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肝癌病人手术前后 N K 细胞
、

m I L
一
Z R

、
s I L

一
ZR

、

T N F 水平的检测

D e t e t i o n o f N K c e l l

C i n o m a b e f o r e s n d

m I L
一
ZR

, s I L
一
Z R a n d T N F i n P a t i e n t s w i t h l i v e r c a r -

a f t e r o P e r a t i o n

黄兴 玉 张援平 蔡学敏 刘倩予 (第三军医大学附属西南医院检验科 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

本文对肝癌病人手术前后外周血 N K 细胞活性
,

膜白细胞介素
一

2受体 ( m I L
一

ZR )表达
,

可溶性 白细胞介

素
一

2受体 ( s I L
一

ZR )和 T N F 水平进行了检测
,

初步探讨

了肝癌手术前后细胞免疫功能的变化
,

现报告如下
。

1 材料和方法

1
.

1 研 究对象

原发性肝癌 30 例
,

均经病理切片证实
。

男 24 例
,

女 6例
。

年龄

30 ~ 68 岁
.

全部在手术前采血
,

其中 10 例在手术后 3周采血复

查
.

正常对照组为我院健康献血员 30 例
.

男 18 例
,

女 12 例
,

年龄

2 0 ~ 5 9岁
。

1
.

2 试剂及方法

1
.

2
.

1 N K 细胞活性 肝素抗凝全血用淋 巴 细胞分层液分

离出淋巴细胞作为效应细胞
,

K “ :

细胞株 (重庆医科大学病生教

研室提供 )作为靶细胞
.

采用 L D H释放法 l[] 测定N K 细胞活性
.

1
.

2
.

2 m IL
一
ZR 表达 肝素抗凝全血经适量 P H A 诱导激活

淋巴细胞
,

按常规分离淋 巴细胞收集单个核细胞
,

洗涤后手工

涂片
,

采用免疫酶标 ( A B C )组化法 (美国 V E C T O R 产品 )
,
I L

-

ZR 单抗 ( T ac )( 卫生部武汉生物制品所 )光镜下计数 2 00 个以上

细胞
,

算出阳性细胞百分率
。

1
.

2
.

3 血清 sI L
一
ZR 测定 采用夹心 E L IS A 法川

,

(第四军

医大学试剂盒 )
,

酶标仪 4 90
n
m 测吸光度

,

根据计算机拟合方

程采用双对数直线 回归求出血清 sI L
一
ZR 含量

。

1
.

2
.

4 血清 T N F 测定 采用双抗体夹心法 (军事医学科学

院试剂盒 )
,
4 90

n m 测吸光度
,

根据计算机拟合方程采用指数

回归求出待测血清 T N F 含量
。

1
.

2
.

5 统计学处理 用第三军医大学数学教研室医用数理

统计程序包
,

所得数据经微机处理
。

2 结果

肝癌病人的 N K 细胞活性
、

m IL
一
ZR 表达 明显低于正常对

照组
。 s
IL

一
ZR

、

T N F 水平明显高于正常对照组
.

1 0例肝癌病人手术后 3周 N K 细胞活性和 m IL
一
ZR 有 不同

程度升高
,

高于术前
,

低于正常对照 组
。
s
IL

一
ZR 和 T N F 有不同

程度下降
,

但未恢复至正常水平 (见附表 )
。

附表 肝癌病人与正常人 N K 细胞活性
、

m I L
一
ZR

、

s I L
一
ZR

、
T N F 水平变化比较任 士

: )

肝癌病人 组
项 目 正常对照组

N K 细胞活性 ( % )

m IL
一 ZR ( 写 )

s IL
一
Z R ( ” )

T N F (产g / L )

3 5
.

5 7士 1 1
.

1 4

4 5
.

9 9士 9
.

8 7

3 6
.

8 5士 1 7
.

2 4

手术前 ( n = 30 )

1 9
.

85士 9
.

2 2 △△

2 2
.

76士 6
.

75 △

9 0
.

08士 3 1
.

5 1△ △

手术后 (
n
= 2 0 )

2 8
.

2 2士 13
.

4 5△ 今

3 2
.

0 2士 10
.

3 4△
`

5 0
.

1 1士 22
.

1 7△

0
.

9 1士 0
.

2 3 4
.

5 8 6士 1
.

8 2 4△ △ 2
.

8 2士 0
.

8 5 △

△
:

与正常对照 比较 尸 < 。
.

05
;△△

:

与正常对照 比较 尸 < 。
.

01
, , :

手术 后与手米 前对 照 比较 尸 < 。
.

