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E玫瑰花形成与猪淋巴细胞内
c A M P水平的变化

— 影响因素

管远志 石 镜 谢少文
( 中国医学科学院基础医学研 究所)

摘 要

为进一步研究 E玫瑰花形成后淋 巴细胞 内环
一磷酸腺普(

c A M P) 的变化规律
,

观察了淋巴细胞与绵羊红血球 ( S R B C ) 膜碎片和完整 S R BC 作用后
c A M P 的上升

情况
,

结果发现前者的
c A M P 水平上升幅度远大于后者

,

而且 c A M P 的上升 幅度

与所用的 s R cB 细胞膜的浓度以及玫瑰花百分率呈正相关的趋势
.

还发现
,

玫瑰花

形成后
,

琳巴细胞内的
c A M P 水平于 l分钟内即上升

,

10 分钟达到高峰
, 8 小时左右

降至对照水平
.

近年来有些研究者发现用升高细胞内
。 AM P 水平的药物如异丙基肾上腺素

、

氨茶碱等处

理淋巴细胞后
, E 玫瑰花的形成受到抑制

,

提示 E 玫瑰花形成 与淋巴细胞内 cA M P 水平有一

定关系
〔
1,2]

.

但是
,

E 玫瑰花形成过程对淋巴细胞内
c A M P 水平有无影响

,

国际上尚未见报

道
.

为了初步探讨玫瑰花形成的生物学意义
,

本实验室于 19 7 9 年开始用猪血淋巴细胞进行

了试验
,

发现淋巴细胞与 s R BC 形成玫瑰花之后
, c A M P 含量高于对照 3[J

.

为了肯定这一结

果的可靠性
,

并探讨
c A M P 水平变化的规律

,

我们从以下几方面作了更深 人 的 研 究
: 1

.

用

s R B c 细胞膜代替完整红血球与淋巴细胞作用
,

观察淋巴细胞内
c A M P 水平的变化

,

以证明

c A MP 增多的现象发生在淋巴细胞内
,

并观察
c A MP 水平的上升幅度与 S R BC 细胞膜的量之

间的关系
.

2
.

用酶处理 S R B C 改变其与 E 受体的亲和力
,

以观察玫瑰花形成率与
c A M P 水平

上升
一

的关系
.

3
.

玫瑰花形成后
,

淋巴细胞内
CA M P 水平变化的时间曲线

.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

猪外周血淋巴细胞的制备 参考 sE ca iad ill o4[ , 的方法
,

猪年龄为 9一 12 个 月
.

血用柠檬酸钠抗凝
,

聚蔗糖一泛影葡胺 ( F /H ) 细胞分离液分离
.

淋巴细胞纯度 > 80 多

率 > 95 多
.

新鲜猪
,

存活

2
.

S R B C 悬液的制备 斗℃ 保存的 S R BC ,

临用前经 H an ks 液洗 3 遍
,

配成 所 需 浓

本文 19 80 年 12 月 4 日收 到
.
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度
.

3
.

木瓜蛋白酶及胰蛋白酶处理S RB C分别参照Ec a s

i
ad i一 1 0国 和 T ake shK i it ao 〔̀ ,的方

法进行
.

处理后的 S R B C 用 H an ks 液配成所需浓度
,

1 小时内使用
.

4
.

S R B C 细胞膜的制备 将经过洗涤的压积 s R B c 加蒸馏水使之裂解
,

斗℃ 1 0 0 0 0 r p m

离心 30 分钟后
,

弃去上清
,

沉淀物即为红血球的膜片
.

用 H a

kn
s 液配成含破碎红血球数为

8 x 10 10/ 毫升
、
斗 x 10 10 /毫升以及 2 X 10 10/ 毫升的悬液

.

5
.

淋巴细胞与完整 S R B C (经酶处理的或未经酶处理的 )作用 按照 本 研 究 室 的 方

法 3[J 进行
.

细胞内
c A M P 的提取参照 lA b an

。
的方法 〔7J

.

6
.

玫瑰花形成后
c A M P 水平变化的时间曲线的测定 在 10 个小瓶内各加淋巴细 胞

悬液 ( 2 x 10丫毫升 ) 0
.

1 毫升和经木瓜蛋白酶处理的 S R B C ( 2 x 1 0
9

/毫升 ) 0
.

