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摘  要：目的= =探索 CChJU 法检测小鼠脾淋巴细胞增殖的最佳条件。方法= =采用交叉设计或两因素完全随机设计探索分裂

素刀豆蛋白（ConA）或脂多糖（imp）刺激的脾细胞增殖实验的细胞制备方法、细胞浓度、分裂素浓度、刺激时间、培养

基中胎牛血清（c_p）浓度、是否预培养等条件。结果= =制备方法中以轻压制备的脾细胞增殖率高于轻磨；脾细胞浓度以 R×
NMSLmi为最佳；ConA浓度为 O、R、NM= μgLmi，imp浓度为 NM、OM、RM= μgLmi细胞增殖率未见明显差异；刺激时间在 QU
和 TO=h间脾细胞增殖率未见明显差异；用含 NMB、NRB和 OMB=c_p的培养基培养的脾细胞增殖率未见明显差异；制备的脾

细胞当天刺激比第二天刺激增殖率更高。结论= = ConA 和 imp 刺激的 _aäbLC 小鼠脾细胞增殖实验的最佳条件为，轻压制备

脾细胞，脾细胞浓度为 R×NMSLmi，制备当天直接种板，ConA的刺激浓度为 O～10 μg/mL，imp的刺激浓度为 NM～50 μg/mL。=
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AbstractW= lbjective= = qo= study= the= optimum= determination= conditions= for= äymphocytic= proäiferation= by= CChJU= method= in=miceK=
jethods= = qo= study= the= different= infäuence= factors= of= späeen= ceää= proäiferation= experiment= stimuäated= by=mitoÖen= concanavaäin= A=
EConAF=or=äipopoäysaccharide=EimpFI=incäudinÖ=ceää=preparation=methodI=äymphocytic=densityI=c_p=and=stimuäatinÖ=aÖent=concentration=
in=cuäture=mediumI=and=stimuäatinÖ=immediateäy=or=OQ=h=after=preparinÖ=ceääI=with=cross=desiÖn=or=two=factor=compäeteäy=randomized=
desiÖnK=oesults= = ppäeen=äymphocytic=proäiferation=rate=of=preparation=method=by=äiÖht=suppression=was=hiÖher=than=that=of=the=äiÖht=
ÖrindK=qhe=appropriate=concentration=of=späeen=ceääs=was=R=×=NMS=LmiK=qhe=proäiferation=rate=has=no=siÖnificant=difference=after=beinÖ=stimuäated=
for 48 or 72 h by ConA (2, 5, or 10 μg/mL) or LPS (NMI=OMI=or=RM=μgLmiF=under=NMBI=NRBI=or=OMB=c_p=concentration=in=cuäture=mediumK=qhe=
proäiferation=rate=of=stimuäatinÖ=immediateäy=after=preparinÖ=ceää=was=hiÖher=than=that=of=OQ=h=after=preparinÖ=ceääK=Conclusion= =qhe=optimum=
conditions=of=_aäbLC=mouse=späeen=ceää=proäiferation=assay=stimuäated=by=ConA=and=imp=are=as=foääowsW=preparation=of=späeen=ceääs=with=äiÖht=
pressureI=späeen=ceää=concentration=of=R×NMSLmiI=direct=stimuäation=with=Oµ10 μg/mL ConA or 10µ50 μg/mL LPS in the day of preparation.=
hey=wordsW=CChJUX=äymphocytic=proäiferationX=späeen=ceää=preparationX=concanavaäin=AX=äipopoäysaccharide=
 

淋巴细胞增殖实验是检测淋巴细胞活性的重要

手段，是免疫评价的常用实验，常用方法有jqq
法和近年来的 CChJU法。jqq法具经济、安全、

简便等特点，外源性jqq通过活细胞线粒体脱氢

酶转化为不溶于水的甲臜颗粒，应用 ajpl溶解，

但过程中可能有溶解不完全、吸出上清液时带走部

分细胞等问题，导致出现较大误差，重复性差。在

CChJU（ceää=countinÖ=kitJU）法中，四唑盐JtpqJU通
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过活细胞线粒体脱氢酶转化为高度水溶性的黄色

