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也各有所取。例如， 有着重于形态学、 酶学或

激素[10]等各方雨。 AFP 是肝 癌 的一千带特征

性的标志，所以建立能够反映 AFP 消长动态的

细胞系，对于肝癌的病因发病机理和生物学特

性研究，将是一个很好的实验材料。该系正常

新生大鼠有功能的肝细胞的建立，在国内尚属

首次报道，而从能反映 AFP 动态的细胞系来

说，国外也很有限。

既然 AFP 是一个重要标志，那么有必要在

培养细胞及其培养液中分别及时检测发现。 为

了比较客观地 表达细胞的 AFP 状况，我们应

用了以核酸原位杂交反映细胞内 AFPmRNA

的转录水平 、 以间接免疫荧光反映细胞内 A，FP

的合成和以对流免疫电泳反映细胞 AFP 分泌

状况等三方面的检测l体系，力求综合分析，提

高判断结果的科学性和准确性。从我们利用该

系细胞在另一组实验研究的检测结果分析中，

表明要比用单独任一项的结果评价更加客观，

具有一定意火，是一组有价值的检测方法。
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人中性桂细胞 Ca 受体 YC 玫瑰花结形成及其形态学观察

U 

刘友华*
、

〈中国医科大学细胞生物学研究室〉
旷

异物被吞噬细胞吞噬时通常需要经过细胞

膜上受体的认别和粘附。大量实验证明，无论

是中性粒细胞还是巨噬细胞，真细胞表面均存

在有 Fc 受体和 C3 补体受体，它们在吞噬细胞

识别、结合、 吞噬抗原颗粒及传递抗康信息中

起着协同作用 [1， 2 ] 。 体内外各种因子茧微环境

均能影响表面补体受体的活性[3 ] 。

本文根据酵母多糖可激活血清 C3 旁路的

原理，将酵母菌与人血清共同保温，形成 YC

复合物， 它与表面具 C3 受体的细胞结合形、成

YC 玫瑰花结[4)。我们用此技术检测了人正常

中性粒细胞表面的 C3 受体， 应用光镜和扫描

t:; 

电镜技术观察了人中性粒细胞所形成的 YC 玫

瑰花结的形态学特征，并讨论了一些影响中性

粒细胞 YC 玫瑰花结形成的因素。

材料和方法

一、人中性位细胞的分离制备 .

λ中性粒细胞的分离制 备参照、 Ferrante 筹 [5] 方

法，稍加改进。其简要过程是，用 20 ml 76%泛影葡

胶〈上海信谊制药厂〉加.入 90 ml 9 % Ficoll 液〈瑞典

本文承王芸庆教授审阅， 谨此致谢。 飞
·现在工作单位2 中国医学科学院基础医学研究

所。 .
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Pharmacia 公司产品) ， 能iJ备 Ficoll-泛影葡胶密度 梯

度液。 在 1 0 ml 的离心管中 ， 底ftl\加 3~4 ml Ficoll

泛影葡胶也j主 梯度液， 上层轻轻加 5~6ml 肝素抗J蜒

的健康成人的外周血液〈中国医大附属一院血库提

供)200 g ， 离心 25 分钟。 吸取中层的粒细胞层， 移加

到另一试管中 ， 用 RPMI-1640 培养液洗三次。这时

(1) 取部分细胞涂片， Wright-Giemsa 染色，光镜下

分类计数， 检查粒细胞的纯度 ，所得的注度约为 90% I 

(2) 取部分细胞， 台盼蓝排斥法计算细胞活力 ， 其活

力在 98%左右， 并在血球讨数板上计数，计算细胞密

度， (3) 其余细胞用于 YC 玫瑰花结形成试验。 '

二、补体包被的酵母菌(YC)的制备

用生J]1盐水冲洗斜面培养的、小椭圆啤酒酵母菌

(Saccharomyces cervisiae Hansen Var. ，中国科学院

微生物研究所提供) ， 收集到离心营中 .然后煮沸致死

(100 0C ， 煮沸 10 分钟〉。 加 2%台阶蓝染包， 再用无

Ca ++ , Mg++ 的 Dulbecco 磷酸缓冲液洗三次。血球计

数板计数， 调整酵母菌浓度为 10Bjml。离心弃上清，

加入新鲜人 AB 型血清， 25 0C保温 20 分钟，使酵母菌

壁上的酵母多糖激活血清中的补体 C3 包被在菌体表

面。然后离心弃去血清， 用 RPMI-164 0 液洗 二次后

恢复细胞原浓度，每管分装 1 时， - 20"C保存。

三、 YC 玫瑰花结形成试验

到的中性粒细胞作六次平行实验， 结果(表 1 ) 

