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高温
、

利多卡因
、

足叶乙营联合法

体外净化 白血病细胞

童秀珍① 洪文德 罗绍凯 谭路坚 庞国元

(中山医科大学附属第一医院血液科 ,广州
,
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提 要 采用体夕随血细胞培养技术
,

应用高温
、

利多卡因
、

足叶乙昔 (足叶乙贰
,

V P
一

16) 联合法
,

研究其在体外

对白血病细胞的杀伤作用
。

结果表明
:

高沮
、

利多卡因
、

v P
一

16 三者联用比高温十利多卡因
、

高温+ v P
一

16
,

能更有效地

杀伤白血病细胞
,

而正常粒单系克隆形成单位( GM毛F U )仍约有 50 %存活
。

41 ℃ 6 om in + 。
.

7 5

~
ol / L 利多卡因+

5
.

5户m o l /L V P
一
1 6 联合处理后

,

H L
一
6 0

、

U 9 3 7
、

K 5 6 2 细胞分别只存活 0
.

0 1%
、
9

·

4 0纬
、
3 3

.

66%
.

另外
,

从这个联合

方案说明对于不同类型的白血病效果不一
,

在其自身骨翻移植 ( A B M T )时
,

体外净化骨髓要采用不同的净化方案
.

关链词 急性非淋巴细胞白血病 ( A N L L ) . 体外净化 , 利多卡因 , 足叶乙昔 ( V P
一

16 ) , 热处理

中图号 R 7 3 3
·

7 4

目前对体外净化方法的研究有物理学
、

免疫

学
、

药理学等
,

国内外已有不少作者报道了单种

和 2 种联用于体外净化骨髓的方法
,

但 3 种联用

的净化方法报道较少
.

本文报道高温
、

利多卡因
,

足叶乙昔 (足叶乙贰
,

V P
一

1 6) 联合法
,

体外杀伤

不同类型的白血病细胞的效果
,

为临床应用提供

依据
。

1 材朴和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 培养细胞来源 G M
一

C F U 培养用的细
,

胞来源于 20 例正常人骨髓分离的单个核细胞悬

液
。

1
.

1
.

2 细胞株 H L
一

6。 细胞株作为急性早幼

粒白血病 (M
3
)的模型

,

U 9 37 细胞株作为急性单

核白血病 (M
S
)的模型

,

K 5 62 细胞株作为红白血

病 (M
。
)的模型

。

以上细胞均用 10 %的小牛血清

1 6 4 0 液进行传代培养
,

待细胞处于对数生长时

期用于实验
。

1
.

1
.

3 药 物 利多卡因每支 s m l
,

含 0
.

19
,

浙江太兴制药厂出品
。

足叶乙昔 ( v P
一

1 6) 每支

s ml
,

含 0
.

1 9
,

江苏连云港制药厂出品
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 实验处理 正常人骨髓和 H L
一

60
、

U
-

9 3 7
、

K 5 6 2 细胞株均采用以下同等处理条件
:

( l) 高温+ 利多卡因
:

选用 2 种浓度利多卡因 (分

别为 0
.

s m m o l / L
、

0
.

7 5m m o l / L )与上述细胞

分别在 41 ℃水浴 6 o m in
,

用集落培养方法检测

其净化作用
。

( 2 )单用 V P
一

1 6
、

V P
一

1 6 + 高温
:

选

择 3 种 浓 度 V p
一

1 6 ( 为 0
.

5 5拼m o l / L
、

4
·

2 5拜m o l / L
、

8
·

5拌m o l / L )与上述细胞分别置

于 37 ℃
、

41 ℃共孵育 6 o m in
,

其它处理同前
.

( 3) 高温+ 利多卡因+ V P
一

16 联合处理
:

利多卡

因浓 度为 0
.

5 0m m o l / L
、

0
.

7 5m m o l / L
,

V
一

1 6

浓 度 分 别 为 0
.

5 5拌m o l / L
、

4
.

2 5杆m o l / I
, 、

.8 5拼m ol / L 与上述细胞分别置于 41 ℃共孵育

6 o m i n ,

其它处理同前
。

l
·

2
·

2 G M
一

C F U 的培养方法 按文献〔l 〕完

成
。

1
.

