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兔抗人外周血单核细胞、兔抗猴脾脏淋巴
细胞免疫血清的制备及其在分离人和

猕猴胚胎内细胞团中的应用
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摘要：采用梯度离心的方法用淋巴细胞分离液从浓缩的人白细胞悬液中分离人外周血单核细胞，从猕猴新
鲜脾脏中研磨分离猕猴脾脏淋巴细胞；分别将人外周血单核细胞和猕猴脾脏淋巴细胞作为免疫原，每次通过耳
缘静脉注射 ( ) !%* 个细胞免疫日本大耳白兔，每周免疫一次，共免疫 & 次，制备兔抗人外周血单核细胞和兔抗
猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清。体外培养人和猕猴胚胎至囊胚，采用制备的免疫血清，分离人和猕猴囊胚内细胞
团，用于建立人和猕猴胚胎干细胞系。结果如下：（!）用半微量细胞毒实验法测得兔抗人外周血单核细胞免疫
血清和兔抗猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清的效价分别为 ! +&"% 和 ! +#(%；（"）两种免疫血清成功地裂解了 !$ 个人
囊胚和 && 个猕猴囊胚的滋养层细胞，分离出了内细胞团，表明免疫血清的制备取得了成功，为建立人和猕猴
胚胎干细胞系奠定了基础。
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胚胎干细胞（&),’-."$/ %#&) /&00%，+8 /&00%）

是从囊胚内细胞团（$""&’ /&00 )3%%，19:）分离出

来的、能在体外无限增殖、高度未分化的全能性细

胞，可用于研究胚胎发育、细胞分化、人类遗传疾

病的调控机理，为器官移植提供原材料，具有广阔

的应用前景，因而成为生物医学研究的热点。分离

培养胚胎干细胞是胚胎干细胞研究和应用的基础和

前提，分离胚胎干细胞的首要步骤是分离内细胞

团，主要有两种方法：机械法和免疫外科手术法。

机械法复杂费时，难以彻底去除滋养层细胞，残留

的滋养层细胞在后续培养中容易导致胚胎干细胞分

化（;$/7&’$"2，<==>），因此越来越多的学者采用

免疫外科手术法。免疫外科手术法是基于哺乳动物

囊胚滋养层细胞间的紧密连接对免疫球蛋白等大分

子物质具有非特异性屏障作用，使抗体只能结合在

滋养层细胞上，不能透过滋养层结合到内细胞团上

（43"?-%$?& @ A3’#."，BCDD）。免疫血清先与囊胚孵

育，洗去多余免疫血清，再与补体孵育，通过补体

介导的细胞毒作用裂解滋养层细胞，有效分离出内

细 胞 团 （ 4.23" @ E$00-， BCDF3， ,； 8.0#&’ @
G".H0&%，BCDI；8J$&0)3"" &# 30，BCF=）。

免疫外科手术法首先在小鼠胚胎上取得成功，

小鼠脾淋巴细胞与小鼠胚胎滋养层细胞有相同的抗

原决定簇，兔抗鼠脾细胞免疫血清可以与滋养层细

胞结 合， 裂 解 滋 养 层 细 胞 （ 8.0#&’ @ G".H0&%，
BCDI）。由于缺少针对灵长类囊胚的免疫血清，各

国学者在分离人胚胎干细胞时分别尝试了多种免疫

血清：如兔抗人滋养层细胞系 A&K. 细胞的免疫血

清（E6.)%." &# 30，BCCF；L3"M&"?.’N &# 30，<==B）；

兔抗人全血免疫血清（4H3"2 &# 30，<==O；;3’7 &#
30，<==>；;$/7&’$"2 &# 30，<==>；5&(,$".NN &# 30，
<===；8#.P7.Q$/ &# 30，<==O）；兔抗人红细胞免疫血

