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摘　要　将人外周血淋巴细胞 ( PBL)和腹腔淋巴结淋巴细胞 ( PLN L)移植入严重联合免疫缺陷疾病

( SC ID)小鼠腹腔 , 2个月后 ,小鼠血清内产生人源性 Ig G和抗 EB病毒壳抗原 Ig G抗体 ( IgG /V CA)。 比较结果

显示 ,用 B95-8细胞作为 V CA来源所诱导的实验组 10只小鼠 , IgG /V CA阳性率为 70% ( 7 /10) ,对照组为

17% ( 2 /12)。 Ig G /VC A的几何平均滴度 ( GM T )和血清 Ig G浓度 ,在 14只 SCID-PLN L小鼠中为 1∶ 108和

( 96. 2± 56. 4)μg /L;在 8只 SC ID-PBL小鼠为 1∶ 7. 8和 ( 13. 84± 6. 0)μg /L。 该结果提示 , S CID-PLNL小鼠较

SC ID-PBL小鼠更适合用于人源性特异 Ig G的诱导。
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　　建立人 B淋巴细胞体外免疫系统 ,克服特异性

人 B淋巴细胞来源的不足是制备人源性单克隆抗体

的关键 ,但迄今尚未有较完善的技术路线。本文就利

用免疫重建方法在严重联合免疫缺陷小鼠 [1 ] ( sev ere

combined immuo -deficient disease mice, SCID小

鼠 )体内诱导人源性抗 EB病毒壳抗原 ( V C A) Ig G

抗体 ( Ig G /V C A) ,初步结果报告如下。

1　材料和方法

1. 1　 SCID-PLN L, SCID-PBL小鼠的建立

将外科手术切除的正常人腹腔淋巴结在无菌条

件下洗涤、剪碎 ,过 200目滤网后取悬液 ,用淋巴细

胞分离液 (上海试剂二厂 )分离获得腹腔淋巴结淋巴

细胞 ( PL N L)。 同样方法分离经肝素抗凝的新鲜健

康人静脉血 ,获得外周血淋巴细胞 ( PBL )。 用

0. 1 mo l /L pH 7. 0 PBS缓冲液洗涤淋巴细胞 ,调节

细胞浓度为 5× 107 /m L,取 22 只 SCID小鼠 (中山

医科大学实验动物中心提供 )行尾静脉采血取样后 ,

每只小鼠经腹腔注入 1 mL淋巴细胞悬液。 其中 14

只注入 PLN L( SCID-PL N L ) , 8只注入 PBL ( SCID-

PBL)。 2个月后再取血清样本 ,处死小鼠。检测前后

2次血清样品中鼠 /人 Ig G含量和 Ig G /V CA滴度 ,

将小鼠各脏器组织固定切片 ;用免疫组化染色检测

人 T、 B淋巴细胞的分布 (另文报道 )。

1. 2　人源性 Ig G /V CA的诱导

10 只已移植人淋巴细胞的 SCID小鼠 (其中

SCID-PLN L 7 只 , SCID-PBL3 只 )每隔 15 d从腹

腔注入 EB-V C A抗原阳性 ,冻融的 B95-8细胞 1×

107 个 ,共 2次。 另 12 只小鼠 ( SCID-PL N L 7 只 ,

SCID-PBL 5只 )注入不产生 EB-V CA抗原的低分

化鼻咽癌 CN E2细胞作为对照。

1. 3　鼠 /人 Ig G、 Ig G /V CA抗体的测定

用双抗体夹心 Elisa方法测定小鼠血清中人

Ig G抗体 ,用直接 Elisa方法测定血清样品中鼠 Ig G

抗体 [2]。根据同步建立的鼠 /人 Ig G标准曲线算出实

验小鼠血清中鼠 /人 Ig G含量。 Ig G /V C A抗体的测

定采用广东中山生物工程公司生产的 V CA /Ig A检

测试剂盒 ,取辣根过氧化物酶标记的羊抗人 /鼠 Ig G

作为二抗。

2　结　果

2. 1　鼠 /人 Ig G抗体的测定

移植人淋巴细胞前 ,所有 SCID小鼠血清均未

检测到鼠 /人 Ig G抗体 ;移植人淋巴细胞两个月后 ,
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鼠 Ig G仍为阴性 , 22个血清样品均可测出人 Ig G抗

体。

2. 2　人源性 Ig G /V CA抗体水平测定

用 B95-8细胞诱导的 SCID小鼠血清 Ig G /V CA

阳性率为 70% ( 7 /10) ,最高稀释度为 1∶ 1024;对照

组血清 Ig G /V CA阳性率为 17% ( 2 /12) ,最高稀释

度为 1∶ 80。

2. 3　 SCID-P LN L与 SCID-PBL小鼠血清内人 Ig G

含量及 Ig G /V CA几何平均滴度 ( GM T )

14 只 SCID-PLN L和 8 只 SCID-PBL小鼠血

清人 Ig G含量前者为 ( 96. 2± 56. 4)μg /L ,后者为

( 13. 84± 6. 0)μg / L。二者间有显著差异 ( P < 0. 05)。

它们的 Ig G /V CA几何平均滴度分别为 1∶ 108和 1

∶ 7. 8,前者明显高于后者。

3　讨　论

Lieber等人 [3]认为 SCID小鼠是 CB-17纯系小

鼠因体细胞 16号染色体基因突变后 ,免疫球蛋白基

因和 T细胞受体基因的重组受到破坏 ,从而导致体

内缺乏成熟的功能性 T、 B淋巴细胞 ,成为联合免疫

功能缺陷的小鼠。 该小鼠能够接受人类淋巴细胞的

移植。 是目前研究人免疫机制较好的动物模型。

据报道 [4]国内正常人外周血抗 EB病毒 Ig G /

V CA抗体在 3～ 5岁时已达 100%阳性。 所以无论

是在人的淋巴结淋巴细胞 ,还是在外周血淋巴细胞

内均含有与产生该抗体有关的记忆性淋巴细胞。 本

实验所见 ,未用 B95-8细胞免疫的 SCID小鼠 (对照

鼠 )有 17% ( 2 /12)能产生人 Ig G /V CA,可能是这些

记忆性细胞自发增殖分化所致。 经 B95-8诱导的

SCID小鼠不仅 Ig G /V CA阳性率高于对照鼠 ;其最

高滴度 1∶ 1024,也高于对照组的 1∶ 80。 提示在诱

导组小鼠内 ,与 Ig G /V CA抗体生成有关的“记忆”

