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人外用血 B淋巴细胞在琼脂培养基内的增殖特性

马祥1乌江 j夺王洪云

(:巧、州 [穴'f: 1吭 ，议射l' ~ .严系 }

近年来1&立的淋巴细胞朱:蒋培养技水， 无

疑地将促进人们 ，叫于淋巴细胞 的 (解。

J.Radnay ~ïf: ['J 干 1979 年月 ! 汉巨习( n甘情养技

术，以 PokeweecI ):)纠裂 邸， 1';'~ 付 人外周 1(/1. B 

淋巴细胞集浴。 T zaguirre ~~:[2 J 斗'可. B 淋巴细胞怎:

液接种JI) [~Ú :I x 10"/ml :z!!({ (J ;j 的白身攻 rdj种

T 淋巴细胞 、 20% T i体 U细胞条 f/'.J~i~. 非 ltj、 平11

0.8% 甲 虫纤 ~m隶的培养体系 /};J ， 用 Pokeweed

作丝裂原，也J~!i ;j古;， . j ~人 fl'0 B 淋巴细胞Ji~ j'掉。本

文将介绍以脂多精 ( LPS ) 、 小职红细胞 (MRBC)

及牛血清白 J:!U 1 ( BSA) )>j纠 j-~~)点， fij 1'1';. J'2 I在脂

培养技术， 圳 '，(j(. 人外mJ.liJl. B 淋巴细胞 1" 比 JJl'ÿ :i 八

养基 l人J I'J''.J:I曾 Hl 'l !，j 况。

材科与方法

在无l{.] 条{牛下 ， 采集i~! 1., ìt : 1J:、 11 1 L ;f~ iJ<JiR:芳~ -l"fc (f~1 8:j'l脉

血 ， J有淋巴细胞分尚 i{i( i挂 u分山 ， .J)d~;t'i 飞似 i f 细胞:纭，

液。 用 RPMI-16 10 ， 1;斗养泌Æ:' fñh\(_ - γ江浓度的细胞 巨.

液。 将其分成 j ! . t!l ， 分别 JJIJ入 i豆 、 浓度 li:j LPS (20 μg/ 

ml ,sigma) , O. S% MRßC , S% BSA , LPS -!. O. S% 

MRBC 才 fJ LP S • 5 % eSA o 乡川 i ;i; lj川}/9..旦:~ I~介'~ O .3 ~/ó币 i ι4叫i

本琼脂粉) j川l厅'i ~示养斤斗平二飞: (体卡 z系二 ， 分 民:纠 ({ 1) L },t Jj'}i :1去养 llU ( 应径

1 cm l 谷:积 0 . 2 ml )1句 ， I 1 民 J "轩 列的 、 {;;- C02 ，'I<)

i朝捏空气 rl ! 37 ''C N;养。 ft不同的时间问限内销枪 ， 进

行集洛计数1) >)\: .i;,:: 1.，见 察时j'èj : ìlÍJ二组在接种后势~ 2 、

G , 8 、 1 0 天 1 li::i'二组则在按平['J.ci 第 2 、 4 、 6 、 8 、

/ 飞、。

为比较引 f ~;L人夕|、问 I自L B 淋巴吉IH JJ包 j ~1础的动力学 ，

找 f!Jf引用刀， j!if i!)'\ 斗[ 3 ] 建夜的实验方;去 ， 用 Eagle's 丰I.J

RPMI-l6 40 Ji~养液进行 ß iH， 巴细胞的养。接京l ' 后:!!í~

7 天收获。 斗'1: 1:文 J)己前 18 小时注入 3H-TdR ( 1. 2 μCi / 

J，"~养开100 Jt;在: tA iJ也 !文 1}~于:J 49 :JI也必股 (_j '.ìLt产 〉上。用

[,iii".': fJ3 53 1;;'))叹道液体闪烁计数器测 Ei 备组的 3H-TdR

掺入习之(e pm ) 。

ï'c í:Ú[实验 III '~! 选用二种细胞浓皮 ， /_[ 'I, ?;)气 各实验组

ij:] 集落 : 1 数均阻力斗养时间延 长 1111增多 ， 但以每个j育养

rm 内代 0. 75 X ]05 fmJtê!. 11 íJ i'td.~段J!:。

元以其，j i L~j"J;; íi': J-li-! 1 30 个 YiUO 个u上的细胞组

}，;U白细胞|刀 ， 者FUY) … 寸、Ií~ 1泣。

结 果

实验 111 曾检验过 10 名健康献血 员的外周

1(ll B 淋巴细胞也J 码1月旨培养基内增悄悄况。献血

员的各实验细的各个观察点都设有 5 个平行样

品。各组的实验结果为 1 0 名献血员的平均值。

液体培养实验 : 句-个人的各观察点仅有 3 个平

行样品。各组的实验结果 也是 10 名献血员的

平均值。分别介绍如下:

(-)集落计撒

在 LPS 、 0.5 %MRBC 和 S%BSA 分别作用
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下， 各组集部计数结果， 经统计~~{:处理 . 差异

非常也者(丧 ] ) 。

在 LPS + O. !) % MRBC fll LPS + s % BSA 的

协同作用 下 ， !在的1;-1 声icN i 泉， F 检验 ， 各组 !úJ

差异非常占11者(表 2 〉 。

上述生li 祟;走 l iJ] : 各宇~ "ÎJ.:~t fl-1.的第 6 天集远数

最高( I到 1 ) 0 LPS 、 O . S%MRBC 和 S%BSA 组

的第 6 天 ~ìi i在计数约 F 阶抢 ， 差 异显著。

LPS + O. S% MRBS 手11 LPS + 5 % ßSA ~目的第 6

天先 i ';~数经 t 检验 ， )tJ千 二11: "可'~- _~!J ~_若 ( 表 3 、 4) 。

( 二 ) 液体培赛结果

Eagle's 液沂1 RPMI- 1640 it吃分 别 培养

表 1 接种眉不同时间备实验绍B淋巴细胞集落计报 ( 10 例均值〉

~~7jlj LPS "!l I 0 . 5%MR BC ~Fl i ，， % ßSA 纠
H、! 问 \\ ，:一 →一 !

( -人 ) y~ m x . 二 S : ;也!如1 X 土 S 范围 i x 士 S

。
叫 66 - 83 'i .J .6 :i. 6. 1 83 - IC6 96. 2:t 8.5 52 -- 69 62 . 0 土 6 . 8

6 ! (， 6 一 ! ~G 160.:LL 3 :~ . 7 ] 0 .1一 1~0 J [(, . -I:t 14. 5 120- - J42 13 1. 4 士 8 . 0

8 83 - J () I. 3D . '1 土 7 .1 65- ï S 72 . 4:t 5. (; 65 - [00 75 . 0 :t 16. 1 

10 61 一- 90 77 . 0 :t 川 . 0 38一 - 56 42 . ~ 土 8 . 7 7J - 8'J 77 . 0 士 6 . 2

统 ~ I ，~;::处 ]i t! P< O. Ol P< O. OI p 、三: 0 . 0 1

表 2 接种后不同时间两实验组 B淋巴细胞集落计敲门 o 19ìj均债 )

- fliv;l i LPS l e o . 5 % MRBC 红l
li " 日J / '""'\ 一_---- 一一
' :) , . 'J ( 飞 ) ! i't I~I x: 土 S

、、
回

4 

日

60- 89 

85 ← 1 2 日

130一 - .175

7~→ 1 3 6 

71 . 4 士 9 .5

.1 04 . 7 土 J 4. 4

1 5 ü . () 士 16 . 2

Ð 7 . 0 土 ~3 . 5

LPS + 5 % BSA 生U

:巳|我 X 土 S

31- 6 1. 1I S . !l士 10 0 7

61-- - 94 79 . 0 土 9 . 5

85-- 128 1'0 . g :t 20 ~ 9 

75 - l26 !l 7 • ，J 士 J 6 . 5

统 il'忱}~ 川 . 0 1 : P< O.O l 

7 夭 l斤 ， B 淋巴细 胞的 3H-TdR 掺入 冷 ， 经

t 检验 ， 若-片非常见者 (表 5 )。

( 三 ) 细胞形态检查

在 LPS 、 O.5 %MRBC 如 5%BSA 竹二月 1 下，

B 淋 巴 细胞 集 iZ 各 j:J 致知旦'，1 ( 1到 2 ) 。在台

O. S% MRBC 丰/J S%BSA 的 iiL 脂 J古 养 lUl l抖 ， 有J

褒 3 三实验组第六天的集落数比较

基1 月 I J ;-'~H，I 王 士 S P 

LPS 兰i l 10 6，一 !8 6 .i. 6Q . ~ :t 3 :; .ï 

Q. 5% MRBC W I ì04 一 110 116 . 4 土 1 4 . 5 [ 
5 % BSA ;Il 120一 J <l 2 ! 3 J. ~ 土 川 1 '- 0 . 05

见到少数大 Iflj 圆的细胞。 i;~. f!; ( Jj旨培养 JjJl内的拮

据物此出 !口 ， "主i 心 ìJI'. 、i!l: ， ;i i lJ 成Y'J'， J'， ' ， 经 二n:忻川

1直种后时间 〈天 )

