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·论著·

脐血 CD3A K细胞和其培养上清诱导 K562细胞凋亡

何秉燕 ,张渝侯 ,文志华 ,李小明 ,邹典定 ,王捷荣

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨脐血 CD3A K细胞和其培养上清 (CS) 诱导 K562细胞凋亡。方法 　用细胞形态学观察 ,

DNA 琼脂糖电泳 ,原位末端标记法检测 K562 ,CD3A K细胞诱导的 K562 ,CS 诱导的 K562细胞凋亡率。结果 　K562细

胞自然凋亡率3. 50 ±0. 97 % ;CD3A K细胞诱导的 K562细胞凋亡率27. 38 ±4. 91 % , P < 0. 01 ,CS诱导的 K562细胞凋

亡率为33. 09 ±5. 22 % , P < 0. 01。结论 　脐血 CD3A K细胞和其培养上清能诱导 K562凋亡。
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Cord Blood CD3AK Cells and CD3AK Cell Cultural Supermatants

Induce K562 Cell Apoptosis

HE Bing2Yan , ZHAN G Yu2Hou , WEN Zhi2Hua , et al.

Depart ment of Pediat rics , Second Hospital , Hubei Medical U niversity , W uhan 430071

　　[ Abstract] 　Objective 　To explore K562 cell apoptosis induced by cord blood CD3A K cells and CD3A K cell cultural

supernatants ( CS) . Methods 　Apoptosis was detected in K562 cells and in K562 cells cultured with either cord blood

CD3A K cells or CS using the TDT end labelling technique , cell morphology and DNA agarose gel electrophoresis. Results

The percentage of apoptotic cells in the control K562 culture was 3. 50 ±0. 97 %. Apoptosis of K562 cells cultured with

CD3A K cells rose to 27. 38 ±4. 91 % ( P < 0. 01) . Culturing K562 cells in CS also resulted in significantly increased

apoptosis ( 33. 09 ±5. 22 %) ( P < 0. 01) . Conclusions 　Cord blood CD3A K cells and CS could induce K562 cell

apoptosis.
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　　细胞凋亡也称程序性细胞死亡 ( PCD) ,生物疗

法治疗白血病的重要机制是诱导白血病细胞凋亡。

本实验研究活化脐血 CD3A K细胞和 CD3A K细胞培

养上清 ( CD3A K cells’cultural supernatants , CS) 诱

导红白血病 K562细胞株凋亡的作用 ,以期为活化脐

血治疗白血病提供理论依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

标本来源 :脐血来源于湖北医科大学附属第二

医院妇产科正常分娩的胎儿胎盘血。重组白细胞介

素 2 ( r IL22) 购自军事医学科学研究院 ,CD3 单抗购

自北京邦定生物医学公司 , K562购自武汉大学典型

物培养中心 ,原位细胞凋亡试剂盒 POD 购自德国

Boehringer Mannheim。

1 . 2 　方法

1. 2. 1 　脐血的采集 　待足月、顺产、健康的胎儿胎

盘娩出后 ,距胎盘 5～7 cm 的脐静脉抽脐血 10 ml ,

25 U/ ml 肝素抗凝。

1. 2. 2 　CD3A K细胞及 CS 的制备 　用淋巴细胞分

离液分离脐血单个核细胞 (CMNC) ,取 CMNC ,加入

含 10 %新生小牛血清 ,100 U/ ml 青霉素 ,100μg/ ml

链霉素的 RPM I21640 培养基 ,使 CMNC 终末浓度
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为 1 ×106/ ml ,加 r IL22 , 1 000 U/ ml , CD3 单抗 , 1

μg/ ml ,置 37 ℃,5 % CO2 ,饱和湿度培养箱 72 h ,离

心后收获的细胞即 CD3A K细胞 ,取 CD3A K细胞加

入培养基 ,使其终末浓度为 1 ×106/ ml ,置培养箱 24

h ,离心后的上清即 CD3A K细胞培养上清。

1. 2. 3 脐血 CD3A K细胞和 CS 诱导 K562凋亡实验分

组 　①K562 ; ②CD3A K (0. 5 ml) + K562 ( 0. 5 ml) ;

CD3A K细胞浓度为 1 ×107/ ml , K562细胞浓度 1 ×

106/ ml ; ③CS(900μl) + K562 (100μl) , K562细胞浓度

5 ×106/ ml。各组细胞置培养箱共育 4 h ,离心收获

细胞 , 涂片 , 待自然晾干 , 丙酮固定 15 min , 置

- 20 ℃备用。

1. 2. 4 　原位末端标记法 ( TUN EL ) POD 检测凋亡

细胞 　①阻断自体过氧化物酶和细胞裂解 ; ②标记 ;