显示， 人正常中性粒细胞的 YC 玫瑰花结形成

率为 74.8 士 3.1 。

为检验方法的特异性， 实验中设计了几种

不同条件处理酵母菌， 结果表明〈见表 1 ) ， 菌

体与正常新鲜血清保温后，具有很强的粘附中

性粒细胞的能力，而在无血清或血清预先热灭

活破坏补体后都不易与中性粒细胞结合，用

EDTA 除去 Ca;+ 、 Mg++ 离子时也不易发生结

合。 用一株其细胞表面只含有 Fc 受体而不含

C3 受体的人早幼粒细胞白血病细胞(HL-60) 与

YC 颗粒共同保温后， YC 与 HL-60 细胞亦不

易结合形成 YC 玫瑰花结。

褒 1 各种实验条件对 YC 玫瑰花结形成

的影响

细胞 实验条件 YC 玫瑰花结阳性.率(% ) 

(1) 新鲜血清 74.8* 
中性粒细胞 (2) 不含血清 2 

(3) 热灭活血清 4.5 
(4) 反应体系中无 3 

Ca川、 Mg++

收集分离制备的人中性粒细胞，按 1 : -1 0( 细胞:酵 HL-60 细胞 新鲜血清 1.8* 

母菌)加入补{本 C3 包被的酵母茵 (YC)o 37"C，保温

30 分钟， 随即放在 4 oC下停止反应。光镜下观察，凡

ι个细胞表面或/和内部有三个或三个以上的酵母菌

粘附和吞入者为 YC 玫瑰花结阳性， 否则为阴性。 在

血球、计数板上随机计数 100 个细胞， 计算阳性率。为

了解各种因素对巾性粒细胞 YC玫瑰花结形成的影响 ，

实验 I:þ设计了不同的实验条件(见实骑结果)。

四、担描电镀标本能IJ备

收集 YC 玫瑰花结样品 ， 以 2.5%戊二应固定 2

小时， O.lM二甲刑酸纳缓冲液漂洗 ， 1%饿酸-2 % 

单宁酸 - 1 %饿酸处理，中间均用双蒸水漂洗。 样品

经乙醇梯度脱水， 醋酸异戊脂置换乙醇， 这时将样品

滴在预先覆有 Formvar J匪的小玻片上， COz 临界点干

燥。 真空喷金。 在 日立 S-45 0 扫描电镜下观察。

结果

-、人正常中性粒细胞 YC 玫瑰花结形成

从六个不同个体的健康成人外周血液分离

标l( .* "数据为六次实验结果的 平均值， 其余数值

为二次结果的平均值。

二、保温时间及细胞与 YC 颗糙比例对中

性粒细胞 YC 玫瑰花结形成的影晌

保温时间对人中性粒细胞 YC 玫瑰花结形

成率有着显著的影响。在保温 5 分钟时， YC 

玫瑰花结形成率非常低。随着保温时间延长，

中性粒细胞的 YC 玫瑰花 结形成率 明显增高

〈图]_ )。

粒细胞与 YC颗粒的比例对中性粒细胞

YC 玫瑰花结形成也有一定影响(表 2 )。 然而，

当细胞与 YC 颗粒比例在 1: 20 jJ 1: 80 之间

时，上述两者比例对 YC 玫瑰花结形成率似乎

影响不大。

三、人中性性细胞飞受体 YC 玫瑰花结

形态学观察

光镜下观察， YC 粘附在人中性粒细胞a表
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保ìfu\时间〈分〉

