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猪 T 淋巴细胞两种检测方法的探讨
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摘 要

本文通过 E一玫瑰花环试验和酸性醋酶染色法
,

对 80 头肥育猪进行了 T 淋巴细胞的

检测
,

其结果玫瑰花环试验的百分率为 27
.

69 士 7
.

8 5 7 ,

绝对值 2 1 88
.

99 士 90 2
.

5个 / m 二
” ,

醋 酶染色法 3 9
.

2 7士 5
.

7 9 ,

绝对值 3 2 1 9
.

了9士 1 2 4 9
.

6 5 / m m “ 。

它们均差 异 极 显 著 ( p <

0’ o 1 )
。

对其中 4 1头去势公猪及 2 1头去势母猪用两种方法同时检查
,

结果无显 著 差 异

( P > 0
。

0 5 )
。

免疫学的研究已经证实
,

淋巴组织具有免疫系统的功能活动
,

在淋巴组织中
,

按淋

巴细胞表面标志和功能不同而分为 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞两大群
。

在细胞免疫中
, T

淋巴细胞起着主要作用
。

因此
,

检测 T 淋巴细胞的数量和分布
,

有助于了解一些疾病的

发病机理和免疫反应机理
,

为防治疾病提供依据
。

1 9 7 0年 C oo m bs 发现人的部分淋巴细胞在适 当条件下能与绵羊红细胞形成 玫 瑰 花

环
。

1 9 7 1年 L a y 等人鉴定出 T 淋巴细胞上存在着一种绵羊红细胞受体
,

即 E 受体
。

羊红

细胞是通过 E 受体吸附到淋巴细胞膜上
。

由于 E 受体只存在于 T 细胞上
,

所以 E 受体是

T 细胞的特异表面标志
。

1 9 7 5 年 M u e n er
.

J 提出了一种改良的细胞醋酶染 色 法 来 识 别 T 细 胞
。

1 9 7 8 年

R a n ik 等人相继通过细胞电泳
、

双标记等方法
,

进一步证实 了 M ue ll er
。

J 的 见 解
。

认

为在处于静止状态的成熟 T 细胞中酸性乙 酸一
a
一莱醋

,

醋酶的话性较高
,

它能水解乙

酸一
a
一蔡醋

,

产生
a
一蔡酚和乙酸

,

然后
a
一蔡酚与付品红偶联形成棕红色产物

,

于

是在醋酶存在部位呈现棕红色颗粒
,

是区别 T 细胞和 B 细胞简便而可靠的标志
。

并可用

于某些疾病的诊断
。

目前
,

国内外对于畜禽玫瑰花环形成试验和酸性醋酶染色法尚处于试验阶段
。

方法

条件都不一致
,

因而测得的 T 淋巴细胞的数值也不完全相同
。

为此
,

我们用这两种方法

检测屠宰肥育猪的 T 细胞
,

以进行比较
,

探讨体外检测猪 T 细胞的简便
、

可靠
、

快速的

方法
,

同时为防治猪病提供依据
。

材 料 和 方 法

一
、

试验动物
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杨陵地区屠宰场收购的肥育杂种猪
,

体重 9 5
.

7士 34
.

2公斤
,

均已阉割
。

取白细胞值

在正常范围的 80 头猪进行正式试验
。

牧医系动物房饲养的健康公绵羊一只
。

二
、

E一玫瑰花环试验 ( 以下简称 E 花环试验 )

1
。

试剂

肝素 无钙镁汉克斯液

3%明胶溶液 2
.

5%戊二醛

红细胞保存液 细胞营养液

试验方法

绵羊红细胞悬液的制备

.2①

自颈静脉采绵羊血
,

每毫升血加入 20 单位肝素抗凝
。

将等量的红细胞保存液加入绵

羊血中
。

置 4℃冰箱保存
,

可供两周内使用
。

临用前吸取保 存 液 底 部 的 红 细 胞
,

用

H an ks 液离心洗涤三次
。

前两次各以 1 5 0 0转 /分离心 4 分钟
,

末次以 2 0 0 0转 /分离心 10 分

钟
。

弃去上清液
,

将管底的红细胞压积用营养液配成 0
.

