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实验 室 常用 动 物 淋 巴 细胞 的

自然玫瑰花结试验

微生物学教研室 顾克洲 吴清明 朱圣 禾

人类 T淋巴细胞与绵羊红细胞在适 当条

件下可形成自然玫瑰花结
,

该试验巳应用于

临床
,

作为检测细胞免疫功能的方法之一
。

人淋巴细胞也能与小鼠或猴红细胞形成自然

玫瑰花结
,

被认为是 B 淋巴细胞或其亚群的

标志 ( ` ’ “ 》 。

多种哺乳动物淋巴细胞与异种动

物红细胞在试管内也有形成自然玫瑰花结的

特性
,

并可分别表示动物 T 或 B 淋巴细胞的

免疫功能状态 s( , ` )
。

免疫学研究
,

诸如疫苗 免 疫 效 果的观

察
,

治疗药物对免疫功能的影响和微生物对

免疫器官的作用等
,

往往需要制备适 当的动

物模型
,

而这些动物血标本是否能进行 自然

玫瑰花结试验
,

以及正常指标如何
,

也应有

所了解
。

本文测定了实验室常用动物淋巴细

胞与异种动物红细胞形成玫瑰 花 结 的 百分

率
,

作为用动物模型研究免疫学问题的一项

数据
。

材 料 和 方 法

一
、

动物淋巴细胞制备
: ( 1 )采取外观

正常的家兔
、

豚鼠
、

大 鼠和 小 鼠 血 液各 9

份
,

绵羊血 5 份
。

兔 血取 自耳静脉
;

·。

豚鼠
、

大鼠和小鼠自心脏采血
,

小鼠每 2 只合并为

1 份 ; 羊 l 只在半年内自颈静脉采血 5 次
。

每份血量 1
.

5m 】,

加肝素 ( 每 m l血用肝素 30

单位 ) 抗凝
。

( 2 )淋巴细胞分层 液 为 比 重

1
.

0 79 的聚蔗格一泛影葡胺
,

每沉淀管 ( o
.

4 x

7
.

o e m ) 中置 o
.

6m l
。

( 3 ) 每 份 动 物 抗 凝

血分装于 4 支盛有分层液的沉淀管中
,

取血

。
.

3 m l 沿管壁轻加于分层液上层
,

水平离心

机 Z 0 0 0 r p m 离心 2 0分钟
。

( 4 )吸取雾状 白细

胞层以 H a n k s 液洗 3 次
,

末次离心后 去上清

液
,

沉淀物进行细胞计数
,

以台盼兰染色检

查细胞活力在 9 0% 以上
。

( 5 )每管细胞悬液

0
.

0 5 m l
,

细胞数约 4 又 1 0
日

/ m l
。

二
、

动物红细胞制备
: 5 种动物的红细

胞按常法取血
,

洗涤
,

以生理盐水配成 0
.

5%

悬液
。

三
、

自然玫瑰花试验步骤
: 于每份动物

的 4 支淋巴细胞悬液管中加入灭能小牛血清

。
.

05 m l
,

再 分 别加 异 种动物红细 胞 悬 液

0
.

l m l
,

混匀
。

置 3 7℃水浴 1 0分钟
, 5 0 0 r p m

离心 5 分钟后放冰箱中过夜
,

次 日取出
,

弃

上清液
,

留下的 o
.

05 m l 沉淀物中加 1 滴 1%

戊二醛
,

置冰箱内 20 分钟 取 出
,

轻 振 后涂

片
,

干后瑞氏染色
,

计数玫瑰花结形成百分

率 ( “ )
。

结 果

所试的实验室几种常用动物淋巴细胞与

异种动物红细胞均能形成 自然玫瑰花结
,

其

百分率平均值见图 1
。

淋巴细胞 /红细胞在豚

鼠 /兔的玫瑰花百分率均值 最 高
,

为 20
.

1 士

2
.

1%
,

其次为兔 /羊
,

均值 1 7
.

4 土 3
.

7%
。

兔 /豚

鼠为 15
.

9 士 5
.

3 %
,

羊 /小鼠为 13
.

5 士 4
.

5%
,

兔 /大鼠为 n
.

4 士 2
.

9%
。

兔淋巴 细 胞 除 与

小鼠红细胞形成 玫 瑰 花 百 分 率 较 低
,

仅

5
.

4 士 1
.

8 %外
,

其余均较高
。

百分率最低是

羊 /兔
,

平均为 2
.

