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摘 要!%目的& 研究阿霉素诱导的人肺癌
'()%

细胞凋亡及免疫原性' %方法& 体外培养人
肺癌

'()%

细胞"将阿霉素加入
'()%

细胞培养液中"使其终浓度分别为
#01,2

(

$01,2

(

(01,2

"

*!3

后以吖啶橙
,

溴化乙锭)

'4,56

*双染色凋亡方法检测其诱导的细胞凋亡情况#以凋亡的
'()%

细胞为抗原"体外致敏分离的正常人外周血单个核细胞"

.!3

后以
788

法检测其对培
养的

'()%

细胞的杀伤效果' %结果& 阿霉素按
*01,2

(

$01,2

(

(01,2

终浓度作用
'()%

细胞
*!3

后"凋亡率分别为
*.+&-9!*+..9

"

&!+%$9!*+."9

"

*&+/"9!"+&(9

'在外周血单个核细胞
杀伤实验中" 阿霉素诱导的

'()%

凋亡细胞抗原组 )

'

组* 光密度 )

4:

* 值为
-+&&(-/!

-+-$&/(%

" 正常细胞对照组 )

;

组*

4:

值为
-+%)*$!!-+-*/)((

" 凋亡抑制组 )

<='

组*为
"+.*/*"!"+"!&/)*

'

'

组与
;

组(

<='

组相比"

4:

值均显著降低)

>?-+-(

*' %结论& 阿霉素可
诱导

'()%

细胞凋亡"而由凋亡细胞致敏的体外单个核细胞可产生对
'()%

细胞的杀伤效应'
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8M ONJBF EBCDE0FGDH X'>7Y DHBJGKB ELMLNMODO DH RJH1 EBKHMGECGDHM0E

'()% GKRR RDHKO EHB N3K D00JHM1KHDGDNF MS ELMLNMODO GKRRO+
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7KN3MBO
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'()% GKRRO ZKCK GJRND[EN"
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"
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"
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#&+/9!-+&(9 CKOLKGND[KRF+ IH LKCDL3KCER \RMMB 0MHMHJGRKEC GKRR _DRRDH1 K`LKC"
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"

MLNDGER BKHODNF X4:Y DH 1CMJL MS EHND1KH 0E_KB \F ELMLNMNDG '()% GKRRO DHBJGKB \F EBCD"

E0FGDH X1CMJL 'Y ZEO -+&&(-/!-+-$&/(%
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EHB N3EN DH HMC0ER GKRR 1CMJL X1CMJL ;Y EHB DH ELML"

NMODO DH3D\DNKB 1CMJL X1CMJL <='Y ZEO -+%)#$!!-+-#/)(( EHB -+.#/#-!-+-!&/)# CKOLKGND[KRF+

QM0LECDH1 1CMJL ' ZDN3 1CMJL ; EHB ZDN3 1CMJL <='

"

4: MS 1CMJL ' ZEO OD1HDSDGEHNRF RMZKC

N3EH N3EN MS 1CMJL ; MC 1CMJL <=' X>?-+-(Y+

%

QMHGRJODMH

&
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化疗是治疗恶性肿瘤的主要手段之一" 阿霉素

是目前常用的化疗药物" 其作用机制在于可直接作

用于
:;'

"插入
:;'

的双螺旋链"使后者解旋"改

变
:;'

的模板性质" 抑制
:;'

聚合酶从而抑制

:;'

及
@;'

合成' 免疫原性)抗原性*是指某物质

或分子能刺激机体形成特异抗体或致敏免疫细胞使

其活化(增殖(产生生物学效应的能力' 阿霉素等化

疗药物被认为对机体免疫细胞具有抑制作用" 但其

引起的凋亡肿瘤细胞是否具有免疫原性及能否由此

致敏免疫细胞产生对肿瘤细胞的杀伤效应是一个值

得深入研究的重要课题'为此"本文就阿霉素能否诱

专
题
报
道

)!$
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导人肺癌
=>?%

细胞凋亡并由此产生免疫原性进行

研究!

9

材料与方法

!"!

材 料

阿霉素购自辉瑞制药有限公司" 人淋巴细胞分

离液购自天津灏洋生物制品科技有限责任公司 "

@ABC9&?"

培养基购自
D1E5(

公司" 胎牛血清购自

F75-(+2

公司"吖啶橙#噻唑蓝$

BGG

%购自
D2+H12I

公司"泛
J5,3K,32

细胞凋亡抑制剂$

LM:=N

%购自凯

基普京康利科技有限公司" 溴化乙锭购自
=O*235(

公司"人肺腺癌
=>?%

细胞为本实验室常规保存!

