
下限
。

粒细胞增殖活性无改变
,

幼稚细胞的

分裂趋于活跃
,

中性粒细胞渗透压耐力无重

大改变
。

在 白细胞水平降低的全部人员中
,

有少数病人 ( 9 例 ) 呈现造血功能再生障碍

倾向
。

其骨髓有核细胞数量不超过 5。 ,

00 。 /立

方毫米
,

平均为 43
, 5 0。土熟 6 5 0 /立方毫米

。

细胞的有丝分裂活性倾向于降低
。

粒系统细

胞的相对和绝对含量都减少
,

尤其成熟中性

粒细胞的储量减低
。

中性粒细胞渗透压耐力

下降
,

证明其质量不佳
。

这 9 名倾向于再生

障碍的人是 I 度慢性放射病患者
。

其中 5 名

以前是使用永久发光涂料的画工
,

确有镭掺

入机体
。

其余 4 名是工龄为 20 ~ 3 Q年的 X线

科工作人员
。

最后作者指出
,

慢性放射病人停止接触

辐射后血象可逐渐恢复
。

白细胞水平略低于

正常或轻度 白细胞减少
,

有时在停止接触辐

射后 5 ~ 10 年或更长的时期内均可见到
,

仅

在少数病例是由造血的器质性损伤引起的
,

并伴有再生障碍倾向
。

多数病例的造血障碍

是功能性的
,

具有粒细胞生成代偿不全的特

征
。

临床分析表明
,

合并有各种慢性疾患以

及病人的较大年龄
,

对血液系统恢复过程的

延缓可能有一定影响
。

体内掺入 了 镭 的 病

人
,

其造血系统的恢复过程也显著延缓
。

〔r P ,
6
o a a

H A : M e及 P
a 江 , o 几 20 ( 5 )

: 2 6

1 9T 6 (俄文 ) 赵文正摘译 许文山校 〕

测定巨噬细胞吞噬红细胞作用的新方法及其与
3H

一

胸腺

嗜陡核昔摄取降低测定的关系

绪 言

测定巨噬细胞的吞噬功能
,

以前用整休

方法测定血液中颗粒的清除率 , 体外法
,

则

是计数一定时间内进入巨噬细胞内的惰性颗

粒
、

细菌或红细胞的数目
。

体外研究豚鼠多

形核 白细胞吞噬绵羊红血球发现
:

在抗体和

补体二者共同参与下
,

多形核 白细胞才能最

大地吞噬靶细胞
。

这些研究是测定吞噬的靶

细胞从多形核白细胞和红细胞悬 液 中的 消

失 , 每次测定所需要的吞噬细胞数目
,

大于

一个豚鼠所能提供 的数量
。

当研究许多份实

验动物的细胞悬液时
,

该法也不很适用
。

下面报告一个新的
、

可靠的简化的测量

巨噬细胞活性的方法
。

它可同时测定许多份

巨噬细胞悬液
。

我们用它研究了酵母多糖
、

结核菌苗
、

可的松
、

雌酮
、

B
.

百 日咳疫苗和

维生素 A 对豚鼠巨噬细胞活化的短期和长期

效应
。

本法的某些改良方法能定量测定包括

多形核白细胞在内的玻璃粘连细胞对细菌和

其他标记物质的吞噬和消化作用
。

将肿瘤靶

细胞与效应细胞一起培养
,

定量测定
“
H
一

胸

腺啥咤核普对肿瘤靶细胞的参入
,

参入的降

低也可用以测量抗肿瘤效应细胞的功能 〔 l 〕
。

R
·

N
·

G e r m a i n 发现〔 3 〕介导这种效 应

细胞功能的主要细胞类型是活化 的 巨 噬 细

胞
。

本文也讨论了将这种非特异的抗肿瘤效

应细胞活性与吞噬红细胞作用联系起来的某

些实验结果
。

材 料 和 方 法

动物
:

正常 的 A K R 雄 性 小 鼠
,

体 重

1 8~ 2 0克
。

培养基
: R P M I 全培基

,

含 R P M I
一 1 6 4 0

加 o
.

