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自细胞介素的检测

劳苦王 刘国良

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

自细胞介素 ( Interleukins ， 简称 ILs)是一

类在淋巴细胞间传递信息， 剌激淋巴细胞或其

它前体细胞增殖分化的介质，主要来源于白细

胞。

到目前为止，正式命名的白细胞介素有四

类 ， 分别为白细胞介素一l(IL-l) 、白细胞介素-2

(IL-2) 、 白细胞介素-3(IL-3)以及由第六届国

际免疫学年会定名的 T细胞来源的有关B 细胞

增殖分化的因子-一白细胞介素-4(IL-4 ) [l)。

随着白细胞介素研究工作的日趋深入，其

相应的检测手段则显得愈为重要，且在不断地

完善和提高。现将其简介如下:

-、自细胞介素-1 的检测

IL-l 的来源较为广泛， 主要 由活化巨噬

细胞分泌。 在体外，它能直接杀伤某些肿瘤细

胞，同时还能增强单核细胞、 NK 细胞、 细胞

毒性 T细胞的肿瘤杀伤活性， 诱导 T细胞分泌

IL-2，从而引起 T 细胞的增殖，调节B 细胞的

分化。 此外 ， IL-l 还能作用于其它多种组织

细胞，因而具有广泛的生物学效应山。

IL-l 能单独或与低剂量的致分裂原一起

协同剌激胸腺细胞的增殖，也可刺激某些T 细

胞株释放 IL-2，从而维持 IL-2 依赖的 细胞株

的生长。 其作用机理是: Go 期(休止状态)T

细胞在低剂量的致分裂原作用下活 化 进入 Gj

前期 ， Gj 前期 T 细胞又在 IL-:- l 作用下进入 Gj

后期，同时增加了细胞表面 IL-2 受体的 表达

以及 IL-2 的分泌， IL-2 再与 T细胞表面 IL-2

受体相互作用从而使 T 细胞由 Gj 后期进入 S

期，引起 T细胞的增殖[3 ) 。

(-)胸腺细胞增殖检测[4)

1. 胸腺细胞'除液的制备

取 6-10 周龄 C3HjHeJ 小鼠的胸腺，制备胸腺细

胞，洗涤三次，用培液将细胞浓度调为 1.5 x 10' 细胞/

ml，培液含 5%小牛血清，2 . 5 X 10- 5 moljL-疏基乙醇。

2. Con A 的亚适剂量

在低剂量致分裂原(Con A 等) 与 IL-1 协同剌激

胸腺细胞增殖检测中，必须作- Con A 剂量曲线，观

察其对胸腺细胞增殖影响， 从而选取 Con A 作用的

亚适剂量 ， I'!p能够激活胸腺细胞但不 引起它明显增殖

的 Con A 浓度。

取 96 孔微量细胞培养板， 在小孔中加入 100μ1

Con A， 最终浓度分别为 0.5μgjml 1μgjml、 2μgj 

ml、 5 f.!gjml, 10 μgjml ， 复孔三个， 并以不加 Con A 

的培液作对照，随后于上述各孔内加入 100 川 的胸腺

细胞(1 . 5 X 106 ) , 37 'C, 5 %C02 温育 72 小时， 收获

前 12 小时每孔加入 50μ1 0 . 5 μCi 的 3H，TdR， 到时

用半自动微量细胞收集仪收集细胞于玻璃纤维i!Æ纸上，

用液闪计数仪测定 3日-TdR 掺入量。 数据 (CPM) 以

三个复孔的平均值士标准差表示 ， 据此选择 Con A 作

用的亚适剂量，通常为 0. 5 μg-1. 0μgjml 。

3. 样晶检测

96 孔微量细胞培养板的培养小孔内加入 100μI 的

胸腺细胞0.5 X 106 ) , 50μl 亚适剂量的 Con A , 5 0μ1 

各种稀释度的待测样品， 总体积 200μ1 ， 同时 以单独
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加胸腺细胞以及胸腺细胞加亚适剂量的 ConA 作对

照， 37 0C , 5 %COl 中温育 60 小时， 加入 50μ1 ， 0.5 

μCi 的 3H-TdR 继续温育 1 2 小时， 同上收集细胞和测

定掺入量。

应用胸腺细胞来检测 IL-l 时有一点要注意，即一

般小鼠的胸腺细胞对 IL-l 诱导物如 LPS， PMA 等，

以及某些致分裂的胸腺抽提物均有反应， 因而缺乏特

异性。 为此 ， 在检测时必须附加这些制品的对照。如

有条件最好采用对 LPS， PMA 无反应的 C3HjHeJ 小

鼠的胸腺细胞。

(二) IL-2 侬赖的细胞株的增殖检测[ 5]

