
一种简易的小鼠单相混合淋巴细胞反应 (MLR) 测定法

张宗梁

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

1964 年 Bain 等首次报道了两个遗传上无

亲缘关系的人体淋巴细胞在体外一起培养能相

互剌激引起淋巴细胞的转化反应，而同卵孪生

个体淋巴细胞的混合培养却不能发生这一效应

[11。鉴于科学工作者们对这一现象的重视，在

人体，小鼠和大鼠等实验动物中开展了深入的

MLR研究，大大推动了免疫遗传学，细胞免

疫学，肿瘤免疫学等基础科学的进展.今天，

MLR技术已成为基础免疫学和临床研究不可

缺少的研究工具。

如将两种不同品系小鼠淋巴细胞在体外一

起培养，遗传上相同的一类 T淋巴细胞会对另

一品系淋巴样细胞表面"非我"的外源性抗原

决定簇产生转化和增殖反应，我们把这种淋巴

细胞转化和增殖反应称为体外混合淋巴细胞反

应。形成混合淋巴细胞反应必需具备两个基本

条件，一是淋巴样细胞表面要有剌激决定簇

(stimulatory detenninants)或称淋巴细胞激

活决定簇(lymphocyte activating dete口ni

nants 即 Lads)的表达.二是反应T淋巴细胞对

外源性剌激决定簇具有识别和反应的能力.混

合淋巴细胞群体中这两大特征可通过单相

MLR来验证。单相 MLR是把两种遗传背景

不同细胞群体中的一种细胞，事先经x-射线

照射或用丝裂霉素C处理，以抑制其细胞的

DNA 合成和分裂，从而测定另一品系 T淋巴

细胞对这些不能分裂的剌激细胞表面刺激决定

簇所引起的淋巴细胞转化和增殖反应.我们把

这种反应称为单相混合淋巴细胞反应.因此，

单相 MLR 反应的强弱反映了反应T淋巴细胞

转化与增殖的强弱.

目前国外检测 Ml4R 最多鬼的是采用微量

小井板培养细胞，随后用同位素测定 MLR 反

应的强弱，这是需要应用自动或半自动样品收
集仪来操作的，大大限制了 MLR 的普遍应用.
由于我们实验室的需要，我们建立了较为简易
的 125IUdR 测试塑料小管内小鼠脾脏细胞单

相混合淋巴细胞反应的方法.

树料和方法

(-)动"

纯系 C57BL/6J <H斗d) 雌小鼠，鼠龄 2 月，
BALB/C<H-2勺雌小鼠，鼠龄 5.5 月， 均系本所动
物房繁育。每次实验每组动物至少 3 只， 取自同窝。

(二〉脾脏细胞制备

小鼠断颈髓处死，无菌条件下取出脾脏，在冰浴
条件下以内含 5%灭活小牛血清的 Hanks 液洗净后，
用锋利眼科手术剪刀剪碎，并以玻璃压板小心挤压制
成单细胞意:液。用 NH4CI 溶液(NH4CIO.155M， Naz
EDTA 0.1mM, KHC03 0.01M) 处理脾细胞以破
碎红细胞。以含 5%小牛血清 Hanks 液洗涤 3 次后，
将脾细胞悬浮于 RPMI-1640 培养液中， 内含 5%小
牛血清. 100 单位青霉素/毫升， 100 微克链霉素/毫
升. 2 x 10-2MHEPES, 5 x 10-sM 二就基乙醉.2mM
谷氨酸胶。用锥虫蓝染色证明. 90% 以上为前的淋巴
样有核细胞。

(三〉剌巅细胞的 x-射线照射

将 2.5x10'/毫升脾细胞悬液分装于玻璃瓶，以
1 ， 500伦琴x-线照射处理(电压 200KV. 电流 15 毫安，
0.2毫米铝板，照射距离 16 厘米，照射时间 53 秒)。

