成试验。所获得的细胞， 88%能吞

噬乳胶颗粒。

罩、放射兔瘦玩淀及 SDS-PAGE

1. 3H-葡糖酷肉标细胞幢蛋白 取培养一周左右

的单核细胞或巨噬细胞〈详后)，倾去培养液，更以含

糖量低〈通常量的 1/40) 的 RPMI-1640，其中含葡萄

糖 5 毫克/100 毫升，丙酣酸铀 10 微克分子，小牛血

清 5% 和3H-葡糖胶 (Radiochemicals ， 20-40 居/

微克分子) 1 毫居，继续培养。培养中走时取一定量

培养上清测定其放射性，以观察同位素参入情况。

24-48 小时后，倾出培养液，用 HBSS 洗贴壁细胞

3 次。加细胞溶解剂 5 毫升(Tris 10 毫克分子，NaCl

150 毫克分子， CaC12 1 毫克分子， MgC12 1 毫克分

子， NP-40 0.5% , pH8.0)，置 4 'C 30 分钟。转入离

心管，离心(3000rpm， 10 分)，留上清，即为 NP-40提取

物。取 10 :微升测放射性，以确定 3H-葡糖肢的参入量。

2. 制备放射兔疫沉捷糊(1)包被抗体。用

NET 缓冲液<NaC1150 毫克分子， EDTA-Na2 5 毫

克分子， Tris 50 毫克分子， NaN3 0.02% , NP-40 

0.25%，卵清蛋白 1 毫克/毫升， pH7.4)制备 10%的

P AS-4B(Pharmacia)，平衡过夜。取 Fisher 小管，

加 10% P AS-4B100微升，单抗 2-5 微升，在 4.C下旋

转 2-4 小时。沉渣用 NET 洗 4 次，最后用 NET100

微升1昆悬，即为 Ab-PAS-4B o (2) 免疫沉淀。向 100

微升 Ab-PAS-4B 加入 NP-40 提取物 (cpm 约为

1 X 106 )，在 4'C下旋转 2-4 小时。沉渣用 NET 洗

10 次，再用 PBS (pH7. 4)洗三次。即为 Ag-Ab­

PAS-4B. (3) 洗脱免疫复合物。用样品缓冲液(Tris

3.75 克， SDS10.0 克，加水至 100 毫升，用 HCl 调

pH 至 6.8) 1 毫升加甘油 0.5 毫升， 0.05% 澳盼蓝
0.1 毫升， 2MEO.1 毫升，加水至 5 毫升配成洗脱
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液。取 100 微升洗脱液与 Ag-Ab-PAS-4B 充分混

合， 'ìtn弗水浴内 1-2 分钟。

3. SDS-PAGE 及荧光自显影按文献报道的

方法[3]进行 SDS-PAGE。电泳使用固定电流 (30 毫

安)，持续 4-5 小时。电泳毕，取出凝胶板，经 0.5%

Commasie 蓝染色，乙酸<10%)一甲醇 (20% )脱色和

水洗后任其自干。再用 DMSO 处理两次，各 30 分

钟。再漫由于含 20% PPO 的 DMSO 内 45 分钟。用自

来水冲洗 1 小时，烘干机烘炜 2 小时 30 分。用 X光

胶片在一 70 0C 条件下引荧光自显影(auto bluorogra­

phy)。用已知分子量的蛋白的泳动距离为标准，估计

NP-40 提取物中有关物质的分子量。

六、直接玫瑰花形成试验[4] 

