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肿瘤坏死因子的检测及意义 
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l975年，荚国学者 Caswell[1 等利用卡 

介苗和内毒素感染小鼠，在其血清中发现了 
一 种细胞毒性因 子 (CTX)，它能够选择性 

地诱导肿瘤细胞出血坏死，故称之为肿瘤坏 

死因子 ftttmor necrosis factor，TNF)。 

随后证明，激活的单核巨噬细胞为 TNF的主 

要产生细胞。男一类由活化的T淋巴细胞产 

生的细胞毒性因子一淋巴毒 素(Lymphoto· 

xln LT) 与细胞毒性的TNF具有相似的 

生物学活性。、二者可能来源于同一前体基因 

。 产物，能够竞争靶细胞上的同一受体。所以， 

目前称激活的巨噬细胞产生的肿瘤坏死因子 

为TNF 而淋巴细胞产生的LT为 TNF0t。 

最近，有人将NK细胞产 生 的 TNF命名为 

TNFv。TNF不仅对多种人类和动物的肿瘤 

细胞有毒性作用，而且是一种重要的免疫调 

节因子。随着 TNF在 体内浓度增高，它可参 

予机体的多种病理改变，甚至造成多器官系 

统的损害，与多种疾病发病有关 。目前 ，国 

外已开始TNF抗肿瘤的 I、I期临床试验 。 

所以，TNF用于临床检测将有重要意义。 

一

、 TNF的产生 

TNF在体外可有多种不同来源，以不同 

形式存在于体液中的TNF可能影响其生物活 

性的测定。 

1．天然状态TNF的诱生 ． 

临床检测TNF活性水平多属这一类型。 

内毒素或LPS在体内夕}-诱生单核巨噬细胞产 

生TNF 是其主要途 径。CD 阳性辅助性T细 

胞和 CDs阳性的细胞毒性T细胞在抗原或有 

丝分裂原刺激下产生TNF8；佛波酯(PMA)， 

自细胞介素 2(IL一2)、r一干扰素 (IFN-r) 