!"#

方 法

9;!;9

细胞培养

将
=>?%

细胞用
@ABC!9&?"

培养液培养
P

含
#QR

的胎牛血清#青霉素
9"" STO-

#链霉素
#QQ STO-U

&放

置
$V"

#

>R/4

!

孵箱中! 每日观察细胞生长情况&待

细胞铺满整个培养瓶底面
WQR

后&进行细胞传代!

#;!;!

化疗后
=>?%

细胞凋亡率计算

将
=>?%

细胞用阿霉素按不同的作用剂量分组

处理&阿霉素终浓度分别为
#O6TX

#

$O6TX

#

>O6TX

&作

用
#!0

后&分别以
!;>6TX

胰酶消化贴壁细胞&以
AYZ

重悬细胞至
9 #9"

&

TX

&取
9""!-

&以药物未处理为对

照组! 以吖啶橙
T

溴化乙锭$

=4T[Y

%双染色方法进行

细胞凋亡检测!在荧光显微镜下观察&可见
?

种细胞

形态'活细胞&核染色质着绿色并呈正常结构"早期

凋亡细胞&核染色质着绿色呈固缩状或圆珠状"非凋

亡的死亡细胞&核染色质着橘红色并呈正常结构"晚

期凋亡细胞& 核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠

状!

9""!-

细胞悬液内加入吖啶橙
T

溴化乙锭 $均为

9""O6TX

%各
!!-

&取
9"!-

细胞悬液滴片&荧光显微

镜下计数凋亡细胞及活细胞& 按下列公式计算各组

细胞的凋亡率
\

凋亡率
] P

早期凋亡
^

晚期凋亡
UTP

活细胞
^

早期

凋亡
^

晚期凋亡
^

坏死
U#9""R

9;!;$ =>?%

细胞抗原制备

阿霉素处理后
=>?%

细胞抗原制备
\

收获
=>?%

细胞&完全培养基重悬
=>?%

细胞至
%#9"

>

TO-

&取
&

孔板&其中
$

孔加细胞悬液
9O-

&每孔追加完全培养

基至
!;>O-

!共制备抗原
$

组'

"=

组'将阿霉素加入

$

孔中制备阿霉素处理抗原& 阿霉素终浓度
$O6T-

"

#LM=

组' 取
$

孔加泛
!5,3K,32

细胞凋亡抑制剂
LM

:=N

&终浓度
!"OO(-TX

&

!" O1+

后&再加阿霉素&阿

霉素终浓度仍为
$O6TX

"

$<

组'为不加阿霉素的对

照组! 在阿霉素作用
9!0

后分别收集各孔细胞&

! """*TO1+

离心
>O1+

&

AYZ

清洗
!

次&各孔收集的细

胞用完全培养基
$O-

重悬! 取无菌
[A

管每管分装

9O-

&相当于
$#9"

> 个细胞&冻融
!

次&

MW""

保存备用!

9;!;?

外周血单个核细胞
P AYB/U

的分离
P

密度梯度

离心法
U

抽取正常人外周血
!"O-

&

>O-

肝素钠$

>""STO-

%

抗凝&并将血液与生理盐水按
9$9

比例混合稀释&将

淋巴细胞分离液
>O-

加入无菌试管中& 用吸管取

>O-

稀释的细胞悬液&在分层液上
95O

处&沿试管壁缓慢

加入!试管移至离心机中&水平离心&室温&

! """*TO1+

&

$"O1+

"离心后管内由上至下分为
?

层&为血浆层#

单个核细胞层#淋巴细胞分离液层#红细胞层"吸

取单个核细胞&移入另一试管中&加
$%?

倍不完全培

养基$未添加血清的培养基%&混匀&以
! """*TO1+

&

离心
9"O1+

&共
!

遍! 完全培养基重悬细胞调整细胞

浓度为
$#9"

&

TO-

!

9;!;>

单个核细胞杀伤实验

收获培养的
=>?%

细胞& 完全培养基重悬至

$#9"

>

TOX

&混匀后每孔加
9""!-

于
?W

孔板&留一空

白孔调零& 将分离重悬的单个核细胞每孔取
9""!-

加于
?W

孔板&单个核细胞
&=>?%

细胞
]9"&9

! 留
$

孔

对照&不加单个核细胞!共设
$

组&每组
>

孔&每孔加

抗原
9""!-

&均相当于
$'9"

? 个细胞产生的抗原量&

$

组分别为'

LM=

组&

=

组&

<

组! 添加完全培养基每孔

至
9O-

!

