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宫颈癌细胞产生的 T D SF 对 IL
一

2 的

免疫抑制作用

汪少娟 杨业金 周火明 皇甫永穆 陈兆聪 章汉旺

摘要 人 宫颈癌细胞产的免疫抑 制因子 (T D SF )作用于人 外周血单个核 细胞

(PB MC ) 6 小时
,

即 可抑制 IL
一

2 产生
,

与对照组相比 P < 0
.

0 1
。

当 T D SF 存在时
,

经

激活的 P BM C 效应细胞对外源性 IL
一

2 反应显著减弱
,

表明 T D S F 能抑制 IL
一

2 的作

用
。

PH A
一

P 刺激 PBM C 增殖
,

但 T D SF 使其增殖抑制
。

表 明 T D SF 能抑制 IL
一

2 产

生及其作用
。

杭癌药对 T D SF 的分泌有部分阻抑作用
。
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值一值

近年来
,

应用 IL
一

2/ LA K 细胞对肿瘤进行过继

性免疫治疗初见端倪
,

日益受到人们的重视 [lj
。

而

肿瘤细胞分 泌肿瘤 免疫抑制 因子 (tu m or
一

der ive d

im m u n o s u p p r e s s ive fa e to r ,

T D sF ) 对淋 巴细胞 和

IL
一
2 的抑制作用是治疗中必须解决的问题之一

。

为

此
,

我们对宫颈癌细胞培养上清液及宫颈癌患者血

清的免疫抑制作用进行了实验研究
。

1 材料与方法

L l 细胞株和血清标本 Hel a
人宫颈癌细胞

、

宫
-

74 3 人宫颈癌细胞
、

ZBS 正常人胚肺细胞 ; 宫颈上

皮内癌 10 例
,

宫颈腺癌 4 例
,

献血员血清标本 9

份
。

1
.

2 活性上清液的收集 10 %新生小牛血清 R P
-

Mll6 4 0 培养液调细胞密度至 Z x lo s
/ m l

,

置 3 7 C
、

5%CO :

孵 箱 培养细 胞达 ( l ~ 2 ) x lo‘ / m l 时
,

15 oor pm 离心 10 分钟
,

收获上清液
,

0. 22 拜m 膜过

滤后
,

分装保存一 20 C待测
。

1
.

3 IL
一

2 的条件诱生 用 1
:

10 稀释的各种瘤细

胞培养上清液与 PBM C 在 37 C
、

5 % C O :

中共同温

育 6 小时
,

H a n ks 液洗 3 次 以清除残存的上清液
,

再将此细胞与 PH A 在 37 ℃
、

5 % C O :

中培养 48 小

时
,

同时设正常对照
,

诱生 IL
一
2

。

1
.

4 效应细胞的驯化 用淋巴细胞分层液梯度离

心 获取 PBM C (p e riph e r a l blo o d m o n o n u e le a r ,

PBMC ) 1 X lo 6 m l培养于 R p M Iz64 0 完全培养液中
,

加入 PH A
一

P 1 0拜g / m l
,

置 3 7℃
、

5 %CO Z

中激活 9 6

小时
,

此时
,

大多数 T 细胞已转化成 T 淋 巴母细

胞
,

再用淋巴细胞分层液在 10 鲍 离心 20 分钟
,

收

取淋巴母细胞
,

即为 IL
一

2 的效应细胞
。

1
.

S IL
一
2 反应性的检测 用 2 %人血清 R PM ll6 4 0

完全培 养液调效应细胞为 2 x l0
5
/ m l

,

每孔 1 0 。川

种于 96 孔板中
,

再加 1
:

10 稀释的瘤细胞培养上

清液及含有 IL
一
2 的条件培养液各 5 0川

,

同时设正

常培养液及 PH A 对照
,

37
‘

C
、

5写CO :

中培养 64 小

时
,

分别加入
3H

一

T dR 0
.

5件i/ 孔
,

继续培养至 72 小

时
,

用多导细胞收集器将细胞收集于玻璃纤维滤纸

上
,

烘干后
,

用液体闪烁计数器测定 CPM 值
。

抑制率一(l 样品 C PM

对照 CPM
) X 10 0 %

作者单位
: 4 3 0 0 3 2 武汉市第 一 医院妇产科 (汪少

娟 ) ; 同济医科大学医学分子生 物学研究室 (杨业金
、

周火

明
、

皇甫永穆
、

陈兆聪 ) ; 同济医院妇 产科 (章汉旺 )

1
.