取 4 0C 保存于 Alsever 液中不超过一周的 SR­

BC，洗涤后用等渗盐水配成 20% 悬液。取 0.3 毫升

SRBC 号;液于试管内，离心(1200rpm ， 5 分)弃上

洁。 I句细胞沉渣(约 50 微升〉先后加入单抗及 0.1%

CrC13 (溶于生理盐水〉各 50 微升。充分混匀，室温下

置 5 分钟。离心(转速同前〉并洗涤细胞三次。用等渗

盐水 2.5 毫升制成 2%SRBC (已经单抗包被〉悬液。

用免抗小鼠 Ig 处理 SRBC，如出现肉眼可见之红细

胞凝集现象，说明包被抗体成功。

按前述方法获取培养了不同时间的单核细胞或巨

噬细胞(详后〉。经台盼蓝拒染计数后，用 RPMI-1640

配成 0.5一1 x 106/毫升细胞悬液。向国底孔微量培养

板孔穴内按 1:1 或 2:1 比例加入 SRBC 悬液和单核

细胞或医噬细胞悬液。离心(700rpm， 2 分〉后向孔内

加入 0.5% 甲苯胶蓝〈生理盐水溶液)一滴。用滴管轻

轻j昆匀后吸一滴置载物玻片上，加盖玻片，在显微镜下

计数玫瑰花形成细胞的百分数。细胞周围的 SRBC;>

5 时远为玫瑰花形成细胞。除单核细胞、巨噬细胞外，

还选用 HLA-DR 抗原阳性细胞 (Raji) 和阴性细胞

(K562)为对照。

丝分裂原) 50 微升及完全培养液 0.15 毫升，在 5%

COh 37 0C下解育 1 小时。吸出上清，用 HBSS 洗涤

各孔三次以除去游离的抗原(或有丝分裂原)。粘附于

孔底的巨噬细胞至此巴结合有抗原(或有丝分裂原) , 

是为 mcþ-Ag。加入 NA (1 x 106/ 毫升 0.1 毫升及完全

培养液0.1 毫升，在同样条件下继续培养 5 天。按前

法，用 3H-TdR 的参入测定淋巴细胞的增殖情况。

J飞、抗 HLA-DR 单抗的阻断作用

1.按方法"三"所述测定淋巴细胞对抗原(或有

丝分裂原〉作用的增殖反应。除抗原(或有丝分裂原〉

外，另加不同稀释度的单抗(纯化 Ig)20 微升。

2. 按方法"四"获得 NA 是:液。从皮也液获得巨

噬细胞。以 NA1 X 10 5、巨噬细胞 1 X 105、 PPD10TU

和单抗(杂交细胞瘤培养上清)50 微升，共同种入培养

小孔内。 5 天后测 3H-TdR 参入量。

3. 按方法"七"测定巨噬细胞提供抗原的能力。

在巨噬细胞与抗原(或有丝分裂原〉预培 1 小时过程中

另加有单抗(杂交细胞瘤培养上清)Q513(或NAMB、

/ /Ag \ 
138 、 P 3) 50 微升( mcþ( );或者， 巨噬细胞与

飞 'Q513/

抗原(或有丝分裂原〉预培 1 小时，经洗涤 3 次后再加

单抗 50 微升(mcþ-Ag ， Q513)。其余步骤同方法"七"。

结果

淋巴细胞在体外对抗原作用的增踵反

应及其对巨噬细胞的依赖性

对结核杆菌的侵犯，人体能产生特异性细

胞免疫反应。这可用 PPD 皮试检测出来，亦可

用体外淋巴细胞对 PPD 的特异性增殖反映出

来。一般来说.这两个反应，一个体内，一个

体外，是极为相关的。我们选择 PPD 皮试阳

七、巨噬细胞提供抗原 表 1 抗原及有丝分哥原引起的淋巴细胞体外增殖

用斑蜜酒精提取液在前臂皮

肤引起水泡[51 0 48小时后取出泡

液。根据巨噬细胞含量，向U形

孔底微量培养板种入适量皮 j包

液，使每孔巨噬细胞数为 1 X 10 5 。

加完全培养液使每孔液量为 0.2

毫升。在 5% CO2 (37 'C)、膊箱内

过夜。次日吸出上请，用 HBSS

洗涤各孔一次。加入抗原(或有

cpm* 士 S. E. 
剌激物

PBMNC NA NA+Mφ 

PPD 1 10 TU 127 ， 844 土 4 ， 21914 ， 119 土 2 ， 369 (85.3)柑 178 ， 879 土 6 ， 306

PPD 1 5 TU 119 ， 932 土 2599 3 ， 257 土 447 (83.7) 172 ， 921 士 3 ， 676

SK-SD 1 1: 100 158 ， 968 士 4 ， 059 i 0*** (1 00) -'" 

