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构和培养前的心肌细胞基本相似。培养 4 和 5

日的部分心肌细胞出现 Z 线变形、肌节不完全

等变性变化， 部分心肌细胞仍具较正常结构。

用培养的人胚心肌细胞制备病理模型， 宜

在培养后]、 2 和 3 日内进行。
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人外周血淋巴细胞长期冻存后结构和功能的研究

J余坑燕、 郑斯 f币 ;工希明

(杭州大学生物系)

自 从六十年代提出小鼠和人淋巴细胞短期

低温保存方法以来，吸引了许多学者从事这方

面的研究， 期望能在不改变免疫学活性和生理

功能的前提下，改进冻存淋巴细胞的方法， 以

提高冻存的效果， 和延长冻存时间。

已经证实， 回期冻存的淋巴细胞能用于花

环试验[IJ]; 细胞介导的免 疫反应:如对各种

有丝分裂原的应答反应[ 3 ， 4 J 、 混合淋巴细胞反

应(5 )和细胞毒试验( 5) ;和组织分型试验川等。

Scheiwe( 198 1 ) (7) 曾将冻存淋巴细胞用于临床

输注， 亦取得良好的治疗效果。

迄今， 国内外对冻存淋巴细胞的方洁和冻

存细胞的形态结构、生理功能和免疫学反应能

力等全面和比较系统的研究尚不多见。本文采

用 JF! 亲和 IACD 抗 i蜒的人外j白 血淋巴细胞，对

*赵露J册 *幸必英

*(浙江省中医院)

不同的低温保护剂进行优选对比， 通过对冻存

人外周血淋巴细胞进行多项免疫活性 、 生理生

ft功能的检测和超微结构的观察， 以建立较好

的长期冻存人外周 ll!l淋 巴细胞的技术方法， 为

冻存淋巴细胞用于细胞免疫试验提供依据， 亦

为冻存淋巴细胞用于临床免疫治疗指出前景 。

材料和方法

1 .淋巴细胞的分离

肝素或 ACD 抗 J疑的助血员 (年龄 25-3 4 岁 )0 型

夕|、周1Í11. ( 杭州市中心血站提供) ， 用淋巴细胞分离液(比

重 1. 0 77 )分离得到淋巴细胞 (PBL ) ，自己成 1 0' 细胞/毫

升的淋巴细胞悬液。

2. 淋巴细胞的冻融

将淋巴细胞忿液分成 3 组g
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ero[叫方法。1)新鲜对 !!司组

