
MLTC 诱导同种异基因细胞毒细胞的研究

区大卫 刘华

(北京市肿瘤研究所免疫室〉

1970 年 Häy町 等首先报道了体外诱导细

胞介导的细胞毒(CMC)的混合淋巴细胞培 养

(MLC)技术[l] ， 随后 Golub 等用人的肿瘤细胞，

和 Wagner 等用鼠的肿瘤细胞作为刺激细胞，

分别建立了异基因 ， 同基因 ， 自 身的淋巴细胞，

肿 瘤细胞混合培养(MLTC)系统 诱导

CMC [2 ， 3 ]。通过这一技术 ， 学者们研究了细胞

毒 T 淋巴细胞 (CTL) 的诱导、 分化及其调节机

制 ， 分析了它们的增 殖条 件和遗传 控 制。

MLTC 已经成为体外研究细胞免疫手日肿瘤免疫

的重要方法。近年来以 MLTC 为基础，结合细

胞融合， 有限稀释和受 T 细胞生长因子

(inter-Leukin-2 )剌激的长期培养等技术，已经

培育出克隆化的细胞毒; T 细胞多株[4 ， 5] ， 并进

行了动物和临床肿瘤治疗试验，初步结果令人

鼓舞 ， 为肿瘤特异性 CTL 过继免疫治疗提供了

现实的可能性[ 6 ] 。

本文初步探索了异基因 MLTC 系统建立

的条件， 得到一个开展细胞免疫研究的比较稳

定的体外模型， 为过渡到建立人的同基因诱导

CMC 的 MLTC 系统打下基础。

材料和方法

1 . 动物 ， C57ßLj 6 小鼠 ， 6 -12 周龄。

2 . 肿瘤细胞系。 AKR 小鼠胸腺淋巴肉瘤 BW

5147(简称 BW)细胞系 p 小鼠 S1 80- V (简称 S180)细

胞系。均为体外生长的细胞系。

3 . 培养液。 1640 培养液 ，用前加 2- 蔬基乙醇(2-

Me)5 x 10 - SM ， N- (2 控 乙基) 派嚓 N-2- 乙:民磺酸

(Hepes) 20 mM , L- 谷氨酌胶 2mM ，青霉素 100μjm! ，

链霉素 10 0 μgjml ， 1 0% 新生小牛血清。pH 7.0一7.2 。

4 . 反应细胞、 靶细胞和剌激细胞。无菌 摘取

C57BLj6 小鼠牌，用常规方法制成脾细胞悬液，加入

用培养液 2 m! 冲洗腹腔所得的腹腔渗出细胞z 细胞

悬浓置 4 0C的0 . 85 % Tris-NH，CI 缓冲液中 5 分钟除去

红细胞， ff;、启用 tN养 ii~洗 8 次作为反应细胞。收集jff

养的 BW 瘤细胞， 用培养液洗一次， 作为靶细胞。

BW 瘤细胞经与丝裂霉素 ( 50μgjml)在 37"(;温育 45 分

钟处理，作为刺激细胞。

5. MLTC 系统的 建立 [ 7 - 9] 。 本文所用方注 如

下z 反应细胞和剌激细胞以 5: 1 的比例混合培养， 使

前者的最终浓度为 3 x 10 6jml ， 后者浓度为6 xI05jml。

将前述悬液 10ml 置 30m! 玻璃小方 培养瓶中(重复 3

份)，盖消毒棉塞后 ， 以 30 度角斜放， 置于含 7%

CO2 一定温度的 37 0C温箱中温育， 每天摇动一次。 5

天后收获培养的细胞(效应细胞)作细胞毒试验 ， 用台

盼蓝拒染试验测定细胞活率， 并计回收率(回收率= 收

获的活淋巴细胞数/最初加入 MLTC 的淋巴细胞数〉 。

6. 51Cr 释放试验测定靶细胞裂解率[ 10]

