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用E t花环法和醋酶染色法测定免

疫前后猪血液中T淋巴细胞的比较试验
`

欧阳砚 张 玲 赵晓初

(西北农学院兽医系〕

摘 要

用 总玫瑰花环 (E t花环 ) 法和 酣薛染 色法分别测 定 了同窝 7头幼龄猪
,

在 用猪疽 夜苗

兔疲前测定 了沙份 血样的 T 淋 巴细胞 ( T L )
,

又在免疚后 测定了 35 份
,

结果表明
:

平均绝甘

值分别 为 6
。

06 千 / m m 3
和 5

.

48 千 / m m
” ,

平均百分率分别为37
.

33 % 和 32
.

72 %
。

E t 花环

法测定的 T L平均绝对值和平均百分率均高于醋膝染色法
。

两种方法所测 定的 42 份 血 样

的 T L绝村值配对统计有显著差异 ( P < 0
.

0 5 )
。

作相关性检验 呈非常显著的 正线 性 相关

(r = 0
.

83 2 3 ,
P < 0

.

0 0 1 )
。
两种方法在

.

免疫后测定的 T L绝村值分别与 兔夜前 测 定的

T L 数配甘统计
,

均有显著差异
。

这种差异在 E t花环法维持到 免疫后 的第24 天
,

在醋晦

染 色法维持到 免疫后 的第 48 天
。

T L 绝对值的最高峰值均出现在免疫 后 的第 8 天
。

前 言

动物的 T L值是检查机体细胞免疫力的一项重要指标
,

检测 T L可以评价家畜的细胞

免疫水平
,

研究迟发型变态反应
、

免疫缺陷病及某些传染病
。

国内外兽医界已开始 重视

细胞免疫方面的研究
。

检测动物 T L 的方法主要有 E a 花环
、

E t花 环
、

E A C花 环
、

醋酶

染色法
、

荧光抗体法
、

酶标抗体法
、

S P A花环和荧光 S P A 花环等
。

本文用 E t花 环 和醋

酶染色法检测了 7头猪在用猪瘟疫苗免疫前后 42 份血液样品的 T L值
,

目的在于 比较 E t花

环法和醋酶染色法
,

并评价猪瘟疫苗免疫前后的 T L水平
。

材 料 和 方 法

一
、

材料

血液样品
:

自同窝 7 头当地土种猪 ( 5 月龄开始 ) 前腔 静脉 采血 (每头 1 m l)
,

加肝素抗凝
。

1
。

5% 绵羊红细胞
:

自绵羊颈静脉采血
,

加肝素抗凝
,

用 H a n k
’ s液洗涤 3 次 (每次

2 0 0 0转 /分洗 10 分钟 )
,

最后用 H an k
’ s
液配制 1

.

5%绵羊红细胞悬液
, 4 ℃保存

。

.

本文收到 日期
: 19 5 5年 1 月 2 6 日

。
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细胞营养液
:国产 1 64。粉 1

.

4 0克溶于无 离子水 1 00毫升 中
,

用适 量 5 % N a H C O
:

调至 P H 7
.

2 ,

过滤除菌后加入 20 %灭活犊牛血清
,

分装于小 瓶中冻 存备 用
。

亦可用含

0
.

5%水解乳蛋白及 20 %灭活犊牛血清的 H
a n k

’ s液
。

淋巴细胞分离液
。

福尔马林一丙酮缓冲液
: N a Z

H P O ` ·

12 H
Z
O 0

.

1克
、

K H
Z

P O
` 0

.

5克溶于无离子水

1 50 毫升中
,

再加入丙酮 2 25 毫升
, 4 0%甲醛 12 5毫升

,

混合过滤
, 4 ℃保存备用

。

六偶氮副品红溶液
: 副品红 4 克加入 1 00 毫升 Z N H CI 中

,

水浴温热溶解
。

2 % a 一 醋酸蔡醋溶液
: a 一 醋酸蔡醋 2 克溶于 10 0毫升乙二醇单甲醚中

, 4 ℃ 避光

保存
。

应用染色液的配制
:

( 1 ) 取新配制的 4 %亚硝酸钠溶液
,

逐滴加入等量的副品红溶 液中 ,
边 加 边搅

拌
,

颜色由红逐 渐 变棕 黄
,

最后变为淡黄
,

再震荡约 1 分钟
。

( 2 ) 取 2 % a 一 酷酸蔡醋溶液 2
.

5毫升
,

逐滴加入 P H 7
.

6M l/ 5磷酸缓冲液 89 毫升

中
,

边加边搅拌
,

由无色逐渐变为乳白色
。

将 ( 1 ) 液逐滴加入 ( 2 ) 液内
,

最后为唬拍 色细粒沉淀的溶液
,

表面似有一薄层

油脂
,

用滤纸过滤
,

并调节 p H至 5
.

