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"免疫" 核糖核酸对热处理后的

人淋巴细胞恢复花环的作用

邵国英 徐荣峙 陈诗书

〈上海第二医学院 上海市免疫研究所〉

人胸腺细胞和外周 T 淋巴细胞表面带有

绵羊红细胞受体，故能与绵羊红细胞形成玫瑰

花环。近年来相继发现用膜蛋白酶[1] 或加热

45"C处理 [2]可以使 T 淋巴细胞失去与绵羊红

细胞形成玫瑰花环的能力。 Mendes 等 [8]进一

步证实加热 45"C处理的 T淋巴细胞经转移因

子、胸腺素或正常人血清的可透析成分处理，

可部分地恢复玫瑰花环形成， V aldimarsson 

和Mcquire[41亦证明粗制转移因子制剂能使膜

蛋白酶处理后的T淋巴细胞部分地恢复玫瑰花

环。这些事实提示不同的免疫促进剂在体外对

人为的失去玫瑰花环形成能力的T淋巴细胞有

部分地恢复作用。本文报告用正常人自细胞

"免疫"核糖核酸(iRNA) 在体外对加热处理

的正常人外周血T淋巴细胞恢复玫瑰花环的初

步结果。

材棉和方法

, .正常人自细胞"兔瘦"核幢楼醋用联合抽提法
制备

制剂中 RNA 含量为 48.33 土 4.72% ， DNA含量

I 为 4.31 土 2.53%，蛋白质含量为 2.76 土 0.32% ，糖原

含量为 42.92 士 9.92% ， 聚丙烯院胶凝胶电泳显示五
条区带，相当于 4S， 8S , 9S, 15S 和20S[5] 。

2. 正常人外周血 T 淋巴细胞的分留及加热处理

肝素抗凝血用 Hànks 液(pH7.4)作等量稀释后，

用聚震糖一泛影葡胶(比重1. 077) 按常规方法分离淋

巴细胞。淋巴细胞经 Hanks 液洗涤两次并校正到细胞

浓度为 4 X 10 6/毫升。取出上述淋巴细胞悬液 0.1 毫升

留作玫瑰花环自然形成率，其余淋巴细胞悬液置 45 'C

恒温水浴加热 1 小时，然后置 45'C恒温箱平衡的离心

机 2000 转/分离心 10 分钟，弃去上层液，沉淀的淋巴

细胞用 45'C预热的 Hanks 液洗涤两次，再用室温的

Hanks 液校正到原体积，即为加热处理的淋巴细胞

悬液。经苔盼蓝染色， 90%以上的淋巴细胞不着色。

3. 加热处理的淋巴细胞与自细胞 iRNA 保温
按照 Mendes 等人[3]的保温条件， í!P取加热处理

的淋巴细胞悬液。 .1 毫升，加用 Hanks 液溶解的白

细胞 iRNAO.1 毫升(200 微克〉混匀置 4'C冰箱保温

一小时，然后经 1000 转/分离心 5 分钟去上清液，沉

淀的细胞经 Hanks 液洗两次并校正到原体积。以不

含 iRNA 的 Hanks 液与加热处理的淋巴细胞保温作

为对照。

4. 玫瑰花环形成试验

未经加热处理的、经白细胞 iRNA 保温后的和

与 Hanks 液保温后的淋巴细胞悬液分别加入 1% 绵

羊红细胞悬液 0.1 毫升， j昆匀后经 37 "c水浴保温 10

分钟，即以 500 转/分离心 5 分钟，并置 4"C冰箱 1 小

时，吸去上清液，沉淀细胞轻轻混匀后加入 0.8%戊二

蹬一缓冲生理盐水 1 滴，混匀后于 4'C冰箱固定 30 分

钟。 以 500 转/分离心 5 分钟，弃去上清液加入 56 "c 

灭活的小牛血清 1 漓，轻轻混匀后吸出全部细胞制成

两张涂片。血片用瑞氏染液一磷酸缓冲液 (pH6.2)和

1%氧化美蓝双重染色，油镜计数 1000 个淋巴细胞中

形成玫瑰花环的细胞数(以粘附 4 个或 4 个以上绵羊

红细胞的淋巴细胞作为花环形成细胞)。结果以花环形

