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绵羊颈静脉血 5ml，置于含玻璃珠的三角瓶 中 

摆动去除纤维 蛋白后，加入前述 细胞保存 液 

10ml，摇匀后置 4℃冰箱内保存，保存期限一般 

为 2周。 

(四)动物免疫 取绵羊红细胞悬液 5m1． 

用0．15mol／L磷酸盐缓冲液(pH7．2)洗涤 3次 

(每次 2000r／分，5分 ，弃上清)，最后用生理盐 

水 5ml稀释后进行细胞计数，调整细胞浓度为 

2×10。／ml(或按所需要求配制)。实验前 4天每 

只大鼠腹腔注射 0．5ml(119 1×10 红细胞)进 

行免疫。另设未用绵羊红细胞免疫的正常鼠作 

溶血 对照组 。 

(五)补体的制备 实验当天用 1 戊巴比 

妥 钠 溶 液按 25mg／kg麻 醉 豚 鼠，抽 取 心 血 

5ml，置 4℃冰箱 6o分后，2500r／分离心 5分 ， 

分离出血清，取 0．9ml血清加 0．1ml浓缩绵羊 

红细咆混匀，放 4℃冰箱 60分 以上再离心取上 

清液，用 Hank’s溶涟傲 l：2O稀释 ，或根据要求 

稀释成不同比例。 

罔 1 太 鼠脾绸 胞的吸收 光谮 

(图中线 a为致敏组 ，线 b为束致敏组 ，适用下图) 

(六)脾细胞悬液制备 大鼠经绵羊红细胞 

免疫 4天后断颈活杀，取 出脾脏放入含有 5ml 

磷酸盐缓冲液的 匀浆器内匀浆 ，经 2：00目尼龙 

网或 4号针头滤过制或单细胞悬液并进行细胞 

计数 ，最后按不同需要调整细胞浓度 本实验一 

般选用 5×10 ／ml作为脾细胞悬液终浓度。 
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图 2 大鼠脾细胞量对介 导溶 血匣应的影响 

围 3 绵羊虹细瞻浓度对大鼠介导藩血反应的影响 

匿4 补体 的不同稀释比例对大鼠介导溶血反应的影 

响 

(七)QHS反应撮作程序 取脾细胞悬藏、 

0．5 oA绵羊红细胞悬液和 1：∞ 的补体溶液各 

1．00ml，混 匀后作为实验管 ，对照管不加补体 

而加 Hank’s溶液 1．00ml，每个样品做 3十复 

管。样品放置 37℃水浴中孵 育 6o分，终止后 

2500r／分离心 5分 ，取上清液 1．00ml加生理盐 

水 2．00ml稀释后用 BeckmanDU 7HS紫外可 
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见 光 自动扫描 分光光度 仪测 出吸光度 (Ab— 

sorbance，A)值 (若 A 值偏 高 时可进 一步 稀 

释)。将实验管减去对照管测定值 ，以A值／5× 

l0 脾细胞表示结果。最后 由 Hew|ett Packard 

2671型打印机打印荧屏显示的结果。 

结 果 

(--)波长的选择 实验用 0．5 绵羊红细 

胞和 5×10 脾细胞进行反应，在 l：20补体的 

参与下 ，经 DU一7HS紫外可见光分光光度仪于 

波长 320—600nm 范围内进行 自动扫描，得吸 

收光谱(见图 1)。可见最佳吸收波长为 41 3nm， 

但致敏组 A值为 0．3178．不致敏组仅 0．0664。 

实验还见到 ，无论是实验样品、对照样品或以不 

加补体 的对照管为对照直接测实验样品时，尽 

管 A值各不相同，但最大吸收 峰均在 413nm 

处 

(二 )免疫 脾细胞量对 QHS反 应的影响 

(见图 2) 

