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动物淋巴细胞体外转化反应稳定性因素的探讨

(一)影响家兔T淋巴细胞转化反应因素的研究

王文 ;}Jj' 赵 月 梅

〈兰州 í~ '~;句:系Jf号1生理学教研主)

淋巴细胞转化反应( 简称;\f~转)是机体细胞

免疫机能状态的 司主要指标之一， 在临床方丽已

被广泛应用 [1-3 J 。 为了能在实验功物中建立常

规的测定方法， 获得较好的可复性和稳定性，

并能客观地反映机体细胞免疫功能状态，我们

对 家兔淋转休外培养诸影响因素的条件进行了

较系统的观察研究 ， 切步 '!~l! 明 Jt影响因素。 实

验结果 总结如下。

材料与方法

-、血样

从健康宋先 问:综 i挣咏 Jì'.(巾 ， 勾嚷:到全 IliL}j! 1入 ] 5~

20 单位肝素。

二、淋巴细胞转化反应的方法

采用微 ~p :Î': I !IU川作方山[ I J。将肝京化~í~ .i iß. 0 . 1 ;毛

升 . 置于合植物1(11 凝京 ( PHA ) 133 ;f贝 克/ ;:~;)+户;乔波

( !'- 川、 [ r~~药工业 出口、υIW~l)'< ， J比号 8 1066 υ 配制成 0 . ] %

浓J}i ， 即 0 . 1 毫升含有 100 微克 )相传 20 %小 1:):: [I!L洁

的 RPMI 164 0 液 3 毫到小瓶中 ， 每毫安| 营养液加入

-甫一 - 链霉 京谷 100 单位 ， 用 5 . 6 % NaHC03 lj.~j王'. pH

7 .4 ， 置于 3í 'C讯地育(为后述方便， 将此种营养液称

为基础营养液 ) 68~72 小时。 终k J古养 后 ， 将:I{~ 养

伤先移至高心管内 ， 经 ] 0 00 转/分 离心 1 0 分钟后齐

去 2/3 上清液 ， 力11入 fß:渗盐水弃原;夜 筐 ，再置于 3í 'C ì1Ífl

育 ， 使大部分红细胞 溶解， 经 1000 转/分离心 10 分

钟 仑7予 i: ?育;夜 c 然后用冻得I~生一叩同~[混合液悬浮， 经

Li O O 转/分离心 10 分钟 ， 全弃上清液。上述步骤再重

复一次。弃上洁液留ln :量将细胞悬浮 ， 用滴管移至破

j于止，使之自 然散开， 待干后用 Wri ght-Giemsa 染色。

将每一标本在irtl镜下 :十数 2 00 个淋巴细胞 ， 并第 tJi i-林

l:~ I:J 细胞( 包衍染臼体组lZ过渡贺 1) ) !'r'>j 肖分比 ， iljJ为淋

巴细抱转化率。

豆、动物编组

24 日li;]j'H. t-:~ 洛因素的条付 ， .8 tJ;'小';二 í[1J清含景和

PHA 合 留的变化， 营养浓习飞;1 p H (I'Il!，及不同 jhi IH 等;

四个方闯进行观察研元。 为此 ， '即功'物分为四大绍，

勾结 i选他胶东兔 JO 抖。刘·科是.H(r可因 索， 每次实验

j~l 一川东三巴布!、 !古j lnJ 进门!t.校 ， iíiA、 1;_jJ 民 j变 他设复管 3

瓶 ， Il ~ 卢Jj在J{}'!)j' ' i~、~:Y:!Y~放JFe

结果

不同小牛血清含量对淋转的影响

:博基础营养液中小牛血清合适 分另I J 改为

5 % ， 1 0 % . 15 % ， 20%和 25%等五种， 各加入

O. ] 毫升同一只家兔外周 IID， 进行培育。 从图 1

可以看 出， 含 5%及 10 %其转化率只有 2 0 . 2 土

3 . 96% :SX 20 . 0 土 4.16 %, 1币 fT 最 为 15 %和

20 %时，则转化层:分 别 增 至 1; 3 . 6 士 3. ，j 8 %及

52.0 士 1. 84 % ， 但当含量增加到 25%时， 其转

化率反而仅为 2 9 ， 9 土 5 ， 2 8 % 9 分别经统计学生主
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图 1 不同小牛血清含量对淋转影晌的比较

