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天然 LFA一3对于猪血清溶血作用和 

猪 PBMC Et花环的影响 
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摘 要 根据解离、吸收猪血清能啦阻止正常猪血清对 SRBC的破坏作用和褚印 MC E 

花环的形成，推断正常猪血清中存在天然的LFA一3 并从天然LFA一3与游离c 和膜CD2 

的可能关系中提出了T淋巴细胞激活中糌离CD2谰控途径的设想 
关键词 猪 游离 CD LFA一3、血清学，溶血 

中田分类号 $852．53 

CD，的配体(淋巴细胞功能相关抗原一3、LFA一3)除公认为绵羊红细胞(SRBC)~ 面 

糖肽外，还发现 自身红细胞(RBC)、淋巴细胞及上皮细胞等表面也有 LFA-3存 

在 “ 。探索自身 LFA一3与 CD，结合后引起动物机体免疫反应的可能变化，将是研究 

体内游离 CD，生理功能的重要途径和方法。然而血液及其他体液中有无天然 LFA-3 

存在，迄今尚未得到实验证实。本研究在设想血液和其他体液中的LFA一3可能与其中 

的游离 CD，相结合存在的基础上+以解离和经 SRBC吸收除去游离 CD，的猪血清作为 

天然 LFA-3，进行了正常猪血清溶血抑制试验和猪外周血单个核细胞(PBMC)E，花环 

抑制试验，探索 了猪血清中 LFA一3的存在。 

1 材料和方法 

1．1 试验猪血清 

采白屠宰前的成年健康猪，血清分离后置 4E：保存，供 5 d内使用。 

1．2 试验猪 

为 2～3月龄杂种仔猪，测温、观察证明健康后，供采集 PBMC． 

1_3 SRBC悬液的制备 

颈静脉采集抗凝血，以无菌生理盐水洗涤 3次，所得 SRBC泥部分用 于血清吸 

收，部分以生理盐水和 Hanks液分别配成 5％和 1％的悬液，供溶血试验和 花环试 

验用 

1．4 经反复解离和 SRBC吸收猪血清(下称天然LFA一3) 

正常猪血清经流水透析 4 h后，转入 4℃继续以生理盐水透析 44 h(中间换液 6～8 

次)，然后加入 1／10(v／v)的 SRBC，室温振荡吸收 1 5min，离心除去 SRBC后，于 

37E搅拌使血清内可能存在的游离 CD，与LFA-3的结合物解离，并即刻加入SRBC，室 

温振荡吸收 1 5 min，经解离．吸收 3次后所得上清部分即为 LFA一3，供当日使用。 
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1．5 RBC振荡对腰液(下称 RBC对照液) 

向生理盐水加入 l／l0(v／v)SRBC，室温振荡 15min，离心弃去 RBC后再加入 

l／ 10 SRBC，重复加入SRBC和室温振荡 3次后所得上清部分即为 RBC对照液，供 

当日使用 

1．6 天然 LFA一3抑制正常猪血清溶血作用的检测 

正常猪血清中加入等量 ／v)的天然 LFA一3后 于室温振荡 5 min，按照文献 (23 

介绍的溶血测定方法进行，同时以生理盐水 2倍稀释猪血清和加入等量 RBC对照液猪 

血清对 SRBC的溶解作用作为对照 

1．7 天然 LFA一3抑制猪 PBMC Et花环作用的检测 

采集抗凝猪血 l mL，分离 PBMC，并向其中加入 2 mL天然 LFA一3，室温振荡 ● 

15 rain后弃去上清部分，向经反复振荡 3次的PBlvIC中加入0．4 mL细胞营养维轻轻混 

匀，按常规方法进行Et花环试验。以未经处理的同猪PBlvIC的Ec花环率作为对照。 
● 

2 结 果 

2．1 天然 LFA一3对正常猪血清中游离 CD2溶血作用的影晌 

每批以 2份天然LFA一3分别与7—_9份正常猪血清进行溶血抑射试验。先后共作 6 

批试验，结果如表 1． 

襄 1 天然 LFA-3对正常猪血清溶解SRBC的阻抑作用 

洼：A：正常猪血清+盐水．B：正常猪血清+RBc对照液·C：正常猪血清+不同编号无髂 LFA一3 

● 
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由表 l看出，加入 RBC对照液的正常猪血清对 SRBC的溶血指数与加入生理盐水 