2 5m M H E P E S 缓冲液 5 5%
,

小牛 血

清 1 0%
,

非必需氨基酸溶液 ( l o 0 X ) 1 %
,

国外医学参考资杆放针医学分册



ME M氨基酸 ( sox
) 2%

,

核酸前身溶液 (每

毫升含胞普
、

尿普
、

腺普和 鸟 普 各 1毫 克 )

2
.

5%
,

青霉素一链霉 素 ( 1 0 0 单位
, 1 00 微

克 /毫升 ) 0
.

2%
。

R P M I一 H IA F C 培养基
,

含有 R PM I一 1 6 4 0加 0
.

2 5m M H E P E S 缓冲

液90 %及热灭活的 ( 56 ℃ ,

30 分钟 ) 小牛血

清1 0%
。

小鼠的注射
:

维生素 A
、

醋酸氢化可的

松
、

统基乙醇酸盐生长液
、

结核菌苗
、

酵母

多糖 A
、

雌酮或 B
·

百 日咳疫苗
、

用生理 盐

水稀释到所需浓度
、

腹腔注射 0
.

5 毫升
。

注

射等量的生理盐水作对照
。

腹腔渗出细胞悬液的制备
:
腹腔渗出细

胞得自腹腔注射待测物质 3
、

4 天后或 28 天

后的 A K R 雄性小鼠
。

用 27 号针头注射 3 毫

升 R P M I
一
H I A F C 培养基以灌洗腹腔

,

轻轻

按摩后
,

用 20 号针头作胸穿刺抽腹液
。

如偶

有出血流进腹腔
,

这种小鼠的悬液弃之不用
。

所有的细胞制剂和培 养 基 均 在 4 ~ 6 ℃保

存
。

用 R
.

E va
n s 法测定总细胞数和巨 噬 细

胞含量
。

涂片作细胞分类计数
。

两种方法得到的巨噬细胞数相近
,

从每

只未刺激的小鼠大体可得到 2 x 10
”

个巨噬细

胞 , 而用结核菌苗刺激过的小鼠腹腔
,

巨 噬

细胞可达 l x l0
7

个
。

巨噬细胞悬液
,

供
“ “

H -

胸腺哦咤 (参入 )降低
” 的测 定 者

,

稀 释 到

2 x 10
“

个 /毫升 ; 供
“
吞噬红细胞作用

”
测

定者
,

则稀释到 4 x 10 5
个 /毫升

。

E L 4 肿瘤靶细胞悬液
:

E L 4 肿瘤靶细

胞通过 C 57 B L 6/ 雄性小鼠的腹水瘤传种保

存
。

用 R P M I
一 1 6 4 0 全培基洗涤并悬浮 E L 4

细胞
,

标定为 4 x 10
5

个 /毫升
。

“ ` C
:

标记的调理过的绵羊红血 球 悬 液

(标记的 E A 细胞 ) 的制备
:

绵羊红血球悬

液在 A l s ve er
尹 s 液中洗 三 遍

,

再 悬 浮
,

于

0
。

5毫升 中含 1 x 10
9

个细胞
,

往该悬液中加

加 0
.

1毫升
6 ’
C

r
( 1 0 0 0微居里 /毫升 )

。

在 3 7 oC

水浴上放 30 分钟
。

然后加入 1 9
.

5毫升 20 ℃的

R PM I
一 1 64Q H I A F C S 培养基

。

边混合边滴

加等体积 1 , 5 0 0 R P M I一 1 6 4 0 H IA F C S 稀 释

的含甘油兔抗羊的溶血 素
。

混合后 20 ℃保温

2 0分钟
,

然后 4 ℃下 3 0 0 X g 离心 5 分钟
,

用

1 0毫升 R P M I一 l e 4 0 H I A F C S 洗 三遍 并 悬

浮成 4 x 10 。
个细胞 /毫升

。

吞噬红细胞作用的测定
:
每 支 15 x l l0

毫米平底玻璃管各加 1 毫升绵羊 红 血 球 悬

液
,

将这种管按 3 支 (或 5 支 ) 分成组
,

不

同组分别加入 0
.

