
E略细胞溶E替你消化力的研究

I. 体外培养下小鼠腹腔巨噬细胞

溶酶体消化力的形态学检测

许长照

(南京中医学院病理教研室 )

巨 i理细胞具有吞噬异物 和消 化 异物的能

力 ， 两个过程意义也不相同。 如果只能吞噬异

物 (包括微生物 ) ， 而不能或不适当消化和降解

异物， 必将有害于机体， 引起甚 至 加 重疾
茹苦 [ 1 ， 三， B 1 
v 、， 。

临床和实验研究中有关人体和小鼠巨暧细

胞的吞噬的动 (吞噬率及其指数)作为免疫学指

标已运用很多 ， 但只有在检测吞噬指标的同时

进行洛酶体消化力的观察， 才可能全市认识巨

噬细胞的功能。为此在体外培养下， 我们将小

鼠腹腔巨i览细胞洛酶体:N鸡红细胞的消化力 ，

进行活体和染色标本的形态学观察， 并进-步

在透射电镜下进行核对 ， 证实是一致的， 认为

在临床检测时可以用光镜检查巨噬细胞的消化

力。

方法和材料

1. 鸡红细胞的制备

在来亨鸡翅膀下无菌操作取 1 毫升血， 放在 [) ~~毫

升阿氏(Als的er)液中?昆合，用 。 . 9 %无fiî 生理盐水ðc

涤鸡红细胞 3 次 ， 最后制成 5%恙， 液 (相当于 5←(ì X

10 6/毫升 〉备用 。

2. 小银班腔巨噬细胞悬液的制备

健康小鼠 10 只 ， 体重 20-- 2 5 克 ， 不分时雄。 用

3 %无菌淀粉溶液 1. " 毫升注入小鼠腹腔中 ， 4 8 小时

后注入 Hanks 氏液 1 . 5 毫升 ， 轻轻按摩版腔， 然后抽

吸腹腔液作主j腹腔巨噬细胞悬 液(也可离心沉淀， 用

Hanks 氏液自己成 2 x 1 0 . /宅升悬议)。

3. 巨噬细胞培养

采用静止培养法，先将 j全有鼠尼队[3]的破片条

(8 x 2 4 毫米)插入指管内 ，加入小鼠腹腔巨噬细胞悬液

和培养液各 0 . 5 毫升。 培养液成分为含 1 0 %小斗二血清

(经 56 0C灭污)的 1 9 日 陪养液 ， 青毒素 100 单位/毫升 、

链霉素 10 0 微ï)l/毫升。 一组同时加入鸡红 细胞 悬

浓 0. 0 2.-0.04 毫升/毫升巨白细胞悬液， 在 37 'C温箱

中培养 30 分钟茧 ] 小时， 然后将破条取出， 移放在

简易的培养小室 [ 4 ] 。 在相差显微镜下作活体观察并照

相， 最后用 飞，vright-G iemsa 染色。 另一组巨噬细胞先

经短期培养 3 天后 ， 几乎全为仍具吞噬力的巨噬细胞，

其它淋巴细胞等均死亡. 然后按七述方法加入鸡红细

胞 ， 培养 30 分钟取出玻条 ， 再进行观察。

4. 避射电镜标本的制备

将相差显微镜观察的巨噬细胞在噬月红细胞活体

标本取下 ， 以 pH '{ . 2 、 0 . 1 M 二甲肺酸盐缓冲液桥粹的

2 . 5 %戊二延固定 ，用二甲肿酸盐缓冲液洗， 再用 1 %

级酸阳定 ， 丙阳脱水 ， :2酣酸铀染色， Epon 8 1 2 包埋 ，

包埋时以胶 囊 {flJ 扣在细胞上 [ 4] ， m LKB-4800 或

LKB-2128IV 型切片机制成坦薄;刀片 ， 再用构株酸铅

复染， H - 50 0 ~~!流射电镜下观察。

结果

1.活体现黎

相差镜下儿!二~ r览细胞吞 !股鸡红细胞的全过

程。它先 I句鸡红细 Jj包游7止 ， 在游走时其运动方

向的胞膜胞浆向前突出 ， 夕|、现透明，未见细胞

菇 ， 仅见胞浆移动。 巨 i噬细胞很快和玛红细胞

相接触 ， 经和Ii附 ( 因版图 1 )逐渐将其摄入胞浆 ，

在胞浆内见到 1 - 8 个鸡红细胞。 摄入胞浆的

鸡红细胞次级 j在酶休内隐约可见鸡红细胞核经

消化后呈大小不等的形状(图版图 2 )。在巨噬

细胞核周围可见许多杆状的统位体及小圆形溶

酶体在流动。 吞噬较多鸡红细胞后巨噬细胞变

球7号 ， 运动减慢， 吞噬停止(图以图 3 ) 。

2 . 染色结果

在 Wright-Giemsa 染 色标本上可见巨噬

细胞吞噬鸡红细胞 ， 有的完整 (鸡红细胞仍如原

样 ， 为 6-8 微米) ， 有的已被消化。吞噬的鸡红

细胞数为 1-8 个 ， 巨 l监细胞核可被推至一边。
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培养半小时的坡片上， 鸡红细胞胞浆及核已多