图 2显示，定量溶血的分光光度法可准确 

地反映出大鼠睥脏抗体生成细胞含量的变化 

随着免疫脾细胞量的增加，介导溶血反应相应 

提高，且呈现出较好的线性关系变化。对 4批实 

验结果进行统计学处理后发现．浓度(c)与吸 

光度 (A)有高度相关性 (r一0．997)，其 回归方 

程A一0．2498～t O．1557C 而不致敏组QHS反 

应值则显著降低。 

(三)绵羊红细胞浓度对 QHS反应的影响 

绵羊红细胞悬液经 0．15mol／L磷酸盐缓冲 

液洗涤 3次按其压缩体积配成不同的浓度，与 

定量的大鼠脾脏抗体生成细胞(5×10 )及经稀 

释的补体(1：20)一起作用 ，其结果 (见图 3)表 

明，随着加入绵羊红细胞量的增加，介导溶血反 

应明显上升，但当加入量过多(2．0 )时。QHS 

反应反 而受抑制 而与未经过绵羊红细胞免疫 

的大 鼠脾细胞作用时，各浓度组 QHS反应基 

本无变化 。 

(四)补体浓度对 QHS反应的影响 不同 

补体 浓度对 大 鼠脾 抗体细胞介导溶血反应是 

不 同的，其补体的含量直接影响着 QHS反应 

(见图 4)，当补体 稀释 比例较小时，其 A值较 

高 ，但血清耗费量大 ，故改为较大稀释比例(1： 

20以下)时，也达到较为满意的反应要求．经统 

计学处理 ，补体浓度与 A值呈高度负相关(r一 
-- 0．982)，回归方程 A一1_3622-- 0．0192C。而 

未致敏的大 鼠，补体的含量对 QHS反应 不明 

显 

(五)样品重现性的测定 将大鼠脾脏匀浆 

制成单细胞悬液，调细胞终浓度为 5×】0 ／m|， 

然后分做 36份样品，在 0．5％绵羊红细胞和 1 

：20的补体参与下进行反应 ，观察其 QHS实 

验方法本身的稳定性及操作者自身的误差，结 

衰 1 同一大■脾 脏36份样品的 A值比较 

果 (见表 1)。36份 样 品的平均值士标准差为 

0．3700±O．0038，变异系数仅 1．0270 ，若 以 

2倍 标 准 误 计算波动范围 -A值为 0．3688一 

O．3712，从全距看，A值为 O．3609一o．3760，波 
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动仅 0．0151．误差甚微 。 

讨 论 

任何物质都有各 自的吸收区域．为了获得 

最大的灵敏度 ，必须选择适宜的波长。本实验条 

件下，大鼠脾细胞经 DU一7HS紫外可见光分光 

光度仪 自动扫描显示最大 吸收波长为 413nm 

(见图 1)，这和 Simpson。 及钱氏。 报道的小 鼠 

结果基本一致 ，而与高氏“ 报道 的方法(460nm 

下比色)有所不同。 

本实验测定大鼠脾抗体生成细胞介导溶血 

反应中绵羊红细胞溶解后释放血红蛋白的量， 

在 41 3rim波长时测定血红蛋白的A值。结果发 

现，随着免疫脾细 胞量 的增加 (2×1O l× 

10 )．介导溶血反应也相应提高(但未用绵羊红 

细胞致敏的脾细胞介导溶血反应明显低于致敏 

组)．同时有较好的相关 性变化(见图 2)，且方 

法简便，易于掌握．加上用材料较少 ，指标比较 

客观，克服了 PFC技术测定样品数量受限以及 

用肉眼观察等人为因素影响的不足，重现性较 

好(见表 1)。因此 ，是检测免疫功能，尤其在机 

体遭受放射损伤或创伤后免疫功能极度低下时 
一

个较为理想的指标。 

关于绵羊红细胞量的问题 ，有些作者“‘ 选 

用 0．2 的低浓度 ，而我们用 0．5 压缩体积的 

绵羊红细胞 ，与鞠 氏的报道“ 是一致的。作者认 

为，绵羊红细胞用量过少 ．不能反映出抗体生成 

细胞的最大吸收值 ，但用量太多时，不仅非特异 

性溶血干扰测定结果 ，而且抗原抗体比例也将 

发生紊乱．反而使反应能力降低 ；而未经绵羊红 

细胞免疫者，对 QHS基本无反应(图 3)。对于 

朴体在大鼠脾抗体生成细胞介导溶血反应 中的 

作用．也是至关重要的。补体的含量直接影响着 

QHS反应的效果(图4)。作者曾将补体从 l：5 

稀释到 1：l 60后发现，补体浓度 高时，溶血反 

应虽然较好 ，但 补体本身的 A值也较高．加上 

血清耗费量大，不太经济，而浓度过低时，反应 

又不明显。有作者报道用 1：1O补体。 ，也有的 

用 1；3O补体“ ，我们选用 1：2O稀释补体时， 

同样达 到了 QHS反应 的 目的 。但是 +补体和未 

致敏鼠脾细胞作用时．QHS反应不明显 。此外+ 

我们选用洗涤干净的绵羊红细胞预先吸附朴体 

(1：9)，以消除实验 中补体血清的非特异性 溶 

血 ，从而使 A值更加趋于准确。 
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