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用低分化鼻咽癌细胞株( c NE
Z

) 为靶细胞

测定鼻咽癌(P N) c 患者 A C C D作用

刘庆伦 蔡体育 陈爱珍

( 肿瘤研究所免疫室)

抗体依赖的细胞介导的细胞毒( An t ibd oy
·

De Pe n de n t Ce l l
一

M e d ia re d Cyt ot o x ie it y
,

A D C C
.

)

是机体细胞免疫与体液免疫两大系统的协调作

用
,

在机体 的 肿 瘤 免疫
、

移植免疫
,

某些真

菌
、

病毒
、

寄生虫疾患及某些 自身免疫疾患的

过程中
,

均发挥重 要 作用
〔`一 , ’ 。

A D C C 对那

些吞噬细胞无法吞噬的体积较大的实体瘤
、

寄

生虫及血流中转移的单个肿瘤细胞均有杀伤作

用
,

A D C C 对 那 些 被抗体封闭使 T 细胞无法

发挥杀伤作用的靶细胞亦能有效地杀伤
,

这些

在防止肿瘤转移及改补预后方面是有重要意义

的 “ ’ 。

目前
,

一般流行用玛红细胞做靶细胞来测

定 A D C C 作用
。

为了较准确地反 映 N P C 患者

对本身的肿 瘤 细 胞的 A D C C 作用
,

我们选用

了低分化鼻咽癌细胞株 ( C N E
Z
) 作为靶细胞

,

参考 M a e l e n n a n 的方法
t ” 〕 ,

用
” `c r 释放法测

定 了健康人与鼻咽癌 患 者的 A D C C 功能
,

现

报道如下
:

材 扦 与 方 法

一
、

实验对象 健 康 献 血 员 72 例
,

年龄
2 2一 50岁 N p c 患者 4 1例

,

年龄 2 7~ 7 3岁
,

均

为初诊未经抗癌治疗的患者
。

二
、

花细胞 体外培养的低分化鼻咽癌上

皮细胞株 ( C N E Z
)

,

取自北京市病毒研究所
。

三
、

RPMI 一 1 6 4 0 培养液 含 15 % 小 牛 血

清
。

四
、

H a n k
’ s
液 使用时调成 p H 7

.

4
。

五
、

淋巴细胞分离液 比重 1
.

0 77 ~ 1
.

0 78

( 上海试剂二厂生产 )
。

六
、

聚乙二醉辛签苯甚赎 ( O尸) 配成 5%

供使用
。

七
、 “ ,

c r :
络欲钠一小 rC 注 射液

,

放射性

浓度 20 m cl /m l左 右
,

( 中国科学院原子能

研究所提供 )

八
、

40 孔塑料培养板 圆底
,

( 上塑二厂

生产 )

九
、

10 x 40 m m 塑料试管 用于 测定样品

c P m 数
。

十
、

免抗 C N E: 细胞抗血清 常规方法
:

以 C N E :

细胞免疫家兔制备
,

效价为 1 : 5 ,

00 0
,

使用浓度为 1 :

10
,

0 0 0
。

5 6℃半小时灭活
。

十一
、

效应细胞 新 鲜外 周 血 3 m l ,

用

lF co ll 一H y p a q ae 密 度 梯度分离法分离淋巴细

胞
。

以 H a n k
, s 液洗 3 次

,

用 R p M I一 26 4 0重

新配成细胞混悬液
,

置培养管内 37 ℃孵育 1 小

时
,

除去贴 壁 细 胞
。

用 T yr p in b l ue 染色检

查
,

活细胞肠 % 以上
,

染色涂片检查
,

淋 巴细

胞占98 % 以上
。

最后
,

配成 1
.

5 x 10
。

细胞 / m l

浓度备用
。

十二
、

靶细胞标 记 及
” ` C r 释 放 试 脸

( 1) 取生长旺盛的靶细胞 ( C N E :
)足够量

,

用 0
.

5 %胰酶 (活性 1
: 2 5 0

,

p H 7
.

4 )消化
,

( 3 7 ℃

孵育 10 分钟
,

) 以使细胞从 瓶 壁 上 脱落
,

以

R P M I一 2 6 4 0 洗 3 次
,

然后
,

每 2 x 2 0 8

个 靶 细

胞加 1 0 0尽; C i 的 N a : ” ` C r o ` ,

及 0
.

s m 1 R p M I -

1 6 4 0 ,

置 3 7℃温箱 z 小时
,

每 1 5 分 钟 摇匀 1

次
,

然后用 R PM I一 1 6 4 。洗 4 次
,

除去 未掺入

细胞内 的
5 ’

Cr
,

留 取 少址供测定
” ` C r 总掺入

用
,

其余分成两份
,

使用前 30 分钟
,

其中 1 份

以抗 C N E ,
抗血清 ( 1 , 1 0

, 0 0 0 )孵育
,

另 z 份
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用同浓度的无关抗体 (免疫前的正常兔血清 )

孵育
,

上述靶细胞均最终配 成 1又 1 0
5

细胞 / m l

浓度备用
。

(2 ) 按下述各组 ( 每组 三 个 平行孔 ) 要

求
,

加相应实验材料入培养板各孔中
:

另取 O
.

l m lsl C r 标记靶细胞直接加入塑料

表 1 A D C C 试 验 (
” , C r

释 放 法 )

组 别
5% O P

m l

R PM I

1 64 0m l
效应细胞

m l

抗血清
, 5

℃ r

标记靶细胞 m l

正常血清
, “ , C r

标记靶细胞 m l

s i C r

标记靶细胞 m l

自发释放

最大释放

效应细胞对照

抗体对照

实验组

管中 ( 一式三份 ) 供测定总掺入用
。

最后
,

将上述装好的培养板用 30 9离心 5分

钟
,

然后置含 5% C O
:

的湿空气中孵育 14小时
,

取出以 9 09 离心 10 分钟
,

吸取各孔上清液 0
.

