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可见核膜小孔(图 ll -A)，细胞核剖面可见 双

层核膜与核膜小孔(图 ][ -13) 。 线粒体的断裂

面与剖面可见内、外限膜与 峭(图 D[ -A) ， / 肾

细胞的刷状缘 清 晰可 见(图 ][ -A) 。 心 肌

(图 l[ -B) ，霄'悟肌(图 l[ -C)横断面， 可见肌

丝呈六角点阵排列。 肝细胞的胆小管及微绒毛

亦清晰可见(图 E一D、 E) 。
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重 建型 "B" 小鼠模型及其鉴定*

李绍康 顾琪

〈中国科学院上海细胞生物学研究所)

U B" 小鼠指的是体内缺乏成熟的胸腺依

赖性淋巴细胞即T 细胞的小鼠。 这种小鼠无法

产生细胞免疫反应及其它与 T 细胞有关的反

应，因而得到广泛的应用 。 新生去胸腺小鼠与

天然无胸腺裸鼠 (Nude mice ) 都可以称为

" B " 小鼠。 若把断奶小鼠的胸腺摘除后，以

致死剂量x .-射线全身照射， 同时用正常小鼠

骨髓重建其造血系统，就产生了另一类 U "B"

小鼠模型，可称重建型小鼠[1 ， 2] 。 鉴定 Il B "

小鼠有多种手段， 如检查在胸腺依赖性抗原剌

激下不产生抗体现象， 同种或异种皮肤移植，

以及抗淋巴细胞表面标志的抗血清的膜萤光反

应和细胞毒反应等 [1 ，8]。由于 "B " 小鼠对肿

瘤移植缺乏排斥能力，往往用于研究肿瘤[4 ， 5 ] 。

此外 ， "B" 小鼠还经常用来研究淋巴细胞亚

群之间的协作关系和淋巴细胞分化等免疫学基

础课题 [6山8] 。 本文 报道我们建立的重建型

"B" 小鼠模型，几种鉴定手段，以及在肿瘤

和免疫学研究中的初步应用@

应。

材料和方 法

(- )实验动物

C57BL 小鼠和津自小鼠。本所动物房供

(二)动物肿瘤

1.大鼠肿瘤 BERH斗。 系由二乙基亚 硝

胶诱发的大鼠原发性肝细胞肝癌的移植型大鼠

实体瘤[9] 。

2. 大鼠肿瘤Walker-256。 中国科学院

上海药物所提供。

(三)抗 Thyl 血清及抗体

1. 抗Thyl 血清: 参照 Golub 的方法[10] , 
用小鼠脑组织免疫家兔获得。在有补体存在

时，抗血清 0 .1 毫升可杀伤 2X 107 胸腺细胞，

但不杀伤骨髓细胞。

来李秀兰同志参加部分工作。 张宗梁和王班同志
协助测定淋巴细胞转化。 王球达和林国妹同志
协助重建造血系统。特此感谢@
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2. 抗 Thyl 抗体 ‘ 根据脑细胞吸附一 咐:

解离技术， 从兔抗小鼠胸腺细胞抗血市中分离

得到[11 ] 。

( 囚 )飞.. IJ、鼠

按 HudSO!l及 Hay 的方法[ 2 ] 略有改变。

1.摘除购腺: 用巴比妥 麻醉断奶 小 鼠

后，从喉音C往后剪开胸前皮肤，打开胸腔，暴

露胸腺。立即用细慑子挟出两片胸腺，并尽快

缝舍，以避免发生气胸。

2. X 一射线处理: 摘除胸腺后约 1 个 月

的小鼠断食 1 天， 然后用 X一射线作一次全 身

照射。剂量率 65H/分，焦距 40 厘米 ， 总剂量

800R. 
3. 骨髓细胞的分离、处应及转输: 均在无

菌条件下操作。先剥离正常小鼠股骨p 分离骨

髓细胞。然后将细胞悬液与抗 Thyl 血清及豚

鼠血清一起在 37 0C温育 30 分钟(每 2 X l07 细

胞加 0.1 毫升'抗血清和 O. J 毫升豚鼠血清) 。 在

照射的当天p 在受照射小鼠尾静脉注射骨髓细

胞，剂量为每鼠 1x 107 细胞 /0万毫升。

4. 饲养条件: 重建小鼠饲养在普通 饲 养

室巾，但笼具和食料均经消毒处理，饮水含新

霉素 100 毫克/升，四环索 62500 单位f升。

(五 ) 肿暗接种

1.大 鼠 BE1~H-2 移植肝癌:将 lx1 x3

毫米大小瘤组织块用套管塞入照 射 后 2-4 周

的津白小鼠腋窝皮下。

2. 大 鼠 Walker-256 :用 Hank 氏液自己制

1: 1 的癌组织悬液，在照射后 1 个月 的 C57BL

小鼠鼠蹊部皮下注射，每鼠。 .5 毫升。

(六 ) 依赖补体的抗血清细胞毒

小鼠脾脏(或胸腺、 肠系膜淋巴结)细胞悬

液用 Tris-Nl九CL 缓冲液破坏红血 球， 洗 涤

两次， 计数并检查死 细 胞 率 。 反应管 内 置

2x 108 细胞 (0.1毫升〉及抗 Thyl 血清 (0 . 1毫

升)， 1昆匀后加新鲜或冻存的豚鼠血 清 (0. 1毫

升)作补体，充分摇匀，置 37 0c 温育 20 分钟，

其间摇动?次。 用锥虫兰排除试验检查死细胞

率。

(七 ) 淋巴细胞转化试验

参照张宗梁等同位素参入法 [12] 。 眨应管

内放置 2 .5 x :l 0 6 牌细胞 (0 . 2毫升)及 2.5 毫微

克刀豆球蛋白 (ConA) ， 在培液巾温育 48 小时

(37 0C)后 ， 加 O . 1!-I Ci 的 5_125 腆脱氧尿 嘈览

核苦c四IU"，R ) 继续温育 ]ß 小时。细胞洗涤两

次，在 NE8312 自 动测试仪上计数p 并根据下

式求得剌激指数 :

剌激指数( S I )22哇啦?数尘PML_
牛、4数(CPM )

结 果

( - ) 重建型小鼠存活情况

鉴于经致死剂量照射的小鼠一 般都在 10

天之内死于造血功能的衰竭，我们取照射后两

周存活的重建型小鼠数为计算存活率的指标，

其结果如表 1 所示。

表 1 重建型小鼠存活情况

照射一重建 I '_h .,.., A _ 1 ,'- t =1~ ! -+- ,..... _ 1.1 ' .u, _ ! 
! 试验动物数 i 存活动物数 l 存活率( %) 日期 I ......." ...... ..;.;..<... - .;/...I ./ .....>'Y'> I . ..1 I I-i -Y..J 1/........_' 

78. 3 . 15 

78.5. 4 

78. 6. 7 

78 .11. 30 

n
B
η
t
q
J
U
A
M

宫

a
y
"
噜
E

A
4
'
L
n

气
U

80.6 

80. 0 
30.0克

75 . 6 

川 I 92 I 64.3 

米 处于台风前夕， 天气骤热，气压很低，引起犬

批死亡。

为了观察长期存活情况，将一组重建型小

鼠留养了两个月 以上。 照射一重建后 30 天

及 60 天的 存 活率 分别为 84. 6% (11/13 ) 及

69 .2% (9/13) 。

〈二 ) 重建型小鼠脾脏 T 细胞的 检测及肿

瘤移植

1 . 细胞毒试验: 兔抗 Thyl 血清的 细胞

毒反应表明 ， 重建型小鼠脾脏细胞中即使有 T

细胞 ， 也是为数极少的 (表 2 ) 。

2 . 淋巴细胞转化试验z 在 ConA 剌激下，

重建型小鼠脾细胞的 12IIUd R 参 入量接近空白

对照值，与照射对照组和正常对照组相比有极
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显著差异(F'<o.oon (表别 。 Cnp .l\ 是对 ?细

胞专一部J iJ.有丝分裂原，此结果证明该种小鼠

脾脏缺乏 T 细胞。

表 2 抗 ThYl 血清对小鼠膊细胞的依赖补

体的细胞毒反应

I ~.'- ,tf _.1l.<L I 1....... nL -4 .. _ '.r= I细胞死亡率!
实验日期| 动物数 | 细胞来源 r~ /J~%;--'I差异显著性

4 1 重建小鼠 2 .0 士 1. 5 1 

78.4. 24 1 J ι 1 P<O.O O俨
|正常对照 125 . 4 土 2 . 4 1 

3 重建小鼠 1 3 . 9 士 0.8 I 
78.7.10 1 一一一 J 一一一一! P<O .OOl

3 |照射对照 123.4士 0 .3 i 
来 Studen t 氏 t 试验

表 3 重建型小鼠脾细胞对 ConA 的反应

!一三 白对照组丁 C叫处理组
组 另iJ 厂一一 I I : ..l- *H I 

l 计数， ......1 ~6L _U..... .1lI:L I 计数 l
i 剌激指数 I ~~n，;: j 剌激指数(CPM) 1 "".._..，，~ 1 (CPM) | 

