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鸭7一干扰素活性体外检测方法的筵立 
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(1．重庆医科大学病毒性肝炎研究所 置庆 400010~2 
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【■ 薹l目的：建立鸭 一干抗素体外活性检涮方法。方法：体外刺激巨摩细胞产生一氧化氨(NO)t 一干扰膏的生精学效 

应之一。为检涮鸭 一干扰素活性，采用 SephaaeK G-100诱导产生的腹腔巨琏细奠作为实验体系，巩寨一氯化氯难度在 

LPS，PHA，L一精氨酸刺激的上述细胞中的变化情况。蛄果：结果表明上述方法制备的度腔巨囊细糟经 琥 LPS活化后， 

细胞密度较高组一氧化氟产量明显升高，细胞密度较低组剐投有显著差异 鳍论．高浓度的度腔巨噬细奠对 LPS等捌擞物敏 

感，可作为检测鸭 一干扰素活性的重要手段。 
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Establishrnent of a method for detection of 

duck inlerferon—gamma bio~ ivity in vltm 
一  
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(Institute f0r rai Hepatitis，a嘲  Medic．a／University) 

【Abstract】 0 "：To establish~method for detection of duck interfe~ron—ga峨 ( IFN一7)bioaetivity 

in vitro．Msthods：One ofthe biological propertiesoflFN—yisthe ability of activatingmK∞pl岖ein vitroto 

gen~ate nitric oxide(No)．Tl0 detectthe duckinterferon—ganmm(DuIFN一7)activity，聊 milised duck pe- 

ripheral blood珈0l啪 uciearcells(PBMCs)and Sephadex G一100 ind p封 幸。僻矗I exudeteadls(PECk)矗s tar- 

get cellstO raonitorthe change ofNO level ofthe target cells bef6暗 。r aft甜~ muhtionofLPS，PHA ofL—argi- 

nine．骨 船 ：1’he resu!魄indicated that a limited increaseof哟 西I 鼬 南Ib而 tg U】S of L—argiv e 

stimulatiociWaSobm~,ed ．m chickenPBMCs．butI)Otin duck ．The possiblemsonis asstmmdtOhe rdat- 

ed tothe differentia]distributionof macr口p in PBMCsfrom different species． I r stimt~ationwjtb 

stimulationofLP$OrPHA，which can be used as ameg．hodtO．det~ 峨 岫  duck 一7 

fKey words】Duck；Int曰{邸。n；Maa珥 磕geiNjt coxide ． 

避去认为，五型肝炎病毒的清除主要是通过病 

毒特异性Q)B+细胞毒性 T细胞攻击病毒感染的 

肝纲施i ，最近出chisa 镊导的研究小组在己型肝 

炎病毒转基因小鼠中进行的一系列实验结果表明，7 
一 于扰素、肿瘤坏死因子一a、白细胞介索 一2等细 

胞因子在浦l}螽扁毒中的作用可能更为重要 。鸭乙 

作者升鲴：单靖兰(1963～ )，士，江西人，捡验师。主要研宄方向： 

藕毒性肝史戋痛机理与泊疗 

基盒项目：奉疆 目由滇太刺亚田末臣学卫生研 完基奎 (NH＆MRc) 

夤璃 ’ 

型肝炎病毒酸辩的鸭子模型是羼内静公认的爵究乙 

型肝炎发病机理和涪疗的动物模型【卜，】。为研究 

细胞因子在巴型肝炎病毒清除中的作用，我们最近 

从稿脾细胞eDNA文库中成功克隆了鸭7～干扰素 

eDNA序列 J，但对其生物学活性的认识，则缺乏相 

应的检测手段。 

7一于扰索是免疫磊筑中超重爵调节作用的细 

胞因子之一，具有广泛的生物学效应。其生物学活 

性通常以T一于扰素刺激体外培养的巨噬细胞产生 

一 氧化氮的能力反映【7l。现已知，巨噬细胞产生一 
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氧化氮能力不仅受 一干扰素的正调节，而且受到 

u 、L一精氨酸、m A等物质的调控_8J。在目前缺 

乏相应的鸭体外培养百鞋细胞系条件下，设想以 

SephadxG一100诱导的腹腔巨噬细胞(1~,+im,neal 

exudate oells，PBcs)作为实验体系，以LPS、L一精氨 

酸、PHA作为刺激物，探讨上述体系作为鸭 一干扰 

素活性检测方法的可能性。现就有关结果报告如 

下o 

1 材料与方法 

1 1 材料 

1 1．1 动物 6周赫未感染成年鸡和鸭，由IMVS医学研 

究所动物实验中心摄供和饲养。 

1．1．2 培养基 细胞培养基为古 5％正常鸭血清 RP． 

MI1640．洗涤液为 Ⅷ6s，正常鸭血清(Normal duck s虮m， 

NDs)由本室自备 56℃热灭活。 

1 1 3 试剂 LPS、PH 购自s 疆公司，肝事蚋购自澳太 

利亚DBL公司(5000Ulm1)，每 lOOml磷酸缓冲液．加入50U 

肝素钠，采用巴比妥纳麻醉动物 

1 2 方 法 

1 2 1 phBd G一100悬液配制 1．OgSeohadexG一100 

(4o～12o ，PI1anI1ada)于50rd无菌水中溶胀过夜，洗涤两扶 

后，重悬于33ral元蕾 瞳曩冲渣(3％W／V) 

