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在满江红叶片组织的分离制片中，可以看

到表皮细胞(阁版 : 6 、 7)被分离下来;满江红

鱼腥藻也被分离出来，并可以清楚地看到它们

具有异型胞和营养胞(图版: 5)。看来叶腔膜

已破，而藻被释放出来 (满江红鱼腥藻生活在

满江红背叶片的基部的共生腔中，共生腔由叶

腔膜包围)。从分离的整体叶肉细胞看 ，发现它

们具有两种类型z 一种是与普通绿色植物的一

样， 具有叶绿体的叶肉细胞z 另-种是细胞中

间有一个直达对面的1同 ， 就像市场上出售的面

包圈 (dough-nut) ， 我 们称它为环状叶肉细胞

(Annular mesophyll cell) (图版: 1 、 2 、 3 、

4 )。以下把这种细胞 简称为 AM 细胞 (AM

ceIl) 0 AM 细胞中含有丰富的叶绿体，且这里

的叶绿体比非环状叶肉细胞中的饱满，通过变

化显微镜的焦距可以看到洞的四壁含有致密物

质(图版: 1) 。这种细胞迄今尚未见报道，是一

个值得探讨的问题。

Seto 和 Nasu (1 97 5) [8 ] 报导过细满江红

(A . filiculoides lamark) 的气孔有两个保卫细

胞，而羽叶满江红(即复瓦状满江红)只有一个。

气孔的保卫细胞是由表皮细胞特化而成，细胞

内没有发育完好的叶绿休。一般认为表皮细胞

没有发育完好的叶绿体，只有少数发育不成熟

小的质体。 我们所观察的表皮细胞和气孔的保

卫细胞(图版: 6, 7) 与以上所说是一致的。气

孔只有一个保卫细胞。 而我们看到的另)种环

状细胞(图版: 1 、 2 、 3 、 4 ) 是叶肉细胞，

其中含有丰富的发育完好的叶绿体。这种细胞

大约占总叶肉细胞的 15 %左右 ， 可见这个比例

是很可观的。那么， 这种特殊结构的 AM 细胞

的功能是什么呢?推测它可为细胞增加表面积 ，

有利于物质的交换，提高代谢强度。 AM 细胞

内壁的致密物质可能是由于代谢旺盛和频繁的

物质交换而沉积的同化 物。但这仅系推测，

AM 细胞的功能究竟如何还有待进一步研究。
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小鼠 B 细胞的不同分化阶段对淋巴

细胞杂交瘤形成的影响

1. 从脾细胞中去除抗原特异性 B 细胞及前浆细胞后对阳性

杂交瘤形成率的影响

沈因良刘尔翔吴安然

(中国医学科学院基础医学研究所 世界卫生组织免疫研究和培训合作中心)

自开创小鼠淋巴细胞杂交瘤技术以来川关

于 B 细胞的哪一个分化阶段参与融合并形成具

有分泌抗体功能的杂交瘤，至今没有定论。由

于 B 细胞分化各个阶段尚无统一标准， 同时由

免疫母细胞转变成浆细胞的过程中尚有多种形

态表现[2]，从而给统一认识带来困难。本文拟
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根把 B 细胞的表时有无特异性 Ig( sIg ) 以及是

百分泌:山异性抗体， 才 :j. B 细胞交抗原剌激)!~~. (1甘

分化过程分为抗原特异性 B 细胞 ( sIg+ ， 不分泌

抗休) ， 的·浆细胞 (sIg勺 分泌抗体 )及浆细脆

(sIg丁 分泌抗体)三个阶段。 用抗原特异性玫

瑰花技术从牌细胞中除去抗原特异性 B 细胞及

前浆细胞(但基本上保留浆细胞〉 以后， 再与骨

髓瘤细胞融合， 并与未经处理的牌细胞的融合

结果进行比较，观察浆细胞在淋巴细胞融合中

所起的作用，作为了解这三种不同分化阶段的

B 细胞与阴性杂交瘤形成的关系的第一步。

方 法

一、区分前报细胞及我细胞的方法

1. 降化归于求的阳 pH 抗原偶联法

(1) 按 Walker ， S . M. [3 ]改良法 illi~化绵羊红 血

球 (SRBC ) .