6 PH A 对淋巴细胞激活作用的测定 1 x 10‘/

m lPB MC 在 R PM Iz6 4 o 完全培养液中种于 96 孔板

中
,

每孔 1 0 0 拌l
,

加入 PH A
一

Plo陀 / m l
,

10 0川l , 10

稀释的瘤细胞培养上清液 (或宫 颈癌病人血清)
,

以

正常 ZBS 人胚肺细胞培养上清液 (或正常人血清 )

作对照
。

培养 72 小时
,

同上进行
3H

一

T d R 掺入测定

和计算抑制率
。

1
.

7 抗癌药对 H el a

细胞分泌 T DS F 的影响 用

R PMn “O 完全培养液调细胞密度至 2 x l。,
/ nil

,

分别加入顺氯氨铂 (C D DP )2 。滩 / m l
,

5
一

氟脉啥吮(5

一 F u ) 50拜g / m l
,

同时设正常对照
,

置 3 7
0 、

5%CO :

中培养 6 0 分钟
,

H a n k s

液洗 3 次
,

R PMll64 o 完全

培养液重悬细胞
,

调细胞至上述密度
,

置 37 亡
、

5%

CO :

中培养 24 小时
,

收获上清液测定 T D SF 活性
,

方法按文献闭
。

2 结果

2
.

1 宫颈癌细胞培养上清液对 IL
一

2 的分泌及反应

性表现 出强烈的抑制作用 (表 1) ; 宫颈癌细胞培养
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上清液和临床确诊未经治疗宫颈癌患者血清对淋巴

细胞激活增殖无例外地表现出强烈的抑制作用 (表

2 )
。

宫颈癌细胞培养上清液和宫颈癌病人血清无细

胞毒作用
,

T D SF 对 IL
一
2 的分泌及反应性

,

对淋巴

细胞激活增殖有剂量依赖关系
,

本文结果与前文〔, ’〕

报道一致
。

表 1 宫颈癌细胞培养上清液对 IL
一

2 分泌及

反应性的抑制作用

IL
一
2 分泌 IL

一
2 反应性

细胞

株

月 么C PM

(灭士 S叉 )

抑制率

(% )

么C PM

(叉士 S 了 )

抑制率

(% )

对照 9 54 5 6 9士4 0 60 一 4 9 1 6 1 士 2 0 4 8 一

ZB S 9 4 8 5 9 0土 6 6 43 1 0
.

9 4 5 8 4 7 士 12 53 6
.

7

H ela 9 3 2 7 1士 3 5 2 94
.

0 ’

12 6 6 8 士 16 9 7 7 4
.

2
‘

官
一
7 4 3 9 9 6 3 3士 6 0 8 8 2

.

3
‘

16 33 5 士 10 2 5 6 6
.

2
.

,

与对照比较
,

尸< 0
.

01

△CPM 一 测定管 CPM 一 空 白管 CPM 一本底 CPM 值

示 P HA 对淋巴细胞或 IL
一
2 对效应细胞激活增殖的 △C PM

值

表 2 宫颈癌细胞培养上清液和宫颐痊病人血

清对 PHA 激活淋巴细胞的抑制作用

组 别
抑制率

(% )

80380
“

么9.4.
1
加3.

864
�J

对照

ZB S

H e la

宫
一
7 4 3

宫颈上皮内癌

宫颈腺癌

么CPM

( 叉士 S 了 )

2 2 74 0 士 2 20 4

2 2 1 6 1士 9 6 1

24 34 士 5 3 7

8 1 7 6士 2 3 9

1 2 3 53 士 1 20 9

10 4 94 士 6 8 9

,

与对照 比较
,

尸< 。
.

01

2
.

