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淋巴细胞在机体免疫机制中起着重要的作

用，并同细胞识别、免疫监视及免疫治疗等问

题均有密切关系。随着细胞学和免疫学等研究

的不断深入，采用淋巴细胞进行的体外实验日

见增多。因此，需要一种纯度和活力较高，既

简便易又能保证一定收率的淋巴细胞的分离方

j去。

从人外周血分离淋巴细胞的方法已有不少

报道，一般常用的是 Ficoll一一一泛影铀(或泛

影葡胶〉密度梯度离心法。该法的缺点之一是

难以完全去除最终样品中所混杂的少量的单核

细胞及粒细胞。因此在淋巴细胞的纯度方面不

能满足某些实验的需要。例如淋巴细胞胞浆基

质结构的测定[h2] (简称 SCM 试验)中需要制

备没有单核细胞的高纯度的淋巴细胞样品。我

们通过在 Ficoll一一一泛影纳或泛影葡胶密度梯

翻白国醉'喝醉.-咽'吨。如唱酌，宵节"创如-=幢匾'

联，并且不同的异染色质在卵子发生的不同时期分

散。 Jones 认为这些事实提示卵子发生过程中， 不同

的高度重复顺序按照一定的时间程序调节染色体一定

区域的浓缩或分散，从而调节与卵子发生有关的基因

活动。

高度重复JI脱序的功能还不甚清楚。遇，过上述几方

面的研究，对其进化和在发育过程中的作用提供了一

些线索。 MRC 哺乳类基因组研究组把细胞杂交和重

组 DNA 技术结合使用来分离性染色体的高度重复顺

序研究其结构和功能(见第 27 页). x 染色体和胚胎

分化的关系，以及高度重复顺序 DNA 结构和功能的

研究，在思路J-_frrJJìt学上很好地说明了细胞在物学

;fll分子生物学斗1m渗透、相互促进的状况。这是反映

度分离前和分离后，分别加用嵌基铁褂处理和

NH"Cl 胀溶红细胞这两个步骤，得到了纯度

较高的淋巴细胞。下面将此法的具体步骤及结

果作一介绍。

材料和方法

玻璃器皿的硅饨， 用 2%甲基硅油〈北京化工

厂 400' 甲基硅油，用苯配制)均匀涮洗玻璃器皿的内

壁，于 200 "c下烘炜 2 小时。

源E细胞份层擅 (Ficoll-ì王影葡酶:d泛影铀〉

的配制z 将 35.6%泛影制 10 份和 8.2% Fico1128 

份均匀混和 (d = 1. 0810-1. 0820)，或将 33.9%泛影

葡胶 10 份和 9%Ficoll 24 份均匀棍和(d= 1. 0770-

1. 0780)后，用同一双臂比重并称量法，在 25 0C 水浴

中平衡 15 分钟，精确测定并校正分层浓的比重，使

为 d= 1. 0770-1. 0780 或 d = 1. 0810-1. 0820. 并且

用冰点降低法测定并校正其渗透压，使达到 320-330

唱恤唱-回咀嚼-咱静回W嘈-回串·市唱'-二 年-

当前细胞生物学研究特点的一个颇有代表性的例子。

5. 其它方面

瑞典 Wenner-Gren 研究所和乌布萨拉大学动

物系曾经是海胆实验胚胎学研究的中心。自从 Runn

ström 和 Hörstadius 教授相继去世和退休后，这

方面的研究已经衰落了。参观 Wenner Gren 研究所

时， B. A. Afzelius 教授出面接待我们。他长期从

事精子亚显微结构的比较研吨。近来转向用这方面的

经验解决瑞典易见的遗传病问题.瑞典居民中有一种

纤毛运动障碍的遗传病，患者呼吸道上皮纤毛失去活

动能力，痰液无法清除，易患气管炎。同时，精J子也

不活动。电子显微镜观察发现这种不活动的椅子的尾

丝内缺少 Dyneinarm，因而不能摆动。 CT转封!1m
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毫渗量 (mOSM/千克。然后经 0.22 微米微孔滤膜过

