
猪脾淋巴细胞抑素的提取及其作用机制的研究

训练部生化 教研室 陈鸿书 彭牢和

自从 1, 6。年 B lu lo u g h① 从表皮细胞中发

现组织特异的有丝分裂抑制物以 来
,

相继在

脊椎动物的十多种组织中发现这类物质
,

称

为抑素① ,

由于抑素在组织中的含量少
,

又

容易失活
,

给研究工作带来一定困难
。

已有

的实验结果表 明
,

抑素是一种小分子的蛋白

质或多肤
,

有的结合有碳水化合物⑧
。

抑素

不仅可能是正常情况下控制细胞增殖的重要

物质
,

而且还发现某些肿瘤细胞内抑素的含

量减少④ ,

提示某些肿瘤细胞的增殖失去正

常控制可能与此有关
。

因此进一步阐明抑素

的化学结构及其作用原理
,

在理论和实践上

都有一定意义
。

淋巴细胞抑素可以 从淋巴结
,

脾脏及胸

腺等淋巴样组织中提取⑤ ⑧
。

本文是报导猪

脾淋巴细胞抑素的提取
,

及用 〔
3
H 〕

一
T d R

和 〔
“
H 〕

一
U dr 掺 入实验

,

观察抑 素对植物

血凝素 ( FH A ) 转化 的淋巴细 胞中D N A和

R N A合成的影响
。

材料和方法

从猪脾提取淋巴细胞抑素所用的超速离

心机为M SE 4 0一 T C
。

凝胶层析洗脱液用 U in
-

c a m S p s 一 1 0 0紫外分光 光度计测量 在 2 8 On m

的吸收峰
,

掺入实验所用的 〔
3
H 〕

一
T d R 及

〔
“
H 〕 一

U dr 为 上 海 原子核研究 所出品
,

〔
“
H 〕

一

T dR是
3
H标记甲基

, 2 4 C /m M
,

以

生理盐水稀释成 20 拼C /m l
,

〔
“
H 〕

一
U dr 为

2 1
。
s C加M

,

以生理盐水稀释 成 Z o u C加 1
。

闪烁液为 P P o 4克
,

P o P o P o
。

6克
,

蔡 1 10克
,

二氧六环加至 10 0 0毫升
,

测量仪 器 为 国 产

FJ
一

35 3型双道液体闪烁计数器
。

1
.

淋巴细胞抑素的提取
:

所有 操作在 1 0
“

C按 L fn an t ① 的方法进

行
。

在屠宰场从刚杀死的猪体上摘下脾脏立

即放入冰桶中备用
:

先将脾脏放置在冰块上

仔细剥去包囊及纤维束后
,

放入三倍容量的

丙酮中
,

用组织捣碎机制成匀浆
,

置于 10 ℃

水浴中振荡 16小时
,

以砂心漏斗过滤
,

沉淀

部分再以三倍容量丙酮制成匀浆并过滤之
,

重复此操作一次
,

最后将所得沉淀在 10 ℃以

下进行真空干燥
,

磨碎后过筛制成丙酮粉
,

置
一

10 ℃冰箱保存
。

将丙酮粉溶于巧倍容量的重蒸水 中
,

用

组织捣碎机制成匀浆
,

置 10 ℃水浴中振荡 20

小时进行提取
,

悬液以 4 5 0 0 0 x g的速度离心

90 分钟
,

回收
_
_

仁清液即为含抑素的部分
,

最

后用 6 号砂心漏斗过滤后
,

清液置一 1 0
“

C冰

箱保存备用
。

此脾提取液可用于 〔“
H 〕

一

T dR

及 〔
“
H 〕

一
U dr 掺入实验

,

或用葡聚糖凝胶层

析或聚丙酞胺凝胶电泳进一步分离提纯
。

2
.

凝胶层析
:

上述提取液用 S o p h a d x

G
一

75 装成的 3 X 7 o 厘米凝胶柱进一步分离
,

柱套管温度为 I O
O

C
,

洗脱液为 p H 6
.

8 , 0
.