9;!;&

单个核细胞对
=>?%

细胞的细胞毒作用!

BGG

法"

?W

孔板反应
V!0

后&吸弃孔中所有液体&每孔

加入
!""!-

完全培养基&

!"!- BGG

溶液$

>O6TO-

&即

";>RBGG

%&继续培养
?0

! 终止培养&小心吸去孔内

培养液!每孔加入
!""!-

二甲基亚砜&置摇床上低速

振荡
9"O1+

&使结晶物充分溶解! 在酶联免疫检测仪

4N ?%"+O

处测量各孔的光密度值!

!"$

统计学处理

计量资料以
!(3

表示&采用
Z=ZW;"

数据包行方

差分析&

A_";">

为差异具有统计学意义!

?!?



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'()*+,- . /+0-1*23 4+ /+54*+6 7*+,- 153 89. 7*+,-

!

:!;<;=<

!

结 果

!"#

不同剂量阿霉素诱导的
.=>%

细胞凋亡率

?07@A

"

$ 07@A

"

=07@A

阿霉素作用
.=>%

细胞
?!B

后 引 起 的
.=>%

凋 亡 率 分 别 为
#C<&;D "?<CCD

!

&!<%$D"?<C;D

!

?&<E;D";<&=D

# 与
?07@A

组"

=07@A

组相比 !

$07@A

组阿霉素引起的凋亡率显著升高

$

:F;<;#

%#

!"!

阿霉素诱导的
$%&'

细胞凋亡的形态学特点

荧光显微镜下见
.=>%

早期凋亡细胞核染色质

着绿色! 呈固缩状或圆珠状 $

GH7,*2 #

!

!

%! 而正常

.=>%

活细胞核呈绿色!呈正常结构$

GH7,*2 $

%#

!"( IJJ

结果

.

组 &

89.

组 &

K

组
LM

值分 别 为
"<&&="E"

" <"$&E=%

!

" <C?E?""" <"!&E>?

!

" <%>?$!"" <"?E>==

$

GH7,*2 >

%#

.

组与
K

组比较!

:N;<;;;?

!阿霉素处

理的抗原与正常细胞都经过冻融过程! 两者之间的

统计学差异表明! 并非冻融过程引发了免疫原性增

强!而是经阿霉素处理后
.=>%

细胞免疫原性增强#

.

组与
89.

组比较!

:N;<;$?&

! 说明应用泛
9

/1O-1O2

细胞凋亡抑制剂
89P.M

可降低单个核细胞

对
.=>%

细胞的杀伤能力和凋亡细胞的免疫原性!

表明经阿霉素处理的
.=>%

细胞的免疫原性与凋亡

程度相关#

$

讨 论

化疗是肿瘤治疗的重要手段! 在肿瘤根治性治

疗&辅助治疗&姑息治疗中发挥重要作用# 但其对造

血系统和免疫细胞的细胞毒性作用! 使其通常被认

为是免疫抑制剂# 部分化疗药物所引起的肿瘤细胞

死亡或凋亡所释放的抗原能否诱导机体免疫活性细

胞产生对肿瘤细胞的杀伤作用尚不明确!为此!本实

验采用临床常用的蒽环类化疗药物阿霉素处理

.=>%

细胞制备肿瘤抗原并体外进行对正常
.=>%

细胞的杀伤研究# 实验采用吖啶橙
@

溴化乙锭$

.L@

QR

%双染色法检测阿霉素诱发
.=>%

细胞凋亡情况!

结果发现一定浓度阿霉素在作用
?!B

后可引起细胞

早期凋亡! 细胞形态学特点表现为核染色质着绿色

呈固缩状或圆珠状!为细胞早期凋亡状态'本实验进

一步发现不同浓度阿霉素所诱发的
.=>%

细胞凋亡

率有所不同!

$07@A

阿霉素组所诱发的凋亡率明显

高于
?07@A

组和
=07@A

组# 不同浓度阿霉素诱导的

细胞凋亡率的不同是否与小剂量化疗引起细胞凋

亡!大剂量化疗则导致细胞坏死有关 (

?

