
人体 B 淋巴细胞表面膜免疫球蛋白

和 EB 病毒受体的测定和比较

列、史;力 却也曾 j序

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

人体B淋巴细胞表面带有多种标志，如表

面i膜免疫球蛋白 (SmIg) ， C3 受体 ， Fc 受体，

EB 11占4受体等。近年来根据这些表面标志，

建立了多种相应的检测方法，其中常用的有

EAC一花环法测定 C3 受体，免疫荧光法测定

SmIg, Fc 受体等。由于 C3 :豆体和 Fc 受体不

仅在 B淋巴细胞表面有，也见于其他淋巴细胞

亚群，因此以这两种受体的存在作为鉴定B细

胞的标志，特异性较差。 SmIg 的检测一般用

多价抗 Ig 抗体或单价抗 IgM 抗体作免疫荧光

测定。由于 B淋巴细胞表面的玩'主体能与聚

合的 IgG:或抗原-一抗体 (lgG 型)复合物的

Fc 端相结合，而且在其他亚群的淋巴细胞表

面也有 Fc 受体存在，为此不少学者建议最好

改用抗 F(ab)~ 抗体作为 SmIg 的探针.人的

B淋巴细胞表面的 EB 病毒受体，由于检测过

程繁琐，又面妥特异的抗 EB 病毒血洁，因而

未能作为世用的检测手段.但是 Greaves 和

Brown (1975) [1]认1:;此种受体的检测是鉴别人

的 B淋巴细胞的可靠的标志.鉴于 SmIg 和

EB 病毒受体在检测 B淋巴细胞方面所各具有

的特殊性质，以及其检测结果是否可以类比，

因此我们平行地进行了以抗人 F(ab)~ 抗体结

合羊红细胞花环形成试验测定 SmIg 的同时，

以间接膜免疫荧光法测定 EB 病毒受体。本文

报道了两种方法的测定条件及结果的比较。

材料和方法

人 IgG F(ab)~ 及其抗血清的制备

人 TgC F(ab)~ t'1(JNHι 二l:~~ 笔生考， Stanworth 平11

TUrtH、 r t'10)J ì);l2Jo i在解]伞附自主~WJjriIl(. 11 t i'1江 19G U个J:

100 毫克加， 3 毫克胃蛋白酶〈上海东风试剂厂生产) , 
混合后在 37"C水浴中缓慢搅动 18 小时。随后经 1N
NaOH 把消 1化物的 pH 调至 8.0，并对 pH8.0 的删

酸缓冲液透析后，装 Sephadex G-150 柱<120x2.5

厘米) ，用上述棚酸缓冲滚洗脱，流i生 18 毫升/小时，
分管收集。取蛋白含量较高并经 Garvey 方法[3J检测

为 F(ab儿部分的各管，合并后冰冻干燥，冰箱保存。

i!jtl备抗血清是每只兔子一次免疫 2 毫克 F(ab)~ 蛋白
(在 0.5 毫升蹦酸缓冲液中)和相同;虽福氏完全佐剂的
乳化物。 8 周时间共免疫H位。抗体必价为 1:80-

]_: 160 (稀释抗血清〉。上J]íl抗血清经 33%硫酸钱沉涎
两次，透析平衡j舌上人 IgG 亲和层析柱，用。 .01MHCl

洗脱。浓缩后冰箱保存备用，

人 F(ab)~ 抗体政敏羊红细胞(以下称 SRBC)

经 0.9%NaCl 溶液洗…3 次，用|司一浴滚国Gþx. ~% 
址液。 CrCIJ .10日20 溶液的配制用两种方法。新鲜
的 CrC13 溶液是在实验前用。.9%NaCl 溶液配制成
0.1%的浓度，再以 1N NaOH 洲 pH 至 5.0，室温
静置 1 小时后备用。另 J神是"成熟"的 CrCIJ浴液。
1%CrC13 液用 1N NaOH 将 pH 调至 5.0，各H司调
节 pH 值 3 次，连续 3 周。实验l前稀释 10 倍jι备用。
纯化的抗 F(ab)~ IgG 按最适蛋白达稀释。{!二室温Ij l