将小鼠 T淋巴细胞株 LBRM-33 用丝裂霉素-C

(50μgjml) ， 37 0C处理 ] 小时 ， 洗涤后 取 100μ1(5 x 

10" 细胞〉加入到 96 孔细胞培养板小孔内 ， 同时加入

50μ1 O.I%PHA, 5 0μl 各种稀释度的待测样品以及

50μ1 CTLL-2(8 X 10 3 细胞) ， 总体积 25 0 川， 并附加

培液对照， 培养 20 小时，随后加入 50 μ10.5μCi 咀­

TdR， 继续培养 4 小时 ， 同上收集细胞和测定同位素

掺入。这个测定的原理是 IL-l 剌激 LBRM-33 分泌

IL-;-2 , IL-2 又诱导 CTLLι2 细胞株增殖，从而间接检

测了样品中 IL-l 。

E 类前列腺素在 JL-l 检测中有抑制效应， 因而人

们往往经过透析或上亲和层析柱， 也有在诱导 IL-l

的过程中加入前列腺素合成抑制剂来防止前列腺素的

产生。

. 二、自细胞介素-2 的栓测

IL-2 来源于活化的T细胞， 能维持T细胞和 NK

细胞的生长， 增强 NK 细胞和 LAK 细胞的肿瘤杀伤

活性，剌激 T、 B 淋巴细胞分泌多种淋巴因子 [6) 。

(-)脾脏细胞增殖检测[ 7 ] 

1. 摘取小鼠脾脏，分离脾脏 细胞， 以 0. 5-1 x 

io' 细胞jml 浓度悬浮于内含 5% 小牛血清， 5 X 10 - 5 

mol/ L 2-统基乙醇 ， 2 .5μgjml 的 Con A 的培液中培

养 48 小时。

2. 600 g离心 7 分钟后倾去上清液，加入0.05molj

Lα-甲基甘露糖 40"C温育 15 分钟， 以除去细胞表面

战留的 Con A。随后用Hanks'液洗涤细胞，Percoll梯度

分离纯化激活的淋巴母细胞。

3. Hanks' 洗涤淋巴母细胞， 校正细胞浓度为

2 X 10 6 细胞jml ，培液含 10%小牛血清 ， 5 x 10- 5mol j L 

2-~夜基乙醉， 0. 1 moljL 甲基甘露糖。

4. 取 100ul ( 2x 1 0 S 细胞)加入到 9 6 孔微量细胞

培养板小孔内，同时加入 100μI(i) 各种稀释度的待

测样品 ; (ii) 培液对照1 (iii) 各种浓度的标 准品对

照，总体积 200μ1 ， 于 37 0C ， 5%CO， 温育 18 小时后 ‘

加入 50μ1 0.5μCi 3H-TdR 培养 4-6 小时， 收获细

胞，计数响-TdR 掺入景。

〈二) IL-2 依赖的细胞株增殖检测[8]

1. 检测前将 IL-2 依赖、细胞株 CTLL-2 用 培液洗

涤多次，校正细胞浓度为 1 X 105 细胞jml ， 培 液 含

10%小牛血清， 5 x 10- SmoljL 2-流基乙醇。

2. 各种稀释度的待汩IJ样品分 别以每孔 100μ1 的

是加入到 96 孔培养板小孔内 ， 附加培液对照以及各

种浓度的标准品对照， 再在上述各 孔内加入 100 μI

CTLL-2 细胞(1 x 10') ， 回育 18 小时 后， 加入 50μl

0.5μCi 3H-TdR 继续培养 4-6 小时， 收集细胞检测

3H-TdR 掺入。

= 白细胞介素-3 的检测

IL-3 是多集落剌激因子，可囱i疑集素活化的辅助

性T细胞产生。 IL-3 能刺激多种造血干细胞集落的形

成， 维持干细胞的生长、 分裂、 分化， 并诱导 20 α 捏

基类固薛脱氢酶的分泌[9 ， 10] 。

(-)细胞增殖检测

, .集落形成检测[11 )

