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新生JLB细胞功能与细胞因子 尺722
。 

儿科学院 陈 实+ 是仕孝 车成荣 杨锡强 
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提 要 检测l8例健康新生儿脐血T细胞(rrL1产生白细胞介素4(IL一4)及IL一6水平同时．观察IL一4 IL一6及 

儿 一l0对B细胞(BL)功能即葡萄球菌A蛋白(SAC)诱 导的BL增殖功能与免疫球蛋白G(IgG)W成的影响。结果发现 

新生JLTL产生的儿一4及儿一6水平显著低于成人并与其BL功能低下呈显著正相关．儿一4、IL一6及儿 一l0可不同 

程度地纠正新生儿低下的BL功能．奉文提示 IL产生的m 一 IL一6及儿 一10等调节因子不足可能是新生)LBL功能 

低下的重要原因之一． 

关薯调塑 塑塑里于；B淋巴细胞；免疫球蛋白G B丢田融 
申田分粪号耵衢 AR 

新生儿抗体反应低下(Neonatal inability of 

antibody response，NIAR)是其易于感染的重要 

因素之一。NIAR的机理尚不 十分清楚。已知T辅 

助细胞 H)在BL合成Ig过程中可通过分泌多种 

细胞因子(Cytokines．CK)起重要调节作用“ 迄 

今国内外在NIAR中对ck的研究多为单一的活性 

观察，未确切解释TH及其ck对NIAR的影响。本 

文以IL一4 IL一6及IL一10代表TH的部分功能， 

观察新生)LTL及CK分泌水平及其对BL增殖与 

IgG合成的影响，探讨NIAR的机理。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 

1．1．1健康新生儿 18名足月顺产新生儿为研究对象．平均 

胎雪孥38 ·周．平均产重3．2晗 斤．男10名．女8名．其父母无 

异常妊娠史，无血制品及免疫增强或抑嗣齐吐用药史。 

1．1．2 健康成人 20例健康成人为对照．平均年龄31岁． 

男l1例．女9倒．采血前四周内无血制品及免痤增强成抑制 

剂用药史。 

采集肝素化新生儿脐血或成人外周血 

1-2 实验方示 

1．2．1 BL增 殖 反 应 按 常 现 分 离 脐 血单 十 棱 细 

胞(CBMC)．调细胞浓度至1×10‘／m1．取1o0m加人5吼 板 

(重复 三孔)．除空 白孔 外每孔 加人sAC(最适 浓度 为 

0．oo6 v／计．以RPMI补足每孔200m1．37 C 5 cof条件 
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下培养72d,时．培养结柬前16d,时加人 H—TDR．结柬后 

收集细胞进行液闪计数。 

1．2．2体 外SAC诱导的BL台成IgG的测定 常现 分离 

CBMC．用两次AET花球形成法分离B细胞 调细胞浓度 

至1×1 ／m1．取1ml加人试臂．每管加ASAC(I适浓度为 

0．005 v／v) 37。C．5 CO搽 件下培养10天．收集上清 

液。IgG测定采用我室建立 的ELISA22抗体夹心法． 

1．2．3 TL培养上清液 sup)的制备采用略加改良的Ru． 

sce~ti法 ．收集T异up备用．以PHA(』一州医药工业研究所) 

作为TL的丝裂原。 

1．2．4 不同CK对BI肋 能的影响 BL培养系统中分别加 

人成人T鲫 p、人IL—_4、IL一4单抗(北京医科大学)、儿 一6 

IL一6单抗(军事医学科学院)及IL一10(Biosource．USA)． 

观察其对SAC诱导的BL增殖及体)5IgG~成的影响． 

1．2．5 Tsup~CK水平测定 用IL一6 EMSA测定试剂 

盒测定(Biosource．USA)测定儿 一6水平。IL一掸 抗双面 

夹心ELIsA法测定IL一4水平． 

1．3 统计学处理 所有数据以OX8TAT～Ⅱ数据统计软 

件贮存 转换及运算．结果以i土s表示． 

2 结果 

2．1 CK对BL增殖反应的影响(表) 所有新生儿 

SAC诱导的BL增殖反应能力均低于成人i一18． 

但在加放成人Tsup~P1显著增高。IL一4单抗或 

IL一6单抗可阻断成人Tsup对新生)LBL增殖促 

进作用。补充IL一4 IL一6及IL一1O可部分纠正新 

生儿低下的BIJ士曾殖水平。 
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Tsup为成人T细胞培葬上清i瞳．所有堪 为与①项比较所得。 