0 05

M磷酸钠缓冲液
,

流速为 。
。

45 毫升 /分钟
。

3
。

聚丙酸胺凝胶电泳
:

凝胶层析洗脱

液在 2 8 On m 有 明显吸收峰的部份继续用聚丙

酞胺凝胶 电泳迸行分离
,

采用不连续凝胶系

统
,

成层胶 民 1厘米
,
T 3

.

1%
,

p H 6
。

7 ,

分离

胶长 7
.

5厘米
,

T 15
。

1%
, p H S

。

9 ,

电极缓冲

液 PH S
.

4
。

4
.

〔
3
H 〕

一

dT R掺入实验
:

正常人的静脉血加肝素抗凝
,

于 37 ℃直

立静置 1一 2小时
,

待红血球沉降后吸取富含

自细胞的血浆层井稍吸取些红血球
,

移入另

~ 2 2 ~
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一试管 中
,

混匀成细胞悬液供培养之用
。

何个培养瓶 内加入含 20 %小 牛 血 清 的

1 9 9培养液 2毫升
,

P H A适量
,

青 霉素 10 0单

位 /毫升
,

链霉素 1 0 0微 克 /毫升及细胞悬液

0
.

2毫升
。

实验分为两组
,

实验姐的每个培养

瓶中加 0
.

2毫升脾提取液
,

对照组不加脾提取

液
,

而以 0
.

2毫升 培养液代替
,

置 37
“

C孵育

5 6小时后每瓶加入 〔“
H 〕

一

T d R 4 0微升 ( 相当

于 O
。

8微居里 )
,

继续培养 1 6小时终止培养
。

培养结束后分别将每培养瓶中的上清液

吸去
,

然后用离心法 ( 3 0 0 。转 /分 ) 分另lJ用生

理盐水洗沉淀二 次及 5%三氯醋酸 溶液洗涤

沉淀一次
,

以洗净白细胞外的
“
H 放射性

。

沉

淀加 0
。

5毫升 5%三氯醋酸溶液置 9 0
`

c 水浴中

15 分钟提取 D N A
,

离心后吸取无色透 明的上

清液 O
。

2毫升加 到 10 毫升闪烁液中测 量每管

的 比活性
,

比较实验组和对照组掺入的 〔
“
H 〕

一
T d R的比活性 ( 以 C代表 )

,

并按下式算出百

分抑制率
。

去上清液
,

继续用 10 % 三氯醋酸液洗沉淀两

次
,

再用 80 % 乙 醇及 1 :
1的乙醇一乙 醚混 合

液分别各洗沉淀一次
,

以洗净白 细 胞 外 的
3
H放射性 和除去酸溶 性 及脂溶性物 质

,

沉

淀
,

置室温过夜 千燥
,

溶于甲酸 0
.

5 毫升及

H
Z
O

Z 0
.

1毫升中
,

吸取 0
.

2毫升 液体加入 10

毫升闪烁液 中
,

测量每管的比活性
,

比较实

验组和对照组掺入 〔
“
H 〕

一

U dr 的 比 活性
,

并按前述公式计算出百分抑制率
。

结 果

以新鲜 猪脾为材料
,

按 L e fn an t 等的方

法提取淋巴细胞抑素
,

先制成丙酮粉
,

干粉

用重蒸水在 10
O

C 提取 2 0,J
、 时

,

继以 45 00 o X g

离心 90 分钟
,

所得上清液经除菌处理后即为

含抑素活性的提取依 (以下简称脾提取液 )
。

将脾提取液加到 S e p h a d e x G
一

7 5 3
·

7 0厘米的

凝胶柱上进行层析
,

洗脱液在 2 8 0n m检测其

抑制率 ( % ) = (1 一
C实验
C对照

吸收峰
,

可以分离成七个部分 (如 图 1 )
,

X 1 0 0

培养结束
,

从实验组及对照组中各取出

一瓶作 台盼兰 ( T r y p a n b l u e ) 排斥 实 验
,

先将培养瓶中的
_

L层清液吸去
,

再摇匀成浓

的细胞悬液
,

分别以实验组及对照组的细胞

悬液 1滴加 0
.

1% 台盼兰液 1滴混匀
,

计 数 死

亡 的单核的细胞 (被染色者 ) 和活的单核的

细胞 (不被染色者 )
。

5
.

