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摘要:利用淋巴转化实验测试了抗原和有丝分裂原对牙鲆T 淋巴细胞的影响,结果显示在适宜的生长温度范围内,

低温延缓或阻止牙鲆细胞免疫应答的发生, 导致淋转水平下降。外周血和脾淋巴细胞非特异性淋转水平较前肾

高,外周血和脾淋巴细胞的淋转水平没有显著差异。这可能和外周血、脾和前肾中 T 细胞占淋巴细胞的比例有关。

外周血较脾和前肾特异性淋转水平高,而前肾的淋巴细胞转化水平较脾高。注射引起牙鲆应激反应导致淋转水平

升高。
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� � 淋巴细胞转化实验( Lymphocyte Transplant Test )

是利用淋巴细胞与抗原或有丝分裂原在体外共同培

养,使淋巴细胞的代谢和形态发生一系列变化,进一

步转化成为淋巴母细胞这一特性来反映机体免疫状

态的一种实验。由于淋巴细胞转化实验简单易行,

因而常用于人、哺乳动物和家禽的淋巴细胞功能的

检测,随着鱼类细胞免疫研究的深入, T 淋巴细胞功

能的研究也越来越受到重视, 本研究拟利用淋巴细

胞转化实验来检测牙鲆 T 淋巴细胞的动力学变化,

并建立一些鱼类淋巴细胞转化实验的基础数据。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验动物 � 牙鲆( Paralichthys olivaceus Temmick

et schlegel ) , 12 � 19月龄, 体重 500 � 1000g, 健康, 饲

养于本所水族楼。不同温度条件下转化实验选 10

尾鱼, 每尾分点肌肉注射 1. 5mL 羊抗兔 IgG加完全

氟氏佐剂进行免疫。不同组织来源淋巴细胞转化比

较实验选用 3组鱼,每组 15尾,第一组用羊抗兔 IgG

免疫,第二组每尾注射鱼用生理盐水 1. 5mL,第三组

不注射。每隔 10d免疫 1次,共免疫 3次。

1�2 � 试剂 � PHA ( Phytohemagglutinin, Sigma, 美国) ,

胎牛血清(青岛医学院免疫教研室制备) , MTT( 3,

[ 4, 5�dimethyethiazol�2�yl]�2, 5�diphenyltetrazolium bro�
mide, Sigma,美国) , 淋巴细胞分层液(调节人淋巴细

胞分层液,比重为 1. 083) , 二甲基亚砜(和光纯药株

式会社, 日本) ,柠檬酸钠、柠檬酸(上海试剂总厂) ,

Hank� s平衡液,完全 1640培养液( GIBCO,美国)。

1�3� 外周血单个核细胞悬液制备 � 每组随机取 3

尾牙鲆,每尾经尾静脉无菌采血 2mL,加等体积的阿

氏抗凝剂抗凝。取淋巴细胞分层液 2mL 加入离心

管,上加抗凝血3mL, 1000r/ min,离心15min。离心后

取单个核细胞层, 用pH7. 4的 Hank� s平衡液洗涤数

次,弃上清,加入含 15%胎牛血清的完全 1640培养

液,细胞计数,调整细胞浓度为 3 � 105个/mL。

1�4� 脾淋巴细胞悬液制备 � 将上述取样的每组 3

尾牙鲆处死后, 酒精消毒, 由背部剪开腹腔外侧肌

肉,暴露腹腔, 在无菌条件下, 取出脾脏放在含

Hank� s液的一次性平皿, 剪碎, 过 200 目不锈钢网

(可同时用 5mL 塑料针筒塞子磨碎) ,Hank� s液冲洗
钢网,收集细胞悬液,用 Hank� s液洗涤数次, 加入含

15%胎牛血清的完全 1640培养液, 细胞计数, 调整

细胞浓度为 3 � 105个/mL。如细胞计数过程中发现

分离细胞不纯,则可将细胞悬液加入淋巴细胞分层

液分离淋巴细胞。上述取样的 9尾牙鲆, 无菌取出
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前肾后,操作同前制备前肾淋巴细胞悬液。