ConA [10 微克 1 93 ， 877 土 1 ， 681 84 ， 500 土削1 00) 」

* 1 X 105 细胞每分脉冲数。 制* cpm 低于对照。
制括号内为 cpm 下降百分数。D.未测。
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性者，取其 PBMNC，在体外观察其对 PPD 不但可使增殖反应完全恢复，而且 3日 -TdR 的

的增殖反应。预备实验结果(未列出)表明 2 参入量更多.

(1) PPD 的剂量比皮试剂量要大 5-10 倍; 二、巨噬细胞向淋巴细胞提供抗原

(2) 完全培养液中含 2ME 是必需的，无 2ME 从以上结果可以断定，淋巴细胞有赖于巨

则细胞增殖反应微弱; (3) 在其他条件相同的 噬细胞的辅佐方能对抗原作用起增殖反应。那

情况下， UJ~孔底培养板比平底培养板的增殖 么，巨噬细胞究竟如何发挥作用?我们检查了

反应强得多。后来的正式实验均采用了上述条 巨噬细胞提供抗原的能力。从表 2 第 E项可以

件。表 1 所列结呆说明，在上述实验条件下 看出，巨噬细胞确有向淋巴细胞提供抗原

PPD 在体外具有很强的促有丝分裂作用.我们 PPD ， SK-SD) 和 ConA 的能力。三次洗涤应

以前的工作业已证明，多克隆有丝分裂原〈如 已将游离的可溶性抗原洗尽，在此条件下发生

PHA、 ConA) 对淋巴细胞的作用，需单核细 的细胞增殖必然是由结合于巨噬细胞表面的抗

胞一巨噬细胞参与[6]。本工作证明，抗原引起的 原〈即 M今-Ag) 所致，巨噬细胞以某种方式将

淋巳细胞增雇也依赖于巨噬细胞。 PBMNC 去 抗原提供给淋巴细胞。表 2 第 I 项是 NA、

除单核细胞后(NA) ，对 PPD 和 SK一SD 引起 m今、 Ag 同时被加入培养孔穴内，没有巨噬细

的细胞增殖显著减弱，但对 ConA 的反应影响 胞与抗原(或 ConA)的 1 小时预培养和 8 次洗

甚微.若向 NA 中加入得自皮泡的巨噬细胞， 涤.与第 E 项相比，其 cpm 分别高出 37%

表 2 巨噬细胞提供抗原以及抗 DR 单抗的作用

I cp时土 S. E. 

, I IV_NA+Mφi 
I.NA+Mφ+ A I!:I 1川A+Mφ+ I II I. NA+MφI - ~Ag -- IV.NA+Mφ-Ag 

~I Ag + Q 513 I - Ag I 飞 I + Q513 
I .. I "Q 513 

56 ， 609 土 5 ， 849 I 21 ， 308 土 2 ， 780 I 2 ， 015 土 187
(62.4) I (95.2) 

21 , 025::!:2 , 381 I 2 ， 268 土。
(59.8) I (95.7) 

18 ， 256 土 3 ， 790 I 5 ， 165 士。
(65. 4> I (90.2) 

33 ， 562 士 1 ， 528 I 25 ， 620 土 4 ， 208
(28.4) I (45.4) 

物激束IJ

52 ， 212 土 4 ， 247

52 ， 659 土 10 ， 751

|川24 士 1 ， 634
(69. 1)** 

18 ， 25唱土 3 ， 790
(78.2) 

19 ， 468 土 1 ， 528
(72. 1) 

量〉

PPD i 89 ， 496 士 7 ， 149
00 Tu) 

PPD 83 ,537::!:5 ,202 
(5 Tu) 