( 2) 低 pH 直接偶联抗原法

按 Ling ， N. R . 等人[刊的方法例联抗原，但作女11

T改变， 10 % 自主化绵羊红血球 2 ml ， 离心去上清液，

加入 4 m l O.IMpH4 . 4 的附i"?，;缓冲浪及 0. 5 mI OA 

( 卵消蛋白 ， Sign~a ， No . A-5503)抗原液 (8 mg/ ml) 

充分汩匀后，分装 4 支试管 ， 37 0C 7ki谷内放置 10 分

钟 ， 再在微型震荡器上震荡 2 分钟 ， 然后又放 37 CC7k

i谷 ， 再震荡。女IJJtC反复二小时 ， 然 后用 0.1 5 MpH 

7 . 2 PBS ;浪 tt二次 . 集中R:q管细胞悬浮在 0 . 1%牛洁

蛋白-pH 7 . 2 !'BS 液中 ， 鉴定合格后自己成_.. . í~ 浓度

(6 X 10 8/mI 及 lX 10 8/ml ) ， 此旦p为 OA-蹬化 SRBC ，

4 CC贮存备用 。

2 . 免疫小用牌细胞悬浓的命IJ备

无在[取经 OA 连续加强免疫 4 次的小鼠M!脏 ， 命IJ

成 10 ml BSS一细胞悬液( 置冰浴) ， 自然沉降 8 分钟

后取 8-9ml 置于另→离心管，用冷 BSS 补充至 10 ml 。

混匀后取出 1 ml ， 分装两支 i式管 ， 每支 0 . 5 时， 于

1000 几 p. m (ì水浴 )离心 5 分钟 ， 去上消液 ， 轻击 管

j朗等细胞打匀 ， 然后加入 0 . 5 ml 灭茵双蒸水， 震搞 8

秒钟， 立即加入 0 . 5 ml 的 1. 8 %7i(商盐水， j昆匀后

1000 r. p . m (冰浴〉离心 5 分钟 ， 去上洁液 ， t.;-:;: 管加l

入 0 . 4-0. 5 ml RPMI 1640 ，将向管细胞集中 ， 分 it'z

均匀后计数活牌细胞数。

3 . 区分前;!主细胞及浆细胞

按 Bankert 和 I Wolf [5 1 的方 J芒 照 照 ， jf'Z 1-. .ì主 二是

1J~Ii I)1也j吕·的 10 6 古!;)!'j't:u )]包 Jj 0 . 11111 0 1\ -- fiH巳 SR I:l C

(1 x 10 8/ml)混匀 ， 置冰浴 5 分孙后， tfE勾并在 冰浴

中于 800 r. p. m 离心 5 分钟 ， 然后用悬腕旋转法将

细胞层层剥离分散， 再在冰浴 l þ重复上述离心及分散

细胞 次。然后用 RPMI 1 640 液补足空 0 . 6 mI , 1m匀

后取出 0.3ml(含 5 X 1 0 5 脾细胞 )于另…小 i式营 ， 再依

次力n入 0.1 ml 经 SRBC 吸收过的豚鼠血泊忡忡扎 ， 约

。 .05 m1 50~60 % 的用成熟的三氧化馅液致敬的 OA­

SRBC , 0.0 5 ml 用 BSS 适当稀释的兔抗鼠 Jg 血 清。

充分混匀后注入 Cunningham 氏玻片小室中 ， 用脑封

口， 置 37 "C孵箱中 2 小时后在显微镜下检测空 斑 Ul[J

单纯空斑， 代表浆细胞， 见图 1 )及玫瑰花-.空斑(简

称联合空斑，代表前浆细胞， 见图 2 )数。

图 1 单纯空斑， 代表浆细胞(SIg - ， 分泌抗体 〉

(上图〉

固 2 玫瑰花一空班 ， 代表前浆细胞 ( SIg + ，分泌

抗体>CT图)