成的百分数表示。

5. 反玫瑰花环世验

吸取 1%绵羊红细胞 0.1 毫升，加入白细胞iRNA

0.1 毫升(200 微克)，混匀后在 4"C冰箱保温 1 小时，

以 1000 转/分离心 5 分钟弃去上清液，用 Hanks 液

洗涤两次并校正到原体积，然后与加热处理的淋巴细

胞悬液 0.1 毫升1昆合，以后的处理与 4 相同。

6. 自细胞 iRNA 的酶处理

称职核糖核酸酶〈中科院生物化学研究所药厂出

品)，脱氧核糖核酸酶 (Sigma 药厂出品〉和膜蛋白酶
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〈新疆伊利肉联厂生化制药厂出品〉各 4 毫克，分别溶

于 1 毫升的 Hauks 液中，于上述酶溶液中各加入

Hanks 液溶解的白细胞 iRNA1 毫升〈含 4 毫克〉。在

37 'C水浴中保温 1 小时。用氯仿去尽酶蛋白。取酶处

理后的白细胞 iRNAO.l 毫升与加热处理后的淋巴细

胞悬液。 .1 毫升1昆和，再以上述方法 4 观察其对玫瑰

花环形成的影响。

结果

1 .自细胞 iRNA 对加热处理的淋巴细胞

形成玫瑰花环的作用

加热处理的淋巴细胞与绵羊红细胞形成玫

瑰花环的能力及自细胞 iRNA 保温后该淋巴

细胞玫瑰花环恢复的作用总结于表 1 及图 1 • 

襄 1 不同批号的自细胞 iRNA 对加热处理的琳巴细胞玫瑰花草草的恢复悻用

实 验 次 数 1-1 I 2 I 3 I4--1--5 1-6 -r--7l均数士标准差

阴性玫瑰花环形成对照 %一一1 1 . 4 1__4.41 O._6_j川|工8[0~ι订一1. 87 :!: 1. 53 

77-7-5 3.7 6.2 

77-7-5 5.8 6.3 

用不同批号的白细
〈去糖原的〉

77-8-5 7.8 6.3 
胞"免疫"核糖核酸

保温后玫瑰花环形
77-4 2.0 16.4 

成 76-4 9.1 9.1 

% 
77-3 4.6 13.6 

77-6-23 5.2 6.4 

*为与阴性对照进行配对统计学处理的结果。

由表 1 可知加热处理的外周血淋巴细胞与

绵羊红细胞形成玫瑰花环的能力明显消失.阴

性玫瑰花环形成对照项所列七次实验的花环百

分数变动在 0.6-4.4%之间，平均为1.87士

1. 53%。这个数值远较自然花环百分数〈自然

花环在我们实验条件下平均为 35%) 为低.但

加热处理的淋巴细胞与白细胞 iRNA 保温后

其花环形成率比对照管升高 2.4-2.7 倍.在 7

批自细胞 iRNA 制剂中(每批约由 8∞0 克健

院 101

喔曼
首要
~ 61 
a曹 41

岳 21

圄 1

5.8 9.4 1. 1 3.7 8.2 5.44 土 2.65

P<0.05* 
5.4 5.6 1. 3 2.4 8.0 4.97 土 2.15

P<O.O] 
3.0 2.4 0.9 1. 5 9.8 4.54 士 3.16

P<0.05 
3.3 11.8 2.2 2.2 6.2 6.3 土 5.25

P>0.05 
2.5 4.0 4.0 2.2 9.0 5.7 士 2.96

P <0.0] 
4.4 11. 5 1. 4 4.5 8.9 7.05 土 4.1

P<O.O] 
2.0 5.0 2.1 5.9 5.3 4.56 土 2.69

P <0.0] 

康人外周血白细胞制成〉的实验数据， 除一批

缺乏统计学显著性外，其余六批增加花环形成

率均具有统计学明显差别的意义。说明白细胞

iRNA 在体外能使加热处理的淋巴细胞部分地

恢复玫瑰花环形成的能力.

