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［摘要］ 以 &’()*+,-./ +荧光磁珠法体外分离并培养人 +淋巴细胞作为研究材料，通过 011法、2341.5掺入法

测定重组人 +淋巴细胞刺激因子（)6/+789）对人 +淋巴细胞的促增殖活性并进行相应比较 :结果表明：)6/+789非

融合蛋白在引发剂 ;<=>4?@0的协同作用下表现出显著刺激 +淋巴细胞增殖的活性，且两种方法所得结果一致，

充分验证了 )6/+789样品的活性；011法检测可替代放射性同位素法 :
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( 引言
人 +淋巴细胞刺激因子（6(H-< + ’8HO6*L8=, /=>H(’-=*)，6+789）［"］，又称 1;774"［!］、+;&&［2］、13;PQ［B］、

M1P&B，主要由嗜中性粒细胞和巨噬细胞分泌，活化后 1细胞和树冠状细胞也有少量表达 :是 "$$$年新发
现的一种细胞因子，属肿瘤坏死因子（=(H*) <,L)*/>/ R-L=*)，1P&）超家族，作为一种 +淋巴细胞的共刺激因
子，6+789在 ;<=>4?@0或 ?74B存在下能专一的刺激 +细胞增殖和分化，在体液免疫中有重要的作用；而其
在体内的过量表达又与自身免疫性疾病密切相关［E］:体外实验也表明，正常 +细胞在用 ;<=>4?@0预活化
后，6+789能诱导其大量增殖并分泌各型免疫球蛋白，而对静息 +细胞效果不明显［2］:对于休眠 +细胞，
6+789虽然不能独立激活使之进入细胞周期循环，但通过上调细胞表面的抗凋亡蛋白 SL’4!、SL’4T’的大量
表达，延长了休眠 +细胞的寿命 :由于 6+789在调控机体免疫应答过程中，特别是对于 1"期 +细胞的正常
发育、维持脾脏生发中心的形成和抗原特异性 ?@0的分泌至关重要［D］，受到广泛关注 :
目前从外周血中分离 +淋巴细胞较为经典的方法包括贴壁培养去除单核和巨噬细胞，绵羊血玫瑰花

结法去除 1细胞等，但效果往往不很理想，+细胞得率低、纯度差，给活性测定带来诸多麻烦 :为了对本实
验室自行研制的 )6/+789非融合蛋白进行活性分析，本文运用 &’()*S,-./ +荧光磁珠从健康人全血中分离
得到 +淋巴细胞，进而通过 011法和放射性同位素掺入法对样品活性进行了检测及比较 :本研究旨在建
立一种简单、可靠、灵敏的 +淋巴细胞分离及增殖活性测定方法 :

) 材料与方法

) *) 实验材料和试剂
)6/+789（由本实验室自行研制），5U0? "DB#、&V9、青链霉素双抗（购自 ?<I>=)*@,< 公司），011、1)8O-<4

+’(, 、;<=>4?@0（购自 9>@H-4;’.)>L6公司），6/+789标准品（购自英国 U,O)*1,L6 GV公司），2341.5（购自中科
院上海原子核研究所），UUW、UWUWU（购自 0,)LX公司），&’(*)*4+,-./ +、0-@<,=>L 9,O-)-=*)（购自美国 W<,74
-HS.-公司），# :!!"H无菌滤器（购自 0>’’>O*),公司），淋巴细胞分离液（购自上海求精生物工程公司），正
常人外周血（购自江苏省血液中心），各类细胞培养板（购自 V*/=*)公司），细胞计数板（上海求精），载 Y盖玻
片，其它试剂均为国产分析纯 :
) *+ 实验仪器
液体闪烁仪（1)>4V-)S，美国 U;VQ;5Z公司），酶标仪（美国 0[公司）、;’’,@)- !"5 台式高速冷冻离心机
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（美国 !"#$%&’公司），台式高速离心机（德国 ()*+&,公司），-./0( 12计（美国 %344536 785398 公司），
&*:;./电子天平（美国 &2)<(公司），%=54> 73?1 @@@ 恒温水浴锅（美国 ABC6?CD>C公司）、#). 培养箱（日本

