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在不同分化阶段的典型性协同表达方面的知识

也很贫乏，因此必须研究预示不同细胞谱系的

不同的受体组，首先必须分离出受体并与最近

的膜环境一起研究其特征 (分离出作为传递信

号的功能单位，即载有受体的区域) ; 其次 ，

应研究细胞外部的微样境，以便了解信号分子

的一些'性质。

应确切证实质膜是由不同的功能单位组成

的异质结构。 我们自己的实验是支持质膜是异

质的观点的。下一步应把带有A型细胞分化受

体的质膜区参入到另一语系‘( 8 型)的完整细胞

中去。 因而罗决定性的实验应是在A 型分化受

体以真适宜的启动分子激发之后，把 B型细胞

转变成 A 型细胞。

(赵季英、夏邦颖译自 J) i ffev江时，

at ion Vol 8. NQ. 2 123- 132 197'7 
刘黎校)
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小牛胸腺素 Fs提取和活性测定方法的

改进及其性质的研究

刘士/来 许成素 崔莲仙杨桂珍张淑珍

〈中国医学科学院基础医学研究所)

列、芝淋 犯、泽芳

(四川医学院、 生化教研组)

前 言

胸腺对机体免疫特别是细胞免疫的演化、

成熟和功能调节伟用的研究是当代免疫学的一

个重大进展。 1972 年 Goldstein.等从小牛胸

腺中成功地提纯了具有生物活性的多肤，命各

为胸腺素 (Thymo3in) [1 ] 。 胸腺素 F.(Thym

osin Fraction 5 t!P 第五 步提取得到的半纯品，

以下简称 Fs ) ，在先天性元胸腺鼠[句 ， 去 I京胸

腺成熟鼠[gJ]，有严重自家免疫反应的 NZR

小鼠[2叫，带瘤小鼠 [5内7]，以及由酷蛋白诱发的

淀粉样变性症的小鼠中[叫.具有诱导T细胞分

化和l加强免疫功能的作用。在忠先天性免疫缺

陷患者及免疫功能下降的肿瘤患者中试用，显

示有提高 1、 细胞数值和 恢复 免疫 功能的作用

鉴于胸腺素有上述调节细胞免疫的重要作

用和当前我国实验室、生产单位的具体条件限

制，我们对原作者的提取方法做了简化和改进，

对所得产品作了一些生物化学和免疫化学的分

析， 并采用新生儿脐带血建立了一个体外检测

活性的 E玫瑰花 结方法，前 已做过初步报

道[叫，现将全文报告如下。

材料和 方 法

-、 脑腺来翻2

取新生小公牛胸腺，剥离周围结缔组织，

新鲜使用或于 一 20 "C冷藏，备用 。

二、 提取纯化步骤z

由小牛胸腺组织中提取纯化 胸腺素 F5 的

流程见图 1 ，除加热步骤外均在0-40C下进行。

利:小牛胸腺 1.500 克，加冷生理盐水创00

毫升，辛醇 22.5 毫升(最终浓度为 0 . 5% ) ， 用

高速打 碎机匀浆 3 分钟， 1500 x g 离心 30 分

钟，上清液用四层纱布过滤， 去除脂肪，此为

第 1 组份 (F1 ) 。 置腊、液于沸水洛中出拌加热，

至 80 0(; 启立即置冰浴中冷却至 4 C , 1500 x g 

离心 ::;0 分钟，取上清液，此为第 2 组份(凡) • 
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加硫酸按达 25%饱和度，搅拌 1 小时，用纸

浆漏斗抽洁、，得清亮淡黄色掠液，此为第 3 组

份(Fs ) 。 用 20%HAC 调至 pI-:l 4，再加硫酸按

达 50%饱和度，搅拌 1 小时， 1500 ~< g 离心 30

分钟，取沉淀，用少量-150C 丙隅洗至呈白色

粉末， 真空减压干燥除去丙嗣， 得干燥粉末约

1β 克，此为第 4 组 份(Fβ。取 2 克凡，加 少

量(小 于 Se.phadex G-150 柱 床 体积的 ö%)