国 1 保温时间对人中性粒细胞 YC 玫瑰花

结形成的影响
图中数字为三次实验结果的平均值

亵 2 细胞与 YC 颗位比例对 YC 玫瑰花

结形成的影响

比例· I 1:10 1:20 1:40 1:80 

t函叫去小 | 52 76 78 79 

·中性粒细胞与 C3 致敏的酵母菌(YC)之比例。

面所形成的玫瑰花结较稳定， 当细胞在溶液中

浮动时，其上附着的酵母菌也随之而动。随保

温时间延长， 吞噬 YC 的细胞增多， 甚至可见

→个细胞吞噬 3-5 个酵母菌。 吞菌后的细胞

胞体稍为增大。

扫描电镜下，人中性粒细胞的形态具多样

性，其表面多具皱囊， 有数量不等的指状或横

向的啃状突起。中性位细胞与 YC 颗粒形成玫

瑰花结的形态多样， 多数通过细胞膜与 YC 颗

粒大面积接触〈图版 I 图 2 );有些则借各种突

起与菌体疏松相连(图版 I 图 1 );有的胞膜作

套筒状包绕菌体。 人中性粒细胞 C3 受体 YC

玫瑰花结的形成常伴随粒细胞的吞噬作用， 。 随

着粒细胞与 YC 颗粒接触时间的延长，粘附于

粒细胞表面的 YC 颗粒，常被粒细胞包绕，进

而粒细胞膜内陷，将 YC 颗粒吞入胞内。实验中

均能见到这些吞噬过程不同阶段的形态特征。

粒细胞在吞噬酵母菌后，细胞多处出现钝形隆

起，细胞表面变得较为平惰， 丰富的表面突起

和皱囊趋于消失(图版 I 图 3 、 4 )。另外，在

有些细胞表面可见直径为 0.2~0.5μm 的小圆

孔〈图版 I 图 4 )， 这可能是粒细胞吞噬 YC 颗

粒后的形态表现。

讨论

YC 玫瑰花结的形成是因为酵母菌表面的

酵母多糖激活了血清中的补体飞， 使其包被

于酵母菌表面而形成 YC 复合物。以此作为指

示颗粒，可与人中性粒细胞表面 C3 受体结合

而成 YC 玫瑰花结， 为检测细胞 表面 C3 受体

提供了一个简便的实验方法。补体 Cz 粘附于

酵母菌表面而形成的 YC 颗粒， 由于多糖分子

对 C3 提供了保护性的微环境，避免了血清中

自 lH 和 C3b 灭活因子对 C3 的进一步裂解， 故

指示颗粒表面的 C3 较为稳定[町 ， 容易与中性

粒细胞表面的 C3 受体结合而形成 YC 玫瑰花

结。 Rivero川和朱云凤等川的实验都证明，血

清因素是 YC 玫瑰花结形成的关键，不存在血

清或血清预先热灭活处理破坏补体，基本上不

能形成 YC 玫瑰花结，用 EDTA 除去反应体系

中的 Ca++ ， Mg++ 二价金属离子也几乎不能形

成 YC 玫瑰花结。我们在本实验中也观察到同

上述作者类似的实验结果(表 1 )。上述实验结

果不仅符合补体受体的生物学特性， 即 C3 受

体与配体结合时必须有 Ca++ 、 Mg++ 的存在，

而且也可以与 Fc 受体相区别， 因 Fc 受体与配

体结合时不需 Ca++ 、 Mg++ 的存在[8J。在实验

中，我们选择了一株其表面只具 Fc 受体而没

有巳受体的人早幼粒细胞 白血病细胞 (HL-

60)[町，与 YC 颗粒共温， 结果基本上不能形

成 YC 玫瑰花结，从而为进一步确证本实验方

法对 C3 受体具有高度特异性提供了有力的佐

证。

目前虽然有几种方法可按测细胞表面 Cs
受体，但 YC 玫瑰花结法的特异性强、 重复性

好、操作简便，尤适于一般实验室应用。 Riv

ero (1 979 年) (4)首先成功地用 YC 玫瑰花结方
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法检测了人淋巴细胞表面的 C3 受体， 朱云凤

等 [ 7]报道了小鼠腹腔巨噬细胞 YC 玫瑰花结形

成。 最近， 我们用 YC 玫瑰花结方法检测了人

早幼粒细胞白血病细胞(HL-60) 在维生素A酸

等诱导剂作用后细胞表面 C3 受体的变化。其结

果表明 ， HL-60 细胞在维生芳~ A 酸处理 6 天后，

YC 玫瑰花结阳性率近 60%[ 1町，说明经诱导分

化的 HL-60 细胞其表面 巳受体已接近人正常

中性粒细胞的水平。

人中性粒细胞表面 C3 受体 YC 玫瑰花结

大多为吞噬玫瑰花， 其形态特征明显不同于人

淋巴细胞形成的玫瑰花结。 一般认为，淋巴细

胞所形成的玫瑰花结主要是通过其表面的微绒

毛与外界呈点状接触[11]。而中性粒细胞 C3 受

体 YC ，玫瑰花结， 除部分细胞借突起与菌体相

连外，大部分粒细胞是通过胞体与菌体的大面

积接触。 显然这种形态学差异是与中性粒细胞

的吞噬功能密切相关。扫描电镜下可观察到 C3

致敏的酵母颗粒接触、粘附粒细胞，继而粒细

胞表面内|白 、 YC 颗粒被吞噬的各个阶段的形

态特征(图版 I 图 1- 4)。中性粒细胞在吞菌

后其表面形态变得较为平滑，丰富的表面突起

趋于消失。 粒细胞这种表面形态的变化可能有

利于细胞作更大限度的膨胀，以适应吞菌后细

胞体积增大的需要。附着于菌体表面的补体 C3

简讯

与具有相应 C3 受体的吞噬细 胞相结合， 从而

充当了中性粒细胞与其"靶子"之间的桥梁，同

时吞噬细胞表面玫瑰花结的形成表明吞噬细胞

所能"见到"的酵母菌颗粒浓度大为增加。因此，

补体 C3 与吞噬细胞膜上其相应 C3 受体结合为

吞噬作用发生提供了重要的条件。
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细胞生物学会超微结构专业组举办超微结构酶细胞

化学技术学习班

为了推广超微结构细胞化学技术， 使其更好地为科研和教学服务， 细胞生物学会委托上海第

二医科大学举办了超微结构酶细胞化学学习班. 学习内容包括细胞化学的基本原理. 、 具体方法和

技木关键等， 学习方法以实际操作为主，每位学员从动物灌注取材到标本 1l jlJ 备 、 自己动手做了葡

萄糖-6一磷酸酶 、 胞唱:览单核昔酸酶、 焦磷酸硫胶素酶和髓过氧化物酶四种超微结构细胞 化学实

验。从 1985 年 11 月 至 12 月共举办了三期学习班，来自全国 22 省市 120 人参加了学习班。

(张草心〉
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