2. 不同浓度自细胞 iRNA 对加热处理淋

巴细胞形成琼瑶花环的影响

为了观察白细胞 iRNA 浓度对加热处理

淋巴细胞恢复玫瑰花环的影响，把同一份加

热处理的淋巴细胞分成若干管并分别与 50、

100、 150、 200 和 8ω 微克的白细胞 iRNA 保

温，三次实验的结果如图 2所示.加热处理的

淋巴细胞玫瑰花环形成率随加入白细胞 iRNA

的量〈在一定范围内〉而增加.说明加热处理淋

巴细胞恢复玫瑰花环的能力与加入的白细胞

iRNA 的浓度呈现一定的剂量关系.
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表 2 自细胞 iRNA 先与绵羊红细胞保温和自细胞 iRNA 与

加热处理的淋巴细胞保温对玫瑰花环恢复的比较

____~___~ ____~ ___ iX____!__~ _____L _1_1 2 I 3-r-4 1 5 1 6__ 均可些毛
阴性对照% I 3.6 1 7.5 / 9.41 5.3/ 9.41 5.31 6.75 :1: 2.18 

百面昂面it/3.7 -, 5.-1!…!~~~~-!~-. ~ r~.~I------8-;ri? 
白细胞 iRNA 先与加热处理的淋巴 I " n I n n I ." n I .n • I 叫 nl.nnI 12 . 23 土 4.07
细胞保温，其恢复玫瑰花环的 % I..~ I ".u I ~..u I 晶。… I ~u.u I ~~.u I p<O.01 

归细胞i且NA先与 自细胞 iRNA先与加
绵羊红细胞保温 热处理的淋巴细胞保温

50 1句 1ω 击。埠。 jovg
白细胞iRNA浓度

固 3 自细胞 iRNA 与绵羊红细胞温育后对加热

处理淋巴细胞恢复玫瑰花环形成的影响

，瑰花环的恢复无明显的作用，与阴性对照进行固 2 不同浓鹰自细胞 iRNA 对加热处理的
淋巴细胞形成玫瑰花环的影响 配对的统计学处理:F'>O.05。相反，同一份加

图中各点为减去阴性对照值后的净增加值 热处理的淋巴细胞经白细胞 iRNA 温育，其

3. 白细胞 iRNA 先与绵羊红细胞保温对 玫瑰花环的恢复有明显的增加，统计学处理

加热处理淋巴细胞恢复玫璃花环的影响(反政 P<O.Ol，达到非常显著的差别。这就说明白

璃花环试验〉 细胞 iRNA 对加热处理淋巴细胞恢复玫瑰花

把相同浓度的白细胞 iRNA 先与绵羊红 环的作用是通过淋巴细胞的。

细胞作同样的保温，然后以此红细胞与加热处 4. 自细胞 iRNA 经酶处理后对加热淋巴

理的淋巴细胞一起作用并观察其玫瑰花环的 细胞形成玫瑰花环的影响

恢复作用，六次实验的结果如表 2 和图 8 所 ' 经核糖核酸酶、脱氧核糖核酸酶、膜蛋白

示。 酶处理后的白细胞 iRNA 对加热处理的淋巴

从表 2 和图 8 的结果说明白细胞 iRNA先 细胞玫瑰花环的恢复有不同的影响。三次实验

与绵羊红细胞温育，对加热泣理的淋巴细胞玫 的结果如表 8 所示.