’&A#)公司），倒置显微镜（美国 #)@#公司），雪花状制冰机（日本 (&’E)公司）F
! "# 实验方法
; F- F; 正常人外周血 !淋巴细胞的分离（荧光磁珠分离法）
按照 )G3 ,C?H9C公司操作手册进行 F

; F- F. 6BI!,J(刺激 !淋巴细胞增殖达到稳态
（;）.K孔培养板中每孔加入密度为 ; L ;/: M ?,的 !淋巴细胞 ; ?,，-NO、:P#). 条件下培养 ;. B；
（.）分组依次加入 &G4>0@Q%和 M或 6BI!,J(，具体情况为：
&组：; R -孔，阴性对照；
!组：K R S孔，加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,；
#组：N R T孔，加入 6BI!,J(至终浓度为 :// GQ M ?,；
U组：;/ R ;.孔，6BI!,J(至终浓度为 ;// GQ M ?,，并加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,；
"组：;- R ;:孔，6BI!,J(至终浓度为 :// GQ M ?,，并加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,；
V组：;S R ;W孔，6BI!,J(至终浓度为 ;!Q M ?,，并加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,；
X组：;T R .;孔，6BI!,J(至终浓度为 ;/!Q M ?,，并加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,；
2组：.. R .K孔，6BI!,J(蛋白标准品至终浓度为 ;// GQ M ?,，并加入 &G4>0@Q%至终浓度为 ;/!Q M ?,F
（-）-NO、:P#). 条件下继续培养，每日将培养板在微量震荡器上轻轻震荡 ; ?>G，按组别每孔各取 ;/

!,培养液，混匀后每组取 ;/!,，加入等量的 .P76J1CG !5=3染液，倒置显微镜下血球计数板计数，共计 N 9F
; F- F- %77法检测 6BI!,J(刺激 !淋巴细胞增殖作用
（;）和（.）同 ; F- F.；
（-）-NO、:P#). 条件下培养 K 9后，每孔加入 ;//!, %77（: ?Q M ?,）继续培养 K B，然后每孔加 ; ?,

;/P (U(0/ F/; ?85 M , 2#5，混匀，放入 #). 培养箱过夜 F微量振荡器上摇匀，%Y公司酶标仪按照参比波长
S-/ G?，测试波长 KT/ G?测定各孔 !" 吸收值，求平均值，计算刺激指数：#$ Z实验组 &（均值）M对照组 &
（均值）F
（K）统计学处理：将各实验组所得数据均以平均值标准差（% [ &）表示，以 ’ 检验法判断数值间差别的
显著性 F
（:）!淋巴细胞数与光吸收度的关系检测：将分离得到的细胞悬液从 ; L ;/: M ;//!, M孔开始在 TS孔
板中倍比稀释至 ; L ;/. M ;//!, M孔，每个稀释度三孔细胞，培养板置 -NO、:P#). 条件下培养 ;.B后，每孔
加 ;/!, %77（: ?Q M ?,）继续培养 K B，然后每孔加 ;//!, ;/P(U(0/ F/; ?85 M , 2#5，混匀，放入 #). 培养箱过

夜 F %Y公司酶标仪按照参比波长 S-/ G?，测试波长 KT/ G?测定各孔 !" 吸收值，了解光吸收度与细胞数量
之间的关系 F
; F- FK 放射性同位素掺入法检测 BI!,J(刺激 !淋巴细胞增殖作用
（;）和（.）同 ; F- F.；
（-）-NO、:P#). 条件下培养 K 9后，每孔加入 ;!,

