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摘　要：从异育银鲫外周血中分离淋巴细胞�利用 ＲＰＭＩ-1640培养基培养48ｈ后�采用流式细胞仪分析方法
研究不同浓度的植物凝集素 （ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ�ＰＨＡ） （0μｇ／ｍＬ、80μｇ／ｍＬ、200μｇ／ｍＬ、400μｇ／ｍＬ、600μｇ／
ｍＬ、800μｇ／ｍＬ、1000μｇ／ｍＬ、1200μｇ／ｍＬ）对外周血淋巴细胞转化率的影响�旨在探索异育银鲫外周血淋巴
细胞体外转化最适刺激剂量。结果表明：（1）在ＰＨＡ浓度0～400μｇ／ｍＬ的范围内�随着ＰＨＡ浓度的增加�淋
巴细胞转化率也增加�呈浓度依赖的关系�但当ＰＨＡ的浓度增加到1200μｇ／ｍＬ�淋巴细胞转化率明显下降。
其中ＰＨＡ浓度为400μｇ／ｍＬ时�淋巴细胞转化率最高�显著高于低浓度组 （80μｇ／ｍＬ）和高浓度组 （1000μｇ／
ｍＬ、1200μｇ／ｍＬ） （Ｐ＜0．05）�略高于中浓度组 （200μｇ／ｍＬ、600μｇ／ｍＬ、800μｇ／ｍＬ）�差异不显著 （Ｐ＞
0．05）。由此可见�在本试验条件下�ＰＨＡ体外刺激异育银鲫淋巴细胞转化的最适剂量为400μｇ／ｍＬ。 （2）用
流式细胞仪检测细胞内ＤＮＡ合成情况�ＭｕｌｔｉｃｙｃｌｅＡＶ软件进行细胞周期分析�通过 ＤＮＡ增殖指数测定淋巴
细胞转化率是一种简单、可靠的方法。需要注意的是�采用流式细胞仪测定鲫鱼淋巴细胞转化率时�ＦＳ／ＳＳ参
数设置为ＦＳ：Ｖｏｌｔｓ62－ｇａｉｎ100；ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ1000－ｇａｉｎ500能够获得清晰的图像。
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　　鱼类免疫学研究中�检测免疫活性细胞对不
同抗原的反应性激活与增殖是评价细胞免疫功

能的重要指标 ［1］。淋巴细胞转化试验是淋巴细
胞与特异性抗原或非特异性促分裂因子在体外

共同培养时�细胞的代谢和形态发生一系列的变
化�代谢旺盛�蛋白质和核酸的合成增加�细胞体
积变大�进一步转化为能分裂的淋巴母细胞。由
于这种转化与机体的免疫机能有关�因此�淋巴
细胞转化率常被用作体外检测淋巴细胞功能、评
价机体免疫机能的指标 ［2］。国内外关于鱼类淋
巴细胞转化最适刺激剂量的研究较少�结论也不
完全一致 ［3－6］。利用流式细胞仪分选技术研究人
类和小鼠淋巴细胞转化已较为普遍 ［7－10］�而在鱼
类淋巴细胞转化上未见报道。本研究通过比较
异育银鲫外周血淋巴细胞对不同浓度ＰＨＡ刺激

的反应性增殖以确定最适刺激剂量�并探讨用流
式细胞仪检测鲫鱼外周血淋巴细胞体外转化率

的可行性�旨在建立一种可靠的鱼类淋巴细胞转
化率测定方法。
1　材料与方法
1．1　试验鱼与饲养条件

试验用异育银鲫购自江苏常州某良种场�为
当年池塘养殖鱼种。经3％食盐消毒后�选取90
尾大小均匀、体格健壮�约为25ｇ左右的鱼种�随
机分配到6个70ｃｍ×80ｃｍ×100ｃｍ的玻璃钢
水族箱中�每箱放15尾。试验饲料由68％鱼粉、
12％小麦粉、8％谷阮粉、11．5％鱼油和0．5％维
生素矿物质预混料组成�经小型饲料膨化机挤压
制粒而成。

饲养期间�每天投喂量为鱼体重的2．0％ ～
3．0％�分 3次投喂�时间分别为 8：00、12：30、
17：00。所有水族箱在同一半开放式循环养殖系

统中�自然光周期�以充分曝气的自来水为水源�
每天换水量为总水量的1／3。养殖水经过滤、沉
淀后流回蓄水池�经过增氧、控温后由水泵抽回
各水族箱。饲养期间水质条件为：水温 （25±2）
℃�ＤＯ＞6．0ｍｇ／Ｌ�ｐＨ7．5±0．2�ＮＨ4＋-Ｎ（0．25
±0．05）ｍｇ／Ｌ�ＮＯ2－-Ｎ（0．04±0．01）ｍｇ／Ｌ�硫化
物＜0．05ｍｇ／Ｌ�各项指标均符合养殖水体要求。
共饲养8周�试验时鱼体重为70～80ｇ。
1．2　试剂与仪器