圈 1 不同丝裂原作用下人血 B 淋巴细胞在

琼脂培养基内的增7ii情况
1一-LPS ~I:l 二一 -- O . ~% MRßC 乡i l

3 一 .- 5 川 ßSA ?[ 4- -- LI'S + 0 . 5% 
MRßqi l S '一… L1'S → ;; ( ， υ ßSA {:江
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表 4 两实验组第六天 B 淋巴细胞集落数比较

组 别 | 范围 ! 立土 S 1 P 

LPS -' O . 5 %MR BC组11 3 C --1 75 150 .0 土 16.2 1 
1 1<0.01 

LPS + 5 %BSA组 1 85 • 128 110 .8 士 20.9 1 

固 2 ß 淋巴细胞在三种不同的培养

基肉，培养 7 天时形成的集落
日 . LPS 组 ; b. O . 5% MRBC组 ;

c . 5 % BSA组

性酸性醋酶染色检验， O . 5% MRBC 组的阳性

率为 4 % (1 - 7 % ); 5 % BSA 组阳性率为 1 % ; 

LPS 组的非特异性酸性醋酶染色涂片中仅有个

别细胞浆淡染，呈 j戈棕色。原脂培养皿内培养

物压片 HE 染包欠佳， 集?如炎染 ， 单个细胞染

色良好，为阳彤的小淋巴细胞。

液体培养 7 天后 ， 出心沉埠， ftj l J J我涂片 ，

干燥后J1J Wright 's 处色液染色。 ìilJ镜检缸 ， 可

见纠典型的浆细胞 、 过技细胞和小淋巴细胞。

表 5 人外周血 B 淋巴细胞液体培养七天

后3H-TdR 撑入率 ( 10 例均值 cpm)

组 另IJ 范围 | 交工 S I p 

Eagle's 1_ LPS 组 1 120-18 1 1 1 5 6 .0 士 比 91

! i，ps +-i;-%厂一 i-一一一--:: 1< 0 . 0 1
培养液 f ~' BS'A,, /ul 40 9-8 85 1528 • 2 土 193 .5 1

RPMI I LPS 组 I l 41-221 1 182.8 土 36.01
1~10 . 1 LPS工5% 1-=一-'::-:- I ~ ,^ ^ ~ ~^ 01 < 0.01 
培养液 1 ~LBsÀv /ol 203-384 1340 .6 :1: 70.31 

( 含 LPS :o;t LPS + 5% BSA 的 2 迄升培养液内

加 0 ， 2 毫升全血)

讨论

本实验根据丝裂原与细胞膜受体的性质，

选用脂多糖、小鼠红细胞 、 牛血清白蛋白三种

物质作为 B 淋巴细胞的丝裂原[2 ， 5 ， 6]。用单层

琼脂培养技术，来比较研究人外周血 B 淋巳细

胞的增殖规律。

在三种物质作用下，集落计数以 LPS 组最

高。而 LPS+ 5% MRBC 和 LPS + 5 % BSA 协同

作用时，前者的集?在多于后者。五组实验结果均

显示出接种后第六天的集落数为峰值。第八天

已明显下降。 这不同于 B 淋巴细胞在液体环境

中的生长规律，也不同于人外周血 T 淋巴细胞

集蓓的生民规律[仆 。而与 J. Radnay 等的观察结

果捆)致。在两种不同的培养环境中 B 淋巴细

胞对 LPS 的反应性不同， 是由于半固体琼脂培

养基能给 B 淋巴细胞提供良好的支架作用 ， 便

于细胞的移行与相互接触，促使其分裂增殖。在

这方而我们与 Jcan-Pierre . Farcet 和 Ugo

Testa 的音法是-致的 [ Î 1 。

五组实验的形态学检查表明 : 在三种物质

作用下，人外周血 B 淋巴细胞在琼脂培养皿内

增殖良好， 都能形成完整致富、的细胞团。细胞

涂片经非特异性酸性醋酶染色， 96%的细胞为

阴性。 这些都说明 : 以 LPS 为丝裂原， 用单层

琼脂培养技术研究 B 淋巴细胞的特性与功能是

适合的。不过目前一般人认为 LPS 对 人外周血

B 淋巴细胞的作用较弱。这一·点在我们的液体

培养实验中也得到证实。

考虑到在形成架?在过程中细胞问的协作关
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系，五组实验均采用含有巨噬细胞的单核样细

