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川

式电泳法分离及分析

不同活性状态 I 、 B 淋巴细胞*

黎羔唐佩弦 j工 飞子 i余元基

(军事医学科学院基础医学研究所)

由于淋巴细胞各亚~i平在造1(11调控中占有重

要的地位[1 ， 2川，分离取得纯度较高、数 量较

大又保持生物活性的 T、 B 淋巴细胞 亚群对于
进一步研究淋巴细胞在造j缸中的作用是极为重
要的。 本实验利用自由流式电泳法[4· 5 ] ， 根据

细胞表面所带电荷基团数量和性质的差异， 分
离出不同活性的淋巴细胞亚群，同时进行了某

些特性的分析。

材料和方法

1. 动物 LACA 利，在成年小鼠。

2. 电泳缓;中液 三 乙 再享 胶 2 .10 gjL ， 甘 氨酸

18.0 gjL ， 陈糖 10 . 26 gjL; 葡萄榕 2 .0 gj L , ií击 自主仰

。 . 39 gjL ， 用醋酸 将 pH 调 至 7.3一7. 4，离子 强 j主
900 ~臼jcm ， 渗透浓度 302-308 moSm。电极缓冲液2
三乙醉胶 1 1. 20 gjL ， 暗酸钢 0.4 gjL; 用醋酸将 pH

i周至 7 . 3一7 . /1 ; i当子强度 2800-3100μsjcm。

3. 样晶tJ备 用含 5% FCS-Eagle 培 养液 fHU备

)J年细胞悬液， 铜网过滤;离心 1500 转/分 10 分钟 ， 洗

2 - 3 遍， 逐步将细胞转移至也泳缓冲液中， 最后将

细胞浓度调至 20-4 0 x 10 6jml。

4. 电泳原理 实验应 用西德 Bender & Hobein 

Elphor Vap- ll 型 自由流式电泳仪[6J。细胞样品以 7-

8 mljhr 流速注入 0.5 x 100 x 4500 mm 的 直 立式电泳
室中 ， 电泳室内 电场强度 100-104 V jCM、 230 --240

mA。电泳缓冲;农自上而 下以 600一700 ml j hr 流速通

过电泳室。 细胞在电泳室内受到垂直向下的作用力的
同时， 又受到电场水平方向电极的吸引力。 在两个力
的作用下， 根据不同细胞表面所带 1{0I，荷基团的性质及

数量的差异 ， 各类细胞在电场中以不同的泳动偏转角

(自〉泳动 . :(f.Flli水室内形成了各类细的 自 己的泳动路线
(国 1 )。 在也讯室终前的有 90 个民行 封i JIJ的微小出口，
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图 1 电泳分离基本原理囹

出口处有 90 根收集试管可以将各类细胞分别收集起
来，供分析使用 。 经个分离过程是在 6 士 0 . 5 0C条 件

下进行的。

5. T、 B 细胞鉴定 使用抗小队 Thy 1 , 2- F1TC 

1JL体 (Miles); 兔小鼠 IgG-FITC 抗体(北京生物制品
所) l 抗小鼠 IgG ， M , A-FITC 抗体 (Zymed Lahor

atories) ， 对分离后各类细胞做荧光染色检查[7]。同时

在 Philips 505 t巴扫描 电子显微镜下观察细胞表面结构

变化。

结果

为了观察细胞表面电荷数量变化能否反映

- pi王研究1'~J yIJ 了tk浴 1日:教授、 |骂;i;tr1~副教授、 t!
阳生、 张贺秋等同志的帮助 ， 将此致谢。
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图 2 正常膊细胞( b )和经 ConA 作用的膊

细胞( 8)电泳分布

一一阴1细胞 z 一-抗 Thy 1 ， 2-F1TC 阳性

反应细胞， 一-… 抗 IgG ， M , A- FITC 
阳性反应细胞。

细胞活性状态的变化，小鼠腹腔注射刀豆蛋白

A(ConA) 200μg/只 72 小时后取牌 ， 作jj牢细胞

电泳(实验均重复三次以上)。因 2 结果表明 :

经 ConA 作用的)J牢脏 T 、 B 细胞在 电 场中的分

布(图 2 a ) 同正常脾脏 T 、 B 细胞 ( 图 2 b ) 比较 ，

有明显不同。 f1-以上结果用 Bartels( 1979) [ 町 的

数学解析公式处理后， 可以苦到1]( 图 3 b ) : 正常

脾脏中的三个高斯分布图形， 每个高斯图形代

表…个淋巴细胞亚群。因 3a 表 明 ， 在 ConA

作用下， T 1 亚群向正极泳动 加 快， 在 T1 亚群

附近异乎寻常地出现了一个亚群一一飞， 这个

亚群在正常脾淋巴细胞电泳中从不出现， 其 电

泳速率也最快。同时可见 Bl 亚群电 泳速率加

快， Bz 亚群的电泳速率则减慢。

在扫描 电镜下看到经 ConA 作用的 T 细胞

表面超微结构明显改变; 表团微绒毛减少， 出

现乳头状突起( 囚 4 ) 。

小鼠腹J&ä射 美 洲 商 |回:i PW M 100 吨/只

n、
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图 3 经数学解析后正常膊细胞各淋巴细胞

亚群( b )和 ConA-膊细胞中各淋巴细胞亚群

( 8 )在电泳后的离斯分布图形

T1 ， 飞， 矶 ， Bz 代表淋巴细胞亚群。

图 4 腹腔注射 ConA 72 小时后 ， 小鼠脾 T

淋巴细胞(抗 ThYl ， 2-FITC 阳性细胞〉 的扫

描电镜观察( x 52 0 0 ) 。

右下角为正常小鼠脾 T 淋巴细胞(抗 Thy 1 ,2-
FITC 阳性细胞) ( x 50 0 0 ) 。

72 小时后，取其脾细胞作电泳 ， 观察 T、 B 细胞

电泳分布的变化。 结果(图 5 )表明 : 脾细胞在

电场 75 mm 泳距处的峰值明显增高。将此结果

经数学解析后 ， 可以从若干个高斯图形中看到z

在 PWM 作用下 T1 亚群向正极泳功速率加快。

PWM 和 ConA 作用相似， 在 T 1 亚群附近也出
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图 5 PWM-脾细胞电泳分布