6 士 1
.

9%
。

每份 血 标本玫

瑰花形成百分率见图 2
。
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讨 论

人及动物淋巴细胞与异种动物红细 胞形

成自然玫瑰花结的能力广泛存在
。

人淋巴细

胞与羊红细胞形成玫瑰花结是 T 细胞的特性

之一
,
F e ls b盯 g 测定所有迟发 型变态反应

阳性者的活性玫瑰花形成率均明显上升 ( “ )
。 ` -

人的 T 淋巴细胞也能结合狗或马的红细胞形

成玫瑰花结 《 3 )
。

自然玫瑰花结也可 作 为 人

B 细胞的标志
,
B e r t o g l i e 证实人 B淋 巴细

胞能与小鼠红细胞结合形成 玫瑰 花 结 ( ’ )
。

P e ll e gr i n 。通过实验指出
,

人外周血淋巴细

胞中能与猴红细胞形成玫瑰花结的也是 B 细

胞 ( 2 ) , 但有人对这类淋巴细胞系属 T 细胞或

B 细胞尚持不同看法《` 》 。

B r a g a n z a
等报道多种哺乳 动 物的淋巴

细胞与异种动物红细胞在体外混合后
,

能聚

集成玫瑰花结
,

这种玫瑰花可由动物的 T 细

胞或 B 细胞形成
。

豚鼠淋巴细胞中与兔红细

胞形成玫瑰花结的是 T 细胞
。

兔淋巴细胞与

大鼠红细胞
、

大鼠淋巴细胞与兔红细胞
、

小

鼠淋巴细胞与兔红细胞均能形成自然玫瑰花

结
,

并证实这些淋巴细胞均为 B 细胞
,

花结

形成百分率达 2 3
.

9 ~ 2 9
.

1% ( 3 》 。

本文对实验

室常用动物羊
、

兔
、

豚鼠
、

大鼠和小鼠的淋

巴细胞与红细胞进行了交叉玫 瑰 花 形 成试

验
,

这些动物淋巴细胞与异种动物红细胞都

能形成玫瑰花结
。

除豚鼠 /兔
、

大鼠 /兔
、

小

鼠 /兔
、

兔 /大鼠与豚鼠 /小鼠花结 形 成百分

率均值低于 B r a g a n z a 报道 者 外
,

其余均较

高
。

各种动物的 自然玫瑰花结外形相似
,

清

晰易辨
。

但是
,

各种动物的花结形成细胞系

T 淋巴细胞抑或 B淋巴细胞
,

尚需进一步证

实
。

人和某种哺乳动物的淋巴细胞与自身红

细胞可形成少量 自身玫瑰 花 结
,

但 证 实豚

鼠
、

大鼠和狗的淋巴细胞则无此现象
。

影响自然玫瑰花结试验的因素很多
,

如

淋巴细胞分层液的比重
、

淋巴细胞和红细胞

的比例
、

缓冲液中有无 钙镁离子
、

是否加小

牛血清
、

操作时室温和离心参数等《 ` ’ . )
。

人

类玫瑰花结试验的正常值 范围 各 家 报 道不

一
,

这与各实验室的试验条件与操作方法有

关
。

我们虽力求操作条件一致
,

并以戊二醛

固定涂片以便复查 《` 》 ,

但从图 2 看
,

同种动

物各个体间形成自然玫瑰花结 百 分 率 有差

异
,

同一只羊的几次采血测定中
,

花结形成

率也不同
。

除机体免疫力在不同时期可有一

定波动外
,

技术问题亦不能排除
。

章谷生等

检查同一个体在 4 个月内的活性 E 花结和总

数 E 花结百分率均可波动在 9~ 10 % 之间 a( 》。

由于所形成的玫瑰花结不甚稳定
,

在 37 ℃下

容易解离
,

机械振摇可使之分散
。

因此
,

操

作时的温度
、

使沉淀细胞再悬浮的振摇强度

和定量滴加各种试液等都应严格控制
。

而且

动物淋巴细胞的自然玫瑰花结试验最适条件

与人类淋巴细胞是否相同
,

亦 应 进 一 步探

索
。

本结果说明实验室常用动物淋巴细胞可

进行自然玫瑰花结试验
,

其形成 百 分 率 豚

鼠 /兔
、

兔 /羊
、

兔 /豚鼠 较 高
,

羊 /小 鼠 与

兔 /大鼠次之
,

羊 /兔最低
,

测定这些数据可

能用于动物模型 T 淋巴细胞或 B 淋巴细胞免

疫功能的指标
。

小 结

绵羊
、

家兔
、

豚鼠
、

大鼠和小鼠等几种

实验室常用动物的淋巴细胞与异种动物红细

胞在体外能形成自然玫瑰花结
,

可分别表示

动物 T 或 B 淋巴细胞的免疫功能状态
。

玫瑰

花结的数据可用作以动物模型研究免疫学问

题时的参考
。
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拍摄普通眼底和放置滤色片的 眼 底 相 各 1