2
.

3 细胞株培养方法 根据预试验结果
,

3

种细胞株浓度均为 5又 1a0 个 /m l
,

不加条件培养

液
,

其余与 GM
一

C F U 培养方法相同
.

1
.

2
.

4 统计学处理 采用方差检验
.

t 检验
.

2 结 果

2
.

1 高温联用利多卡因对各种细胞的作用

结果如表 1 所显示
:

单纯高温 41 ℃ 6 om in

处理后
,

除 G M
一

C F U 外
,

3 个细胞株的实验组

① 第一作者
,

28 岁
,

女
,

硕士 住院医师
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,
1 5 ( 3 )

与 37 ℃对照组比较有显著性差异 (尸 < 0
.

0 5 )
。

若联用利多卡因
,

除 G M
一

C F U
、

K 56 2 细胞之

外
,

H L
一

60
、

U 93 7 细胞的实验组与 41 ℃比较
,

有显著性差异 ( P < 0
.

0 1 )
。

4 1℃ 6 o m i n 联用利

多卡因 0
.

7 5m m o l / L 处理后
,

G M
一

C F U 的存

活率为 8 0
.

2 8%
,

而 H L
一

6 0
、

U 9 3 7 细胞株的存

活率分别为 3 4
.

8 5 %
、

5 1
.

3 9%
。

表 l 高温联用利多卡因 ( L ID )对各种细胞集落数 (存活率 )的影响牙+
:

处

温度 ( ℃ )

3 7

理 因 家 GM 一 C F U

利多卡因 ( m m o l / L ) ( n = 2 0 )

H L
一

6 0

( n 一 1 0 )

U 9 3 7

( n = 8 )

K 5 6 2

(刀 = 8 )

0
.

5

0
.

7 5

1 1 0
.

3 0士 3 3
.

6 6

( 1
.

0 0 )

1 0 1
.

15士 1 0
.

3 3

( 0
.

9 1 7 0 )

9 7
.

9 0士 2 5
.

4 5

( 0
.

8 8 8 0 )

88
.

5 3士 2 0
.

9 9

( 0
.

8 0 2 8 )

7 9 5
.

2 0士 4 4
.

1 9

( 1
.

0 0 )

6 0 4
.

2 0 士 2 2
.

4 4 , )

( 0
.

7 6 0 4 )

3 2 3
.

9 0 士 3 1
.

3 3 . )

( 0
.

4 0 0 3 )

2 7 7
.

10 士 3 8
.

7 1 2 )

( 0
.

3 4 8 5 )

4 8 0
.

6 0士 9
.

1 3

( 1
.

0 0 )

3 4 1
.

2 0士 1 2
.

3 6 , )

( 0
.

7 1 0 0 )

2 9 5
.

7 0 土 9
.

2 2 , )

( 0
.

6 1 5 2 )

2 4 9
.

6 0士 2 3
.

3 3 2 ’

( 0
.

51 9 3 )

4 2 9
.

5 0士 1 4
.

7 5

( 1
.

0 0 )

3 5 5
.

5 0士 5
.

7 1’ )

( 0
.

8 2 7 7 )

3 5 4
.

6 3士 8
.

8 9

( 0
.

8 2 5 6 )

3 2 1
.

5 0土 1 0
.

0 5

( 0
.

7 4 8 5 )

1 ) 4 1℃ 与 37 ℃处理后的集落数进行比较 ( P < 0
.

0 5)

2 ) 4 1℃ 与 41 ℃ + 利多卡因处理后的集落数进行比较 P < 0
.

05

.2 2 V P
一

16 十高温对各种细胞的作用

结果如表 2 所显示
:

除 G M
一

C F U
、

K 5 6 2 细

胞之外
,

H L
一

60
、

U 93 7 细胞的集落形成的抑制

作用 随 V P
一

16 浓 度的增加而增加
,

H L
一

60
、

U 93 7 细胞株的实验组与空白对照组比较 (尸 <

0
.

