
第 卷 第 期
年 月

西北农林科技大学学报 自然科学版
匕

犬红细胞培养上清液对淋巴细胞

增殖转化的影响

张佩君 ’ ,

白丽丽
,

乔 琦
,

陈德坤
陕西省教育学院 生物系

,

陕西 西安

西北农林科技大学 动物科技学院
,

陕西 杨凌

摘 要 〕 无菌采取犬血
、

肝素抗凝
、

分离出红细胞
,

制备不同浓度的红细胞悬液
,

接种 孔板中进行培养
,

在培

养不同时间分别收集红细胞培养上清液
,

采用淋巴细胞增殖转化试验
,

检测其单独及协同不 同丝裂原
一 、

和 对犬淋巴细胞增殖转化的影响
,

淋转结果用 法测定
。

结果 显示
,

无论单独或是协同不 同丝裂原
、

和
,

红细胞培养上 清液对淋巴细胞均有明显的促增殖转化作用 尸 单独及协同丝裂原
一 、

和 刺激淋巴细胞时
,

红细胞浓度分别为
, ,

和 只
, ’ ,

培养时间分别为
, ,

和 的红细胞培养上清效果最佳
。

表明
,

犬红细胞培养上清液对犬淋巴细胞的增殖转化有明显的促进作用
。
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自红细胞 免疫 的概念提 出以来川
,

国 内外不少 学者对红细胞参与淋巴细胞免疫活性调控的作用进
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行了探讨
。