SK-SD 69 ,584:!:6 ,144 
(1 :100) I 

ConA I 55 ， 902 土 3 ， 676
<1 0 微克) I 

(剂

46 ， 854 土 4 ， 870

用单抗包被的羊红细胞

作直接玫瑰花形成试验

表 5

PA i
川s

h
巴
一

16-
细
-
M一

书
内
叭
哺
『i
一

川A
Y
U
U

一
n
n

m
u
M
-
m
M
M
盯
阴
阳
白
白
」

li-­古
以F
i
t
-
-
1
1
]

一
山
-
5
8
8
5
0
0
6
0
3
-

h
-
J
J
I

门
呻
」

天
)
响
一

胞
一
伯
乐
仰
而
一

→
胞
胞

G
M
.胞
一

细
二
细
胞
细
胞
何
细
一

一
核
细
核
细
株
病
一

测
一
单
噬
单
噬
胞
血
一

一
甲
血
天
天
天
巨
天
天
乙
血
巨
细
白
一

受
一
者
周l
B
M

泡
当
1
者
周
泡
巴
胞
一

一
试
外
皮
试
外
皮
淋
细
一

一
受
受

B

髓
-

a
n
宝

0
7
μ噜
E
L

2 
1 

。
a
F
h
a
q
，
μ
句
、υ

"
，
"
。
‘υ
唱
E
A

1 
1 

，h
d
a
m吐

n
4
υ
Q《
d

*同表 1 。 制同表 1 。

(PPD) , 25% (SK-SD)相 16%(ConA).

三、单核细胞和巨噬细胞表面的 DR 抗原

大约 70% 的外周血单核细胞和 45% 的皮

泡巨噬细胞，经玫瑰花形吱试验证明，其表面

有 HLA…DR 抗原存在。单核细胞在体外培

养，随培养时间的延长，其 DR+ 细胞的百分

率有下降趋势。但是，即使培养 10 天，仍有

相当多的 DR+ 单核细胞.表 8 是有代表性的

实验结果. Raji 细胞为 DR+B 细胞株， 阳性

率达 90%，为阳性细胞对照。用 376.96S 和

时包被的羊红细胞作玫瑰花形成试验， 阳性
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清，发现 Q513 对 ConA 引起的淋巴细胞增舶

有明显的抑制作用(表 4 ).后用 Q513 的腹水

纯外 Ig 也观察到淋巴细胞对抗原 PPD 的增殖

反应受到阻断.阻断效应与单抗的稀释度成反

比(图 2). P3 虽也引起了 cpm 的下降，但并

NAMBl 

P
E
·

叫

J
I

-
-
叫
×
时
同
4酬
。

情 4 卷第 1 期

率极低，为阴性抗体对照。单核细胞和巨噬细

胞的 ~12m 均为阳性。

用免疫沉淀结合 SDS-PAGE 和荧光自显

影进一步证实了 DR 抗原在单核细胞和巨噬细

胞上的存在。从自显影图〈图 1)可见，外周血单

核细胞(图 lb)和皮泡巨噬细胞〈图 ld) 同 B 细

胞株 WIL-2(图1f，阳性对照〉一样，均显示出

分子量约为 28K 和 34K 两条清晰带，相当于

DR 抗原的轻链和重链(电泳在还l累条件下进

行，使 DR 分子的两条链分开).细察之，巨噬

细胞的 DR 重链在电泳谱上由两条带组成，而

单核细胞的 DR 只有一条.造成这一差别的原

因尚未查明。 图 la 、 c 、 e 是用单抗 NAMBl 沉

淀的产物， 3 种细胞均为阳性.ß2m 以非共价键

与 HLA-A 、 B 、 C 分子结合在一起， 经抗日2m

单抗沉淀后，在还原条件下也彼此分开.但因

。2m 分子上不含糖， 3H_ 葡糖股不

能被标上，故在自显影图上未显现

出来。在 45K 附近的沉淀带为

HLA-A 、 B 、 C 分子.

