
leukemia cell line NB4 ． Methods NB4 cells were treated with citral for 48 h at the various concentration ，and
then the mＲNA expression of mutation p53( mtp53) and AIF was detected by method of qPCＲ． Ｒesults The ex-
pression of mtp53 gene decreased when the critral groups compared with the control group，the difference between
them was statistically significant( P ＜ 0. 05) ; the expression of AIF gene was increased when the critral group com-
pared with the control group，the difference between them was statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ; ethanol group
compared with the control group，mＲNA expressions of mtp53 and AIF had no significant difference． With citral
concentration ( 5，10，20 mg /L) increasing，the level of expression of mtp53 mＲNA reduced，while the level of ex-
pression of AIF mＲNA gradually increased，both mtp53 and AIF expression in different concentrations of citral
group differences were statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Citral can induce apoptosis in NB4 cells
by downregulating the expression of mtp53 and upregulating the expression of AIF．
Key words citral; leukemia; NB4; p53; apoptosis inducing factor

网络出版时间: 2016 －6 －22 14: 44: 58 网络出版地址: http: / /www． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20160622． 1444． 014． html

流式细胞术检测 IgD与 IgD受体结合实验方法的建立
陈恒石，吴育晶，黄 琼，陈文生，董 进，魏 伟

摘要 目的 建立非放射性荧光标记的配体受体结合实验，

检测 IgD与其受体结合的作用特性。方法 以配体受体结
合理论为基础，利用荧光标记抗体技术，建立非放射性配体

受体结合实验方法。利用流式细胞术检测人 CD4 + T 细胞
和人滑膜细胞上 IgD 与 IgD 受体结合的亲和力。结果 人
CD4 + T细胞上 IgD与 IgD受体结合的解离常数( KD ) 和受体

最大结合容量( Bmax ) 分别是 8. 10 × 10 －10 mol /L和 6 605 相

对值 /104细胞，人滑膜细胞上 IgD 受体与 IgD 结合的 KD 和

Bmax值分别是 7. 02 × 10 －10 mol /L和 5 977 相对值 /104细胞。

结论 该方法避免了传统受体与配体结合分析中放射性标

记的问题，操作简便、稳定性好、灵敏度及选择性均较高，可
为分析配体受体结合提供新的方法。
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免疫球蛋白 D ( immunoglobulin D，IgD) 作为
一类免疫球蛋白，一方面可作为 B 细胞表面受体
( B cell receptor，BCＲ) 发挥免疫功能，另一方面可
以作为配体与其受体 ( IgD receptor，IgD-Ｒ) 结合激
活下游信号通路［1］。在病理状态下，IgD 与 IgD-Ｒ
的过度结合，可能导致自身抗体生成增多、自身免疫
反应增强，从而介导自身免疫疾病的发生。目前，相
关研究仅确定了 IgD-Ｒ 分布以及表达量，IgD-Ｒ 的
编码基因和分子结构尚不明确，IgD 与 IgD-Ｒ 特异
性结合后产生的相关作用及机制更是了解甚少［2］，

因此，IgD与其受体结合的动力学参数是研究 IgD
和 IgD-Ｒ特性的基础性环节。受体动力学特性的检
测主要通过配体受体结合实验，该方法考察的是受

体与配体结合能力，而非受体的功能，且不涉及受体

信号通路研究。经典的放射性配体受体结合 ( radi-
oligand-receptor binding assays，ＲＲA) 实验方法应用
放射性核素标记配体与特异性受体相结合，研究受

体的亲和力和受体的数量，以及研究受体亚型，广泛

用于测定受体的密度和亲和力［3 － 4］。鉴于 ＲＲA 存
在放射性元素标记困难，需要进行安全防护，放射性

废物处理繁琐且费用昂贵等缺点，该实验采用一种

非放射性荧光标记抗体的技术，来检测 IgD 与 IgD-
Ｒ结合的亲和力等特性，克服了传统受体配体结合
分析中放射性标记技术的问题，为进一步筛选 IgD
与 IgD-Ｒ结合的竞争性药物奠定实验基础，并为药
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物结构设计和新药筛选提供有价值的参考。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 人外周血和滑膜组织的来源 抽取安徽医
科大学第一附属医院体检中心健康志愿者静脉血