(四) MLR 的测定

将不同比例的刺激细胞与反应脾细胞，以及不同
细胞总数的反应细胞与剌激细胞罩于含有1. 0 毫升
RPMI-1640 培养液，经乙醇处理与紫外线消毒的 I号
聚苯乙烯小管(上海塑料九厂生产〉内， 在含 5 %C02 

*小鼠脾细胞体外x-射线处理由中罔科学院 1-.海
药物研究所张振兴同志协助，刘罔良，主日，肖远!嚷，
韩谨南同志参加部分工作茜志谢意。
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37 t ~在箱中培养。分别在 3 、 4 、 5 天后换以新鲜培
乔;夜，。口，\才了女号台室合成并经结化的 0.1 毫于1- 125IUdR 
(0.1 恨!川 II 'J j止 iJ如Il~o (1: I:if,}, ('1' 1 、 l耳M~卡 lli 小时，
去上滔液， )JU入。 .1 戎 0.2 己出J-( 4-8xl0 7/也升)经
10 ， 000RX-射线照射的小鼠艾氏腹水癌细胞作为载体
细胞，洗涤 3 次，以防止在洗去细胞外同位素时反应

细胞的丢失。所有实验均一式 3 管，在 NE8312 同位
亲自动测试仪上测定每分钟脉冲数 (CPM)，实验结

果以平均 -1二 5.E. 表示。

实验结果

(-) MLR 的细胞比例与浓度选择

百复试验证明，以C57BLj6J 为反应细胞

(则， BALBjC 1500R 为剌激细胞。)，按 1:1

的比例(表 1) ，反应 4 天(96 小时〉能获最大

的 MLR 反应(表 2 )。因此，我们应用上述R

与 S 细胞，以 1:1 的比例，每小管细胞总数分

另1]):]2.0 X 106 ,3.0 X 106 ,4.0 x 106,5.0 x 106 , 

6.0 X 106 , 7.0 X 106 和 8.0x 106，反应 4 天，

选择最适细胞总数。多次重复试验证明，细胞

总数为 5.0 X 106 (即反应细胞 2.5 X 106，剌激

细胞 2.5 X 106 ) 为最适宜的细胞浓度〈图 1) 。

这与我们以前选择 2.5 X 106细胞来测定致分裂

原诱寻的脾脏淋巴细胞转化反应，抗肿瘤细胞

静止效应， 以及T淋巴细胞介导的对 l呵UdR

标记的肿瘤细胞的细胞毒性反应的条件是基本
一致的[2， 31.

(二) MLR的反应时间选择

应用上述各种细胞浓度动态观察了培育

72 , 96 , 120 小时后的 MLR 动态变化， 以选

择合宜的 MLR 温育时间.四次重复试验一致

显示，本实验系统体外培养 96 小时(4 天) ，能

27 
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固 1 不同浓鹰的小鼠脾脏细胞对 MLR 试验的影响

获得最高的 MLR(表 2 ) 0 这与 Herberman 实

验室采用 MLR 培育时间为 4 天是一致的[4]。

如表 2 所示，细胞浓度较低，如 2.0 x106 总

浓度的条件下，无论是反应 72， 96 , 120 小时

都不能引起足够量的 1吨UdR 参入，看来这与

细胞量过少有关。已有报告指出凹，引起MLR

必需有存活的剌激细胞与反应细胞之间的接

触.因此，细胞量太少不能使R与 S 之间相互

接触，从而就不能引起 MLR T淋巴细胞克隆

的增殖o MLR反应 72 小时在 3.0 x106 以上

的细胞浓度对 125IUdR 的参入有逐渐增加的趋

势，这表明 MLR 效应已经开始或正在发肢，

反应达 96 小时真 MLR 达最高值， 6.0x 106 , 

7.0x106 和 8.0 X 106 实验组的 MLR 反应增

长率与其浓度相对较低的前三组 (3.0x106 ，

4.0 X 106 , 5.0 X 106 )相比较，有明显下降的

表 1 MLR 试验中反应细胞与剌巍细胞比倒的选挥(125IUdR 参入 CPM)