6一 5
.

8 , 4 ℃保存备用
。

二
、

方法

1
,

tE 花环法
’

一

止谨翔

取血液 1 毫升加等量 H an k
’ s 液

,

混匀后
,

缓慢加于盛有 2 毫 升淋 巴细 胞分 离液

上
,

使成两层
, 3 0。。转 /分离心 30 分钟

。

吸出中部呈云雾状的一薄层淋巴细胞
,

用 H a n -

k’ S液悬浮
,
以 2 5 0 0转 /分离心洗涤三次

,

每次 10 分钟
。

最后 一次洗涤 后
,

吸 去上 清

液
,

加细胞营养液 2 滴 (约 0
.

l m l)
,

轻轻摇匀后
,

再加入 1
.

5 %绵羊红细胞 2 滴
,

轻轻

混匀
,

于 37 ℃水浴中作用 5 分钟
,

取出 以 50 0转 /分离心 5 分钟
,

置 4 ℃过夜
。
次日

,

取

出加 2
.

5%戊二醛溶液 1 滴
,

固定 15 分钟
,

随后轻轻摇匀
,

取 1 滴于载玻片上 i作成 薄涂

片
,

凉干
,

用美兰染色液或瑞特氏染色液染色
,

镜检 20 0个淋巴细胞
,

凡结合三个 以上绵

羊红 细胞 者
,

判为玫瑰花形成细胞 ( T淋 巴细胞 )
。

计算出每份血样的 T L 百分率
。

按

常 规法计 数 每份 血液样品的 T L 绝对值 (千 / m m勺
。

2
。

醋酶染色法

固定
:

加福尔马林一丙酮缓冲液于已干燥的血片上
,

固定 1 分钟
,

自来水冲洗 3 分

钟
,

蒸馏水冲洗 1 分钟
,

吹干
。

染色
:

将固定后的血片浸于应用染 色液中
,

37 ℃水浴 2 一 3 小时
,

自来水冲洗 3 分

钟
,

蒸馏水冲洗 1 分钟
,

吹干
。

再用 1 % 甲基绿复染 2 一 3 分钟
,

吹干
。

镜检
:

用油镜检查
,

细胞内有 1 一 2 个以上的黑红色颗粒
,

或有弥散的黑红 色细点

状者
,

判为 T 淋巴细胞
。

每份样品检查 2 00 个淋巴细胞
,

计算出 T L的百分率
。

按常规法计算每份血样的 T L绝对值 (千 /m m勺
。

3
.

1 9 8 3年 9 月 10 日给每头试验猪颈部皮下注射猪瘟兔化弱毒疫苗 ( 2 头份 )
。
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结 果

7头猪不同时期 (包括免疫前后 )的 4 2

份血液样品用 Et花环法测定的 TL平均 绝对

值为 6
.

。时千 /示 m“ ,

平均百分率为 3 7
.

33 ;

用醋酶染色法测定的 T L 平均绝对值为 5
.

4 79

千 / m m 3 ,

平均百分率为 3 2
.

7 3
。

E t 花 环法

测定的数值均高于醋酶染色法
。

以 4 2份样品

两种方法测定的 T L 绝对值 (千 / m m 3 ) 按配

对统计
,

两种方法有显著差 异 ( P ( 0
.

05 )
。

但两种方法测定的 T L 绝对值作相关性检验
,

呈强正 线性 相 关 ( r = 0
.

8 3 2 5
,

P < 0
.

0 0 1 )

(见图 1 )
。

E t花环法和醋酶染 色法在用猪瘟疫苗免

疫前后所测得 的 T L 绝对 值 ( 千 / m m s) 有

O甲6

霄
呢译à书确像订翻

` 4 占 ; t

熟装孙
砚

者
图 1 两种方法 T L值的相关性

两种方法测定猪免疫前后血液中的 T淋巴纽胞水平 (千 /m m 3 )

方方法法 免疫疫 测定时间间 样品数数 范 围
...

EEE ttt 前前 9 月 8 日日 777 2
。

0 8 9 一 6
。

3 8 111 4
。

5 5 9 士 1
。

3 4 99999

花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花花

环环环 后后 9 月 1 8 日日 777 5
。

1 6 9 一 1 2
。

7 6 444 6
。

2 9 3 士 2
。

7 5 999 P < 0
.

0 0 111

法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法法

9999999 月 2 8 日日 777 5
。

7 3 2 一 8
。

6 2 333 6
.