结晶，可直接进行比色，吸光度与活细胞数量呈正

比，对细胞毒性小，较jqq法简便，避免了 jqq
法溶解过程中的缺点，近年来在检测细胞活性中得到

广泛应用，但检测淋巴细胞增殖的条件还未完全成

熟，本课题组通过交叉设计对应用 CChJU 法检测

_Ai_Lc小鼠脾淋巴细胞增殖的条件进行了探讨。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

雄性 pmc级 _Ai_Lc小鼠，U周龄，体质量 NU～
OO= Ö，由中山大学（大学城）实验动物中心提供，

实验动物生产许可证号为 pCuh（粤）OMNNJMMOV。=
NKO= =主要试剂=

CChJU试剂盒，购自广州晶欣生物科技有限公

司；刀豆蛋白（ConA）和脂多糖（imp），购自美

国 piÖma公司。=
NKP= =主要仪器=

pcientific= eboA= Ceää= NRMi= ClO 培养箱、

juätiskan=Ascent多功能酶标仪（美国 qhermo公司）。=
O= =方法=
OKN= =脾细胞的制备=

脱颈椎处死小鼠，无菌取其脾脏，常规制备脾

细胞悬液xNz。制备过程中，脾脏剪碎，用一次性注

射器活塞在筛网（OMM 目一次性）上轻轻研磨或轻

压制备脾细胞。=
OKO= = ConA或 imp的配制=

用 omjf= NSQM 不完全培养基配制 OM、RM、NMM=
μg/mL=ConA和 NMM、OMM、500 μg/mL=imp溶液。=
OKP= = CChJU 法检测不同分裂素浓度、细胞浓度对

小鼠脾细胞增殖的影响=
按“OKN”项方法轻轻研磨制备脾细胞，NMB胎

牛血清（c_p）的 omjf=NSQM完全培养基适应培养

OQ=h后，用含 NMB=c_p的培养基调整细胞数为适宜

浓度（N×NMS、O×NMS、R×NMS、N×NMTLmi），加入

VS孔细胞培养板，每孔 90 μL。加入 10 μL ConA 溶

液使其终浓度为 O、R、10 μg/mL 或 10 μL LPS 溶液

使其终浓度为 NM、OM、50 μg/mL，设空白对照（空

白培养基，无细胞）和细胞对照孔（无 ConA或 imp
刺激），各样本设置 P个复孔。孵育 QU=h，孵育结束

前 Q=h，每孔加入 10 μL CCKJU，继续培养 Q=h。=
QRM=nm波长下，酶标仪检测吸光度（A）值。

计算各条件下脾细胞的增殖率。=
增殖率＝（AConALimp－A 空白）L（A 对照－A 空白）= =

OKQ= =不同种板方式、孵育时间、细胞制备手法、血

清浓度对小鼠脾细胞增殖的影响=
按“OKN”项方法，采用轻轻研磨和轻压两种方

法制备脾细胞，部分细胞不经适应培养直接种板，

另一部分细胞适应培养 OQ= h 后种板，用含 NMB、

NRB、OMB=c_p的培养基分别调整细胞数为适宜浓

度（O×NMS和 R×NMSLmi），加入 VS孔细胞培养板，

每孔 90 μL。=
加入 10 μL ConA 溶液使其终浓度为 5 μg/mL

或 10 μL imp溶液使其终浓度为 20 μg/mL，设空白

对照和细胞对照孔，继续培养 QU 或 TO= h，CChJU
法检测细胞增殖率，方法同“OKP”项。=
P= =结果=
PKN= =不同分裂素浓度、细胞浓度对小鼠脾细胞增殖

的影响=
在轻磨制备细胞、细胞适应培养 OQ=h、含 NMB=

c_p的培养基中孵育QU=h的条件下，不同细胞浓度、

不同分裂素浓度对 _Ai_Lc 小鼠脾细胞增殖率的影

响如表 N 所示，最佳细胞浓度为 O×NMS～R×
NMSLmi。其中 R×NMSLmi细胞浓度的 A值在 MKPR～
MKVM，属 CChJU 细胞反应的线性范围内，而 O×
NMSLmi细胞浓度 A值在 MKNU～MKPO，A值偏低，趋