R/5 0.5/1 I 1/1 2/1 4/1 反应细胞*对照
12511川?M-i-i卢函ir呵?再ij一厂副面丁再函 I--sc日:t 77 

S 1.** I 9.0 I 18 5.5 I 6.3 1. 0 

*反应细胞 (R) 为 C57BL/肘，每组均固定为2.5x106，剌激细胞(5)为 BALB/C1500R;

反应细胞对照为 2.5 x 106C57BL/6J x 2.5 x 106C57BL/1500R 
试验组 CPM

州 MLR 剌激梢数侣 .1.) = c:; ct;;町-，一~- _........ .. 
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表 2 MLR 最适时间的选择飞1251UdR 参入 CPM)

:I:;'f -fcjl t>j-[':川、时)!72i96lm
川、捆胞数 '" 

2.0 X 106 

3.0 X 106 

4. 0x10 6 

5.0 X 106 

6.0 X 106 

7.0xl06 

8.0 x 106 

445 士 65 1540 士 508 446 土 79

2162 士 238 6192 土 1001 1126 土 765

2959:!: 1360 
5250 士 875

3484 土 198 9652 土 334

| 阳土33.0 11075 土肌

7047 土 309 9147 土 754 4218 土 439

1852:!:222 

1867 土 47

! 6923 土 49 2. 7239 土 468

!T968士 1015 I 阳3 土 725

*反应细胞(R)C57BLj6J ，剌激细胞(S)BALBjC 1, 500R 

趋势，这些实验组 MLR 增长率的降低或许与

该条伴下细胞密度过大等因素有关。 MLR 反

应 120 小时在本实验系统中均一致地低下，是

否是因为 MLRT 淋巴细胞是生存短暂的细胞

和/或淋巴样细胞分泌的可济性抑制因子所致

[5] ，尚待研究阐明。

(三〉剌激细胞与反应细胞的选择

为了在 C57BL/6J 与 BALB/C 两纯系小

鼠中选择出适宜的反应细胞和刺激细胞，分别

将 C57BL/6J 与 BALB/C 小鼠脾细胞经1，500

R剂量的 X一射线照射，作为剌激细胞，再分别

用未经照射出~ C57BL/6J 与 BALB/C 小鼠脾

细胞作相应的反应细胞进行 MLR 试验。重复

四次的实验结果指出，以 BALB/C为剌激细胞，

C57BL/6J为反应细胞能获最大的 125IUdR 参

入。如表 8 所示， MLR试验组以 C57BL/6J

为反应细胞， BALB/C 为剌激细胞，反应 72

小时所引起的 1却IUdR 参入量是 BALB/C作反

应细胞， C57BL/6J 为剌激细胞 MLR 值的2.3

倍; MLR反应 96 小时，前者 1饲IUdR 的CPM

值是后者的 4.5 倍。这些实验数据是我们 MLR

试验中选择 C57BL/创作为反应细胞， BALB/ 

C 作为刺激细胞的依据。表 8 还指出， ConA 

诱导的 C57BL/6J 小鼠T淋巴细胞增殖反应在

72 小时的参入值为 14315 士767，这其实是

ConA对杀伤T淋巴细胞，协助T淋巴细胞，

延缓型超敏反应T淋巴细胞以及混合淋巴细胞

反应T淋巴细胞诱导的转化反应[6]。换言之，

ConA 诱导的几乎是各种类型的T淋巴细胞的

增眉反应。而在我们实验中温育 96 小时 MLR

的 125IUdR 的参入值为 11075士 628，这说明

MLR反应中 DNA 合成的绝对水平是颇高的。

本实验条件下反映出 Con A 诱寻的T淋巴细

胞转化与 MLR在最适时间上有先后之另IJ (前

者为 48-72 小时，后者为 96 小时)估计是作用

机理的不同所致[5.7.8] 。

表 3 MLR 剌激细胞与反应细胞的选择叫1251UdR 参入 CPM)