重建型

小鼠
8;;|062±006| :::: l 11 士0 .1

1493 

8 . 0 士0.5

正常

对照

nt· 
-

OHU 
+nxu 

-
nl 

i 
向
h
U

O
J
"

n
h
u
a
n
哇

"'tF

D 

4EA

<
HU

4
1

吁

i

3 . 异种肿瘤移植 : 大鼠肿瘤 EERI-I-2 的

移植 ， 8 例中有 8 例获得成功，而无论是照射

对照小鼠，还是正常小鼠，均无一例成功(表

4 ) 。 肿瘤在重建型小鼠体内的生民特性，与在

褒 4 重建型小鼠异种肿撞移植情况

\扭个体一?一一一一一一一一
组 、 十/ 总到\ 瘤1 BERH- 2 1 Walk叫56

别 \\」注

重建型生竖一_____1 3ι上卫L
里/J'!至一」 巳1 . 0/ 7 

正常对照 I 0/4 ! . 0/4 

大鼠体内的情况相似?两周内无明显变化，第三

周开始呈进行性生长。 (图版图 1 )是接种Ø3ñ

天拍摄的带瘤小鼠，瘤重 0 .48 克。瘤组织切片

(图版图2)与供体瘤组织切片[9]十分相似。大鼠

Walker-256 肿瘤在重建型小鼠体内接种的 成

功率达100%(表4) o ( 图版图 3 )是瘤组织切片。

(三 ) 利用重建型小鼠鉴 定 固相吸附的

Thyl 抗体

根据重建型小鼠淋巴组织中主要是 B细胞

的特点， 进行了回相吸附的 Thyl 抗体的细胞

毒试验，借以鉴定抗体的纯度。结果发现， 这

种抗体只对胸腺细胞起反应，而对重建型小成

淋巴细胞几无杀伤作用(表 6 第 1-3 批抗体〉。

但我们也发现制备的第 4 批 Thyl 抗体，对 重

建型小鼠淋巴细胞有相当程度的杀伤作用，提

示混有其它抗体成分。

表 5 固相吸附兔抗小鼠Thyl抗体的

细胞毒试验

.. 

抗体批号 细胞死亡率( %) 靶细胞来源、

噜
t
i
n

y
u
n
t
υ

2.6 

3.8 

4.3 

32 .7 

95 . 0 

重建型小自立脾

脏及淋巴结
4 

1 正常小鼠胸腺 i 

讨 论

小鼠经结致死剂量全身照射后， 淋巴细胞

丧失活性及分裂能力。 对于C57BL 小鼠， 700 

R 的照射剂量足以达此要求 [13] 。 津自小鼠的

致死剂量，根据我们的初步摸索，也不 超 过

800R* 。 照射后的个体转输了正常骨髓细胞后，

因造血系统得以重建而存活下来。但若预先摘

除了胸腺，贝1]无法重新产生T 细胞，这种小鼠就

是重建型" 8"小鼠。我们用于重建的骨髓细胞 ，

预先杀灭了可能混有的少量成熟的 T 细胞，因

X 对 ? 只津自小鼠作 800R 一次全身照射的结

果， 除 l 只活到第 20 天外，其余全部在 12 天
之内死亡，
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而可称"超级 B 小鼠"(Super R mice)[l]。从细