〔
3
H 〕

一

rU d掺入实验
:

培养条件和 〔“
H 〕

一
T d R掺入实验相同

,

培养浓的用量仍为每瓶 2 毫升
,

加入每瓶中

的细胞悬液为 0
.

2 毫升
,

实验组每瓶加猪脾

提取浪 0
.

2毫升
,

对照组以 0
.

2毫升培养液代

替
,

置 37 ℃孵育 27 小时后每瓶加入 〔
“
H 〕

-

U dr 50 微升 (相当于 1微居里 )
,

继续培养
6小时

,

然后按M ue n e r
等⑧ 的方法测量 〔

“
H 〕

一

U dr 掺入到 R N A中的放射性
; 吸去每瓶的上

层戈青液
,

以生理盐水将瓶中的白细胞洗入离

心管中
,

以 3 0 0 0转 /分 速度离心 10 分钟
,

吸

图 1兰猪脾提取液的S e p h a d e x G
一

7 5凝胶层析图谱

其中相当于大分子洗脱体积的部分有一个高

大的吸收峰 ( I )
,

相当于小分子洗脱体积

的部分
,

有两个高的吸收峰 ( 图中分别标以

牡 和皿 )
,

用聚丙酞胺凝胶 电泳对 I 和牡部

分进一步分离
,
牡 部分不能再进一步分开

,

但 I 部分可 以被分成巧个明显的区带 (如图

~ 2 3 ~



2 )

图 2 旋胶层 沂的 I 部 分介今丙酞胺凝胶

{州土泳的图谱

将脾提取液加入细恤培 养液巾
,

观察它

对 P H 八转 化 的 正

表 1

常人淋 巴细胞 〔
“
H 〕

-

T d R掺 入的影响
,

结果如表 1
。

P H A加到含

20 % 小牛血
_

清 的 199 培养液中孵育 正常人外

周血淋巴细胞时
,

能使静止的淋 巴 细 胞 转

化
,

弓{起 〔
“
H 〕

一

T d R 的掺入
,

平均掺入率

为 7
.

22 一 16
.

26 %
,

当在相同的培养液中加入

0
。

2毫升脾提取液时
,

〔
“
H 〕

一
T d R的掺入明

显受到抑制
,

掺入率只有 O
。

35 一 1
。

31 %
,

其

抑制率达 9 1
.

9一 9 7
.

6%
,

说 明猪脾提取液有

抑制 F H A 转化正常 人外周血淋巴 细 胞 合 成

D N A的作用
。

用台盼兰作排斥试验
,

无论实

验组或对照组均很少找到死亡细胞
,

说 明猪

脾提取液无细胞毒作用
。

猪脾提取液对人 的转化淋 巴 细胞 〔“
H〕一T d R掺 入的影响

组 叫 } 佑异
l

数
气 )机D N A提取液
放射性 计数

(
c P m )

.

〔 a H 〕 一 T d R 0
.

5件C

收射性计数
(

c
P m )

{ 均掺入率
( % )

}三均抑制率
( ;百)

钾脸一
:

刊
咨

六 ,

尸 厂

卖马介二
:

叉」
J

户
产

户万马合三
:

又少

实

8 9 8 5 2士 5 5 4 7

7 2 4 4士 3 7 4 9
5 5 2 5 9 5

1 6
.

2 6 \

1
.

3 1 /

韶聆

8 1 4 7 6士 7 0 8 3

1 9 8 3士 7 6 0

5 7 4 9 5 5
1 4

。

7 1

0
。

3 5

\

/

昭一驴

4 1 4 7 6士 7 6 3 1

3 3 3 2士 1 1 7 5

5 7 4 9 5 5
7

·
2 2 \

0
.

5 5 /

9 2
。
1

9 7
。
6

9 1
。

9
56朋

ù

验

月创卫
`

又士 S D

即 实验组每瓶培养液加脾提取液 0
.

2毫升 (每毫升含蛋白质 3
.

1毫克 )

〔
召
l I〕

一

rU d掺入 实验的结果如 表 2 ,
中同时加入脾提取液的实验组中

, 〔 3
H 〕一 Udr

细 u包培养 到 27 小时加入 〔
“
H 〕 一

Udr 继续孵 的掺入显著被抑制
,

掺入率仅 0
.