的正常猪血清无显著差异(P>O．05) 6批试验中除加人 3，4，5号天然 LFA一3的正常 

猪血清对 SRBC的溶血指数显著低于加人生理盐水的正常猪血清(尸<0．05)外，加入其 

余 9份天然 LFA一3的正常猪血清对 SRBC的溶血指数均极显著低于加入生理盐水的正 

常猪血清(尸<0 01) 经解离和 SRBC吸收过的猪血清对正常猪血清中游离 CD，溶解 

SRBC的作用具有明显的抑制作用 

2．2 天然 LFA-3对猪 PBMC Et花环形成的影响 

每批以 同猪的 4份 PBMC分别与 4份天然 LFA一3在室温下作用，然后以此被天 

然 LFA一3封闭了膜 CD，的 PBMC进行 Et花环试验，并以未经处理的同猪 PBMC B 

花环率 4个重复的均值作为对照，先后共进行 6批试验，结果如表 2 

表 2 天然 LFA-3对猪 PBMC Et花环形成的阻抑作用 

洼 f检 验 P<O 05 

经天然 LFA-3处理过的 PBMC的 Et花环率显著低于未经处理的同猪 PBMC Et 

花环率(尸<0．05)。天然 LFA一3对于猪PBMC Et花环的形成具有明显的抑翩作用 

2 讨 论 

作者曾以检铡 SRBC吸收猪血清、加入SRBC LFA一3猪血清及正常猪血清三者对 

SRBC的破坏作用，证明了猪血清中游离 CD，具有溶解 SRBC的作用 0)。本试验又 

表明，经处理作为天然 LFA-3的猪血清具有抑制猪 PBMC形成 Et花环和阻止正常猪 

血清对SRBC的破坏作用。据此推测，猪血清中可能存在天然LFA-3，并且认为，血 

清中的 LFA-3在正常情况下是以与游离 CD，结合的方式存在，游离 CD，除结合状态 

外，尚有相当部分为 自由状态。 

目前，已经从淋巴细胞和非淋巴细胞表面找到 r LFA-3“ 。这不仅说明体内游 

离的LFA-3的存在具有合理性，同时提示它可能来自某些淋巴细胞和非淋巴细胞。此 

外，本实验还表明，血清中天然 LFA一3具有与同种游离 CD，和膜 CD，结合的能力。 

Silv等 ” 实验指出，T细胞膜上的CD，受到配体结合的刺激后，可提高其免疫应答水 

平；自身 RBC参与 Y·干扰素、IL．2、IL—l、Ig产生、NK、LAK细胞及吞噬细胞 

免疫活性的控翩 。然而临床医学却发现，体内游离 CD，存在量的增高，常常伴随 

于某些细胞免疫功能受抑制的疾病 “ 据此认为，游离 CD，与 LFA一3、LFA一3合 

成细胞及膜 CD，三者可能存在下述关系，即台成 LFA一3的细胞将 LFA一3分泌 ／脱落 

至血液或其他体液中，其巾大部分与游离 CD2相结合存在，尚有少部分结合于T细胞 

膜 CD，上，协助抗原蒯激 下的 T细胞的活化作用。 同时，结合于 T细胞膜 CD，上 

LFA一3的多少，受其血液或其他体液中游离 CD，的控制；当游离 CD，增高时， 结 
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合于 T细胞膜 CD2上的 LFA一3减少，当游离 CD，减少时，则结合于T细胞膜 CD， 

上的 LFA一3增多。机体以此在正常情况F将免疫应答限制在一定水平上和在某种情况 

下适当提高其免疫应答水平(附图) 

