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摘要 本实验通过采取 ro 头猪的血液
,

经 30 次实验探讨了 自体和异体血小板 (LP ) 对体外培

养的猪外周血单个核细胞 (BP M C )增殖反应和 IL 一 2分泌的影响
.

证明了 LP 对猪 PBM C 的增

殖反应和 IL 一 2分泌均有增强作用
.

同时也 比较了 LP 和红 细胞 (R B C ) 对淋 巴细胞的活化作

用
.

并初步探讨了 P L 对淋巴细胞激活作用的机制
.
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中图分类号 5 852 .4

L F A 一 3 又称 E 一 受体配体
、

C D S。 ,

是 C D : 的天然配基
。

C D : 又称 为 LF A 一 2
、

T
l l

、

玩 u 一 5
、

E 受体
,

两者均广泛存在于多种细胞表面 (肖俊杰等
,

19 9 3 ; 肖俊杰等
,

1992)
。

C D Z与 LF A 一 3 的相互作用在淋 巴细胞功能方面的作 用 的研究
,

有 许 多 人作 了报 道

(杨怀志等
,

1987 ; 石镜等
,

19 85 ; 黄盛东等
,

19 91 ; 欧阳笑梅等
,

19 91 )
。

最 近肖俊杰等 ( 1993 二

199 2)
,

提出了
“

淋巴细胞激活中游离 CD : 调控途径
”

的假说
。

iV vier 等 ( 19 90) 首次证明了血小

板激活因子可通过 CD
:

和 C D
3

两条途径
,

调节 P B M C 的功能
。

但完整 PL 的类似免疫功能

则未见报道
。

本试验的 目的在于阐明 P L 对体外培养的 P BM C 的增殖反应和 IL 一 2 的影 响
,

并为 肖

俊杰提 出的假说提供一定的资料和证据
。

1 材料和方法

1
.

1 猪 1一 3月龄健康杂种猪 10 头
.

1
.

2 c 57 B L/ 6 小 鼠 16 一 2 0 9
,

购 自第 四军医大学实验动物研究中心
.

1
.

3 猪 R B C
、

P B M C 采肝素抗凝血以常规方法制备
.

1
.

4 猪 P L 无菌采肝素抗凝血 10 m L
、

s oo
r
rr/ 血

、

8
~ 离心

,

小心吸取上层液
,

50 o r

加 jn
,

5
~ 离心

,

取上清 3 5 00
r
I/

n i n
,

30 ~ 离心
,

向沉淀中加人红白细胞分离液 (尿 素 10 .0 9
,

构

椽酸钠 .0 5 9
,

蒸馏水 100 m L
,

or 磅 巧 ~ 灭菌 ) 3 n止
,

吹打均匀
,

以含 10 % F “ 的无钙镁

H a n ks
’

液洗 3 次
,

再以完全 R PM n 64 O洗 1次并重悬
。

.l5 猪游离 C D :
按黄渭等 ( 19 89) 介绍的方法制备

.

1
.

6 5C 7B L 6/ 小 鼠脾细胞 按杨贵贞等 ( 1991 )介绍的方法制备
,

用于检测细胞培养上清液

中 IL 一 2 的水平
。
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1
.

7P L 及 RB C对 P B M C增殖反应的测定 在 96 孔细胞培养板 中的按 实验设计分别 加

人不 同浓度的 PL
,

BP M C
,

2% P H A 一 p (华美公司出品 )
,

R B C
,

3 7 ℃
,

5% C O :
中培养 6 8 h

,

向各孔加人 M T T 应用液 (S
~ 产品

,

1 9压
,

p H .7 2 一 7 .4) 各 50 拜 L
,

继续培养 4 h
,

以酸性异

丙醇 (0
.

124 %
,

H C L, W阿 )溶解
,

用 5 10 酶标比色计在最适波长 5 50 nln 测 .o D 值
,

并按下面

公式计算刺激指数 (s
.

D
。

5
.

1二 试验孔 .o D 值 / 阴性对照孔 .O D 值
。

L S P L 及 R B C 时猪 P B M C IL 一 2产生的影响的测定 取 24 孔细胞培养板按 1
.

7 的方法

分别加人 PL
,

R B C尸H A 一 P
,

P BM C
,

37 ℃
,

5% C O
Z

中培养 12 h
,

吸取上清液即为待测 IL 一 2

样品
.

将此待测样品各 50 拜L分别加人 % 孔培养板中
,

再加人 1
.

