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草鱼外周血淋巴细胞体外转化

诸因素的研究
’

李亚南 陈全震 邵健忠 王冀平 ’ 毛树坚
(抗州 人学生命科学学院

,

杭州 31 的12)

,

(浙江省测试技术研究所
,

杭州 31 田 12)

提要 于 1男3 年 3 月一 199 3 年 11 月
,

采用
’H 一 T d R 同位素掺人法

,

分别测定草鱼外周

血中淋巴细胞在经两种特异有丝分裂原植物凝集素(PH A )与金黄色葡萄球菌蛋白 A (S PA )刺

激后发生的 T 淋巴细胞与 B 淋巴细胞应答转化的平均刺激指数(SI )的值
。

经不同浓度的 PH A

与 SPA 刺激的 T
,

B 淋巴细胞转化实验表明
,

两种有丝分裂原促 T
,

B 淋巴细胞应答转化的

最适剂量
,

PHA 为 夕X扣g m l
,

SPA 为住05 %
;

用不同浓度的小牛血清培养试验表明
,

PH A

组的最适浓度为 ro % 而 SPA 组的为 巧%
;
不同培养时间的试验显示

,

PH A 最适刺激时

间为 1一 2d
,

而 SP A 为 2一 3d
.

因此在采用鱼类淋巴细胞体外转化实验来进行鱼类的免疫

机理等方面的研究中
,

必须考虑上述彼此相关的三个基本要素
,

即淋转刺激剂的最适剂

量
、

培养液中的小牛血清的最佳浓度以及淋巴细胞转化应答所需的最适时间
。

关键词 草鱼 T
,

B 淋巴细胞 植物凝集素与金黄色葡萄球菌 蛋白 A 血清浓度 培

养时间

为使鱼类免疫学研究的深入
,

对鱼类免疫上的某些方法要素有必要进行探讨
。

如对

体外培养的草鱼外周血淋巴细胞对 PH A 与 SPA 的免疫应答的研究
,

国内外均未见报

道 ; 用不同浓度的小牛血清来分析其对 PH A 与 SPA 刺激鱼外周血淋巴细胞的免疫应答

转化的效应
,

也未见专门的报道
。

本文报告草鱼外周血淋巴细胞在体外应答转化实验中

的最佳条件
,

以期建立一种较可靠的鱼类免疫学研究技术
。

这对鱼类免疫机理的研究以

及鱼病的免疫学防治都具有 一定的实际意义
。

1 材料与方法

1
.

1 实验鱼

于 19 93 年 3 月一 19 93 年 11 月
,

采用本系农场鱼塘饲养草鱼 (ct en op ha 恻go de 。

泌llus )
,

体重在 0
.

5一 Ikg
,

在本实验室(20 ℃ 士l) 水族箱中驯化两星期
,

取健康草鱼

30 条备用
。

1
.

2 试剂与仪器
3H 一Td R 系中国原子能研究院产品

,

浓度为 lm a / m l
,

比活性 > 50 /~
ol

,

使
*

国家 自然科学基金资助项目
,
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,

出生于

19 58 年 2月
,
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.
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。

收稿 日期
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。
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用时稀释至浓度 2 0拜C i / m l
,

比活性 SG / m m o l
。

脂溶性闪烁液
,

取 1
,

4 双 [2
’

一 (s
’

苯基嗯 哇 )]苯(Po Po P)0
.

4 9
,

加少量二甲苯
,

置

37 ℃ 水浴
,

待充分溶解后
,

再加 2
,

5 一 二苯嗯 哇(PPO )40 9
,

并用二甲苯补足至 1以卫〕

m l
。

植物凝集素(PH A )液
,

购自上海市医学化验所
,

系四川云豆的提取物
,

经低温冷

冻干燥制成白色无菌粉末
。

每支 10 m g
,

用前加无血清 TC
一 19 9 培养液 Zm ! 溶解

,

浓度

为 sm g / m l
。

金黄色葡萄球菌蛋白 A (SPA )菌液
,

由浙江省卫生防疫站惠赠
。

使用时打开安瓶
,

加甲醛至终浓度为含甲醛 0
.