4%的悬液
,

约含有红细胞 数 为

5 x 1 0 7

/m l
。

② 白细胞的采集

于屠宰猪时采血
,

每毫升血加入 20 单位肝素抗凝
,

取猪血 2
.

0m l 于 10 m l 试管 内
,

加入 3%明胶溶液 1
.

om l
,

混匀后于 37 ℃水浴中静置 45 分钟
,

然后吸取上 层血浆和 白细

胞的混合物于另一试管中
,

以 2 0 0 0转 /分离心 10 分钟
,

弃去上 层 血 浆
,

向 管 内 加 入

O
。

4m l 细胞营养液
,

配成约含白细胞数为 1 0 “
/m l的悬液

。

③ E 花环形成试验

吸取白细胞悬液 。
.

4ml
,

加入等量的 0
.

4%绵羊红细胞悬液
,

混匀后于 37 ℃水浴中

静置 10 分钟
,

再以 5 00 转 /分离心 5 分钟
,

随后置 4℃ 冰箱两小时或过夜
,

然后弃去 上 层

液
,

管底约留 o
.

3 m l
,

轻摇混匀
,

继则加入 2
.

5 %戊二醛 0
.

l m l
,

混匀后再置 4℃ 冰箱 中

2 0分钟以上
,

吸取一滴放载玻片上涂片
,

干燥后用 H E 染色法染色
。

3
。

镜检

凡淋巴细胞表面附有三个或三个以上的绵羊红细胞者
,

记录为 E 花环试验 阳 性 反

应
。

在油镜下每张片子计数 2 00 个淋巴细胞
,

计算出花环形成率
。

三
、

非特异性酸性醋酶染色法 ( 以下简称醋酶染色法 )

1
。

试剂

固定液
:

甲醛一丙酮缓冲液

应用染色液
:

( 临用时用下列试剂配制 )

2%乙酸一
a
一蔡醋溶液

4%付品红溶液

4%亚硝酸钠溶液 ( 临用时配 )

磷酸缓冲液 ( M / 1 5
.

p H 7
.

6 )

1%甲基绿复染液

2
。

试验方法
。
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取 E 花环试验中所采集的 白细胞悬液一滴涂片
。

自然干燥后
,

立即浸入固定液中固

定 30 秒至 1分钟
。

取 出用流水冲洗至无甲醛气味为止
。

干燥后浸入应用染色液中
,

37 ℃

水浴 箱
, 1`染色 1小时

,

取出冲洗
,

待 彻底干燥后用 l % 甲基绿复染 2 一 3 分钟
。

冲洗 子

燥
。

3
.

镜检

醋酶染色阳性的细胞浆内
,

多数为 1一 2 个棕红色颗粒
,

有的为斑块状
,

还有弥散

型
。

在油镜下每张片子计数 2 00 个淋巴细胞
,

计算出醋酶染色阳性率
。

结 果

一
、

E 花环试验和醋酶染色法测定 80 头肥育猪 T 淋巴细胞
,

其结果见表 l
。

表 l 肥育猪 T 淋巴细胞测定结果

二 口器冷沁片黔黑誉…
一

几-
一

藻
一 -

二
霎令队烹攀险玲

一

局羚
一

…
一

压石
:令…居箫

注 : 表 中P值用 t 检 验 ( 以下 同 )
。

从表中可以看出
,

E 花环试验的检出率低于醋酶染色法
,

两者差 异 极 显 著 ( P <

0
.

01 )
。

E 花环试验检出的猪 T 细胞绝对值亦低于醋酶染色法
,

差异极显著 ( P < 0
.