6 中制备 的 C 57B L 6/ 小 鼠

脾细胞 l X() 拌L及 5 0汕完全 Rp M I 16 4 0
,

3 7 oC
,

5% C O
Z

中培养 2 0 h
,

加人M TT 再培养 4 h
,

测

O
.

D 值
,

计算 5
.

1值
。

1
.

9 游离 C D Z
对 P L 引起的 BP M C 增殖反应 的封阻作用 在 % 孔培养板按实验设计分

别加人 PL ( 3 x l o ”
个 )L/ 和 BP M C ( 5 x l 0 9

个 )L/
,

和不 同浓度的 C D Z
( I X

、

10 x
、

l oo x
、

1 00 0习
,

3 7 ,C
,

5% C O : 中培养 6 8 h
,

加人 M rT 培养 4 h
,

测 0
·

D 值
,

计算 5
.

1值
.

1
.

10 游离 C D
Z
对 PL 引起的 BP M C IL 一 2 产生的阻抑作用 试验分组同 1

.

9
,

取 24 孔培

养板加人各样品
,

37 ℃
,

5% C 0
2

条件下培养 12 h
,

取上清即为待测 IL 一 2 样品
,

按 1
.

8后半

部分介绍的方法测 IL 一 2 的水平
,

以 5
.

1值表示
.

2 试验结果

.2 1 自体 P L 及 自体 R B C 对 P BM C 增殖反应的影响 结果见图 1
。

图 1表明自体 P L 和 R B C

(3 x 1 09 一 3 x 10 12
个压 )均能协同 P H A 一 P使 BP M C 的增殖反应极显著地增强 (P < .0 01 )

,

且与

浓度有密切关系
,

PL 浓度 为 3 X 1011 个压 时反应达峰值
.

自体 P L 和 自体 R B C (3 x 10 10 一

3 x

l0’
2
个肋单独作用于 BP M c 时

,

也 有极显著 的促进作 用 (P < .0 01 )
,

且在 3 x lo
, ,
个 L/

时达高 峰
。

.2 2 自体 P L 和 自体 R B C 对 BP M C IL 一 2 产生 的影响 结果见 图 2
,

从图 2可以看出
,

PL
和 BR C ( 3 x l0 9 一 3 x lo n

个周均能协同 P H A 一 P 使细胞培养上 清液中 IL 一 2 极显著地增

加 ( p < 0
.

0 1 )
,

且在 3 x 10
, , 9
个 / L 浓度时达峰值

.

P L 和 R B C (3
x 10 ’ 0一 3 x 10

’ 2

钾 L )单独作

状「弃
6 7 8 9 6 7 8 9

细胞浓度 /3
x l o

n

个
·

L
一 ,

图 1 不同浓度 自体 P L 及 R B C 对 PB M C 增殖反应的影响

A P L + P BM C B
.

P L + P BM C + P HA 一 P

C
.

R B C 十 PB M C D
.

R B C + P BM C 十 P H A 一 P

E
.

P BM C + P HA 一 P

细胞浓度 3/ x l护 个
.

L
一 ,

图 2 不同浓度自体 PL 及 R丑C 对BP M C IL 一

一 2产生的影响

A
.

P L + P B M C B
.

P L 十 PB M C 十 P H A一 P

C
.

R B C 十 P B M C D
.

R B C + P BM C + P l l A 一 P

E
.

P BM C + PH A 一 P
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用于 P B MC 时
,

也能极显著地增加 IL 一 2 的含量 (尸 < 0 .0 1 )
,

且有浓度依赖性
,

在 3 x lo
, `
个压

时达高峰
,

以后则趋向平稳或稍降低
。

.2 3 异体 P L 对 P BM C 增殖反应和 IL 一 2产生的影响 结果见图 3 图 4
。

从图 3 图 4 可 以

看出
,

异体 P L 能够协

同 P H A 一 P 极显著地

促进 P BM C 的 增 殖

反 应 ( 3 x l o
”
一

3 x l o
, 2
个压 )和 IL 一 2

含量增 加 ( 3 x l O
g
一

3 x 10 , 2
个压 ) (尸 < 0

.

0 1 )
。

在 3 x 10 ”
个瓜浓度达

峰 值
.

异 体 P L (3

x 10
, 0
一 3 x 10

, ,

个 /L )单

独作用也有上述作用

( P < 0
.

0 1)
。

从 图 3

图 4 还可以看出相 同

浓度的 P L 和 R B C 无

论是协同 P H A 一 P还

的 . C

}一 n
1

.

2卜 一

} 肠

细胞浓度 3 x l少 /个
.

L
一 ,

图 3 自体与异体 P L 对 P B M C

增殖反应的影响

} 汤/ A
.

