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激活 T 细胞的培养上清液对肝癌细胞毒性作用的电镜观察

林 学颜

(卫生部武汉生物制品研究所细胞工程室)

慨 论

致有 ~~，分裂素剌激的 T 淋巴细胞释放出一

组可溶性因子称为淋巴因子， 其中的细胞毒因

子称为淋巴毒素(Lymphotoxin， LT)[1- 3], 在

体外有毁坏靶细胞的性能[4 ， 5]。最近， Onozaki 

等人例已经报告 ， 人的大单核细胞或巨噬细胞

衍生的白细胞介素- l (IL-l ) 是几种肿瘤细胞的

细胞毒因子， 本研究为了避免由大单核细胞衍

生的 IL寸 的混清效应， 用 E-玫瑰花环阳性的

血液淋巴细胞与植物血 凝素一起培养而制备激

活T 细胞的培养上清液。 通常用于体外细胞毒

试验的靶细胞为 L-92 9 和 HeLa 细胞[6- 8 ] 。

Russel 和 Rosenau 等人曾应用电子显微镜

研究淋巴毒素对 L-9 29 细胞的作用"'lE]，但是

在体外淋巴毒素杀伤大鼠肝癌细胞的电镜图像

尚未见报告。 ft本研究中 ， 我们经多次实验发

现， 在体外大鼠肝癌细胞对激活T 细胞培养上

清液的细胞毒效应敏感，致使形态改变，活细

胞数明显降低， 电镜图像指出 当肝癌细胞与激

活 T 细胞培养上清液-_.起培养后，细胞浆内有

明显的空炮形成井有灶'问:细胞脱溶解现象。

材料和方法

激活T 细胞培养上清液制备

应用含肝京铀的注 射器抽 取静脉 血液，加等量

Hank's 平衡盐溶液缓慢地加于 Ficoll-Hypaque(密度

为 1.077 g/ml )液上层 ， 然后在室温 400 g 离心 35 分

钟， 吸取两液界面单个核的细胞， 用无血清培养液

(RPMI1640)洗 2 次 ， 并再悬浮于含有 10%小牛血清

的 RPMI1640 培养液中， 调整细胞数量为 2 X 10 6 个

细胞Iml， 加等 量 用 2 ， 5-Aminoethy lisothouromium 

bromide (AET ) 处理的 0.5 %绵羊红细胞悬 浮液{叫，

混合物置于 37 'C水浴箱 20 分钟 ， 每 5 分钟混和一次 ，

离心 200 g, 10 分钟 ， 然后置 4 0C45 分钟， 轻轻地扣

动细胞团， 把细胞悬浮液如上述jJ日子 Ficoll-Hypaque

上层 ， 收集底层玫瑰花环细胞， 用 0. 38%NH.Cl 溶解

RBC , 上清重复洗一次 ， 然后以 RPMI1640 培养液

(含 10 %小牛血清) 将淋巴细胞浓度调至 5 X 10 6 细胞/

ml，加 PHA-P， 置 37 0C含 5 %COz 培养箱中 培养 4

天[3口 '11- 14 1 ， 离心收集上清液并用 。 . 2 μm 洁、器过滤，

滤液贮存于 - 80"C。

靶细胞

大鼠肝癌细胞株(H-4- n -E ) 由美国 ATCC(Ame

rican Type Culture ColJection )提供， 大鼠肝癌细胞

以 DMEM(Dulbecco' s Modified Eagle's Medium)含

10 %小牛血清， 制成细胞悬液， 浓度为 2 X 10 6 细胞/

ml , 0.5 ml 加于培养孔巾 ， 置 37 0C培养 48 小时， 细

胞生长成单层片状时， 用作激活 T 细胞培养上清浓的

靶细胞。

细胞毒测定

大鼠肝癌细胞置 37 0C培养 48 小时， 倾去培养液，

加入新鲜培养液与丝裂霉素 C(最终浓度为0.1μg/ml)

置 37 'C培养 30 分钟 ， 倾去丝裂霉素C ，用无血清培

养液洗细胞 2 次， 加不同稀释度的激活 T 细胞的培养

上清液(用 DMEM稀释)0.5ml ， 在 37 0C培养 24 小时

后，弃去培养液，加 0. 2 5 %底酶 0.2 m11孔， 置 37 'C

3 分钟后加 DMEM 0. 3 m11孔， 用巴氏吸管轻轻吹吸

混合，吸取 10μl 细胞悬液， 力口等量 0.4 % 台盼蓝溶液，

置血球讨数室中计算活细胞数。

T 淋巴细胞不加 PHA-P 的培养上清液加入肝癌
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细胞巾如上述培养对照 。

电子显微镜

上述大鼠肝癌细胞与淋巴毒素一起培养后， 倾去

培养液， 用 2 .5 % Glutaraldehyde 缓冲液加 0.1 mo11 
L 氢氧化纳调 pH 至 7 . 4，固定 24 小时 ，再以 Osmium

tetroxide 固定后 ， 经不同浓度的酒精常规脱水， 并浸

入子 Epon-Arald i te ， 然后进行超薄切片， Uranyl , 

Acetate lead Citra t e 染色， 镜检， 拍照。

结果 和讨论

但不如l激活 T细胞培养上清液的对照肝癌细胞

浆延伸连接，生长 }J叭j」h戍lk飞<.J↓) -句斗h;