5% 的菌悬液体
,

室温 3h
,

再经 80 ℃ 加热 3而
n ,

用无血清

T C 一 199 洗 3 次
,

最后用 T C 一 19 9 液稀释成 1% 菌体悬液待用
。

培养液
,

在 T c 一 19 9 培养液中加青霉素(终浓度为 loo u / m l)
、

链霉素(终浓度 100

户g / m l)
,

调 p H = 7
.

2一 7
.

4
。

D YQ 一 01 型多头细胞样品收集器(取样器)
,

T R I一 CA R B 2050 CA 液体闪烁仪
。

1
.

3 方法
1

.

3
.

1 草鱼外周血淋巴细胞对不同浓度的 PH A 与 SPA 的应答转化测定 鱼体外表

作消毒处理后
,

人无菌室
。

从草鱼尾动脉抽血
,

移人准备有抗凝剂的无菌培养管中
,

以

T C 一 199 培养液(含 20 % 小牛血清)0
.

5m l为基础
,

加抗凝剂 o
.

Zm l于培养管中
。

实验分

别设三组 : PH A 液组浓度分别为 0
.

0 (对照 )
,

62
.

5
,

12 5
,

250
,

500
,

一000
.

1 500 # g / m l
,

以测定 T 淋巴细胞的应答转化效率 ; SPA 液组终浓度为 0. 0 % (对照 )
,

0. 025 %
,

0. 05 %
,

0.l %
,

0. 3%
,

0. 4% 与 0. 5%
,

以测定 B 淋巴细胞的转化效率
。

各组均设复管
。

各培养管

至 26 ℃ 培养箱培养 1一 2d
,

在培养终止前 16 h
,

加
’H 一Td R Z拜Ci / 管

。

培养终止后
,

用细胞样品收集器收集细胞
,

纤维滤片法制备样品
,

用液体闪烁仪分别测定每管中脉冲

数(eo u llts p er 而 n u te
,

CpM )
。

实验结果以每管的平均刺激指数 (stim
u la tio n in d e x

,

SI )表示
。

各实验重复 6 次
。

1
.

3
.

2 不同浓度小牛血清对 PH A 与 SPA 刺激草鱼外周淋巴细胞应答转化的测定 用

同于 1
.

3
.

1 的方法培养草鱼外周血淋巴细胞
。

实验设二组 : 各组均设复管
,

PH A 液组的终

浓度均为 500 # g / m 卜 sPA 液组的终浓度均为 0. 05 % ;
小牛血清浓度分别为 。% (对照 )

,

2%
,

5%
,

10%
,

15%
,

20%
。

各培养 Zd 后
,

加
’H 一

Td R 再温育 16h
,

测
3H 一 Td R 的掺

入量
,

结果用 SI 表示
。

各实验重复 6 次
。

1
.

3
.

3 不同培养时间的草鱼外周血淋巴细胞对 PH A 与 SPA 应答转化的测定 用同

于 1
.

3
.

1 的方法培养草鱼外周血淋巴细胞
,

实验设二组 : 各组均设复管
,

PH A 与 SPA

组 8 个终浓度同 1
.

3
.

2; PH A 液组的小牛血清的 8 个浓度均为 10 %
,

SPA 液组的 8 个均

为 15 % ;
各组分别培养 0(对照 )

,

l
,

2
,

3
,

4
,

5
,

6
,

7d
,

分别加
’I王一Td R 温育 16h

,

用

SI 表示结果
。

实验重复 6 次
。

2 结果与讨论

本文运用高等脊椎动物常用的放射免疫学方法中的
’H 一Td R 标记化合物掺人实

验
,

来间接测定草鱼外周血淋巴细胞在体外培养条件下对 PH A 与 SPA 应答转化的效

率
,

发现 : 引起 T
,

B 淋巴细胞应答刺激剂 PH A 与 SPA 的最适刺激剂量
,

分别为 500
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雌 /ml 与 0. 05 % ;
在体外培养过程中

,

小牛血清的浓度对淋巴细胞转化的最适浓度分

别为 10 % 与 巧% ; 以及最适培养时间分别为 1一 2d 与 2一 3do

2
.