1�5 � 不同温度条件下的淋巴细胞转化实验 � 分别
在无菌的48孔培养板内,按照下图的格式加入经羊

抗兔 IgG免疫的牙鲆外周血的淋巴细胞悬液0. 5mL,

再分别加入 1mg/ mL PHA 10�L、100ng/ mL 羊抗兔 IgG

10�L 作为刺激原,对照组加Hank� s液 10�L。

B1+ PHA B2+ PHA B3+ PHA B4+ PHA B5+ PHA B6+ PHA B7+ PHA B8+ PHA

B1+ IgG B2+ IgG B3+ IgG B4+ IgG B5+ IgG B6+ IgG B7+ IgG B8+ IgG

B1+ hank�s B2+ hank�s B3+ hank�s B4+ hank�s B5+ hank�s B6+ hank�s B7+ hank�s B8+ hank�s

B9+ PHA B10+ PHA B11+ PHA B12+ PHA B13+ PHA B14+ PHA B15+ PHA

B9+ IgG B10+ IgG B11+ IgG B12+ IgG B13+ IgG B14+ IgG B15+ IgG

B9+ hank�s B10+ hank�s B11+ hank�s B12+ hank�s B13+ hank�s B14+ hank�s B15+ hank�s

� � 注: B1 � 15代表从 15尾牙鲆外周血分离制备的淋巴细胞悬液。

� � 将上述 5个 48孔培养板分别置于 16 � 、18 � 、

20 � 、22 � 和 24 � 生化培养箱培养,每 24h吹打细胞

一次, 培养 68h 后, 弃去上清液, 加入 MTT 溶液

( 200�g/ mL) 200�L,继续在生化培养箱中培养 4h, 然

后加入二甲基亚砜500�L,在波长为490的酶联免疫

检测仪测 OD值。MTT 比色法是以活细胞代谢 MTT

形成甲瓒, 然后用酸化的 SDS 溶解沉淀, 在酶联免

疫检测仪读取 OD值。

1�6 � 牙鲆外周血、脾和前肾淋巴细胞转化实验 � 取
无菌 48孔培养板, 分别加入制备好的经外源蛋白羊

抗兔 IgG免疫(第一组)、生理盐水注射(第二组)和

未经注射(第三组)的牙鲆外周血、脾和前肾的淋巴

细胞悬液 0. 5mL, 分别加入 1mg/ mL PHA 10�L 作为

有丝分裂刺激原检测牙鲆非特异性免疫, 羊抗兔

IgG 100ng/ mL 10�L 作为抗原检测牙鲆特异性免疫,

第三组作为对照,将培养板置于 22 � 生化培养箱培

养,每 24h 吹打细胞一次, 培养 68h 后, 分别取培养

的经有丝分裂原刺激的牙鲆外周血,脾和前肾淋巴

细胞涂片,瑞氏染色,镜检观察、计数。弃去上清液,

加入MTT 溶液( 200�g/ mL) 200�L, 在生化培养箱中

培养 4h,然后加入二甲基亚砜 500�L,用酶联免疫检

测仪测波长为 490OD值。

2 � 结果

2�1 � 牙鲆淋巴细胞转化观察
68h,镜检观察一些淋巴细胞变大, 细胞核变松

散,细胞代谢旺盛, 可见细胞分裂相,为淋巴母细胞

(图 1)。通过形态变化, 分别计算外周血、脾和前肾

来源淋巴细胞的转化百分率。淋巴细胞转化百分率

( %) = 转化淋巴细胞/计数淋巴细胞� 100

转化率结果见图 2, 外周血淋巴细胞较脾和肾

淋巴细胞的转化率高, 脾和肾淋巴细胞转化率差异

不大。

图 1� 牙鲆淋巴细胞经有丝分裂原( PHA)刺激后的形态变化

Fig. 1� Morphology of P. olivaceus lymphocytes after treated

with PHA

L 淋巴细胞( Lymphocyte) Lb 淋巴母细胞 ( Lymphoblast )