)尚待进一步
)*+,-. ( /0-123 $%&' 4.3356!&78

!)*+,-. # 92-3: 2;0;<0<*4 $%&' 4.3356!&=8

)*+,-. ! 92-3: 2;0;<0<*4 $%&' 4.3356!&=8

)*+,-. & >? @23,. 0A 3.<B23 .AA.4< C: D*AA.-.E< 2E<*+.E*4

5<*1,32<*0E 10E0E,43.2- 4.335

89. . K

)*+,-O
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M
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研究!

本实验利用
=>>

方法检测了凋亡的
?@A%

细

胞诱发免疫杀伤作用的效果" 结果发现阿霉素组对

?@A%

细胞的杀伤能力明显强于对照组#

BC";"9

$"提

示由阿霉素处理的凋亡
?@A%

细胞能够增强单个核

细胞对肿瘤细胞的杀伤能力" 即阿霉素可通过诱导

肿瘤细胞凋亡而产生免疫原性%

文献报道 &

!

'

"阿霉素诱导细胞凋亡是通过泛
D

5,3E,32

途径% 而泛
F5,3E,32

细胞凋亡抑制剂以不可

逆的形式与活化的
5,3E,323

结合从而阻断细胞凋亡

的发生% 本实验发现与阿霉素组比较" 加入凋亡抑

制剂后的阿霉素组#

GF?

组$所诱发的单个核细胞杀

伤效果明显降低#

BCH;H@

$"提示阿霉素引起的凋亡

的
?@A%

细胞诱发单个核细胞的杀伤作用%

化疗诱导的细胞死亡主要为凋亡" 通常被认为

无免疫原性"或处于免疫耐受状态"并认为与巨噬细

胞介导的免疫静默有关&

$

'

% 化疗药物可诱导肿瘤细

胞死亡"而这些死亡细胞可激活抗肿瘤免疫%另外可

在肿瘤的微环境中" 化疗药物通过辅助的和大量未

知的免疫学的反应" 作用于肿瘤及宿主引起抗肿瘤

免疫&

A

'

% 本实验发现阿霉素体外可通过诱导肿瘤细

胞凋亡而产生免疫原性" 从而促进对肿瘤细胞的免

疫杀伤效应"其机制可能与以下因素有关(

!

阿霉素

可 上 调 肿 瘤 细 胞 表 面 识 别 分 子 " 如 (

=I/"

"

<JK!L

"

M?N

等&

@

'

%

O1)

等&

&

'发现肿瘤细胞化疗后人

类白细胞抗原#

IO?

$表达增加"有利于细胞毒性
>

细胞的杀伤)

#

阿霉素可促进死亡细胞抗原释放有

关% 阿霉素可使肿瘤细胞死亡释放一些免疫相关物

质&

@

'

"如高迁移率族蛋白
#

#

0160!P(Q1-1R7 6*()E Q(S#

"

I=KT#

$等"可加强抗原递呈激活细胞毒性
>

细胞

活性 &

U

'

)

$

阿霉素活化钙网织蛋白 #

5,-*2R15)-1+

"

/V>

$有关%

4Q21W

等 &

X

'发现肿瘤细胞胞浆中的
/V>

移位于细胞膜表面可产生免疫原性" 阻断和敲除

/V>

都能抑制免疫反应的发生"经阿霉素等蒽环类

化疗药物处理的肿瘤细胞可使
/V>

从胞浆移位于

细胞膜中"从而产生免疫原性"并诱发免疫细胞的杀

伤肿瘤细胞效应"而其它化疗药物如足叶乙甙*丝裂

霉素
/

等并不具有这种能力% 本实验得到的试验效

果可能与此机制有关" 在后续试验中将对细胞膜表

面的
/V>

进行进一步检测%

阿霉素可诱导
?@A%

细胞凋亡并产生免疫原

性"这为实施以树突细胞#

L/

$+细胞因子活化的杀

伤细胞#

/YJ

$+细胞毒性
>

淋巴细胞#

/>O

$等免疫

活性细胞治疗肿瘤提供了基础"因此"化疗联合免疫

治疗在理论上具有协同性" 在具体实施时需要考虑

化疗药物种类*毒性*半衰期等因素对免疫活性细胞

的影响%根据本文研究结果推测"在应用化疗药物引

起肿瘤细胞凋亡的高峰期及时实施以
L/F/YJ

为基

础的免疫治疗似乎更为合适" 这也为恶性肿瘤化疗

联合免疫治疗新模式的探索提供了实验依据%
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