费 3 自细胞 iRNA 经 RNase ， DNase 和朋蛋白酶分别处理

后对加热处理的淋巴细胞政璃花环的影响

实验次数 | 1 1 2 1 3 I 均一举

b
k
M
萤
细
甲

阴

E
U

膜
白
一

庄对照 % 6.8 4.8 2.8 

se 处理的 iRNA 恢复加热处理淋巴细胞玫瑰花环 % 9.3 4.1 5.1 

se 处理的 iRNA 恢复加热处理淋巴细胞玫瑰花环 % 12.7 6.6 6.3 

自酶处理的 iRNA 恢复加热处理淋巴细胞玫瑰花环% 13.0 6.6 5.8 

抱 iRNA 恢复加热处理淋巴细胞玫瑰花环 % 16.6 8.4 7.4 1 
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J，是 3 的结果说明，自细胞 iRNA 经

RNase 处理后其恢复玫瑰花环的效应明显的

消失，其作用只有酶处理前白细胞 iRNA 的

22%，而 DNase 或膜蛋白酶处理后其恢复玫

瑰花环的能力尚达处理前自细胞 iRNA 的

60%。此实验说明我们制剂中恢复玫瑰花环的

作用的主要成分是 RNA ， 而且其作用要求有

一定市整分子结构的 RNA.