二、带有特异性裴面 Ig 的 B 细胞的去除及鉴定

按 Walker S. M. 等人 [f> ]的方法 ， 但作若干重要

改变，简述如下 :

无菌取牌制成 1 0 mI BSS-S-细胞;恳、 ì夜 (BSS-S ，

平衡盐溶液 Blanced Salt Solution + 5 %小牛血 清)轻

吹自匀后直立静置 8-JO 分钟 ， 取出 8 ，- 9 ml 聋子另

一离心笆'中 ， 混匀 ， 再分至 4 支试管巾 ， 每管 1 . 2 m1 0 

于 800r. p. m 离心 8 分钟去上清液后 ， 轻击管底，

每管如l 入 0.6 mI Tris-NH jCl(Tris 1 . 03 克 ， NH.C1 
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3 . 735 克加蒸馆水至 500 ml ， 用 1 N HCl tIW'í'î pH 至

7 . 2)用滴管轻吹均匀 ， 在 20 0C水浴中处理 10 分钟 ，

其间摇动试笆， 2-3 次 ， 而后每管加入 5 ml 冷 BSS-S

液， 混匀 ， 于 100 0 r. p . m 离心 8 分钟去上清液， 然

后各管加入 1 m l 冷 BSS-S ， 轻轻吹打细胞， 将 4 管

细胞集中 ， i昆匀后计数1舌脾细胞数。

取上述去红细胞后的活脾细胞分置两支试管， 每

管 2 ;< 10 ' 细胞 ， 800 r.p. m 离心 5 分钟 ， 去上清后每

管加入 0 . 5 ml 冷 BSS-S ， 然后匈笛'再加入 0.35 ml 

OA一瞪化 SRBC( 6 x 10 8 /ml)。将细胞轻轻吹打分散 ，

在冰浴预冷 5 分钟 ， 1:益，匀后根据实验需要按下歹1]三种

不同的玫瑰{E形成条件分别继续进行: ① 500 r. p. m 

离心 3 分钟(冰浴)-+悬腕旋转分散细 胞-*500r . p. 

m 离心 3 分钟 (冰浴)-*悬， fl宛旋转分散细胞。② 800 r. 

p. m 离心 5 分钟 ( þ):浴 )-*悬腕旋转分散细胞-*800 r. 

p. m 离心 5 分钟(冰浴)-*;吉;腕旋转分散细胞。 ③ 80 0

r. p. m 离心 8 分钟(冰浴)->-悬腕旋转分散细胞-*800

r .p. m 离心 8 分钟 (冰浴 ) ->-冰浴 30 分钟-+;喜、腕旋转

分散细胞。 然后各管加入 5- 6 ml 冷 BSS-S ， 并分别

移至二支装有 2 m叫l 比重为 1. 0ω90 的泛影葡胶一聚庶

分层液的离心管液面上， 按 WalKer 等人[6] 的方法，

在冰浴中以 35 00 r. p. m(2000 g)离心 15 分钟 ， 取界

ïíïi细胞用 4-5 ml BSS-S 洗→次后集中:悬浮在 BSS 中，

此即为去J卓有 特异性表面 19 的 B 细胞 (包指抗原特异

性 B 细胞和l前浆细胞)后的其余样细胞。

去除效果鉴应 :

将上述两饵'(2X10' 脾细胞+ 2 X 108 OA一股 化

SRBC/ 管 〉 细胞在玫瑰花结试验结 束后 ， 加入

RPMI，640 ， 补足至 4 ml ( 准量 ) ， 混匀后取出 0.1 ml ( 含

5 X 10 5 牌细胞 )。同样 ， 将分离完毕后的其余牌细胞也

取出 5 X 10 5个 ，按同样条件同时用单层空斑技术测定间

接空斑数，比较用分层浪分离前后单纯空斑( FlP浆细胞)

