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用
3

H
一

T d R 4小时释放法检测自然杀伤细胞活性

黄晋生 刘为纹 衷爱力 张方信 (第三军医大学西南医院消化科 )3 6 0 03 8

自然杀伤细胞 ( Na tu a r lKi l le rC e l ls,

N K )

活性是反应机体细胞免疫功能的重要指标之

一
。

国内应用较多的检测方法为
’ 2 5

1
一

尿吻咤核

昔俨
`
I
一

u dR ) 1 h8 释放 法和
3
H

一

胸 腺 吻咤核昔

(竹
一

T dR ) 1s h 释放法
。

这两种方法均需要较长

时间孵育
,

而且由于长时间孵育需要无菌操作
,

给检测工作带来很多不便
。

为缩短实验时间
,

简

便操作
,

我们将
3
H

一

T d R 释放法的孵育时 间缩

短为 4h
,

取得较满意的结果
。

2 结果

2
.

1 ’
H

一

T d R 4 h 释放法与 1 8h 释放法的

比较

3 次实验共 4 例献血员同时用
’
H

一

dT R 4 h 释放法

和 18 h 释放法测定 N K 细胞活性
,

结果见附表
。

附表
’
H

一
T d R h4 释放法与 18 h 释放法的比较

4h 1 8 h

N o E / T = 5 0 E / T 二 2 5 E / T = 5 0 E / T 二 2 5

1 3 4
.

3 3 17
.

6 0 30
.

2 2 1 3 7 4

1 材料与方法

1
.

1 ’
H

一

T dR (上海原子能研究所生产 )胰酶

( D i f e o 公司生产 )

1
.

2 靶细胞的标记

取传代 1~ d2 的 K 56 2细胞
,

调整细胞浓度至 l x

1 0` /m l
,

加入
’
H

一

T d R 3
.

7 火 1 0
`
B

, ,

置于 3 7 ℃水浴 中
,

15m in 振摇一次
,

标记 4 h
,

R PM I
一
1 6 4 0 培养液洗 3 次

后
,

调整细胞浓度至 l x l o
,

/ m l
,

用锥蓝染色检查细胞

活力) 9 5 %
,

标记率可达 0
.

5~ 1
.

0 。 p m /细胞
。

1
.

3 效应细胞的制备

按本室常规
` , ’ 。

1
.

4 3
H

一

T dR 4 h 释放法

将
’
H
一

T d R 标记的 K 5 6 2 细胞悬液 ( 1 x 1 0
,

/m l )

0
.

l m l 和上述效应细胞悬液 ( 2
.

5一 5
.

o x l o
`

/m l )

0
.

l ml 加于 96 孔培养板上
,

自然释放对照用 R PM I
-

164 0培养液代替效应细胞悬液
,

终体积 。
.

2m l
,

每组 3

个复孔
,

37 ℃ 5 % C O :

孵箱孵育 4 h
,

届时每孔加 3%的

胰酶 1 0拜l
,

继续孵育 s o m in
,
s o m in 后每孔加 5 0拜l 冷

aH
n k s
液中止反应

,

然后用多头细胞收集器收集细胞

于 4 9 型玻璃纤维滤纸上
,

烘干后将膜片置于闪烁瓶

内
,

加闪烁液后用自动液闪仪检测
c p m 值

,

自然释放

率平均为

4
.

5 3% ( 0
.

0 7% ~ 1 0
.

9 5% )
。

N K 细胞活性按下列公式

计算
:

3 5
.

1 9

4 2
.

4 2

3 0 3 4

2 6
.

0 6

50
。

5 5 4 3
.

4 1

4 6
.

1 2

2 7
.

8 3

3 4
.

9 4

18
.

6 5

2 3 0 9

6 1
.

6 3

4 3
.

0 9

4 6
.

3 7

3 4
.

6 8

3 4
.

6 8

4一X

` 5
.

9 7 5
.

9 7 1 3
.

1 9 14
。

6 8

注
:

效应细胞 /北细 胞 ( E / T )

2
.

2 健康献血员及种瘤病人的 N K 细胞活性

15 例健康献血员的 N K 细胞活性 (用终浓度

。
.

巧 %的胰酶处理 ) E /T 一 50 时
,

均值士标准差为 4 .0

8 0 土 2 5
.

1 2 , E /T = 2 5 时为 ( 3 1
.

9 5士 1 5
.

2 2 ) , 1 2 例肿瘤

病人的 N K 细胞活性在 E / T ~ 25 时为 13
.

25 士 7
.

65
,

显著低于健康献血员相同效靶 比的 N K 细胞活性 (3 1
.

9 5士 1 5
.

2 2 ) ( P ( 0
.