1 9石
,

抑 制

有 6 小时终
_

!上培养
,

对照组中 〔
3
H 〕

一

U r d的 率达 9 4
.

6%
,

说明猪脾提取液对 PH A转化的

掺入率为 1
.

8%
,

有明显的 〔
3
H 〕

一
U dr 掺 入

,

淋巴细胞在培养 27 一 3 1小时的 R N A合成有明

说明PH A转化淋巴细胞的作用在培养到 27 一 显抑制作用
。

3 1小时这段时间有 R N A的合成
。

但在培养液

表 2 猪脾提取液对人 的转化淋 巴细胞 〔“
H〕一U dr 掺 入 的影响

侮瓶 R N A提取液
放 射 性 计 数

(
c P m )

`

〔 H 3 〕
一

U r d l 件C

放 射 性 计 数
(

c P m )

卜均掺入率
( % )

)扛均抑制率
( % )

é
5 8 1 5士 4 7 7

3 1 6士 6 7

3 2 3 7 3 8
\

/
9 4

。
5 5

`子几 , X土 S D



讨 论

抑素是脊椎动物组织 中普遍存在的细胞

有丝分裂抑制物
,

它在生物学 上的主要特征

是只对产生它的组织起作用
,

有明显组织特

异性而无种的特异性
,

其作用是可逆的
,

目

前证明抑素主要对细胞周期的 两个阶段起作

用
,

大多数抑素是抑制 D N A的合成
,

阻止细

胞从 G
;

期过渡到 S期
,

称为 G
,

抑素
,

还有的

抑素是阻止细胞从 G
:

期进入 M期
,

称为G
Z

抑

素
,

上述猪脾提取液在离体能抑制 P H A 转化

的正常人外周血淋巴 细胞合成 D N A
,

说明此

提取液具有 G
;

抑素活性
。

用 S e p h ad
o x G

一

75 柱

对脾提取液进行凝 咬层 析
,

可 以分离成含蛋

白质的 7 个部分
,

即图 l 所示的 工一孤
,

此

层析 图谱和 L e n f a n t 等用 S e p h a d e x G
一 7 5柱分

离小牛脾提取液的结果相似
,

他们证明 工和

以 部分具有高度抑素活性
,

其抑制 〔
“
H ) T d R

掺入到淋巴细胞 D N A 中的效力 比 粗 的 脾

提取液为强
。

我们用聚丙酞肢凝胶电泳对具

有高度抑素活性的 I 部分进一步分离
,

可分

成 15 个明显的区带
。

这 些结果初 步 证 明 用

eS P h a d e x G
一

75 进行凝胶层析
,

继用聚丙 酞

胺凝胶电泳可 以分 离得纯度较高的抑素
。

淋巴细胞抑素抑制 PH A 转化淋巴细胞的

机制 目前尚不清楚
。

用免疫学的方法已经证

明淋巴细胞膜 上有 P H A 的 受 体
,

P H A 和受

体相作用就引起一系列代谢变化
,

终于在 48

一72 小时导致 D N A的 合成增加
,

从而引起细

胞分裂⑨ ,

M ue n e r
等④ 证明

,

在离体培养人

外周血的淋巴细胞时
,

在培养开始的几小时

虽有缓慢的 RN A合成
,

但合成很 快减弱
。

若

在培养基中加入 PH A
,

则于 24 小时后 R N A的

合成明显增加
,

同时蛋 白质的合成也增加
,

到 3 6小时 R N A的合成 达到高峰
,

此时 D N A开

始合成
,

到 48 小时 明显升高
,

另外也有人证

明若在培养基中加入放线菌 素D阻断 R N A的

合成时
,

D N A的合成即受到抑制
,

由于 R N A

的合成是在 D N A 合成前的 12 小时发生
,

这

些结果提示 P H A 转化正常人的 淋巴 细胞合

成 D N A之前
,

先有一个激活 某些基因 的 过

程
,

转录某些 RN A
,

迸而合成某些酶或 蛋白

质因子
,

为 D N A的复制准备条件
。

我们 的实

验得到类似结果
,

当用加有 PH A的培养液培

养正常人的外周血淋巴细胞时
,

培养到 27 一

33 小时这段时间 〔
“
H 〕

一
U dr 的 掺 入 率 为

1
.