-2079*，-NO、:P#). 培养箱中静置 K B；
（K）将各孔中样品吸入 ; F: ?,离心管，W// 6 M ?>G离心 : ?>G，吸弃上清；每管用 K/!, A!(重悬后吸至
滤纸片上，干燥；-P醋酸洗涤、干燥 -次，放入闪烁瓶中，每瓶加 : ?, AA) M A)A)A M二甲苯闪烁液，静置过
夜后液体闪烁计数仪上进行放射性强度测定，确定 #A%值 F
（:）统计学处理：将各实验组的-2079*掺入率 #A%值换算为相应对照组 #A%值均数的百分比 F实验
所得数据均以平均值标准差（% [ &）表示，以 ’ 检验法判断数值间差别的显著性 F

$ 结果与分析

$ "! %淋巴细胞分离及培养
. F; F; 正常人外周血 !淋巴细胞的分离（荧光磁珠分离法）
通过这种目前最新的荧光磁珠细胞分选方法，我们将分离得到的 !淋巴细胞经 .P76J1CG !5=3染色，
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倒置显微镜下血球计数板计数，发现 !" #$全血中可分离得到约 !"%、纯度达 %&’的 (淋巴细胞 )
* )! )* +,-($./刺激 (淋巴细胞增殖达到稳态
每日对各孔细胞进行 *’0+.123 (456染色后倒置显微镜下血球计数板计数，共计 7 8)在加样 9 8后增

殖达到峰值，其后细胞数逐渐减少 )
! "! #$%&’()表达产物的活性测定
* )* )! :00法检测 ,-($./刺激 (淋巴细胞增殖作用
（!）(淋巴细胞数与光吸收度的关系：(淋巴细胞数量与 !" 值在一定范围内几乎成正比的线性相关
关系（!; ")%%9，# < ")"!），如图 !示 )
（*）+,-($./刺激 (淋巴细胞增殖的作用：采用 :00比色法，检测各组刺激方法对培养的细胞增殖的
影响 )人 (淋巴细胞经不同浓度的 +,-($./及 =或 >3?@ABC:处理后，测得的各组 >值各不相同，经 $ 检验
（D+@C@3E )!分析），同阴性对照组相比差异显著（# < ")"&），表明表达的重组蛋白对正常人 (淋巴细胞具有
明显的促增殖作用（表 !），且在相同浓度下与标准品活性接近 )
我们发现在引发剂 >3?@ABC: !"!C = #$（图 *）协同作用下，+,-($./蛋白样品（&"" 3C = #$）对 (淋巴细胞

有较强的促增殖作用 )

F644 35#G6+（ H !""）

图 * &细胞数与光吸收度之间的关系
*9孔培养板组别

图 ! #$%&’()对 &细胞的增殖作用

* )* )* 放射性同位素掺入法检测 +,-($./刺激 (淋巴细胞增殖作用
+,-($./刺激 (淋巴细胞增殖的作用放射性同位素法的检测结果表明，经 $ 检验（D+@C@3E ) !分析），在

"; ")"&水平，表达的重组蛋白对正常人 (淋巴细胞具有明显的促增殖作用（表 *），且在相同浓度下与标
准品活性接近 )

表 * #$%&’()对 &细胞的增殖作用

I+J51 >9%"（ % K &，’ ; L）

阴性对照 ")E** K ")""!
>3?@ABC: !"!C = #$ ")E%* K ")""*

+,-($./ &"" 3C = #$ ")EL7 K ")""!

+,-($./ !"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ")7&E K ")""*

+,-($./ &"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ")%L! K ")""*

+,-($./ !!C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ")%*9 K ")""*

+,-($./ !"!C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ")%"9 K ")""*

+,-($./标准品 !"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ")7N* K ")""!

