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用脾脏生产人白栩胞干扰素的研究
彭文伟 杨绍基

( 传染病学教研 室 )

19 5 7年里
s a a e s和 L i n d e n m a n n

发现干扰素 ( I F N ) 以来
,

经 2 0年研究证明 zF N 系统在

生物中普遍存在
,

是细胞基 因自我稳定的产物
,

通过复杂的作用使细胞维持正常生理功

能
。

初步临床试验结果说明 I F N 对多种病毒感染性和肿瘤性疾病都有一定防治效果
。

要

进一步弄清 JF N对多种疾病的防治效果就必须有大量 I F N供临床应用
。

国内已有用 脐带

血和扁桃体生产人白细胞干扰素 〔H u
FJ N 一

。
( L e

) 〕
,

但尚未见用脾脏 生 产 的 报

告
。

现将我们用脾脏生产 I { u
FJ N 一

a
( L e

) 的实验研究及与扁桃体
、

脐带血生产能力

进行比较的结果作一报告
。

料 料 和 方 法

分离脾白细胞 将因外伤或功能亢进手术刚切下的脾脏先用大量含庆大 霉 素 40 单

位 /毫升
,

卡那霉素 2 0 0微克 /毫升的生理盐水洗净
,

切成 l厘米左右的厚片
,

浸在含 4 肠

人血清的 1 6 4。培养液 中
,

再用手术刀尖背或钢刷将脾髓部分轻轻刮下
,

使成果酱样
。

加

入上述培养液
,

每克可先制成 10 毫升细胞悬液
,

4 ℃搅拌 30 分钟
,

使 白细胞充分分离
。

用两层无菌纱布过滤
,

除去组织小块
。

作 白细胞计数后稀释至 1 x 10 了

细胞 /毫升
,

加入 3倍

0
.

8 3 % N H
4
C I

,

置 4 ℃ 1 0分钟后离心
,

2
,

0 0 0转 /分 ( 印 m )
,

1 5分钟后弃上清
。

重复一

次后加入等量无酚红 E a r
l

’ s
液 ( p H 7

.

2 )
,

摇匀
,

离心 2
,

0 0。印m
,

15 分钟后弃上清
。

重

复 3 次后加入原体积上述培养液
,

摇匀
,

离心 4 。。 r p m
,

3 分钟后弃沉淀 ( 除去 残 存 的

红细胞 )
,

再稀释至白细胞数为 l x l O 7

细胞 /毫升
。

矫生病毒 用 F 系新城鸡瘟病毒 ( N D V 一 F )
。

由中国医学科学院病毒研究所提供
,

在 9 、
·

1 工日龄鸡胚尿囊腔中传代
,

每只接种 1 血凝单位 ( H A u) 为 l / 64 0
,

经 1 00 倍稀释的

N D V一 F 液 0
.

2毫升
,

3 7 ℃孵育 7 2小时后收集尿囊液
,

作 1 %鸡血球凝集单位测定
,

I H

A u 一般为 1 / 3 2 0 ~ l八
,

2 8 0
。

H uJ F N一
a

( L e
) 的锈生 已制好白细胞数为 1 x 10

7

细胞 /毫升的人脾 白细 胞 悬

液
,

加入粗制 H ul F N 一
a

( L e
) 使 为 150 单位 /毫升

,

摇匀
,

37 ℃水浴 l 小 时
,

到 30 分

钟时摇匀一次
。

再加入 N D V一 F尿囊液
,

使为 80 血凝单位 /毫升
,

摇匀
,

置 3 7 ℃ 水 浴 1

小时
,

再加入 1
.