1 毫升
,

分别于

玫瑰花形成后的 1
,

2
,

3
,

5
,

10 , 1 5
,

30 分钟以及 1
,

斗
,

8 小时提取
c A M P 进行测定 (样品制备方

法同前 )
.

7
.

淋巴细胞与 SR B C 细胞膜作用 参考 T an i g uc hi 的方法 81[
,

将淋巴细胞 ( 2 x 1 0 7
/

毫升 ) 0
.

1毫升与 s R Bc 细胞膜悬液 0
.

05 毫升在小瓶内混合
,

37 ℃ 水浴 5 分钟
,

再置 4℃ 冰

箱内 25 分钟
,

然后提取
C A M P 进行测定 (方法同前 )

.

8
.

c A M P 的放射免疫测定 根据徐英杰图 等的方法改良
.

将
3H 标记

c A人仲 和标准

品
c A M P (或样品 )各 1 00 微升在试管内混合

,

加人乙酞化试剂 8 微升使之乙酸化以提高与抗
c A M P 抗体的亲和力

.

再加人兔抗
c A M P 血清 100 微升

,
O

。

一 4℃水浴 斗小时后
,

用醋酸纤维

微孔滤膜分离结合的和游离的
c A M P ,

将膜片置闪烁瓶内作固相测定 ( eB
o km en L s 7 0 0 0 型液

闪仪 )
.

9
.

E 玫瑰花形成百分率的测定 按照 Sm i ht 等的方法进行
〔10J

.

本项研究中
c A M P 的上升值

,

用实验减对照的差值来表示
.

制样和测定的总误差为 4一

: % f c :

一 卿、
.

\ X /

二
、

结 果

淋 巴细胞与未经酶处理的 s R Bc 作用后
, c A M P 的上升值为 0

.

灾 士 o
.

78 p m ol 八 。`
细 胞 ;

与含有 8 x 10 10/ 毫升裂解红血球的 s R B c 细胞膜作用后
, c AM P 的上升值为 3

.

12 士 2
.

2 2 p m ol /

10 ` 细胞
.

两者有显著的差异 (t’ 检验
, 尸 < 0

.

05
,

图 1)
.

淋巴细胞分别与含裂解红血球浓度为 s x
, 4 x 和 2 x 10 10/ 毫升的 S R B C 细胞膜作用

后
, e AM p 的上升值分别为 2

.

2 6士 1
.

2 2
,

1
.

2 4 士 0
.

9 4 和 0
.

6 6士 0
.

s Z p m
o l八 0` 细胞 (尸< 0

.

0 1 ,

表

l )
.

淋巴细胞与经木瓜蛋白酶处理的
、

未处理的及经胰蛋白酶处理的三种 S R B C 作用
,

玫瑰

花形成率为 48 士 13 外
,
2 4士 9多 和 8士 5外 ; c A M P 的上升值分别为 3

.

8 2 士 3
.

64
,

1
.

72 士 2
.

42

和 0
.

70 士 l
.

98 pm ol 八护 细胞
.

玫瑰花形成率之间和
c A M P 上升值之间均有显著差异 (随机区

分组方差分析 p < 0
.

05
,

表 2 )
.

共观察了 5 只猪的淋巴细胞形成玫瑰花后
c AM P 水平变化的时间曲线 (图 2 )

.

尽 管 这

5 只猪的 c A MP 上升值的水平各不相同
,

但上升的起始时间 ( l 分钟以内)
,

达到高峰的时间
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图 1 猪淋巴细袍分别与完整

扭
.

与高浓度

s R召 C 及高浓度 S R B C

S R B C 细胞膜作用的
,

2

细胞膜作用后

与完整 S R B C

,A M P 上升幅度的比较

作用的 )

表 l 淋巴细胞与 三种浓度的 S R B C 细胞膜作用后 cA M工
,

的上升值

(实验减对照的差值 )

e A M P 差值 ( p : 1 1 0
1/ 10

6

细胞 )

8丫
*

S R B C 细胞膜浓度

4义 2丫

标本编号

Ù060
,̀,Jf方ó/

...-00
11.

062白00
ù二d

.

54
.

:
,呀00弓̀

, r

2

3

4

X + 只])

2
.

5 0

0
.

9 6

3
.

8 4

1
.

夕6

2
.

2 6 + 1
.

2 2
.

2 4十 0
.

9 4 0
.

6 6士 0
.