表 ! #$%&’()对 &细胞的增殖作用

I+J51 O1#（ % K &，’ ; L）

阴性对照 !! &%L )E7 K L97)%E
>3?@ABC: !"!C = #$ !N 7*9 )LL K *!&)&"
+,-($./ &"" 3C = #$ !L*%" )!E K *LL )NE
+,-($./ !"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ *! &&% )L& K L%")*"
+,-($./ &"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ *N %&& )LL K !E")%9
+,-($./ !!C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ *E %!! )LL K *E!)!*
+,-($./ !"!C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ *& "N" )*E K *&%)"*
+,-($./标准品 !"" 3C = #$ M >3?@ABC: !"!C = #$ ** %!" )LL K !%L)7!

我们发现同 :00法检测一样，在 >3?@ABC: !"!C = #$（图 L）协同作用下，+,-($./蛋白样品（&"" 3C = #$）
对 (淋巴细胞有较强的促增殖作用 )
! "+ 两种实验方法的比较
将引发剂 >3?@ABC:浓度一定的条件下（!"!C = #$），:00法及放射性同位素掺入法对 +,-($./在不同浓

度下对 (淋巴细胞增殖的影响如图 9表示（纵坐标中对应 () 换算为百分数），两种方法表现出高度一致
性，充分验证了样品活性 )
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!"孔细胞培养板组别

图 ! "#$%&’(对 %细胞的增殖作用

样品浓度（均加入 #$!% & ’( )*+,-.%/）

图 ) 两种方法检测不同浓度 "#$%&’对 %细胞增殖作用的比较

! 讨论
人体免疫是当今生命科学研究的热点领域之一，而有关细胞因子的研究又是免疫学领域的研究前沿 0

12(34是此领域中一种较新发现的细胞因子，属"型三节式跨膜蛋白，具有 2细胞趋性 0作为一种 2淋巴
细胞的共刺激因子，它在 )*+,-5%/或 5(-"存在下能专一的刺激 2细胞增殖、分化和分泌抗体，在体液免疫
中有重要的作用；接受 2(34注射的小鼠血液中 5%/和 5%)增加了 ! 6 7倍，2(34转基因小鼠能显著增加成
熟 2淋巴细胞的数量，诱导 2淋巴细胞增殖并分泌免疫球蛋白；而其在体内的过量表达又与自身免疫性
疾病密切相关 0 2(34对于机体免疫应答，特别是体液免疫起着重要的平衡作用：其缺陷或过量表达均能引
起机体的免疫失衡，从而诱发多种疾病 0鉴于其重要作用，美国 89)已先后批准了三项与其有关的产品针
对四类疾病进入人体#期临床试验 0
本实验室先前已克隆表达了 :1;2(34非融合蛋白，并已利用其进行了一些基础理论研究工作［<—#$］；为

了进一步研究 1;2(34在人类免疫系统疾病中的作用，我们将分离纯化后的非融合蛋白进行活性检测 0 :1;-
2(34表达产物的生物学活性检测一般是通过在体外与引发剂 )*+,-5%/协同刺激 2淋巴细胞增殖来进行
的 0在本实验中，我们通过目前最新的荧光磁珠细胞分选方法，快速简便 0其原理为：人外周血 2淋巴细胞
表面均有白细胞分化抗原 =9#>分子的表达，而荧光磁珠上带有 )*+,-=9#>单抗，能特异性的结合在 2细
胞表面，通过磁场作用将磁珠沉淀下来，#$ ’(全血中可分离得到约 # ? #$>、纯度达 >7@的 2淋巴细胞 0荧
光磁珠的体积非常小，约为 2细胞的 #@，因而并不会影响分离的 2淋巴细胞的生物学功能 0
我们将分离好的 2淋巴细胞用适宜浓度 )*+,-5%/活化，并添加不同浓度的样品进行刺激，共培养 < A0

每日 B:3CD* 2.EF染色后倒置显微镜下血球计数板计数，发现在第 " A细胞增殖达到峰值 0
测定淋巴细胞增殖反应，常规方法为形态学检测、GH-BAI掺入法、/BB法等 0前者受主观因素影响，误

