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细胞上清液提高
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要"目的
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研究从白细胞介素
D

"

Q/AD

%(

Q/ADaQ/AHD

(

Q/ADaQ/AHP

(

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

活化的
>?

细胞提取的上清液是

否能提高细胞毒性
W

细胞"

!W/

%对黑色素瘤细胞的杀伤率及其机制'方法
!

提取
>?

细胞!

Q/ADBKKKQ7

#

=/

(

Q/ADBKKKQ7

#

=/aQ/AHDHK'

*

#

=/

!

Q/ADBKKKQ7

#

=/aQ/AHPHKK'

*

#

=/

!

Q/ADBKKKQ7

#

=/aQ/AHDHK'

*

#

=/aQ/AHPHKK'

*

#

=/

活化!

O(

后提取上清液!与
2KJ

细胞培养过夜!流式细胞仪检测肿瘤细胞表面
#

类组织相容性抗原"

2:!

#

%表达!以其为靶细胞检测

!W/

细胞对
2KJ

细胞杀伤率'结果
!

>?

细胞上清液提高
2KJ

细胞表面
2:!

#

分子表达及
!W/

细胞对
2KJ

细胞杀伤率'

结论
!

>?

细胞上清液能够增强
!W/

对肿瘤细胞的杀伤作用'

关键词"自然杀伤细胞$白细胞介素
HD

$白细胞介素
HP

$组织相容性抗原
#

类$黑色素瘤细胞
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细胞免疫在肿瘤免疫中发挥着重要的作用#其中自然杀伤

细胞'

>?

细胞(及细胞毒性
W

细胞'

!W/

细胞(是体内主要的

免疫细胞,

H

-

&有研究表明#组织相容性抗原
#

类'

2:!

#

(限

制性导致
!W/

细胞不能有效杀灭肿瘤细胞&下调肿瘤细胞表

面人类白细胞抗原'

:/S

(是肿瘤细胞逃逸
!W/

细胞重要原

因之一,

D

-

&

2:!

#

类抗原部分或全部缺失是黑色素瘤对

!W/

细胞不敏感因素之一,

OAC

-

&

>?

细胞可直接杀伤血液循环

的肿瘤细胞及肿瘤组织,

J

-

#并且对黑色素瘤肺转移细胞也有杀

灭作用,

BAP

-

&细胞因子白细胞介素
D

'

Q/AD

(+

Q/AHD

和
Q/AHP

可

增强其杀伤及分泌功能,

I

-

&因此#现将本研究
>?

细胞上清液

提高
!W/

细胞对肿瘤细胞杀伤力及机制报道如下&

!

!

材料与方法

!0!

!

实验动物与肿瘤细胞
!

选择匹兹堡大学肿瘤中心
M+6GA

%"'

实验室无菌环境饲养的
!JL[/

%

B

雌性裸鼠#

P

&

HD

周龄#

体质量
DK

&

OK

*

$

2KJ

黑色素瘤细胞由
4$#:[+%%$

实验室保

存培养#于
U42QHBCK

液中常规培养&

!0+

!

>?

及
!W/

细胞表型检测
!

从
!JL[/

%

B

裸鼠提取出脾

脏#磨碎#使之成单细胞悬液$

HDKK#

%

=)'

#离心
J=)'

$溶解红

细胞
O=)'

#再离心#过滤#制成脾细胞悬液&计数#

WLJ

培养瓶

中加入
DJ=/

培养液及
BKKKQ7

%

=/Q/AD

培养&

D(

后#用抗

!3O

抗体磁珠'

3

9

'+;[)"-$6.

#

/+G$<,66$%%

#

>f

#

7<S

(法纯

化#敲除
W

细胞#制成
>?

细胞#再加入
BKKKQ7

%

=/Q/AD

培

养
D

&

O(

后#制得活化的
>?

细胞&收获细胞#把每管
K0Jh

HK

L

%

=/

细胞离心#取沉淀#混匀#添加抗体
>?H0H

a

+

>?

&

CB

+

!3O

a

+

!3C

a和
!3P

a各
D

%

/

#流式细胞仪'

5;,"#$%6$'6$+6-)A

8+-$(6$;;%"#-$#

#

RS!<

(检测表型&

>?

细胞表型"

>?

&

CB

"

IK\

#

>?H0H

a

"

IK\

#

!3P

a

&

D\

#

!3C

a

&

D\

&同上提取脾

细胞#加入
P

%

*

%

=/4:S

和
BKKQ7

%

=/Q/AD

培养&

D(

后#可

见大量细胞聚集成团#静置
J

&

L=)'

#轻轻抛弃上清液#即可获

得细胞团块#再加入
BKKQ7

%

=/Q/AD

培养
D(

后#即可制得

!W/

细胞&

!W/

细胞表型"

!3P

a

"

IK\

#

!3O

a

"

IK\

#

>?H0

H

a

&

J\

#

!3C

a

&

D\

&

>?