小鼠骨髓细胞与 0 .1 % 甲基纤维素， 15% 小牛血

洁， 10%牛血清白蛋白 ， 5 x 10 - 5mol j L 2-统基乙醇，

100 单位青霉素jml ， 100 微克的链每素jml 的培液混

合， 各取 1 ml (3 . 5 x 105 细胞)铺展子含 25μI 待测样

品以及培液对照的细胞培养板上 (35 x 10 mm) ， 于

37 0C , 5%C02中温育 7 天， 计算细胞集落形成数。 其

结果以实验组减去对照组后的平均值士标准差表示。

2. IL-3 依赖的细胞株的增殖检测[l l)

检视IJ前 IL-3 依赖的细胞株 (FDC-P1 等 )， 用培液

洗涤多次，制备成 105-10 6jml 的细胞悬液， 以每孔

100μ1 的量加入到 96 孔微量细胞培养板小孔内，随后

分别加入 100μl 的各种稀释度的待测样品， 设培液对

照以及标准品对照， 总体积为 200μ1 ， 温育 1 8一24 小

时，然后加入 50 μ1 0.5-1. 0μCi 的 3H-TdR ， 继续培

养 3-4 小时 ， 并计数 3H-TdR 掺入量。

(二) 20α 经基英国醇脱氢酶的诱导检
测[1 日， 1 3]

1. 20α经基类固醇脱氢酶的作用机理g
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2. 取 4 周龄的裸鼠或 BALB/C 小鼠脾脏， 制成

6 X 10 6 细胞/ml ;去:液 ， 培养于含 10%/j叫二血清的培液

中。随后以 1:1 的比例与待汩11样品混合， 培养 24 小

时 . 到时离心并取一定量的细胞置于0.01 mol/ L PBS 

(pH 7 ); 1 . 0 m~ol/L MgC12 中 ， 二次超声破碎 (1 5

秒一次) ， 随后 20000 g离心 30 分钟 ，并取上清液中的细

胞抽提物 100 μl 与 100 μI 的 3H_黄体酣(10 -6mol/句，

200 μl lYJ NADPH 再生系统 ( 0.1 mmo1/ L NADP , 1 

mmol / L 6-磷酸葡萄糖， 0.] 5 单位的 6-磷酸葡萄糖脱

氢酶)混合温育 60 分钟。终止反应加入 含黄休 回载

体的乙酷和 20α-二氧黄休阳， 涡i旋振荡 器上充分混

匀后水牛[j用液氮冷冻 ， 隧相轻轻倒入圆锥形玻管， 并

在微风吹拂下使乙酷挥发，随后加入 20μl[-j{J 乙醇重

新溶解， 在硅胶薄层层析板上进行薄层层析。展层溶

剂系统是乙商量 :氯仿= 3 :10 。 层析完毕后在紫外灯下

观察到黄体阳和 20α-二氢黄体酣二个点， 随 后取出

置于闪烁液巾检测放射活性。 据此推算出转化为 20α­

二氢黄体嗣的 Pmole 数。实验数据以(实验伊一对照

组)Pmoles/ hr / 108 细胞表示。

通常用裸鼠细胞作为检测细胞较好， 因为其细胞

20 α-经基类由|醉脱氧酶活性很低，所以本底也较低。

四、自细细介素斗的检测

IL-4 是一类 T细胞来源的刺激 B 细胞生长分化的

淋巴因子。以往，人们根据其不同的生 物学活性分别

命名为 B 细胞剌激因子-1 ， B 细胞分化因子-r ， B 细

细生长因子-]以及 IgG1 诱导因子(1)。

(一) B 细胞的增强检测[ 14 , 15 J 

1. 取 8-10 周龄的 BALB/C 小鼠，无菌条件下

取出脾脏 ， 信IJ备牌脏细胞， 随后过 Sephadex G-10柱

去除粘附细胞(1 6 ) 。

2. 调整细胞浓度至 G x 10' 细胞/时， 加入 1/100

稀释度的抗 ThY-1 . 2 单克隆抗体， 4 0C ， 温育 20 分钟

(重复处理一次 ) ， 接着用 1 /4 稀释度的豚鼠血清， 于

37 0C条件下继续处理 3 0 分钟 ， 以除去 T细胞。

3 . 经上述过程纯化所得的 B 细胞以每孔 1 X 105 

个细胞(1 00μ1 ) 的量加入到 96 孔微量细胞培养板中，

CII 毛

K-~-ÕH 

一♂
200 -二氢货摊'