O.lM ph 8 .4 TrÎs-HCl 缓冲液溶解 ， 搅拌 30

小牛胸腺

VMOB川川叫协
离心 1500 x g, 30 分钊1

• l 
上清液

| 纱布过滤
•| 

上清液

| 加热至 80 "C. 冷却， 离心肌 x g, 30 分钟
•| 

上清液

I 25 % 饱和度 (NHρ队， 纸浆抽滤
•| 

上清液

lM叫阳。川和度
(NHρZS04. 离心 150 0 x g, 30 分钊l

•! 
沉淀

! 一 1 5 "C丙嗣洗至白色粉末， 真空除丙
! 隅， 溶于 0.1M. pH8.4 Tris- HC1 , 
| 离心 400 x g ， 30 分钊1

• l 
上清液

、

:(八
LL__←ι~--一-一位口

Sephadex G- 2!:i柱 ， 7J(i先脱，
1mi这 9 绕到-;小时， 3 毫升/管

35 

分钟， 4000 x g 离心 30 分钟，取上清液，过

Sephgdox G-150 柱， 用 0.02M pH7.2 的磷

酸缓冲液洗脱，流速 为每小时 15 毫升， 每管

收集 5 毫升， 测 276mμ 光密度值(OD270mμ〉

得 4 个洗脱峰，收集第 3 峰，并浓缩至一定体

积 p过 Sephadex G--25 柱，用蒸馆水洗脱去盐 ，

流速为每小时 9 毫升， 每管收集 3 毫升， 得两

个 OD276mJ..l洗脱峰， 收集第 1 峰，冷冻干燥

得白色粉末， 民p为第 6 组分(Fs ) 。

F1 

F
品

F3 

,. F 

Sephadex G-150柱 。 .02M ，
pH7. 2 磷酸缓冲液洗脱， 流
速 l 5 毫升/小时. 5毫升/管

U
KFNq 

S 
F 俨句 口

国亏二 ←

因 1 "掏腺索 l气"分离提取流程示意图

量 E玫瑰花结法[14]进行处理，最后 制 得每毫
一、胸腺素 E玫瑰花结生精活性测定法

*适量新鲜新生儿脐带血， 基本技本组微

升 含 8 X 105 淋巴细胞 pH7 . 2 无钙馍 Hanks

生理盐水的白细胞楚;液。取 0.5 毫升白细胞悬
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38 细胞生物学杂志 i980年