滤，分装消毒小瓶中，放在 4'C冰箱遮光保存备用。

摄基铁栅一一阿刺伯眩浓的配制s 按每 10 毫

升血 0.1 克铁粉的比例，称取 200 毫克旗基铁粉(平

均粒度 2-8削，用磷酸缓冲液<PBS)洗 2 次后，取细

颗粒约 100 毫克，加入用 PBS 配制的阿刺伯树肢液

5 毫升〈按每毫升 PBS 加阿刺伯树肢粉 20 毫克〉均匀

混和， 即为阿刺伯胶包裹的旗基铁粉液。 PBS 液按

Dulbeceo 方法配制 [3] ，但 NaCl 含量为 9 克/升。

淋巴细胞的分离s 将 11 毫升新'鲜肝素抗凝血

(50 单位/毫升) ，与 5 毫升阿刺伯股包裹的猿基铁粉

液充份1昆匀，按 20一-30 转/分，在 37 'c下均匀转动 30

分钟，于磁石上放置 10 分钟后，吸取上部血液沿管

壁徐徐加入到每管(内径约1. 4 厘米) 5 毫升分层液之

滴血清混合后作涂片，甲醇固宅和 Giemsa 染色。镜

检 100 个细胞，以计算淋巴细胞的纯度，同时计算100

个白细胞中淋巴细胞数，乘以每毫升肝素血中白细

胞数，再乘以肝素血毫升数，即为淋巴细胞数的理论

值。分离所得淋巴细胞悬液毫升数，乘以百分纯度，

即为实际所得的淋巴细胞数。淋巴细胞实际数与理论

数的比值乘以 100，即为百分回收率。

琳E细胞的曼先偏摄检测: 1.将分离所得人

外周血淋巴细胞，按每毫升 6 X 106 浓度悬浮于 PBS

中，取 0.1 毫升细胞悬液，在 37 'c保温 1 小时后，

或取 0.1 毫升细胞悬液加入 10 微升 PHA (植物血凝

素， Difco 1:10)37 'C保温 1 小时后，加入 1 毫升二

醋酸荧光素 (FDA)，立即用 RE-502 荧光分光光度

计在 25 'c恒温下同时连续测定 6 分钟内平行和垂直

上，共装 3 管。以 2200 转/分 550g 离心 20 分钟，吸 于激光偏振光轴方向的荧光偏振光强度，即 Ivv ;f.口

出分层液表面上的淋巴细胞层。用生理盐水， PBS 各 I帽。然后，将细胞谑掉，测定滤液的荧光偏振光强

洗 1 次后，加入事先在 37'C 中温育的 Tris-HCl一 度，应用外推法求得过滤时刻细胞内荧光偏振光强度，

0.83% NH4Cl 5 毫升， 2200 转/分离心 5 分钟以 再根据下列公式，计算出细胞内的荧光偏振度 P[4] 。

胀溶红细胞。最后再用 PBS 洗 2 次后，悬浮于 PBS 测定

中，放 4 'C冰箱中待用。 1町7-GI…
P-il--」旦 G=0.62

淋巴细胞的事活率、回收率和纯噩噩窟，用苔盼 -Ivv+G1vH 

蓝染色测定细胞的存活率。将分离所得淋巴细胞加一 所周激发光波长为 470 毫微米，发射光波长为 5]0 毫

襄 I 人外周血经 Ficoll-琵影葡鹏一步处理盾的分离结果

12 

1.一一血浆层

2.一一淋巴细胞层

3.-一分层液

4.一一粒细胞

5.一一红细胞

固 I 入外周血经 Ficoll-语影葡黯梯

庭离心后的分层圈

存活率

微米。 G为荧光单色器的校正因子，在本实验条件下，

经测定为 0.62 0 2. 淋巴细胞的显微荧光活度观察。

取→滴淋巴细胞与二醋酸荧光素 (FDA) 的混和液置

于载玻片上。在荧光显微镜下，观察细胞内所激发荧

光的情况。

结果和讨论

人外周血淋巴细胞经 Ficoll一一泛影

葡膀 (d = 1.0770-1. 0780) 梯度离心一步处理

后，所得的分离结果见表 I 和图 1 。

由表 I 可见，人外周血经 Ficoll一-一泛影

葡膀一步处理后所得淋巴细胞的平均纯度为

71.33土 11.82% ，其中红细胞污染最严重，占
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24 2川. ~{次是粒细胞和单核细胞，分别占 二、人外周血经 Ficn11 →泛影葡胶/幅度

3. 凡%扣 1 ， 2 ~;~ "所得淋巴细胞的平均回收率 离心， Tt-is一-HCI-O.83% NH卢l 胀洛纣细

为 43.2%. 平均存用率为 0.5 .0% 。 胞二步处理!百分ii勾结果见点 II 。

司~ II 入外周血经 Ficoll一一泛影葡膀， Tris-HCI-O.83%NH4 CI 二步处理后的分离结果

I 污染率 i i 
f列被!来 IÎn r;:. 产 ?在 |淋巴细胞纯度| 一一…一一广←…-一「一一一--)回收率|存活率

I I 红细胞|单核细胞|粒细胞

813.mJUi i315x1061815 士4. 76% I 2.1% j 1. 3% I 1% I 29.3% I 、 93.9%
1<3-5 四川<6一12 X 10 6个细胞) (78--94%) I (1-6%) 1 (1-3%)1(1-4%)1 <1 3一川)11(90-1则〉