清（9.H3" &# 30，<==O；G0$)3"%73-3 &# 30，<==I）；

兔抗 绒 猴 脾 脏 细 胞 免 疫 血 清 （E6.)%." &# 30，
BCCR）。由于受免疫血清的限制（国外实验室一般

自行制备，无成熟产品），国内还没有建立分离猕

猴内细胞团的免疫外科手术法，采用同种方法分离

人内细胞团的研究也比较少，影响了我国灵长类胚

胎干细胞的研究进展。

为了分离人和猕猴的胚胎干细胞，本实验室采

用猕猴脾淋巴细胞作为免疫原制备兔抗猕猴血清。

人的脾脏难以获取，鉴于脾细胞主要是淋巴细胞，

所以从人外周血中分离单核细胞（其中主要是淋巴

细胞）作为免疫原制备兔抗人外周血单核细胞免疫

血清。并进一步考察了这两种免疫血清是否能够用

于分离人和猕猴囊胚内细胞团。

* 材料与方法

* +* 实验动物

健康日本大耳白兔 R 只，购自中国医科院昆明

医学生物研究所，体重 < SI T > 72，分两组，每组 >
只，分别用其制备兔抗人外周血单核细胞免疫血清

和兔抗猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清。采用细胞毒实

验法检测免疫前兔血清，发现无天然毒性。I 只健

康豚鼠，体重 <== T <I= 2，购自昆明医学院动物

科，用于制备补体。

* +, 试剂

5;:1UBRO=、V:+:、)9W5LUB=RR、X< 培 养

基购自 X$,/. 公司。淋巴细胞分离液购自 EAV 生物

技术发展中心［比重（B S=DD Y = S==B）2 Z L］。

* +- 制备免疫原

B S> S B 分离人外周血单核细胞 浓缩白细胞购自

云南省昆明市中心血站，用 5;:1UBRO= 培养基将细

胞稀释 B 倍，按 < [ B 添加到淋巴细胞分离液之上，

于 BF T <= \，< === ’ Z )$" 离心 <= )$"。离心后，

液体分为 O 层，由上至下依次为血浆、单核细胞、

淋巴细胞分离液、红细胞和粒细胞。单核细胞层较

薄，呈灰白色，用毛细吸管轻轻吸出转移到新的离

心管中，用 I 倍体积的 5;:1UBRO= 依次以 < === 和

B I== ’ Z )$" 离心 B= )$"，洗涤两次，去除混杂的血

小板（]&"2，BCCF）。重悬细胞，浓度为 B ^ B=F 细

胞 Z )L。台盼兰染色检查细胞活性，活细胞比率在

CI_以上用于实验。

B S> S < 分离猕猴脾脏淋巴细胞 新鲜脾脏取自用

于制药工业的健康猕猴，去除结缔组织和脂肪，用

冷的 ;A8 洗去血液和夹杂物，剪碎脾脏，用毛玻片

研磨，经孔径为 F=!) 不锈钢丝网过滤，收集单核

细胞悬液，B <== ’ Z )$" 离心 B= )$"，低渗溶血去除

红细胞，用 5;:1UBRO= 培养基反复离心洗涤，至细

胞团呈乳白色。重悬细胞，调整浓度为 B ^ B=F 细
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胞 ! "#。以上操作细胞均置于 $ % & ’冰浴中。台

