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的增长而逐渐降 。胸腺是T 巴细胞发育、特 

别是受体功能库及自我识别限制能力获得的主 

要场所 ，研究T细胞分化的基本手段是分离 

出胸腺细胞亚群。 国内外一些学者研究 认 为 

花粉具有抗肿瘤作用以及增强机体免疫力的功 

能。 本文报道用 H—TdR 掺 入法研究花粉提 

取物对正常和带瘤小鼠胸腺T细胞增殖反应的 

影响，并用酵母多糖混合玫瑰花形成试验，观 

察其胸腺淋巴细胞中 Tt、Tr和 T 细胞数量 

变动的影响。 

一

、 材 料 和 方法 

(一)动物及肿瘤模型 BALB／C 纯系 小 

鼠，4—7周龄，体重 l7±2克，雄性个体。肿瘤 

模型为 Ehrlich 腹水癌 (EAC)及实体肉瘤 

(s 蛐)．按常规接种。 

(=)花粉提取物的制备 取油菜花粉1 00 

克，置一1 96~(3液氮中冷冻 1小时后，迅速投入 

200毫升 80—85℃ 热水中高速搅拌，冷却后置 

4"t2冰箱 24小时取出抽滤。滤液经细菌漏斗过 

滤除菌后，分装于冰箱保存备用。经上述方法 

处理的花粉，涂片并在高倍镜下检查计数，结果 

花粉的破壁率达 9O 。 

(三)培养液配制 采用 RPMI-1640培养 

基 (Gibo)，补充 4mmol／L L-谷氨酰胺、25 

mmo1]L Hepes、5× 10-~mol／L 一巯基乙醇， 

除菌后分装冻存。 使用时加 1 0％热灭活小牛 

血清，每毫升培养液加青霉素 1 00单位、链霉素 

100微克；用 3．5％ NaHCO3调整 pH 至 7．2， 

即为基础培养液。 

(四)条件 培 养 液 (CM) 制 备 参 照 

Andersson等b 方法，用同系小鼠脾脏细胞制成 

5×106／毫升的细胞悬液，置于含 10 小牛血 

清的基础培养液中，用 5 g Con A(伴刀豆球 

蛋白)／毫升刺激，分装培养瓶后于37qC、5％CO： 

饱和湿度下培养 48小时，离心后收集上清，即 

为粗制条件培养液。经 O．22：z微孔滤膜过滤， 

置一20aC冰箱冻存备用。条件培养液上清中含 

有一种使小鼠胸腺对 COn A(concanavalin)刺 

激发生增殖反应所必需的因子，这种因子不能 

直接激活胸腺细胞，但能加强其对 COD．A刺激 

的反应。 

(五)胸腺淋巴细胞增殖反应的 测 定 颈 

椎脱拉法处死小鼠 ，无菌取胸腺制成单细胞 悬 

液，台盼蓝拒染法测活率，计算活细胞数，调整 

细胞浓度为 1×1 06／毫升，加 COn A 5 g／毫 

升，于 370(2、 5％ C02饱和湿度下培养 54小 

时，掺人 H-TdR 1 ci／孑L(比度为 14居里／毫 

克分子)，继续培养 18小时后，用半自动微量多 

头细胞收集器收集处理各小孔内已标记细胞于 

直径为 1．4厘米 49型国产玻璃纤维滤 纸 膜 片 

上 ，取 蟆片于 60~C烤干 ，冷却后置小玻璃营 

内，加闪烁液。在 YS-A 型内烁仪上计数 1分 

钟。所有试验样品均作 4个重复样本。每组实 

验重复 3批。实验结果以每分钟脉冲数 (cpm) 

的均数 (M)±标准差 (s．D)表示。 

(六)混合玫瑰花结的形成 T淋巴 细 胞 

表面具有绵羊红细胞的受体，能与绵羊红细胞 

结合形成 E一玫瑰花环。用酵母多糖(Zymoscin) 