2) DMSO + A13S 组 s 淋巴细胞总浮在台 10 %DM­

SO 平日 4 0% ABS (人 AB 型 的l 洁)的 RPMl1640 液内

(含 10 0 Ujml 肖花'索、 1 00 陆jml 链海·索 、 2 5 X 10- 3 

mol j L H巳pes) 。

3)甘 irll + ABS 细: 淋巴细胞;忌，浮在含 10%甘油和

40 %ABS 的 RPMI 1640 (1夜 内。

将上述 2 ) 、 3 )组淋巴细胞;悬液分装在安甜内 ， 每

支 E主升， 含 5 X 10 6 细胞，按郑斯涌[8]法将样品以每

分钟约降温 1 oc到→80 0C后 ， 冻存在液氮内 ， 分别在

10 、 20 、 40 和1 36 5 天时取出样品， 37 0C水浴复温，

RPMI 1640(含 10 % ABS )洗涤后总浮至原液量。

3. 细胞回收率和存活率

血球计数板测定细胞的回收率。 台阶兰染色?去计

数存活率。

4. 淋巴细胞转化试验

106 细胞用 PHA 剌激电 37 0C启养 52 小时，加入

3H-TdR 1 微底'里 ， 继续培养 20 小时，收集细胞 ， Ys 

-A 型液体闪烁仪中测定 cpm。样品一式三份。

5. E 和 ME 花环

E花环参Æ Merker[9J方法。 ME 花环参见 Leciv-

1981 年

6. 酸性α一醋酸茶醋酶(ANAE )活性

淋巴细胞进行 ANAE 显色(参见 Yang[叫 方法) ，

统检 100 个淋巴细胞，计算 ANAE 的阳性率。

7. 乳酸脱氢酶同工酶(LDH) 电谅分析

参见翁醒华 [12]方法 ， 采用 7%分离肢。 扫描记录

显色的凝胶拾， 计算 LDH 各同工酶占总活性的百分

比。

8. 淋巴细胞超微结构的现琪

淋巴细胞用戊二.酸和饿酸固右 ， Epon 81 2 包埋，

超薄切片， 醋酸r:ln拧橡酸 ill染色 ， H 600 I包镜观察。

结果

1.细胞的回收率与存活率

肝索和 ACD 抗凝人外周血淋 巴细胞，液

氮内冻存 1 年，不论冻存介质中含有的低泪保

护剂种类， 解冻后仍 具有很高的细胞回收率

(>92.1 % ) ， 细胞的存活率也在 87 .0~96.6%

之间。结果%表 1 ， 表 2 。

)芹 素血

表 1 冻存入外周血淋巴细胞的回收率 ( % ) 

ACD 血

冻存天数

A
U

A
υ
A
υ
 

‘l

h

9
句

e
q

n DMSO -甘 油 n DMSO 甘 7由
二十一一一一一-

8 89.0 土 6 .3 96 . 3 士1. 2 6 100 99.3 ::!::0 . 5 

98.6 ::!:: 1. 3 96.5 土1. 0 97 . 5 :t 2. 7 95 . 9 士 2 . 7

9 7 .6 土1. 5 96 . 8 土 0 . 7 100 95.6 士 3 . 3

92 . 5 士 5 . 8 92 . 1 士 3 . 4 97. 5 士 1. 2 92 . 5 土 4.036 5 

1) 王士 S .E.

2 ) 新鲜对照细胞的收获率为 lOO %

肝素 血

表 2 冻存人外周血淋巴细胞的存活率(% ) 

ACD JÍn. 
冻存天数

n DMSO 甘;由 n DMSO 甘油

10 8 97.2 士 0 . 3 92 . 5 土 2 . 1 6 95 .7 士 1. 1 96. 3 士 1. 4

20 95 . 7 土 2 . 3 96 . 2 士 2 . 0 97. 9 :t1. 0 95.2 士 1. 1

40 9 8 .2 土 0 . 4 94 . 8 士 1. 0 98. 1 士 0.9 96.8 士 0. 8

365 96.6 土 0. 6 88 . 7+2 . 6 95 . 0 土1. 4 87 . 0 土 2 . 3

一一一 '一一1) X士 S.E.

2) 新的对照:肝素血淋巴细胞: 99 . 1 :t 0. 3 

ACD 血淋巴细胞: 98 . 8 士 0.8
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冻存天数
甘

365 

DMSO n 

8 10 

20 

40 

成率稍有下降外， 其余各组淋巴细 胞的 E 和

ME 花环形成率均与冻前组无显著差 异( p>

0.05)。见图 2 ， 图 3 。

CJ甘i!ÎI~新鲜

ACD 血淋巴细胞
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2 . 淋巴细胞的转化能力

用表 3 可见， 冻存 淋巴细胞的 PHA 应答

能力 与新鲜对照相比较， 有所下降。 在 冻存

1 0 和 20 天时，细胞的 参入量与新鲜对照组没

有显著差异 ( P>0. 05) ; 冻存 40 天和 1 年时，

与新鲜对照相比较 ，有显著差异 ( P<0 . 05); 从

冻存 40 天起， 3H-TdR 参入量已经稳定( p>

0.05)。同样， 未用 PHA 刺激的冻存淋巴细胞

白发转化也有相同的变化， 见图 1 。肝素抗凝

血淋巴细胞冻存后的淋转能力稍优于 ACD 血。

DMSO 的防冻作用优于甘油。

3. E 和 ME 花环

除部分 ACD 血淋巴细胞冻后 ME 花环形

阴
阳
且以

1001 

80 

口MSO

月1 点 血淋巴细胞1在存天敬

4 . ANAE 活性

表 4 显示了冻存淋巴细胞的 ANAE 阳性

率仍在正常范围 ， 与新鲜对照到没有统计上的

差异( P> 0.05) 。

5.LDH 罔工酶谱

新鲜和冻存淋巴细胞 LDH 同工酶谐均以

新鲜和冻存淋巴细胞的 E 花环形成率图 2
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影响( 白 发转化 ，新鲜对照组 cpm% = 100) 
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表 3 低温保护剂和冻存时间对 PHA"诱发的人淋巴细胞转化能力的影响