1 ,

.0 3 ,
0

.

5
, 0

.

7或 0
.

9 毫

升标定的的巨噬细胞悬液 (4 X l 。 “

个细胞 /

毫升 )
,

然后都调到 2 毫升
。

对 照 管 包 括

标记对照 (没有巨噬细胞或其他处理 ) 和 自

溶解 (没有巨噬细胞
,

但经过正常处理 ) 对

照两种
。

除标记对照外
,

其余所 有 管 均 在

2 5 oC 下 8 0 0 x g 离心 3 分钟
,

然后 在 3 7 oC 水

浴上放 5分钟并转移于 37 ℃ 7 % C O :
保温 箱

90 分钟
。

之后
,

从每支自溶解对照管取 0
.

5

毫升上清液分别放到放射性计数管里
。

剩下

的细胞悬液在混合器内混合 5 ~ 10 秒钟
,

并

取出上清液
。

每管加入 1
.

5毫升 R P M I
一
1 64 0

H l
一
A F C S 培养基

。

混合细胞悬液取出上清

液
。

从对照看出
,

这种混合洗涤过程移除了

9 6%以上的非吞噬的红细胞
。

将管子盖好
,

用自动 丫计数器测量管中剩余的放射性
。

“
H 一
胸腺嚓咤核普摄取降低的测定

:

在

微量组织培养板的每个孔中
,

加入 0
.

1毫升

4 x l o
s

个 /毫升的 E L 4 细胞悬液
,

再加 0
.

1

毫升标定的巨噬细胞悬液 (2 x l o
。

个 /毫升 )

或它的 1
, 2 , 1 , 5 , 1 ,

10 的稀 释液
,

每种浓度

作 3 到 6 个平行孔
。

对照孔只加 E L 4细胞或

巨噬细胞一种
。

丝裂霉素 C 或者 照 射 过 的

E L 4对照预先加进 巨噬细胞悬液
。

然而
,

24

小时保温培养时
,

不需要这种对照 ;因为不论

有没有 E L 4 细胞存在
,

巨噬细胞 摄 取
3 H

-

胸腺嚓咤核普的量是一样的
。

每孔加 0
.

05 毫

升 10 微居里 /毫升
“
H 一
胸腺哦咤核普 〔甲基

标记〕
,

比放射性 6
.

7居里 /毫克分子
,

培养

板培养 24 小时后
,

用 自动加样和采样装置收

集
。

含有细胞沉淀的玻璃纤维垫
,

洗过放到

1 9 7 7 年第 2 期



,

l

闪烁杯中
,

加液体闪烁液
,

用自动闪烁计数

器测量
。

结果的计算
:
利用

3
H 及

“ `
C r
多次计数

和巨噬细胞计数绘出一条线性回归线
。

它代

表用最小二乘法计算的真正曲线的估计值
。

其斜率随着一定数目的巨噬细胞吞噬红细胞

活性的提高而增加
。

从该回归线可计算出吞

噬 50 %的标记红血球或肿瘤靶细胞摄取
3 H

-

胸腺啥吮核普能力的降低所必需的巨噬细胞

数
。

然后将数据记录为每 1 x 10
“

个细胞 的

50 %单位数
。

这种数据分析类 似于 C er ot in i

和 B r u n n
er 〔了〕所用的方法

,

线性 回归 分 折

之前
,

将吞噬
5 ` C r

标记 E A 细胞的 数 据
,

记录为百分摄取加标准误以及与正常值比较

的 P值
。

结 果

表 1 代表腹腔注射琉基乙醇酸醋
,

酵母

多搪
,

结核菌苗和维生素 A 两天后的腹腔渗

出细胞吞噬红细胞作用和降低 E L 4 肿 瘤 细

胞摄取
3
H
一
胸腺嗜咤核普的结果

。

酵母多糖

和结核菌苗使标记的 E A 细胞的百分摄取率

达到最高
。

在所用的剂量水 平 上
,

用 标 记

的 E A 细胞的摄取法测量
,

腹腔注射琉基 乙

醇酸醋
,

维生素 A 和结核菌苗后第四天 的腹

腔渗出细胞的吞噬能力似乎最高
。

但是
,

注射

0
。

5 毫 克酵母多糖动物的腹腔渗出细胞的吞

噬活性
,

是在注射后的第二天而不是第四天

最高 (表 2 )
。

B
.