标记靶细胞z 取需要量的靶细胞， 经培养液洗一

次，吸去上清液后， 在剩下约 0.1-0. 2 m l 培养液中

加培养液和 Tris-phospha te 缓冲液各 0. 2 ml ， 摇匀后

按 1 X 10 6 祀细胞数加 100 !lci Na2 51CrO. 溶液(原液13-

16 mcijml ，科学院原子能所供应 ) ， 置 37 "C温箱温育

1 小时， 每 15 分钟摇动一次。标记后的细胞洗四次 ，

然后用培养液调整细胞数至 2 x 105 j ml o 

试验方法 g 按所要求的效应细胞和革E 细胞比例

(Ej白，吸取所需浓度的效应细胞和标记靶细胞各 0.1

ml 于 40 孔U型培养板孔中为实验组;加入培养液和标

记的靶细胞各 O.lml 为 自 发释放组E 加入 6 %OP (聚

乙二醇辛基苯基隧〉和标记的靶细胞各 O.lml 为最大

释放组z 每组重复孔 8 个。经 3 0 x g 离心 5 分钟后

置含 5%COz一定湿度的 37"C温箱'温育 4 小时 。然后经

60 xg 离心 10 分钟后 ，每孔吸上清 0.1 ml 用 FH-1 901

或 FH-408 井型 γ 计数器测定释放到上清 液中的 S1Cr

cpm 值。每孔 S1Cr 释 放的实际值为[(测定值乳白俨

本底Xcpm) x 2J 。标记靶细胞 O.lml 的cpm为总掺入值。

革巴细胞裂解率计算公式 :

裂解率(%)=

Cpm 实验组 5 1 Cr 释放-cprr1 白发 5lUr 粹放 u 
x 100 % 

cpm 最大 5 1Cr 释放-cpm 白 tt 51Cr 释放 ' " 

7. 细胞毒抑制试验[叫。此法用于分析 CMC 的

特异性。以上述 S1Cr 释放试验为基础， 除每孔加入效

应细胞和标记的Jf巴细胞外 ， 还加入不同比例的未标记
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革巴细胞或 S 180 瘤细胞， 观察这些细胞对市f~ 细胞裂解

率的影响。 出11符合以下条件则可认为该 CMC 对标记

靶细胞是特异的。 (1) 加入二作标记靶细胞后， 裂解率

显著降低且与未标记靶细胞的比例有明显的线性反应

关系。 (2) 加入与祀细胞无关的细胞无此作用。

8 . 带 。 表面抗原细胞的检测。将抗 。血清〈北京

医学院微生物教研组提供〉加到浓 度为 5 x 10 6/ml 的

效应细胞悬液中 ， 使最终稀释度为 10:1 ， 于 4 "C 静

置 30 分钟 ， 洗一次， 力日新鲜豚鼠血清使最终稀释度

为 10:1 ， 37 0C温育 30 分钟。 洗一次， 按上述方法作

SlCr 释放试验。与对照比较， 靶细胞明显降低或消失

时， 表明效应细胞带 。 抗原。

结果

( -) MLTC 系统建立的条件

反应细胞与剌激细胞比例很/韵。R/S 为

5:1 时' MLTC 第五天细胞回收率 和 CMC 活性

较高 ， R/S 增大 ， CMC 活性和细胞回收率降低

(图 1 )。

10 。
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反应细胞剌激细胞fH !S>

图， H/S 对 MLTC 诱导的 CMC 和细胞收

获量的影响

SlCr 释放试验的 E/T = 50 / 1 ， 除 R/S 外均采用标

准 MLTC 系统条件。

细胞密度。反应细胞密度 3 x 106/ml 组所

诱导的 CMC 活性，比其余各组梢高(图 2 )。

培养时间。 培养 5 天组 CMC 活性比 3 天

组高， 与 7 天组接近， 但细胞回收率比 7 天组

高 (图 3 )。

培养容器。培养容器形状 、位置均有影响。

小方培养瓶剁置组诱导的 CMC 活性较强(表

1 )。
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反应细胞密度 ( x 10"/ ml) 

图 2 反应细胞密度对 MLTC 诱导的 CMC

和细胞收获量的影响

SlCr释放试验的 E/T = 50/ 1, 除反应细胞浓度均
采用标准 MCTC 条件。
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图 3 培弊时间对 MLTC 满导的 CMC 和细

