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肝硬化及原发性肝癌的

外周血淋巴细胞酸性
a

一

醋酸蔡醋酶测定

第一 附属 医 院内科消化 组

袁爱力 刘为纹 晋华源 门荣甫 罗元辉 李光瑶 廖福权

目前临床常用玫瑰花结试验来测定循环中的 T
、

B 淋巴细胞数
,

做为判断机体细胞免疫

功能状态的检测手段
。

但该方法较繁杂
,

未能普遍推广应用
。
1 9 7 5年M ue ll e r川提出酸性

a 一

醋

酸蔡醋酶染色 ( A N A E染色 ) 可识别 T淋巴细胞
,

国内于 1 9a 0年有该染色法的详细介绍
。

本

文对肝硬化及肝癌患者进行外周血 A N A E染色以了解其细胞免疫功能状态
,

现报告如下
:

材 料 及 方 法

一
、

正常值
:

男
、

女各 25 例
,

均为本院健康工作人员
,

年龄 17 一 68 岁
。

二
、

肝硬化组
:

33 例
,

为本院内科住院病人
,

经临床诊断证实
。

三
、

原发性肝癌组
:

18 例
,

为本院住院病人
,

均符合全国肝癌会议担定的原发性肝癌诊

断标准
。

四
、

染色方法
:

按南京铁道医学院组胚教研室
` “ ’

报导的方法略加改 良
` 3 ’ ,

其步骤如下 :

取耳血推片
,

空气中自然干燥
,

福尔马林薰气固定 2 分钟
,

染液内含M八 5 , p H 7
.

6磷酸盐

缓冲液 8 9毫升
,

六偶氮付品红液 6 毫升
, 2

.

5% a 一醋酸蔡醋 2
.

5毫升
,

调 p H至 5
.

8 ,

于 37 ℃

孵育 1 小时
,

流水冲洗
,

干燥后 2 %甲苯胺兰复染 30 分钟
,

冲洗
,

干燥
,

镜检
。

镜下观察可

见中性粒细胞胞核呈深兰色
,

胞浆淡兰色
,

无颗粒
。

单核细胞胞 浆中
一

可见均匀一致的红色细

小颗粒
,

分布于整个胞浆中
。

淋巴细胞胞核呈深兰色
,

胞浆呈淡兰色
,

A N A E阳性细胞的胞

浆中有大小不等的红色或红棕色颗粒
,

数 目通常为 1一 2 个
,

亦有 2 个以土者
,

少数 A N A E

阳性细胞的胞浆中显云雾状的细小颗粒
,

不凝结成团
。

油镜下计数 1 00 一 2 00 个淋巴细胞
,

算

出气N A E阳性细胞及 A N A E阴性细胞的百分率
。

结 果

一
、

正常值
:

以 A N A E阳性细胞代表 T淋巴细胞
,
A N A E 阴性细胞代丧 B淋巴细胞

,

50 例正

常人 T淋巴细胞平均值为 72
.

7 6 士 5
.

68 % (表一 )
,

男
、

女性别间无明显差别
。

按平均值
一

Z SD

计
,
T淋巴细胞在 62 %以下判为异常

。

二
、

肝硬化及原发性肝癌 A N A E染色结果
:

从表 2 中可见肝硬化及原发性肝癌的 A N A E平均值比正常人均有明显的降低 (P < 0
.

01 )
,

肝硬化及肝癌组之间比较无显著差异 (P > O
。

0 5)
。

若 以 T淋巴降至 62 % 以下判为阳性
,

则

肝硬化组之阳性率占6 6
.

7%
,

肝癌组之阳性率 8 3
.

3%
,

二组之间 P > 0
.

05
,

无显著差异
。
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一
、

A N A E染色法的原理及临床意义
:

木染色法的原理是 r淋巴细胞胞浆中含有非特异性的
。 一

醋酸蔡醋酶 ( a 一

an p hht y l ac e t a et

es t e r
as

e ,

A N A E )
,

该酶是一种溶酶体酶
,

电镜观察该酶位于溶酶 休 的 位 置 上
。

它能将
a 一醋酸蔡醋水解

,

生成 a 一
茶酚和醋酸离子

,

然后 a 一
蔡酚与六偶氮付 品红偶 联

,

在细胞 浆

中醋酶所在部位生成不溶性的红棕色沉淀物
,

而 B淋巴细胞则无此种反应
: ,

因此
,

A N A E阳

性细胞基木上代表 T 淋巴细胞
。

目前通常用 E
一

玫瑰花结形成试验及 E A C
一

攻 瑰 花 结 形成试

验分别检测 T淋 巴及 B淋巴细胞
,

但该方法操作流程较复杂
,

不能普遍推广使用
。

自M u 0 ll o r

提出用 A N A E染色可检测 T淋巴细胞后
,

引起了广泛的兴趣
,

为 了解 A N A E染色法的可靠性
,

有的作者 同时进行玫瑰花结形成及 A N A E染色
,

结果证明 80 % 以上的 E花结形成细胞为 A N A E

( 十 ) 细胞
,

如 F e r r ar i ( 4 ’ 将 E花结及 A N A E联合检查
,

结果 8 9
.