10 ml，肝素钠抗凝; 正常者滑膜取材于安徽医科大
学第一附属医院骨科外伤截肢患者，均知情同意，研

究方案获得安徽医科大学伦理委员会批准。
1． 1． 2 主要试剂 人 IgD 蛋白 ( 美国 Abcam 公
司) ; PE-抗 IgD 抗体、APC-Cy7 标记的链霉亲和素
( 美国 BD 公司) ; DMEM 培养基、细胞培养基 ( ＲP-
MI-1640) 、胰酶、胎牛血清 ( 美国 GIBCO 公司) ; 人
CD4 磁珠( 德国美天旎生物技术有限公司) ; 人外周
血淋巴细胞分离液( 天津市灏洋生物制品科技有限

公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 Napco-6100 CO2 细胞培养箱

( 美国杜邦公司) ; FC500 型流式细胞仪 ( 美国贝克
曼公司) ; 超纯水系统 ( 美国密理博公司) ; Vortex-
Qilinbeier 5 涡旋仪( 海门其林贝尔仪器制造有限公
司) ; 3-30K 高速离心机 ( 美国 Sigma 公司) ; MACS
分选器 ( 德国美天旎生物技术有限公司 ) ; MaxQ
6000 恒温箱( 美国赛默飞世尔科技公司) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 人外周血单个核细胞的制备 取 2 ml淋巴
分离液于离心管内，同时用毛细吸管吸取约 2 ml 的
血浆轻轻加入分离液上，以水平转子离心机 1 500
r /min离心 20 min。离心后，可见分成多层，最下层
是红细胞，中间层是分层液，最上层是血浆。在血浆
层与分层液之间是一薄层较致密的白色层，即为单

个核细胞层。用毛细吸管插入到单个核细胞层并吸
取该层，放入另一试管中，计数细胞。
1． 2． 2 人 CD4 + T 细胞的分离与鉴定 每 107 个 /
ml细胞为一个单位，1 500 r /min 离心 10 min 收集
待分离细胞，用少量生理盐水充分混悬细胞，加入

CD4 磁珠 ( 10 ～ 20 μg /ml 终浓度 ) ，4 ℃ 孵育 15
min。用 2 ml生理盐水、1 500 r /min 离心 10 min 弃
上清液，再加生理盐水充分混悬细胞，将分离柱安装

入磁场中，加入 2 ml 生理盐水，在重力作用下自然
流尽，以预处理分离柱。将孵育完毕的细胞加入分
离柱中，自然流尽，生理盐水洗柱 2 次，取下柱子，加
5 ml 生理盐水，快速打出里面标记的细胞，即为
CD4 + T 细胞。取磁珠分选前后的细胞 1 × 105，离

心，弃上清液，加入 80 μl PBS，10 μl FITC-抗 CD4 抗

体，混匀，25 ℃恒温箱中避光放置 30 min，流式细胞
仪检测分析。
1． 2． 3 人滑膜细胞 ( fibroblast-like synoviocytes
cells，FLS) 的分离和培养 术中取出的滑膜组织于
无菌条件下剪碎至 1 mm3 大小，用不含 Ca2 +、Mg2 +

的 D-Hanks 液反复冲洗，用玻璃吸管吸取均匀排列
于培养瓶( 预先用含 20%胎牛血清 DMEM 培养液
湿润) 的底壁，瓶底朝上，37 ℃、5% CO2 培养箱中