有研究发现
,

红细胞具有刺激
、

细胞

和 细胞增殖
,

提高 细胞
一

分泌量等免疫效

应二
一

〕,

证明了红细胞在免疫调控方面的作用
。

鉴于

红细胞本身无核
、

无法合成和分泌细胞因子
,

因此其

免疫效应的发挥应当与其表面的分子密切相关
。

但

在生理状态下红细胞究竟是通过细胞间直接接触方

式还是分泌 脱落可溶性膜分子方式参与淋巴细胞

免疫调控
,

这一问题并没有得到阐明
。

为此
,

本研究

以犬红细胞培养上清液为材料
,

探讨 了红细胞培养

上清液对淋巴细胞增殖的影响
,

以期为阐明上述问

题奠定基础
。

材料与方法

材 料

试 剂
一

培养基
,

公司

出品 二琉基乙 醇
,

北方同正生物公 司出品 犊牛血

清
,

中美合资兰州民海生物工程有限公司出品
,

一

℃保存 植 物血 凝 素
一 ,

公 司 出

品
,

一 ℃保存 刀豆蛋 白
,

公司

出品
,

一 ℃保存 细菌脂多糖
,

公

司出品
,

一 。 ℃保存 四 甲基偶氮哇蓝
,

上

海绿鸟科技发展公司进 口分装 肝素
,

华美生物工程

公司出品
,

一 ℃保存 台盼蓝
,

上海公私合营新 中

化学厂 出品 二 甲亚矾
,

公 司 出

品
,

常温避光保存 淋巴细胞分离液
,

上海华精生物

高科技有限公司提供
,

℃避光保存
。

试验动物 成年雌性健康牧羊犬
,

购 自杨凌

某养犬场
。

方 法

犬红细 胞培养上 清液 的制备 无菌采取犬

血
,

肝素抗凝
,

与等体积的淋巴细胞分离液轻

轻叠加
,

离心
。

弃去红细胞层以

上的全部液体
,

再用 含 的无 , 十 、

液洗 次
,

每次
、

离 心
。

最后 一次离心完毕后
,

弃上 清
,

用 完全
一

培养液重悬细胞
。

取 犬红细胞悬液用 台盼

蓝染色
,

计数细胞
,

细胞活力在 以上
。

用完全
一

培养液配制
, , ,

, 和
, 一 ’的犬红细胞悬液

,

接种 孔

板培养 每孔加红 细胞悬液
,

培养条件为

℃
,

体积分数
,

每个浓度红 细胞设 孔 重

复
。

分别于红细胞培养
, , , , , , ,

和 时收集红细胞培养上清液吸出
,

一 ℃保存

备用
。

犬淋 巴 细 胞 悬液 的制备 无菌采取犬血
,

肝 素 抗 凝
,

用 含 的 无
、 , ‘

液稀释至
,

小合叠加于等体积的淋巴细

胞分离液上
,

离心
,

吸出上
、

中层

之间白色云 雾状 的淋 巴 细胞
,

用 含 的无
, 、

液洗涤 次 每次 离心
。

最后一次离心前将淋巴细胞悬液吸出
,

台盼蓝染色计数细胞
,

细胞活力在 以上
,

用完全
一

将淋巴细胞调至 ‘ 一 ’。

犬淋 巴 细胞的培养和测 定 将 孔细胞培

养板置于 培养箱中
,

℃
、

体积分数

条件下培养
,

吸 出 砂 上 清液
,

加人 川
矛

,

继续培养 后加人 拌 ,

吹打均

匀
,

裂解细胞
。

然后作用
,

用 酶标仪在波长

处测 值
。 。

犬红细胞培养上 清液促进淋 巴 细 胞增殖转

化试验 促淋转试验 本研究探讨红细胞浓度和培

养时间 个因子对淋巴细胞增殖转化的影响
。

参考

前期 预 试 验结 果
,

试 验 淋 巴 细 胞 浓 度 为 护
一 ‘ ,

培养液中
一 、

和 的质量浓度

分别为
,

和 拌
。

试验设 个组
,

试验

组为淋巴细胞 红细胞培养上清液 丝裂原和淋巴

细胞 红细胞培养上清液 个组 对照组为淋巴细

胞 丝裂原 和淋巴细胞 个组 空 白对照组为完全
一 。

将淋巴细胞接种细胞培养板
,

其中试

验组和对照组淋巴细胞接种量为 川
,

丝裂原和

红细胞培养上清液加人量均为 川
矛 ,

每孔总量为

拌 ,

不足的用完全
一

补足
。

空白对照

组为完全
一 拼

。

每种红细胞培养上

清夜均设 孔重复
。

培养 后测
。

值
,

计算

刺激指数
,

实验组
。 一 空 白组

。

对照组
。 一 空 白组

。

数据 处理 用 软件处理数据
,

分

析差异
。

试验结果 以平均值 士 标准差 灭 士 表

不
。

结果与分析

犬红细胞培养上清液的促淋转效果

表 表明
,

犬红细胞培养上清液单独刺激淋 巴

细胞时
,

有明显的促淋转效果
,

以红细胞浓度为
一 ’ 、

培养 的处理促淋转效果最佳
。
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衰 犬红细胞培养上清液的促淋转试脸结

红细胞培养时间
不同浓度红细胞培养上清液的 值

日

士

士

士

士

士

士

士

士

土

土

士

士

土

土

土

士

土

士

士

士

士

士

土

士

士

士

士

奋

士

士

士

土

士

士

士 〕

士

士

犬红细胞培养上清液协同
一

的促 淋转 浓度红细胞培养上清液的促淋转作用均呈增强趋

效果 势
,

其中以犬红细胞浓度为
一 ’、

培养

表 结果显示
,

随着红细胞培养时间的延长
,

各 的培养上清液协同
一

的促淋转效果最好
。

衰 犬红细胞培养上清液协同
一

的促淋转试脸结果

、

红细胞培养时间
不同浓度红细胞培养上清液的 值

吕 ‘ 一 一 ‘

土 士 士 士

士 士 士 土

士 上 土 士

士 士 土 士

士 土 士 士

士 士 士 士

士 士 士 土

土 士 士 士

士 土 土 士

犬红细胞培养上清液协同 的促淋转效果 , 一 ’、

培养 培养上清液的促淋转效果

表 结果表明
,

犬红细胞培养上清液具有协 同 最佳
。

丝裂原刺激 细胞增殖 的效应
,

以红 细胞 浓 度 为

表 犬红细胞培养上清液协同 的促淋转试脸结

红细胞培养时间
、

不 同浓度红细胞培养上清的 值

士

士

士

士

士

士

士

士

士

只

士

士

士

士

士

士

士

士

士

一

上

士

士

士

士

上

士

士

士

只
‘

土

土

士

士

士

土

士

士

士

犬红细胞培养上清液协同 的促淋转效果

表 表明
,

红细胞上清协 同 刺激淋巴细胞

时
,

对淋巴细胞的增殖有一定 的促进作用
,

其中红细

胞浓度为 “ 一 ’、

培养 培养上清液的促
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淋转效果最佳
。

裹 犬红细胞培养上清液协同 的促淋转效果

不不同红细胞浓度培养上清的 值值 不同红细胞浓度培养上清的 , 值值

红红细胞培养时间 红翅胞培养时间 “ , , “‘, “‘气
‘ , , 『 ,“ ,

‘二 , 、 一 一、、

一 只 ‘ ‘ ,
」 ’ ’ , ,

· ’’