将 0.1 毫升抗体加到 0.2 毫升 SRBC 忌、液中，边加ìlL
摇动混合，随即加入 0.1 毫升 CrC13 溶液(新鲜的或
"成熟"的 ) ;边加边摇动 5 分钟。然后加 pH7.2 的
磷酸缓冲液至 10 毫升使反应中止。洗 3 次后，将致
敏的 SRBC 配成 1%悬液置 4 'c 备用。

人体外周血 B 淋巴细胞 Smlg 花环形成试验

人外周血用血液保存液稀释一倍 (RPMI 1640内
含 10 单位肝素/毫升，5%小牛血清，2.5mMEDTA) 。

在比重为1. 073 的聚康糖一-泛影葡胶液中以 2000
转/分离心 20 分钟，分离出的白细胞层用不合肝素的
上述溶液洗 3 次正如有残余红细胞再以…0.83%氯化胶

去除，分离出的淋巴细胞在培养瓶内放 37 "c培养箱中
1 小时，去除着壁的国噬细胞。 0.1 运升 l二注细胞
(200 万细胞/运升) ，加 0.1 毫升兔抗人 IgG 1气功冶

抗体致敏的 SRBC 在 4''G棍合后， 1000 转/分离心 5
分钟。轩桥使沉淀细胞松献。;{在E计吉放让l伍tf环不 11，、忖C:þ 个丰样、T下f乎U，丁J4lJ山"
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t8 细胞生物学杂志 1981 年

的淋巴细胞作JJ阳性细胞。所计数的 i，f，~ 巳细胞总数
除以阳性细胞数为阳性细胞百分率。

EB 嘱毒抗血清的制备

培养 T 天的 B95-8 细胞上清液先经 3000 转/分离.

心 20 分钟，取上请液，再经 20000 转/分离心 2 小时。
沉淀物加以睬体积 1/40 的磷酸缓冲液，冲匀后- 20'C 
保存。以 0.2 宅J+J二i主浓缩的病毒息，~夜加等量福氏完
全位剂的乳化物作为免疫每只家兔的一次剂量，每

周吁 '汰，共免疫 4 汰。所得到的抗血清再经人脐带血
淋巴细胞吸收 4 次。

EB 摘毒噩体测窟

聚藤糖-一泛影葡胶液分离的淋巴细胞 400 万/
毫升与 0.5 毫升浓缩的 B95-8 病毒悬液混合后放 4 'c 
3-4 小时，不时摇动。随后经冰冷的 pH7.2 磷酸缓
冲液洗 3 次，加 0.5 ;毫升抗 EB 病毒抗血清再放 4 "C

2-3 小时，再以上述缓冲液挠 3 次。最后加荧光索
异硫氨酸盐 (FITC) 标记的羊抗兔 IgG 在 4 "C放置

2-3 小时染色，缓冲液洗 3 次，以甘油一一磷酸缓冲
浪混匀的细胞j高于载片上，复以益片后用 D. P. X. 
Mountant ì由封盖片四周。在 ML-2 型落射光荧光显

微镜下观察膜荧光细胞数，同时以可见光作同视野

内细胞计数。每个样品计数 200 个细胞。

结果和讨论

鼓敏 SRBC 的最适抗体浓度

SRBC 经 CrC13 i杏液处理后能使抗人

F(ab)~ 抗体蛋白分子也被在血球表面，通过B

淋巴细胞表面的 SmIg 分子与致敏的 SRBC 形

成花环[4 ， 5]。采用这种检测方法鉴Æ:人B淋巴

细胞，要能够取得稳定可靠的结果，必须选择

合适的致敏 SRBC 的抗体蛋白浓度~.我们把

兔抗人 F(ab)~ 抗体以 0.9%NaCl i-吝掖稀释成

1、 10 、 25 、 50 、 100 、 250 、 1000 和 2ω0 微克等

不同的蛋白浓度，分别致敏 SRBC，观察抗体

蛋白浓度对形成花环细胞百分率的影响.如图

1 所示，在 10 微克到 1ω 微克之间形成花环

的阳性细胞百分率随着蛋白浓度的递增而上

升.特别是在 10-20 微克之间更为显著. t∞ 

微克之后，蛋白浓度虽然继续增加，但形成花

环的阳性细胞百分率稳定在 18-20%左右.