05

3 讨论

N K 细胞在机体免疫监控中占有重要地位
,

其活

性高低与肿瘤的发生发展密切相关
「, 〕 。

它是机体抗肿

瘤生长
,

扩散和转移的 自然 防御系统
。

许多研究发现
,

恶性肿瘤病人外周 N K 细胞数量减少
,

活性降低
〔们 。

本
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研究也发现肝癌病人 N K 细胞活性显著低于正常
,

术

后 3周 N K 细胞活性有不同程度上升
,

与文献报道结果

一致
。

I L
一

2通过淋 巴细胞表面 I L
一

ZR 结合
,

诱导 T 淋

巴细胞 增殖
,

促进 N K 细胞细胞 活性
,

诱生 L A K 细

胞
,

促进 B 细胞分泌抗体
,

而肝癌病人其 m I L
一

ZR 表达

显著低于正常对照组 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

使肿瘤细胞逃避机

体 的免疫监视
; m I L

一

ZR 表达 的不足在肝癌病人细胞

免疫抑制机理中起着重要作用
。

同时肝癌病人 N K 细

胞活性 明显低于正常对照组
,

表明机体细胞免疫功能

低下
,

不能对恶性肿瘤进行有效杀伤
。

术后 N K 细胞
、

m I L
一

ZR 有不 同程度升高
,

表 明术后机体细胞免疫功

能有所恢复
,

升高程度同病情及预后的关系有待随访

后进一步研究
。

T N F 主要由激活的单核 巨噬细胞产生
,

脂多糖
、

肿瘤细胞等均是合成 T N F 的激活剂
。

其生物活性主

要为杀伤某些肿瘤细胞
,

抗感染和免疫调节等
。

文献

[ 5j 报道
,

恶性肿瘤病人外周血单核细胞产生 T N F 的

能力增强
,

血浆 T N F 水平升高
。

本文的结果显示
,

肝

癌病人 T N F 水平 明显高于对照组
,

并且同 s 1L
一

ZR 水

平呈显著正相关
,

其机理可能与免疫功能失调有关
。

由

于局部 的抗原递呈能力增强
,

导致局部的免疫耐受消

失
,

造成对 自身抗原的识别
,

同时释放大 量的细胞因

子
,

细胞因子又可以增强局部的抗原递呈能力
,

这种恶

性循环可能促进了肿瘤的发生
。

关键词 N K 细胞 ,膜 白细胞介素
一
2受体 ,可溶性白细胞

介素
一
2受体

,

肿瘤坏死因子
;
肝癌
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老化及内毒素对枯否细胞的膜变形性和反应性影响的初步实验研究

P r e l im i n a r y e x P e r i m e n t a l s t u d y o n t h e e f f e e t o f a g e i n g a n d L P S o n t h e

a l t e r n a t i o n s o f m o r P h o l o g y o f c e l l m e m b r a n e o f K u P f f e r
’ 5 c e l l

彭志明 孙文兵 韩本 立 段恒春 李 昆 (第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

老年 急性胆 道感 染肝衰发病率高
仁l 〕 ,

枯 否细胞

( K C )老化在其中的机理尚待进一步探讨
。

本研究旨在

探 讨老化对离体 K C 的膜变形性及其对内毒素 ( L P S )

刺激的反应性的影 响
,

为揭示老年急性胆道感染的病

理生理特征提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物喂养与分组

w is at r

大鼠
,

四川省中药研究所动物室提供
,

专人饲养
,

雌

雄不拘
。

采用每 6个月繁殖的方式
,

一次获得 四组不 同月龄的大

鼠
,

即 6
、
1 2

、
1 8和 2 4月龄 四组

。

每组 5只
,

共 2 0 只
。

1
.

2 K C 的分离与培养

参考 p
r a a n in g 一 V

a n D a f e n 等 [ ,」的方法进行
.

1%戊巴比妥

钠腹腔内注射麻醉 ( 5 0 m g / k g )
。

经门静脉插管以 1 5m l / m in 的

速度 向肝脏 灌注预 温 至 37 ℃ 的 D 一 H an k s
液 (含 E D T A I

m m
o l /L

、
N a C I 0

.

8 3%
、

K C I 0
.

0 5写
、

H E P E 1 0 m m o l / L
,

不含

aC
’ 十 、

M g , 十 、
p H 7

.

4 )
,

同时行下腔静脉插管供灌注液流出和胶

原酶循环
.

灌注 5 m in 肝脏颜色变白
,

再以 。
.

05 %胶原酶 ( T y eP

VI
,

iS g m
a )继续灌注至肝脏弹力下降

、

表面出现 细小液泡时剥

去包膜
,

取下肝脏
,

剪成 2~ 3 m m
,

的组织块
,

37 ℃ 水浴中振摇 10

m in 使细胞脱落
,

60 拜m 不锈钢网过滤后成为细胞悬液
,
4 ℃

、

50

X g 离心 s m in
,
3次

,

去除肝细胞
,

低渗法 去除红细胞
。

37 ℃
、

9 5 % O
: 、

s% C O
Z

条件下用 R PM I 一6 4 0 (G IB C O )培养 3 0 m i n
,

培

养液 中含 1 0 %小牛血清
、

H E P E S 一5 m m
o
l / L

、

胰 岛素 0
.

o s u
/

m l
、

L 一谷酞氨 1 5 m m o
l /L

、

青霉素 z o o u
/m l

、

链霉素 1 0 0 拜g /m l
,

培养 6 h 后去未贴壁细胞
,

得贴壁 K C
.

聚苯 乙烯乳珠吞 噬功能

检查
,

K C 纯度> 95 %
,
台盼蓝染色

,

细胞活性 > 90 %
。

1
.

3 细胞面积
、

最大径与圆形 因子 .Wl 定

将 6孔培养板 (纽 约 )培养的贴壁 K C 置于 20 倍物镜下