液，加入胸腺素 凡(使最终浓度为 0.44-2 .00 腼窝淋巴结内注射抗原 0 .5 毫升，以后每两周

毫克干粉/毫升 )， 37'cC 保温 10 分钟，加 1%

绵羊红血球 0 .05 毫升(淋巴细胞:绵羊红血球

< 1: 50) , 200 x g 离心 6 分钟，置 4 0C冰箱过

夜。次晨吸弃上清液，留残液一滴，轻轻悬起

细胞，力U 0. 6%pH7.2 戊二除一滴，固定 10 分

钟， 再加 1:4 稀释的姬姆萨染液一滴染色 15

分钟后读数，计算 200 个淋巴细胞内的玫瑰花

结形成细胞百分数(SRFC%) 。

四 、 生物化学分析

1.胸腺素 凡的主妥化学成份的鉴定:测

蛋白质含量按 laWly 法[叫，测 DNA 含量按

二苯胶法[叫 P 测磷含量按 Fiskc-Subbarow

法 [17 ] 。

2. 胸腺素凡的聚丙烯ilíît::J1安凝胶电沐行

为 : 按应启龙简化之方法 [叫略加修改进行

测定，采用的凝胶柱含 10%的单体，交联度为

1 % ， 电极掖为 0.025MpH9 .0 棚砂缓冲液，

电泳时稳流，每柱 2 毫安，泳动时间以作标记

之提酷兰不泳动出胶柱为度，约 1 小时。

3 . 胸腺素分子量的测定: 按 Hooper 等

凝胶法[19 ] 略加修改进行， 胶柱的单体浓度

为 15%，交联 度为 2 % ， 含 O.l%SDS，电

极液为含 O.l%SDS 的 pH6.8 ， O.lM 磷酸缓

冲液，电泳时稳流，每柱 7-8 毫安，泳动约 7

小时，胶柱用考马斯亮兰 R250 染色。

4. 胸腺素凡的凝胶聚焦电;水: 采用应启

龙简化的胶柱上等电聚焦法 [ZO] 略加修 改进

行，胶柱含 7' .3%单体，交联度为 3.8% ， 两性

介质为 3% 。 以0.5%硫酸溶液为正极液，0 . 5%

氢氧化讷溶液为负极液，电泳时稳压在 250V ，

电泳 8 小时结束，即固定染色或行 pH 测定。

五、 免疫化学分析

1.抗血清制备:用 F3 及 F. 免疫家兔，抗

原 0.5 毫升台蛋白质约为 0.4-1. 2 毫克，加

Freund 's 全佐剂 。 . 5 毫升乳化， 于家 兔双后

足底皮内注削 。 10-14 天后强化免疫 ， 于 双侧

强化一次。 用 F3 免疫时， 一般强化 1 -2 次

即可获得免疫分析鉴定用的抗血洁。 F6 免疫

时，则需 5 - 7 次强化注射，末次免疫后 7 天

采血，加 NaN8 至 115000，置 4 0C备用。

2. 免疫分析鉴定方 法:为免疫电泳

法[U]及交叉免疫电泳法[叫。

结果和 讨论

1972 年 Goldstein 等 [1] 所报道的提取分

离胸腺素凡的方法中， 需要有超速离心机、

高速离心机等设备， 并需用大量丙隅。在我国

目前一般的研究机构及生产单位中，因条件的

限制， 这些方法均不能推广使用，因此我们在

分离小牛胸腺素时，一开始以p着眼于提取方法

的简化，目的在使一般生化实验室有可能自己

制备， 并为成批生产打下基础 ， 对 Goldstein 等

法 [1] 所作的改进是逐次取消了超速离心、高速

离心和丙酣沉淀等步骤， 得到的产品与原著者

报告的基本)致， 从而使提纯过程明显缩短和

简化。 19'{5 年 Hooper 等也报道以 超榕技术

代替超速离心等步骤，但目前我国自产超滤装

置及超滤膜尚不能满足该项l技术要求，故本文

报告的改进的方法， 对在国内开展胸腺素的研

究和临床试用可能有-定意义。

用本文报告的方法 ， 2 克的几 经Sephadεx

G-150 柱层析 ， 可得 4 个洗脱峰， 其第 3 峰再

经 Sephadex G-25 柱脱盐， 得 2 个洗脱峰，

其第 1 峰为不合核昔酸， 无机磷的有剌激淋巴

细胞活性的蛋白质类产品。产量约为每公斤胸

腺得几200-250 毫克。

基于我们先前多次观察到的，新生儿脐带

血淋巴细脑与绵羊红血球结合成玫瑰花结的百

分率明显低于正常或成年人 [23] 的现象，我们

用新生儿脐带血E玫瑰花结法测定胸腺素生物

活性，大量实验结果证明，这-方法较之用免疫

缺陷患者血确有来源易得 ，测定方便，重复性好

的优点， 表一为 15 批胸腺素 lrs 活性的测定结

果.
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襄 1 胸腺素 F& 对衍生儿脐带血 巨 玫瑰花结形成的影响*
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批号 1 1M备时间非 制备方法
"胸腺素 1'5" 用盐 I SR1'C % 

(毫克〔干重J/毫升 ) I 对照 |加"胸腺素Fs"闷 气? 一
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1973年 I Gold stei n 等 1972 年法

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1976年 | 删去超速离心步骤

1977年 | 删去超速离心步骤

19 '7 7年 | 再删去高速离心步骤

1977年 | 再删去高速离心步骤

1977年 | 再删去高速离心步骤

1977年 | 再删去高速离心步骤

1977年 i 再删去大量丙酣沉淀步骤
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求每次活性测定时，均做剂量活性曲线， 所歹IJ用最为毫克/毫升( 以 F s重量表示〉 为得到最高 SRFC%的浓度。

专制备胸腺素 F3 或凡的时间 。 由 F3 或 凡 制成F5 均在 1977 年。

胸腺素 1"5 生物活性大小可 根据反应系统

中胸腺素的用量来表示 。 小牛胸腺素 凡 是一种

比较稳定的物质， 在 17 0C 冷藏约 4 年之久的

几纯化为凡时， 们 {♀持有生物活性。同一年

限制备的各批几所得立玫瑰花结百分数与提

高率不尽一致，这可能与脐血的个体差异 ， 实

验条件， 不同批胸腺组织有关。

胸腺素 1".可使不成熟 的1'0 分化为成熟 I'I'J

T 细怆 [24) 可使典型的玫瑰花结增高[叫，可

使外同血的活性? 玫瑰花结增高 [26] 。 在我们测

定活性的过程中，也见到典型的玫瑰花结有明

显增加的现象，由于胸腺素 凡 与脐血淋巴细胞

在37 0C温育短短的10分钟就表现出更多的羊红

血球受体 P 推测它们并不需要RNÞ， 或蛋白质的

fT成，或可能是一种去抑制或激活的作用机制.