52

… < 0
·

O`

* 表 示该浓度的悬液中含裂解红血球 8丫 10
’

叮毫升
.

表 2 淋巴细胞与经木瓜 蛋白酶处理的
,

未处理的和经胰蛋白酶处理的 S RB C 作用后
,

c AM P 的上升值 (实验减对照的差值 )及玫瑰花百分率

e A M P 差值 ( p ,1 1 `》 l / 10
`

细胞 )和玫瑰花百分率

木瓜蛋 白酶处理的

S R B C 种类

未处理的 胰蛋 白酶处理的

标木编号

20时0O

4连
己d卫
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一,八甘6
q、
0
nn

……
0八fIo
,ù
0
,l

O
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O
月, `件06八曰

、介,、ù6门乙,jt了66门八曰0
门
胜11日

, .工内了
0

.

70

1
.

6斗

3
.

2 0

X 十 SD

2
.

4 4

4
.

0 4

斗
.

0 0

2
.

0 0

12
.

4 0

3
.

8 2 + 3
.

6 4

5 7今么

5 6%

6 2%

6 2%

4 1%

3 6%

2夕%

斗2%

4 8土 13% 1
.

7 2 + 2
.

4 2

弓0%

2 6%

3 8%

2 8%

16%

2 0%

8%

2 8%

2 4士 9% 0
.

7 0十 1
.

9 8

1 0%

1 2%

功%

9%

5%

3%

3%

6%

8士 5%

< 0
.
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( 01分钟 )以及降至对照水平的时间 (约 8小时 )是完全一致的
.

在实验中还发现
,

猪淋巴细胞内
。 A M P 的含量以及 与 S R Bc 作用后

, c AM P 水平的上升

幅度均有很大的个体差异
.

s R B c 内
。 A MP 含量极微 ( o p m ol / 5 X 10 7S R cB )

.

/
3

口。一 一 人
了!!!

叭,纬

bL匀

几O勺̀

_ 0

髻

界契乙一火泛一。巴d划哥凸蛋俱簿娜翻à洲测d芝v。

3 5 10 15

离心完毕至冻化的间隔时间

图 Z E一玫瑰花形成后猪淋巴细胞内
c A M P 上升的时间曲线

三
、

讨 论

淋巴细胞与 S R BC 细胞膜作用后
, c A M P 水平明显升高

.

这证明玫瑰花形成后
,

cA MP

含量增多的现象发生在淋巴细胞内
.

当所用的 S R B C 细胞膜浓度改变以及玫瑰花形成率发生

变化时
,

淋巴细胞内的
c A MP 水平上升幅度亦随之发生相应的变化

,

尽管有较大的个体差异
,

但这一趋势是肯定无疑的 (提示
c A M P 的增加量与 E 受体和 SR B C 之间结合点的数量 有

关 )
.

淋巴细胞与 S R B C 形成玫瑰花之后
, c A M P 的水平发生了有一定时间规律的变化

,

这一

过程与 Sm iht 等 LIJJ 报道用植物血凝素 ( P H A ) 刺激淋巴细胞后
c A M P 水平变化的过程相仿

.

由于猪淋巴细胞与 S R B C 混合经 2 00 克离心后 1 分钟至 8 小时
,

玫瑰花形成率基木无 改 变
,

故可认为玫瑰花形成后淋巴细胞内
C A M P 含量的变化过程并不是玫瑰花形成率随时 间 的 变

化而造成的
.

E 攻瑰花试验尽管已广泛应用多年
,

但其生物学意义至今仍是个谜
tu ,s1]

.

有些研究者发

现玫瑰花形成细胞的形态
,

对 P H A 等刺激的反应性及天然杀伤能力均有改变
,

提示 E 受体可

能是有功能的 〔划一切
.

我们的实验结果支持了这类假说
,

而且提示玫瑰花形成后淋巴细胞的功

能改变有可能是与
C
A M P 的第二信使作用有关系

,

从而为深人探讨 E 玫瑰花形成的生物学意



2 18 8中 国 科 学
- - ~ ~ ~一- - - ~一一一 ~ ~户

一
一一- 一一一- 目

1, 8一年

义提供了新的线索
.

致谢
:
赖业馥 同志为我们提供了

’
H 标记

c A M P 和标准
c A M P

,

徐英杰
、

刘伯春同志提

供了免抗
c A M P 血清

,

谨此致谢
.
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