淋巴细胞分离液购自国药集团化学试剂有

限公司；ＰＨＡ购自上海伊华医学科技有限公司；
ＲＰＭＩ-1640培养基为美国ＧＩＢＣＯ公司产品�内含
有小牛血清15％�ＨＥＰＥＳ10ｍｍｏｌ／Ｌ�青霉素100
Ｕ／ｍＬ�链霉素100Ｕ／ｍＬ�过滤除菌；小牛血清和
ＲＮＡ酶购自上海蓝季科技发展有限公司；碘化丙
啶购 自 ｓｉｇｍａ公 司；流 式 细 胞 仪 由 美 国
ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司制造。
1．3　外周血中淋巴细胞的分离

外周血中淋巴细胞的分离步骤 ［11］如下。
（1）准备有抗凝剂的试管�从鲫鱼尾动脉取血�用
ｐＨ7．2的Ｈａｎｋ氏液将抗凝血稀释1倍。 （2）将2
ｍＬ淋巴细胞分离液置于10ｍＬ离心管中�在液
面上约1ｃｍ处沿离心管壁缓缓加入上述稀释血
液�使其重叠于分层液面。稀释血液与分层液的
体积比例为 2∶1。 （3）用水平离心机以 2000
ｒ／ｍｉｎ离心30ｍｉｎ。 （4）小心吸取淋巴细胞层移
入另一试管中。 （5）加足量5倍以上体积 Ｈａｎｋ
氏液小心混匀�1500ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�弃上清�
如此重复洗涤两次。 （6）向沉淀中加入1ｍＬ含
15％小牛血清的 ＲＰＭＩ-1640培养基重新混悬细
胞。取一滴细胞悬液置血球计数板内计数�然后
将细胞浓度调节至2×106／ｍＬ。
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1．4　ＰＨＡ刺激剂量设置
吸取上述细胞悬液接种于 24孔细胞培养

板�每孔0．5ｍＬ�加0．1ｍＬ不同浓度的 ＰＨＡ致
终浓度分别为0μｇ／ｍＬ、80μｇ／ｍＬ、200μｇ／ｍＬ、
400μｇ／ｍＬ、600μｇ／ｍＬ、800μｇ／ｍＬ、1000μｇ／
ｍＬ、1200μｇ／ｍＬ�于28℃在5％ＣＯ2中培养48ｈ。
1．5　流式细胞仪分析
1．5．1　流式细胞仪参数调整

由于鱼类的淋巴细胞体积较小�样品通过激
光器时产生的荧光信号较弱�因此必须通过调整
流式细胞仪的ＦＳ和ＳＳ的Ｖｏｌｔｓ、ｇａｉｎ参数改变脉
冲的特征�以获得清晰的图像。
1．5．2　流式细胞仪检测淋巴细胞增殖功能的应
用

在调整好的试验参数条件下�用流式细胞仪
检测不同浓度的ＰＨＡ对异育银鲫外周血淋巴细

胞转化的影响�评价ＰＨＡ浓度和淋巴细胞转化率
的剂量－效应关系�从而建立可靠的异育银鲫外
周血淋巴细胞转化率测定方法。具体操作方法
如下。

培养48ｈ后收集细胞�离心 （1500ｒ／ｍｉｎ�10
ｍｉｎ）�用磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）洗涤2次�离心�弃
上清�70％冷乙醇 （4℃ ）固定 ［8］�隔夜。离心除
去乙醇�ＰＢＳ洗涤2次�加10ｇ／ＬＲＮＡ酶0．05
ｍＬ�0．1ｇ／Ｌ碘化丙啶0．1ｍＬ�冷暗处 （4℃ ）染
色30ｍｉｎ［12］。上机检测�ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ收集细胞
10000个�ＭｕｌｔｉｃｙｃｌｅＡＶ软件分析细胞周期。
2　结果
2．1　流式细胞仪参数设置对试验结果的
影响
　　合理设置流式细胞仪参数对试验结果的准

确可靠性相当重要。如图 1和 2所示�当 ＦＳ：
Ｖｏｌｔｓ118－ｇａｉｎ2；ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ80－ｇａｉｎ10时�细胞
不能够清晰地分布在散点图中�而是集中在原点
附近碎片区域�无法准确分析数据。而将参数调
至ＦＳ：Ｖｏｌｔｓ62－ｇａｉｎ100；ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ1000－ｇａｉｎ
500时�细胞能够清晰地分布在散点图中�可以进
行准确的细胞周期分析。

