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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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细胞生长于培养瓶中的小荒号子'1' L, 传代后第二天取

出染色。

2 . 对 H\'!细胞:人脑i!I史瘤细胞 、 正常人成2行fi卢细胞、

人胚肾上Jx细胞和人胚心肌细胞 ， 均为短期1本外1';'~养。

i江 UfH)是~~ ~~j :进:u固立前均 t~ 磷酸绞 (qJ盐 7j( ( PBS )

洗 1 次。

二、抗血清

1. 兔忧人 GFAP 抗 liìi 泣 ， 系!:f.I Eng 博卢 l:~曾出。 tft

原系自人多左;性 硬化 出:Jh 分 liS ri;J G F AP ， 分子 fz

41 ， 000 至 屿，∞0 ， 免疫兔得到抗 iÍil.i舌。

2 . 在抗兔 IgG j'，'LiÚL洁 ， 111 本所免疫室提供。

3. 过氧化物自每一fjl过氧化物酶复合物(PAP) ， 丹

王二 DAKO 公司广:品 ，

4 . 辣根过氧化物酶标 i己羊抗兔 IgG 抗 l也清，北J1

4.物制品研究所产品。

三、固定

在1用两种不同的白山为讼 ， I~吁在 !i~' IÏî PBS 1:1' 洗 。

1. 4 %多聚'ti ~~[仆，阳启 2 /) 、肘。

2 . 4 %中性甲跤， 阳立 2 小时 。

四、绿色

1. PAP ìt; [5 1 

(1)处理细胞膜 z 用过下述二种无注:

甲 . 1 % Triton X-IOO ， PBS 自己俐 ， 处;但 30 分钟 。

乙 . 1 %盐酸酒精(70 ~OH l ,'i) ， 处 ßf 10 分坪，仨

进入 70% 酒糕 。

( 2) 第一抗体 : ] : 250一 1:500 兔价人 GFAP j;'L 

_~IL i育 ， 曾 i式i二I室混过夜 ， 37 "C 30 分钟或 4 0C冰箱ιj 夜。

(3) 第二抗体 : 1: 20 羊抗兔 IgG jj;~ i!; L!'i与 ζ ;把戎

3rc , 30 分钟。

(4) 第三抗 i木: 1: 50一 l: lOO PAP， '有混或 :{7 'C ，

30 分于中 。

(5) 显色 : 曾Jlj i_J北京化工l 丰IJ王国 Sigma i 

t' fr'0 3 ， 3 一二氨基 lí'1、守在!胶 ( DAB ) ， ~卖剂主普及 jl ~f{1L

氢浓度见文献 [ 51 。

h ;~t.:轻斗 iz特异苟色， 用 .W品J 1.*万;1; : 
f'(! . .{:jjm第…抗体前， 用 1 : 2 0 正常注 lfil 1帝王二温

F处E月1号。片 10 分钟。

乙 . .T:E第一 . 'l'rl第三抗体的稀释液中， J安 1 %体积

Jm入正常年三血泊。

2. 间接;去

第 (1): ( 2)两步同 PAP 沽 ， 第 (3)步用 1 :4 0 酶

标羊抗兔， 在主温或 3ï "C下处理1 30 分钟。不用第三

抗体，显仨及其后处理同 PAP i~去 e

五 、 对照

1. JfL血洁对I!口 ， J:;. 1: 2 i) 0… 1:500 的正常兔血清

代替第…;立体。

2. :!li胞对用 ， 月'IJ二达 ;.:J !f(.j 细胞代~肢质瘤细胞。

结果

一、染色方法

!古!定 以 4 %多衷甲睦 2 小 时效果最好，

4%中性甲睦效果较差。细胞用 1 % Triton X-

100 处理 30 分钟 ， 或 !R 1 %盐酸酒精处理 10

分钟均可， '1.f:l以前' 在'为佳。 未经此步处理的细

胞. 染 色为阴性。 PAP i去校 (nJ 接法 的非特异

着色疵 ， 将正常羊血清按 1 %浓度为11入第一 、

三抗'体中贝I}效果更好。环境温度对结果产生明

果影响。加第一抗体后，以 4 ùc冰箱过夜的效

芳:最好:室温下囚温度放到J较大 ， 结果常不理

想1. ; 37 cCll~J 非特异 l虫附明显加重。第二、 三抗

体处理时 ， 室温较 37 0C为好。第… 、 二 、 三抗

血.清的最适稀释度分别为 1 : 250 ， 1:20 , 1:50 , 

不同厂家的 DAB 显色效果差别很大 ，北京化工

厂附 DAB 能产生明显的非!~'=;)': J平着 色。

以正常兔血清代替第二抗体，结果阴性。

用上述方法染垣月1培养的人脑膜瘤细胞 、 成纤

纬:细胞、 胚胎肾上皮丛心肌细舱， j匀呈阴性反

应。

二、股质瘤细胞中 GFA P 的表现

光学界.微镜下 ，BT 325 细胞中的 GFAP 被

染成棕黄色 ，存在于胞JEl书， 1:1: 不同形态的细胞

巾农现不同。 核不着色。

阁 1 /J 、圆形细胞( ..c:一… ) ， 胞浆少 ， GFAP 旦均

匀浓染z 梭形细胞(立=) ， 胞浆较宽 ， GFAP 旦纤维

状， 突起顶部膨大成球形 ， 1六染。 x 80Q 
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小 0il 7U细挫， 也;农少 ， GF.AP 呈均匀浓染