胞毒反应，淋转试验及肿瘤移植等体内外指标

看来，该种 U B" 小鼠基本上缺乏 T 细胞的反

应。但从低水平的细胞毒效应(2.0-3.9%) 以

及略大于 1 的刺激指数来分析，似不能排除存

在少量 T 细胞的可能性。这与 Raff 的观察一

致[叫。尽管可以分析多方面的原因，我们觉得

胸腺摘除不全是其中值得探讨的原因之一。由

于胸腺组织十分娇嫩，为了避免出血又不能用

力过大，因而难免有时发生撕裂，或者没有全

部摘除。我们注意到了这种可能性，每只

"B"小鼠在解剖时，首先打开胸腔，仔细检查

是否存在胸腺残余。但这种措施也并不能完全

排除保留着肉眼难以觉察的细小组织碎片或少

量胸腺上皮细胞的个别小鼠，混入 "B" 小鼠

材料中的可能性。这是需要改进的一个重要环

节。胸腺摘除术及检查胸腺残余工作若在解剖

镜下进行，预计会有较好的效果。

利用 ilB" 小鼠研究移植肿瘤始于 1962

年凹，研究淋巴细胞亚群在重建免疫反应方面

的作用， 也在 1968 年以后广泛开展 [8 ， 7] 。 近

年有人在重建型 ""ß" 小鼠对绵羊红血球的反

应体系中，证实了小鼠 T 细胞的亚群 Lyl 细胞

和 Ly23 细胞在体外试验中所发现的特种功

能，即前者是辅助细胞，后者是抑制细胞。此后

他们又发现，若 Lyl 细胞与Ly23细胞分别在重

建型小鼠体内维持半年，各自仍具有辅助和杀

伤功能，从而有力地证明，T 细胞的这两个亚群

是从同一类干细胞沿不同路线分化的"'15]. 也

有人利用重建型小鼠作为 B细胞来源，制备小

鼠 B细胞特异性抗原(MBLA)的抗血清[18 ， 17] 。

我们在这方面的工作将另行报道。本文初步报

道大鼠肿瘤 BERH-2及 Walker-2õ6在重建型

小鼠体内得以进行性生长的现象，表明该种小

鼠的异种肿瘤排斥能力很差，可以为肿瘤研究

提供模型.对固相吸附的 Thyl 抗体的成功鉴

定，为使用这类抗体提供了条件。在带瘤动物

脾脏细胞静止效应试验 [1!l]中，用这种重建型

小鼠接种艾氏腹水瘤后，其脾脏细胞对相应的

瘤细胞仍有显著的细胞静止效应，提示效应细

胞不大可能是T细胞.这类工作为重建型"B"

小鼠在肿瘤免疫研究中的应用提供了例证。

摘要

用摘除胸腺，致死剂量x-线全身照射后转

输骨髓细胞的办法，获得了重建型 11B" 小鼠。

此种小鼠缺乏 T 细胞的各种免疫反应. 其脾

脏细胞不为抗 Thyl 抗血清和补体所杀伤，对

ConA 的剌激无应答反应。因此，大鼠 BERH-2

肝癌和 Walker-2õ6 瘤在这种小鼠体内的移

植，都获得了成功。利用重建型小鼠的淋巴细

胞主要是 B细胞的特点，对于抗 Thyl 抗体的

纯度作了鉴定.
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!豆市; 痛细胞的诱导分化

专一性诱导物质的发现给研究细胞分化提供了一个有利的工具。诱导正常细胞分化的诱导物能否引起癌细
胞正常分化?近年来，以色列 Sachs 教授为首的实验室对不同来源的髓性白血病作了广泛的研究。发现未成熟

的正常髓细胞分化为巨噬细胞和粒细胞需要巨噬细胞一一粒细胸诱导物<MGI)。而髓性白血病细胞亚株 Fc+Cil

Dã同样也能被这种 MGI 蛋白诱导物诱导形成具有免疫球夜白 Fe 部分和1补体(C3)成分的表面膜受体，能合成

和分泌溶茵酶，最终分化为成熟的巨噬细胞和粒细胞，失去其恶性生长的性质。髓性白血病细胞被 MGI 诱导形

成的粒细胞在行为上完全象正常粒细胞。此外，还有一种 Fe+qD- 髓性白血病细胞亚株，被 MGI 诱导也能形
成 Fc 汗\l Cg 的哀而睽哇休，分泌溶商酶。 但诱导率比 Fc+C3D+ 细胞低得多，且不能被诱导分化为成熟的粒细

胞或巨时i\细胞。 m三种细胞亚株 Fc-C:ï D-，既不能被诱导形成 Fc 和 C3 的膜变体，或合成溶I有酶，也不能分

化为成熟细胞。然而这三种例胞株的母细胞均有:动物体可引起髓性白血病。 MGI 对这三种髓件内血病细胞株诱
导能力的不同，可能反映着不同细胞株本身遗传物质的差异。染色体分带技术证明，这三种细胞的染色体均执乏
完全正常的双倍体分带。 Fc+C~D+ 细胞能被 MGI诱导进行正常分化，似乎只是一种正常分化的表型，而不是一

种完全正常的基因型。另外，也发现 Fc+C~D+ 和 Fc+CâD-细胞间存在着特殊染色体的差别。髓性白血病

FC-C'l-D- 细胞株其染色体 2 的片段丢失;而在 Fc+ CâD勺 Fc+qD-或淋巴样白血病却未发现丢失。从一个染

色体 2 片段丢失，但带有一个正常染色体 12 和二个转位染色体 12 片段的 Fc-C3 -D- 细胞株得到的 Fc+C吉突变

休，其仍保持异常染色体 2 ，而丢失一个正常染色体 12 或其中一个转位染色体 12。结果表明，染色体 2 和 12 除

了带有控制髓性白血病细胞分化的诱导基因外， 还载负着控制髓性白血病细胞恶性生长的基因。这些资料支持

癌细胞分化控制的多基因学说。这些基因控制恶性生长和分化以及基因表达取决于这些不同基因之间的平衡。

施?胃康摘自 "Cancer Biolo [JlI IV" p. 125-136. 
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