6 9 0 士 l
。

0 1 222 P < 0
。

0 555

1111111 0月 6 日日 777 5
。

6 6 0 一 6
。

6 7 000 6
。

1 8 0 士 0
。

4 0 000 P < 0
。

0 555

1111111 0月1 5日日 777 3
。

5 6 4 一 5
。

4 7 444 4
。

7 6 9 士 0
。

6 4 000 P < O
。

555

1111111 0月 2 8 日日 777 1
。

7 3 6 一 7
.

3 4 999 4
。

7 3 8 士 2
。

0 1 222 P > 0
。

555

醋醋醋 前前 9 月 8 日日 777 1
。

5 7 4 一 3
.

4 4 000 2
。

5 9 7 士 0
。

5 7 22222

酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶酶

染染染 后后 9 月 1 8 日日 777 5
。

7 7 8 一 1 3
。

3 8 888 9
。

1 5 8 士 2
。

8 8 444 P < 0
。

0 0 111

色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色色

法法法法 9 月 2 8 日日 777 5
。

3 2 2 一 6
。

8 3 555 6
。

1 8 2 士 0
。

5 8 999 P < 0
。

0 0 111

1111111 0月 6 日日 777 4
。

7 7 8 一 8
。

5 2 888 5
。

9 18 士 1
。

3 5 555 P < 0
。

0 0 111

1111111 0月 1 5 日日 777 3
。

6 5 4 一 6
。

1 1 666 4
。

5 0 4 士 1
。

3 4 888 P < 0
。

0 555

1111111 0月 2 8日日 777 2
。

4 6 7 一 6
。

6 6 000 4
。

4 8 8土 1
。

2 8 555 P < 0
。

0 555

带 为 7 头猪 42 次不同时期测定的统计数值
。

帝帝 按配对实验以免疫前为对比统计的数值
。
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显著差异 (见上表 )
。

根据配对实验统计的数值
,

用 E t花环法在免疫后各次测定的 T L 绝对

值与免疫前相比
,

T淋巴细胞水平明显升 高 ( 9 月 18 日
:

P < 0
.

00 1 , 9 月28 日
:

P <

。
.

05
,

10 月 6 日: P < 0
.

0 5)
,

并维持到 10 月 6 日 (免疫后的第 24 天 )
。 ,

同样按配 对实

验统计
,

用醋酶染色法在免疫后侧定的 T L同免疫前的相比
,

T L水平差异非常显著 ( 9

月 1 8日
、

9 月 2 8 日和 1 0月 6 日
:

P ( 0
.

0 0 1 , 1 0月 1 5日和 1 0月 2 8 日
:

P ( 0
.

0 5 )
,

这种差

异一直维持到免疫后的第 48 天 (见上表 )
。

根据两种方法在免疫前后不同时期测定的 T L均数所作的折线图 (见图 2 ) 可 以明

显地看出
,

用猪瘟疫苗免疫后 T L水平的最高峰值在 9 月 18 日 (免疫后 的第 8 天 )
,

随

后逐渐下降
。

讨 论

由于实验条件和方法不尽相同
,

两种方

法测定的 T L值或者是用同一种方
L

法不 同实

验室测定的 T L 值有高有低
,

这是允许 的 ,

各实验室可以根据 自己的试验条件制 定相应

的标准
。

k a p n y t b ( 1 0 8 2) 等认为 E花 环法

是测定猪 T淋 巴细胞较好的方 法 ; 朱凤麟根

据 自己临床检验经验觉得醋 酶染 色 法优于

E t花环
。

我们的实验结果虽然两种方法测定

的数值有显著差异
,

但用相关显著性检验证

明
,

两种方法均可以正确地反映机 体内的 T

淋巴细胞水平
。

醋酶染 色法用血量很少
,

操

作简便
,

易行
,

适于临床普遍应用
。

我们尚未见到在猪用猪瘟疫苗免疫前后

血液中 T淋巴细胞水平变化的 报道
。

C h a u -

议冲注舰n,皿ó1口..6

气飞孟
,

à昭淇瞬

剥良叻习(月
、

习)

图 2 E t花环法和醋酶染色法各时期 测定

的 T淋巴细胞均值比较

h a n 等 ( 1 9 8 3) 用火鸡疤疹疫苗等免疫雏鸡
,

发现在免疫后的雏鸡的 T 淋巴细 胞值 与对

照组相 比明显升高
。

我们认为
,

研究动物体内的 T 淋巴细胞水平和细胞免疫反应
,

对进一

步了解某些疾病的免疫和发病机理以及诊断和治疗问题
、

以及评价疫苗的免疫效果
,

无

疑是有重要意义的
。
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a b s o l u t e v a l u e d e t e l
·

m i工l o d b }
尸

E t nr e t h o d w a 5 1: i g il e r t h a n t h a t d e t e r -

m i n e d b J t h e e s t e r a s e s t a i n i n g m e t h o d
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T L a b s o l u t e v a l u e o f 理2 b l o o d
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.
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