制备抗酵母菌的免疫球蛋白分子IgG、IgM抗体 

然后制成酵母 lgG(Zy—IgG)与酵母 lgM(Zy— 

IgM)复合物。 再与绵羊红细胞混合，分别与 

带有免疫球蛋白分子 IgG 的 FC 段结合的受 

体、SRBC(绵羊红细胞)受体的 Tr细胞；带有 

免疫球蛋白分子 IgM 的 FC 段结合的受体、 

SRBC 受体的 T 细胞结合，分别形成 Zy— 

IgG-E及 Zy-lgM-E花环。计数花环生成率， 

便可测得带瘤小鼠T淋巴细胞及其 亚 群 的 变 

化。 

每组样品分甲、乙两管，每管加胸腺细胞悬 

液 0．2毫升、SRBC 0．2毫升；甲管加 Zy-IgG， 

乙管加 Zy-IgM， 各 O．2毫升。 混匀后离心， 

500转／分、5分钟，把乙管置水浴，甲管放人 

4℃ 冰箱。1小时后，在两管中均加 2．5％戊二 

醛 2滴，固定 2O分钟后涂片，自然干燥。再经 

甲醛固定，用苏木素伊红染色，油镜下计数。在 

涂片 Zy-lgG—E中以淋巴细胞同时粘附 3个以 

上 SRBC 和 3个以上酵母细胞的为 Tr细胞 

(见图 1)；在 Zy-IgM-E 中以淋巴细胞同时粘 

附 3个以上 SRBC 及酵母细胞的为 T芦细胞 
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图 J Zy—IgG-E (Tr细胞)，x750 

图 2 Zy-lgM-E(T／a细胞)，X750 

2 

(见图 2)。 计数 200个T淋巴细胞，计算百分 

率。 

二 、实 验 结 果 

(一)花粉提取物对带瘤 (EAC及S。。。)小 

鼠胸腺T细胞增殖反应的影响 正 常 及 带 瘤 

(瘤龄 10天)小鼠经花粉提取物灌胃之后 (1毫 

升，只，浓度 O．5克／毫升，隔日一次，共 5次)。 

取胸腺T细胞离体培养后，其增殖反应均显著 

增加 (P< O．O5)，尤以 SI80小鼠高于 EAC小 

鼠(见图 3)，非常显著 (P<O．O1)。 

(=)花粉提取物对正常及不同瘤龄小 鼠 

■腺T细胞及其亚群数量变动的影响 经花粉 

提取物灌胃后的正常小鼠胸腺中 T、Tr及 T 

细胞的数量均比对照组升高 (见表 1)o说明花 

粉提取物具有促进免疫细胞活性的作用。小鼠 

带瘤后，胸腺中 T％、Tr 及 T ％均下降，随 

着瘤龄的增长而逐渐降低。但经花粉提取物灌 

胃之后，其胸腺T细胞及其亚群的数量均有增 

高。而不同带瘤鼠之间有显著差异(见表 2)。 

正常鼠 EAC 鼠 S180鼠 

图3 花粉提取物对带瘤小鼠(瘸龄 lO天)胸腺T 

细胞增殖反应的影响 

衰l 花粉提取物对正常小置胸臆 T细胞及 

其亚群数量变动的影响 

组别 1 T， T T r／T 

对照组 38．66土0．10 7．57十0．16 7．29±0．16 1．03土0．s： 

实验组 76．2l土0．10 H．29土0．25 19．98+0．4O 0．71士0．0 

三、 讨 论 

小鼠胸腺细胞主要为不成熟的T细胞，因 

此在体外培养时细胞成活率可随培养时间的延 

长而逐渐降低。Moslert~j报道在培养的第3天 

仅有 4％ 的存活率。 虞研原等 报道将猪胸腺 

素加入培养系统中可提高其成活率。在培养至 

第 3天，相对成活率可比对照组增加 75％。若 

小鼠喂给花粉提取物后，其胸腺细胞在含条件 

培养液及 Con A 的培养系统中可提高细胞的 

成活率。 如果将 H—TdR掺入到胸腺细胞中 

可判断其增殖反应的程度。 

带瘤小鼠随肿瘤生长而出现胸腺进行性萎 

缩咖，实验表明该胸腺细胞的增殖反应亦受到 

抑制。由于肿瘤代谢产物或某种抗原刺激导致 

胸腺细胞从胸腺向外周循环迁移，参与对肿瘤 

细胞的杀伤活动，使胸腺中淋巴细胞发生排空 

现象，同时，机体内肿瘤生长而导致宿主胸腺内 

∞ ∞ ∞ 
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衰 2 花粉提取物对带囊小■囊臆 T 细胞殛其亚群数量变动的影响 