向于选择 R×NMSLmi细胞浓度。ConA在 O、R、NM=
μgLmi浓度，imp在 NM、OM、RM=μgLmi浓度，细胞

增殖率未明显差异。=
PKO= =细胞制备后直接种板刺激，不同孵育时间、细

胞制备手法、血清浓度对小鼠脾细胞增殖的影响=
如表 O所示，在 ConA浓度为 5 μg/mL 或 imp

浓度为 OM=μgLmi、直接种板刺激的条件下，轻压的

脾脏制备方法明显优于轻磨，采用轻压方法制备的

细胞，经 ConA或 imp刺激后，细胞增殖明显，应

与轻压对细胞损伤较小有关；且 R×NMSLmi的细胞

浓度明显优于 O×NMSLmi，进一步证实了 R×NMSLmi
细胞浓度为最合适的浓度；在其他条件保持一致的

情况下，QU、TO=h的脾细胞增殖率无明显差异；c_p
在培养基中的浓度（NMB、NRB、OMB）对脾细胞增

殖率的影响不明显。=
PKP= =细胞适应培养 OQ=h，不同孵育时间、细胞制备

手法、血清浓度对小鼠脾细胞增殖的影响=
表 P总体上进一步证实了表 O的结果，结合表

O 和表 P 发现，在相同条件下脾细胞制备后直接种

板刺激的 A值和细胞增殖率明显高于适应培养 OQ=h
后再种板刺激。
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表 N= =不同分裂素浓度、细胞浓度对小鼠脾细胞增殖的影响( x±sI=n=Z=P)=
qable=N= = bffects=of=stimulating=agent=with=various=concentration=and=lymphocytic=density=on=proliferation=rate=in=mouse=spleen=
lymphocyte=E x±sI=n=Z=PF=

组别 
浓度L

（μg·mi−N）=
细胞浓度 NM×NMS=mi−N= 细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N= 细胞浓度 N×NMS=mi−N=
A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=

空白对照 µ= MKNPU±MKMPM= µ= MKNPU±MKMPM= µ= MKNPU±MKMPM= µ= MKNPU±MKMPM= µ=
细胞对照 µ= MKUMT±MKMOU= µ= MKQMO±MKMOP= µ= MKNVN±MKMMO= µ= MKNSR±MKMMT= µ=
ConA= O= NKMMT±MKMMQ= NPM= MKTTM±MKMSR= OQM= MKOOP±MKMNN= NSN= MKNSV±MKMMU= NNP=

= R= NKNMT±MKMON= NQR= MKUQV±MKMPP= OTM= MKOTR±MKMMT= ORV= MKNTM±MKMMQ= NNT=
= NM= NKMQM±MKMNP= NPR= MKUNN±MKMQT= ORR= MKPPR±MKMNM= PTO= MKNUV±MKMNQ= NUS=

组别 
浓度L

（μg·mi−N）=
细胞浓度 NM×NMS=mi−N= 细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N= 细胞浓度 N×NMS=mi−N=

A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=
空白对照 µ= MKNPT±MKMMO= µ= MKNPT±MKMMO= µ= MKNPT±MKMMO= µ= MKNPT±MKMMO= µ=
细胞对照 µ= MKUMT±MKMMU= µ= MKPOQ±MKMMP= µ= MKNUV±MKMMM= µ= MKNST±MKMMN= µ=
imp= NM= MKRVP±MKMPU= SU= MKSSQ±MKMQP= OUN= MKOSO±MKMMS= OPV= MKNTR±MKMNM= NOR=

= OM= MKSMM±MKMNQ= SV= MKTMS±MKMPS= PMQ= MKOTQ±MKMNN= OSO= MKNTQ±MKMMO= NOQ=
= RM= MKSQR±MKMVR= TS= MKTRU±MKMRR= PPN= MKORT±MKMNS= OPM= MKNTR±MKMNS= NOT=

=
表 O= =细胞制备后直接种板刺激，不同孵育时间、细胞制备手法、血清浓度对小鼠脾细胞增殖的影响( x±sI=n=Z=P)=

qable=O= = ptimulating=immediately=after=preparing=cellI=effect=on=proliferation=rate=in=mouse=spleen=lymphocyte=treated=with=
various=stimulating=timeI=cell=preparation=method=and=concentration=of=cBp=E x±sI=n=Z=PF=

培养基= 组别=
孵育 QU=h轻压= 孵育 QU=h轻磨=

细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N= 细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N=
A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=