及联合空斑(前浆细胞 )数的变化情况。

三、杂交瘤方法

1. 小鼠免疫方;去 : 取 6 周龄左右的 Balb/c 小鼠

或昆明种小鼠 ， 用 OA 完全福氏佐剂 。 .2 ml( 含 0 . 8 mg

OA 抗原 )腹腔内注射， 经基础免疫 6-8 周后 ， 根据实

验需要， 技 Stah 1i 等人[7 1 的可溶性抗原高齐1) 1P:连续

加强免疫的办法 ， 用 OA 腹腔内注射加强免疫。

2 . 细胞融合)ji去 : 将分离除去抗原特异性B 细胞

和前浆细胞后的牌细胞 \j 作为对照的未经分离的同 一

小鼠的牌细胞， 以 2: 1 的比例与何髓瘤 细胞 NS ， 或

P2/0 细胞分别进行融合。每块 24 孔板的牌细胞数

均为 4 x 10" ， 骨髓瘤细胞数为 2 X 10 6，融合剂为 PEG

[ Merek , M. W. 1000 ， 用无血清 RPMI ，ω 配成 50%

(W / V ) ] 0 . 4 ml。按常规融合后分 i放在每孔含有 1 X 105 

个正常 Balb/C 小鼠腹腔巨噬细胞的 24 孔板中 ， 于

3rc 、 5%C02 孵箱内培养， 丹:恨J肘 '， !，;:1Æ;及时换 HAT

培基。

3 . 特异性杂交瘤的测定方 法--ELISA 方法 :

按照刘尔翔等人[8 J 的方法提取小rri[ lgG，鉴定并

免疫家免。

参!!!;\ Pharmacia 公司有关 CNßr ìli化玲、脂糖 4 B 

{，'Il以蛋白的说明及沈明啡[9 ] 的有关方按步骤 ilJU 各小

在[ IgG MJ亲和层析桩 ， 并用兔抗鼠 IgG 全血沾过柱、

洗)j兄 、 浓缩并鉴定经东和I层析分尚必得的免抗 鼠 IgG

全JlÍl请中的特异 IgG 。

参照 Wi1son ， M. ß 等人[10] 的方法 ， 用过腆酸

铀j去 ;I]U备辣根过氧化物酶与上述经米和1层析提取的兔

抗鼠 IgG 结合物， 再经过结合物i商定 、 tft原滴定而建

立 ELISA 测定特异性杂交瘤所分泌的抗体的方法。

结 果

不同条件下形成的玫瑭花， 经用

1.090 分层液 ( 2 ml , 3500 r. p. m 离心 15 分

钟 )分寓前后，前搜细胞及浆细胞的敢量变化:

三只昆明种小鼠经 OA 完全佐剂基础免疫

6 周后，用 OA 腹腔连续加强免疫 4 天 (剂量

分别为 0.2 ， 0.4 , 0.4 , 0.4 mg/天)，然后分

别取脾细胞按下列三种不同的条件形成玫瑰

花， 并用单层空斑技术测定分比前后)J牢细胞中

前浆细胞和浆细胞的数量变化， 结果如表 1 。

由此结果可知， 三种不同条件下形成的玫

瑰花 ， 经用上述同一条件分离后 ， 可将已形成

玫瑰花空斑的前浆细胞 分离除去， 同时可将

浆细胞基本保留下来。玫瑰花形成条件③是原

作者 [6 J采用的条件， 考虑到改变后的条件②

与条件③相比， 浆细胞的存留 了.?í~很接近 ， 但②

可以省去冰浴 30 分钟这一;JJ ，这对分离后的脾

细胞用于融合十分有利， 同时鉴于政 rJîb花形成

条件①虽然浆细胞存留率高， m恐因肉心速度

小，时间短， 有可能部分前浆细胞未能形成玫

瑰花而存留下来，所以在正式分内融合实验时，

采用玫瑰在形成条件② ，而不采川条件①攻③e
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骂是 1 玫瑰花形成条件不同时喃 经用 1.090 分