(王土S.E )

1干芽~ Jf[ ACD j虹

ì由 n DMSO 甘油

377 53 土 4 5 62 41520 士 2 8 84 6 36980 :1:: 4674 32540 士 3117

(P> 0. 5) (P> 0. 5) (P> 0. 2) (P> O. l) 
3492 2 土 5 36 6 236 64 土 2019 36 327 土 1770 30115 士 36~ ，j

。> 0 . 3) (P< O. Ol) (P> 0. 2) (P> O.l) 
28092 土 2 0 8 5 2 39 3 6 士 32 52 25933 土 310 2 2 0 7 9 5 士 24 38

(P< 0. 02) (p< 0.02 ) (P< 0. 05) (P< O. 05) 
24 9 83 士 3290 2 2335 土 3074 2 130G 土 8425 1 0 820 土 37 0 1

。<0 . 02 ) (P< O.O l) (P< 0. 05) (P< O. Ol) 

新部对!曰 : 肝卖血淋巴细胞 4 1706 士 4442

ACD 血淋巴细胞 48746 士 9543
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肝素血

表 4 新鲜和冻存淋巴细胞的 ANAE 阳性率<% ) 

ACD l缸

冻存天数
n DMSO It 油 n DMSO 

LH 
、

7川
H
H

10 8 79 . 4 士 1. 7 77 . 8 土 1. 2 6 8 1. 7 士 1. 4 83 . 6 :t 1. 7 
20 8 1. 2 士 0 . 7 79 . 2 土 1 . 2 79 . 9 士 2. 4 80 .1 土 1. 0

40 80 . 0 士 1. 1 8 1. 3 土 1. 1 8 1. 2 土 2 . 0 78 . 6 土 1. 3

365 74 . 8 士 1. 3 76 . 2 士 2 . 2 76 . 7 士 3 . 4 76 . 5 土 3 . 8
一一一→十一句……一…十一…一一. .…，-…-………‘一一-…. '.. .......... . ..一，._ 一~一

1 ) 王 :t S.E.

2) 新鲜对!!筑 : )]干 :索血淋巴细胞 75 . 3 :t 0 . 9

ACD 血淋巴细胞 82 . 8 :t 0. 9 

E二二 0:13 (1 PTJ 1tifll 

轩?绊 1 0 3队"大

il f~血淋巴细胞

，~qi事1 70 40 J白、 ，且:10 

ACO 血淋巴细胞

图 3 新鲜和冻存淋巴细胞 ME 花环形成率 叮→

5, p < 0.0 5 

LDHJ 成份含量最高 ， 其顺序为 LDH3>LDHz>

LDH.>LDHI> LDH5 < 表 5 ) 。

6 . 淋巴细胞的超微结构

冻存一年的淋巴细胞仍保持完好的超微结

构，尤以 DMSO 作保护剂 的细胞， 超微结构

保护效果最好: 细胞质膜和核膜完整， 细胞和

胞核轻度皱缩， 胞内无冰穴，染色质正常， 细

胞内有少量线挝休， IiI脊结构清晰， 基本上具有

正常淋巴细胞的形态结构。但也有很少量的遭

受冷冻损伤的细胞，核膜局部破裂，细胞质内

图 1 冻存 40 天的淋巴细胞电子显微镜图照

x 6, 000 

图 2 冻存-年的淋巴细胞电子显微镜图照 ×

30 , 000 

的线粒体膨胀， 形态模糊等， 冻伤严重的细胞

呈现出破裂 、 溶化。见图片 1 一 2 0 

讨论

冷藏在 4 oc的人外周血淋巴细胞， 10 天

时 ， 几乎全部融化死亡。 深低泪L状态 F， 可以

明显延长细胞的保存期限，淋巴细胞以含 10%

DMSO 和 40%ABS 的 RPMI 1640 液作为冻存
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表 5 人外周血淋巴细胞 LDH 相对百分含量

