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荧光素标记检测乙型肝炎病毒表面抗原特异性

杀伤性 淋巴细胞方法的探讨
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摘要 用绿色荧光前体化合物 标记靶细胞
,

经过与杀伤性 淋巴细胞 效应细胞数小时的孵育
,

通

过分析培养上清中的荧光强度检测 效应
。

通过对一系列标记条件的研究 不同浓度 标记靶细胞
、

不同洗涤缓冲液
、

不同标记细胞浓度
、

不同洗涤次数
、

不同裂解液配方
,

确定 荧光素标记法的最佳条件
。

用该方法检测乙型肝炎病毒表面抗原的 疫苗免疫 小鼠对 细胞的 效应
,

厅 比为 时
,

杀

伤效率接近饱和
,

达到
。

通过荧光显微镜直接观察杀伤后 的 细胞
,

细胞破裂程度与计算出的杀伤效率

有一定相关性
。
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杀伤性 淋 巴细胞 在消除体内病毒感

染
、

抗移植免疫
、

抗肿瘤免疫过程中起着极其重要的

作用 〔‘
一 〕,

建立灵敏
、

快速的 检测方法是免疫

学家们不断追求的 目标 ’, 〕
。

在疫苗研制
、

病毒性

疾病致病机理
、

抗肿瘤免疫研究 中
,

的检测是

一个十分重要的组成部分
,

目前最常用的 检测

方法为 , 释放法困
,

但该方法需要专门的同位素

操作室
,

大大限制了该方法的推广使用 其它

检 测 方 法 包 括 酶 联 免 疫 斑 点 分 析 实 验

邵 汇
,

”〕、 四聚体分析 「〕
、

乳酸脱氢酶

释放法 〔‘“ 〕
、

流式细胞仪分析〔‘ , 〕等方法
。

这些方法

存在检测结果不直接反映
,

杀伤靶细胞活性
,

灵

敏度不高或操作步骤繁琐等缺点
。

年 等 ’ 〕尝试了使用绿色荧光

前体化合物 标记靶细胞 的方法检测

效应
,

但该方法的本底较高
,

影响该方法的检

测灵敏度
。

本文在其基础上改进 了 标

记的检测条件
,

改变荧光标记靶细胞的裂解液配方
,

降低本底
,

用该方法对乙型肝炎病毒表面抗原

戈 疫苗免疫 鼠的 效应
。
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一 姐

细胞株和质粒 巧 为染色体内整合有 印 基因

的稳定转染细胞株
,

其母代细胞株
一 “ 编号

一

为小鼠肥大细胞瘤细胞
,

均由香港大学 教授实

验室惠赠
。

用 于痘苗病毒扩增 的非 洲 绿猴 肾细胞
一

,

编号
一

和用于痘苗病毒的重组人骨髓瘤细胞
一

编号
一

均购 自
。

质粒
, 一

由本室构建
,

即在载体 购 自

的多克隆位点中插人单拷贝
。

质粒大量提

取采用
。

重组痘苗病毒用载体
,

由香港大学 教授实验室惠赠
。

试剂和仪器 购自 公司
。

细

胞培 养 基
、 、 、

质 粒 转 染 试 剂 印

购 自
。

侣 检测试剂盒购 自北

京万泰生物药业有限公 司
。

微孔板荧光检测仪

产 购 自 公司 荧光倒置显微镜

为 压 型
。

曰 标记靶细胞及荧光 自发释放率的计算 用

含 的 洗涤对数生长期的 巧 细胞

次
,

计数
。

取
、

或 的 细胞 据具体

实 验 而 定
,

重 悬 于 拌 含
、

几 或

据具体实验而定 的 中
,

℃孵育
,

洗涤 一 次 据具体实验而定
,

重悬 于 无 酚 红 含
、

几 谷 氨 酞胺
、

】
、

青 霉 素钠
、

硫 酸链霉

素
,

调节细胞浓度至每 拜 含
、

或 个

细胞 据具体实验而定
,

取 川 至 孔 型板
。

加人
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拌 无 酚 红 或 卜 不 同浓 度 一

据 具体 实 验 而 定
、 、

,

℃ 培养箱孵育
,

离心
,

取 拜

上清液
,

微孔板荧光检测仪 激发波长
、

发射

波长 检测荧光强度
。

分别检测荧光自发释放值 值 或全

裂解荧光值 值
。

荧光自发释放率 二
。

每次

实验均采用 孔重复
,

取平均值分析
。

重组痘苗病奏的构建
、

扩增及病毒滴度测定 用限制性

内切 酶 石汾口 酶 切 质 粒
一 一

由本 室 构 建
,

为
一

载体上插人 基因
,

回收 的片段
,

插

人经限制性内切酶 工线性化的载体 中
,