6 8 % A N A IE ;l1 性细胞作 E花结

形成试验同样阳性
, 1 5

.

5 3% E花结阳性细胞作 A N A E 染色为阴性
,

该氏认为 A N A E染色法

可作为一个简单的
,

可靠的 T淋巴计数法
。

近年来有的作者进一步指出
,

入N A E 染色法还可

以进一步鉴别 T淋巴细胞亚型
。

G r os s i等
〔 4 ’ 1 9 7 8 年提 出T u 细胞和 T r 细胞的 A N A E 活性产物

有区别
,
T u 细胞的反应产物为局灶性大颗粒

,

数 目常为一个
,

有时多个
; T r 细胞较大

,

活

性染色为弥漫性的小颗粒
。

本文初步观察到正常人血片中有少数 T淋巴细胞表现为弥漫性 的

云雾状细颗粒
,

其百分率大致在 10 一 15 % 之间
,

但鉴别 T r 及 T u 亚型要求染色条件 稳定
,

质

量高
,

开始 鉴别缺乏经验时
,

最好同时进行淋巴细胞亚型测定
,

以 互相对照
。

二
、

肝硬化及肝癌的细胞免疫功能改变
:

在肿瘤的发生中免疫监视是一个很重要的机制
,

它能识别 自身突变或带有肿瘤抗原的细

胞
,

并将其杀灭之
。

具有免疫监视作用的淋巴细胞有 T淋 巴及 N K 细胞 ( 自然杀伤细胞 )
。

不

少作者均发现慢性肝病及肝硬化患者有 T 淋巴减少
,

众所周知
,

肿瘤患者的细胞免疫功能亦

常有降低
。

T lo1 m a( 5 ’
检查各型慢性肝病

,

结果 E
一

花结实验有明显降低
。

慢 性肝病患者的血

液经胸腺素处理后 E
一

花结的数量可以增加
,

说 明 慢 性肝病病人血中未 成熟的 T淋巴细胞增

多
,

而成熟的 T淋巴细胞减少
,

这种未成熟的 T淋 巴有人认为系Nu ll 细胞
。

关于慢性肝病时 T

淋巴细胞减少的机制是很复杂的
,

目前存在多种解释
,

有待进一步研讨
。

M or i: an
e 〔日’
测定



2 1例肝硬化及2 5例原发性肝癌之T 淋巴细胞
,

结果均比正常人降低
。

国内余新生等
`” 采用活性

花结和醋酶染色双标记法检查
,

发现肝癌患者 E
一

花结内出现 A N A E ( 一 ) 细胞
,

而肝炎
、

肝

硬化及正常人不出现
。

本文用 A N A E染色检查肝硬化及肝癌
,
T 淋巴细胞数均明显降低

。

其

中肝癌之 T 淋巴细胞降低阳性率大于肝硬化组
,

说明这两种疾病在细胞免疫功能障碍的程度

上是存在一些差别的
。

肝硬化及原发性肝癌二者之间关系密切
,

以上结果提示在肝硬化转变

为肝癌的过程中细胞免疫功能降低起着重要的作用
。

关于慢性肝病及肝癌患者的淋巴细胞亚

型的改变研究得还不多
。

W ill ia m s ( “ ’
检查慢性肝病 T淋巴细胞有明显减少

,

其中主要是 T。
细

胞的减少
。

肿瘤患者一般多有 T r 细胞的增加
,

老年人易患癌肿与 T r细胞明显增多有关
。

根

据本文检查发现肝硬化及肝癌患者的 A N A E阳性细胞中胞浆显弥漫性小颗粒的细胞 (可能为

rT 细胞 ) 亦 比正常人增多
。

刁
、 结

目前普遍认为外周血淋巴细胞酸性 a 一

醋酸蔡醋酷酶测定是一个简单而适用的检测 T淋巴

细胞的方法
。

本文测得正常值为 72
.

76 土 5
.

68 %
,

T 淋巴细胞在 62 % 以下 判为异常
。

肝硬化及

原 发性肝癌之平均值各为 5 9
.

02 士 1 0
.

9 3% 及 5 4
.

7 2士 1 1
.

97 %
,

异 常 阳 性 率 各 为 6 6
.

7%及

8 8
.

3%
。

肝癌及肝硬化患者的 T淋巴细胞与正常人相 比均有显著降低
,

但在发生机制及这两

种疾病在免疫学上的互相关系
; 以及 A N A E染色法对鉴别淋巴细胞亚型的价值等方而目前了

解得还不多
,

尚须深入研究
。
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