四、抗 HLA-DR 单抗的阻断

作用

证明了单核细胞和巨噬细胞上

的 DR 抗原后，我们进一步观察了

抗 DR 单抗对淋巴细胞的增殖反应

有何影响.先用杂交细胞瘤培养上

1.B 

抗 DR 单抗对 PPD 引起的淋巴细胞体

外增殖的特异阻断作用

反应细胞I PBMNC 
单 抗，纯化 Ig ， 20 微升

日丽百

固 2

SDS-PAGE 凝肢板放射自显影图图 1

不显著，说明 Q513 的作用是特异的.但值得

注意的是，抗日2m 的 NAMB1，尤其是在高

浓度下，也引起了同位素参入的明显减少.至

此，已证明抗 DR 单抗对 ConA 和 PPD 引起

的淋巴细胞增殖有明显的抑制作用，但仍不知

道抗 DR 单抗的作用靶子就是单核细胞或巨噬

细胞表面的 DR 抗原.这是因为在 PBMNC

中有 DR+ 的 B 细胞 r 而且某些被活化的T细

胞也有 DR 抗原.为明确这一点，又用皮泡巨

噬细胞进一步实验.在巨噬细胞与抗原预孵
襄 4 抗 DR 单就对 ConA 作用的阻断

实验一* 实验二*

无 Q 513"'" 无 Q 513 

!i 28 , 846 :i: 3, 733 13 ， 216 士 2 ， 176 137 , 016 :i: J2 , 872 69 ， 799 土 4 ， 005
(5 4. 2)** (49.1) 

10 18 ， 255 土 3 ， 790 3 ， 734 土 376 158 ， 950 士 22 ， 265 89 ， 850 土 3 ， 416
(79.2) (43.5) 

15 3 ， 719 土 487 1 ， 291 士 317 115 ， 866 土 12 ， 595 33 ， 040 土 4 ， 728
(63.3) (7 1. 5) 

A 杂交细胞瘤培养上清 25 微升/孔。

来实验一用平底孔培养板，实验二用U形孔培养板。
H 捂号内为抑制百分率@
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时，若有 Qõ13 存在(预孵后充分洗涤巨噬细

胞)， 3H-TdR 的参人减少了 60% (参看表 2

第 E 、 w 项).在同样条件下， ConA 引起的

参入也下降了 28%. 若抗原先与巨噬细胞预

孵育，洗涤巨噬细胞后再加入 Q613(在此条件

下， Q613 存在于尔后的实验全过程)， PPD 

所致之增殖受抑更著.达 90% 以上〈表 2 第 V

项〉。在另一次实验中，除 Q513 外，还用了

NAMBl 和 P趴在同样实验条件下，仅 Q513

对淋巴细胞增殖有阻断作用(表 5) ，说明 Q613

作用的特异性.