5、 2 倍于原体积的上述培养液
,

置 37 ℃旋转 ( 每小时 8 、 12 转 ) 孵育20

小时
。

然后离心 3 0 0 0 rP m
,

30 分钟后收集上清液即为粗制 H ul F N一
a

( L e

)
。
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攻击病毒
:

用印弟安纳株疤疹性 口炎病毒 ( V S V一 nI d )
。

由中国医学科学 院病 毒

研究所提供
,

于 9 ~ 11 日胚龄的原代鸡胚肌皮细胞中传代
,

当50 ~ 80 肠细胞发生病变时

收集维持液
,

用传代人胚纤维母细胞测定其 50 肠组织培养感染剂量 ( T CI D
。 。

)
。

lH
:
FJ N 一 a ( L e

) 抗病毒活性效价测定 用 50 肠细胞病变 抑 制 效 应 ( C PI E
。 。

)

法
。

培养 4 天
,

已长成细胞单层的培养管
,

除去培养液
,

加入用维持液 ( 含 5 %小牛血

清
,

其余成分与培养液相同 ) 作连续 2 倍稀释的H u IF E一 a ( L e
)

,

37 ℃ 孵育 24 小 时

后吸去 I F N液
,

加入 z o o T C I D
。 。

V SV 一 I n d液
,

置 3 7℃继续孵育至V SV 一 In d 对 照 管 出

现 80 % 以上细胞病变而细胞及 I F N对照管无发生病变时判断结果
。

以能保护 50 肠细 胞不

发生病变的最高 H uJ F N 一
a

( L e
) 稀释度的倒数作为该份标本的抗病毒活性效价

,

以单

位 /毫升表示
。

用中国医学科学院病毒研究所 的 H uJ F N一
a
( L e

) 作 为 标 准 效价 对

照
。

提纯与浓缩 参照 C an t e n一H i r v o n e n 氏法 (
`
)和中国医学科 学院病毒研究所的方

法 (
2
)略加改进

。

整个过程都在 4 ℃下进行
。

先将解冻的 H ul F N一
a
( L e

) 经 4 层无菌

纱布过滤
,

按 l / g ( V / V ) 加入 S M硫氰酸钾 ( K C N S )
,

使含 o
.

SM K C N S
,

边搅拌边

滴入 3 N H CI
,

降p H 至 3
.

5 ( 用 p H计测定 )
,

分装 2 50 升玻璃瓶
,

静置过夜后离心 3
,

0 00

印 m
,

30 分钟
,

弃上清
。

加入原 1/ 5体积 95 肠乙醇
,

搅拌 3 。分钟
,

用 1 N N a O H 分次调

p H至 4
.

。
,

5
.

0
,

5
.

6
,

均为分别静置 20 分钟后离心 3
,

0 0 0印 m
,

20 分钟后弃沉淀
。

再调 p

H至 8
.

0
,

静置 2 0分钟后离心 3
,

o o o r p m
,

3 0分钟后弃上清
。

加入原 l / 5 0体积含 o
.

SM K C

N S的 O
.

I M磷酸盐缓冲生理盐水 ( P B S )
,

p H S
.

o
,

搅拌 30 分钟使其充分溶解后离心 3
,

o o o r p m
,

2 0分钟后弃沉淀
。

调上清p H 至 3
.

0
,

静置 2 0分钟后离心 3
,

o o o r p m
,

2 0分钟后

弃上清
。

加入原 1 / 5 0 0~ 1 / 1
,

0 0 0体积的 o
.

o l M P B S ( p H s
.

o ) 溶解沉淀
,

调 p H 为 7
.

4
,

流动透析
,

使 C N S一含量低于 l 微克 /毫升
。

超速离心
,

3 0
,

0 0 0 9
,

60 分钟后收集上 清液

即为经部分提纯浓缩的 H uJ F N 一 a ( L e
)

。

测定抗病毒活性效价
,

作质检后分装安瓶
,

凉干
,

封 口
,

标明批号
,

置 4 ℃保存
。

对制品的质量检定内容包括 p H
,

C N S一残留量
,

抗病毒效价
,

蛋 白质浓度
,

比活性
`

N D V一 F 活力残存试 验
,

H B 。 A g
,

细菌培养
,

真菌培养
,

人胚纤维母细胞毒性试验
,

肉

眼检测
,

安全试验
,

致热原试验和人体试验等 14 项
。

桔 果

一
,

外伤脾与病变脾生产 H t , I F N一
a
( L e

) 能力 比较
:

我们用 6 个脾脏进行了试验
,

其中 4 个为病变脾 ( 3 个为晚期血吸虫病脾功能亢进

切除的脾脏
。

一个为地 中海贫血切除的脾脏 )
,

2 个为外伤脾
。

结果如表 l 所示
口

平均

每克外伤脾可分离白细胞 2
.