盼兰染色，活细胞比率 ()*以上用于实验。

! "# 免疫兔子

第 + 组兔子每只耳缘静脉缓慢注射 & , +$- 个

人外周血单核细胞，第 . 组兔子每只耳缘静脉缓慢

注射 & , +$- 个猕猴脾淋巴细胞。每 / 天免疫 + 次，

连续免疫 0 次（1234 5 67348，+((&；9:834 ;< 3=，
+((&）。

! "$ 制备补体

) 只健康豚鼠，心脏穿刺取血，置 & ’冰箱 +
7，收集析出的血清，混合，每管 )$!# 分装， >
/$ ’保存。

! "% 测定抗体效价

第 0 次免疫后 / ?，取少量兔血，采用半微量

细胞毒试验法（1234 ;< 3=，+((&；@;48，+((-）测

定抗体效价。以兔抗人外周血单核细胞免疫血清为

例，检测步骤如下：在 (A 孔板中，每孔加入 +$!#
二倍系列稀释的兔抗人外周血单核细胞免疫血清，

每个稀释度做 +. 孔重复。每孔加入 +$!# 人外周

血单核细胞（. , +$A 细胞 ! "#），振荡混匀。覆盖

石蜡油，以防挥发，于 0/ ’培养箱（)*6B.，下

同）中 孵 育+$ "24，再 加 入 不 同 稀 释 度 的 补 体 ：

+ C +$，+ C .$、+ C 0$ 和 + C &$，每孔 &$!#，每个稀释

度 0 孔重复。同时设 0 组对照：3 D 只加人外周血

单核细胞，不加抗体和补体；E D 加人外周血单核

细胞，加抗血清，不加补体；F D 加人外周血单核

细胞，不加抗血清，加补体，以检测抗血清和补体

有无非特异性毒作用。在 0/ ’孵育 0$ "24 后，每

孔加入 .$!# )*曙红 G 孵育 +$ "24 染色，区分死

细胞和活细胞。每孔加 0$!# +$*中性福尔马林固

定 & 7 后，H2I:4 倒置显微镜下观察，死细胞呈暗

红色，无折光性，体积变大；活细胞不着色，折光

性强，大小正常。进行细胞计数，每孔死细胞和活

细胞共计数 .$$ 个，重复孔取平均值，计算细胞的

死亡率，减去对照 3 中细胞的自然死亡率，得到相

应抗体 > 补体毒作用的细胞死亡率。以引起 )$*
细胞死亡的最大抗血清稀释度作为效价。

同样，从猕猴外周血中分离单核细胞作为靶细

胞检测兔抗猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清的效价。

实验重复 0 次，每次每个浓度做 0 孔重复。

! "& 冻存抗血清

检测效价后发现免疫血清可以裂解细胞，将被

免疫的兔子心脏穿刺取血，分离血清，)A ’灭活

0$ "24，每管 )$!# 分装， > .$ ’冻存。

! "’ 免疫外科手术法分离人和猕猴胚胎内细胞团

+ J- J + 胚胎培养 0& 枚临床上淘汰的人类 & % - 细

胞期胚胎，在 K. 培养基中培养至囊胚。用激素刺

激猕猴超数排卵，采集体内成熟卵母细胞，或从未

经激素刺激的猕猴卵巢中剥离出卵母细胞，体外培

养成 熟； 体 外 受 精 后， 在 含 .$* 新 生 牛 血 清

（H6L） 的 "6HM#N+$AA 培 养 基 中 发 育 到 囊 胚

（O7;48 ;< 3=，.$$+3，E，F）。

+ J- J . 裂解滋养层细胞，分离内细胞团 +( 枚人

囊胚和 0( 枚猕猴囊胚，用 $ J)* PQ:<;3R; 蛋白酶消

化 . % 0 "24 后，在预先平衡的 STUT V +$*H6L
中洗 0 次，转到 + C .$ 稀释的兔抗人外周血单核细

胞或兔抗猴脾脏淋巴细胞免疫血清中，于 0/ ’孵

育 0$ "24。在 STUT V +$*H6L 中充分洗 0 % ) 次，

每次 ) "24，转移到 + C .$ 稀释的补体中，0/ ’孵

育，) % +$ "24 观察一次。统计数据以平均值 W 标

准误表示，统计分析采用 LXLL+. J$ 软件进行 #LS
分析，! Y $ J$) 限定为差异性显著。

( 结果与分析

( "! 兔抗人外周血单核细胞和兔抗猕猴脾脏淋巴

细胞免疫血清的效价

兔抗人外周血单核细胞、兔抗猴脾脏淋巴细胞

免疫血清效价和补体最适稀释度测定结果见表 +。

兔抗人外周血单核细胞免疫血清在补体的共同

作用下可以裂解人外周血单核细胞，表明所制备的

抗体 有 效。对 照 组 3、E、F 细 胞 死 亡 率 分 别 为

（ +0 J$ W 0 J$$）*、（+0 J$ W + J.）*和（+. J+ W 0 J$）*，

三者无显著差异（! Z $ J$)）。所以抗体和补体无

天然毒性。

用半微量细胞毒试验法测定抗体效价时，补体

+ C +$ 和 + C .$ 稀释，细胞 +$$*死亡；+ C 0$ 和 + C &$
稀释时，细胞不能 +$$*死亡，可能是补体稀释度

过高。补体稀释度 + C .$，兔抗人外周血单核细胞

免疫血清+ C 0.$稀释，使过半的细胞死亡［（A- J - W
0 J-）* > （+0 J$ W 0 J$）* Z )$*］，故兔抗人外周

血单核细胞免疫血清效价大约是 + C 0.$。

补体 + C .$ 稀释，以猕猴外周血单核细胞作靶

细胞，设类似的 0 个对照，测定兔抗猴脾脏细胞免

疫血清的效价，结果如表 . 所示。兔抗猴脾脏细胞

免疫血清在补体的共同作用下，可以裂解猕猴外周

血 单 核 细 胞 ，对 照 组 3、E和 F细 胞 死 亡 率 无 显 著

$) 动 物 学 研 究 ./ 卷



表 ! 不同稀释度的兔抗人外周血单核细胞免疫血清（或兔抗猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清）和补体中人外周血单核细胞
（或猕猴外周血单核细胞）死亡百分率（平均值 " 标准误）

