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鳗鲡淋巴细胞表面存在不同表型的免疫球蛋 白
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脊椎动物的免疫系统主要由淋巴细胞和特异性抗休构成
,

然而如此复杂的网络系统的进化引起了许多

学者的兴趣
。

至今
,

高等脊椎动物的免疫系统已经研究得相当清楚 ; 而低等脊椎动物免疫系统的研究较少
,

但

构成这一系统的部分因子却与高等脊椎动物相同
,

另一部分则按 自身的进化形成了现有的构造
。

鱼类经数亿年的进化演变
,

现存约 2 万多种
,

占脊椎动物总数的一半以上
,

是具备细胞性和体液性免疫

系统的最低等脊椎动物
。

其抗体仅有 l乡讨 类
,

补体存在 l 一 9 成分
,

存在 M” C l
,

州旧C ll 基因和 Dc S 受体 [山

村雄一
,

1卯 2 1
,

从半抗原 一载体效应
、

抗体产生细胞研究的结果分析
,

鱼类存在 T
,

B 样淋巴细胞〔R” 比 n ,

197 7 ;

及正由
,

1肠7〕
。

但是
,

是否还存在 T
、

B 细胞表而的和应标志仍在研究之中【L绝 It犯 a
.

1侧艾{ ; 女。田 r 忱 s ,

1吸始1
。

鳗

鲡 (九明困如角脚` 阅 )为徊游性鱼类并有很高的食用价值
。

为了阐明其免疫系统
,

我们曾对鳗鲡淋巴细胞表

面的羊红细胞受体 ( s RI 犯 )
,

抗体 I则Fc 受体
,

补体 ( )c 受体
,

淋 巴细胞增殖因子进行过研究〔刀 a 等
,

1妞
a ;

为 a 等
,

19 9奚b ;
、

Ku US ds 等
,

1奥挖〕
。

本研究进一步制作了鼠抗级鲡 l乡随 单克隆抗体和兔抗级鲡 l乡协多克隆抗

休
,

并通过间接荧光抗体法对级鲡淋巴细胞进行染色
,

再使用细胞荧光仪对其淋巴细胞表面 l目功 的存在表型

进行了测定
。

结果报道如下
。
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1材料和方法

实验动物

鳗鲡
,

购于 日本高知县养鳗场
,

体重 1幻
一 1印 克

。
B A工B / C 鼠

、

兔均购于 日本 日进公司
。

1
.

2 鼠抗鳗 IgM 单克隆抗体的制作

按 K劝hi er 和 入五ls et in 〔197 5丁的方法以鳗鲡 1卿 为抗原免疫 B月』 / c 鼠后
,

取其脾细胞与玲x63
一

螂
.

心
瘤细胞融合

。

然后
,

以 E 日 sA 法检测各孔培养上 gI 的阳性率
。 `

即以 o
,

5 M HP 9
.

0 的碳酸缓冲液调至鳗 1则
使其最终浓度为 20 呵mL

,

再以每孔 100 凡的量加于 % 孔

~
板

,

室温孵育 2 小时
,

PB s 洗板 3 次
,

用 5%

FC S 一 P B S 封闭
,

PB s 再洗板 3 次后
,

加 2 X() 风 融合细胞的培养上清
,

室温孵育 2 小时
,

洗板 3 次
。

然后
,

每孔

加 100 风 适当浓度的兔抗鳗鲡 l乡讨的 I泌仁Xi
a ,

19 9 4 a 」
,

室温孵育 2 小时
,

再 PB s 洗板 3 次
,

然后每孔加 1 00

风 碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 gl ( G + M 十 A ) (美国 T A G o 公司 )
,

按常法显色
,

测 Do 值
。

再采用有限稀释法克

隆和亚克隆阳性孔细胞
。

最后
,

将杂交瘤细胞扩大培养
,

取其培养上清 10 倍浓缩后
,

采用 鼠单抗分类试剂盒

(英国 B irll 面 gh nal Re
~

h p田 t
,

otl l飞B 59 )检测其重链类型
。

3 兔抗鳗 IgM 多克隆抗体的制作

按 兀a 等的方法 [1卯 3」制作
。

即以 2 X( )m岁0
.

s mL 鳗 I
Mg 和 0

.

s mL 佛氏完全佐剂 ( D 任C O 公司 )混合后注

射入兔背部皮下
,

每间隔 15 天
,

以同样剂量 IMg 加 0
.

smL 佛氏不完全佐剂 ( D任℃0 公司 )进行注射 ; 连续 2 次

注射后
,

按常法收集兔血清
。

采用 R以 e in A affi gel (B ol 一 R A D 公司 )亲活层析提纯兔 I泌
。

4 淋巴细胞表面 191边 阳性率的测定

鳗淋巴细胞采用 监阴由等的方法 [ l卯 2」分离
。

将淋巴细胞调至 21 护细胞 / 1 l l L 后
,

取 0
.

5 1l l L 分别分装

于指管
,

加等量鼠抗鳗 I则单抗或兔抗鳗 l
Mg 多抗

,

室温孵育 1 小时
,

PB s 洗 3 次后
,

再加人 0
.

smL I姗 倍稀

释的荧光色素标记羊抗鼠 gl 或荧光色素标记羊抗兔 gl (日本和光纯药公司 )
,

4 ℃孵育 30 分
,

2
009 离心 10 分

钟收集细胞
,

悬浮于 PB S 中
。

然后使用细胞荧光仪 ( C。叮t巴 R E团CS 一 752 型 )测定 10 仪。 个细胞的荧光强度
,

同时
,

以荧光显微镜观察淋巴细胞的染色相
。

表 1 抗鳗 I沙 I单克隆抗体类型

T a b】e 1 A n .ti ee l如加川心OI 究Iil n h尹耐d . 1班 d o n es

单抗号
抗鼠 gI 重链琼扩结果

抗 I那 l 抗 I梦支 a
抗 I梦刃 b 抗 】攀劫 抗 lAg 抗 191叭

+十+n D I

犯 1飞j

ZI C I

B E 3

2 结果

经 E L I SA 检测三次细胞融合的结果
,

获 n D4
、

E环
、

E C I 和 3I E3 四株分泌特异抗体的杂交瘤细胞
。

这四

株单抗类型如表 1 所示
,

n以
、

犯环和 犯 C l 为 l乡讨
,

13 曰 为 lGg
。

用 n以
、
理环

、

犯C l 和 B曰 四株单抗与鳗淋巴细胞反应的结果如表 2 所示
。

即 n以 阳性率在 n
.

7I % -
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面都存在不同表型的 sg I还有待全面证明
。

本研究承蒙国家教委留学回国人员起动金部分资助
。
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