胞收藐量的影响

分别收集 3 、 5 、 7 天的 MLTC 在I AMLC ( 自身淋
巴细胞混合培养)组细胞作为效应细胞， 以同一批标 i己

BW 瘤细胞为靶细胞作 日Cr 释放试验 ， E/ T = 50 / 1 。

.-. MLTC 裂解率。-0 AMLC 裂解率
. ....... MLTC 回收率 0……o AMLC 回收率

培液体积。 影响不大， 似以 10ml 组较适

宜(图 4 )。

(二〉影响 CMC 的测定一_5 1Cr 释放试

验的因素

试验用容器。试用过 4 x 10 mm 塑料管 ， 40

孔平底板， 40 孔 U型底板 (96 孔板改装 ) ，以后

者所测定的靶细胞裂解率较高而且稳定。

温育时间。 本试验要求自发释放不超过总
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袋 1 培养容器对 MLTC 锈导的 CMC 的影响 温育温度。比较了 37 "C温育 4 小时和 37 "C

_ n L..-r:. II. ...... --I.-o 温育 3 小时 后再 45 0C温育 1 小时两种方法 ， 后l第五天细胞回|丰巴细胞旋即L学
| 收率 ( %) I ( % )( t 检验 )

12 孔板

24 孔板

17 I 5(P< O.O l) 

18 I 7(P< O.O l) 

青霉素小瓶 16 i 8(P < O.O l) 

小方培养瓶(斜置)

小方培养瓶(不斜置)

15 ~ 29 

18 ! 8(P < O.O l) 

标准的 MLTC 细胞悬液各组 40m!o 12 孔板

组分 8 孔 ， 24 孔板组分 20 孔、 青霉素瓶、小
方瓶组各分 4 瓶培养 5 天， 收获细胞作常规
SlCr 释放试验。 E/T = 50/ 1 。

图 4
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思

4 
5 10 -----zù 

f吉养液体织 ( ml )

'i5 

培养液体积对 MI:;TC 诱导的 CMC 和

细胞收获量的影响

怀准的 MLTG ~1l1胞想;液各 20 'ml , 5ml 、 10 m! 、

20m! 组分别分 4 、 2 、 1 瓶培养 5 天， 收获细胞作
SICr 释放试验 ， E/ T = 5 0/ 1 。

、
、

百""lSìl'lT2î4 16 1 8 20 22μ 
骨ínull司 (/1， 81

飞、... ,‘ : :... 

固 5 标记 BW 肿瘤细胞 SICr 自发释放和温

育时间关系

标 i己 S ICr 强度 100i1 ci / 100 万细胞， 每试验 孔细

胞量 2 万。 白发释放率=自发释放 cpm/总掺入 cpm。

掺入的 20% 。 根据标记的 BW 靶细胞的自发释

放一11-1'间 IIMU图 5 )， 选用温育时间 4 小时，

与国外同类试验所用时间相同。

者裂解率数值增加 不多， 但白发释放超过

20%。故选用前洁。

标记靶细胞的 51 Cr 强度和试验用 革r~ 细胞

量。 本试验要求总掺入达到 0.1-1cpm/细胞。

标记的总强度为 100μci/100 万细胞时可达到

此要求。标 i己强度增至 2 - 5 倍，标记靶细胞

的白发释放未见增加(表 2 )。试验的效应细胞

保挎稳定的裂解活性。说明此标记浓度对靶细

胞和效应细胞均未见影响试验的毒性作用。为

保证总掺入比本底高 5 ~IJ 10 倍以上，靶细胞数

量选用 2 万。

费 2 标记同位素 SICr 的强度对 BW 靶细胞

标记和自发释放的影响

! 标 i己吨r i明度/100 万 flH胞

!川Ci !川ci 1圳呻川啡川ci
掺入 (cpm) /细胞 I 0.07 0.1 . O.l !l ~ 0.25 I 0.54 

自发释放率 ( % 〉 ; 16.9 13 . 3 :ω :13 .0 110 . 8 

旬1试验孔革巴细胞数 2 万

效应细胞和靶细胞的比例 (E/T)。根据裂

解率-E/T 剂量反应曲线 ， E/T 选用 50:1(图

6 ) 。

增加1效靶细胞接触的处理。服育前使效靶

细胞充分混和，离心 30 x g 5 分钟沉降可增加

接触， 所得裂解率比米处理者高且稳定。

总301

• 商
量自 2

5 

图 6 靶细胞裂解率和 E/T 的关系 。

每实验TLi\E细胞足 2 万
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襄 3 MLTC 诱导的 CMC 效应细胞表面