0 5 )
。

3 种细胞中 K 5 62 细胞对 V P
一

1 6 最不敏

感
。

若 V P
一

1 6
、

高温 ( 4 1℃ ) 6 0 m i n 联用
,

对于 3

种 细胞株
,

其杀伤效果 比单纯 41 ℃大 (尸 >

0
.

05 )
,

而不增加对正常骨髓 G M
一

C F U 的抑制

作用 ( P < 0
.

0 5 )
。

表 2 V P
一

16 或联用 41 ℃对各种细胞集落数 (存活率)的影响牙士
,

温度

( ℃ )

V P
一
1 6

卜m o
l /L )

G M毛 F U

(
n ~ 2 0 )

卜n
J 一

6 0

( n = 1 0 )

U 9 3 7

( n = 8 )

K 5 8 2

( n = 8 )

0
.

85

4
.

2 5

8
.

5

0
.

8 5

4
.

2 5

8
。

5

1 1 0
.

3 0士 3 3
.

0 6

( 1
.

0 0 )

9 0
.

4 5士 1 9
.

0 9

( 0
.

8 2 0 6 )

88
.

6士 2 9
.

1 1

( 0
.

8 0 3 2 )

7 6
.

0 5士 2 8
.

8 4

( 0
.

6 8 9 4 )

1 0 1
.

1 5士 1 0
.

3 3

( 0
.

9 1 7 0 )

88
.

7 5士 23
.

8 1

( 0
.

8 0 4 6 )

8 4
.

4士 26
.

2 5

( 0
.

7 6 3 1 )

6 8
.

8 5士 1 6
.

58

7 9 5
.

2 0土 4 9
.

1 9

( 1
.

0 0 )

5 7 7
.

0士 5 5
.

9 2
, ’

( 0
.

7 2 5 6 )

3 9 5
.

4士 4 9
.

1 1 1 )

( 0
.

4 9 7 2 )

6 7
.

0士 2 1
.

3 7 . )

( 0
.

0 8 4 3 )

6 0 4
.

7土 2 2
.

4 4

( 0
.

7 6 0 4 )

4 1 7
.

5士 4 4
.

5 3 , )

( 0
.

5 2 5 0 )

2 3 7
.

9士 5 1
.

2 5 3 ,

( 0
.

2 9 9 1 )

5 7
.

7士 1 2
.

0 6
4 )

4 8 0
.

6 0 士 9
.

1 9

( 1
.

0 0 )

2 5 0
.

1士 1 9
.

7 9 1 )

( 0
.

5 2 0 3 )

2 3 5
.

1士 0
.

9 9 1 )

( 0
.

4 8 9 1 )

2 0 4
.

3士 5
.

71
1 )

( 0
.

4 2 5 0 )

3 4 1
.

2士 1 2
.

3 6

( 0
.

7 10 0 )

1 72
.

8 7士 2 1
.

2 1 , )

( 0
.

3 1 9 5 )

1 4 0
.

0士 2 2
.

0 9
3 )

( 0
.

2 9 1 3 )

1 1 9
.

土 5
.

1 8
, )

4 2 9
.

5 0士 1 4
.

7 5

( 1
.

0 0 )

3 7 3
.

5士 1 2
.

5 1

( 0
.

8 69 6 )

3 5 6
.

2士 8
.

5 3

( 0
.

8 2 9 3 )

3 0 1
.

3士 18
.

3 5

( 0
.

7 0 1 5 )

3 55
.

5士 5
.

7 1

( 0
.

8 27 7 )

2 9 3
.

1士 2 1
.

9 9 , )

( 0
.

68 2 4 )

2 8 0
.

1士 1 1
.

5 2
3 )

( 0
.

6 5 2 1 )

2 5 6
.

5土 1 8
.

69
3 ,

0 7 2 5 ) ( 0
.

2 4 7 6 ) ( 0
.

5 9 2 2 )

l )为 s 种浓度 V P
一 1 6 与空白对照组比较 P < 0

.

0 5 ; 2 ) P < 0
.

0 1 , 3 )为 4 1℃ 与V P
一 16 + 4 1亡 比较 P < 0

.

0 5 , 4 ) P < 0
.

0 1
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等
.