反应细胞明慨 i l i cML/61 
\细胞的组合 I C57 BLj6J BALBjC x ,- CS7BL/6J 
\、 x x 

如育\\ i BAm/C1 ,5Ml cmL/6J500R|cmL/811 ， 5瞅 !cmMI1 ， 500R
小时 \\| | 'i Con A附:

72 6川士 330 i 2847 士 230 | m5土 767 607 土 88

:_6 __~-_-T--~--豆豆豆二γ异孕妇 |二止土L」z旦二77 一
来每塑料小管内总细胞数为 5.0 x 106 (R: S = 1: 1), 2.5 x 106C57BLj6J与BALBjC 小鼠1年细胞经1500R

x-射线照射后，t25IUdR 参入 CPMC57BL/SJ 1500R = 234 士 41BALBjC 1500R = 335 士 7
协 Con A 每管加入量为 5μg
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讨 论

(一)目前国外普遍应用 3H-脑!腺喃览核

昔测定培养于微量小井板中的单相 MLR[9].

近来， Ting 等应用 1呵UdR 技术测定 MLR反

应[ 10.11.1且]，克服了应用 3H-胸腺略览核苦中

的某些烦杂手续。但是，他们都应用自动和半

白功微量细胞收集仪，收集小井中 MLR 细胞

进行同位素测试。本文介绍了 l呵UdR 技术测

定塑料小管内的 MLR 反应，不仅实验证明本

方法灵敏，操作简易，细胞用量不多，易于重

纭，而且这种试验可在没有自动和半自动微量

收集仪的实验室内应用。

〈二) Me。在测定小鼠脾脏 MLR 试验中

应用 2.5%的热灭活人 AB 型血洁以避免小牛

血清引起的非特异转化。鉴于采取 AB型人血

沾不及小牛血清方便，我们应用经选择的 5%

小牛lÍlL i古观察它对培养 96 小时以后小鼠淋巴

细胞非特异转化的影响。结果指出， 2.5 X 106 

C57HLj6J 1， 500R 的 CPM 为 234土41，而

2.5 X 106 C57HLj6J X 2.5 x 106C57BLj6J1500 

R 的 CPM 也仅为 608 ::1:: 77，这与剌激细胞

BALBjC 1 ， 500R诱导 MLR C57BLj6J x BAL 

BjCl ， 500阳的 CPM 值 11075::!:::628 相差 18

11~~r: !提示我们所使用的 5%灭活小牛血洁并注

有显示它对 MLR反应的非特异干扰.相反，

边用合立的小牛血清作 MLR 试验看来是比较

方便和可行的。

(三) MLR 试验的一般机理，胸腺依赖的

T 淋巴细胞介导的 MLR，是由同种异基因刺

激细胞触发了 MLRT 淋巴细胞的增殖和细胞

岑性T 淋巴细胞(CML)的产生[ 13] 。 现代实验

揭示，剌激细胞诱导的T淋巴细胞增殖等一系

列复杂反应是由 B淋巴细胞和巨噬细胞表面的

Lads X1 T反应细胞的剌激所致。与人类的Lads

系统不同，小鼠的 Lads 是由二个染色体上的

基因所控制的。目IJ除了第 17 对染色体上 H-2

系统I:jl 1 1支 MLR 位点基因之外还受第 1 对染

色体上M位点基因所控制，其基因产物能刺激

T淋巴细胞的增殖反应。目前已在 20 种纯系

小鼠中证明有四种类型的M位点〈或 Mls 位点

的等位基因 a ， b ， c ， d 四型(或以 Mls" , Mlsh , 

MlsC ，和 Mlsd 表示)，它们与引起 MLR 有关

[ 14]。鉴于我们应用的 C57BLj6J (H-2叮与