鼠 组 瘤 龄 5 天 瘤 龄 l0 天 瘤 龄 15天 

名 别 对照组 实验组 对照组 实验组 对照组 实验组 

小 T 37．47士0．10 47．23±0．10 28．50士0．84 36．83士0．8s l8．57士0．10 25．65土0．10 

鼠 Tr 11．35士0．17 28．44 0．67 8．24士0．12 9．25土0．56 7．59士0．16 l8．03+0．19 

0 Tp lO
． 55士0．17 24．92土0．53 l0．38士0．28 l 2．40+0．28 7．29+0．28 21．04+0．2l 

幽 Tr／T／J 1．07士0．08 1．14士0．12 0．79士0．42 0．74土0．23 1．04士0．57 0．86十O．90 

小 T 46．29士0．10 75．43士0．10 29．O0士0．14 54．99土0．10 22．86士0．1 3 31．29-4-0．58 

鼠 Tr 15．70 0．40 23．67士0．58 13．47土0．14 16．28+0．40 8．66±0．24 l4．99+0．32 
。  

= T 16．53士0．57 25．8l土0．64 l1．47士0．26 13．58土0．6l 7．42+0．38 10．14土0．41 
∞  

T c／Tp 0．94+0．70 0．92+0．90 1．17土0．53 ．19土0．65 1．16士0．63 1．47±0．78 

胸腺细胞的有丝分裂指数和 DNA合成急骤下 

降，宿主呈现一种T细胞部分耗竭状态，进一步 

导致机体免疫功能降低。当将花粉提取物给带 

瘤小鼠灌胃之后，胸腺细胞在体外培养系统中 

可显著提高其增殖反应。说明花粉提取物能增 

强小鼠胸腺细胞对 Con A 的刺激反应。能将 

不戚熟型胸瑶 细晦转变_为戚熟 o 壤 蹲促进 
了木成熟型细胞 DNA合成， 塞对T、细膪发育 

分化和功能调节具有一定的作用。 

参加特异性细胞免疫反应的T细胞是机体 

内的免疫活性细胞。 根据其表面受体的不同， 

可分为带有 IgG 受体的 Tr细胞和带有 IgM 

受体的 A一驽丑胞。 T细胞的两个亚群在调节 

免疫反应方面起着不同的作用，Tr细胞具有 

抑制和杀伤效应，抑制细胞反应和阻止 B淋巴 

细胞特异性抗体的产生。T 细胞有辅助功能， 

协助B细胞产生抗体，辅助特异性的体液免疫 

反应，Tr细胞和 T 细胞在细胞免疫和体液 

免疫反应中相互联系、相互制约、对稳定和调节 

整个机体免疫系统生理功能及免疫应答的强度 

起着重要作用。 体内免疫反应可视为 T 和 

．rr细胞相对活性之总和。 Tr及 T 细胞不 

仅在抗体产生上起着调节作用，而且在肿瘤的 

发生发展中也起着重要作用。这群细胞的数量 

暑t t‘ {● t‘ 

或比例发生变化后，将直接影响机体的免疫功 

能，导致各种与免疫有关的疾病发生和发展。小 

鼠带瘤后，胸腺中 T、Tr及 T 细胞数量减 

少、Tr／T~值降低，导致机体免疫功能降低。 

实验证明花粉提取物具有促进T细胞成熟分化 

的作用，进而调节机体免疫功能具有一定作用， 

可能通过增强特异性淋巴细胞免疫功能有助于 

恢复胸腺功能低下机体的免疫平衡。一因此，掌 

握T细胞及其亚群数量变动的规律可作为评价 

机体对不同抗原免疫反应性的指标，在临床诊 

断上有一定意义。 
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