1 草鱼外周血淋巴细胞对不同浓度的 PH A 与 SPA 应答转化的影响结果与分析

淋巴细胞体外培养所得的实验结果(表 l) 表明
,

在草鱼外周血淋巴细胞的体外培养

中
,

不同的 PH A 浓度对 T 淋巴细胞的应答转化有不同的效应
。

在 PH A 浓度 O一 500

# g / m l的范围内
,

淋巴细胞转化的效率(sl 表示 )呈上升趋势
,

但这以后
,

一直到达

l《X旧雌 / ml
,

PH A 的淋转效应明显 下降
,

表明浓度 500 拜g / m l的 PH A 为草鱼体外淋转

的最适剂量
。

这与林义浩等( 1983) 的草鱼体内注射 PH A (8咫 /g 体重 )可防治草鱼出血

病
,

以及庄明炎 ”草鱼 口服 PH A (l
.

5雌 / 尾鱼 )来预防草鱼出血病中的剂量相比
,

相差

较大
。

但是
,

林义浩等(19 80 )在研究不同浓度的 PH A 刺激短期培养的草鱼成鱼 的头肾

细胞有丝分裂中发现
,

PH A 浓度在 600
拜g / m l时可获最高的有丝分裂指数

,

这是因为

头肾细胞为鱼类的免疫器官之一
,

内含有很多可接受 PH A 应答的淋巴细胞
。

因此从一

定意义上说
,

本文结果与林义浩的是一致的
。

同时表明 PH A 在体内与体外对 T 淋巴细

胞的激活作用有较大差别
。

表 1 不同浓度 PH A 和 SPA 对草鱼外周血淋巴细胞转化的影响结果

T a b
.

1 E ffe
c t o f di ffe

r e ni c o飞e n trat io ns of PH A an d SP A on tr ans fo n n ati on
o f lym Phoc yte s in

pe ri phe ral bl (x x l fr om gr as s car p (o en op h口, n
go de

n 比lellu
‘
)

一二一一组别 对照

PH A (咫 /m l)

刺激指数(sI )

SPA (o/o)

刺激指数(sI )

62
.

5 125 2匆 夕洲)

1
.

22 1 48 2
.

0 7 2
,

9 5

五

1〕卫)

~ J一

/ 、

1刃 )

9 5 1
.

82

0 0 25 0
,

0印 0
.

1(X)

1
.

27 3
.

义 3. 田

卫刃 0
.

《幻 0
.

旦刃

47 1
.

1 1 1
.

价

关于SPA 的浓度对B 淋巴细胞的转化效应
,

也表现出上升到0
.

100 % 的浓度后其SI

呈现下降的趋势(表 1)
,

SPA 对草鱼外周血 B 淋巴细胞的体外应答转化的最佳浓度为

0
.

05 0%
。

o e m 等(1984 )用不同剂量的 LP s( 5如g /nil 与 25 0户g /耐)来激活体外培养的

Ch
ann al fi sh 外周血 B 淋巴细胞转化等实验表明

,

LP S 对 B 淋巴细胞的应答效应的强弱

同样表现在其剂量的差别上
。

从 SPA 与 LP S 同样能激活 B 淋巴细胞的免疫应答这个意

义上来讲
,

本文的实验结果与 a em 有类似的一致性
。

2
.

2 小牛血清浓度对 PH A 与 SPA 刺激草鱼外周血淋巴细胞应答转化的影响结果

本文在对 2% 一 20 % 的 5 个不同浓度的小牛血清的比较实验中
,

发现 10 % 的小牛

血清对 PH A 刺激草鱼外周血 T 淋巴细胞转化效果最好
,

而 巧% 的小牛血清对 SPA 的免

疫应答效应最大(表 2)
。

类似的研究如 Bl y (1991 )在研究 ch an ne l fi sh 的外周血淋巴细

胞的体外免疫抑制时
,

采用了 ro % 的人血清加 5% 的Ch
ann el fis h 血清来培养淋巴细

胞
,

测定其对 Co nA (激活 T 细胞 )与LP s( 激活 B 细胞 ) 的免疫应答
。

此外本实验室常

用 10 % 的小牛血清来培养草鱼细胞(李亚南等
,

1990 )
。

因此作者提出
,

10 % 到 巧% 的

小牛血清对鱼类外周血淋巴细胞的体外淋转是比较合适的浓度
。

l) 庄明炎等
,

19 86
,

鱼病简讯
,

今 2一 5o
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表 2 小牛血清浓度对 PH A 与 SPA 刺激草鱼外周血淋巴细胞转化的影响结果

T a b
.