激活 T 细胞培养上清?液夜无关，这说明大鼠肝癌

细胞(H-4- n -E) 对激活 T细胞培养上清液敏

感而导致细胞死亡。 为了避免由大单核细胞所

分泌的白细胞介素-1 ( Interleukin-l) 有细胞毒

效应的混洁， 我们用 E-玫瑰花环阳性的血液

淋巴细胞加 PHA-P 刺激而制备激活 T细胞培

养上洁液， 当大鼠Ií下痛细胞与激活 T细胞培养

肝癌细胞与激活 T细胞培养上清液一起培 上清液一起培养 48 小时后， 大多数细胞 改变

养 24 小时后，细胞浆收缩， 细胞与细胞之间 了形态， 细胞间相互解离并在光学显微镜下可

相互脱离， 情细胞数减少， 激活 T细胞培养液 以观察到在细胞浆内出现大量空白〈见表 2 )。

的浓度越高，活的肝癌细胞数越低(见表 1 ) , 通过电子显微镜检查，对照的肝癌细胞显

襄 1 11脏活 T 细胞培葬上清液对肝癌细胞敖死率效应

激活T细胞培养上清液稀释度

活的肝癌细胞数Iml

死细胞%

未 稀 释

5.5 X lOS 

13.4 

1:2 
8 . 6 X 105 

10. 5 

1: 4 对照

9 . 3 X 105 1. 5 X 106 

5 . 2 0 

瘦 2 激活 T 细胞培养上溃液对大鼠肝癌细胞的细胞霉效应

细胞形 态
反 应 剂

光学显微镜 电子显微镜

激活 T 细胞培养上清液(淋巴细胞 细胞浆收缩，在细胞浆内 细胞内含许多空泡和次级溶酶体，

与 PHA-P 共培育的上清液) 出现许多小空泡 并可见破碎细胞残留下来的细胞

腿， 线粒体1月1胀伴有浆膜的絮状，

在胞浆腹内有空气泡形成
非激活 T细胞培养 t清液(无PHA- 正常 正常

P 剌激的淋巴细胞培养上清液)

丝裂豆豆'萦 C (0 . 1!!g/ ml) 

示出完整的细胞膜、细胞浆和细胞核(见图 1 ) 。

由激活 T 细脏培养上清液处理的肝癌细胞中含

有溶酶体残余的浓密小体， 在胞浆内有大量的

自身吞噬泡，象类脂j商→样十分明显。线粒体

肿胀， 其中含有浓密的絮状物形成， 指明某些

细胞已经死亡， 并可见到破碎细胞膜的残留

(见图 2 )。 这种现象证明肝癌细胞受了激活T

细胞培养上清液的损伤(见表 门， 这是一种致

死性的指征，通过 电镜所见到的空?包代表膨胀

的内浆网 、 /íljl胀的线粒体和初级溶酶体， 在细

胞之间的胞 浆膜上有特殊的多灶性空泡形成

正常

(图 2 ) ， 在这个变化过程中 ， 我们发现这些形

成空炮的胞浆膜呈灶性消失。

摘要

外周血液 E-玫瑰花环阳性的淋巴细胞由

PHA-P 刺激而产生无白细胞介素一1 (Interleu

kin-l) 的培养上清液，在体外对大鼠肝癌细胞的

杀伤效应敏感 ，通过光学显微镜观察，激活 T 细

胞培养上清液引起肝癌细胞胞浆的收缩、分离。

电子显微镜观察这些细胞显示出溶酶体残留的

致密小体形成和线粒休肿胀， 细胞浆内以及贴
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邻的细胞膜之间出现大量空泡。这种现象提示

了激活T细胞培养上请液有侵袭肝癌细胞的特

性，导致细胞榕解。
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绒毛滋养层细胞直接制备染色体方法

陈园蒂马长俊孙自国·刘淑芳"李立…t幸自主菊

(四川省计划生育科研所组胚遗传室〉

绒毛与胎儿是由同一个受精卵分化发育而

成，它是胚胎的附属结构， 因此其细胞染色体

与基因组成同胎儿细胞是一致的。 吸取绒毛比

抽羊水细胞可提前八周左右进行遗传病的产前

诊断，这样可以减少孕妇的精神负担， 并可避

免中期引产的并发症。

韩安国【1]早在 1973 年已吸取绒毛进行产

前性别预测， 直 至 1984 年 Simoni 等问才报

道 100 例绒毛细胞直接制备染色体方法。 这一

方法的最大优点， 是其分裂相来自绒毛的细胞

滋养层细胞的自发分裂(Spontaneous Mitos划

在培养 1 小时后即可进行制片， 因而可以避免

母体细胞污染。该文报道后立即受到普遍重视，

认为这是一项开拓性工作，使产前诊断进入一

个新领域。 但以直接法作绒毛染色体制备是一

个新问题。根据我们的经验要比羊水细胞制片

难度大得多，例如分裂相少， 染色体容易丢失

且形态不佳， 多呈弯曲和缩短，染色单体分开，

G带的带纹不够清晰等。 Perry 等(1985)[3]认

为绒毛直接法显带质量不如羊水细胞，核型分

析成功率为 97%，依靠直接法技术可能难以

· 成都军区总医院。

"自贡市计划生育科研所。
... 万县地区计划生育指导所.
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