BALBjC (H-2d )两种纯系小鼠其M 位点的等

位基因都属于 MIsh，因此在我们实验系统中

所反映的单相 MLR反应的强弱主要是由 H-2

系统 I 区编码的，诱导 MLR反应的决定簇

Lads 所引起的差异。

对于 MLR 反应细胞的本质研究最早是

Schwartz 用抗T淋巴细胞血请来证明的[1町，

以后 Piguet 与 Vassal 进一步证明了上述结论，

即 MLR 效应细胞是T 淋巴细胞[呵。但是，

MLR 的T淋巴细胞是可以诱导 B 淋巴细胞

的增殖[5.17]。实验证明，小鼠 MLR ÉÝ'.i诱导

或产生必需有同种异基因巨噬细胞的存在，

因为从反应细胞群体中排除巨噬细胞，所洁

除的 MLR 效应不能为纯系巨 l蓝细胞所:ill

组[ 18]. 

(四) MLR 的用途 MLR 试验不仅在兔皮

遗传学，移植免疫学领域得到普遍应用。近年

来， MLR 技术在肿瘤兔疫学， 细胞免疫学研

究中的应用也越来越多。例如，在肿瘤J引ti主

相互关系中可以通过 MLR 试验揭示带础小鼠

脾脏抑制l巨噬细胞与血清因子对T淋巴细胞功

能的抑制J [12]。实验指出，肿瘤与其产物也能够

对 MLI:之效应产生显著抑制， 但是这种抑制作

用可以通过加入 1-10% 的腹腔巨噬细胞来予

以逆转[ 10.1气 Klimple 等应用 BCG 激活的抑

制巨噬细胞研究了 MLR 反应抑制的机理，他

们指出， MLR 反应的抑制效应发生在"协助"

T淋巴细胞水平[19]. MLR 技术还用来揭示巨

噬细胞对 T淋巴细胞的抗原递给，以及抗原识

别的遗传控制机理[ 18.叫。可以相信， MLR 试

验将在今后免疫学的各领域里待到更为广泛地

使用。
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染色质核小体的电镜制片方法K

高奇蓉

(中国科学院上海细胞位物学ii.Il究所〉

白从友:w真核细胞染色质普遍存在着核小

体结的以来，对于核小体结构的研究已取得了

重大的进展[1].许多研究者运用电子显微镜直

接观察核小体。

有人用核酸酶消化接或染缸质，再经廉糖

密度梯度离心或柱层析分离，分别观察分离得

到的单个核小体颗粒以及它们的寡聚体的形态

[2]。也有人用 NaCl 或膜蛋白酶适当处理染色

质[句:甚至简单地将胀破的核直接离心到铜网

上凹，观察串珠状的核小体纤维.还有人观察

由组蛋白和 DNA 重组形成的核小体[aA]. 根

据不同的制备方法，在电镜下，或可以看到单

个的核小体颗粒，或看到串珠状的核小体链，

松小fI呐!在ìZ.Þ{ r-~: -般为 75-100人，将l 粒问&

接丝直径为 20-30Å.

要在电镜下呈现出请晰的染色质核小体结

构，掌握样品的电镜制片方法是很重要的。本

文就我们的工作实践，着重对核小体样品的电

镜制片方法作一扼要介绍.这一方怯包括: (1) 

碳膜铜网的制备，但〉取样， (3) 固定， (4)染

色， (5)投影等步骤.

-、破腹铜同的制备

常用的样品支持膜有塑料膜、碳膜和愤碳

的塑料膜。喷碳的塑料膜既牢固又容易制备，但

一般较厚，直径仅为 20-30λ 的、核小体颗粒问

*有关的丁~ {'f'ì写得到王陶汽先生的于自导 ， 'Y市 rj'
ii'J! 飞f"l fll Jf、 1.)1.I IIJI ， i] 牛、:'~;\J II ， I丛议 i射恙。
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