。抗原的检测

一一二一 … 二

ï':H 温育

L L 吨。 i L+ jj'[ Ð L+C 

把细胞裂解京 ( % ) 27 .6 0.8 29.2 30 

t 检验 l 一 I (P< O.Ol) . (NS) (NS) 

L: 效应淋巴细胞。抗 Ð: 抗 。且lì宵 。 C: 新

鲜豚鼠血j宵。 NS: 无意义。

(三) MLTC 诱导的 CMC 效应细胞类型

经检测证实 MLTC 诱导的 CMC 效应细胞

为带。抗原细胞(表 3 ) 。

(四) MLTC 诱导的 CMC 的特异性

细胞毒抑制试验表明，加入成倍未标记的

BW 细胞于实验孔时，裂解率比对!!~组明显降

低。这种押 1I;IJ 作用随着加入细胞比例的升高而

增强， 有线性反应关系，而加入与 BW 细胞无

关的 S180 细胞则无此作用。说明本系统诱导

的 CMC 是针对剌激细胞一-BW 细胞一一所

具有的某些抗原(图 7 ) 。

(五) C57BL/ 6 小鼠脾淋巴细胞对 BW 细

胞的自然杀伤(NK) 活性

用新鲜的或培养 5 天的 C57BL/6 小鼠牌

淋巴细胞作为效应细胞进行试验，对 BW 靶细

胞的裂解率分别为 1%和 6%左右(图 3 )。

(六)BW 瘤细胞腹腔克在诱导的 CMC

BW 瘤细胞 1 X 10 7 腹腔免疫 C57BL/6 小

鼠. 10 天后取牌淋巴细胞作为效应细胞，用

非标i己BW 细胞
=丁二 非标i己 S 180 细胞

…"_---e_ 
-、
、
、
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图 7 MLTC 诱导的 CMC 的特异性

细胞毒抑制试验 : T* 标记靶细胞。 T。非标

记瘤细胞。 E/T = 50/ 1" 

I IJI 

h
υ

川v

v
，
仕
飞
吊
岳
飞

汉
~
4
2
一ξ
去

10 

的 1 ~ :!5 50 100 ( 仨 /'1' )

图 8 BW 癌细胞腹腔免疫小鼠诱导的

CMC:粗细胞裂解率和 E/T的关系

每试验孔靶细胞 2 万。

5 1Cr 释放试验测定对 BW瘤细胞的裂解率。 与

本系统诱导的 CMC 作比较， 在 E/T = 50/1 时
均为 30%左右 ( 图 8 ) 。

讨论

体外的 MLTC 系统是由反应细胞、剌激细

胞、辅助细胞和培养液以一定条件组成， 其诱

导的主要对象是为各种 T淋巴细胞，如jCTL 和

相应的辅助细胞，抑制细胞等。影响回收细胞功

能和数量的因素很多，剌激细胞抗原性的强弱

和代谢特性， 反应细胞的来源和组成是决定性

的因素。本系统的剌激细胞是 AKR 小鼠的胸

腺淋巴肉瘤细胞. H-2 类型为 H-2 k • 反应细胞

来自 C57BL/6 小鼠脾. H-2 类型为 H-2b • 属异

基因 MLTC 系统。诱导 CTL 的抗原主要有强

免疫原性的 MHC 异型抗原，也可能有肿瘤相

关抗原。反应细胞中加入腹腔渗出细胞为满足

本系统诱导 CMC 对巨噬细胞的要求[12]。在此

基础上我·们所试验的 5 个培养条件。都不同程

度地影响 CMC 细胞的收获量和活性。例如 R/S

降低和小方瓶斜置效果较好，提示反应细胞和

剌激细胞的接触机率和程度是一个重要的影响

因素。如果这些细胞密度过大，以致影响营养

和代谢时，也会导致不良结果，例如反应细胞

浓度升高，培养体积增加时所见。为解决这一
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