高温
、

利多卡因
、

足叶乙昔联合法体外净化白血病细胞 1 9 1

2
.

3 高温
、

利多卡因
、

V P
一

16 联合法对各种细

胞的作用

结果如表 3 所显示
:

各细胞株的实验组与相

应对照组 ( 41 ℃ + 0
.

s m m ol / L 利多卡因 ) 比较

有显著性差异 (尸 < 0
.

05 )
,

而 G M
一

C F U
,

只有

当 4 1℃ 6 0m i n + 利多卡因 0
.

s m m o l / L 十 V P
-

16 为 8
.

5拌m ol / L 时与相应对照组 比较 (尸 <

0
.

0 5 )
。

提高利多卡因浓度为 0
.

75 m m ol / L + 高

温 4 1℃ + V P
一

1 6
,

3 个细胞株 ( H L
一

6 0
、

U 9 3 7
、

K 5 6 2) 与相同条件下的 G M
一

C F U 比较均有显

著性差异 ( P < 0
.

0 5 )
。

当 4 1℃ 6 0 m i n + 利多卡

因为 0
.

7 5拜m o l / L + V P
一

1 6 为 8
.

5拌m o l / L 联

合处理以后
,

H L
一

6 0
、

U 9 3 7
、

K 5 6 2 细胞分别只

存活 0
.

0 1%
、

9
.

9 4%
、

3 3
.

9 4 %
,

而 G M
一

C F U

的存活率仍有 49
.

32 %
。

表明这种联合方案对企

常造血细胞杀伤少而对各白血病细胞杀伤大
,

是

较好的一种组合
。

表 3 41 ℃十利多卡因 ( L ID ) + V P
一

16 联合法对各种细胞集落数 (存活率 )的影响牙士
:

处理因素

温度+ L DI V P
一
1 6

G M
一

C F U

(月 = 2 0 )

H L
一
6 0

(” ~ 1 0 )

U 9 3 7

( n 一 8 )

K 5 6 2

( 月 = 8 )

( ℃ ) `m m o l / L ) (料m o l / L )

4 1+ 0
.

5 0 9 7
.

9 5士 2 5
.

4 5 3 2 3
.

9士 3 1
.

3 3 2 9 5
.

7士 9
.

2 2 3 5 4
.

6 3士 8
.

89

( 0
.

8 9 0 9 ) ( 0
.

4 0 7 3 ) ( 0
,

6 1 5 2 ) ( 0
.

8 2 5 6 )

0
.

8 5 7 8
.

3士 2 1
.

1 1 1 9 8
.

2士 4 7
.

3 5 , ’ 1 5 5
.

1士 5
.

8 2 , )
27 5

.

5士 1 9
.

6 5 , ’

( 0
.

7 0 9 8 ) ( 0
.

2 4 9 2 ) ( 0
.

3 2 2 7 ) ( 0
.

6 4 1 4 )

4
.

2 5 7 1
.

0 5士 2 0
.

6 3 1 6 3
.

2士 2 7
.

6 1, ) 1 0 9
.

5士 4
.

9 8 , ) 2 5 2
.

0 士 1 2
.

4 2 , ’

( 0
.

6 3 6 4 ) ( 0
.

2 0 5 2 ) ( 0
.

2 2 7 8 ) ( 0
.

5 8 6 7 )

8
.

5 6 4
.

1 5士 1 8
.

1 6
, ’ 7 9

.

0士 8
.

5 8 . , 7 9
.

7 5士 5
.

2 0
, , 2 2 7

.

士 1 0
.

6 4 , ,

( 0
.

5 8 1 6 ) ( 0
.

0 9 9 ) ( 0
.

1 6 5 9 ) ( 0
.

5 2 8 5 )

4 1十 0
.

7 5 0 8 8
.

5 5士 2 0
.

9 9 2 7 7
.

1士 3 8
.

7 1 2 4 9
.

6士 2 3
.

3 3 3 2 1
.

5士 1 0
.

0 5

( 0
.

8 0 2 8 ) ( 0
.

3 4 8 1 ) ( 0
.

5 1 9 3 ) ( 0
.

7 4 8 5 )

0
.