’P<O．05 ’。P<0．01 

2．2 CK对BL体外产生IgG的影响(表) 新生儿 

SAC诱导的BL体外产生的IgG水平显著低于成 

人。成人Tsup可使新生儿合成IgG低下得到明显 

纠正，但可被IL一4单抗及IIJ一6单抗阻断，补充IL 

一 4、IL-6及IL一1O亦可部分纠正新生儿低下的 

BL1gG 产生水平。 

2．3 Tsup~的CK水平 新生)LTsup中IL一4 

(154~44 u／m1)及IL一6(310土47pg／m1)明显低 

于成人r723~267u／ml及373~52pg／m1)，是t值分 

别为5．5751及3．3410，P筐均<0．01。新生JLTsup中 

IL-4及IL一6水平降低除均与其BL增殖能力低 

下呈显著正相关关系(r分别为0．7728及0．7848，P 

均<O．o5)外，亦均与其BL产生IgG水平降低呈显 

著正相关关系 fr分别为0．8913及0．9429，P均 

<0．O5)。 

3 讨论 

本组资料发现，新生儿低下BL的BL功能可 

在适当的条件下得到不同程度纠正，提示新生儿 

BL仍具有较大的增殖及产生Ig的潜力。我们也曾 

观察 到，新生儿BL表达的CD 。水平与成人接 

近(资料未列出)，表明新生)LBL功能低下并非BL 

内在缺 陷所致 ，而其它 因素异常可 能参 与了 

NIAR的发生 已知BL台成Ig主要受TH的调节， 

分泌多种CK并改变BL增殖及Ig合成能力是TH 

的重要调节方式之一“ 。本组资料观察到，新生 

儿低下的BL增殖及IgG台成能力可被正常成人 

Tsup明显纠正，单抗阻断及CK补充实验进一步 

表明，这种纠正作用是通过IL一4、IL-6及IIJ～1O 

实现的。另一方面，CK水平检测证实新~3：JLTsup 

中IL一4及IL一6水平显著低于成人，且与新生儿 

BL功 能 低 下一 致 ，表 明 新生 儿TL产 生 的 

IIJ一4、IL一6及IL一10水平低下可能是其BL缺乏 

CK的调节作用而致殖及Ig合成不足的重要原因 

之一。大量研究已肯定人类TH存在TH 及TH。两 

种亚群，前者主要分泌IL一2、IFN一 及TNF，参 

与迟发型变态反应有关的炎症反应并介导细胞 

免疫应答：后者主要分泌IL一4、IL一6及IL一10。 

诱导和调节BL台成I 。本文新生JLTsup~ 

IL一4、IIJ～6及IL一10水平低下，因而推测其TH 

亚群功能不足并因此引起BL增殖及Ig合成能力 

降低，导致NIAR发生。 
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Effects of cytokines on function of neonatal B ]ymphocytes 

Chert shi．et a1 

Department of Immunology，College of Pediatrics 

Levels of 11,一4 and 11,一6 produced by T Lymphccytes(TL1 were evaluated in培 cases ofneonatal cord blOOd 

Furthermore，the effects of 11,一4．儿一6 and儿一10 on proliferation and IgG production of B 1ymphocyte(BL) 
stimulated with Sac were／nvestigatde~The results showde that levets ofⅡ 一4 andⅡ 一6 in neonstde were lowet 

than thosein adults．an dtheloweredlevels 0f11,-4 andⅡ 一6were correlatdewith decreased proliferation and 

productian ofBLinnewbornsSupp1eme~~of recombinantⅡ 一4．儿一6an Ⅱ一10 can rectifythe dysflmcti~ 

of ne~matal BLOllr studi售 suggest th at cytokines insufficiently produced b TL may be an im portant factor in 

th elowerde functie~ofneonatal BL 
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小肠粘膜上皮细胞原代培养最适条件的 

、／ 

儿科学院外科 伍 烽 全先庆 吴仕孝 李 镜 王 珊 许嘉陵 

提 要 本文定量研究了小肠粘膜上皮细胞原代培养方法的最适条件．Wister~胎鼠小肠制备成小肠绒毛细 

胞团悬藏，接种于处理后的24孔培养板．采用MTT显色法定量研究影响小肠上皮细胞贴壁生长的各种因素．结果显 

示培养藏质量、培养时间 CO。浓度．肠绒毛细胞团接种浓度、胎牛血清裱度和加药时间是影响肠上皮细胞贴壁生长 

的主要因素，并得到了上述因素的最适培养条件．上述研究结果可为体外探讨细胞生长因子和肠营养素对肠上皮细 

胞结构 功能、生长和分化的影响提供了一种可靠．定量的研究手段。 

关-词 二匦 占鏖塑璺i曼 缝差：擅差墨 
中盈分类号 B329．2 

小肠粘膜上皮细胞是肠道的主要功能细胞。 

本文在建立大鼠小肠上皮细胞的原代培养方法 

及其生物学鉴定这一前期工作基础上，采用MTT 

显色法定量研究影响小肠上皮细胞贴壁生长的 

各种因素，旨在探讨小肠粘膜上皮细胞原代培养 

的最适条件。 

1 材料和方法 

1．1 小腑上皮细胞原代培彝【t 

孕龄17一l9天W铀tar系大 鼠f由车校实验动衡中心提 

供)为实验动物，削官产木取出胎仔．T5 乙醇浸泡消毒10 

·男．1~2---09出生．剐教授 

／  

· 222， 

分钟．琅 出全都胎仔小肠．经机槭和胶原酵Hf宝灵曼．德 

国1消化．毕沉淀法离心后制成小肠绒毛细胞团悬液．单个 

绒毛细胞团悬浮于DMEM(GIBC0．美国)堵彝液中．该培 

养藏同时含胎牛血清(长春生物制品研究所)．1O万u／L青 

霉事~0,lg／L链霉素(华北制药厂)．小肠绒毛细胞团定量 

接种于用鼠尾胶原处理后的24孔培养板(Linbro．美 

国冲 ．4孔为一组．每孔1．5m1．置37。C，二氧化碳孵箱(Shel 

— Lab，美国 内培养． 

1．2 娜 显色法测定肠上皮胡胞的生长和增殖 
‘

24孔板培养一定时同后，弃培养{茛．贴壁生 长的肠上 

皮用DMEM藏冲洗两次 ．每孔加人500~1 DMEM藏和 

0,5 四甲基偶氮哇盐(Sigma．美国．简称MTD∞ l，再培 

养 、时．弃藏．加人二甲亚枫(MDSO．北京化IV)200~I． 
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