性淋巴细胞 ,在 EB病毒壳抗原的刺激下有更显著

的增殖和分化能力。特异抗体分泌更多。比较 SCID-

PLN L与 SCID-PBL小鼠之间的差异还发现前者在

血清 Ig G含量、 Ig G /V C A抗体的几何平均滴度方面

都高于后者。 从诱导特异性 B淋巴细胞分泌抗体的

效果考虑 ,应用腹腔淋巴结来源的淋巴细胞作为

SCID小鼠的免疫重建细胞 ,显著优于外周血来源的

的淋巴细胞。上述结果表明 ,在 SCID小鼠内移植人

免疫细胞的方法 ,不仅为人 B淋巴细胞的长期培养

和诱导分化提供了有效的环境。 如果将肿瘤分布区

淋巴结的淋巴细胞移植到 SCID小鼠内 ,再利用相

应的肿瘤细胞作为抗原对免疫重建后的 SCID小鼠

进行加强免疫 ,将有可能为制备抗肿瘤的人源性单

抗提供足够的特异性人 B淋巴细胞。
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THE INDUCTION OF HUMAN IgG TO EPSTEIN-BARR

VIRUS CAPSID ANTIGEN ( EB-VCA) IN SCID MICE

Xiao Xibing1　 Chen Xig u2　 Zhang Changqing1　 Huang Bing2

Li Jing lue1　 Fo ng Kaita o1　 Ye Yo ng zhao1　 Sun Y un1

( 1　 Cent ral Laborato ry of Tumor Hospital, Sun Yat-s en University of M edical Sciences, Guangzhou, 510060

2　 Laboratory of Animal Center, Sun Yat-s en Univ ersi ty of M edical Sciences )

Seve re combined immunodeficient disease-human periph eral blo od ly mpho cyte ( SCID-h PBL) a nd huma n

peritoneal lymph node lymph ocy te ( SCID-hP LN L ) mice models hav e been establish ed by intr aperitoneal in-

jectio n of lymphocy tes iso la ted fr om no rmal huma n periphe ral bloo d o r perito nea l lymph no des into SCID

mice. The mice w ere th en immunized by EB-V CA po sitiv e B95-8 cells. T he sera fro m the SCID mice w ere

then tested fo r their lev el o f human Ig G and inductio n o f huma n Ig G to EB-V CA ( Ig G /V C A) . The results

r ev ealed tha t 70% ( 7 /10) of sera had positiv e human Ig G /V CA in the immunized mice, in comparison to

17% ( 2 /12) in the contr ol g ro up. T he GM T ( geo metric mean titer ) of human Ig G /V C A a nd the lev el o f hu-

man Ig G in the ser a we re 1∶ 108 a nd ( 96. 2± 56. 4) μg / L in 14 SCID-hP LN L mice and 1∶ 7. 8 and ( 13. 84±

6. 0) μg /L in 8 SCID-h PBL mice r espectiv ely. The results sug g ested tha t SCID-hP LN L mice may be mo re ef-

fectiv e for inductio n of human Ig G to so me specific immuno g en tha n the SCID-hPBL mice.

Subject headings　 herpesv irus 4, h uma n /immunolog y; antibodies, vir al; mice, SCID
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IN VITRO PURGING OF LEUKEMIC CELLS BY

VERAPAMIL COMBINED WITH ADRIAMYCIN,

VINCRISTINE AND ETOPOSIDE

Dai M ush ui　 Ho ng W ende　 Pang Guoy ua n　 Peng Aihua　 Luo Shao kai

( Labo ratory of Hematology, Fi rs t Af fi liated Hospital, Su n Yat-s en Univ ersi ty of M edical Sciences , Guangzh ou, 510080)

Using semi-so lid culture tech nique of clo nal fo rma tio n in vitr o, w e observ ed the influence o f v erapamil

( V PL ) upo n ex vivo pur ging activity o f adriam ycin( ADM ) , vincristine( V CR) o r eto po side( V P-16) . Th e re-

sults show ed that V PL sig nifica ntly enhanced the killing activ ity o f ADM , V CR o r V P-16 on leukemia pro -

genitor ( L-CFU ) cells, but did no t add their to xicity to GM -CF U. W hen purg ed by co mbinatio n o f 0. 92

μmo l /L ADM , 0. 0250μmo l / L V CR and 1. 70μmo l /L V P-16 o r V PL co mbined with them, the surv iv al rate

o f L -CFU w as 11. 61% , 3. 52% , respectively , w ith the surviv al ra te o f G M -C FU w as 35. 81% , 26. 05% ,

r espectiv ely , sugg esting that V P L selectiv ely enhanced ex v iv o purg ing activ ity o f combina tion o f the a bov e

chemother apeutic ag ents o n leukemic cells, but did not add their tox icity to GM -CF U.

Subject headings　 v era pamil /thera peutic use; leukemia, myeloid, acute /drug thera py; bo ne mar ro w

purging ; antineopla stic agents, co mbined
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