胞悬液。 我们用的 RPMI- 1 6 /tO 培养液含

有 15 % 的人 AB ;~\1血洁。 J. Brochier (8J 认为在

RPMI-1640 :bè; 养液巾 }jlJ入 AB 型血清，有利于

B 淋巴细胞增值阴究 ， 力il入 15%胎牛J也请 ，则

有利于浆细胞成熟研究。 我们的实验结果也表

明，在含有 1 5% AB 型 血清的琼脂培养皿内 B

淋巴细胞仅能增矶。 在 各实验组的压片中未能

找到浆细胞。 上述细胞形态学差异反映出培养

环境能直接影H向 B 淋巴细胞的增殖与分化。

Izaguirre 等 (2 J提出按 种 ø 第三天就有明

显的集?在形成， Thi J!~们发现在按利l后第二天就

有较多的典型集/i~出现。这与种植的细胞密度

高和 B 淋巴细胞增殖速度快有关。但在 B 淋巴

细胞集藩形成过程中 ， 是否存在两个或两个以

上的 B 淋巴细胞同时增殖而形成一个集落的可

能性? 是也得探讨的。

此外， J巳an-Pierre. Farcet 等川曾提出在

琼 脂 培养 挂 上形成 的 细 胞 集落不能表示

定向 祖细胞的特性。 Winelstein 等用表丽

球蛋白研究证明 B 淋巴.集;在形成细也是成熟的

B 淋巴细胞。因此， J址:脂培养基上的 B 淋巴集

落形成细胞必定服从于淋巴细胞的增殖规律。

所以我们的各实验组的集落计数峰值均出现在

接种后的第六夭。到第八天时已明显下降， 当

然不排除营养物不足及 细胞活动产物的影

响。

、
‘

··aa ., +士...... 

为研究人外周血 B 淋巴细胞在琼脂培养基

内的增'也能力，选 用 LPS 、 O. 5%MRBC 和 5%

BSA 作为丝裂原 ， 和单层 JJi( Jl旨肉体培养技术。

比较研究人外剧血 B 淋巴细胞在琼脂培养基内

形成集落的能力。结果表明 : ι上述三种丝裂

原单独或协同作用下， B 淋巴细胞集落形成良

好。接种后第六天集格计数最高， 第八天已明

显下降。琼脂培养物商心沉淀后， 制作的涂片

中 96% 以上的细胞为 B 淋巴细胞。

参考文献

[ 1 ] J. Radnay . , 1. GoJdma n & L. A. 
Rozcnsza jn , 1979 , N ature , 278:3 51-

353. 
[ 2 ] C. A. lzaguirrc. , M. D. Minden . ，巳t

al., 1980, Br. J. Callcer , 42 : 430-437 . 

[ 3 J 苏燎原等。 1977 。 生物化学与生物物理进
展 ， 3:1 4- 16 0 

[<1]马祥瑞 ， t王涛等 。 198 2 0 苏州医学院学报，

2:42-46 。

[ 5 ] Sudhir Gnpta & Rodert A. Good , 
1980. Seminars in H emato[ogy 17 ( 1) 1-29. 

[ 6 ]宗庭益等主编。 1980 。 免疫学基础与 iI信床 ，
安徽科学技术出版社。 P 11-12 , 

[ 7 ] Jea n-Pierre Farcct & Ugo Tcsta , 1982 , 
Exp. Haematol. 1 O( 2): 172- 177. 

[ 8 ] J. Brochier & Lethi chty , 1978 , in 
"Human Lymphocy te dif ferentiation: its 
applicantion to cancer" , P 69- 70 . Edited 
by B. Serru & C. Roscn reJd . 

兔发育过程中乳酸脱氢酶-A、B基因位点的活性来

刘 吉祥赵国印王田福

(武汉车区~医学校)

乳酸脱氢酶 (lacta t e dehydrogenase ，简 称

LDH;EC 1 ,1 ,1 ,27 , L一乳酸 :NAD+ 氧化还原酶 )

是糖酵解途径中的 → 和11 重要的酶。 Meyerhof

(1 919)首先应 叫 J lt酶 ， Neidland s(IJ (1 952)证明

了它的不均--''1::1:， ):l JG 米的同工酶研究开创丁

良好的开端。 Markert 等 ( 2 J 0959) 用 电泳法将

牛 LDH 结品分岗山 5 条均具有催化活性的区

· 木工作 'rK华中师范学院/L 'PJJ ;1 ，{IH扶正教授、 蔡
\1阳11副教授 {I I 河南 医'二 F， ， :'I 二川二，nï lj;J~ 1受指导 ，
才、技刘 JJrI .f半间 ，卢、 jj4山 _l二卫j. ，'J: J，\!. ， 特此致i刻 。
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