被消化成几种不同状态(分四级 ) . 原形核(3-4

微米〉、核固缩(2-3 微米)、胞浆或核形隐约不

清或呈墨绿色大小不一点状色素残余体(0 .3-

1. 5 微米，其中 1 微米较多) (图版图 4 ， 5) 。

8. 避射电镜

观察超薄切片，可见巨噬细胞表面不规则，

有伪足样结构和微绒毛。胞浆内见到较多的线

粒体和粗面内质网，丰富的游离和多聚核糖体

及明显的高尔基复合体。且可见大小不一、形

态和密度不等的各级榕酶体，包括初、次级溶

酶体和残余体(图版图 8 ， 9)。其中有的鸡红细

胞核、浆依然完整，形成较大的异噬性溶酶体 ;

有的鸡红细胞核巳消化为固缩或碎裂的形态

(与光镜所见的未消化形态，核固缩和点状色素

残体颗粒的大小， 经测量相当 ) (图版图 6 ， 7);

有的鸡红细胞核全被消化，留有胞浆密度稍低

(与光镜见到鸡红细胞痕迹空泡同);有的胞浆

消化多，形成多泡体样结构，其中有消化不全

的核(图版图 9 )。有时可见空泡和脂肪滴(图版

图 8 ， 9) 。巨噬细胞核呈卵圆 形、肾形、不规

则形，有时有凹陷，见到核仁，在核膜及核仁

上有稀疏分布的异染色质(图版图 7 )。

讨论

巨噬细胞吞噬和消化鸡红细胞可分为四个

阶段z

1.趋化移动

在相差镜下能见到巨噬细胞向异物(鸡红

细胞)移动。这是由于具有阳性趋化性物质作用

引起的。这些趋化物质可能是鸡红细胞膜表面

的脂多糖激活补体系统及致敏的淋巴细胞与

鸡红细胞抗原接触而产生的趋化性淋巴因子
等 [ 5 ， 6 ] 。

2. 识别粘附

辨认异己是巨噬细胞本能，在本实验鸡红

细胞为巨噬细胞应清除的对象。在光镜、相差

镜、电镜下都明显见到鸡红细胞紧紧粘附在巨

噬细胞膜上。

3. 摄入

巨噬细胞与鸡红细胞相接触后，伸出伪足

将它们包围并卷入胞浆内，形成由浆、膜包绕的

异噬泡。随后巨噬细胞表面膜面积愈来愈少，直

到变为球形，吞噬作用停止。这些在相差镜下最

明显，电镜及光镜下也能见到摄入的罔定形态.

4. 消化

指初级溶酶体进入异噬泡后将异物进行降

解和消化、 清除的过程。 溶酶 体含水解酶 60

多种[汀，当鸡红细胞作为异物吞入胞内形成异

噬j包后，激活初级i容酶体， 聚集在鸡红细胞周

围并与其融合为较大的次级溶酶体。在相差镜

下见线粒体的活动加强，电镜观察线粒体、核

糖体、 粗面内质网增多， 高尔基复合体明显，

均说明巨噬细胞内能量和物质代谢增强。然后

j容酶体按消化需要，顺序地活化，释放不同成

分的酶，将鸡红细胞核或浆分别消化，形成不

同消化程度的各种次级溶酶体，包括多泡体及

大小不一的残余体。我们在光镜下见到的消化

状态与电镜对照完全一致，特别是光镜下易混

淆的点状色素残余体(0.3- 1. 5 微米)，在电

镜下得到了证实。

总之，由于巨噬细胞吞噬和消化异物(包括

微生物)的能力并不一致，所以在检测巨噬细胞

吞噬力时，必须更注意消化力的观察，这就是我

们研究巨噬细胞溶酶体消化力 形态的目的。

本工作承中国科学院上海生理研究所电镜室同志

协助，谨致谢意。

参考文献

[ 1 ]许长照， 198 4 ， 解剖学通报 ， 7(1):32-3 4 。

[ 2 ] Jakab , G. J. et a l., 1980. In Macrophages 
and lymphocytes: Nature , Function anò 
Interaction(Escobar, M. R. & F riedman , 
H. , ed.) pp 81一切， Plenum , New York. 

[3] Bornstein , M. B. , 1958 , Lab. Invest. 7: 
134-137. 