置于痘苗病

毒早晚期启动子 下游
,

构建重组痘苗病毒用载体
一

图
。

载体 构建重组痘苗病毒 的具体方法参照 文

献 〔’
。

野生痘苗病毒 感染
一

细胞
,

℃感染 后

转染
一

质粒 具体方法详见转染试剂 州 矛 产

品说明
,

后刮下细胞
,

冻融 次
,

作为重组病毒
一

储存液
。

将重组病毒储存液稀释不同倍数后感染
一

细

胞
,

℃
,

洗 次
,

加人含
一

澳脱氧尿啥吮
、 拌

一

,
、

低熔点琼脂搪的
,

后挑取蓝色空斑
,

进一步用
一

细胞扩增
。

按试剂盒说

明书检测 的表达
。

获得的病毒用
一

细胞测定病

毒滴度
。

将 种人 孔板 内
,

待细胞铺满约
,

洗 次
。

将获得的病毒液用 做 倍系列稀释
,

分

别取 讨感染细胞
,

℃
,

弃去病毒液
,

洗 次
,

加人

含
· 、

拌
一

,
、

低溶点琼脂糖的
,

后计数蓝色空斑
,

计算病毒滴度 蓝色空斑

数 又 稀释倍数
。

腹腔注射
一 。

天后
,

取小鼠脾脏检测
。

的检测 取免疫后小 鼠脾脏
,

注射器研磨
,

目筛网过滤
,

洗涤后离心
,

氏 室温处

理
,

加人
,

离心
,

洗涤后重悬 于

含
、

非必需 氨 基 酸
、

拜 几 任琉基 乙 醇
、

谷氨酞胺
、

丙 酮 酸钠
、

一
、

青霉素钠
、

八 硫酸链霉素 中
,

种 孔板
,

细胞厅
。

用 个感染复数 的重组痘苗病

毒
一

℃感染 鼠脾脏细胞 做为刺激细胞
,

刺

激细胞与反应细胞的 比例为
,

℃ 毛培养箱培养

天
,

每天补充培养液
。

检测 时 标记 巧 和

细胞作为靶细胞
,

标记方法同
。

将效应细胞与靶细胞

以效 靶比 汀 分别为
、 、 、

的比例种人

孔圆底板
,

离心
,

℃ 培养箱孵育
,

离心
,

取 川上清液
,

检测荧光强度
。

分别用 无

酚红 及 裂解液 孵育荧光素标记的靶细

胞
,

以检测其 , 值及 值
,

对靶细胞的裂解率 二 样品

荧光值
一 一 。

结 果

图 质粒
一

图谱
一

疫苗的构建 用限制性内切酶 球 和 ‘。 工

酶切质粒
一

不
,

插人经限制性内切酶 和 及
。

工线性 化 的载体 中
,

转染 细胞 由 于

细胞的转染效率及 启动子在其中的表达效率

较高
,

故选择该细胞
,

法确证 户
一

能够在哺

乳动物细胞内表达有活性的 八召
。

免疫小鼠 取 一 周龄的 以 鼠 级
,

腿部肌肉

注射 拌 车 月
一

闪
,

两周后加强 针
,

第四周末

不同裂解液对 标记靶细胞荧光释放

的影响

在计算
,

的杀伤效率时
,

裂解液裂解靶细胞

测得的全裂解荧光值的大小
,

对于杀伤效率的计算

有着重要的影响
。

用裂解液处理荧光标记靶细胞

后
,

靶细胞完全破裂
,

荧光释放至上清液
,

此时测得

的荧光值与靶细胞的总量呈正相关
。

在研究中发

现
,

采 用 裂 解 液 几
氏 ’ 〕,

测得的 较高
。

而改用

裂解细胞测得上清液的全裂解荧光值
,

比用

孵育细胞测得的荧光 自发释放值还低 结果未

显示
,

故推测裂解液可能会对荧光产生淬灭作用
。

因此试验用不同浓度的 裂解液和 裂解

液裂解细胞
,

以选择对细胞释放荧光淬灭最小的裂

解液
。

结果表明 图
,

裂解细胞后测

得的 值最低
。

不同洗涤缓冲液及不同洗涤次数对荧光 自发释

放的影响

用 标记靶细胞之后
,

需要经过多次

洗涤以去除细胞外的游离荧光素
,

充分而不过量的

洗涤条件对于有效降低 值非常重要
。

洗涤次

数太少
,

游离荧光素的存在造成荧光 自发释放增高

的假象 洗涤次数过多可能损伤细胞膜
,

亦会造成荧

光自发释放增高
。

试验了不同洗涤缓冲液
,

不同洗
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朋工附
今 心

冬阴
一

‘,

书以既

来计算靶细胞的裂解率
。

因此
,

已标记的靶细胞破裂

后释放的荧光强度与靶细胞数量是否成正 比直接影

响检测结果
。

检测不同浓度 。二 标记靶细胞

后
,

不同数量靶细胞全裂解的荧光强度
,

结果表明
,

不

论用何种浓度 标记
,

靶细胞全裂解的荧光

强度与靶细胞数量呈良好的线性关系 图
。

沙一咐。一‘。巴一山

》〔踢 曰‘ “

川 、 汪 工

一 《

一

卜 卜 比

一州卜 林