百 日咳疫苗注射后四天
,

不 同 的 剂

量都能明显增加腹腔渗出细胞的吞噬能力
。

可的松注射剂量直到 100 毫克 /公斤时
,

至不

明显改变腹腔渗出细胞的吞噬能力
,
可是超

过 5 毫克 /公斤的剂量却明显降低胸腺 与 体

重的比
。

雌酮在所用的最高剂量 ( O
。

5 毫克 /

公斤 )
,

可轻微刺激腹腔渗出细胞吞噬标记

E A 细胞的活性
。

在一批相似的动物上
,

于给

药后 28 天重复了同样测定
,

只有结核菌苗和

酵母多糖处理的小鼠所产生的腹腔渗出细胞

其吞噬能力明显增加
。

同一渗出细胞悬液也

测定其降低肿瘤靶细胞摄取
“
H

一

胸腺啥吮核

普的能力
,

结果见表 1
。

对照组与给药组在统

计学上的差异是明显的
。

可是
,

组内和组间的

变异性
,

已经排除了吞噬红细胞作用和降低

肿瘤靶细胞摄取
3

H
一
胸腺哦咤核普之间有任

何统计相关关系
。

我们即将重新评价通常测

测量效应细胞降低肿瘤细胞摄取
3
H
一

胸腺嗜

陡核普的测定技术
。

表 1 腹腔注射疏基 乙醇酸酩
、

醉母 多糖
、

结核菌苗和维生素 A 两天后腹腔渗出细

胞吞噬红细胞作用和降低 E L 4 细胞摄取
“
H 一 胸腺 啥咤核普的作用

人EE.S的+一处 理 ( l )
剂 量

Z x 1o. 个巨咙细胞吞噬
细胞的百分数

.

; P ( 1 )

吞噬红细胞
作用” o /

,。。 ` , ,

对 E L
.细胞摄爪

吕H -

胸腺呛吮核普的降低
A U八 e . ( ` )

犯2548475823220240281004
n,目
J.二弓̀ó0,̀̀性.JI
才.孟

1口
U生理盐水

流基乙醉酸幽

醉母多搪

结核菌苗 .( 》

维生素 A

维生素人 + 结
林菌苗 1

.

0 X

0
.

5 0毫升

0
.

07 毫克

0
.

50 毫克

3
.

0 0毫竟

0
.

1 4 3 X

1
.

OO X

6
.

0 0 X

10 0D单位

3 0 0 0单位
6 0 0 0单位

3 0 0 0单位

7
.

4土 0
.

1

2 2
.

1士0
.

1 ; < 0
.

01

10
.

4士0
.

8 ; 无意义

2 0
.

0士 2
.

0 ; < 0
.

0 1

4 8
.

0士2
.

0 ; < 0
.

0 1

1 9
.

7士0
.

5; < 0
.

0 1

3弓
.

0士1
.

0
.

< 0
.

0 1

2 8
.

0士4
.

0: < 0
.

0 1

1 3
.

6士0
.

6 ; ( 0
.

0 2

了
.

0士 1
.

:0 无意义

了
.

7士0
.

8; 无意义

2 1
.

0士2
.

0
:
< 0

.

0 1

0
.

BO

1
.

2 5

0
.

89

2
.

0 0

2
.

9`

0
.

7 1

0
.

01

0
.

8 6

{
, .

3 9

0
.

8 7

0
.

5 0

1
.