#$% & ! #’( )*+,$-.,/ *0 ’1)$2 *+ )*23(/ 4(+.4’(+$- %-**5 )*2*216-($+ 6(--7（’89:; *+ )89:;）.2 5.00(+(2,
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差异（! H < ;<>），说明抗体和补体无天然毒作用。

补体 8 B ?< 稀释，抗体 8 B EC< 稀释时，细胞死亡过

半［（E@ ;> : C ;=）. I （= ;8 : < ;>）. H ><.］，故

兔抗猴脾脏淋巴细胞免疫血清效价约为 8 B EC<。

? @? 免疫外科手术法分离出内细胞团

人和猕猴胚胎体外培养 = 5 得到扩张囊胚（图

8：J 和 A），与补体孵育后，滋养层细胞逐渐膨

大，空泡化（图 8：, 和 K），进而裂解。用玻璃针

吹吸几次，去掉滋养层细胞，得到 L-!。所获 L-!
用 A!K! M 8<.1-N 洗 9 次后，接种到已准备好的

小鼠胚胎成纤维细胞饲养层上。9 5 后，内细胞团

贴附在饲养层上（图 8：- 和 O）。采用自制的免疫

血清用免疫外科手术法成功地从 8> 枚人囊胚和 99
枚猕猴囊胚中分离出 L-!，并用于分离人和猕猴 KN
细胞。

> 讨 论

国内灵长类胚胎干细胞研究进展缓慢，主要是

因为分离胚胎干细胞存在困难。国外分离人或猕猴

胚胎干细胞绝大多数都采用免疫外科手术法，这种

方法可以方便有效地裂解滋养层细胞，分离出内细

胞团。国内受免疫血清的限制，多采用机械法分离

内细胞团，内细胞团细胞在培养过程中受到滋养层

细胞的影响而分化丢失，建系难以成功。本实验室

在分离人和猕猴胚胎干细胞实验中发现，机械法不

易获得纯的未分化的胚胎干细胞，因此制备了兔抗

猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清，并创造性地用人外周

血单核细胞免疫兔子，制备了其免疫血清。实验表

明这两种免疫血清可以成功地用于分离人和猕猴胚

胎内细胞团，其中使用兔抗人外周血单核细胞免疫

血清分离人胚胎内细胞团，国内外还没有报道。

实验表明所制备的兔抗人外周血单核细胞和兔

抗猕猴脾脏淋巴细胞免疫血清作用于人囊胚和猕猴

囊胚，使 其 滋 养 层 空 泡 化 进 而 裂 解，与 N"&$3# P
Q0"R&32（8D=>）和 S%05(2’53 P ,%#$"0（8D==）报

道的免疫血清和补体裂解小鼠囊胚滋养层细胞的结

果一致，可以简便有效地分离胚胎内细胞团。本实

验室成功地建立了免疫外科手术法分离内细胞团，

为进一步分离培养人和猕猴胚胎干细胞奠定了基

础。

人和猕猴在进化上亲缘关系较近，以淋巴细胞

为免疫原制备的多抗可能会有免疫交叉反应，本实

验室以人、猕猴外周血单核细胞作为靶细胞，分别

用兔抗人外周血单核细胞免疫血清、兔抗猕猴脾脏

淋巴细胞免疫血清，辅以补体与之作用，发现两种

免疫血清都可以裂解人和猕猴的外周血单核细胞。
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图 ! 免疫外科手术法分离人（" # $）和猕猴（% # &）囊胚内细胞团
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"，%：体外培养的囊胚；<，=：在抗体和补体的作用下，囊胚滋养层细胞膨胀，空泡化；$，&：机械吹打去除裂解的滋养层细胞，
得到内细胞团。标尺："，<，$，=，& 为 >?!4；% 为 @??!4。
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同时用两种免疫血清辅以补体与小鼠囊胚作用，未

发现裂解作用（结果未显示）。可能是人和猕猴与

小鼠的亲缘关系远，其免疫血清与小鼠胚胎滋养层

细胞无免疫交叉反应。我们成功建立了猕猴免疫外

科手术法，同时也发现兔抗人外周血单核细胞免疫

血清可用于分离猕猴胚胎干细胞，解决商品化的猕

猴免疫血清较少的问题，促进猕猴胚胎干细胞的分

离建系。
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