2 E ITe C t o f Co flC e n trat io叱 o f Cal f 咒r山 n o n tr
ans fo rm ati

o n o f Pe riPhe ral b卜洲刃 lym Phoc yte s

fr o m g as s e ar p (e t朗印ha尽刀笋由
泣

蒯lu s
)

s

tlin ul a te d 场 PH A ;”ld SPA

小牛血清(% )

刺激指数

(5 1)

PH A

SPA

0 2 5 10 15 加

1 2
.

3 5 2
.

7 8 3
.

79 2
.

4 1 2
.

02

l 之0 5 2
.

0 7 2
.

53 3
.

9 8 2
.

96

2
.

3 不同培养时间的草鱼外周血淋巴细胞对 PH A 与 SPA 的应答转化的影响结果

本文的实验表明(表 3)
,

草鱼 T 淋巴细胞对 PH A 刺激作出应答的最适时间是在培

养 1一 2d 的时候
,

这之后应答高峰逐渐下降
,

到第 7 天的时候几乎已无 T 淋转反应
;

但对草鱼外周血 B 淋巴细胞来说
,

其在接受特异的分裂原 SPA 刺激后作出的应答转化

高峰是处于培养 2一 3d 的时候
,

在高峰期之前 B 淋巴细胞的转化率极低
,

高峰期之

后
,

随着培养时间的延长
,

B 淋 巴细胞对 SPA 的应答效应缓慢下降
。

Fau lm an n 等

(19 83 )
,

O em 等(1984 )曾指
.

出
,

Ca tfis h 的淋巴细胞对Co nA 的应答高峰出现在体外培养

过程中
,

对接受有丝分裂原刺激后发生转化的最大效应有个最适时间的选择问题
,

本文

的结果实际上正是这种最适时间选择的体现
。

表 3 不同培养时间的草鱼外周血淋巴细胞对 PH A 与 SPA 的应答的影响结果

T ab
.

3 E ffe
c t o f d iffe

r e n t e ul t比ral tha e on re sP o ns e
of Pe ri Phe ral bl o

ed lym Phoc yte s fr o m

gr as s c

呷 (Ct 朗oP ha脚 g由肋 应翻lu s)
s

咖ul at ed to pH A an d s队

培养时间(d) 2 3 4 6 7

刺激指数

(5 1)

PH A

SPA

1
.

肠

3
.

7 7 51
.

77

0
.

7 1 0
.

58 0
.

24 0刃7 0
,

1 1

39
.

麟 17
.

82 23
.

47 2 3
一

肠 6
.

55

3 结语

从以上的实验结果分析
,

作者建议研究者在采用鱼类淋巴细胞体外转化实验来进行

鱼类的免疫机理等方面的探讨时
,

应首先把握实验中彼此相关的三个基本要素
,

即淋转

刺激剂的最适剂量
、

培养中的小牛血清的最佳浓度以及淋转应答所需的最适时间
。

本文

得出的结果
,

即 PH A 与 sPA 的最适剂量分别为 500 户g / m l与 0. 05 %
,

最佳小牛血清浓

度为 10 %一 巧%
,

而把 1一 2d 与 2 一 3d 的刺激(培养)时间分别作为 PH A 与 SPA 的

最适应答时间
,

至少是对 20 ℃ 水温中驯化的草鱼外周血淋巴细胞来说是合适 的
。

对于

草鱼外周血淋巴细胞为何在上述三个最适条件下对刺激的应答呈最高峰的有关机理

问题
,

尚待进一步探讨研究
。
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