林

图 不同裂解液裂解 标记细胞测得

的全裂解荧光值比较

条次数对 的影响
,

结果 图 表明
,

用含

的 洗涤 次
,

最低
。

一

剖 明别〕

一
产

月
曰上甲为

印
一

卯

别 洲 别洲】 《洲城川

注跳 今一 心 一

黝

冬 , 既

住 既

图 不同洗涤缓冲液及不同洗涤

次数对荧光 自发释放的影响

使用浓度和初始细胞密度的选择

分别 用 拌 几
、

拼 几 和 拼 几 的

标记细胞
,

其 值分别为 士

、

士 和 土 ,

不 同浓度

标记的 值未见明显差别
,

以 拌 几
标记较低一些

。

用 拌 几 标记初始密度分别为
只 、

和 的靶细胞
,

其

值分别为 士
、

士 和

士 ,

未见明显差别
,

但似乎有随着靶细

胞密度的增加 值呈升高的趋势
。

最 终 确 定 标 记 条 件 为 拌

℃标记
,

标记细胞密度为 一

,

洗涤缓冲液为
,

洗涤 次
,

细胞全

裂解液采用
。

标记细胞数与上清中荧光强度的相

关性

标记靶细胞的方法检测 效应
,

是通过检测效应细胞与靶细胞培养上清的荧光强度

图 不同浓度 滋 标记细胞的孵育上

清中的荧光强度与细胞数量的关系

用改良 标记法检测
·

免

疫鼠的

以
一

免 疫 鼠 周 后
,

痘苗病毒
一

加强 针
,

天后取脾脏细

胞
,

体外刺激 天后
,

荧光素标记法检测

其效应细胞对
、

细胞的杀伤作用
。

以空

白载体 免疫的 鼠作为阴性对照
。

结果 图 表明
, 一

免疫 鼠在 厅 比为
时

,

对 的裂解率即接近饱和
,

达到 左

右 而对阴性对照 的裂解率仅有
。

空

白载体 免疫鼠对 巧
、

巧 细胞的杀

伤效率均在 以内
。

今 一 , 尸 一

瞥 军坐辈竺

一
,
以肠 卜

“ 妥 三三三三三三书
跳 ‘匕二二‘二二 一 二一 ‘

一
山

一 ——
一

艺孰。。。巴比

从 〕

图 疫苗免疫鼠对 的特异性 应答

诬 卯

在荧 光 显 微镜 下 直 接观察 杀 伤后 的

细胞
,

可见 汀 比为 时
,

已几乎见不到形

态完整的细胞
,

而仅可见细胞残骸 图
。
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曰】
,

曰 ,

图 荧光显微镜观察 疫苗免

疫鼠 对靶细胞的杀伤效应

〕

讨 论

用含 的 洗涤 次
,

细胞全裂解液采用
。

以 荧光素标记法检测
一

免疫
,

重组痘苗病毒
一

加强的 鼠的

效应
,

结果表明 汀 比为 时
,

杀伤效率即可达到
。

用荧光倒置显微镜直接观察杀伤后的靶细

胞
,

发现在 无酚红 中培养 的靶细胞形

态完整
,

透光率好
,

说明 荧光素标记对

细胞活性没有影响
。

而随着 比例的增多
,

细胞

破裂程度增加
,

待效靶 比增至 时
,

靶细胞 已基

本完全破裂
,

荧光素基本释放至上清液中
,

但细胞残

骸上仍粘有少量的绿色荧光
。

标记法

检测 效应操作简单
,

检测快速
,

并且可 以通过

荧光显微镜直接观察杀伤效果
。

参考文献

目前国际上最常用的 检测方法为 释

放法
,

该方法将 效应细胞与同位素 , 标记

的靶细胞孵育数小时之后
,

被 杀伤的靶细胞

将 释放 至上清液中
,

通 过
一

计数仪检测上清

中 , 的释放量即可计算杀伤效率
。

该方法检测本

底低
,

灵敏度高
,

但成本较高
,

操作复杂
,

需要专门的

同位素操作室
,

且对操作者的健康和环保不利
。

近几年来
,

人们一直在积极寻找非同位素的检

测方法
,

新 的 检测 系统陆续被报道
。

例如
一 “ 、

抗原肤特异 四聚体染色法 〔 〕
、

流式

细胞仪检测〔川等方法
。

前二者是间接检测法
,

通过

分析 分泌的细胞因子及
一

抗原肤四聚体

与 表面 的结合检测 效应
,

该方法不

如直接检测 对特异性靶细胞的杀伤客观
,

受影

响因素较多
。

流式细胞仪检测法 可 以 同时分析

的细胞表面标志
,

获得信息较多
,

但样品制备

步骤繁琐
,

检测过程耗时
,

且对检测人员的要求高
,

不适宜用作大量样品的检测
。

是绿色荧光素 的乙酞氧甲

基醋
,

经被动转运进入细胞后被酷酶水解成绿色荧

光素
,

被滞留于完整的细胞膜内
,

当

细胞膜损伤时
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