讨论

供抗原(NA 十 M中一 Ag，表 2 nr)所引起的 3H一

TdR 参入量不及 NA+M今 +Ag(表 2 1) 。我

们是用巨噬细胞与抗原预孵 1 小时，把抗原结

合到巨噬细胞上.这是一般常用的方法[12] 。

Geha 等报道[9]以破伤风类毒素为抗原， 与巨

噬细胞预孵 18 小时，能有效地将抗原提供T

细胞。因此，延长预孵时间，也许能更好地阐

明巨噬细胞提供抗原的能力。

抗 DR 的特异抗体，过去主要有两个来

源.一是同种异体血清〈经产妇、接受过多次

输血者以及有计划的免疫)，经血小板反复吸收

襄 5 就 DR 单抗阻断作用的特异性

|单 抗*

本文采用迟发超敏反应的体外模型

一一淋巴细胞对抗原作用的增殖反应，研

究巨噬细胞与淋巴细胞在免疫诱导阶段的

相互作用。我们首先阐明了这一反应对巨

噬细胞的依赖性。实验证明， NA 对 PPD

和 SK-SD 的反应很弱，若回加巨噬细胞，

淋巴细胞的增殖重现〈表 1 )。这一结果与

文献已有的报道[川口]一致，然而， NA 对

实验条件 I Q 513 I NAMB I 138 

NA+Mφ-Ag 10 ， 962 土 1 ， 283 8 ， 335 土 7 ， 330 土 8 ， 284 士
70 332 953 

Ag 
5 ， 924 土 666 10 ， 043 土 7 ， 254 士 8 ， 362 土NA+Mφ〈 (46)** 1,106 672 546 单抗

NA+Mφ-'Ag 1 ， 614 士 368 13 ， 378 土 7 ， 722 土 8 ， 390 土
十单抗 (85.3) 2, 456 379 524 

ConA 的反应仍然完好，说明抗原与 ConA比

较，更依赖于巨噬细胞。以前的工作已经证明[町，

ConA 引起的淋巴细胞增殖对巨噬细胞的依赖

性比 PHA 大.故就对巨噬细胞的依赖程度而

言，抗原>ConA>PHA. 在回加巨噬细胞的

实验中， cpm 比 PBMNC 更高。这可能由于

加回去的巨噬细胞占细胞总数的 50% ，远比

PBMNC 中的单核细胞量〈通常为 10-16 %) 

为多。此外，有一部分 cpm 可能是所谓的同基

因混合淋巴细胞反应 (SMLR) [1 1] 造成的.在

SMLR 中， B 细胞和巨噬细胞均可刺激同基因

的T 淋巴细胞增殖。我们在其他实验中也发现

过这种现象(待发表λ

我们以前曾证明， 人巨噬细胞能将 PHA

和 ConA 提供给淋巴细胞，但要求高浓度的

(50%)巨噬细胞[6].本研究也使用了同样浓度

的巨噬细胞做提供抗原的实验.在此条件下，

巨噬细胞确能提供抗原，但是，经巨噬细胞提

*杂交细胞瘤培养上清。 鹏同表 4 。

去除了抗 HLA-A、 B 、 C 的抗体。 二是用 B 细

胞纯化的 DR 抗原 P仙"免疫家兔获得抗 DR

异种血清[13]. 前者针对 DR 抗原的多态性部

分，因此，必需选用具有抗血清所针对的 DR

表型的细胞.这给实验带来许多困难。同种异

体抗 DR 血清能抑制抗原〈破伤风类毒素 [9] 和

PPD[1 4]剌激淋巴细胞增殖，已有报道。抗 PZ3 ， 30

异种血清是针对 DR 抗原的共同决定簇的，使

用起来比同种异体血清方便. Breard 等 [10]证

明，可溶性抗原〈破伤风类毒素、 PPD 等)在

没有巨噬细胞参与下，不能引起T细胞增殖，

回加巨噬细胞使增殖反应正常: 若事先fIJ抗

P23'30 抗血清加补体处理巨噬细胞， 则不能支

持T细胞对抗原的反应。这说明，淋巴细胞对

"抗原作用的增殖反应，需有 DR+ 的巨噬细胞

参与方能实现。本研究应用抗 DR 单抗，具有

高度的均一性和特异性， 来源便利。 Q513 是

(用 B细胞株(Victor) 免疫 Balhjc 小鼠后，将
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其脾细胞与 P3-X63-Ag8 骨髓瘤细胞融合后