培养 6 h，使其贴壁。再轻轻翻转培养瓶，使培养液
刚刚覆盖组织块，每隔 2 ～ 3 d 换 1 次培养液，观察
到有大量成纤维细胞长出后轻轻取出组织块，继续

培养，待细胞快长满时用 0. 25%胰蛋白酶消化细胞
并传代培养，取第 3 ～ 8 代细胞用于实验。
1． 2． 4 细胞形态学观察 倒置显微镜下动态观察
CD4 + T 细胞和 FLS 的形态、数量的变化并拍照记
录。
1． 2． 5 IgD 结合 CD4 + T 细胞亲和力实验 人
CD4 + T细胞以 1 × 106 /孔的细胞密度铺 6 孔板，加
入含 0. 1 % BSA的不同浓度 IgD( 0. 1、0. 3、1、3、10、
30 μg /ml) 作为结合组，和非特异性结合对照组在
37 ℃恒温箱中孵育 2 h，每孔总体积为 1 ml。PBS
洗涤细胞 2 次后用 2 000 r /min离心 10 min，去上清
液后，PBS 100 μl 重悬细胞，结合管加入 PE-抗 IgD
抗体 20 μl，非特异性结合对照管加入同型对照抗体
20 μl，25 ℃恒温箱孵育 30 min，PBS 洗涤细胞 2 次
并用网纱过滤后用流式细胞仪检测荧光强度。
1． 2． 6 IgD结合 FLS 亲和力实验 因为 FLS 为贴
壁细胞，在 IgD结合受体前或结合后消化细胞，设计
方法 1 和方法 2 进行了比较。方法 1:人 FLS以 1 ×
106 /孔的细胞密度铺 6 孔板，待细胞贴壁长至 80%
并形态良好，用 PBS洗涤细胞 2 次，0. 25%胰蛋白酶
消化细胞，PBS 洗涤 2 次后用 2 000 r /min 离心 10
min，去上清液后，加入含 0. 1 % BSA 的不同浓度
IgD( 0. 1、0. 3、1、3、10 μg /ml) 作为结合组，和非特异
性结合对照组在 37 ℃恒温箱中孵育 2 h，每管总体
积为 1 ml。孵育结束再次用 PBS 洗涤细胞 2 次，2
000 r /min离心 10 min，去上清液后，PBS 100 μl 重
悬细胞，结合管加入 PE-抗 IgD抗体 20 μl，非特异性
结合对照管加入同型对照抗体 20 μl，25 ℃恒温箱
中孵育 30 min，PBS 洗涤细胞 2 次并用网纱过滤后
用流式细胞仪检测荧光强度。方法 2: 将 6 孔板中
FLS细胞先用 PBS 洗涤细胞 2 次，在板中加入含
0. 1 % BSA 的不同浓度 IgD( 0. 1、0. 3、1、3、10 μg /
ml) 作为结合组，和非特异性结合对照组在 37 ℃恒
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温箱中孵育 2 h，每孔总体积为 1 ml。PBS洗涤细胞
2 次，0. 25%胰蛋白酶消化细胞，PBS 洗涤 2 次后以
2 000 r /min 离心 10 min，去上清液后，PBS 100 μl
重悬细胞，按方法 1 中步骤加入流式抗体孵育并上
机检测。
1． 2． 7 绘制饱和曲线 配体 IgD 与 IgD-Ｒ 的结合
特性用荧光强度 ( fluorescent intensity，FI ) 值来计
算。根据流式细胞仪检测结果，设置同型对照管为
非特异结合管，其他各浓度组的荧光强度减去同型

对照管荧光强度即为各浓度组 IgD的特异性结合的
量，以不同浓度 IgD为 X轴，对应的特异性结合的量
为 Y轴，绘制饱和曲线。
1． 2． 8 最大结合量 ( maximum binding capacity，
Bmax ) 和解离常数 ( dissociation constant，KD ) 根据

饱和曲线，B 表示受体与配体特异性结合的量，故
IgD最大结合量用 Bmax表示，F 代表配体浓度 ( 即
IgD浓度) ，KD 为解离常数，根据公式:

B
F =

Bmax

KD
－ B
KD

转换为 Scatchard 方程，用 B /F 对 B 作图，可得
直线，其斜率为 － 1 /KD，纵轴截距为 B /KD，横轴截

距为 Bmax，藉此可求出 KD 和 Bmax
［5］。

2 结果

2． 1 人 CD4 + T细胞的鉴定 经流式细胞仪检测，
原 PBMC中 CD4 + T细胞占 28%，分选后 CD4 + T细
胞纯度为 96% ( 图 1) ，符合后续实验的要求。
2． 2 人 CD4 + T 细胞亲和力实验 为了检测 IgD
与 CD4 + T细胞上 IgD-Ｒ之间结合的亲和力，本实验
采用流式细胞术检测 IgD配体与其受体的结合。不
同浓度 IgD 与 IgD-Ｒ 结合，结合的孵育条件是 37
℃，孵育抗体后，IgD 与 IgD 流式抗体结合发出荧
光，可通过流式细胞仪收取并获得 1 × 104 个细胞，

检测其平均荧光强度 ( mean fluorescent intensity，

MFI) 。结合总细胞数 ( 1 × 104 ) 计算总 FI，并根据
IgD浓度和结合后的 FI 作出结合曲线( 图 2、3 ) ，再
转换成 Scatchard直线方程( 图 4) Y = － 6. 591 3X +
43 535，r = － 0. 967。计算出解离常数 KD 和受体最

大结合容量 Bmax分别是 8. 10 × 10 －10 mol /L和 6 605
相对值 /104细胞。

图 1 分选前后人 CD4 + T细胞纯度的鉴定

A:分选前人 CD4 + T细胞的纯度; B: 分选后人 CD4 + T 细胞的

纯度

2． 3 人 FLS亲和力实验 人 FLS 为贴壁细胞，胰
酶消化前后细胞的形态差异较大，实验比较了两种

处理方法后的结果。第一种先将滑膜细胞消化，再
进行 IgD 配体与其表面 IgD-Ｒ 结合( 方法 1 ) ; 第二
种是维持滑膜细胞的形态，在 IgD 配体先与细胞表
面 IgD-Ｒ结合后再消化细胞，并检测( 方法 2 ) 。比
较两种方法得到的结合曲线 Scatchard 直线方程等
参数( 图 5) 。比较 IgD在 FLS消化后结合受体的结
果与先结合受体后消化的结果显示:方法 1 的 Scat-
chard直线方程是 Y = － 2. 77 X + 5 265，方法 2 的
Scatchard直线方程是 Y = － 7. 61X + 45 492;其中方
法 1 的 KD 值为 1. 95 × 10 －9 mol /L，显著大于方法 2
的 7. 02 × 10 －10 mol /L; 方法 1 的 Bmax值为 1 894 相
对值 /104 细胞，显著小于方法 2 的 5 977 相对值 /
104 细胞，表明方法 1 检测的亲和力和结合力都偏
小，且方法1线性回归的相关系数为 － 0. 733，低于

图 2 流式细胞术检测不同浓度 IgD及其受体结合后MFI的变化
A: Isotype的 MFI: 0. 59; B: 1 μg /ml的 IgD与其受体结合后的 MFI: 1. 02; C: 3 μg /ml的 IgD与其受体结合后的 MFI: 1. 08; D: 10 μg /ml 的

IgD与其受体结合后的 MFI: 1. 24; E: 30 μg /ml的 IgD与其受体结合后的 MFI: 1. 7
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图 3 IgD结合 CD4 + T细胞表面 IgD-Ｒ饱和曲线

图 4 IgD结合CD4 + T细胞表面 IgD-Ｒ转换成 Scatchard直线方程

图 5 比较两种方法 IgD结合人 FLS

表面 IgD-Ｒ的饱和曲线和 Scatchard直线方程
A:方法 1; B:方法 2; 1: IgD 结合 FLS 表面 IgD-Ｒ 饱和曲线; 2:

Scatchard直线方程

方法 2 的 － 0. 817，可能由于 FLS形态变化导致了细
胞表面 IgD-Ｒ数量减少，造成亲和力降低和数据精
确性不够等问题。因此，对于贴壁细胞，实验优先选
用在 IgD配体先与细胞表面 IgD-Ｒ结合后再消化细
胞的操作方法。