等，则可影响TNF的诱生 】。 

2．细胞系产生TNF 

许多实验室建立并发现某些细胞株可分 

泌TNF。如T细胞克隆⋯，T细 胞杂交瘤㈨， 

B细胞系一RPMI一1788 E ，单核细 胞 系HL- 

6O等。 

3．重组TNF 

人、鼠TNF 和 TNFB的DNA现均已克 

隆成功；并在大肠杆菌中高表达，这为TNF 

的临床应用提供了可能 性  ̈。尽管不同实验 

室所产生的TNF(r TNF)在氨基酸序列及 

组成上存在着细微差别但其生物活性则大多 

一 致。重组的人和鼠TNF大约有 8O％ 氨基 

酸同源，现均已用于临床试验和实验研究。 

4．TNF的临床来源 

一 般认为，正常人体的各种体液中不含 

有可检测量的 TNF。而往往在多种慢性侵袭 

性疾病如恶性肿瘤，慢性肝损伤和急性感染 

疾患，如流脑败血症、脑型疟疾等患者的体 

液中，可俭测出TNF活性。患者的三种体液 

即血浆，脑脊液 (CSF)及 关节滑液常作为 

TNF的临床检测样本。 
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TNF生物活性检测 

目前已知，TNF具有多种生物活性。作 

为一种多肽类激素，它可促进急性期反应物 

质如C反应蛋白的形成，降低细胞色素P一450 

介导的肝细胞药物代澍功能，改变金属锌、 

铁离子的代谢tII]；作为一种 生长因子，它能 

够促进纤维母细胞的增殖，加强骨细胞的反 

应性 ；作为一种免疫调节 因 子，可促进 

单核巨噬细胞分 泌 IL-1，IL一6，促进内皮 

细胞合成释放IL—l、GM—CSF等  ̈。而TNF 

最基本的生物活性是选择性地使某些细胞系 

(肿瘤细胞系)出血、坏死。利用这些细胞 

系对于TNF所具有高度敏感性，进行细胞毒 

性试验，即可检测各种样品中TNF的生物学 

活性。 

TNF的生物学活性是经过特异性受体所 

介导的。这类受体可存在于多种正常细胞或 

肿瘤细胞表面。TNFn和 TNFB共同竞争同 

一 细胞受体。受体是进行生物学活性检测的 

基础。受体的存在是必需的，但有受体存在 

的细胞不一定对TNF必然敏感。如二倍体成 

纤维母细胞具有TNF受体，但却能抵抗TNF 

的细胞毒性作用。 

1．细胞毒性试验 

至7O年代中期发现TNF以来，人们均应 

用体外细胞毒性试验对其进行生物活性测定 

或定量测定。简单地讲，选择敏感细胞系与 

含有一系列稀释度TNF制备液或临床待测标 

本共同培养一定的时间，然后通过细胞毒性 

作用即以细胞生长抑制或细胞溶解为指标估 

计TNF的生物学活性。鼠的成纤维母细胞系 

- L929细胞系首先被用于细胞毒性试验 14]。 

随着L929细胞系在全世界的广泛应用， 已 

产生了许多细胞亚类。同时也带来了细胞在 

一 系列传代过程中对 TNF敏 感性改变的问 

题。所以，大量冻存在细胞传代过程中已证 

明对TNF具有高度敏感的细胞株是非常重要 
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的。除 L929细 胞系外，其它的鼠细胞系如 

L—M细胞系，EMT-6细胞系，WEHI164， 

克隆B细胞株也常用来作TNF的细胞毒性试 

验。并认为具有较好 敏 感性【15、16、l7]。至 

今还没有人的敏感细胞系的建立。但入TNF 

可作用于鼠的特异性细胞。最 近有报道Ⅲ ： 

同种TNF作用于同种细胞 比异种细胞显示出 

更强的细胞毒性。 

2．细胞毒性试验方法 

将TNF敏感的细胞系传，弋培养并种植成 

单层细胞。在含TNF；~样本作用下，经过一 

定时间，使细胞毒性达最大。 

细胞毒性实验条件： 一定的细胞密度。 
一 定的培养时间及温度，代谢抑制物加入及 

其浓度是影响试验的主要条件因素。一般选 

用对数生长期的相对较低 密 度 的 敏感细胞 

株，可提高方法的敏感性，获得较为理想的 

实验结果  ̈。绝大多数细胞毒 性 试验 的培 

养温度选择在37℃， 并培养48至72h。有报 

道认为将培养温度提高至39℃或4O℃，可增 

高实验灼灵敏 度【z 。加入代谢抑 制 物 质 如 

放线菌素 D(AMD)，在实验中常用浓度为l 
～ 5 g／ml，它可使L929或L—M 细胞毒性试 

验方法的敏感度提高lO倍，并将TNF作用时 

间缩短至l8—24h 伸’。 

细胞毒性试验检测方法： 检测方法有 

多种。常用的有。相差显微镜观察；台酚兰 

染色计数死活细胞；各种染料染色吸收后进 

行分光光度比色法，如中性红染色法，结晶 

紫染色法；“C一标记氨基酸吸收 试验，。H 

— TdR吸 收或释放试验 10]。方法选择主要 

取决于试验选用的靶细胞系 (株)类型。例 

如，染色法多使用牢固贴壁细胞；贴壁细胞 

也可选择面位素释放试验。而不牢固贴壁细 

胞则可选用同位素掺入法。各种方法各有其 

优缺点，但目前最常用的方法为染色法。 

TNF活性单位计算。 通过一系列不同 

稀释度的标准TNF~H待测样本TNF测定，可 

以得到一条TNF剂量反应曲线。即以光密度 
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OD值或细胞生存或死亡百分率对 TNF浓度 