图1　ＰＨＡ刺激淋巴细胞转化的ＦＳ／ＳＳ散点图
Ｆｉｇ．1　ＦＳ／ＳＳｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＰＨＡ

ＦＳ：Ｖｏｌｔｓ118－ｇａｉｎ2；ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ80－ｇａｉｎ10

图2　ＰＨＡ刺激淋巴细胞转化的ＦＳ／ＳＳ散点图
Ｆｉｇ．2　ＦＳ／ＳＳｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＰＨＡ

ＦＳ：Ｖｏｌｔｓ62－ｇａｉｎ100；ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ1000－ｇａｉｎ500

2．2　不同浓度的ＰＨＡ对异育银鲫外周血
淋巴细胞体外转化的影响
　　 流式细胞仪的观察指标为增殖指数

（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ�ＰＩ）�增殖指数反映处于增殖
期的细胞占全部细胞的百分数。实验结果如表1
所示�不同的ＰＨＡ浓度对异育银鲫外周血淋巴细
胞的体外转化有不同的效应。在 ＰＨＡ浓度为
0～400μｇ／ｍＬ的范围内�随着ＰＨＡ浓度的增加�
淋巴细胞转化率也增加�呈浓度依赖的关系�但
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当ＰＨＡ的浓度继续增加一直达到1200μｇ／ｍＬ�
淋巴细胞转化率明显下降。其中 ＰＨＡ浓度为
400μｇ／ｍＬ时�淋巴细胞转化率最高�显著高于低
浓度组 （80μｇ／ｍＬ）和高浓度组 （1000μｇ／ｍＬ、
1200μｇ／ｍＬ） （Ｐ＜0．05）�但与中浓度组 （200

μｇ／ｍＬ、600μｇ／ｍＬ、800μｇ／ｍＬ）差异并不显著
（Ｐ＞0．05）。上述结果表明�在本试验条件下�
ＰＨＡ体外刺激异育银鲫淋巴细胞转化的最适剂

量为400μｇ／ｍＬ。

表1　不同浓度的ＰＨＡ对异育银鲫外周血淋巴细胞体外转化的影响
Ｔａｂ．1　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＨＡｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｆｒｏｍ

ａｌｌｏｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｃｒｕｃｉａｎｃａｒｐ

ＰＨＡ浓度 （μｇ／ｍＬ） Ｇ0Ｇ1（％ ） Ｓ（％ ） Ｇ2Ｍ （％ ） ＤＮＡ增殖指数ＰＩ（％ ）
0 65．66±3．80ｅ 33．07±3．52ａ 1．27±1．09ａ 34．34±3．80ａ
80 46．08±7．08ｃ 45．60±4．28ｂ 8．33±4．05ｃ 53．93±7．08ｃ
200 36．14±6．25ａｂ 55．33±4．61ｃｄ 8．53±1．99ｃ 63．86±6．25ｄｅ
400 31．90±3．53ａ 59．98±2．32ｄ 8．11±1．58ｂｃ 68．10±3．53ｅ
600 34．63±2．70ａ 56．12±1．71ｃｄ 9．25±2．27ｃ 65．37±2．70ｅ
800 39．66±2．08ａｂｃ 51．92±1．12ｃ 8．42±0．96ｃ 60．34±2．08ｃｄｅ
1000 43．15±3．96ｂｃ 50．86±2．56ｃ 5．99±1．77ｂｃ 56．85±3．96ｃｄ
1200 54．30±1．01ｄ 41．28±0．60ｂ 4．43±1．24ａｂ 45．70±1．01ｂ

注：数值为平均值±标准差 （ｍｅａｎ±Ｓ．Ｄ�ｎ＝3）；同一列中具不同上标字母者表示差异显著 （Ｐ＜0．05）；ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ2Ｍ）／（Ｇ0Ｇ1＋Ｓ＋
Ｇ2Ｍ）。