0 1 )
。

NK细胞活性% = l(
实验组 cP m 均值

自然释放组印 m 均值
) X 1 0 0

3 讨论

国内用
3
H

一

T dR 释放法检测 自然杀伤细胞

活性时多采用 18 h 孵育法
,

其用时较长的主要

原因是考虑孵育时间短时所测杀伤活性值较

低
,

但我们发现
,

用 4h 孵育
,

终浓度为 0
.

15 %

的胰酶处理后所测杀伤活性值较 1 h8 孵育法

低
,

但 已 可达 到较高水 平
,

15 例 健康献 血员

用
3
H

一

T d R 4 h 释放法所测 自然杀伤细胞活性在

E / T ~ 5 0 时
,

均值士标准差为 40
.

80 土
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15
.

2 1 % ; E /T =2 5时为 3 1
.

9 5士 1 5
.

2 2 % ;
因此

我们认为用
3

H
一

d TR 释放法检测 自然杀伤细胞

活性 时可采用 4 h孵育法
。

2 1例肿瘤病人 自然

杀 伤细胞 活性 在 E /T一 2 5时 为 13
.

2 5士 . 7

6 5 %
,

显著低于健康献血员相同效靶 比的 N K

细胞 活性 ( 3 1
.

9 5士 1 5
.

2 2 ) ( P < 0
.

0 1 )
。

此结果

符合肿瘤病人免疫功能低下的一般规律
。

关键词 杀伤细胞
;

天然
,
胸腺咯吮核昔分析
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高效液相色谱一电化学检测法测定心肌组织中的儿茶酚胺
朱珠 陈兆珍 (第三军医大学训练部中心实验室 ) 6 3。。 3 8

儿茶酚胺 (C A s )包括肾上腺素 ( A )
,

去 甲

肾上腺素 ( N A )及多巴胺 ( D A )
,

是人体含量极

微而又具有重要生理 活性的激素和神经递质
,

为生理学及临床医学上重要研究对象
。

测定这

些 物 质 国 内外 曾有 报 道 用 高 效 液 相 色 谱

( H P L c )
、

气质联用
、

放射免疫和酶免疫等分析

方法
“

·
2 , ,

但这些方法分别存在操作手续麻烦
,

价格昂贵等缺点
。

近几年兴起的 H P L C一 电化

学检测分析法
,

具有快速
、

简便
、

灵敏
、

能同时测

定 C A s 及其代谢产物的优点
,

是 目前 比较理想

的检测方法
` , ’ 。

本实验采用反相离子对色谱一

电化学检测分析方法
,

以 D
一

樟脑
一

件磺酸为离子

对试剂
“ ’ ,

生物样本处理简单
,

较好的测定了这

类化合物
。

1 0m m
o l /L

,

K H
Z
P ()

;
0

.

0 5m o l / L
,
N a Z

.

E D T A

0
.

l m m
o ] / L

,

甲醇 l o o m l
,

乙睛 Z o m l
。
s m o l / L N a

O H 调

p H 为 3
.

5 左 右
。

流 量
:
1

.

om l /m in
,

检 测 灵 敏 度
:

10n A F S
,

进样体积
:

50 川
,

工作电压
:

+ 0
.

65 V
。

1
.

4 样本采集

麻醉条件下活体取狗心肌组织
,

加入 0
.

lm ol / L 高

氯酸 冰浴 中制成匀浆 ( l m g 组织加 20 川 左 右 )
,

在

1 8 0 0 0 转 / m i n
,
4 ℃离心 Z o m in

,

取上清液进样分析
。

结果

2
.

1 实验 色谱图
:

图 1 为混合标样分离色谱 图
,

从 图中可以看 出

N A
、

A
、

D A 都达到基线分离
。

材料与方法

1
.

1 仅器

W
a t e r s

H P L C ( 5 1 0 系列 )
,

配备 5 1 0 泵
,

U 6K 进样

器
,
4 6 0 电化学检测器

。

1
.

2 试剂

去 甲肾上腺素 ( N A )
、

肾上腺素 ( A )
、

多巴胺 ( D A )

均由本校烧伤研究所提供
。

甲醇
、

乙睛为色谱纯
,

其余

试剂为分析纯
,

实验用水为超纯水 (经 M iill p or
e

超纯

水器净化 )
。

1
.

3 色谱条件

色谱柱
:
w a t e r ,

oB
n dp a r k C

,。
柱 ( 3

.

g m m x 3 o e
m )

。

流动 相
:

每 l o 00 m l 流 动 相 中含 D
一

樟 脑
一

p一磺 酸

又 10
1

M in u 权̀

图 1 C A
s
混合标准液色谱图