8 5 6 6
.

6 5士 1 6
.

4 3 6 6
.

0士 1 6
.

3 6 , ) 1 1 0
.

6士 2 3
.

2 93 ) 2 0 7
.

5士 1 4
.

8 8
, )

( 0
.

6 0 4 2 ) ( 0
.

0 8 2 9 ) 0
.

2 3 0 1 ) ( 0
.

4 83 1 )

4
.

2 5 6 5
.

7 5士 18
.

2 8 5 4
.

8士 5 3
.

7 2司) 88
.

0 1土 2 4
.

9 3
4 , 1 7 3

.

6士 1 5
.

9 1 , ,

( 0
.

5 9 6 6 ) ( 0
.

0 6 8 9 ) ( 0
.

1 8 3 3 ) ( 0
.

4 0 4 2 )

8
.

5 5 4
.

4士 1 4
.

1 5 0
.

1士 0
.

3 2` ) 4 7
.

8士 1 3
.

27
. , 1 4 6

.

士 1 4
.

1 9 , ,

_ _
_

_

卯
·

4 9 3 2 ) (0
·

00 01 )
.

(0
·

卯料沪
二

咬.0 3 3 9 9 )

l )高温+ 0
.

sm m o l / L L ID + V P
一

1 6与 4 1
、

℃ + 0
.

sm m o l / L L DI 比较 P < 0
.

0 5 ; 2 ) P < 0
.

0 1

3) 各白血病细胞存活率与相同条件下的 G M
一

C F U 比较 p < 。
.

05 ; 4) P < .0 01

3 讨 论

自身骨髓移植 ( A BM T ) 已成为治疗急
、

慢

性白血病和淋巴瘤等恶性肿瘤的一种有效方法

之一
,

但由于病人骨髓中残留恶性肿瘤细胞
,

导

致复发率较高
,

因此
,

目前体外净化骨髓已引起

极大的关注并已成为 A B M T 的关键问题之一
。

白血病细胞为异质性细胞群
,

从白血病干细

胞到无增殖能力的终井潮胞
。

单一种净化方法很

难达到彻底地杀伤白血病各阶段分化细胞的作

用
.

高温虽然可以有选择性地杀伤白血病细胞的

作用
,

但杀伤效果有限
〔 2」

。

高剂量的药物杀伤肿

瘤细胞效应大
,

但对正常骨髓的抑制也大
。

如用

1 2 5拜m ol / L V P
一

16 能杀伤 5 个对数级以上的肿

瘤细胞
,

这时 G M
一

C F U 只存活 1% 川
。

许多作

者研究表明几种净化方法联用
,

可起到协同作

用
,

而且可以减少药物剂量来避免对正常骨髓的

抑制作用
。

T a m a y o 「̀」报道单用 A s t a 一 Z ( 5 0拜g /
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,
1 5 ( 3 )

m l )
、

V P
一

1 6 ( 8 5拜m o l / L )处理的 H L
一

6 0 细胞株

分别可杀伤 3
.

3个 10 9 和 2
.

3 个 10 9
.

两者联用

( A s t a
一

2 2 0拜g / m l + V P
一

1 6 3 4科m o l / L ) 则对

H L
一

60 细胞株能杀伤大于 4 个 fo g
,

而对正常

G M
一

C F U 抑制没有相应增加
,

本实验显示了高

温 ( 41 ℃ )联用利多卡因高温
、

41 ℃ + V P
一

16 比

单纯高温能更有效地杀伤白血病细胞
,

对 G M
-

C FU 也有影响
,

但明显比对 白血病的一些细胞

株少
.

如单纯高温 ( 41 ℃ )
、

高温 ( 41 ℃ ) + 利多卡

因 0
.

7 5 m m o l / L
、

高 温 ( 4 1℃ ) + V P
一

1 6

.8 5料m ol / L 处理后
,

对 H L
一

60 细胞分别存活为

7 6
.

0 4 %
、

3 4
.

8 5 %
、

8
.

4 3 %
,

对于 G M
一

C F U 分

别存活为 9 1
.

7 0%
、

8 0
.

2 8写
、

6 8
.