这一结果表明，花环形成的合适抗体蛋白浓度

以选择在 100-200 微克为宜.因此在本实验

中均选用 200 微克抗体蛋、自作为致敬.1".述

SRBC 的标准浓度.

CrCI 3 浓度对花环形成的影晌

抗体蛋白分子所以能包被在 SRBC ;&面，

是因为被 CrCla 榕液处理后的这种细胞表面i膜

发生了有利于抗体蛋白分子与之结合的变化。
因此 CrCla 溶液也是花环形成的一个重要因

素，而合适的 CrCla 浓度和配制方法应该是稳

定花环形成的必要条件.我们把两种不同方丁去

配制的 CrCla 溶液分别以 0.2% 、 0.1% 、

0.01% 、 0.001%和 0.0001%的浓度处理前边

的一定量的 SRBC，观察对花环形成的影响。

实验所得结果是，新鲜配制的 CrCla ì在披在

0.2%浓度时引起致敏的 SRBC 自凝， 0.1%浓

度组的形成花环阳性细胞率在 18%左右，符

合一般人外周血中 B淋巴细胞百分率的应有范

围，如 CrCla 浓度降至 0.01%时，花环形成

的百分率下降至 7.4%. 相反在 0.001%和

0.0ω1%两种浓度组又见形成花环细胞百分率

上升的现象(18-20%). 根据 Goding(1976) [町

的报道，在 CrCla 浓度为 0.1%时， SRBC 的

蛋白结合率占总蛋白量 (100 微克/宅升〉的

77%，在 CrCla 溶液浓度分别降到 0.01%租

0.001%时，蛋白结合率则降低至20%丰1:1 2.9% 。

分析本实验结果所以产生上述现象，口j能是由

于 CrCla i容掖过度稀释后，造成抗体蛋白分子

极少能结合到 SRBC表面，几乎和未用。Cla
处理的 SRBC 相似，因而花环形成细胞卤.分

率上升可能反映了T淋巴细胞所形成的 E-花

环的干扰.使用"成熟"的 CrCla 溶液在 0.2%

和 0.1%两种浓度和新鲜配制的 0.2%浓度一

样也产生自凝现象. 0.01%浓度时花环形成的

阳性细胞稳定在 20%左右。另两种浓度相似

于新鲜配制的 CrCla 溶液组。据此，在实验中

既可用新鲜配制的0.1%浓度，也可使用"成熟"

法配制的 0.01%浓度的 CrCla i在液。

由于我们在实验中注意到使用合适的抗体

蛋白浓度和CrCla 浓度，因此 SmIg 测定的结

果稳定在 15-20%之间〈表 1) 。这一测定结果

不仅非THaegert川用花环法测定人外周的I.SmJg

阳性细胞百分率相似，而且有I Hachl吁
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表 1 用两种襄商标志给副测定人外周
血中 B 淋巴细胞结果的比较

测定标志
标本亏 、__._- I 

SmIg I EB 病毒受体

20.8% 20.5% 
。~ 15.3% 15% 

3 19.4% 24.4% 

4 19% 22% 

5 18.5% 20% 

6 22.5% 26.5% 

7 18.7% 22.5% 

日 21. 5% 25% 

15.7% 18% 

10 20% 22% 

百再Sh-i i…τ4川一-2ii-EU

用抗轻链血1-~i--FITC 荧光法测定人外周血

阳性百分率也十分近似.

