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摘!要!目的!观察细胞因子诱导的杀伤细胞)=̂:2PQ-/Q-.[=/. PQ@@/0=/@@!STK*对人肺癌细胞 ,&F# 凋亡作用的影响!并探

讨机制# 方法!常规方法体外诱导生成 STK细胞! STK细胞为效应细胞!人肺癌细胞 ,&F# 为靶细胞!比较观察人肺癌细胞 ,&F#

的凋亡情况# 结果!电镜法观察 STK细胞能诱导人肺癌细胞 ,&F# 出现凋亡的超微结构变化!8--/]Q-;5JT流式细胞分析法检测

早期凋亡率发现 STK实验组明显高于对照组# 结论!体外培养的 STK细胞可明显诱导人肺癌细胞 ,&F# 凋亡#

关键词!STK细胞!人肺癌细胞 ,&F#!细胞凋亡
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!!世界各国肿瘤的发病率"病死率逐年增高!其治

疗手段主要有 3 大类常规方法(手术"化疗"放疗# 此

外还有新型的生物治疗!它被列为肿瘤综合治疗的第

F 大模式# 生物治疗肿瘤在不损伤机体免疫功能的

前提下!直接损伤并消除肿瘤细胞!尤其在消除微小

残留病灶方面具有显著作用# 细胞因子诱导的杀伤

细胞)=̂:2PQ-/Q-.[=/. PQ@@/0=/@@!STK*就是一种新型

的免疫活性细胞!它是将外周血单个核细胞在体外用

多种细胞因子诱导培养后获得的一种异质细胞
."/

!

这种细胞具有增生快"杀瘤谱广"杀瘤活性强等其他

一些效应细胞无法比拟的优点!在过继免疫疗法中具

有广泛的应用# 本研究拟以体外培养的人肺癌细胞

,&F# 为靶细胞!STK细胞为效应细胞!探讨 STK细胞

是否能诱导肺癌细胞 ,&F# 凋亡#

材料与方法

"Y实验材料(基因重组人干扰素 >

#

)TCb>

#

!北京帮定生

物医学公司*!基因重组人白细胞介素 >%"白细胞介素 >")TU

>%"TU>"!美国J/Z02:/=X 公司*!S+3 单抗)北京帮定生物医学

公司*!人肺癌细胞株 ,&F#)中科院上海生物研究所提供*!胰

酶)美国 RQHI8公司*!+*A*培养基)美国 BQ?=2公司*!胎牛

血清)中国杭州四季青生物工程有限公司*!8--/]Q-;5JT细胞

凋亡检测试剂盒 )中国杭州联科生物技术有限公司*#

%Y实验方法()"*STK细胞的制备及细胞体外培养!见参

考文献.%/# ) % *透射电镜法观察 STK细胞对人肺癌细胞

,&F# 凋亡情况的影响(将人肺癌细胞 ,&F# 置于 3'p"&6

SV

%

细胞孵箱中培养 %FX 后!取生长状态良好的贴壁细胞!

STK细胞为效应细胞!人肺癌细胞 ,&F# 为靶细胞!按 %4o" 效

靶比将效应细胞和靶细胞置于 3'p"&6SV

%

细胞孵箱中培

育!$X 后收取人肺癌细胞 ,&F#!同时设单独培养的人肺癌细

胞 ,&F# 为对照组# 各组分别用胰酶消化!消化时间 "IQ- 左

右!不宜过长# J<R 吹下后放入 "&I@离心管中!离心 "4IQ-!

"44405IQ-!将底部细胞团转移到 AJ管中!再 Fp离心 "4IQ-!

"&4405IQ-!见底部细胞团较紧密聚集在一起!弃上清液# 加

Fp预冷的 36戊二醛!在 Fp过夜后!透射电子显微镜观察超

微结构# )3*流式细胞仪检测细胞凋亡(人肺癌细胞 ,&F# 以

" i"4

&

个5毫升浓度接种至细胞培养瓶!在 3'p"&6SV

%

细胞

孵箱中培养 %FX 后!实验组按 %4o" 效靶比加入 STK细胞!对

照组为正常培养的人肺癌细胞 ,&F#!继续培养 $X 后收集细

胞!将单细胞悬液放入 "&I@离心管中! %44405IQ-!离心 &IQ-!

弃上清液!各组加入 &44

!

@J<R!制成单细胞悬液并用滤膜过

滤!取 F44

!

@悬液转至 &I@流式专用管!再加 "44

!

@& i<Q-.Q-H

<[\\/0"CTLS&

!

@和 "4

!