0 0
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注
:

( 1 )腹腔注射 4只 1 8、 0 2克重的 A K R小鼠
。

( 2 )标记的 E A细胞
:巨噬细胞二 20 :1 : P值由

“ t测验表
.

查得
。

( 3) PU1 /脚即 10 6
腹腔渗出细胞的

“

吞噬单位
”

数
,

是从 E A细胞吞噬百分数的线性回归曲线计算

出来的
.

亦即由不同数 目的巨噬细胞所吞噬的 E A细胞吞噬百分数的线性回归分析计算出来
。

每个测

定
.

一般取 5 个点
,

每个点测 3 次 ( E A 细胞和巨噬细胞的比二 100
: 1

,

3 3 : 1
,

2 0 : 1
.

14 : 工和 1 1 : 1 )
。

一个单等于吞噬 5 0拓的
” 1C r

标记的红血球所必需的巨噬细胞数
.

( 4 ) A U l/ 护即 DI 6
个腹腔渗出细胞的

“

活性单位
”
数

,

是与不同数目的巨咙细胞一起培养的 E L 4

细胞
3H 一

胸腺呛咙核普摄取百分数降低的线性回归最小二乘法分析计算出来的
。

每个测点一般取 4 点
,

每点测 3 次 ( E L 4 和巨噬细胞的比二 0
.

5
.

1
,

2
.

6和 6 : 1 )
.

一个单位等于降低 E L 4细胞摄取
3H

一

胸

腺咤吮核昔 50 拓所需的巨噬细胞数
.

( 5 ) l x 结核菌苗等于 1瓶 C l
a x 。
结核菌苗

.

每瓶含有 4 、 9 x 10
6
个活菌

.

表 2 腹腔注射疏基 乙醇酸醋
、

维生素 A
、

结核菌苗和酵母多糖后2
、

3天和 4 夭

腹腔渗出细胞的吞噬红细胞作用
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讨 论

以标记 E A 细胞摄取量来测量巨噬细胞

的活化
,

不但迅速
,

而且允许同时检查许多

份标本
。

本文一系列实验结果表明
,

甚至动

物的年龄
,

性别和体重相同 (表 1 )这组和那

组实验动物的腹腔渗出细胞的吞噬能力
,

还

是不同
。

以前曾报道过
` “ ’ :

体外抗体刺激实

验之所以也具有与上面相似的变异性
,

显然

是 由于在负重和动物驯化期间的应激反应有

变异性
。

R il l e y 〔们也注意到环境应激反应对

宿主抗肿瘤形成作用
。

在 巨噬细胞 E A 细胞

培养的一组多次实验中标准误是比较低的
。

吞噬红细胞作用测定法
,

目前常用以定量不

同因素活化巨噬细胞的活化水平
。

我们正在

继续研究该测定方法与活化的巨 噬 细 胞 具

有非特异性抗肿瘤效应细胞活性之间可能存

在的关系
。

现在的研究趋 向采用这种技术来

测定标记细菌悬液的摄取
,

并将定量测定多

形核白细胞的吞噬活性作为决定宿主抗传染

病的一个指标
。

总之
,

本法似乎比体内颗粒

的清除或显微镜下计数的方法更方便
,

更适

合于测定吞噬活性
。

〔S e h o e t z M E 等
: Im m u n o ! o g ie a l

C o m m it n i c a t i o n s 6 ( 3 )
:
18 9、 2 0 3

,

1饥 6 (英文 ) 赵武述译 王世真 林 汉校 〕

, ’碳一碘甲烷的制备及其用于
1`
碳一甲基一乙一蛋氨酸的合成

短半哀期放射性示踪物
,

在器官体外显

影应用中
,

具有高灵敏度
、

高分辩率的优点
。

它们对人体的辐射剂量很小
,

又便于短时间

内重复使用
。

但是
,

它们的合成受到时间的

限制
。

本工作的目的是建立一个能够用于标

记一些有生物学意义的化合物的快速合成途

径
,

即采用
` ’

C H 3 I 来制 备 ” C 一
甲基

一 L 一蛋

氨酸
。
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