OMBc_p= 空白对照= MKNPO±MKMMO= µ= MKNPO±MKMMO= µ= MKNPN±MKMMP= µ= MKNPN±MKMMP= µ=

= 细胞对照= MKOMV±MKMMQ= µ= MKNRQ±MKMMP= µ= MKOOU±MKMMS= µ= MKNSS±MKMMN= µ=
= ConA= MKRVP±MKMSO= RVV= MKONP±MKMMN= PSP= MKQPS±MKMOQ= PNR= MKNVT±MKMNN= NVO=
= imp= MKRVN±MKMNT= RVT= MKONQ±MKMMT= PST= MKOPP±MKMMN= NMR= MKNTS±MKMMT= NPN=
NRBc_p= 细胞对照= MKOMV±MKMMP= µ= MKNSM±MKMMP= µ= MKRUN±MKMOP= µ= MKOPU±MKMMQ= µ=
= ConA= MKUMS±MKMON= UTO= MKOQV±MKMMU= QMU= MKQPN±MKMNN= ST= MKONV±MKMMR= UO=
= imp= MKTPT±MKMQQ= TUP= MKORQ±MKMMS= QOT= MKRVR±MKMOP= NMP= MKOPN±MKMMN= VQ=
NMBc_p= 细胞对照= MKONM±MKMMP= µ= MKNST±MKMNR= µ= MKOON±MKMMM= µ= MKNTM±MKMMN= µ=
= ConA= MKTSU±MKMPV= UMU= MKOPR±MKMMO= OVN= MKPUP±MKMNT= OUM= MKNVS±MKMMU= NST=
= imp= MKSVQ±MKMNM= TNR= MKOQT±MKMON= POQ= MKQTP±MKMMQ= PUM= MKONM±MKMMM= OMP=

培养基= 组别=
孵育 TO=h轻压= 孵育 TO=h轻磨=

细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N= 细胞浓度 R×NMS=mi−N= 细胞浓度 O×NMS=mi−N=
A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=

OMBc_p= 空白对照= MKNQO±MKMNM= µ= MKNQO±MKMNM= µ= MKNPM±MKMMO= µ= MKNPM±MKMMO= µ=

= 对照= MKOMT±MKMNM= µ= MKNSU±MKMMV= µ= MKOPS±MKMMU= µ= MKNSN±MKMMN= µ=
= ConA= MKQRU±MKMPT= QUQ= MKONP±MKMMU= OTN= MKPPV±MKMMT= NVT= MKNUM±MKMMN= NSM=
= imp= MKRVS±MKMOT= SVS= MKOOR±MKMNS= PNU= MKQMT±MKMOS= OSN= MKNTR±MKMMQ= NQS=
NRBc_p= 细胞对照= MKONS±MKMMP= µ= MKNVU±MKMNO= µ= MKOMU±MKMMO= µ= MKNSP±MKMMN= µ=
= ConA= MKSON±MKMQM= SQR= MKOPR±MKMON= NSS= MKPPQ±MKMOR= OSQ= MKNUU±MKMMR= NTR=
= imp= MKSTM±MKMMQ= TNN= MKOSU±MKMOP= OOQ= MKQOT±MKMQO= PUQ= MKNTQ±MKMMS= NPQ=
NMBc_p= 细胞对照= MKORN±MKMNQ= µ= MKOPO±MKMPQ= µ= MKOMO±MKMMN= µ= MKNSN±MKMMN= µ=
= ConA= MKSSS±MKMPU= QUM= MKOSO±MKMPQ= NPP= MKOSM±MKMMP= NUO= MKNTQ±MKMMN= NQR=
= imp= MKTTN±MKMMS= RTS= MKPNQ±MKMQR= NVM= MKPNU±MKMMP= OSQ= MKNSV±MKMMN= NOT=
=
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表 P= =细胞适应培养 OQ=h，不同孵育时间、细胞制备手法、血清浓度对小鼠脾细胞增殖的影响( x±sI=n=Z=P)=
qable= P= = Cell= culture= for= OQ= h= before= stimulatingI= effects= of= various= stimulating= timeI= cell= preparation= methodsI= and=
concentration=of=cBp=on=proliferation=rate=in=mouse=spleen=lymphocyte=E x±sI=n=Z=PF=

培养基= 组别=
孵育 QU=h轻压 孵育 QU=h轻磨 

细胞浓度 R×NMS= 细胞浓度 O×NMS= 细胞浓度 R×NMS= 细胞浓度 O×NMS 
A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=

OMBc_p 空白对照 MKNQP±MKMNO= µ= MKNQP±MKMNO= µ= MKNPN±MKMMO= µ= MKNPN±MKMMO= µ=
= 细胞对照 MKONO±MKMMT= µ= MKNUN±MKMNP= µ= MKORV±MKMMO= µ= MKNRT±MKMMV= µ=