LFA一3台成细 胞 、 

一 一 一  兰 一一。

T ： PHA
I 

l ： ! l 

淋巴细胞+抗原或 等 I 
l ● I 

t I 

l I 
波及其他体液 ⋯ ⋯ 具有较高括化力 

中游离 CD2增高 的 T淋巴细胞 

机体处 f较高 

水平的免疫状态 

且肯较低括他力 

的 T淋巴细胞 

机体处 于较{医 

水平的免疫状志 

附图 淋巴细胞墩活 中游离 CD2调控途径 

～ ： 表示免疫应菩向高水平疗向进行， 

— — 一 ： 表示免疫应答向低术甲方向进行 

_ ． 血液及其他傩液 

中游离 cD，降低 

从附图看出，游离 CD 虽来 自 T细胞表面，并且 同 T细胞膜上 CD，同样具有与 

天然 LFA一3相结合的特性，但是游离 CD，与天然 LFA一3结合后在体内所引起的免疫 

应答反应却与T细胞膜上 CD 和天然 LFA一3结合后所引起的免疫应答反应相反，前 

者具有降低其免疫应答的作用，后者则具有增高免疫应答的作用，速和某些学者的研究 

结果相一致 。 。同时，机体免疫应答不仅受 T细胞合成、分泌 ／脱落游离CD，的控 

制，同时还受自身 RBC等合成、分泌／脱落 LFA一3纽胞所制约，选不仅反映了合成 

LFA一3细胞参与淋巴细胞免疫系统的途径和方式，也说明了机体在免疫反应过程中所 

具有的协调性和统一性。 
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Natural LFA——3 ON Hocemolysis of Normal Pig Serum 

and the Et Rosetle Forming of Pig PBM C 

Xiao Junkie Chen Dekun Zhao Youqin 

I Virus Disease Re~earch Lab Northwestern Agricultural University．)'angling．Shaatt~i 712100 

Abstract Based on the fact·that the rP dissociation and SRBC aborbed Pig serum 

can prevent the destruction of norma1 pig serum on SRBC and the Et rosette-forming of 

pig PBMC，we deduced that the nermal pig serum contains natural LFA一3，and further， 

we present a hypothesis of free-form  CD2，regulating mechanism in the process of 

activating of T lymphocyte in accordance with the likely relationships between the 

natural LFA-3 with Free—fol'm CD of cel1 membrane． ’ 

Key words pigs／free CD2，LFA一3，serology，hemolysis 

我国首例奶山羊卵泡卵母细胞试管羔羊在我校诞生 

我校家畜生殖内分泌研究室在 l992年 4月 1日获得 4只山羊卵泡母细胞的试管羔 

羊。这一重大科研成果是由该研究室硕士研究生刘灵在导师钱萄锨教授和张涌副教授的 

指导帮助下完成的，填补 _『国内外山羊胚胎工程研究中的一项空白。 

1991年秋季以来，该研究首次应用国产肝素诱导山羊新鲜和冷冻精子体外获能， 

使平均受精达 74 3％和 75．9％．在新鲜精子体外受精试验中，将 12牧受精~O(pbⅡ期) 

移植给 5只同期发情的受体山羊，50天后进行超声诊断，有 2只受体妊娠 。其中 一只 

受体干移植后 52天因意外事故死亡。经剖腹取得一只发育正常的试管胎羔，胎长 8 5 

厘米。另一妊娠受体怀孕 149天，顺利生下两只试管羔羊。一在冷凉精子的体外受精试验 

中，将 24枚受精~(pbH期)移植给 6只受体l山羊，60天后诊断 有一只妊娠，怀孕 

149天后产下双羔．4只羔羊均发育正常。 ‘ 

该项研究的成功，标志着我国山羊卵泡卵母细胞体外受精技术已达到世界领先_水 

平，对完分挖掘优良种畜的繁殖潜力和加速良种家畜的工厂化繁殖进程具有重大的实践 

意义。 

(刘佩芬) 
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