图 2 � 牙鲆外周血、脾和前肾淋巴细胞转化率的比较
1 外周血; 2 脾; 3前肾

Fig. 2 � The comparison of the prol iferation rates of lymphocytes

separated from peripheral blood, spleen and head

kidney of P . olivaceus

1 Peripheral Blood; 2 Spleen; 3 Head Kidney
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2�2 � 温度与淋巴细胞转化水平的关系
如图 3所示, 在 16 � 22 � ,对照组和 IgG组牙鲆

外周血淋巴细胞转化水平随着培养温度升高而升

高, 24 � 时淋转水平显著下降( p< 0. 05)。PHA刺激

外周血淋巴细胞转化水平在 16 � 20 � 差异不显著

( p> 0. 05) , 22 � 时淋巴细胞转化水平显著增加( p<

0. 05) , 24 � 时淋转水平显著下降( p< 0. 05)。

图 3� 牙鲆外周血淋巴细胞在不同温度下淋转水平

1 PHA � 2 IgG � 3 C

Fig. 3 � The proliferation of peripheral blood lymphocytes at

different temperature of P . olivaceus 1 PHA � 2 IgG � 3 C

2�3 � 牙鲆外周血、脾和前肾淋巴细胞转化水平的比较
牙鲆不同组织来源淋巴细胞转化的 MTT 比色

法监测表明,经外源蛋白羊抗兔 IgG免疫(第一组)、

生理盐水注射(第二组)和未经注射(第三组)的实验

牙鲆外周血、脾和前肾淋巴细胞经 PHA和 IgG刺激

都能引起明显的淋巴细胞增殖反应(表 1)。牙鲆外

周血淋巴细胞经 PHA和 IgG刺激均可引起明显的T

细胞增殖反应, 用 PHA 作为刺激原, 外源蛋白羊抗

兔 IgG免疫组与生理盐水注射组和未经注射组的外

周血淋巴细胞转化水平相比差异较大( p< 0. 05) ,生

理盐水注射组和未经注射组的外周血淋巴细胞转化

水平相比也有显著差异( p< 0. 05)。特异性抗原 IgG

刺激的淋巴细胞转化水平较有丝分裂原 PHA 低。

脾淋巴细胞经PHA和 IgG刺激均可以引起明显的T

细胞增殖反应, 用 PHA 作为刺激原, 外源蛋白羊抗

兔 IgG免疫组与生理盐水注射组和未经注射组的外

周血淋巴细胞转化水平相比差异较大( p< 0. 01) ,生

理盐水注射组和未经注射组的外周血淋巴细胞转化

水平相比没有显著差异。前肾淋巴细胞经 PHA和

IgG刺激均可以引起明显的 T 细胞增殖反应, 用

PHA作为刺激原, 外源蛋白羊抗兔 IgG免疫组与生

理盐水注射组和未经注射组的外周血淋巴细胞转化

水平相比差异较大( p< 0. 05) ,生理盐水注射组和未

经注射组前肾淋巴细胞转化水平相比没有显著差异

( p> 0. 05)。

表 1� MTT法检测牙鲆外周血、脾和前肾淋巴细胞增殖反应

Tab. 1 � The proliferation of ymphocytes seperated peripheral blood, spleen and head kidney of P . olivaceus determined withMTT

淋巴细胞

转化水平

( OD)

外周血 脾 前肾

第一组 第二组 第三组 第一组 第二组 第三组 第一组 第二组 第三组

PHA 0. 503� 0. 036 0. 398 � 0. 087 0. 231 � 0. 075 0. 491� 0. 035 0. 341� 0. 046 0. 155 � 0. 089 0. 351 � 0. 095 0. 230� 0. 039 0. 202� 0. 065

IgG 0. 399� 0. 065 0. 236 � 0. 069 0. 197 � 0. 043 0. 302� 0. 052 0. 287� 0. 043 0. 197 � 0. 056 0. 369 � 0. 034 0. 219� 0. 069 0. 178� 0. 076

C 0. 298� 0. 059 0. 229 � 0. 043 0. 207 � 0. 067 0. 272� 0. 091 0. 272� 0. 091 0. 221 � 0. 079 0. 251 � 0. 065 0. 196� 0. 052 0. 163� 0. 069