层?在分离前居前提细胞及辈细胞的敏章

变化
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5 0() 人 p . m 

1 i l离心 3 ;，￥钊:
，-U ， 叮 J13 0 
'_ ! ({Jj二浴)+葱、 ì ':ì

: -~~复 一次 l 

l8m. p. m 

(|离心 5 分钟
ω 1 " ， .-::，." . r:I ",", 148 0 330 260 80 、_ [ (冰浴) ->-;另:υ -

|+重复-次

l800 r .p.n1 ;1! | 

|离，乙、川、专 !J i l1 

: (冰浴 ) -~. 军 iY : I 1 

@ j vEOO r .13.ml 1 18 。 l m l 218 i 7 6
1离心 8 分别1 l ! | i 
!CI :l<. ffi ) → {，j、浴
130分钟 ---;.-恶 ;J! : i j I 
二、周抗原特异性玫瑰花方法，分商除去

小鼠脾细胞中括:黑特异性 B细胞和前浆细胞后

对阳性杂交癌形成率的影响

经 OA 完全福'氏住剂基础l免疫一个半月以

后的 ßalbjc 小鼠 ， 用 OA 抗原分别以 O札.2L、 O队. ,1 

0. /1仁、 0 . L1 mgν/天腹腔内 ?汀注l二射:连主f续;卖:力加i15.强虽贵免」疫 4

天j尼后E百;]阳汉脾细 1胞包 ， 用抗原特异性玫瑰花形成技术 ，

分离除去牌细胞中抗原特 j~;~. if生 B 细胞及1}ù浆细

胞，然后分别与 NS1 (实验组 1 ， 2幻)或 SP':γγ/

( 实验红纽l 3 )细胞i进企们行.融合 ， 井月用j ELi应SA 方方-法F茹蹄2奇j 

i边3韭([阳;利H性杂交?瘤剖孔 ， 二次实验结果总结如表 2 。

i1 l 二 因京方差分析测定有关的三个 F {茧，

结果是 : 米外商与分离后 融合实验'之 rßJ

F ,,= 20. 21 ， P<%oo ， 说明有非常显著的差异 ， 而

各实验{f!. l之间 F oc' O.2526 < J ， P > 25% , ì5Gl ji l 

实验组之间元性者差异， fk 立 F =c l . 752.4 ，

P >5%η iS~.l tr] 二 7 个实验41;<-1处理[ UlP分离)的反

226 ~0 7 !l ] 

i、江为二 -j幻'白 。

表 2 用抗原特异性玫瑰花形成为法， 分离除

岳11飞熙膊细胞中抗丽特异性 B 细胞及前

! 浆细胞对阴性杂交捺形成率的影响

1 未分离融 353:坠 分离后融合实验
: .... 'r:哈 ! 以在为 I i;b Ì't杂 ;特异性效j Cl ;J~I与本 !阳性杂 特异
( 吨， ι iu小人;交癌孔;二辛-~ • 户'小λ安瘤孔但效率

纠别 ;瘤IL数|数 i (%) I瘤孔数l 生!〈 l {%) 