1．2．2 腹腔苴毫细胞翻备 腹腔注射上述 phBd G一 

100番液．每 100S体重 IrE．密切观察进食状况。24h后，将 

30ml肝素化的磷酸疆冲藏注人麻醉的实验鸭腹腔，轻揉腹 

部致次，抽取腹腔液。 

1．2．3 腹腔巨毫细胞分离 腹腔液于0"C静置3h后．吸取 

古腹腔巨毫细胞上清，sepbad。【G-100沉积物用 l-roSS洗 

涤数次后，合并上清备用 

1．2．4 腹腔巨毫细胞的体外活化 用细胞培养基调节 

PECs浓度至2×l06细臆／ha(低细胞密度组)和5×l0‘细胞 

／ml(高细胞密度组)。于 48孔板中每孔加人4oo~1 2×l0‘／ 

眦 s，24孔板中，每孔加^ lrnl 5×10 细胞／ml眦 s。 

37℃■育 2ll，击髂番浮细胞井用 37℃预热的Ⅷ ss洗涤一 

扶，：1I-~人等体善{古不同浓度的刺激物，37℃培养24h。收 

集上漪，测定一氧化氯含量。 

1．2．5 一氯化氟浓度渊定 利用对氨基苯 酸将一氯化氨 

氯化成亚硝酸盐或南酸盐，后者能与 N一1一紊基乙二胺形 

成紫红色水溶液-l 具体方法如下：于96孔板中．分别加 

人100Î1PECs培养上清、100Î1Gricss试剂(0．1％N一1一奈 

基乙二胺和1％对董萋荤磺酸等体积{昆合物)，混匀后，室沮 

放置 10n~n，于5帅ml比色，以亚硝酸钠作为标准品绘制标 

准曲线 

2 结 果 

2．1 标准曲线绘制 

亚硝酸钠标准品经2倍系列稀释后，每个稀释 

度取双样平行测定亚硝酸根含量。以稀释后亚硝酸 

钠含量为横坐标，0．D 540m 为纵坐标进行线性回 

归。实验发现，亚硝酸钠浓度在0．5~256tmaol范围 

时，标准曲线的线性关系较好，相关系数达 0．999 

(如图1 。 ． 
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圈 1 亚确蕾钠标准曲螭 

圈2 LPS等对腹腔巨噬细胞分泌一曩化氯的作用 

2 2 LPs等刺激对照腔 巨噬蛔胞分+ill--氧化氟的作用 

图2所示为不同浓度鸭腹腔巨噬细胞经不同浓 

度u】=S等稠激后，细胞分泌一氧化氮水平的变化。 

可以看出．低细胞密度组(2×10 细胞Im1)仅产生 

低水平一氧化氮，并且 LPS等刺激后，一氧化氮产 

量也未见明显升高。高细胞密度组(5×10 细胞／ 

)经不同浓度LPS等刺激后，细胞产生一氧化氮 

水平均有不同程度升高，其中LPS、PHA刺激最为 

明显，最高浓度迭27 M，因此采用足够数量的腹 

腔巨噬细胞作为 LPS等刺激的靶细胞是诱导产生 

鼢蘑一 
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高水平一氧化氮的关键。实验中我们观察到未受刺 

激的细胞对照分泌的一氧化氮浓度有时可高达 

10 d，其蹶田峨嚣可能和腹腔售嚆细胞诱导时产生。 

的内源性 LPS或分离时污染的外潦性 LPS提前刺 

激有关。 

3 讨 论 

一 干扰素与其它千扰素最重要的区别就在于 

它能刺激巨嗟细胞分泌一氧化氮．因此可通过测定 

一 氯化氯的水平反映 一干扰素的括性大小。目前 

采用的活性测定方法主要以体外传代的巨噬细胞株 

作为实验体系。基于腹腔巨噬细胞的活性检测方 

法，仅有少数报道。由于7一干扰素具有相对严格 

的种属特异性，为检测鸭 一干扰素活性．在尚无鸭 

巨噬细胞株的前提下，我们尝试甩 had雠 G一 

100诱导产生的腹腔巨噬细胞作为实验体系，以 

LPS、PHA代替7一千扰素作为一氧化氮诱生荆，探 

讨体外检测鸭 一千扰素的可能性。结果表明， 

Sephadex G一100诱导的鸭腹腔巨魅细胞无论在数 

量上(每只鸭可诱导产生 1×los PECs)、质量上(巨 

噬细胞占细胞总数 7o％)，或是朝激前后一氧化氨 

水平变化的幅度上(由4 2剜2 M)，都证明是一 

个较好l的检测T一币抗素活性的实验体系．目前正 

进一步利用诫体系鉴定真原核表达的鸭 7一千扰素 

活性。 
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