� � 比较外周血、脾和前肾三者,外周血和脾淋巴细

胞非特异性转化水平较前肾高( p< 0. 05) , 二者之间

非特异性淋转水平没有显著差异,外周血特异性淋

巴细胞转化水平显著高于脾和前肾( p< 0. 05) ,前肾

的淋转水平则显著高于脾( p< 0. 05)。

3 � 讨论

哺乳动物的T 细胞表面具有植物血凝集素受体

( PHA�R)、伴刀豆球蛋白 A 受体( ConA�R)和与 B 淋

巴细胞共有的美洲商陆丝裂原受体( PWM�R) , 可以

接受相应有丝分裂原刺激,发生有丝分裂,转化为淋

巴母细胞。常用的测定淋巴细胞转化实验的方法有

形态学观察计数、放射性核苷酸掺入法、NAG 试验、

MTT 法和 XTT 法。MTT 法能较准确地反映淋巴细

胞在体外的状态, 省时省力,且不污染环境。鱼类T

细胞的研究中最早是通过在体外培养细胞中加入有

丝分裂原来证实硬骨鱼类中T 样淋巴细胞的存在,

70年代以来, 研究学者通过大量的实验, 证明鱼类

存在对 PHA、ConA和PWM产生应答的T 淋巴细胞,

因而简单易行的淋巴细胞转化实验逐渐应用于鱼类

细胞免疫功能的研究。该实验的基础是分离得到较

纯的淋巴细胞群。自制的牙鲆淋巴细胞分层液效果

较好,可以分离得到较纯的单个核细胞层。牙鲆外

周血、脾和前肾淋巴细胞转化率的差异可能是由于

T 样淋巴细胞在各个器官中分布的差异造成的, 从

其他鱼类抗 sIg 的单抗的研究结果来看, 硬骨鱼类
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外周血的 T 淋巴细胞大概占总淋巴细胞 50% �

70%左右,和本次实验的结果相吻合。

3�1 � 温度对牙鲆淋巴细胞转化的影响
牙鲆是温水性鱼类, 进行体外培养过程中细胞

可以在较大范围的温度存活, 同时温度对体外培养

的淋巴细胞转化水平也产生很大的影响。前文所

述,在一定的温度范围内, 随着温度的升高, 淋转水

平也升高, 但到一定温度 ( 24 � ) , 淋转水平突然下

降。温度影响体液免疫同时也影响细胞免疫, T 协

助细胞的成熟和释放对温度敏感。Reitan 等[ 1]认为

低温导致的鱼类免疫抑制是由于 T 细胞受抑制所

致,鱼类T 细胞功能受温度影响较大,低温条件下受

有丝分裂原和异源细胞刺激后不增生, 同时低温还

抑制T 细胞的辅助作用[ 2] , 但本文所述的淋巴细胞

转化水平降低可能是因为 24 � 超过了牙鲆的适宜

生长温度,在适宜的生长温度范围内,低温延缓或阻

止细胞免疫应答的发生,导致淋转水平下降。和哺

乳动物相比鱼类抗体形成期较长, 而冷水鱼则更长。

有文献[ 3, 4]表明鱼类抵御异源性侵害是主要依赖细

胞免疫,可见虽然牙鲆的细胞免疫应答较哺乳动物

晚,但牙鲆机体动员细胞免疫系统发挥抗感染功能

仍然十分有效。

3�2 � 外周血、脾和前肾淋巴细胞转化水平
比较外周血、脾和前肾三者,外周血和脾非特异

性淋巴细胞转化水平较前肾高, 脾和外周血的非特

异性淋转水平没有显著差异。而特异性淋转水平三

者则是外周血高于前肾,前肾高于脾。上述实验结

果可能与外周血、脾和前肾中 T 细胞占淋巴细胞的

比例有关, 健康成年的牙鲆外周血 T 细胞为 70% �

80% ,而脾和前肾的 T 细胞占淋巴细胞的比例不超

过40% ,由于所有的T 细胞表面都存在有丝分裂原

受体,当有丝分裂原刺激时,所有的T 细胞都发生增

殖,因此非特异性淋转水平可能和 T 淋巴细胞的分

布有关,而特异性细胞转化水平则与某一T 淋巴细

胞的亚群的分布有关。鱼类的T 淋巴细胞具有哺乳

动物T 细胞相似的功能, 如:对同种移殖产生的排斥

反应和细胞增生反应。哺乳动物T 细胞通过其表面

抗原受体(TCR)对抗原的识别来发挥免疫功能, 在

此过程中还需要组织相容性复合物(MHC)分子的协

助。最近, 从多种鱼类的免疫组织分离到了与哺乳

动物TCR和MHC相关的基因序列
[ 5, 6]