差较大，于是我们在此时分别使用 /BB法和GH-BAI掺入法，实验结果表现出高度的一致性，重复性好 0用
:1;2(34与 )*+,-5%/协同刺激分离得到的 2淋巴细胞，能显著的促进培养的 2细胞增殖，而 :1;2(34单独作
用则几乎没有影响；作为引发剂，)*+,-5%/刺激所有静息 2淋巴细胞从 J$ 期进入 J# 期并可诱导其表达功

能上活跃的各种细胞因子受体，如 5(-"、5(-7、12(34受体等，因而 )*+,-5%/单独作用也能使 2细胞增殖，但
效果明显不如两者的协同作用 0这与国外研究小组报道的实验结果一致 0

/BB法基本原理是活细胞的琥珀酸脱氢酶能还原 /BB，形成不溶于水的蓝紫色结晶（8K:’DLD’），由于
结晶物形成量与细胞数量及代谢活性成比例，而死细胞不能转化 /BB，该结晶加入有机溶剂溶解后呈蓝紫
色，用酶标仪可测定其吸光度值，其大小可反应细胞的数量及活性 0实验中使用酸化 #$@494，克服了酸化
异丙醇会引发血清蛋白沉淀及培养液中酚红因 CH值变化而干扰结果的影响，使用状况良好 0由于其简
便、快速、安全，且结果与GH-BAI掺入法相比平行性好，完全可替代同位素 0

—GM—

王亚辉，等：:1;2(34
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

活性检测方法的比较

  万方数据



［参考文献］

［!］ "##$% & ’，(%)*%+%$% ,，,$$ ’，!" #$ - (./0："%12%$ #3 45% 461#$ 7%8$#9:9 3;84#$ 3;1:)/ ;7+ ( )/1<5#8/4% 94:16);4#$［=］- 08:>
%78%，!???，@AB（BC@B）：@DE—@DF-

［@］ 056 G (，G6 H，=#579#7 G- I’..>! :9 ; 7#*%) 1%12%$ #3 45% IJK 3;1:)/ 45;4 :9 +#L7>$%M6);4%+ 2/ 1:4#M%79［=］- .%6N#8 (:#)，
!???，DB（B）：DAE—DAF-

［F］ 0857%:+%$ &，";8N;/ K，04%:7%$ O，!" #$ - (’KK，; 7#*%) ):M;7+ #3 45% 461#$ 7%8$#9:9 3;84#$ 3;1:)/，94:16);4%9 ( 8%)) M$#L45［=］-
PQ< "%+，!???，!A?（!!）：!RCR—!RBD-

［C］ "6N5#<;+5/;/ ’，J: =，S5;: T，!" #$ - U+%74:3:8;4:#7 ;7+ 85;$;84%$:V;4:#7 #3 ; 7#*%) 8/4#N:7%，IG’JW，; IJK 5#1#)#M6% 45;4 ;84:>
*;4%9 ;<#<4#9:9，768)%;$ 3;84#$>!(，;7+ 8>=67 JG@ >4%$1:7;) N:7;9%［=］- (:#) X5%1，!???，@RC（@F）：!B?RA—!B?A!-

［B］ .;22: T，04$;99%$ ’- ./1<5#8/4% 96$*:*;)>UM7#$;78% :9 (./0［=］- 08:%78%，@EEE，@A?（BCA!）：AAF—AAC-
［D］ (%$7;$+%44; J，,$7%)); (，O:N4#$ Y，!" #$ - 0/745%9:9 ;7+ $%)%;9% #3 (>)/1<5#8/4% 94:16);4#$ 3$#1 1/%)#:+ 8%))9［=］- ()##+，@EE!，

?R（!）：!?A—@EC-
［R］ 刘平，张双全，闫晓梅，等 - 重组人可溶性 (淋巴细胞刺激因子细菌表达、纯化及其对 (淋巴细胞的增殖作用［=］- 生
物化学与生物物理学报，@EE!，FF（@）：@!E—@!C-