3 讨论

根据 Clark 的占领理论，受体与配体之间的相
互作用是可逆的，受体与配体的结合反应遵循质量

作用定律，KD 值表示受体与配体亲和力的大小，值

越小，亲和力越大。绘制的饱和曲线的高度反映了
受体数量的多少，曲线上升的快慢则反映受体和配

体的亲和力大小，即亲和力越大，曲线上升越快［6］。
受体与配体的结合反应一般都较快( 多数在数

十秒至数十分钟) 达到平衡。在反应体系中加入定
量配体及定量受体，于反应开始后不同时间测定特

异性结合配体量，可以计算出反应动力学的常数。
多点饱和法是受体结合分析常用的方法，指在一定

量的受体样本中，逐步增加配体的量，使受体结合趋

于饱和可通过曲线拟合法或直线拟合法计算受体结

合容量和配体与受体结合的亲和力 ( 用 KD 表

示) ［7］。
受体数量的检测通常主要通过配体与受体直接

结合的方法，目前有许多技术和方法应用于受体配

体结合实验。传统的受体配体结合实验较为简单，
将配体与一个合适的标记相结合，与另一个结构类

似的化合物相竞争，共同作用于受体上，并在受体适

宜的浓度下进行孵育。这样的方法通常用于药物的
筛选、诊断和环境的研究［8］。过去几十年，配体主
要用放射性的3H或者125 I进行放射性标记。近几年
一方面由于非同位素的标记发展，另一方面伴随着

荧光强度分析、荧光共能量转移等荧光技术的发展，
利用荧光标记抗体方法来检测配体与受体结合得到

广泛关注。荧光标记技术因具有操作简便、稳定性
好、灵敏度及选择性均较高等特点，已广泛应用于
体内外药物的定量检测中。
荧光标记技术是一种非放射性的标记技术，其

通过将能发射荧光的物质共价结合或物理吸附在所

要的研究分子的某个基团上，使后者也能具有某种

能被定性及定量检测的荧光特性，并由此提供给研

究者需要获得的被研究对象的相关信息。目前国外
已有文献［9］报道将荧光标记技术应用于受体配体

结合实验中，有人利用荧光分光光度计来检测标记

在配体上的荧光探针的 MFI。检测免疫球蛋白 IgM
及 B细胞刺激因子与其受体结合特性时也利用了
荧光标记替代放射性标记，并利用流式细胞仪来检

测 MFI，灵敏度更高，并且可以更加准确地计算细胞
的平均 MFI［10 － 11］，利用荧光标记检测配体受体结合

实验的方法研究不多，有其重要价值。
与其他 Ig类型类似，IgD 除了作为 B 细胞表面

受体 BCＲ发挥免疫功能，还可以作为配体与其受体
结合激活下游信号通路，而 IgD-Ｒ 的基因序列结构
等尚未知，所以经典的配体受体结合实验对于研究
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图 6 放射性配体受体结合实验和荧光标记配体受体结合实验原理的比较
A:经典的放射性受体与配体结合实验; B:荧光标记抗体受体配体结合实验

IgD与 IgD-Ｒ之间受体动力学特性必不可少。通过
借鉴放射性配体受体结合实验原理，利用荧光标记

的抗体代替了传统的放射性标记的配体，再利用流

式细胞术检测 MFI，建立了荧光标记配体受体结合
实验方法，并首次将此方法应用于 IgD 与 IgD-Ｒ 的
结合实验中( 图 6) 。
传统放射性配体受体结合实验中不可避免的是