1 又 1 0
6

个
,

生产 H uJ F N一
a
( L e

) 3
.

6 x 】O ”

单位
。

平均每克

病变脾可分离白细胞 1
.

。 ) ; 1 0 8个
,

生产 H u
1F N一

a
( L e

) 2
.

5 x l 。 “

单 位
,

t二 1
.

8 49
,

P > 0
.

10 和 t “ 0
.

75 。
,

尸》 ()
.

2 0
,

两者均无显著性差异
。

说明两者用于生产 H uI F N一
a
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( L e
)

,

单位产量差异不大
。

表 1 用人脾白细胞生产 H ul F N 一
a
( L e

)

整 实

脾 验

重 脾

重

( 克 ) ( 克 )

切脾原因实验号

八U
O

.-

Oé00Q乙
,.1

外伤

外伤

晚血

晚血

晚血

地贫

10 3
.

0

1 10
.

8

6 2 3
.

5

2 9 0
.

0

3 0 4
.

5

2 3 6
_

0

6
.

5

1 0
.

0

2 0
.

0

4 0 0

产 生产 1 单 每

每克分离 抗病毒 量 位 IF N 需 克

白细胞数 产

白细胞数 效 价 (毫升 ) 量

( x l o
“

) ( 单位 /毫升 ) ( x l o
“

单位 )

2
.

0 4 7 7 1 1
,

2 0 0 7 5 1 2
.

6

2
.

2 7 2 0 6 1
,

1 4 0 4 7 2 4
.

6

1
.

5 4 6 7 7 3 0 0 6 8 4 2
.

2

1
.

4 4 13 0 4 5 0 7 3 4 1
.

9

0
.

9 3 6 0 4 5 4 0 9 0 2 1
.

0

2 4 8 3 4 5 2
.

4 0 0 4 7 5 5
_

0

254631

二
,

脾 与扁 桃体分离白细胞数比较
:

扁桃体均取 自慢性扁桃体炎患者
。

6 粒扁桃体
,

平均每克扁桃体可分离白细 胞 1
.

8

x l 。 吕

个
。

平均每克脾可分离白细胞 1
.

9 x 10 ”

个
,

t = 0
.

14 5
,

P > 0
.

50
,

无显著性差异
。

三
,

脾
、

扁桃体与脐带血生产 H ul F N 一
a
( L e

) 能力 比较
:

作 6 份脐带生产血 H ul F N 一a ( L e
) 试验

。

每生产 1 单位H ul F N一 a( L e
)分别平均

需脾白细胞6 70 个
,

扁桃体白细胞 7 49 个
,

脐带血 白细胞 75 6个
。

方 差 分 析
,

F 二 3
.

28
。

P > 0
.

05
,

说明三者生产 H ul F N 一
a
( L e

) 的能力无显著性差异
。

四
,

用脾和脐带血生产的H ul F N一
a
( L e

) 提纯浓缩结果比较
:

我们对 4 批脐带血 H u1 F N 一a ( L e
) 和 2 批脾 H ul F N 一

a
( L e

) 进行了提纯浓缩试

验
。

结果如表 2 所示
。

分析结果说明用脐带血和脾白细胞制备的 H uI F N一
a
( L e

) 提纯

浓缩后的回收率与比活性都无显著性差异
,

前者 t = 1
.

66 5
,

P > 0
.

10
,

后者 t = 2
,

5 78
,

P> 0
.