由表 lf 可见，人外周血在 Ficoll一一-泛影 E 和图 E 。

WJfl卖1:采皮肉心后，经过 NH/~l 胀溶二步处理， 由表J[可见，经过攒基铁粉， NH4Cl 胀溶

分离所得淋巴细胞平均纯度为88.75 士 4.76% ， 等三步处理后，使分离所得淋巴细胞的平均纯

与平是 I 结果相比有所提高。其中红细胞的污染

大大降低，由 24.2%下降到 2.1% ，但仍混杂

有一定数:曰:的单核细胞和粒细胞，分别为1.3%

和 1%0 巴细胞的平均回收率为 29.3% ，平

均存活率为 B3.8% 。

:二、人外周 1业经殷基快粉， Ficoll一一

泛影ili1股(或;1.彤的)和 Tris.:_HCI-0.83%

NH 4Cl 月长洛三步处理后的分离结果见表班、图

度大为提高，由71.33 i:: 11. 82%上升到98.18 士

1.52% 。表明不同处理方法的差异是显著的

(P<O.05)。吞噬了铁粉的单核细胞和粒细胞在

磁铁的吸引下被沉降，从而达到分离的目的。但

当铁粉用问束IJ伯胶液包裹后，更易为这类细胞

所吞噬，并可减少溶血现象。在改粉处理的过程

中不宜剧烈振荡，而且要尽量把未被吞噬的快

胁去干净，否则容易引起溶血并影响分层效果句

表 H 入外周血经激基铁盼 Ficoll 梯鹰离心 NH4CI 胀溶三步处理后的分离结果

! I 污染率 i 
例数] 5K lÎI1. r;; i 产 主主 |淋巴细胞纯度----.--..------------ ----- ----] [ill收二字|在活书

I 红细胞|单核细胞i 粒细胞

8.78 1iðl' ! 4.88 x 106 198.18:!: 1. 52% 1 0.8 % 1 O.则 I 0.7% 1 24.8% I 忧 8%
:1 4 ]<5--] 1.叫 <0.7-10 x 川个 I (95-1则) I (忧则有I (偶见) I (的偶 1 <1 2-44%)1 <97-100 

l 升) 细胞)污染从1一 见) I I %) 

普普

事
端

均主飞

图 I 入外周血经搜基铁粉， Ficoll 梯度离心

和NH4CI 胀溶三步理处后所得的淋巴细
胞 x 540 

I 5%) I 

回 E 吞入 Fe 颗髓的单核细胞及粒细胞
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分巨浪的比虫，以及与细胞接触的一些i:ct

剂的海透!氏的阳确测定是很重要的。因为我们

不但插塑有纯度刮 Hl一定数量的细胞，更希望

有j币力较高， í呆 t~i:体内生理功能的反应细胞。

采用的同-双竹比 R并 2i} OC 称亘:法及冰降j去

分另IJ 测定比茧及J会进庄，前者的测量精度可达

小数点:在阴忱。

从以上分离结果舌来，三步处理法可以得

到高纯度、芮存活率和一定产率的淋巴细胞，

分白过程也较简单，因而在要求较高的实验中，

与其它种种方法相比，有其可取之处。

淋巴细胞的荧光偏振检测，目前在国内还

是一项较新的技术。 根据 29 例正常人淋巴细

胞的测定结果，其细胞内荧光偏振度 P 的平均

值为 0.182士 0.024，接受 PHA 剌激后， p 值

平均 F降 20%左右，表现仍具有正常生理功能

的正常人淋巴细胞的反应特性。

淋巴细胞的显微荧光;副主观察结果也走

明，所分离的细胞具有正常的膜的通透性。当

FDA 与细胞接触后很快就透过细胞膜进入细

胞浆，经脂酶水解而显出翠绿色的荧光。儿属

活力低的细胞发出的荧光强度也弱，甚至无荧

光可见。
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用两相法纯化具有生物活性的质环 K

何俊坤朱心良

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

质环的纯化国外多半采用超离心技术[l-5] ，

也有采用硝基纤维素柱过滤 [6] 、甲基化蛋白

柱[7] 、;七IJ备电 þ)\ [8]及酸酌抽提法[9]的报道。前

者需要m离心机，后者操作烦琐、费时。我们参

照 Guerry 等人 [10 ]和 Ohlsson 等人[ 11 的方法，

加以改进。本文介绍的方法纯化质环，既不受

仪器泣备的限制，又能做到快速、简便和节约。

i再相法纯化质环的原理是:由于质环是共

价闭合环状 DNA (Covalent closed CirculaI 

DNÄ)，共价闭环 DNA 热变性后复性的动力

学与染色体之问有很大的差别，前者复性比后

者容易。利用这种特性，质环 DNA 和染色体

DNA、 RNA 的混合物，经热变性后迅速冷却

于干;中酒精中。质环 DNA 即复性为双链状态，

而染体色 DNA 仍为主在链。在两相分配系统

中，双链 DNA 留在聚乙二醇相(上相) ，单i:Ìi

DNA、 RNA 留在葡聚糖相(下相)，从而达到

了分离的目的。

材料和方法

(-)材料

1.药品、试剂g

葡聚精(Dextran Tsoo ) 以下简称 Dextran 瑞典

产品2 聚乙二醇(以下简称 PEG)，上海奉贤光明化

X 本文摘要曾在第三届全国生物化学学术会议

上宣读。参加工作的还有军事医学科学院运好
英和武汉大学张楚富，冯锦明参加部分实验。
电镜工作由龚启慧、王先!、珠同志担任z 文章内

电泳照片由许海滨同志拍摄，特此致谢。
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