［A］ 刘平，张双全，李东霞，等 - 一种新细胞因子基因真核表达载体的构建和鉴定［=］-南京师大学报（自然科学版），@EE!，
@C（!）：DR—RE-

［?］ 吴一凡，张双全，高秀玉，等 - 乳糖诱导 <PI载体表达重组蛋白的研究［=］-南京师大学报（自然科学版），@EE@，@B（@）：
A?—?F-

［!E］ 杜秋丽，张双全，刘晓宇 -重组人 (淋巴细胞刺激因子原核表达条件的优化［=］-南京师大学报（自然科学版），@EEF，
@D（@）：D?—RF-

!"#$%&%’()* +’,-(*. /*’0**1 ’2* 344 %1- F5>4-6 718"&$"&%’("1 3*’2"-.
9"& ’2* /(":";(8%: <8’()(’= "9 &2./>=+
!"#$ %"&’(，)&"#$ *&’"#$+’"#，,(’ -("./’

（085##) #3 .:3% 08:%78%，J;7Z:7M J#$1;) [7:*%$9:4/，@!EE?R，J;7Z:7M，X5:7;）

<?.’&%8’：I5% ( )/1<5#8/4% 94:16);4#$（(./0），:9 45% 1#94 $%8%74 ;++:4:#7 4# 45% 461#$ 7%8$#9:9 3;84#$ 3;1:)/（IJK）):M;7+9
;7+ 8#94:16);4%9 ( )/1<5#8/4% <$#):3%$;4:#7 ;7+ +:33%$%74:;4:#7- U4 5;9 ; 61:\6% $#)% :7 ( 8%)) :1167:4/- I# :7*%94:M;4% 45% 2:#>
)#M:8;) ;84:*:4/ #3 45% $%8#12:7%+ 59(./0，L% 9%<;$;4% ( )/1<5#8/4% 3$#1 L5#)% 2)##+ #3 5%;)45/ <%#<)% 2/ K)6$#(%;+9>(，86)>
46$% 45%1 L:45 $59(./0 ;7+ 8#1<;$% 45% $%96)49 #3 "II，FG>I+Y :78#$<#$;4:#7 1%45#+9- (#45 #3 45% 1%45#+9 95#L 45;4 #6$
<$#4%:7 5;*% M##+ %33%84 #7 ( 8%))9 <$#):3%$;4:#7 L5%7 8##<%$;4%+ L:45 ’74:>UM"，45% 7612%$9 #3 ( 8%))9 4$%;4%+ 2/ 45% 9;1<)%9
L;9 #2*:#69)/ :78$%;9%+ :7 8#1<;$%+ L:45 45;4 #3 7#$1;) 8#74$#) M$#6<- 0# "II 8;7 $%<);8% 45% FG>I+Y :78#$<#$;4:#7-

I5% %)68:+;4:#7 #3 45% 1%85;7:91 #3 (./0 5;9 <$#*%7 4# 2% 85;))%7M:7M ;7+ 45% 67:\6% $#)% #3 59$(./0 :7 ( 8%)) +%*%)#<>
1%74 ;7+ +:33%$%74:;4:#7 ;7+ 45% <;45#M%7%9:9 #3 ;64#:1167% +:9%;9%9 1;N%9 45% 946+/ #3 (./0 ;7+ :49 +#L794$%;1 4;$M%49 ;44$;8>
4:*% :7 45% +%*%)#<1%74 #3 7#*%) 45%$;<:%9-
@*= 0"&-.：( )/1<5#8/4%，$59(./0，"II，FG>I+Y :78#$<#$;4:#7

［责任编辑：孙德泉］

—CA—

南京师大学报（自然科学版） 第 @R卷第 C期（@EEC
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
年）

  万方数据