= ConA= MKPNT±MKMNM= ORN= MKOON±MKMNS= OMO= MKPUU±MKMNM= OMN= MKNRO±MKMMU= = UN=
= imp= MKPQT±MKMMO= OVQ= MKOON±MKMOO= OMP= MKQQN±MKMMR= OQP= MKNST±MKMNR= NPV=
NRBc_p=细胞对照 MKNTT±MKMMT= µ= MKPMO±MKMOR= µ= MKONV±MKMMR= µ= MKNRR±MKMNM= µ=
= ConA= MKOOM±MKMNQ= OOS= MKTTP±MKMQP= PVS= MKPON±MKMNP= ONR= MKNRV±MKMNU= NNT=
= imp= MKNVU±MKMMT= NSO= MKSNP±MKMRO= OVS= MKPON±MKMNO= ONS= MKNSP±MKMMS= NPQ=
NMBc_p=细胞对照 MKOMM±MKMNU= µ= MKPNR±MKMRT= µ= MKONP±MKMMN= µ= MKNRV±MKMMQ= µ=
= ConA= MKOPP±MKMNT= NRT= MKRNS±MKMVU= ONT= MKPNR±MKMMU= OOR= MKNSM±MKMNV= NMQ=
= imp= MKOPO±MKMNU= NRR= MKRQP±MKMSO= OPP= MKOSS±MKMNO= NSR= MKNSR±MKMNQ= NOO=

培养基= 组别=
孵育时间 TO=h轻压 孵育时间 TO=h轻磨 

细胞浓度 R×NMS= 细胞浓度 O×NMS= 细胞浓度 R×NMS= 细胞浓度 O×NMS 
A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB= A值= 增殖率LB=

 空白对照 MKNOV±MKMMP= µ= MKNOV±MKMMP= µ= MKNRO±MKMMT= µ= MKNRO±MKMMT= µ=
OMBc_p=细胞对照 MKNVR±MKMMQ= µ= MKNQV±MKMMR= µ= MKPPN±MKMMP= µ= MKNUQ±MKMMU= µ=

= ConA= MKOPT±MKMMO= NSP= MKNTR±MKMMQ= OPT= MKQVS±MKMNT= NVO= MKNVQ±MKMNP= NPN=
= imp= MKOST±MKMMP= OMU= MKNSP±MKMMR= NTO= MKRPV±MKMOT= ONS= MKNVT±MKMMV= NQM=

NRBc_p=细胞对照 MKNQR±MKMMO= µ= MKNTO±MKMTM= µ= MKOTM±MKMMN= µ= MKNVM±MKMNO= µ=
= ConA= MKNSR±MKMMQ= OOS= MKROQ±MKMRM= VOM= MKPQN±MKMOP= NSM= MKNUV±MKMMT= = VT=
= imp= MKNUS±MKMNM= PRT= MKQVR±MKMOO= URP= MKPON±MKMQR= NQQ= MKNUQ±MKMMU= = UQ=

NMBc_p=细胞对照= MKNTT±MKMMR= µ= MKOSP±MKMMN= µ= MKOSQ±MKMMR= µ= MKNVV±MKMMS= µ=
= ConA MKOMP±MKMNM= NRQ= MKRUO±MKMOM= PPU= MKPPN±MKMNQ= NSM= MKNVR±MKMNO= = VO=

= imp= MKNUV±MKMMU= NOS= MKQNN±MKMMV= ONM= MKPON±MKMMU= NRN= MKOMU±MKMNS= NNV=
 

Q= =讨论=
脾细胞增殖实验受多种条件的影响，如细胞制

备方法、种板的细胞浓度、分裂素浓度、血清浓度、

刺激时间等，可能与细胞制备后的活性、细胞密度

过大抑制生长或培养基营养不足、分裂素本身毒性

等因素相关。本研究结果发现，ConA和 imp刺激

的 _aäbLC小鼠脾细胞增殖实验的最佳条件为：轻压

制备脾细胞、脾细胞浓度为 R×NMSLmi、制备当天

直接种板、ConA的刺激浓度为 O～10 μg/mL，imp
的刺激浓度为 NM～50 μg/mL，刺激时间在 QU、TO=h
对脾细胞增殖率无明显影响，用 QU=h即可，培养基

中 NMB、NRB、OMB=c_p的浓度对脾细胞增殖率无

明显影响。=

小鼠脾细胞增殖的 CChJU法和文献上jqq法

最优条件xNJPz比较发现，分裂素浓度、培养基血清浓度、

刺激时间一致，而jqq法的细胞浓度较低，为（NKR～
OKM）×NMSLmi，与本研究结果有一定的差异。=
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