经过l均次克隆化而得的杂交细胞瘤.血清学和

免疫化学鉴定表明，它所分泌的单抗是针对

DR 抗原非多态性部分的特异抗体 [15]. 以此

DR 单抗为重要工具，我们用两种不同方法证

明，人单核细胞和巨噬细胞具有由 HLA-DR

位点编码的 DR 抗原。一是依靠 DR 单抗的高

度特异性，把细胞表面的 DR 抗原选择性地沉

淀下来，然后运用 SDS-PAGE 和荧光自显影

确定 DR 的组分和分子量，并与已知的 DR 抗

原比较。这一免疫化学方法确定无疑地证明

DR 抗原在单核细胞、巨噬细胞土的存在.这

同 Mckinney 等用抗 P23 ， 30 免疫沉淀 35S_蛋氨

酸内标的 DR 抗原所得结果[16]是一致的.我们

用1比I-SPA 结合试验也得到了同样的结果[17] 。

另一方法是把纯化的 DR 单抗包被到羊红细

胞上，以玫瑰花形或表明 DR 的存在及其分布

情况。我们的结果表明，外周血单核细胞 DR+

的占约 70%，这与 Albrechtsen 用补体介导

细胞毒法所得结果[18]近似。 但随着在体外培

养时间的延长， DR+ 单核细胞的比例下降。

造成这-改变的原因，还不明了，但它似乎说

明 DR 抗原的出现和存在不是固定不变的。皮

j包巨噬细胞 DR+ 的百分率比单核细胞的低，

其原因也有待探寻，但也可说明单核细胞-一

巨噬细胞系的 DR 抗原处于动态，只不过我们

尚不掌握其规律而已。

确定了 DR 抗原的存在之后，我们便合乎

逻辑地进而探讨了它在巨噬细胞与淋巴细胞相

互作用中扮演什么角色。仍以 DR 单抗为工

具，我们不仅观察到 Q513 对淋巴细胞(PPD和

ConA)的体外增殖有明显的抑制作用， 而且

证明它是通过与巨噬细胞上的 DR 抗原结合而

实现的。这说明巨噬细胞表面的 DR 抗原关系

到巨噬细胞能否将抗原和有丝分裂原提供给淋

巴细胞。在本文引用的文献报道中，没有那一

篇如此明确地阐明巨瞌细胞 DR 抗原在提供抗

原或有丝分裂原中的作用.换言之，致敏淋巴

细胞不但需识别相应的外来抗原，还需能够识

别自身的 DR 抗原，方能发生特异性细胞增

殖。 HLA-DR 位点上的基因决定着宿主对抗

原起反应的能力，是通过它所编码的巨噬细胞

DR 抗原实现的。然而，不能排除其他 DR+

细胞也参与作用的可能性，因为，当 DR 单抗

的作用不限于巨噬细胞时，它的阻断效应更强

〈比较表 2 町、 V 两项〉。这些 DR+ 细胞可能

包括 B 细胞和在淋巴细胞活化过程中出现的

DR+T 细胞[19 ， 20].这些细胞在淋巴细胞增殖

中的可能作用有待进一步探讨。

结语

人外周血淋巴细胞在体外对可洛性抗原能

起增殖反应。它需有巨噬细胞的参与方能最大

限度地表现出来.巨噬细胞能将抗原提供给淋

巴细胞，这一过程与其表面的 DR 抗原有密切

联系，抗 DR 单抗不仅显示出 DR 抗原的存

在，而且能显著地阻断巨噬细胞向淋巴细胞提

供抗原，抑制后者增殖。
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注本文所用之缩写
PPD，结核菌素纯化蛋白衍生物; SK-SD，链激

酶一一链道酶， ConA，刀豆蛋白 A， DMSO，二甲
基亚帆， 2ME, 2-蔬基乙醇， HBSS ， Hanko 平衡盐

液， PBMNC，外周血单个核细胞， NA，非粘附细
胞， mφ，巨噬细胞， 3H-TdR，佩-胸腺嗜驼核昔，

TU 毒性单位， SDS-PAGE，十二炕酸铀聚丙烯院

胶电泳， SPA，葡萄球菌蛋白A ， PAS-4B，蛋白 A
葡聚糖 4B ， Ag，抗原， Ag-Ab-PAS-4B，与 PAS-

4B结合的抗原抗体复合物， Ab-P AS-4B，经抗体包
被的 P.A.S-4B ， SRBC，羊红细胞J ßzm ， ßz微球蛋白。
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生质体分裂率达 20%。如果培养基中只加入

天门冬眈肢，增加细胞分裂数的比例超过三种

混合液，并发现丝氨酸(浓度 2-1mM)对原生

质体有毒害。可见加入…些多胶等有机物可促

进细胞分裂，对一些难以培养成功的原生质体

值得借鉴。

原生质体的培养进展较快，自 1971 年

Nagata 等人培养烟草叶肉原生质体成植株以

来，已有 17 种高等植物原生质体培养成再生植

株，从高等植物草本到低等植物地钱类均有.

成功例子对乔木的原生质体培养亦有报道。但

尚未见到主要作物如禾谷类、棉花等成功的例

子。这些作物原生质体分裂率较低，须加强研

究以争取早日突破。
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