张
,

以资对比及排除
“
假荧光

”
现象

。

按前

述方法注射荧光素钠液
。

在荧 光 眼 底摄影

时
,

当荧光素液开始注射后
,

即应将照相机

上所附的计时器开启
,

便可自动计时
。

在注

射后约 8秒钟时
,

开动连续摄影装置
。

通常

检查 20 分钟结束
。

若行裂 隙灯荧光眼底检查

时
,

需由助手用秒钟计时
。

在整个检查过程

中
,
随时注意患者有无不适反应

。

休 会

荧光素眼底血管造影术已把眼底病的诊

断方法
,
从眼底镜下形态学的静态观察发展

为循环动力学的动态研究
,

使眼底血循环的

微细结构清晰地显现出来
,

从而观察到不少

原来只有在病理学检查时才能发现的细小病

变
。

.

通过荧光眼底照相机将造影过程作快速

连续摄影
,

获得清晰度高的照片
,

经分析得出

正确结论
,

并可取得资料
,

永久保存
。

但由于

照相机等设备昂贵
,

一时尚难普遍推广
。

根

据现有条件
,

将裂隙灯或检眼镜
,

装上合适

的滤光片系统
,

用以直接进行眼底检查
,

则

是简便易行的
。

对于眼底较大的病变和晚期

荧光的观察以及在眼底周边部的病变或屈光

间质不够透明而不宜作荧光摄影的病例
,

均

可采用此检查法
。

在我们检查的中心性浆液

性视网膜病变的病例中
,

发现有的造影时在

眼底后极部出现荧光渗漏点
,

并逐渐扩大
、

增强
,

表现为视 网膜神经上皮脱离 (见图 i ) ;

有的病例
,

在动脉期其病灶区出现荧光
,

并

呈泡样隆起
,

但未见渗漏点
,

表明为
“
色素

( 上接第 11 页 )
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浙江医科大学学报 8 (2 )
:
6T

,

1幼7.

上皮脱离型
” 。

又如 1 例糖尿病性视网膜病

变患者
,

曾作荧光眼底摄影 ( 见图 2 )
,

在

领上及硕下枝血管间的后极部网膜上可见许

多大小不等的荧光斑点
,

边界清楚
,

是为微

动脉瘤
,

并可见浅在的小片状网膜出血
。

半

年后复查
,

在裂隙灯荧光眼底检查时
,

发现

视网膜上的微血管瘤数目明显增多
,

并见到

一些闭塞的小血管和树枝状的新生血管
,

说

明病变较前有所发展
。

然而
,

只作荧光眼底检查不作摄影记录

也有其局限性
。

由于荧光素在血管中循行速

度很快
,

短暂的变化肉眼难于立即觉察到
。

而且
,

眼底微循环的改变只能在照片上显示

出来
,

不通过仔细读片
,

显然是无法辨认的
。

机体对荧光素有很好的耐受性
。

荧光素

不参加体内代谢分解
,

也不与组 织 牢 固结

合
。

静脉内注射 10 %荧光素钠 溶 液 是 安全

的
。

进入体内的荧光素大部分通过肾脏随尿

液排出
,

其余经胆道排出
。

故对有肝肾疾患

者要填用
。

据报道
,

最常见的副作用是恶心

和呕吐
,

其它尚有尊麻疹
、

哮喘及低血压
,

个

别严重者可发生休克
、

意识丧失和 呼吸停止

等
。

本文 15 例中仅 1例在注射后 1 分钟出现

恶心感
。

为防止意外
,

仍应作好必要的准备
。

目前多采用在常规注射荧光素钠以前
,

先用

荧光素钠稀释液静脉注射 以 作 药 物过敏试

验
。

也有人用皮肤划痕试验
。

此外
,

尚需备

一些急救药品及器械
,

做到有备无患
,

保证

此项新技术得以顺利开展
。

( 图见括 页第

4 页 )
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