胸!隙素 凡 在 pH9. 0 的聚丙烯雕肢凝胶柱

上的电泳行为(见图 2 ) 。 可见到染色深浅及迁

移率不同的十几条色带，在j疑胶柱的正极端，

显示有两条染色河而宽的分子量小的区带。

以膜岛素、溶菌酶、 人珠蛋白及卵清蛋白

等为标准，测得我们简化法制得的凡的分子

量范围在 15000 以下，其

等电聚焦结果(如图 3 )大

部分区带的 pr 值在5. 0以

下， 与 Goldstnin 等人报

告基本一致[27) 。

以 Fs 制备抗血帘，应

用免疫交叉免疫电泳检查

几 产品显示出多条沉淀

带， 明@_者在八条以上，

其中牛血清蛋白质含量较

多(见图 5 )。

用胸腺素 F6 制备抗

血清时，需要 3 个月 亢右

的强化才能获得较高效价

可用于实验的抗血情，这

提示凡中所 含蛋白质的

抗原性较弱 。 F3 及 F6 经

免疫交叉电泳戎免疫电泳

分析，至少含有3-5种电

图 2 民的聚丙烯醺

E童电泳分析圈
滔

左侧为按本
文制备法的凡，
右侧为除未用超
速外茶余步骤均
按Go!d stein 等

19 72 年法所得
产品
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e

会
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#

号
。

1

专

三

图 3 胸腺素 F5 凝胶聚焦电泳图

自左向右

1. 删去超速离心步骤的 F5 样品 ;

2. 删去超速、高速离心步骤的 几样品 5

3. 删去超速、 高迷离心、 丙酣沉淀制
备的几样品。

喘

4梭

图 4 脚腺素 F3 与 F5 免疫电泳固

a . 抗原s 上孔加第 11 批胸腺素凡， 中孔加同
量第 1] 批胸腺素 F5 和牛血清(1: 1) 1 微升，

下孔加第 9 批胸腺素且， 抗体槽为抗胸腺素
Fs 血清。

b . 抗原g 上孔加第 8 批胸腺素凡，中孔加第 14
批胸腺素 凡，下孔加牛血清(1 : 1) 1 微升，

抗休槽为抗胸腺素 F5 血清。

固 5 掏腺素 Fs 交叉兔霞电泳固
a. 抗原孔加第 9 批胸腺素凡， 以含适量抗 F3 血清的琼脂制抗体板
P . 同上条件，但抗原孔加第二9 批胸腺素Fs 加上 1 : 1 牛血清 1 微升.
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泳迁移率较牛血清自蛋向为快，抗原性较弱的

成份(见 l冬14 、 5 ) ，这与聚丙烯酣u应彬胶电泳

分析的结果一致。

在本实验条件下，胸腺素 民 与抗1"5 血清

免疫电泳出现了 5 - - 7 条沉淀带，沉淀带出现

较慢且较弱。 牛[虹请与 Fs 抗血清对 照实 验未

见有沉淀带c 证明经进-步分离纯化后已除去

了原含量较多的牛血清蛋白质部分， 我们认为

免疫电泳分析 ， 不需要特殊设备 ， 方法简便，

较易掌握， 且具有特异性， 因此， 该方法可以

考虑作为纯度检定的一个参考指标。

从以上生物活性， 生物化学以及免疫化学

分析所得到的结果中，我们认为本文报道的改

进方法所获得的胸腺素 凡是一组有生物 活性

的，抗元性弱的多肤。 该方法为制备 凡 供初步

!I前床试用或作进一步深入研究的材料提供了比

较简便易行的条件。

小 结

本文对 Goldstein 等人分离提纯小LF'胸腺

素民的方法进行了改进和简化。简 化后 的步

骤不需要使用超速和高速离心机以及大量丙隅

沉淀，从而使提取流程明显缩短。 所得制品的

生物化学性质与原作者基本一致， 主要组分为

分子量在 15000 以下的多肤。 免疫分析显示胸

腺素凡抗原性很弱， 免疫电泳结果 说明 产品

基本不合牛血清内蛋白 。 应用人新生儿脐带血

淋巴细胞所建立体外测定胸腺素生物活性的玫

瑰花结法，较之其他作者应用免疫缺陷患者

外周血的方法具有来源易得、 简便易 行的 优

占
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