(稀释度)作图而得。在OD值中点或50％细 

胞生存或死亡率时TNF的稀释度的倒数为实 

验单位 (LU／m|)的滴度 。̈ 

细胞毒性试验的干挠因素： 存在于样 

本中自0一些内源性物 质，如 IL-1、IL-E、 

，

一

lFN等均可影响TNF测定。r-IFN与TNF 

有着许多协同作用，它可加 强 TNF的细胞 

毒性作用e 22]o从而影响TNF生物活性测定。 
一 般认为，IFN的作用具有较高的种族特异 

性，使用小鼠细胞系测定TNF的生物学活性， 

人r-IFN~挠影响甚微。IL-1、IL-E、及IL 
一

6均可影响TNF的活性，IL-2可促进TNF 

的产生，IL-8可协同TNF 细胞调节作用， 

而IL-1则可作用于某些肿瘤细胞使之出血坏 

死。同时，IL-I还可降低某些细胞的TNF受 

体的表达，从而影响TNF活性的测定。 

TNFI~免疫学测定 

由于生物学测定方法的明显不足，如易 

受多种内源性物质及外源性因素的干挠；不 

能准确进行定量测定等。所以，发展免疫学 

方法进行定量测定是必要的。随着TNF基因 

克隆的成功，可以获得高度纯化的产物，从 

而为免疫学方法测定TNF提供了可能。目前 

国外已成功地制备了多克隆的抗 TNF 和抗 

TNFp的抗血清‘ ，单 克隆抗TNF抗体已获 

，得【暑‘，。从而为建立具有高度 特异性、敏感 

性的免疫学方法提供了基础。 

现行的免疫学检测方法一般有两种，放 

射 免 疫 法 (RIA)和 酶 联 免 疫 吸 附 法 

(ELISA)。放射免疫法多采用放射性竞争 

抑制法来检测 TNF 和TNFp‘∞ 利用非标记 

的多克隆或单克隆抗TNF抗体与 。̈I标记的 

抗体共同竞争抗 原 TNF，通过计数同位素 

值，从而对 TNF进行定量测定。ELISA法 

多采用双抗体夹心法，即 利用标记的抗TNF 

抗体和酶联接抗体夹心检 测 标 本中TNF含 

量‘ 。一般认 为，EI．jSA法没有同位素半 

衰期限制，使用较为方便，但重复性相对较 

差，其特异性及敏感性也不及RIA法。二种 

方法的灵敏度均可达到pg／ml检出水平。 

四、TNF检测的临床意义 

由于TNF的活性水平与多种疾病有关， 

TNF的临床检测，对于探索这些疾痴的发病 

原理并最终应用于临床治疗将有积极意义。 

TNF在感染性休克的发病原理中起着重 

要作用 。同时，TNF也 能引起肿瘤恶病 

质的发生  ̈。正因如此，人们正 努力证明机 

体遭受严重感染和肿瘤疾患时，其体液内可 

能存在一种可诱导相应一系列病理生理变化 

的激素或介质，而TNF则可能为其中重要的 
一 种，称之为恶液素。 

在细菌性脑膜炎败血症患者血清及脑脊 

液中，TNF活性水平明显增高，其水平与患 

者病情转归密切相关 ’。在AIDS病患者， 

TNF活性水平增高，并与相应病 理生理变化 

有关，决定疾痴发展的各段进程 。在人类 

多种寄生虫病患者血清中可测定 到TNF活 

性增高，而TNF可能为脑型疟疾的一种重要 

介质，其水平高低直接关系到发病与否喁 。 

在儿童的Kawasaki病中，患JLTNF?@性增 

高并直接造成疾病中血管内皮的损害[29 。在 

酒精性肝病患者，其单核巨噬细胞可自发或 

在内毒素酯多糖 (LPS)诱导下产生高水平 

TNF，介导肝细胞损害[811~又可引起肝细胞 

代谢障碍。在病毒性肝炎患者，重症肝炎及 

慢性活动性肝炎患者TNF 活性水平增高，它 

与患者疾病严重程度相关并与肝细胞损害相 

关【3o、82]。至于TNF在癌症患者中情况，既 

有升高，也可降低，其病理生理作用则需进 

一 步研究。 
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