2 宫颈癌细胞培养上清液不同稀释度抑制淋巴

细胞对 PH A 增殖反应的效应曲线
:

用 PH A
一

P 刺激

T 淋巴细胞转化增殖时
,

其它条件固定不变
,

分别

加入不同稀释度 ( 10 一 ’
一 1 0 一 6 ) H e la 细胞培养上清

液
,

用 叭 一 T d R 掺入法测定淋巴细胞 D N A 合成情

况
。

结果表明
,

随着瘤细胞上清液浓度增高
,

抑制作

用增强
,

而 ZBS 人胚肺细胞培养上清液在各种稀释

度未见有明显的抑制作用 (图 1 )
。

2
.

3 抗癌药对 H el a
细胞分泌 T D SF 的阻抑作用

:

结果显示
,

抗癌药 C D D P 和 5 一

FU 对瘤细胞分泌

T DS F 都有阻抑作用 ( 图 2)
。

2
.

4 宫颈癌细胞培养上清液和宫颈癌患者血清对

效应细胞无细胞毒作用
:
用 PBMC I x lo

‘
/ ml

,

加入

PH A
一

P l如 g /耐 及 10 %瘤细胞培养上清液 (或 10 %

宫颈癌患者血清 )培养 72 小时
,

台盼蓝染色计数死

细胞
,

所有实验中 PBM C 存活率均达 98 % 以上
,

与

对照组无明显差异
,

可见各种瘤细胞上清液和宫颈

癌患者血清无明显细胞毒作用
。

3 讨论

T 细胞承担着抗微生物
,

移植物排斥和肿瘤的

免疫监视等一系列重要生理功能
,

是细胞免疫的主

要执行者
,

在体 内通过分泌 IL
一 2 而发挥一系列重

要的免疫效应 [’]
。

目前国内外均大量投资
,

通过基

因工程生产 IL
一

2
。

但是迄今为止 I L
一2 和 IL

一 2 诱导

L A K 细胞对肿瘤进行过继性免疫治疗的效果远不

能令人满意
。

究其原因之一
,

可能与 T D SF 抑制淋

巴细 胞增殖
,

抑制 IL
一 2 的产生和反应性及 其对

L A K 细胞的诱导有关
。

所以
,

研究 T D SF 与 I L
一

2 的

关系有十分重要的意义圈
。

将 PBMC 与瘤细胞共育

4
{ 饭

一

,

些
养上
憋

~ }。 ~ ~

心一一刃一

一{:{ / 一,

一
E } J /
今

,

L J / /
二 , . _

, ,
L

, ,
叼

二卜尹产 n c l 扭月劣) f J 一
渭 月叉

冬
工�日合司

10 一 1 10 一 2 10
一3 10 一‘ 10 一5 10 --6

稀释度
稀释度

图 1 H el a
培养上清液抑制淋巴细胞对 PH A 增殖

反应的效应曲线

图 2 抗癌药物对 H el a
分泌 T D S F 的阻抑作用
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6 小时
,

即可观察到明显的抑制作用
,

说明 T D SF 主

要影响 T 细胞活化早期
。

如何阻抑 T D sF 的抑制作

用
,

本文用抗癌药与瘤细胞进行共育实验
,

结果两

种抗癌药只能部分阻断 T D SF 的免疫抑制作用
。

有

关原因及其详细机制仍在进行研究中
。

本文结果为 IL
一

2 和 IL
一

2 诱导 LA K 细胞抗癌疗

效不佳的原因提供了一定的证据
,

也为抗癌药与

T DS F 的关系提供了一定的信息
。
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第三届全国肝癌学术会议征稿启事

为促进我国抗癌事业的发展
,

总结交流肝癌防治研究的经验和推广科研成果
,

经中国抗癌协会总会防

治研究部批准
,

由中国抗癌协会肝癌专业委员会主办上海医科大学肝癌研究所承办
,

将于 1 9 9 7 年 3 月在上

海召开第三届全国肝癌学术会议
。

现向全国各医疗
、

科研机构征集有关肝癌防治研究的基础和临床研究论

文
。

论文请寄全文及 5 00 字左右的摘要各一份
,

要求体现先进性
、

科学性和具有理论实用价值
。

论文须由所

在单位审查盖章同意
。

寄上海市医学院路 13 6 号 (邮编 20 0 0 32) 上海医科大学肝癌研究所收
,

请在信封上注明
“

肝癌学术会议征文
”

字样
。

截稿日期 1 9 9 6 年 12 月 31 日
。

中国抗瘩协会肝摘专业委员会

上海医科大学肝疙研究所