非特异性结合。非特异性结合是放射配体与靶受体
以外的位点结合，非特异性结合的测定对计算配体

的特异结合是非常重要的。非特异性结合包括组织
中非靶受体的结合，非组织( 如滤纸) 的结合和未被

冲洗掉的游离放射配体。在本实验中标记同型抗体
作为非特异性结合管，同时利用孵育液中的牛血清

白蛋白 ( 0. 1% ) 来减弱非特异性结合的作用，并且
通过流式细胞术识别细胞避免了部分非组织结合。
一个普遍的问题是用于标记配体的荧光染料不能影

响到配体受体之间本身的特性，且不能削弱配体和

受体之间的亲和力［12］。本实验中配体 IgD 先与
IgD-Ｒ受体结合，再利用 IgD 的荧光抗体检测已结
合的 IgD，避免了这些问题。
本实验利用建立的配体受体结合实验分别检测

了 CD4 + T细胞和 FLS 细胞表面 IgD 与 IgD-Ｒ 结合
的动力学特征，其中 CD4 + T 细胞为悬浮细胞，FLS

细胞为贴壁细胞。已有文献［13］报道人 CD4 + T 细胞
上有 IgD-Ｒ 表达，而人滑膜细胞 FLS 上是否也有
IgD-Ｒ表达目前没有文献报道，我所前期实验显示
人滑膜细胞上有 IgD-Ｒ的表达。在本文中利用配体
受体结合实验检测出 IgD 与人 CD4 + T 细胞和 FLS
上 IgD-Ｒ 结合的 KD 值理论上是相近的，分别为

0. 810 nmol /L 和 0. 702 nmol /L，说明 IgD 分别与人
CD4 + T细胞和 FLS上 IgD-Ｒ结合的亲和力相似，也
证实了 FLS上有 IgD-Ｒ 的存在，说明 IgD-Ｒ 在此两
种不同的细胞上受体特性相近，都发挥重要的免疫

学功能。本文选用的 FLS 为贴壁细胞，胰酶消化前
后细胞的形态差异较大，通过设计方法 1 和方法 2
比较胰酶消化对结合实验的影响。结果显示: FLS
消化后形态变化较大，会影响到 IgD 与其受体的结
合，故而在贴壁细胞的结合实验中，建议采用配体受

体结合后再消化细胞的方法。
本文建立的配体受体结合实验也有一定的局限

性:首先，要求被检测的细胞中不含有配体( 如 IgD)
的干扰;另外，由于流式细胞仪的局限性，本方法适

用于细胞表面配体受体结合实验，而不适用于组织

中的配体受体结合实验。
流式细胞术在受体与配体结合分析中的应用为

配体与受体结合分析开辟了新的途径，该方法避免
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了放射性和荧光分析中存在的问题，利用荧光抗体

标记配体代替放射性配基，避免了放射性元素标记

困难、需要进行安全防护、放射性废物处理繁琐而且
费用昂贵等缺点。
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Novel fluorescence based ligand-receptor binding
assay : study on IgD receptor
Chen Hengshi，Wu Yujing，Huang Qiong，et al

( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Key Laboratory of Anti-Inflammatory
and Immune Medicine，Ministry of Education，Collaborative Innovation Center of Anti-Inflammatory

and Immune Medicine in Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish a fluorescence method for the detection of receptor binding assay and to detect
the affinity of IgD ligand receptor binding． Methods Based on the experimental results of the ligand receptor bind-
ing assay，fluorescence based receptor binding assay was established using fluorescent labeled antibody． The bind-
ing affinity of IgD receptors on human CD4 + T cells and human fibroblast-like synoviocytes ( FLS) was detected by
flow cytometry． Ｒesults The dissociation constant ( KD ) and the maximum binding capacity ( Bmax ) of IgD recep-
tors on human CD4 + T cells were 0. 810 nmol /L and 6 605 arbitrary unit /104 cells，respectively． The KD and Bmax

value of IgD receptors on human FLS was 0. 702 nmol /L and 5 977 arbitrary unit /104 cells respectively． Conclu-
sion This method avoids the defects of the radioactive label in the binding of the receptor and the ligand，and of-
fers simple operation，good stability，high sensitivity，which can provide a new way for the ligand and receptor
binding．
Key words ligand receptor binding; affinity; IgD; fluorescence based receptor binding assay
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