讨论

我们的实验表明，正常人白细胞 iRNA

在体外能使加热处理的淋巴细胞部分地恢复玫

瑰花环的作用，这种作用在一定范围内与自细

胞 iRNA 浓度有关.它的作用不是通过绵羊

红细胞，而是通过淋巴细胞产生的，核糖核酸

酶能够消除自细胞 iRNA 的这种作用。

Mendes 等人[3]已经证明转移因子，胸腺

素在体外对加热处理的淋巴细胞有部分恢复玫

瑰花环的作用，并认为这两种制剂中存在着绵

羊红细胞"可洛性"受体。后者既可直接结合

到加热处理的淋巴细胞表面，也可先结合到绵

羊红细胞表面，这两种作用均可使加热处理的

淋巴细胞恢复玫瑰花环。我们的实验结果说明

白细胞 iRNA不同于转移因子和胸腺素，它

不存在绵羊红细胞可溶性受体，因为自细胞

iRNA 先与绵羊红细胞温育后无恢复加热处理

的淋巴细胞形成玫瑰花环的作用。从自细胞

iRNA 需要通过淋巴细胞发挥作用以及T 淋巴

细胞表面的绵羊红细胞受体的本质属蛋白

质[町，是否白细胞 iRNA 中含有合成这种绵羊

红细胞受体所需的信息核糖核酸，从而诱导加

热处理的淋巴细胞合成这种受体，这是一个有

待进一步研究的问题。一个有趣的现象是我们

的结果在许多方面与牛满江等人用小鼠或小牛

肝 RNA 诱导某些肿瘤细胞合成一些正常肝细

胞所特有的蛋白质和酶类的结果相似[←81. 例

如他们看到肝 RNA 诱导正常肝特有的蛋白质

和酶类的程度与 RNA 浓度有关，用 RNase

处理肝 RNA 使其语导作用消失.国内也有人

用正常鼠肝 RNA 在体外诱导肝癌细胞的葡萄

糖代谢酶谱向正常晦谱转化[9]，以及直接分离

正常肝信息核糖核酸在体外诱导人肝癌细胞和

小鼠肝癌细胞合成血浆白蛋白[10] 的报道。虽

然我们所用的体外实验条件并不与上述作者所

用的完全相同，但从结果的相似性以及临床报

道，应用白细胞 iRNA 治疗流行性乙型脑炎、

病毒性心肌炎、慢性乙型肝炎患者中， 33 例

玫瑰花环低于正常值的病人有 91%的病例恢

复到正常值[11-14]，说明在整体情况下自细胞

iRNA 也具有恢复玫瑰花环的作用.最近 Sell

和 Mendelsohn [1 5]在分析 iRNA 的作用机理

时首先提到的是 iRNA 传递信息密码的问题，

这些使我们设想在白细胞 iRNA 中存在着诱

导淋巴细胞产生绵羊红细胞受体的信息。也可

能自细胞 iRNA 具有非特异的诱导物的作用，

它们进入淋巴细胞后插入到 RNA 分子中起着

起动因子的作用[lS]，从而使失去绵羊红细胞

受体的淋巴细胞重新合成这种受体。所以进一

步研究自细胞 iRNA 的这种作用是很有意义

的。

摘要

正常人外周血T淋巴细胞经 45"C处理 1

小时，失去与绵羊红细胞形成玫瑰花环的能

力。这种淋巴细胞用正常人白细胞"免疫"核

糖核酸 (iRNA)4"C保温 1 小时，可以部分地

恢复与绵羊红细胞形成玫瑰花环的能力。玫瑰

花环恢复的程度在一定范围内与所用的白细胞

iRNA 浓度有关.白细胞 iRNA 经核糖核酸

酶处理后其恢复玫瑰花环的能力明显降低，但

脱氧核糖核酸酶或膜蛋白酶处理后对恢复玫瑰

花环的作用很少影响，若白细胞 iRNA 先与

绵羊红细胞温育，再以此红细胞与加热处理的

淋巴细胞在 4"C温育 1 小时，未见玫瑰花环的

恢复作用，提示白细胞 iRNA 的这种作用是

通过淋巴细胞来实现的。对自细胞 iRNA 恢

复加热处理的淋巴细胞的作用机理进行了讨

论.
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60钻 y 线对骨髓、脾脏造血细胞DNA和 RNA合成能力的影响

苏燎原江涛马祥瑞刘克良林兴成王洪云冯纪辛未

〈苏州医学院放射损伤基础教研室〉

骨髓及淋巴组织是主要的造血器宫。造血

细胞不断地、周期性地进行着细胞繁殖和分

化，以便陆续补充外周的血细胞，是保持生命

活动的重要过程.

电离辐射损伤机体，造血系统是最敏感的

器官之一，在一定程度上决定着放射病的发生

和发展过程。因此研究造血细胞的增殖分裂情

况及其辐射效应对了解造血系统的受损机制是

有禅益的.

材料和方法

-、标本采取

1.人体骨髓穿刺，取出骨髓液不超过 1 毫升，

以肝素抗凝。

2. 豚鼠骨髓细胞悬液，杀死体重 200 克左右的

豚鼠，取出股骨，用 10 毫升 Eagle 培养液冲出骨髓

细胞，相继通过挝、 4 号在射针头，使细胞充分散

开，进行计数。

3. 豚鼠脾细胞悬液z 剪去豚鼠脾脏的边缘包膜

及中间的韧带，脾脏置于盛少许 Eagle 培养液的培

养皿中，用弯背小剪刀挤压出脾细胞，经过肚、 4

号针头，制成单细胞悬液，进行计数。

二、照射条件

60 钻治疗机，距离 50 厘米，剂量率 32 拉德/分。

人骨髓液 0.3 毫升置小玻瓶内分别照射 5 、 10 拉

德，另取 0.3 毫升作自身对照。

豚鼠的骨髓液及脾脏细胞置小玻瓶内，溶液深度

不超过 4 毫米，每个样品分为四份进行照射。剂量s

O 、 50 、 100、 200 拉德。

三、细胞培葬及渗入

人骨髓。 .3 毫升加 2 毫升 Eagle 培养液，再加

3H-TdR (胸腺嗜睫核苦) 1. 2μCi (微居里〉、 14C-UR

〈尿暗鹿核苦) 0.3μCi ， S7 "C培养 4 小时。

豚鼠的骨髓及脾细胞 2 X 10 6 个/毫升，每瓶 2 毫

升培养液，加 3H-TdRO.6μCi 、 14C-URO.15μCi ，

每个照射剂量的同一样品设置 4-5 个平行样品， 37 "c 

培养 4 小时。

四、收器细胞

每瓶加 6 毫升蒸馆水低渗破坏红细胞，将溶液转

来周有宁、薛智谋同志参加部分工作。
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