, 表明鱼类可

能具有哺乳动物相似的细胞免疫机制。

有意思的是注射生理盐水的对照组牙鲆外周血

和脾非特异性淋转水平都较未注射组高, 前肾的差

异不大,可能是注射使牙鲆产生应激反应。Faisal[ 8]

通过惊吓所引起的免疫抑制实验, 发现不受 LPS的

影响,说明和 B细胞无关; Maule[ 9, 10]则认为惊吓导

致胸腺的某一类白细胞亚群数量增加( Ts细胞) ,从

而导致整个鱼体的免疫受抑制。因此, 虽然经过注

射生理盐水,机体处于应激反应,但是特异性和非特

异性发防御能力被抑制, 对疾病的敏感性增加。淋

转水平升高可能是因为引起免疫抑制的一类T 细胞

的增殖所至, 因此在进行牙鲆疫苗免疫时应选择适

当的免疫方式,以免引起免疫抑制。

鱼类免疫体系与哺乳动物有显著差异, 鱼类免疫

应答方式也有其特殊性。鱼类的细胞免疫尤其是T 细

胞免疫研究是一新的课题,其中大多数研究还处于实

验阶段,未能形成系统的成熟理论。本研究通过牙鲆

鱼几种不同组织来源的淋巴细胞转化实验,获得了牙

鲆淋巴细胞功能检测的基础数据,对鱼类细胞免疫体

系研究进行了初步的探索,但有待于深入的研究。
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THE LYMPHOCYTES TRANSPLANT TEST AND CELL�MEDIATED IMMUNE

OF PARALICHTHYS OLIVACEUS

WU Ri�Qin1, 2, � LI Jun1 , � ZHANG Pei�Jun1 , � XU Peng1, 2 and XU Yong�Li1

( 1� Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao � 266071;

2� Institute of Postgraduate, The Chinese Academy of Sciences, Beijing � 100039)

Abstract:To determine the effect of foreign ant igen and mitogen on immune function of t lymphocytes of Paralichthys oli�
vaceus, lymphocytes proliferation induced by haemoglutinin( PHA) and IgG at 16 � , 18 � , 20 � , 22 � and 24 � were

detected. The proliferation rate of lymphocytes from different flounder lymphoid were analyzed. Lymphocytes obtained from

peripheral blood, spleen and head kidney were collected for PHA�stimulated and IgG�stimulated proliferat ion assay and

their proliferation was determined with MTT. Morphology of P . olivaceus lymphocytes after treated with PHA were observe

by microscope, we found lymphocytes, lmyphoblasts and mitogenesis in the culture system. The results showed that the

proliferation of lymphocytes were decreased sharply at 24 � , within the suitable cultural temperature, from 16 � to 22 �

in our experiment, at the comparatable low temperature the proliferation of cultured cells were decreased. As compared

with those of spleen and head kidney, the proliferation rate of peripheral blood lymphocytes is very high.The rates show no

difference between spleen and head kidney. Both PHA and IgG can induce the proliferation of lymphocytes. The nonspe�
cific lymphocyts proliferation( Induced by PHA) of peripheral blood and spleen was significantly higher than that of the

lymphocyte from head kidney( p< 0. 05) , there is no diference between those of blood and spleen ( p> 0. 05) . The specif�
ic lymphocytes ( Induced by IgG) proliferation of peripheral blood were higher than those of head kidey and spleen( p<

0. 05) , and the head kidney lymphocyte proliferation was higher than spleen� s( p< 0. 05) . Injection increased the prolif�
eration of lymphocytes of P . olivaceus .

Key words:Lymphocytes Transplant; Test cell�mediated immunology; Paralichthys olivaceus ;T cell
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