Jl1qf 与合 20%相比 ， P 值< 0 . 05 或< 0 . 001 ，

均有非市 141若 tt 兰异。

二、不同 PHA 含量的影晌

在 ~i~; :{凶营养液巾分别力11 入 80 ， 100 , 120 , 

133 , 150 , 170 , 200和 230 微克/毫升的 PI-IA

等八种不同剂扫 ， 然后再各力11入同一只家 兔

0.1毫升外周 J[I且进行培育 比较。结果见区[2 。当

PI-IA 含量每毫升营养液为 ] 33 微克 时转化率

最高， rÍIÎ 含量减少或增加 IH Jt淋转率均降低。

经统计 :γ处JU1 PHA 含量为 80 微克 ， 100 微克 ，

12 0 微克， 150 i;'i~ 克 ， 170 微克， 200 微克和

601 

,
"1 

(
AF) 

J 剧 100 I ~υ I:~:~才可节了 :!UU :!;可
PHA合 M ( r.1~( Jl ) 

[蛮 2 不同 Pl-fA 含量对淋转的影响

230 微 }'l/宅升同 ]33 微克/毫升相 比， P {~i均

<0 .0 01 ， 有非常旦若tt:差 异。

三 、 营养;液不同 pH 对淋转的影晌

将 .U;{î:l:背 /t-' 11" pI-I ;自月 j 5 . 6% NaHC03 分

别 问至 7 . 0 ~ 7.2 , 7 . 仁和 7 . 6 凹种 ， 然后各加

入 |司一只家兔外周血 o .] 毫升进行培育比较。

从表 l 可以看 出 ， pH 7.0 与 7.211才 ， 其转化率

最低 ，而 pH 7.4 时，转化字达到较高水平。经统

计学处理 pH 7 . 0 和J7. 2 ， 7. 4 同 pH 7 . 6 相比，

P< 0.05 或< 0.00 1 有非常!在著性差异。(见表 1)

表 1 营养液不同 pH 对淋转的影响

j材巴细胞转化
组别 例数率均数±标准 P 值

|误(% ) 

( ] )pB7.0 1 10 40.8 士 2 . 04 1 (1 )I-j(3 ) 比 ， P< O. OOl 

(2)pH7. 2 i 10 4 1. 3 士 1(. 1 5 (2) 与 (3)比 ， P< 0.05 

(3)pH7.4 1 10 52.0 士 1. 84

(4)PH7.6 ' 10 i 48.9 土 2 . 99 1 ( 4) 与 (3 ) 比 ， P> 0. 50 

四、不同血量对淋转的影晌

将基础营养液加入同一只家兔外周血， 但

每培养朔I血量分另IJ加入 0 . 03 毫升 ， 0.1 毫升和

0.2 毫升以上进行培育比较。 实验表明，血量

0 .03 毫升和l大于 0 . 2 毫升其转化率均转低，同

血 量 0.1 毫升相比， P 值 < 0.001，均有非常显

著性差异(见表 2 ) 。

表 2 不同血量对淋转的影响

+例!}标巴细胞转!
组 另 IJ 业:1化率均数:1: :

l数|标准误(%) :

(1)血景 。 .03 盯 1 10 1比 0 土 5 . 65 1< 1)与 (2 )tl ， P< 0.001
(2) 血:居 0.1 毫升1 10 1 52 . 0 土 1. 84' 