用免擅荧光间接法观察淋巴细胞囊面的

EB病毒受体

在人的淋巴细胞亚群中，只有 B淋巴细胞

和所占敖量很少的无表面标志细胞 (Null 细

胞〉农血i只·有 EB 病毒'三体问。为了确证在本

实验中荧光显微镜下所见的有膜荧光反应的细

胞主望是 B淋巴细胞，排除非特异荧光反应的

可能性. I东实验组外，问时迈进行了 4 组对jf{

实验.其结果如表 2 所列。对照 1 组和 2 组的

染色反应结果分别为阴性和 1)日性，这表明所用

的抗 EB 病毒血洁的特异性，其中不存在抗人

淋巴细胞表面膜其他抗原成分的抗体。对照 8

组的结果进一步支持了上述的判断。对照 4 组

则表明，对 EB 病毒通过受体所附着的 B细胞

表面，在没有特异性抗体存在的条件下，实验

所用荧光标记抗体是没有直接的附着作用的。

因此从表 1所列 4 组对照实验的结果可以表

明，实验组的膜荧光反应是特异性的，即凡是

有这种荧光反应的细胞主要为 B淋巴细胞，但

不排除少数无表面标志细胞.
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表 2 人外周血 B 淋巴细胞表面 EB 病毒噩体的测定
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两种表百标崽测定结果的比较

在建立了以上两项检测条件的基础上，我

们随机抽取 10 例献血员外周血，用花环法和

膜荧光法对每份样品同时作 SmIg 和 EB 病毒

受体的测定和阳性细胞百分率计数.表 1 结果

表明，用花环法测得的人外周血 SmIg 阳性的

B淋巴细胞平均为19.1% (15.3%-21. 5%) 士

S.D5.36%。利用膜荧光法测得有 EB 病毒受

体的 B淋巴细胞平均为21.6% <15%-26.5%) 

土 SD11.7%。两项结果经统计学处理 P>

O.邸，表明无明显差异，而且存在相关性

(1' =0.邸， T，.<O.Oü。至于从表 2 所列的每

份样品检测阳性细胞百分率看，用 EB 病毒受

体作为检测 B l-林巴细胞的手段其结果稍高于用

SmIg 测定的结果，很有可能是由于少数无表

面标志细胞存在的缘故。

本实验表明，利用 EB 病毒受体和 F(ab)~

抗体致敏 SRBC 形成花环来检测人外周血B

淋巴细胞，其结果是可以互为印证的.两种方

法都是目前测定 B淋巴细胞较可靠的手段，但

后者实验过程时间短，而且不需要荧光显微镜

设备，所以更为可取.
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细胞松弛素 D 用于鉴别正常细胞与肿瘤细胞的初步探讨

幸静 i皮

(中国医学科学院肿瘤研究所细胞生物主}

细胞松弛案 (Cyluchalasin)是一类真菌的

代谢产物[汀，迄今已发现有十余种。由于它们具

有广泛的细胞生物学效应，颇为人们所重视.

在珠多的生物活性中，细胞松弛素 B (C lI toch-

alasin B ，简称 CB) 可诱发恶性细胞形成多核

细胞，而不诱发正常细胞形成多核细胞这一特

性吸引了细胞学家，尤其是肿瘤细胞生物学家

的注意[←5]迄今对 CB 的作用研究得较多，对

其余几种代谢产物作用的研究较少。我们曾经

报道国产细胞松弛素D (Cytochalasin D ，简称

CD) 也具有诱发长期培养的人体食管癌 ECa-

109 细胞系形成多校及排核作用 [6J 。然而， Cl) 

的这种细胞生物学特性是否亦如 CB 一样，对

于恶性细胞具有普遍性?对于正常细胞是否也

可诱发出多核细胞及排核现象?也就是说 CD

对于恶性细胞及正常细胞的作用有否不同，从

而用以作为鉴别正常细胞与肿瘤细胞的一种工

具?为探索上述问题，我们选用了多种恶性细

胞及正常二倍体细胞，以及原代培养细胞，在

CD 作用下进行了比较，现将结果报道如下:

材料与方法

一、细胞萦(株)及原代培养

(l)人休食营癌 lUH 细胞素(简称 ECa 1 (1 \1 细
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