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游离血红蛋白抑制淋巴细胞转化功能的研究
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【摘* 要】目的：研究游离血红蛋白（LH;）对淋巴细胞转化

的抑制作用- 方法：利用双向混合淋巴细胞反应（NET）技

术、细胞培养技术、及)H#胸腺嘧啶（ )H#.BT）掺入法，将 LH;
按不同浓度比例加入 NET 体系，及增加抗原提呈细胞（FDS）

浓度，以正常 FDS 外周血单个核细胞（DANS）的 NET 为阴性

对照，以环胞菌素 F 为阳性对照，计算上述因素对 NET 的抑

制率- 结果：随着 LH; 浓度的增加，其抑制 NET 的作用增强

（3 U "- "!）- 两倍 FDS 情况下可以明显减弱 LH; 对 NET 的

抑制作用（3 U "- "’）- 结论：LH; 可通过干扰 FDS 的提呈功

能而抑制 NET，可以应用此方法来解释及证实大剂量输血致

受者外周血的 LH; 增加从而对机体产生的免疫调节作用-
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EF 引言

输血可延长患者移植肾的存活期［!］，也可增加

肿瘤患者术后肿瘤复发及外科手术患者的术后感染

率［$，)］- 输注红细胞制品尤其是库存时间较长者在受

血后游离血红细胞蛋白含量增高［(］，游离血红蛋白

是否会对机体的免疫状态产生影响尚无报道- 我们

利用在混合淋巴细胞反应体系中加入游离血红蛋白，

并改变 FDS 细胞的数量 ，研究其对淋巴细胞的转化

增殖的影响-

GF 材料和方法

G- G F 材料 F 人淋巴细胞分离液，密度为 !- "%% V
"- ""$（ F2/?CM32 A46C<4/8</C 公 司 ）；&, 孔 培 养 板

（S/00C=3? 公司）；TDNW !,(" 培养基（G4;<6 公司）；健

康献血者外周血 !$ 人份（, 对），每份 $" 2E；!" J X E
游离血红蛋白，利用低渗或加热煮沸方法获得；人 FA
血清，选择多人份 FA 血型全血，经按正常血清制备

方法获得；)H#.BT（北京原子能研究院）；环孢菌素 F
（SCF，瑞士 Y6Q3?=4C 医药公司）；’(!%T 型高速台式

冷冻离心机，德国 1::/8B6?@ 公司生产 ；)!!! 型 SZ$
培养箱，L6?23 公司生产；!(’" 型液闪仪，美国 NW#
STZA1.F 公司生产-
G- HF 方法F 按文献［’］方法进行，取 , 对 Z 型经枸

椽酸钠#枸椽酸#葡萄糖（FS>）抗凝外周血 $" 2E，分

别用无菌生理盐水等体积稀释- 先向试管中加入人

淋巴细胞分离液，再沿试管壁轻轻滴加稀释后的人外

周血，二者比例约为 ! [$（4 5 4），以 $""" ? X 248 离心

$" 248，吸取中间的白膜层，即外周血单个核细胞

（DANS）层，放于无菌生理盐水中洗涤，以 $""" ? X 248
离心 !" 248，弃上清，将沉淀打匀，用无菌生理盐水洗

涤- 再次以 !’"" ? X 248 离心 !" 248，弃上清，将沉淀

重悬于含 !"" 2E X E 人 FA 型血清的 TDNW !,(" 培养

基中，留取部分密度为 ! \ !"& X E 的 DANS 样本，而大

部分制成浓度为 $ \ !"& X E 的 DANS 细胞加入 TD#
NW!,(" 培养基中，置 ’" 2E X E SZ$，)%]细胞培养箱

培养 ! M- 取上层细胞制成去 FDS 的浓度为 ! \ !"& X
E 的 DANS，加入含 !"" 2E X E FA 血清的 TDNW!,("
培养基中，用培养基将下层贴壁细胞轻轻吹打下来，
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制成含 ! 倍 "#$ 的密度为 % & %’( ) * 的 #+,$，置于

%’’ -* ) * "+ 型血清的 .#,/%01’ 培养基中2 将两人

份 #+,$ 混合后接种于 (0 孔 3 型培养板，每孔加入

%’’ !*，456 组分别使每孔浓度达到 !，1，7 8 ) *2 阳

性对照孔加入 $9"，终浓度为 %’’ :-;< ) *2 置 =’ -* )
* $>!，?@A细胞培养箱培养 0 B2 培养结束后，掺入
?5CDB.，?@ E+F ) 孔，继续培养 %! G %0 H，将细胞收集