(3) 血量 。 .2 号11 10 1 45 . 5 士 3 . 2比 3)与(川，P<O.OOl

P 值

讨 论

人外周血淋巴细胞体外培养方法甚多。 为

了获得较好的动物实验结果， 在木文研究中 ，

采用微量全血法测定家兔外周血淋巴细胞对致

分裂原(PHA)的转化反应。其方法，操作简便，

用血 量极少， 而稳定性好。文献报道中曾提出

IJ叫工血清不同、浓度对人的淋巴细胞体外培养是

有影响的 [4 J。我们观察的结果同文献报道相一

致。当小牛血清含量为 20%时，家兔外周血淋

转率最高。 而含量过低或过高时 ， 其淋转率均

为低下。可见 ，小牛血清含量太多对细胞培养是

有毒性作用， 而含量太少由于剌激作用不够，

转化率又较低，故要选择其适宜浓度。 在实验

中还发现混合牛il[l清比正在头牛血清更佳。
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关于 PHA :\q :x、l 淋 巴细胞 体 外转化反应

的影响， 我们发砚 ，对家兔而言 以 133 微克/毫

升的含量其淋转不最高， 是适宜的浓度。可见，

PHA 含量太低由于激发作用轻 ， 致使转化率偏

低， 而含量太多可能因为引起红细胞发生明显

凝集又影响淋巴细胞转化。 这一结果同文献报

道一致[町 ， Trowell 氏认为 pH 波动范围较大，

可以从 pH 6~pH 8 . 4 [ 6 ] 。 但我们发现， 在没有

CO2 温箱的情况下以 pH 7.4 为宜 ， 其转化率达

到较高水平。 这可能与机体正常血液酸险度为

p H 7 . 4 这一因素有关。而 pH 7.0 和 pH 7. 2 时，

淋转率偏低。因此， 营养液 pH 值在每次实验时

就要固定在同一条件下进行培育， 这对淋转的

稳定性是有重要意义的。

在 3 毫升 RPMI 164 0 营养液中， 究竟加入

多少lÍll置;注:曰: ? 能否以最低限度的血量而获得

较好的实验效果? 在我们实验研究中 ， 0.0 3 毫

升血量生挺不好且转化率处于低水平状态， 这

同文献报遥相吻合l7]。但血量超过 0. 2 毫升以

上转化率又有}Yl 降低。究其原因或是由于营养

液中营养成价不足 ， 或是由于细胞拥挤[町 ， 我

们在选择I臼 量与营养液两者之间比例时 发现在

3 毫升营养液中 nx家免JllJ. 0 . 1 毫升， 其转化率

最好。
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胶质纤维酸性蛋白免疫细胞化学技术及

其在体外培养胶质瘤中的形态表现

居 俐 王天佑邵 文钊历俊华

(北京市神经外科研究所 )

胶质纤维酸性蛋白 ( Glial F ibrillary Ac idic 

Protein 简称 GFAP)首先由 Eng 等人从含有丰

富的纤维型星形细胞的多发性硬化斑块中分离

出来 [ 1 ] 。 此后用组织化学及生物化学方出证明 ，

这种蛋白质存在于正常星形细胞(主要是纤维

型星形细胞) 、 反应性星形细胞及星形细胞瘤

的胞浆中 [2 ] ，是星形细胞的一种标志蛋白。神经

病理学家用它来识别星形细胞来源的 肿 瘤 [ 3 ] 。

通常用来显示细胞内 GFAP 的方法是免疫 细

胞化学法。 它利用抗原 、 抗体反应的原理， 具

有较高的特异性和灵敏性 ， 但是染色结果常受

很多因素影响。 我们摸索了体外培养的胶质瘤

细胞显示 GFAP 的免疫细 胞化学染色方法 ， 比

较了某些实验条件， 取得了较满意的结果。

材料和方法

一、培养细胞

1. 胶质瘤细胞 : 为我所建立 的米源于人多形性

胶质母细胞瘤的细胞系 ， 代号 BT 325 ( 资料待发表 )。

在 RPMI 16 4 0 培养基及 20 %小牛血清中 ， 每 7 天传

{-I(:→次 ， 至今已 65 代。本实验采用第 5 1 代至 60 伐 g
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