8%
,

说明有R N A的合成
。

但若 在培养液

中同时加入脾细胞提取液时
,

R N A的合成受

到明显抑制
,

〔
3
H 〕 一

U dr 的掺 入 率 仅 为

0
.

1%
,

抑制率达 94
。
6%

,

这些结 果提示淋

巴细胞抑素对
.

淋巴细胞 D N A合成的 抑 制 作

用
,

可能是 由于抑制了某些 R N A 的转录
,

从

而使某些参与引发 D N A复制的酶或蛋白质 因

子不能合成所致
,

但抑素是通过什么途径抑

制 R N A的转录过程的
,

尚有待进一步阐明
。

小 结

(一 ) 用新鲜猪脾在 1 0
“

C按 L e n f a n t等

的方法先制成丙酮粉
,

继以重蒸水提取
,

经

4 5 0 0 0 x g离心
,

可得到具有淋巴细胞 G
,

抑素

活性的提取液
。

该提取液置于一 10 ℃冰箱保

存
,

2 月内仍保持其活性
。

(二 ) 用 S
e P h ad

e x G
一

75 柱进行凝胶层

析和用聚丙酞胺凝胶电泳
,

可 以从猪脾提取

液中分离出纯度较高的淋巴细胞抑素
。

(三 ) 淋巴细胞抑素在抑制 D N A复制之

前 12 小时
,

对某些 RN A的合成有显著抑制作

用
,

提示淋巴细胞抑素对 D N A复制的抑制作

用
,

可能是由于抑制了某些 R N A的转录
,

从

而使某些参与引发D N A复制的酶或蛋白质因

子的合成被抑制
。
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《月旦道振荡治疗仪 》

治 疗 胆 道 术 后 残 余 结 石

第一附 属医院肝胆 外科 蔡
`

志军 杨 可 祯 侯 大和 冯春兰

黄志强 审阅

手术后胆道结石残留是胆道外科中的一

个常见而难于处理的问题
,

也是胆道再次手

术的重要原因①
。

对于局限于某一侧或某一

叶的肝胆管结石
,

如伴有胆管狭窄或肝组织

萎缩时 可行肝部份切除
,

常能收到较好的效

果勺
,

但是对于较分散而深在的肝胆管结石
,

特别是 在第 2级或第 3级胆管以 上的结石多是

手术无法达到的部位
,

很难取出
;
有时在手

术探查时在没有胆汁充盈的情况下
,

结石可

以暂时搁浅于较深在的肝胆管 内
,

术后胆汁

充盈又可下降至主要肝管或肝外胆道
,

因而

仍需再次手术
,

给病人增添了更多的痛苦
。

多年以 来
,

对于胆道残余结石
,

国内外进行

了不少研究
,

多用溶石
、

气囊套取
、

或钳取等

方法
。

在 日本则利用纤维内窥镜钳取结石
,

亦

取得较好的效果
。

我国广大医务工作者开展

了中西医结合排石疗法
,

也取得可喜成绩
。

为探索胆道残留结石的非手 术 治 疗 问

题
,

自 19 7 6年 4 月我们与重庆大学动力系的

同志们一道
,

在反复研究人体肝胆道解剖生

理特点和原发性胆管结石的成 因
、

成份等基

础上
,

从流体力学的基本规律出发
,

应用射流

技术的原理
,

在体外反复模拟
、

测压和计算等

试验后
,

研制成功 《胆道振荡治疗仪》 , 1 9 7 7

年用于临床
,

经过二年多的临床应用和改进
,

对治疗月田首残留结石获得了良好的效果
。

一
、 《胆道振荡治疗仪》 工作原理

《胆道振荡治疗仪》 有液压 及 电 子 二

型
,

其原理是根据胆道弹性解剖结构的生理

学特点及胆道动力学的可变性
,

利用射流液

体弹性波的原理
,

将通过射流而产生的脉动

液休压力以音速的速度射入胆道
,

使胆管发

生机械性的被动性的扩张与收缩的动力响应

②
。

实验证明
:

射流波速在一钢性管道中约为

1 0 0 0米 /秒
,

在软性管道如胆总管约为 5 一 6

米 /秒
,

其 3注口压力可达 2 0 0一 8 0 0 m m H
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