3　讨论
淋巴细胞体外转化试验是研究鱼体免疫能

力及药物或毒物对鱼免疫力影响的重要手段。
目前�广泛应用ＰＨＡ在体外刺激淋巴细胞进行淋
巴细胞转化试验�因此获得体外转化最佳条件是
非常有意义的。在外周血淋巴细胞体外转化中�
ＰＨＡ质量浓度、培养温度、小牛血清浓度是影响
体外细胞转化的重要因素。除此之外�其它因素
如ｐＨ、培养时间、培养细胞的起始浓度等也都会
影响培养细胞的转化情况�值得进一步深入研
究。国内外学者对鱼类免疫细胞体外培养条件
的研究中�最适温度和小牛血清浓度基本一致�
分别为28～30℃、10％～15％�但对于ＰＨＡ最适
剂量的研究�不同学者的研究差距较大�
Ｙａｍａｍｏｔｏ等 ［3］培养肾脏细胞采用的ＰＨＡ最终质
量浓度为60ｍｇ／Ｌ；唐玫等 ［4］研究草鱼头肾淋巴
细胞体外转化的最适 ＰＨＡ浓度为80μｇ／ｍＬ；李
亚南等 ［5］在研究不同质量浓度ＰＨＡ刺激草鱼外
周血淋巴细胞体外转化时�认为最适剂量为500
ｍｇ／Ｌ�而邵健忠等 ［6］结果显示�质量浓度为100
ｍｇ／Ｌ的ＰＨＡ对草鱼白细胞有较高的毒性�能使
细胞在短时间内死亡。而本试验结果表明�当
ＰＨＡ浓度为400μｇ／ｍＬ时�异育银鲫外周血淋巴
细胞转化率最高。这可能与不同种类、年龄的鱼

以及不同来源的淋巴细胞对ＰＨＡ的敏感性不同

或与不同厂家生产的ＰＨＡ质量、纯度不同有关�
具体原因还有待于进一步研究。

测定淋巴细胞转化的常用方法主要有：形态
学方法、3Ｈ-ＴｄＲ掺入法和 ＭＴＴ比色法等。形态
学方法虽然简单�但细胞涂片和镜检等均可引起
误差�结果受主观差异性影响较大；3Ｈ-ＴｄＲ掺入
法可通过检测激活细胞的ＤＮＡ复制情况反映细

胞增殖指数�但方法复杂、费时费力�且有放射性
污染等缺点 ［13］；ＭＴＴ比色法是一种用颜色反应
来检测增殖后的活细胞数量�间接反映整体细胞
增殖情况�结果受细胞数目影响较大 ［14］。利用流
式细胞仪细胞分选技术可以通过检测细胞内

ＤＮＡ合成情况�分析处于不同周期的细胞比例�
以反映细胞对非特异性刺激物的反应性增殖。
流式细胞术检测细胞周期的经典方法是碘化丙

啶染色法�它是通过检测细胞内 ＤＮＡ含量的不
同来检测细胞周期。ＭｕｌｔｉｃｙｃｌｅＡＶ软件是专门
用于流式细胞术中进行细胞周期分析的软件。
它通过对 ＤＮＡ含量直方图进行曲线拟合�能快
速计算出各种细胞的 ＤＮＡ含量、细胞周期各时
相细胞所占的比例等。用流式细胞仪检测细胞
内ＤＮＡ合成情况并进行细胞周期分析�通过
ＤＮＡ增殖指数即增殖期的细胞占全部细胞的百

分数测定淋巴细胞转化率是近几年才开始使用

的新方法�它通过对一定数量的细胞进行测量分

170



2期 王文娟�等：鲫鱼淋巴细胞转化ＰＨＡ刺激剂量及流式细胞仪检测参数探讨

析�所得到的数据信息量大�偏差小�而且操作简
单。高山红等 ［12］用流式细胞术法与3Ｈ-ＴｄＲ掺入
法研究大鼠主动脉平滑肌细胞增殖�结果表明二
者在观察细胞增殖的作用上有极为显著相关关

系。这两种试验指标在用于研究细胞增殖作用
时可以相互替代。李学义等 ［7］用流式细胞仪测
定人外周血Ｔ淋巴细胞增殖也表明流式细胞术

测定细胞增殖具有快速、简便、客观和定量准确
的优点�所得结果比较可靠、重复性好。它不仅
可替代放射性同位素法用于体内外细胞的标记�
对增殖细胞进行定性、定量检测�而且用免疫荧
光抗体双标记法可分析不同类型细胞的增殖数

量。而应用流式细胞术检测鱼类淋巴细胞转化
率的相关研究未见报道�本研究结果也表明采用
流式细胞仪对异育银鲫外周血淋巴细胞转化率

的测定具有操作简便、客观、结果重复性好的特
点�可在鱼类免疫指标测定以及免疫机制的研究
中推广应用。然而�需要注意的是�由于鱼类的
淋巴细胞体积较小�样品通过激光束时产生的荧
光信号较弱�荧光检测器光电倍增管 （ＰＭＴ）产生
的电压脉冲较小以至于细胞不能清晰地分散在

坐标图中�此时需要反复调节流式细胞仪的参
数�使细胞清晰地分散在坐标图中。本试验结果
表明采用流式细胞仪测定鱼类淋巴细胞转化率

时合适的参数设置为 ＦＳ：Ｖｏｌｔｓ62－ｇａｉｎ100；
ＳＳ：Ｖｏｌｔｓ1000－ｇａｉｎ500。
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