细胞在
Q/AD

#

Q/ADaQ/AHD

#

Q/ADa

Q/AHP

或
Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

条件下培养#提取上清液&同上

法准备
>?

细胞#用抗
!3O

磁珠法纯化#再加入
BKKKQ7

%

=/

Q/AD

培养
H(

后#加入
Q/AHD

'

HK'

*

%

=/

(和
Q/AHP

'

HKK'

*

%

=/

(

或同时加入
Q/AHD

'

HK'

*

%

=/

(及
Q/AHP

'

HKK'

*

%

=/

(#再培养

CP.

后#

DKKK#

%

=)'

离心
HK=)'

#收集上清液#

^PK i

冻存

备用&

!0:

!

E/Q<S

法检测上清液的
QR>

*

含量
!

将各种细胞因子活

化的
>?

细胞上清液分为
C

组#分别为
>?

上清液#

>?aQ/A

HD

上清液#

>?aQ/AHP

上清液#

>?aQ/AHDaQ/AHP

上清液#按

照说明书应用双抗体夹心
E/Q<S

法检测
QR>

*

#重复
O

次&

!0E

!

检测
2KJ

细胞表面
2:!

#

'

:AD?

@

(表达
!

收集
2KJ

细胞#调整细胞密度为
HhHK

L

%

=/

#与
>?

细胞在
Q/AD

#

Q/ADa

Q/AHD

#

Q/ADaQ/AHP

#

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

条件下提取的上清液

HDJ

%

/

孵育过夜&

H(

后#收获所有肿瘤细胞#加入
:AD?

@ 抗

体染色
OK=)'

#

4[<

缓冲液洗涤
D

次后#

K0DJ\

多聚甲醛固定#

RS!<

计数
JKKK

细胞#检查
2:!

#

表达&

!0Q

!

检测
>?

细胞对
!W/

细胞的杀伤率
!

将JH

!#

溶液与靶

细胞,与不同
>?

上清液及干扰素
*

'

QR>

*

(-

HK'

*

%

=/

培养过

夜
2KJ

细胞#高表达
2:!

#

类分子$或预先用
B

%

*

%

=/

QR>

*

抗体与
HcP>?

细胞上清液及
QR>

*

HK'

*

%

=/

各
H=/

BOHD

重庆医学
DKHD

年
L

月第
CH

卷第
DH

期



孵育
OK=)'

后#再与
>?

上清液培养过夜的
2KJ

细胞(混合#

实验共分为
B

组#分别为
2KJ

组'阴性对照组(#

2KJaQR>

*

组'阳性对照组(#

2KJa>?

上清液组#

2KJa>?aQ/AHD

上

清液组#

2KJa>?aQ/AHP

上清液组#

2KJa>?aQ/AHDaQ/A

HP

上清液组#于
OLi

培养
H.

左右#洗去游离的JH

!#

后#即可

得到JH

!#

标记的靶细胞&收集
!W/

细胞#将待检细胞毒性的

细胞与JH

!#

标记的靶细胞混合
C.

'比例约为
DKKcH

(#用
*

射

线测量仪检测上清液中的JH

!#

放射脉冲数'

6

&

=

(值#即可计算

出待检细胞杀伤活性的高低&

特异性肿瘤细胞杀伤率'

\

(

]

'特异性释放
^

自发性释

放(%'最大量释放
^

自发性释放(

hHKK\

!0R

!

统计学处理
!

应用
<4<<HK0K

软件进行统计学处理#计

量资料以
Lg0

表示#

QR>

*

抗体封闭后采用配对设计
'

检验&

以
,

&

K0KJ

为差异有统计学意义&

+

!

结
!!

果

+0!

!

>?

细胞上清液对
2KJ

细胞表面
2:!

#

表达的结果
!

Q/AD

能够激活
>?

细胞增殖#结合其他细胞因子如
Q/AHD

及

Q/AHP

#能大量刺激
>?

细胞增殖#释放大量细胞因子#从
Q/AD

+

Q/ADaQ/AHD

+

Q/ADaQ/AHP

+

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

条件下活化的

>?

细胞提取的上清液#即使稀释浓度为
HcP

#也能有效提高

2KJ

细胞表面
2:!

#

表达&加入
B

%

*

%

=/QR>

*

抗体与
>?

上清液
HDJ

%

/

孵育
OK=)'

#再与肿瘤细胞孵育过夜后#升高的

2:!

#

降至正常&见表
H

&

表
H

!!

2KJ

细胞与
HcP>?

上清液
a

'

AQR>

*

抗体
2:!

!!!!

平均荧光强度的表达

组别 未加
QR>

*

抗体 加
QR>

*

抗体后

2KJ

组
K0OIgK0KC H0KKgK0OD

2KJaQR>

组
BI0DIgC0DB

()'

K0DDgK0KP

2KJa>?