同时加入 50μl 亚运剂量的活化剂(抗 IgM 抗血清的 F

(abl) 2 片断， 50μ1 的待测样品，总体积为 200μ1。 同

时设培液对照以及活化剂对照 ，于 3 7 0C ， 5%C02 中温

育 72 小时。终止温育前 16 小时， 各孔加入 1μCi 的

3H-TdR(50μ1) ， 16 小时}~计数 3H-TdR 掺入量。

摘 要

白细胞介素(Interleukins ， 简 称 ILs)是一

类在淋巴细胞间传递信息，剌激淋巴细胞或其

它前体细胞增殖分化的介质。现已正式命名的

有四类，分别为 IL-l ， IL- 2 , IL-3 以及 IL-4 o
它们在整个免疫系统的分子调节中起着重要的

作用， 维持了机体的稳定。因而自细胞介素是

当代免疫学研究中一个十分活跃的领域，而要

广泛而深入地开展这一领域的研究工作， 离不

开灵敏、可行的检测方法的运用。为此，本文

对这四类介素的检测方法作了较为详尽的介

绍。
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体外培养心肌细胞的纯化方法及其应用

手j、红

(中国 "1:)医研究院西苑医院基础研究室)

心肌组织、由 多种细胞构成，在体外培养的

特殊环境中， 这些不同种类的细胞在形态、功

能及分裂速度等许多方面都有很大差别。 我室

自 1978 年建立体外培养心肌 细胞方法并用于

中医药研究获得成功后[ 1]，体外培养的心肌细

胞已应用于许多研究领域中。 目前国内大部分

的实验报道均用混合培养的心肌细胞， 给心肌

细胞代谢 、心肌细胞药理 、病理及细胞生物学等

方面的问题的分析和研究带来很大干扰，因此

分离去除其它细胞， 而保留心肌细胞并维拮其

正常生长及生理，功能，对于深入细致的研究有

着重要的意义 ， 是当前国内外该项研究中颇为

重视的一个问题。

体外培养的心肌细胞中通常存在两类细

胞: 心 !lJl细胞 (myocardial cells，简称M细胞)

和]，戈纤维样细胞(fibroblast-like cells , 简称 F

细胞)。 后者主要来自 心脏组织中的内皮细胞、

心内膜细胞 、 血管平滑肌细胞等，又称之为间

质细胞(mesenchymaJ cel1s) [ 2 ， 3 ] 。 培养 的M细

胞具有以下生物学特征 : (1)原代培养的细胞

大多具有收缩功能， 在适宜条件下可自发地搏

动 ;(2) 含糖原和肌原纤维;(3) 有较长的有丝

分裂期和传代时间 ; (4) 贴附培养器皿表面较

慢， 而 F 细胞的特征相反[.1]。新生ï;JJ物心肌M

细胞和 F细胞在培养前其数量的 比 值约为

6:4，由于 F 细胞增娟迅速， 培养 3-5 天后在

本文得到李连i左手1 1李 i快恢老师指导， 谨致谢意。

数 日 上可大大超过M细胞[ 5 ] ，占有很大的培养

面积， 对M细胞的生长及收 缩 功 能有很大影

响"' 7] ， 对于观察M细胞的形态 、 功能及代谢

也带来一定困难， 因此介绍国外常用的几种纯

化分离M细胞的方法， 可供我们参考和借鉴。

-、差速贴壁分离法

差速贴壁分离法 (Differential A ttachment 

Technique)的原理即根据心肌M细胞和JF 细胞

在培养器皿表面贴监生长的速度不同而进行分

离的方法。用服蛋白酶消化心肌组织所得的混

合细胞悬液， 接种在适当大小的 培养瓶中 ，

37 'C静置 90 分钟，轻轻振摇后倾出尚未贴膛

的M细胞 ， 重 新接 种， 可得纯度大于 95 % 的

M细胞， 而原土ì:Í'养瓶中的贴监细胞几乎全部均

为 F 细胞 [ 5 ] 。 显微镜下观察， 刚接种的M细胞

呈圆形，而F 细胞主短悻状。 也有报道用 lttl去

得M细 胞 95% ， 而 F 细胞 93 % [7 ]。 所取贴壁

的时间各有不同， 短至 20 分钟 [町， 长至 3 小

时-PJ] ， 通常以 60-90 分钟 多 用 "'1 0 ]，实验

操作也略有差异 ， 有直接倾出， 也有振摇、 旋

转、 平皿翻转等不同方法，这些对细胞分离纯

度都有很大影响。 另外， 动物的年龄、 细胞接

种量及操作熟练程度等对控制各类细胞数也有

很大关系。 差速贴壁分离j去具有操作简便 、 用

时短、 对细胞影响/卜分离纯度高等优点， 国

外有关实验室大多采用该方 法。 Wenzel 等人

发现， 纯化后培养的M细胞较 ib~合培养的搏功
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