05
。

经提纯浓缩的 H o
lF N 一

a
( L e

) 符合质检要求
。
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畜寸 偷

H uI F N一
a
( L e

) 主要由 B淋巴 细胞产生
。

在有一定量 巨噬细胞存在的条件 下
,

B

细胞可产生较大量 H u1 F N一
a
( L e

)
。

在其他条件相同的情况下
,

H u I F N一 a ( L e
) 的

产量与培养物 中的 B 细胞数成正 比
。

脾脏 的白髓常 出现以 B 细胞为主的生发 中心
。

红髓

的脾索以 B 细胞为主
,

并含有大量巨噬细胞和浆细胞
。

在脾脏的淋巴细胞中
,

B 细胞占

50 、 6 5%
。

脾脏富含 B 细胞和巨噬细胞
,

故用 N D V一 F诱生时能产生较大量 H uJ F N一
a

( L
e
)

。

本研究结果说明平均每克外伤脾和病变脾组织分离出来的白细胞生产 H ul F N 一
a

( L e
) 量分别相当于 40 毫升和 30 毫升血液 的白细胞生产的 H ul F N一

a
( L e

) 量
。

若按

整脾计算
,

平均每个外伤脾和病变脾重 1 00 克和 3 00 克
,

生产 H u1 F N 一 a ( L e
) 量分 别

相当于 4
,

00 0毫升和 9
,

0 00 毫升血液生产的 H ul F N一
a
( L e

) 量
。

可见
,

用人脾生产 H u

I F N一
a
( L e

) 有产量大
,

成本低的优点
,

与用扁桃体生产相比还有污染机会较少 的优

点
。

本研究结果说明外伤脾分离白细胞和生产 H uJ F N一
a
( L e

) 量都稍较病变脾 高
,

但经统计学处理无显著性差异 ( P > 0
.

10 和 P > 0
.

20 )

用人脾生产的 H ul F N 一
a
( L e

) 经部分提纯浓缩后按美国
、

芬兰和 中国医学科 学

院病毒研究所制定的临床级 H uI F N一
a
( L e

) 检定标准作质量检定
,

结果符合要 求
。

C a n t e l l一 H i r v o n e n (
`
) 提纯浓缩 H u I F N 一

a
( L e

) 的回收率为 6 2 %
,

吴淑华 等 ( 2 )

的回收率为63 肠
。

本组回收率仅为 38 肠
,

可见有待进一步提高
。
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In v e s t ig a t io n o f P
r o d

u e in g H u

ma
n L e u k o e y t e

In te r f e r o n f r o m 即 le e n

P e n g W
e n w e i Y a n g S h a o i i

( D e p a r tm a n t o f In f e。 t i o u s D i s e a s e s ,

T h i r d A f f i l i a t e d H o s p i t a l

Z h o n g S h a n M e d i c a l C o l l e g e
)

A b s t r a e t

T h e r e s u l t s o f t h i s i n v e s t i g a t i o n i n d i e a t e d t h a t
:

( l ) h u m a n l e u k o e y t e i n t e r f e r o m e o u l d b e p r o d u e e d f r o m h u m a n s p l e e n s

a n d 。 u e h p r e p a r a t i o n m i g h t b e s u i t a b l e f o r 。 l i n i 。 a l u s e ;
( 2 ) t h e d i f f e r e n e e s

b e t w e e n t h e a m o u n t o f l e u k o e y t e s i s o l a t e d f r o m t r a u m a t i z e d o r d i s e a s e d s p -

l e e n s a n d t h e i r p o t e n t i a l o f p r o d u e i n g h u m a n l e u k o e y t e i n t e r f e r o n w e r e n o t

s t a t i s t i e a l l y s i g n i f i e a n t
; a n d ( 3 ) t h e d i f f e r e n e e s b e t w e e n t h e c a p a b i l s t i e 。 o f

l e u k o e y t e s i s o l a t e d f r o m t h e s p l e e n ,

t h e t o n s i l a n d t h e u m b i l i e a l e o r d b l o o d

i n p r o d u e i n g h u m a n l e u k o e y t e i n t e r f e r o n w e r e a l s o n o t s t a t i s t i e a l ly s i g n i f i -

e a n t
.

A l t h o n g h t h e p r o d u e t i o n o f h u m a n l e u k o e y t e i n t e r f e r o n f r o m h u m a n

s p l e e n s 15 b y n o m e a n o s im p l e
,

i t h a s t h e a d v a n t a g e s o f h i g h e r y i e ld
,
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w e r e o s t
, a n d l e s s e r e h a : 一e e s o f e o n t a m i n a t i o n

,

T h e r o f o r e ,

i t m a y b e o
f

s o m e v a l u e i n P r a e t i e a l u s e ,