% 

129 第 9 卷第 3 期

LDH3 LDH. LDH, LDH2 LDH1 冻存天数n 

3 .9 土 1 .3

1. 0 士 0 . 5

3 .5 士 2 . 3

10.1 土 3 . 0

5 . 5 土 0 .9

1 3 . 5 士 1. 4

2 .7 土1. 5

22 . 2 士 2 . 4

12. 5 士1. 1

17 . 2 ::!: 1. 5 
19 . 4 土 0 . 7

2 1. 3 士 1. 5

19 . 3 士 0. 3

19 . 5 ::!: 0.7 

36.5 士 1. 8

38.7 士 2 . 1

37.2 士1. 1

32.6 士 1. 7

35 .9 士 1. 9

32.3士 0.3

36.9士 0.9

23 . 6 士 0 .2

31.1::!:2 .1 

29.3 士 1.8

23.8 士1. 5

25.6 士1. 2

2 1. 5 土1. 1

27.1 士1. 5

13 . 8 士 0.9

16.7 土 4.1

12.8::!: 1. 1 
14.1 士 0.8

11.7 士 0.1

13.4 士 0.6

13.8 土 2.5

。

AU
A
H
v
n
υ

AHV
A
V
A
U
 

唱
'
A

A
Y
"
a
nu
i
'
'
A
n
/
"

a
n
-
E

3 

q
a
q
u
n
d
q
u
q
t
u

。
δ

新鲜对照

冻存组

肝 素血
DMSO 

油甘

3 10 1 2 .6 士 2.7 2 1. 3 士 2 .6 3 1. 9土 1. 6 19.7 士 1. 6 14 . 5 士 5 . 6

3 20 11.5 士 2.4 24 .4 士 2 .6 35 .4 土 3 .8 1 9.7 士 2 . 6 10 .8 士 5 .1

3 40 13.1 士 0.5 24.4 土1. 4 35 .7 土1. 8 20 . 2 士 0 . 2 6 . 6 士 3 . 3

3 10 13.9 士1. 1 27 .1 士1. 5 34 . 3 士 2 . 4 19.7 土 0 . 6 1 0 . 4 士 3 . 1

3 20 12.3 士 3.4 3 0.1 士 5.1 33 .8 士 4.1 17 . 7 士 3 . 9 6 .1 土 2 . 3

3 40 13.3 士1. 6 24.9 士1. 1 37 . 5 士1. 4 19 . 3 士 1 . 0 5 0 . 士 1. 4

x士 S .E.

ACD 血

DMSO 

油甘

因肘，从 ACD 抗i斑血获 得大量 的淋巴细胞以

供长期冻存之用 ， 有其实际意义。

从肝素和 ACD 抗凝血中分离的淋巴细胞，

用 DMSO 或甘油作 为低温保护剂， 保存在液

氮内 ， 在冻前和冻 后 10 、 20 、 40 和 365 天时

分别检测细胞的功能活性。当冻存液内含 10 %

DMSO 和 40%人 AB 血清时， 冻存效果最好。

冻存一年时，淋巴细胞的回收率和存活率均大

于 92.5%。冻存，细胞的 E 和 ME 花环形成率、

ANAE 阳性率 、 LDH 同工酶 谱和l 细胞超微结

构与冻前相比，均无明显变化， 冻存细胞的淋

转能力虽在冻存初期有所下降， 以后就处于稳

定状态。

参

lmmunol. 

Cryobio-

献
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[ 2 ] Karpovitch , X. L . et a l., 1980 , 
logy , 17: 12-17. 

[ 3 ] Birkeland , S. A . 1980 , J . Jmmunol. Meth. , 

35: 57-67 . 
[ 4 ] Pusztai-Markos , ZS . et a l., 1984 , Cryobio. 
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摘
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液， 在液氮内长期冻存，不但可保持其存活和