到纤维素膜上，晾干后加闪烁液，测定 " 射线强度

（IJ-）2 加样孔的排列如下（每组 ? 个复孔）K以正常

"#$ 的一对 #+,$ 的 ,*. 为阴性对照组，$9" 组为

阳性对照（正常 "#$），实验组为血红蛋白组，浓度分

别为 %，!，1，7 8 ) *，同样分组方法将 "#$ 增加到 !
倍，另将去除 "#$ 的两人份 #+,$ 加入同一孔反应，

同时培养并检测2 抑制率：（% L IJ- 实验 ) IJ- 未抑

制）& %’’M 2
统计学处理：采用 N#NN72 ’ 软件分析，组内采用

方差分析，各 456 组组间进行成对 ! 检验2

!" 结果

!# $" %&’ 对双向混合淋巴细胞反应的影响 " "#$
组和 ! 倍 "#$ 组 $9" 阳性对照抑制率（M）分别为

(72 0 O (2 1 和 (72 ! O %’2 !，对照组正常 "#$ 组 IJ-
值 为 %’1?’，! 倍 "#$ 组 IJ- 值为 %00’(，反应良好，

增加 "#$ 数量，双向淋巴细胞反应性增强；未加 "#$
组 IJ- 值为 %’’(，说明在无 "#$ 存在的情况下，双

方淋巴细胞彼此无反应性2
!# !" ()* 对双向混合淋巴细胞反应的影响 " 正常

"#$ 与 ! 倍 "#$ 两大组中，组内差异有显著性意

义，456 浓度为 1 8 ) * 组与 % 8 ) * 组的抑制率相比有

显著性差异（" P ’2 ’=），7 8 ) * 组与 % 8 ) * 组的抑制

率相比有十分显著的差异（" P ’2 ’%）2 组间 456 浓

度为 7 8 ) * 时 ! 倍 "#$ 组当与正常 "#$ 组比较有显

著差异（" P ’2 ’=）2 说明随 456 浓度的增加，其对混

合淋巴细胞反应的抑制作用增强（DQ6 %）2

表 %R 游离血红蛋白对双向混合淋巴细胞反应的抑制率

DQ6 %R STTUIV ;T 456 ;: 9WJJXU99Y;: XQVU ;T VZ;CZQ[ ,*.
（# \ 0，M ，$ % &）

456（8 ) *） ];X-Q< "#$ DZYIU "#$

% @2 7 O =2 ? =2 ? O 12 @

! !%2 % O 02 = %02 1 O 02 %

1 1!2 ? O 72 (Q ?02 % O %%2 %Q

7 =02 7 O %!2 ?6 1=2 % O %?2 06I

Q" P ’2 ’=，6" P ’2 ’% ’& % 8 ) *；I" P ’2 ’= ’& :;X-Q< "#$2

+" 讨论

在双向混合淋巴细胞反应体系中，从外周血分离

的单个核细胞中含有 ?M G =M 的单核细胞，具有抗

原提呈功能，称为 "#$，递呈与自身 ,5$// 类分子结

合的异体抗原完成双识别，刺激 $^1 _ 细胞，诱导其

增殖并分泌 /*C! 等细胞因子，通过自身反馈作用不

断增殖，诱导 $^7 _ 细胞活化并发生增殖，由于 D 细

胞的增殖时可以利用?5 标记的胸腺嘧啶，从而可以

了解 D 细胞转化功能及免疫状态2 无 "#$ 的混合淋

巴细胞反应很弱，说明在没有 "#$ 的提呈抗原时，D
淋巴细胞无增殖；而两倍 "#$ 的淋巴细胞增殖反应

的 IJ- 值是正常 "#$ 的 %2 0 倍2 加入 456 后，由于

其可被 "#$ 吞噬清除，消弱提呈对方淋巴细胞不同

于己方某种抗原的能力，因此此体系中加入 456 势

必减弱 "#$ 的正常提呈功能，随着 456 浓度的加大，

"#$ 提呈功能被抑制，淋巴细胞转化率下降达 =’M 2
此时如将 "#$ 细胞数加到两倍，456 对混合淋巴细

胞反应的抑制率下降，说明两倍 "#$ 可以明显减弱

456 对混合淋巴细胞反应的抑制作用，456 确实干扰

了 "#$ 的提呈功能而影响淋巴细胞的反应性2 从临

床输血的实践看，库存血上清液的 456 质控标准为

不超过血液总血红蛋白的 %M，约 P ! 8 ) *2 无论自体

或异体血液，由于外周血红细胞含有各胞龄的红细

胞，随着保存期的延长其中衰老红细胞会破裂溶血，

从而超过机体利用结合珠蛋白清除 456 的能力［1］，

血浆中势必存在过剩的 4562 我们的实验研究表明，

456 会明显影响 "#$ 的提呈功能，抑制淋巴细胞的

转化功能，从而导致 $^7 _ 细胞的杀伤功能受到明显

的抑制，机体特异性的抗肿瘤能力及抗感染能力下

降2 而新鲜血由于保存期短对受者的免疫抑制作用

较小2
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