-一朋1细胞; 一-抗 Thy 1 ， 2-FITC 阳性反应
细胞;→→-抗 IgG-FITC 阳性反应细胞。
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图 7 PWM 小鼠膊 T 淋巴细胞〈抗 Thyl ， 2-FITC

阳性细胞)的扫描电镜观察( x 5000) 。

现 Ts 亚群峰 ; B，亚群数量增多 ， 峰值增高;

B2 亚群电泳边率稍有力n快 ( 图 6 ). 

图 ü PWM小鼠牌B淋巴细胞〈抗 IgG-FITC

阳性细胞〉的扫描电镜观察( x 5 0 00) 。

左上角为正常小鼠牌B淋巴细胞 (抗

IgG-FITC 阳性细胞)(X5 000) 。

扫描电镜下观察经 PWM 作用的 T、 B 淋

巴细胞: T 细胞表面出现皱折和大 的伪足( 图

7) 0 B 细胞表面出现皱折和大的伪足 ，有些细

胞表面的伪足内收， 胞体趋于囚球形， 或里完

全圆球形，胞体明显大于正常对]!自 ( 罔 8 ) 。

讨论

T、 B 淋巴细胞亚群的电泳!r~f 性 可以反映

它们的活性状态变化。用植物凝集素 ( ConA 、

PWM)剌激淋巴细胞时 ， 它们的]E群表面所带

电荷数量发生变化，以致在电泳中的分布出现

变化。在 ConA 作用下， T，和 B j 亚 群表面负

电荷基团增多， 于是电泳速率力11 快。 B2 亚群表

面负电荷基团数量减少， 电 泳速率即减慢。

ConA 和 PWM 者I~可使脾细胞电泳分布 中出现

一个表面负电荷基团数量最多 ， 在电j蜀中向正

极泳动最快的亚群，它 可能 是 ConA 、 PWM

作用下 T 细胞中新的亚群表现型。 它也可能是

因 ConA 、 PWM 的剌激，由Jl俐ji: 或其它淋巴

器官迁移到脾JVl 中 的)个哀而刊行 ThY-l ， 2抗

原标记的 T 细胞亚群。

自由流式也泳分;与所得 PvVM 作用的 T、 B

细胞亚群， 其表Tffi超微结构变化似乎可以反映

出被激活的 T 、 B 细胞所处的细胞周期状态。

如被 PWM 活化的 B 细胞表面出现皱折和大的

伪足，可能由于剌激了胞体内微管蛋白的合成 ，

加强了细胞骨架而出现了大的伪足， 这正符合
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细胞活化后处于 S 期的状态。部分 B 细胞表面

伪足趋于回 l段，胞体开始走向球形，这又符合

由 S 期进入 Gz 期或正向M期过渡的细胞状态。

T 、 B 细胞被 ConA、 PWM 活化后，表面形态

的多样性，正表明细胞进入周期后处于不同的

时期。细胞的周期状态与其表面电荷及电泳特

性的关系， 是值得进一步探索的。
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超低温扫描电子显微镜原位观察法

黄拭

〈中国科学院遗传研究所〉

我们用 Phillips 500 型扫 描 电 子 显 微镜(荷兰

Phillips 电器公司产品)及其冰凉制样附件， 观察了大

麦(1-1ordeum vulgare) 、 小麦( Tríticum aestivum) 、 黑

麦萃(Loiium muWjlorU1圳、烟草(Nícotiana tabacum) 、

曼陀罗 (Datura inηoxia )及巧药(Paeonia lactiflora)不

同发育时期的花药。

方法: 从植株上取下新鲜花药 ， 用导电胶固定在

样品台 L:. , 迅速 7号子冰冻制样器液氮 I:Þ :ì!l~冻 ， 再月1金

属针敲断花药并在其断而啧舍。将样品迅速转入

Ph i1lips 50 0 型扫描电 子 显微镜的低温样品台上

(一 194 OC)进行观察 ， 电压为 30 KV。以上操作均在真

空条件下进行。这种方法的优点如下z

1. 操作简便， 省时 ，不涉及任何固定、 脱水过程 ，

样品在液氮中速冻后即可观察。

2. 观察到常规切片难以观察到的现象。在六种植

物的幼嫩花粉囊中有半液体状态的不定型填充物， 这

种填充物随花粉发育过程逐渐消失。禾本科三种植物 ，

填充物在小抱子有丝分裂后消失， 而双子叶植物则在

小子包子有丝分裂前消失。 也观察到药壁表皮细胞面表

上由腊质构成的花纹。在常规扫描及透射电镜观察中 ，

上述填充物及表面腊质往往随固定及脱水过程溶解或

流失。

3. 能保持细胞表面及其相对位置的真实面目 ，

能更准确地认识花粉的结构特征及其在花药中的相对

位置。

因此超低温扫描电子显微镜原位观察法无疑为研

究植物细胞和组织的表面结构及组织中游离细胞空间

位置的优良手段。
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