6 7 8 9

细胞浓度 3 x 10
“

/个
.

L
一 ,

图 4 自体与异体 P L对 P BM C

IL 一 2产生的影响

A
.

自体 P L 十 P B M C B
.

异体 P L

.A 自体 PL +

~
+

~
一 P B

.

异体才甲匹只自体 PL + BP MC
+

PH
A一 P

+ P B M C + P HA - P c
.

自体 PL + P BM c .D 异体 PL + P B M C 十 P H A 一 P

是 单 独 作 用 时 对 .D 异体 PL +

~
C E BP MC

+

~
一 P

E
.

P B M C + P H A 一 P

P BM C 增 殖反应的增加作用和 IL 一 2 水平的增加均没有显著差异 (尸> 0 .0 5)
.

2
.

4 游 离 C D
:
对 P L 引 起 的

P B M C 增殖反应以及 IL 一 2 分泌

增加作 用 的封阻 结果见 图 5 图

6
。

从图 5 图 6 可见 C D
:

能够 封

阻 P L引 起 的 P BM C 增 殖 反 应

( P < 0
.

0 1)
.

CD :
也能封阻 P L 协

同 P H A 一 P 引起 的 P BM C 的增

殖反 应 (尸 < 0 .0 1)
。

从图 5 还 可

以看 出 C D :
本 身虽有 降低增 殖

反应的作用
,

但这种作用不显著

护 > .0 05 )
,

说明 C D
Z

加人系统后

引起的增殖反应降低显然不是游

离 C D
:

本身 的直 接作 用 所引起

的
.

从图 6 可以 看 出加 人游 离

C D
Z

后不仅能 阻抑 P L 单独引起

的 P BM C 培养上清液中的 IL 一 2

含量增加作用 (尸 < .0 01 )
,

而且也

, 1名

的 1
.

6

,.0

瀚姗谁
A B C D E F

4,
4t立月..二

A B C D E F

图 5 游离 C D :
对 P L 引起的

P BM C 增殖反应的阻抑作用

A卫 L + BP M C R PL +
BP M C + C I〕 2

C
.

P L + P BM C + P H A 一 P D
.

P L +

P BM C + P H A 一 P + C D Z
E

.

P BM C

+ P r 1A 一 P F
.

P B M C + C D Z

图 6 游离 C I〕 :

对PL 引起的
P B M C IL 一 2 产生的阻抑作用

A卫 L + P BM C B
.

P L + P B M C

+ C D Z
C PL

+
BP M C Z + P H A

一 P D
.

P L + P BM C 十 PH A 一 P

+ C D 2
E

.

BP M C + P H A 一 P

F
.

BP M C + C】〕 2

能够阻抑 P L 协同 P H A 一 P 引起的 几 一 2 含量增加作用 (尸 < 0 .0 1)
。

上述结果说明 P L 引起

的 PB M C 增殖反应和 IL 一 2 含量增加作用是通过 P L 上的 L F A 一 3 与 P BM C 上 的 C D : 之
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间的相互作用而介导的
。

3 讨论

细胞免疫的调控一直是人们最为关注的问题
,

是近年研究 的焦点
。

国 内外 学者在这方

面作 了许多工作
,

证明血液和体液中许多成分具有免疫调节作用
.

完整的 R B C 及 R B C 膜

碎片 (欧阳笑梅等
,

1991 )
,

从绵羊 R B C 和猪 R B C 表面提取的 LF A 一 3( 王文科
,

1992 ;靳亚平
,

199 2) 等均有调节 BP M C 细胞增殖反应和 IL 一 2 分泌的作用
.

尚红生等 ( 19 87)
,

V ivi e r
等

( 1990 )
,

D出此。 s
等 ( 199 0) 证明血小板激活因子对细胞免疫也有一定 的调控作用

.

但是完 整

P L 细胞免疫的调控作用的研究则未见报道
.

本试验在这方 面进行 了初步 的探讨
,

证明 P L

也有类似作用
.

PL 能够促使体外培养的 P BM C 的增殖反应增强和培养上清液 中 IL 一 2 的

水平增加
,

而且与 R B C 的作用具有同样重要的意义
.

同时也初步证明了 P L 对 P BM C 作

用的机制是与 C D
: 和 L F A 一 3 的相互作用有关的

,

即通过其相互结合而活化了 T 一 淋巴 细

胞
.

但是 P L 作用的更详细机制和过程
,

P L 与血小板激活因子的作用之 间有没有统一性
,

即是否存在着成分和结构方面的内在联系
,

P L 在活的机体内的作用等方面尚待进一步地探

索和研究
.
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