1毫

升置塑料试管内
,

测定 cP m 数
;
各 组

5℃ r 释

放实际值为
:

〔 ( 又测定值 cP m一 父本底 cP m ) x Z〕 ,

父代表三孔平均测得的 cP m 数值
。

)

细胞毒性 C T ,

按下式计算
:

亦不会因射线过强而致靶细胞被杀伤而出现 自

发释放率过高的情况
。

二
、

自发释放及收获时间

( 1) 自发 释放
: “ , C r 标记的靶细胞自发释

放在收获期内不超过 20 %
,

20 小时时约为20 %

左右
,

可满足实验要求 ( 图 1 )
。

` !

子器
一鳌绮耀瓢

臀鉴 一鳌爵墨瓢
X ] 0 0乡石

结 果

例数 细胞毒性 (C T
.

% )

_

一一矛尸,

一一— —

11

1卜
`
卜l卜1矛.IL̀weIL于!
一

L
.ì

件公”勺

正常人
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7 2
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3 6
。
1 0 士 12

。
1 3

3 5
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5 7 士 9

。
3 9

图 1 标记靶细胞 自发释放一时间曲线
P > 0

。
8

1 6

4 3

9

3 2

3 4
.

8 0 士 1 5
.

3 2 }
3 5

.

5 4 土 1 1
.

3 7 {
P > 0

。

7

( 2) 收获时间 :
约 7 小时

` ,
C r 释 放 基 本

达到高峰
,

为了便于实验操作
,

我们选第14 小

时收获 ( 图 2 )
。

3 1
.

14 士 1 3
.

88 }
3 6

.

8 2 士 7
.

5理 至P > 0
。
1

分刃仍%细胞毒cT
注

:
(1 ) 有 13 例正常人未记录性别

,

故未列入性

别分类统计中
。

(2 ) 因年龄分组分布较集中
,

无法分析年龄

影响
。

讨
`

论

一
、 “ ,

C r标记强度 使用 10 0林C立/ 2 x 10 。
靶

细胞标记强度时
,

总掺入约为O
.

s cP m /细胞
,

一 白
.认 ,` 的 今叶

图 2 孵育时间一细胞毒曲线



三
、

效靶 细 胞的比例 ( E / )T 在 E / T 比

例增高时
,

细胞毒也增高
。

但考虑到效靶细胞

比例 E / T 太高时
,

反而会抑制细胞毒
仁” ’
及 以

尽量少取患者血液为原则
,

我们 采取了取血 3

m l , E / T
= 1 5 / 1 的 方案

。

当 E / T 为 1 5 / 1时细

胞毒曲线为上升部分
,

可以比较灵敏地反映细

胞毒活性的变化 ( 图 3 )
。

1 0 1《二Q ( E / T 、

图 3 效靶细胞比率一细胞毒 曲线

四
、

抗靶细胞抗血清浓度 抗靶细胞抗血

清最终浓度 1 :

10
,

0 00 已满足实验要求
,

增加浓

度并不增加细胞毒作用 ( 图 4 )
。

五
、

靶细胞的选择 我们认为选用体外培

养的 C N E :

细胞株作为靶细胞较之使用异种细

胞作靶细胞所测定出的 A D C C 作 用 能 更切实

地反映 N PC 患者 K 细 胞 对本身癌细胞的杀伤

能力
。

因为在不同的靶细胞的实验系统之中
,

所要求的实验条件是不同的
,

所测 出的结果 也

是不 同的
〔” 〕 。

我们选 C N E
:

作 靶 细 胞 还因为

9 8
.

6%左 右的 N P C 患者癌 细胞为低分化型的

( C N E ,

为低分化 鼻咽癌细胞株 )
f 7 1 ,

以及因

为有报道
,

巨噬细胞
,

单核细胞
,

中性自细胞

等对传代细胞无 A D C C 作用
「8

、 。

我们还发现
,

在我们的实验 系统中
,

效应 细 胞 对照组的细

胞毒 C T ,

鲜有超过 3~ 5%
,

说明 C N E :

对 N K

细胞的杀伤作用不敏感
,

另 外
, C N E Z

亦易于

用
6 , C r

标记
,

易 于 传代培养
,

保证靶细胞的

稳定来源
。

因而本法是稳定和简易的
。

六
、

结果分析 我们的结果表明
,

正常人

与 N P C 患者的 A D C C 功 能无显著差别
,

不同

性别亦无差别
,

这与国内外一些报道的某些肿

瘤患者
,

如肺癌
,

恶性黑色素瘤
,

结肠癌
,

淋

巴瘤等患者 A D C C 功 能 不 比正常人低下的结

论相符
〔〔一 ` 2 二。

本试验首次应用鼻咽癌 C N E :

细胞株为靶

细胞
,

从理论上应较 客 观地反映 N P C 病人的

A D C C 功能
、

在体内二A D C C 易 被 抑制或封闭

因子包括游离抗原
,

免疫复合物
,

正常免疫球

蛋 自等所抑制
「’ 3 ’ 。

但在体外试验中
,

由于淋 巴

细胞多次孵育与洗涤
,

有可能除去了抑制性物

质
,

这可能是 N P C 患者 A D C C 功 能体外试验

结果与正常人比较没有明显降低的原因之一
。
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