@JT溶液!对照组不加# 混匀后!避光

孵育 &IQ- 后迅速检测!同时以不加 CTLS及 JT的一管作为阴

性对照# 每个样本至少重复 3 遍#

-"$-
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3Y统计学处理(采用 RJRR"4Y4 软件进行两组间比较!采

用 "检验!以 &k4Y4& 为差异有显著性#

结!!果

"Y透射电镜观察细胞凋亡情况(透射电镜观察可

见!STK实验组细胞体积略有变小!胞核缩小!核膜较

完整!核膜下染色体有边集现象!胞质内内质网增多!

绕核周分布!并有溶酶体即吞噬体颗粒出现!线粒体

内有空泡!呈现细胞凋亡早期形态学改变 )图 ",(

STK组*# 对照组人肺癌细胞 ,&F# 核膜结构清晰"

细胞核内以常染色质为主!染色质边集现象少见!胞

质内游离核糖体丰富!线粒体形态清晰!没有明显的

细胞凋亡形态学改变)图 "<(对照组*#

图 ()透射电镜观察人肺癌细胞超微结构) i"%P*

,YSTK组,<Y对照组

!

!!%Y8--/]Q-;5JT流式细胞仪法检测细胞凋亡(如

图 % 所示!两组细胞经 ,--/]Q- ;5JT流式细胞仪检

测!在双变量的 CS*散点图上! 右下象限为早期凋

亡细胞!右上象限为晚期凋亡细胞# STK实验组细胞

早期凋亡占 %'Y(#6!且晚期凋亡占 "#Y%(6 )图

%,*, 对照组细胞早期凋亡细胞占 ""Y3&6)图 %<*!

图 -)%??=:"?TY,8检测人肺癌细胞 %4/Z 凋亡的 UI3 散点图

,YSTK组,<Y对照组

!
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且晚期凋亡占 "FY3#6)图 %<*# 统计学分析 STK实

验组与对照组有统计学意义)&k4Y4&*!说明 STK细

胞可明显诱导人肺癌细胞 ,&F# 凋亡#

讨!!论

在肿瘤临床治疗和预防中!研究细胞凋亡的发生

和发展有重要作用!细胞凋亡的影响因素"细胞凋亡

的机制成为当前肿瘤研究的一个热点# +Q8I8:Q1

等
.3/

提出了细胞凋亡的概念并对细胞凋亡的超微结

构特征进行了详细的描述!并且预测恶性肿瘤的凋亡

可能会消退肿瘤!达到治疗作用# 目前广泛开展了一

些动物实验和临床前期试验!应用 STK细胞作用于

多种肿瘤细胞系和活体肿瘤组织# 在体外细胞培养

的实验中 UQ-- WS

.F/

等证实!STK细胞对急"慢性髓系

白血病的治疗效果较好# R[-

.&!$/

等对 STK细胞诱导

的 *BS>(43 胃癌细胞株凋亡及其机制进行了研究!

证明 STK细胞与胃癌细胞在一定的效靶比时!明显

诱导肿瘤细胞发生凋亡# 他的电镜观察结果表明(在

效靶细胞混合培养 &X 后!可见效靶细胞能互相接触!

靶细胞表面出现很多孔洞# 混合培养 "FX 后!多数靶

细胞出现凋亡!细胞表面可见许多大小不一的凋亡小

体及孔洞# 细胞凋亡的现象可以通过多种定性与定

量方法检测!会呈现形态学改变及一些生化学特征#

本实验首先通过透射电镜观察体外培养的细胞形态

学改变!提示 STK细胞诱导人肺癌细胞 ,&F# 凋亡样

改变# 在超微结构观察的基础上!应用流式细胞仪双

染法进一步定量检测细胞凋亡的情况!同样说明了

STK细胞诱导人肺癌细胞 ,&F# 凋亡#

STK细胞是一种非 *ES限制性的免疫活性细

胞!其来源主要是 S+F

>

S+(

j

L淋巴细胞
.'/

!作用是

特异性直接杀伤靶细胞!因此我们推测 STK杀伤靶

细胞与 SLU杀伤靶细胞的机制有相似之处
.(/

# SLU

两种杀伤靶细胞的机制分别是启动细胞裂解和细胞

凋亡!本文探讨 STK细胞能否通过诱导细胞凋亡来

杀伤靶细胞# STK细胞具有细胞毒作用!表达 S+3

和 S+&$ 两种膜蛋白分子!且分泌 TU>%"TU>$"LbC

>

"

等多种细胞因子
.#/

!通过诱导癌细胞表达 C81和

C81U细胞表面分子!致使肿瘤细胞凋亡# STK细胞杀

伤靶细胞的途径应该是多方面的!这些杀伤途径的具

体机制以及他们之间的联系还有待于我们进一步的

研究和探讨#
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