免疫 、 生理功能，超微结构也保持完好。

冻存淋巴细胞中的酶活性变化是检定细胞

冻存后生理活性的一项指标。 实验结果表明，

细胞内的酶分子对冷冻比较稳定，在 LDH 的

测定中 ， 冻存的和新鲜的人淋巴细胞具有相同

的酶谱 : LDH3> LDH2 > LDH. > LDHI > LDHs , 

和 Blatt[l 3 ] 、 杨惠新 ( 14 ]的报道相一致。我们认

为在人淋巴细胞中 LDHs 成份含量较少，微量

检测时不易显示。另外 ，LDHs 成份泳动率慢 ，实

验时应避免使用浓缩胶，以免 LDHs 的丢失。

有的文献报道[ 1 5 ]，人外周血淋 巴细胞内缺乏

LD吨， 可能与电泳方法不一有关。

本文实验中采用肝素和 ACD 二种血液抗

碟'剂 ， 所得的淋巴细胞经过冻存后所测定的各

项免疫、生理和形态指标大致相仿，只有在淋转

率的测定中， 肝素血细胞的 3H-TdR 参入量在

冻存各时期可较 ACD 血细胞高出 10一15% ，

效果优于后者， 鉴于目前血站采血时， 大多数

用 ACD 抗版， 这样， 从全血中分离出淋巴细

胞后， 剩余的红细胞、 血浆等成份可以作为成

份输血综合利用 ，提高了血液的综合利用价值。
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克隆片段DNA用于测定 Epstein-Barr病毒基因组拷贝数

赵德标

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

检测 Epstein-Barr 病毒(EBV)基因组数一

般采用纯化的 EBV DNA 进行复性动力学试

验[门， 和纯化的 EBV DNA 经放射性同位素缺

口翻译标记[2J或转录标记[ 3 ， 4 J后杂交试验。由

于至今仍缺乏 良好的 EBV 生产株，从而使得分

离和纯化 EBV DNA 相当耗时费力。但近来运

用基因工程的方法可较为容易地获得 EBV 亚

基因组片段。有人报道用 [32pJ 标记的 EBV

DNA 的限制性酶解克隆片 段作为标准 DNA

检测正常或异常组织细胞中 EBV 基因组拷 贝

数[ 5 J 。也有人用 [32pJ 标记的巨细胞病毒 DNA

限制性酶解片段检测尿液中的病毒[6J。我们实

验室 也曾应用克隆的 EBV DNA 酶解片段作为

探针， 研究 EBV 基因组 阳性细胞株中 EBV

DNA 相对量 [ 7]。本文探讨了用非 标记的克隆

片段作标准， 同时以标记的克隆片段R作探

针 ，通过 DNA 点杂交检测每个 Hl8 细胞中EBV

基因拷贝数，和 EBV 基因组中 EBV DNA Bam 

HI-W(W)片段拷贝数。

材料和方法

1.细胞 DNA 的提取;

所用的四株细胞1 KS6H Raji, H1B 和 P3HR- 1 

都用 RPMI-1640 培液培养。另加 20%灭活的小牛血

清和 100μgjml 卡那霉素。

细胞 DNA 的提取按 Petterson 等人的方法[51稍加

修改。细胞在 1 mgjml 蛋白酶 E， 0. 5% SDS 和 1X

10-3moljL DTT 溶液中 37"C温育 3 小时，用盼和氯仿

分别萃取，所得核酸液经透析 后，加热变性的 Rnase

(1 mgjml) , 37"C再温育 3 小时， 再分别用盼和氯仿

萃取，以乙醇沉淀 DNA，沉淀物溶于 TE 缓冲液(10 x 

10-3 x molj L Tris1 x 10-3 x mo l/ L EDTA pH7.肘，再

用 TE 透析，所得 DNA 含量借光密度 (A 26 0 nm)定

量。

2. EDV DNA Bam HI-R ( R)和W片段的

制备，

参照 Maniatis 等人的方法[9]用碱变性法提取，

CsCl 密度梯度超速离心纯化 R 和W片段分别与 pBR~22

质粒重组的。 将酶解， 琼脂糖电泳后鉴定为W或 R片

段的胶带切下(图 1 )， 装入含有 Tris-醋酸缓冲液

(TAE: 0.04 molj L Tris-醋酸-0.002 mol j L EDTA) 

的透析袋中， 在 TAE 中电 泳 1 小时，再反向电泳 1 分

钟 ，吸出袋中 TAE，过 DEAE-Sephacel 4 B 柱，先用

平衡液 (100 X 10-3 x mol/ L NH,Ac- 10 x 10-3 x molj L 

Tris-Cl ,pH 8.0 , 10 x 10 -3molj L EDTA)平衡柱， 然后

上样品，再用洗脱液 (2 molj L NH,AC-I0 x 10-3molj L 

Tris-Cl, pH 8.0 , 10 x 10-3molj L EDTA)洗脱， 洗脱

液用百分和氯仿分别萃取后 ， 用二倍无水乙醇沉淀

DNA，沉淀物溶于 TE 中 。
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