[ 4 ] 鲍塔等。 1983 。实验生物学报， 16( 1) :81-
91 0 

[ 5 ]上海第二医学院等， 1980。 免疫学讲义，

148-149 。

(下转第 63 页)

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 7 卷第 2 期 细胞生物学 杂志 63 

EGF ~主体激向台t. t~~ ~、rc 多;}j;'\: ，FI ! ~; rc 激酶的抗体磷酸化。

在生长因子受休 l书或转化基因蛋白中出现的路氨酸激

酶活性与调节生长的机制的关系还不清楚 。 目前各种

系统的许多方法，在确定那些直接成为 EGF 受体激酶

或其它酷氨酸激酶底物的有生理意义的蛋白质还有困

难。

3. 直接对 DNA 的活性

最近 ， Mroczkowski 等证明高度纯化的 EGF 受体

在 ATP 存在肘 ， 能使超螺旋的 DNA 产生缺口而成为

松弛的形式。 虽然在受体制备物中总有核酸酶污染的

可能， 但是 src 激酶制剂(来自两个实验室)和 A-431

细胞及一般小鼠肝纯化的 EGF 受体制备物都能催化同

样的反应。

这种对 DNA 构象上的活性可用一些环状的，双链

DNA 分子(pBR 322 ， φx 174 ,SV 40 ， PM2)来证明，其

产物是有缺口的环状 DNA。这种松弛反应需要 ATP ，

不能被水解的 ATP 类似物不起作用。使 DNA 缺口的

活性不受 EGF 的影响 ， 而是保持在经加热而使酶氨酸

激酶失活的受体制剂中 ， 这提示在体外 DNA 松弛活

性既不需要生长因子的结合也不需要酷氨酸激酶活

性。有趣的是有时在这些反应中产生高分子量的 DNA 。

如果这代表已连环的 DNA 的话， 那么 ，观察到的活性

应该与 DNA 拓扑异构酶的打开缺口和连接的 活性有

关。

四、安体的生理学

重要的问题是受休的结构和 功能如何提供介导

EGF 生物活性的机制。当 EGF 加到细胞上时，生长

因子，受体复合物形成并被吞入。 .复合物的吞入最终

导致 EGF 和受体降解。 人的成纤维细胞在没有 EGF

存在时， 其 EGF 受休的生理半衰期接 近 10 小时。 当

加入 EGF 时 ， 半丧期则很快降至 1 小时左右。那些营

养性的或不是促分裂的大分子〈如低密度脂蛋白 ， 铁传

递蛋白和无唾液酸糖蛋白 )的受体具有高水平的再 循

环， 与此相反 ， 吞入了的 EGF 受体看来只有极少数进

一一←一
〈上接第 74 页)

< 6] Nelson , D. S. , 1976 , lmmunobiology 01 
the macrophage, pp. -259-272 , San Fran­
cisco London , New York. 

[ 7 ] Allison , A. C. , 1978 , Recent Advances in 

Histopathology No , 10 , (Anthony , P. P. & 

入同循环。 已有报道说自己体加速存入了的股岛素受{本

降解。然而， 认为受体降解与激素的吞入， 特别与促

分裂剂的吞入系统有联系还为时过早。 不过 ， 在受体

分子内部和激素引起的受体迅速降解中或 许存在着两

个效应系统，这造成了一种可能性， 即受体在细胞内

加工后， 触发了一个或两个效应系统， 并被它们转移

到细胞的其他部分， 例如细胞核。如果证实受体具有

使 DNA 产生缺 口的活性， 就能预言有这样的途径存

在。至今， 在检测受体中间休的加工方商还没有什么

进展。 在前面提到的 EGF 受体转化研究中 ， 从代谢途

径标记细胞， 并在有 EGF 和没有 EGF 情况下进行追

踪， 免疫分离和定量测定残留的标记受体。 然而， 未

检测到可能的降解产物，只测得标记 的成熟受 体

(170 ， 000 道尔登〉的水平下降。以前有关 1 251_标记的

配体(EGF 或膜岛萦)交联到受体的研究提示有中间降

解产物的存在。 由于深入地了解其性质面临着极大的

技术困难， 这些初步研究没有进一步做下去。

五、结论

促细胞分裂剂激活了一个涉及许多不同生化过程

的多效应反应。这些反应能被粗略地分成"早期"和"晚

期"两个过程。前者一般涉及膜性质的变化， 如营养物

质的运输。后者包括需要核活动参加的大分子合成。

在这两过程中如果受体都参加的话， 则有理由认为由

EGF 激活的质膜上的赂氨酸激酶过程是致细胞分裂作

用的"早期"反应。而 EGF 结合后受体吞入到内部所产

生的与 DNA 相互作用是致细胞分裂作用的 "晚期"反

应。调节"早期"和"晚期"反应的不同机制在近十年前

就有人提出过 ，并与一些报道相一致。这些报道指出 ，

除了 EGF 结合外， 其它因素(如抗体结合到受体上〉寻 |

起受体成簇也足以诱导出细胞分裂的部分反应。

中国科学院上海细胞生物学研究所

蒋傲译自 Cell ， Vo1. 37 ,357-358 , 

June 1984 

w.Y!国彦校审

…- 甲.鸣--‘.

Woolf , N. , ed.) , pp. 70- 89 , Churchill 
Livingstone , Edinburgh London & New 
Yotk. 

< 8] Jean-Francosis BACH , 19 76 , lmmunolosie , 
pp.92-108. 
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