9 4%
、

高温 +

利多卡因十 V P
一

16 三者联用则比单纯高温
、

高温

+ 利多卡因
、

高温+ V P
一

16 有效地杀伤白血病

细胞
,

而 G M
一

C F U 仍近 有 50 %的存 活
,

如

0
.

7 5m m o l / L 利 多 卡 因 + 4 1℃ 6 0 m i n +

8
.

5拼m o l / L V P
一

1 6 联 合处 理 后
,

H L 一 6 0
、

U 93 7
、

K 5 6 2 细 胞 株 分 别 只 存 活 0
.

0 1%
、

.9 40 %
、

33
·

“ %
,

另外
,

从这个联合方案也表明

对不同类型的白血病细胞效果不一
,

对急性早幼

粒白血病效果较好
,

其次为急性单核细胞白血

病
,

对红 白血病 ( 急性非淋 巴细胞 白血病中 M
.

型 )效果欠佳
。

说明对于不同类型的白血病患者
,

在 A BM T 时其体外冷料七骨髓要采用不同的净化

方案
。
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一
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,

9
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,

5 5
.
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.
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h a d v a r i o u s e f f e e t o n t h e d i f f e r e n t k i n d s o f l e u k e m i a
, 5 0 t h e d i f f e r e n t p u r g i n g t r e a t m e n t

s h o u ld b e u s e d in A BM T
.

K e y w o r d s A N L L ; p u r g i n g i n v i t r o ; l id o e a in e ; e t o p o s id e ; h e a t t r e a t m e n t

·

简 讯
·

《鼻咽癌 9 2 分期 》得到全国同行公认

本校肿瘤医院阂华庆教授等在
“

八五
”
国家医学科技攻关《鼻咽癌综合治疗最优方案的研究》中

,

收集了从 1 9 85~

1 9 8 7 年该院经 C T 检查进行系统规范首程放疗
,

并随访 5 年的 41 2 例鼻咽癌病例资料
,

结合目前认为较科学的 C ox

模型和临床经验筛选出影响预后的因素
,

并利用电子计算机反复模拟对各种 T
、

N 和分期组合的 5 年生存曲线进行比

较
,

以 L
o g

一

ar n k t es t 作显著性检验
,

从而对原发病灶
“ T ”
和颈淋巴结转移灶

“ N ”

提出了有别于以往的概念
。

当将这一

新分期与美国的 A J C 分期
、

欧洲的 U CI C 分期
、

及香港
、

东南亚使用的何氏分期及我国 1 9 7 9 年的长沙分期作全面对

比分析后
,

显示幻 C
、

U cl C 与长蒯于期中 I
、

I 期病者的 5 年生存率曲线出现交叉或重叠现象 .与何氏分期中 I 及 W

期生存曲线接近
。

而阂华庆教授等提出新的分期方案
,

各期生存曲线能均匀地拉开
,

各期病例数的分布更为合理
,

其 5

年生存率 l 至 W a
期分别为 89

.

7%
,
7 5

.

9%
,

51
.

3%和 22
.

2%
。

而 N b 期为 。%
。

该分期方法是建立在原长沙分期的

框架上
,

为各地医师所熟悉
,

具有简单易记的特点
。

新的分期方案
,

于 1 9 9 2 年 5 月在广册举行的
“

第六届全国鼻咽癌学术会议
”
上提出后

,

经同年 n 月在福份由谷铣

之
、

刘泰福教授主持的
“

中华放射肿瘤学会鼻咽癌专题研讨会
"

上再次进行了专题讨论
。

认为这新分期方案
,

应用了新的

技术
、

方法先进合理
,

因此得到公认并命名为《鼻咽癌 92 分期》
,

决定推荐在国内应用
。

1 9 9 3 年 5 月全国肿瘤防治研究

办公室在
“
八五

”
恶性肿瘤防治研究项目中期总结与评估报告中

,

亦再次确认
,

《鼻咽癌综合治疗最优方案的研究》已提

前 1 年完成了我国鼻咽癌临床分期
。

相信这一新的鼻咽癌临床分期
,

今后经过各地的验证
,

将得以更进一步地完善
.

(冯世容 )