( 因 1 )。

页极细胞， 细长的夹起伸向两端， GFAP 

均匀浓染 ( [到 2 ) ， 但有时 在高倍镜下呈细丝状。

棱7号或纺锤形细胞， 月包浆较宽 ， GFAP 可

呈细纤维状{罔 1 、 2 ) , iü细胞托车出走行，也

可呈均质状， 在细胞~;~íl~的顶端较法。

星形 ， 三角形成多角Jb细胞 ， n包体大，胞

图 2 双极细胞们一一) ， 如七己的突起4月1 ríõj 两端 ，

GFAP 均匀浓 ~{，~ ; 纺锤形2日IJI包( t== ) ， GFAP '， '.均 j贞
状。 x 400 

[}! 3 、 4 三角形 、 多角形 细胞， 胞休较大，

GFAP 奥纳纤 ~t状 ， 大多j人核周 r í，j 周边分布 ， 但也有

闯一极到另一似的纤维， 核 '}9 以 i'L x8 00 

佟1 5, 6 大片状的且在核或多抄:细胞 . GFAP 旦细

线状纠?啊 ， j~ r. y!J疏松 . 多从核刑 ir. l ] 11 1、 5 1 础'如状f.ii 歹1] ，

核周较浓 ， 核阴性。 x 8 00 

浆丰富 ， GFAP 呈纬1纤位状， 大多从核周 j农染

区向周边分布，但 山可由一极 伸展到另一极 ( 图

3 、 4 )。

大片状的单核或多核细胞， GFAP !呈细线

状纤维， 排歹ij 曰:松 ， 多从拉周 h! 夕i、呈放散状排

歹I j ( 图 5 、 6 )。

以上不同形态的细胞);;'(j .rií -' ‘ 妇:本 q:J 同时

H:ltf\l.。不同代的细胞未表现川 1日1差别。

讨论

免疫细胞fk半技术中的… 个 1 0:要问题是非

作异性着色。 第 二抗体中的斗 1~ ~ .iI:异成分能与细

胞及背景结合， 这时用 rè] 控 j去 R!i被ja 色 。 而在

PAP 法中 ， 这种非特异的抗休 不 能与第三抗

体再结合， 故不能被JE示 ， 从而大 ::kV在轻了 二11三

特异着 色"飞。 {E PAP 能与细胞表[闹的 Fc 受

体结合。 为了减少因此产刃，的 :II~特异着 色， 应

加用正常羊l(lL i育将细胞表面的非特异结合部t>:

封闭。因 PAP i去白色对抗原的 5;二起放大作用 ，
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提高了灵敏度，故应尽量减轻第二抗体的 ::II='特

异结合。对此，我们采取了两种方法: (l)对

第一抗体作高度稀释 ， (2) 将此步反应在 4 0(;

冰箱中进行。 PAP 的分子较大，分子量约

400 ， 000 道尔 :顷 ， 不易穿透细胞膜。用非商子

去污剂 Triton X-IOO 处理细胞膜后，效果比较

满意。 PAP i去的染色效果还决定于 PAP 的 11;IJ

备三种抗血清的稀释度是否适当、以及

DAB 的质量。 我们曾用自制的 PAP，取得了相

似的效果。

BT 325 系来自胶质母细胞瘤， 即恶性星

形细胞瘤;经多次检查， GFAP 均为阳性，而

各种对照细胞则为阴性，说明该细胞系具有星

形细胞的特点。 为了进一步证明这一方法的特

异性， 我们还对一些人脑瘤标本的石腊切片用

双氧7](甲醇处理后作 GFAP染色， 发现星形细

胞瘤多为阳性，神经细胞、少枝胶质细胞、正

常室管膜细胞 、 血 管成分以及非星形细胞来源

的肿瘤均为阴性。

GFAP 在肿瘤细胞中的表达随分化状态而

改变 [ 2 ] 。恶性度高的星形细胞瘤，在分化较好

的区域， GFAP 染色可为阳性，而分化差的区

域则为阴性。体外培养的星形细胞瘤经多次传

代，有些细胞系可由 GFAP 阳 性转变为阴性

[ 7]0 GFAP 在星形细胞内可呈均质状存在，也

可呈纤维状， 这些纤维在电镜下为纤维束， 每

根纤纤1; .[1[径为 8 -10 毫微米，属于中等纤维

(lntermediate Filaments) ，为细胞骨架结构的一

种[ 2] 。

本文所报告的各种形态的星形细胞，是细

胞分裂后逐步成熟的各阶段。园形细胞常成双

存在，两个并列的圆形细胞可同时伸出突起，

说明是分裂后的二对细胞。梭形及小多角形细

胞附近有时可见到相似的细胞相伴存在。在这

一过程中，GFAP 由均质状渐变为纤维状。此后

细胞呈大片状，伴有纤维状的 GFAPo Duffy 

等人[8]在结时电影的配合下 ， 证实了上述过程 ，

并认为犬片状细胞进一步演变f:!il 成为多突起的

星形细胞。 在 BT 325 细胞中，有些细胞具有小

而紧密的胞体，胞质少，突起细长。 胞体及突起

中的 GFAP 以均质浓染为主 ， 间或有纤维。突

起的数目多为 2 个( El!1双极细胞) ， 间或有 3 个

或 4 个。这些可能是来自大片状细胞， 并可逐

渐变圆，进入分裂期。我们未见典型的多突起

星形细胞， 这可能与该细胞系经过多次传代，

且来源为一恶性肿瘤有关。

以上结果表明，用免疫细胞化学技术显示

GFAP，可以做为研究星形 细 胞 生物学特性的

一种形态指标。病理情况下 星形 细胞 GFAP

的变化，将是我们进一步研究的内容。

注:本文，所用 GFAP 抗血清系美国 Stanford 大

学 Lawrence F. Eng 博士赠送， 特此致谢。
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