上清液组
D0KLgH0HD

)'

K0BBgK0DH

2KJa>?aQ/AHD

上清液组
LP0LCgJ0CK

()'

K0ICgK0DL

2KJa>?aQ/AHP

上清液组
LL0PLgJ0BD

()'

H0LJgK0PD

2KJa>?aQ/AHDaHP

上清液组
PK0LBgB0OC

()'

DL0JgD0JB

!!

)

"

,

&

K0KJ

#与同组
2KJ

组比较$

'

"

,

&

K0KJ

#与同组加
QR>

*

抗

体后比较$

(

"

,

&

K0KJ

#与
2KJa>?

组比较&

+0+

!

Q/AD

+

Q/ADaQ/AHD

+

Q/ADaQ/AHP

+

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

活

化
>?

细胞分泌的
QR>

*

含量
!

>?aQ/AHD

上清液+

>?aQ/A

HP

上清液+

>?aQ/AHDaQ/AHP

上清液的
QR>

*

高于
>?

上清

液的
QR>

*

含量'

,

&

K0KJ

(&见表
D

&

表
D

!!

>?

上清液#

>?aQ/AHD

上清液#

>?aQ/AHP

上清液#

!!!

>?aQ/AHDaQ/AHP

上清液的
QR>

*

含量

组别
) QR>

*

'

'

*

%

=/

(

>?

上清液
O K0DHgK0KH

>?aQ/AHD

上清液
O

HD0JDgK0OL

)

>?aQ/AHP

上清液
O HK0OBgK0DO

)

>?aQ/AHDaQ/AHP

上清液
O

HH0DKgK0DP

)

!!

)

"

,

&

K0KJ

#与
>?

上清液比较&

+0:

!

!W/

细胞对黑色素瘤靶细胞的杀伤活性
!

2KJ

黑色素

瘤细胞高表达
X̀ S

抗原及低表达
2:!

#

类分子#与
>?

上

清液孵育过夜后能提高
2KJ

细胞表面
2:!

#

类分子的表

达#

!W/

细胞对靶细胞的杀伤活性明显增强'

,

&

K0KJ

(#见

图
H

&

+0E

!

!W/

细胞对肿瘤细胞
C.

的杀伤率
!

HcP>?

细胞上清

液与
!W/

细胞孵育过夜后#可见与
>?

细胞上清液孵育的

!W/

细胞并不能提高
!W/

细胞对
2KJ

细胞杀伤率#见图
D

&

图
H

!!

!W/

对靶细胞
C.

细胞毒性$

)]O

%

图
D

!!

!W/

细胞对肿瘤细胞
C.

的杀伤率$

)]O

%

:

!

讨
!!

论

本研究证实#体内外活化
>?

细胞需要
Q/AD

维持#其他细

胞因子#如
Q/AHD

及
Q/AHP

能增强其作用#

Q/AD

是激发细胞因

子如
W>R

+

及
QR>

*

级联反应的关键因素&作者资料显示
Q/A

D

+

Q/ADaQ/AHD

+

Q/ADaQ/AHP

+

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

条件下培养

>?

细胞在形态及功能上具有明显差异#并且
Q/ADaQ/AHD

+

Q/A

DaQ/AHP

+

Q/ADaQ/AHDaQ/AHP

培养
>?

细胞分泌的
QR>

*

比

仅用
Q/AD

培养
>?

细胞更高#并且#

Q/AHD

#

Q/AHP

需要与
Q/AD

共同刺激才能使
>?

细胞活化并分泌大量
QR>

*

,

HD

-

&研究证

实#不同细胞因子刺激的
>?

细胞上清液均能提高
2KJ

细胞

2:!

#

类分子的表达#并且只需要
HcP

上清液即可显著提

高
2KJ

细胞
2:!

#

表达#其作用机理与
>?

细胞上清液中的

QR>

*

含量有关#抑制
QR>

的表达即可降低肿瘤细胞表面

2:!

#

分子&

!W/

细胞在体内能直接破坏黑色素瘤细胞#因此#

!W/

细

胞已经成为肿瘤免疫的热点之一,

HO

-

&本研究结果显示#正常

2KJ

细胞低表达
2:!

#

类分子而高表达
X̀ S

抗原#因此#

!W/

细胞对其杀伤率低#但
2KJ

细胞与
>?

上清液培养后#提

高黑色素瘤细胞表面
2:!

#

类分子的表达#从而提高
!W/

细胞对黑色素瘤细胞的杀伤性#这种杀伤作用通过提高黑色素

瘤细胞表面
2:!

#

类分子的表达而发挥间接作用#为进一

步研究联合应用
>?

及
!W/

细胞协调杀伤肿瘤细胞提供良好

的理论基础&
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