01 )
。

两种方法检出率的分布情况见表 2 ,

图 1 和图 2
。

二两种方法检测阉割猪
,

结果在公
、

母猪之间差异不显著 ( P > 0
.

0 5 )
,

见表 3
。

表 2 80 头肥育猪 T 淋巴细胞检出率分布表

方 ·

…
一

闷不粼了)告卜万
百` 蔽

筒黯一口
一

匕日带一介
犷
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神叶另
图 I E 花环试验检出率分布图扛笙玉
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扣性牢久
图 2闯夕酶染色法检出率分布图

41头去势公猪和 26头阉割猪母 T细胞检出率

方 法

E 花环试验

醋酶染色法

去 势 公 。者 组 {
}闷 害。母 猪 组 {i

平 均 值 { 标 准 差 …平 均 值 …标 准 差 …{
9 2
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·
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小 结 与 讨 论

已经证明
,

红细胞受体为 T 淋巴细胞表面的特异标志
。

因此
, E 一玫瑰花环试验亦

是测定 T 淋巴细胞的特异性方法之一
。

酸性
a
一茶醋醋酶

,

在静止的成熟淋巴细胞中的活性较高
,

但在单核细泡和各种淋

巴细胞亚群中均可能有其活性
,

特别是处于激活状态的部分 B 细胞
,

也可能显示
a
一蔡

醋醋酶活性
,

会干扰 T 细胞的测定
。

然而
, B 细胞的醋酶活性较弱

,

必须延长 染 色 时

间
,

才能呈现阳性反应
。

可见该法是一种非特异性的俭测方法
。

但只要使实验条件标准

化
,

检测结果基本上可以反映 T 淋巴细胞在体内的变化趋势
。

猪 T 淋巴细胞 E 玫瑰花环检出率为 2了
.

6 9士 7
.

86 %
,

酉旨酶染色法为 39
.

27 士 8
.

77 %
,

两者差异极显著 ( P < 0
.

01 )
。

这种差异是因为试验方法不一导致结果不一致
。

另外我

们从 80 头肥育猪中
,

查出两种方法测得值有相平行关系的为 41 头
,

占总数的 5 1
.

25 %
。

其余尚无规律性
。

根据 白细胞计数
、

白细胞分类计数和 T 细胞俭出率
,

可以测定 T 细胞的绝对值
。

我

们试验的结果
,

E 玫瑰花环试验为 2 1 8 8
.

9 9士 9 0 2
.

5个 / m m ” ,

非特异酸性醋酶染色法为

3 1 1 9
.

7 9士 1 2 4 9
.

6 5个 /m m ” ,

两者差异极显著 ( P < 0
.

01 )
。

在某种情况下 T 淋巴 细 胞

百分率增减是由于 T 细胞绝对值的增减还是由于其它细胞群的增减而引起的相对数的变

化
,

是需要加以区别 的
。

因此
,

用 T 细胞的绝对值和 T 细胞的检出率来反映机体的免疫

状态
,

可能比只用 T 细胞的检出率更有意义
。

我们比较了阉割公
、

母猪之间的 T 细胞检出率
,

结果表明
,

不论是 E 花环试验还是

醋酶染色法
,

对阉割后的公母猪来说
, T 细抱的检出率无明显差异 ( P > 。

.

0 5 )
,

说明

阉割后公
、

母猪之间细胞免疫水平差异不显著
。

E 花环试验需要绵羊红细胞
、

操作繁杂
,

而且花环易受某些 因素影响发生脱落
,

重

复性差
。

但该试验特异性强
,

是侧定 T 细胞的可靠方法之一
,

适合于实验室条件较好的

单位使用
。

而醋酶染色法
,

不仅可染血涂片
,

而且可染组织切片 , 醋酶不致 因涂片所破

坏
,

酶促反应易完成
、

操作简单
、

结果稳定
,

是一种简便而快速的检侧法
。

但应强调该

实验条件的标准化
,

基层单位均可在临床上试用
。
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