士 士 ‘ ‘
·

士 。
·

。 , ’
·

。‘ 土 。
·

。 ‘‘

士 士 ‘
·

“ 士
·

“ ’
·

‘ ‘士
·

‘, ,

士 士 “ ’
·

‘ 士
·

“ ’
·

’‘ 士
·

。

士 士 ’
‘

‘ 士 。”“ ’
‘

‘’士 。
‘

。 ““

士 士

讨 论

血液中红细胞的数量与其他各类血细胞相 比占

绝对优势
,

这与红细胞功能有关
。

红细胞免疫学研

究发现
,

红细胞还具有清除血液循环 中免疫复合物

的作用
,

参与这一功能的红细胞表面分子是 受

体
, 〕。

对红细胞免疫 的进一步研究表明
,

红

细胞表面还存在 分子的配体
。 , , 〔

一

, ,

红细胞胞内还含有 细胞激活 因子川
,

这是红细

胞在体外培养体系中能够刺激 细胞
、

细胞活

化的分子基础图
。

但至今人们对红细胞 以何种方式

激活淋巴细胞并不清楚
,

也缺乏相关研究报道
。

陈

德坤等〔‘。〕报道
,

绵羊红细胞培养上清具有单独和协

同丝裂原促进猪淋巴细胞增殖的效应
。

本研究结果

表明
,

在同一种内
,

红细胞培养上清具有刺激同种淋

巴细胞增殖的免疫效应
。

结合以前的研究结果作者

推测
,

通过释放免疫活性分子来调控淋巴细胞的活

化
,

可能是红细胞参与机体免疫调控的途径之一
。

血液循环系统与淋巴系统之间不仅在组织学上

关系密切
,

在功能上也是相辅相成的
。

淋巴细胞在

中枢淋巴器官发育成熟后
,

经血流迁移到外周淋 巴

器官发挥各种生物学功能
,

在迁移过程 中淋巴细胞

会与红细胞不断接触
,

与红细胞释放 到外周血 中的

免疫活性分子相互作用
,

促进其增殖转化
。

脾脏既

是机体最大的外周免疫器官又是机体的血库
,

其给

淋巴细胞与红细胞之间的相互作用提供了有利的场

所
,

但正常情况下由于红细胞数量巨大
,

而淋巴细胞

相对较少 犬体内红细胞与淋巴细胞的 比例大约为

。 ,

所 以作者推测
,

正常情况下淋 巴细胞几

乎被红细胞 团团围住
,

由于红细胞释放的免疫活性

分子浓度太大而抑制了淋 巴细胞的增殖
,

从而维持

外周血细胞间的相对稳定
。

但在病理环境下
,

由于

炎症等因素的刺激
,

血液中淋巴细胞数量增多
,

使局

部或整体红细胞与淋巴细胞的比例达到最佳
,

从而

实现红细胞对淋巴细胞的免疫调控
。

本试验中作者分别用了 种不同的丝裂原配合

红细胞培养上清液刺激淋巴细胞增殖
,

结果发现红

细胞培养上清液不仅能够协同 细胞丝 裂原刺激

细胞增殖
,

还能够协同 细胞丝 裂原 脂多糖 刺

激 细胞增殖
。

红细胞培养上 清液的后 一种效应

究竟属于直接还是间接作用有待进一步探讨
,

但这

一试验结果无疑表明
,

红细胞培养上清液具有促进

机体细胞免疫和体液免疫功能的效应
。

红细胞免疫学研究属于血液免疫学研究的领域

之一
,

目前国内红细胞免疫学研究主要集中在红细

胞与免疫复合物的方面
。

作者认为
,

红细胞参与淋

巴细胞免疫调控的研究同样应当受到足够的重视
,

其研究成果不仅对摸清红细胞全面的免疫学功能有

重要意义
,

更重要的是对全面认识机体的免疫调控

机理有重要的理论意义
。
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