23 12 I 52 . 17 13 I 2 I 15 . 38 

2 6 飞3 50 . 00 8 12. 50 

3 11 7 (;3 . 64 8 。 。

Ft A 1JlF L l 40 22 29 3 

三F j匀 ! 5;') . 00% ! , 9.2 9% 

阳性杂交瘤呗• ~号异性放二字 - 二 x 100 % 
总杂交瘤数

讨论

Andcrsson 等人 [IIJ用速度沉降注 ll1有丝

分裂原 LPS 等体外激币 tn巴细胞的方法 ， 认为

B 母细胞能 .1'1 ，月髓瘤细胞融合并形戚分泌 Ig

1'j~J杂交瘤 ， I而处于静止状态的小淋巴细胞不能

形成杂交瘤。 Claflin 等人 [1 叫去;剧 ， 获得阳性

杂交瘤的最近时问在空f1{形成细 胞高峰前一

天， 这提示融合实际可能发生在"前浆细胞"阶

fJ~ o Köhler [13J 、 Shulman [1 4 J 、 Stahli [7 J 和1

La ke l 川等人认为分:涩、 Ig 的细胞 1!iJ空斑形成细

胞才是参与融 古井形成有分泌抗体功能的杂交

J白细胞。所有这些作在在进行这些实验和分析

其结果时， 均未能将分地tA体的浆细胞和自112在

细胞力il 以区分。当用抗原特异性玫瑰花技分术

离除去抗原料 J异性 B 细胞及前浆细胞，以后 ， 用

保留有 80%浆细胞的)j串细胞进 衍融合时 ，杂交

瘤的特异性效jfi从未分离时 平均55%下降到分

离JB平均 9.2S?ι 假定浆细的是:参与融合并形

成有分记功能的杂交瘤的，那么经 ;t 离 ìf.~'融合

形成的 29 个杂交瘤中应有‘ 2 9 >< 55.0 ?-'ó x 80 %' 

== 2 0 个阳性杂交堪， 而实际 i 只有 3 个。由此

实验结果分1}，' : 民细!JpJ. (sIg - ，分泌 Ig ) 参与融

合并)f~成 R手J' JJ- ì:{: ~立体功能的杂交瘤的可能性

很小 o Pas]ay ， J . W 等人 [1 ß J 证实 ， 最高 i曾 }ú

)U] I'fJ)f!f细 jj[~[融合滔形成的杂交瘤最多 ， 认为参
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与融合的细胞是激活后的增殖持!细胞， 而不是

最后阶段的浆细胞。 这与我们的结果相一致，

至于是前浆细胞还是抗原特异性 B 细胞参与融

合形成具有分注扰你功能的杂交瘤，仍有待进

…步实验证实。

下歹IJ措施对古增进分离融合实验的可靠性

是至关重要的 : ①用 Tris-NH4CI 于 . 20 CC处理

10 分钟的办法去掉牌细胞中的红细胞，而不是

用分层液分肖的方法" i ， 不仅简单、 易行，

而且效果更好， ②酷化血球改用 8%戊二医生，

减低了非特异 性 ;'h~ ，时的倾向 [4]，③玫瑰花形

成丛其后的分闯过程均在冰j谷中进行， 因在

37 0C iJ、j'非特异性和li附及去!垛能力大为增强[4] ，

这将使部分浆细胞被二I f.:特异粘附而被去掉，所

以不能反映出脾细胞中这两种细胞的本来面

目。因醒化以后的红细胞离心时更易下沉，为了

保证脾细胞与 OA一睦化血球形成玫瑰花时能

有更多的机会均匀地接触， 本实验以增加细胞

浓度、 分管离心的办法减少总液量，同时用快

速调至所需j虫度 <SOO r.p.m ) 的办法来减少玫

瑰花形成试验时因细胞沉降速度不同 lTd可能引

起的分民现象。即使这样， 也难以保证每一个

有抗原特异性表陌 Jg 的细胞都能与三个以上

的 OA一旺化 SRBC 形成玫瑰花。经过分层液分

离后仍会有少量带有特异性表面 Ig 的细胞未

被沉淀而存留。这也许就是经过分离以后的融

合实验中仍有 9 . 29% 特异性杂交瘤的原因。④

分离融合实验整个流程需 5 . 5""_'6 .0 小时， 融

合前的整个流程中血清的存 在(BSS-S) 对于保

指脾细胞的活力是极 重要的。⑤考虑到温度

和时间对杂交瘤形成的影响，在作分离和未分

离脾细胞对比融合实验时，要同时融合，即未分

离融合实验也放在分离实验完成以后再做。 另

外，尽量作相同的jgi度处理。且在结果处理时不

以共有多少个阳性孔来衡量分析分离前后的融

合差别 ， 而是 ìJ.q!j异性 1)1'1 性率进行比较，这样就

可避免因融合自u止融合过程中可能发生的条件

差异所造成的实验误差， 使实验结果能真正反

映出脾细胞中不同分化阶段的 B 细胞与骨髓瘤

细胞融合并形成具有分j:Lì_;特异性抗体的能力。
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