③信号转换和分析 ,设阴、阳性对照 ,光镜下观察细

胞涂片 ,棕黄色细胞即为凋亡细胞 ,蓝色细胞为非凋

亡细胞 ,严格按试剂盒说明操作。

1. 2. 5 　DNA 抽提和电泳 　取 107 细胞经0. 5 ml细

胞裂解液重悬细胞 50 ℃过夜 ,不时振荡 ,加等体积

酚、氯仿、异戊醇抽提 ,加入 25μl RNA 酶 37 ℃水浴

30 min ,取所制的样品 , 1. 5 %琼脂糖电泳 ,电压

150 V ,电泳 40 min。

1. 2. 6 　统计学处理 　采用 t 检验

2 　结果

2 . 1 　细胞形态

CD3A K与 K562共育 4 h ,见 CD3A K聚集在 K562

周围 , K562细胞凋亡呈棕黄色 ,见核固缩甚至核碎

裂 ,胞浆空泡变性 ,CD3A K细胞呈蓝色 ,形态结构正

常。见图 1。

图 1 　CD3A K诱导 K562凋亡

Fig. 1 　CD3A K cells induced K562 cell apoptosis

CS 与 K562共育 4 h ,见 K562细胞异型性明显 ,有

的细胞明显增大 ,呈棕黄色 ,核固缩或呈新月体形 ,

甚至核碎裂 ,胞浆明显空泡变性 ,呈现凋亡细胞特征

性改变。见图 2。

图 2 　CS诱导 K562凋亡

Fig. 2 　CS induced K562 cell apoptosis

2 . 2 　TUN EL 检测凋亡细胞

CD3A K细胞及其上清与 K562细胞作用前 ,其凋亡

率均 < 5 % ,作用后 K562细胞凋亡率明显增高。见表 1。

表 1 　CD3A K ,CS诱导 K562细胞凋亡百分率

Table 1. 　The percentage of K562 cell apoptosis

组别 例数 凋亡率 ( �x ±s , %)

K562 20 3. 50 ±0. 97 　

CD3A K + K562 23 27. 38 ±4. 911)

CS + K562 21 33. 09 ±5. 222)

　　注 :1) (CD3A K + K562)组与 K562组比较 , t = 15. 1 , P < 0. 01

2) (CS + K562)组与 K562组比较 , t = 17. 6 , P < 0. 01

2 . 3 　DNA 琼脂糖凝胶电泳检查结果

K562细胞 DNA 电泳无梯状条带 ; CD3A K 细胞

诱导的 K562细胞 DNA 电泳呈现凋亡细胞特征性的

梯状条带 ;CS 诱导的 K562细胞 DNA 电泳呈现凋亡

细胞特征性的梯状条带。见图 3。

图 3 　DNA 琼脂糖凝胶电泳

Fig. 3 　DNA agarose gel electrophoresis
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3 　讨论

　　脐血干细胞替代骨髓干细胞用于免疫重建 ,其

移植物抗宿主反应 ( GV HD) 比较低 ,以往因而推测

其移植物抗白血病反应 ( GVL)亦低。但最近研究表

明 ,与骨髓血和外周血相比 ,脐血淋巴因子激活杀伤

细胞 (LA K)有较高的 GVL ,其能诱导白血病细胞凋

亡 ,有利于清除白血病细胞[1 ,2 ] 。CD3A K 细胞体内

外抗肿瘤活性明显高于 LA K 细胞[3 ] ,CD3A K 细胞

是异质性细胞群 ,其表型以 CD3
+ T 细胞和 CD56

+ N K

细胞表型为主 ,具有活化淋巴母细胞特性 ,常形成集

落[4 ] ,本实验见脐血 CD3AK细胞聚集在白血病细胞

K562细胞周围 ,直接攻击 K562 ,诱导 K562凋亡。

CD3A K细胞培养上清抑制肿瘤细胞生长 ,杀伤

肿瘤细胞[5 ] ,脐血 CD3A K细胞培养上清含多种细胞

因子 ,实验证明 CS 能诱导 K562凋亡。以上说明脐血

CD3A K既有靶细胞直接接触诱导 K562凋亡 ,又通过

细胞因子诱导 K562凋亡。

上述研究结果显示 ,除常规放、化疗治疗白血

病 ,还可用脐血 CD3A K 细胞治疗白血病 ,但脐血

CD3A K 细胞治疗白血病患儿 ,必须考虑供受者之间

的组织配型 ,MHC 限制性 ,否则会导致 GV HD。故

对组织配型不合的患儿 ,可用 CS 治疗白血病。由于

不含细胞 ,仅含多种细胞因子 ,故不会出现 GV HD。
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