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卡介苗提取物体外诱导小鼠脾淋巴细胞对人膀胱癌细胞的杀伤作用
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【摘要】 目的 分离活卡介苗(Bacille Calmette-Guérin，BCG)的有效组分，分析其有效组分诱导的小鼠脾淋

巴细胞体外对人膀胱癌细胞株T24细胞的杀伤作用。方法 采用酶裂解法和超声波破碎法对活BCG进行裂解，

通过Sephadex G100凝胶层析对其有效组分进行分离及分子量的测定，用SDS-PAGE凝胶电泳进行纯度鉴定；采

用四氮唑盐(MTT)法测定BCG有效组分BCGE2诱导的小鼠脾淋巴细胞对人膀胱癌细胞株T24细胞的杀伤活性。

结果 BCGE2可体外诱导小鼠脾淋巴细胞对膀胱癌细胞株T24细胞的杀伤作用，在效靶比为20:1时对T24细胞的

抑制率为42.31%，而对照组仅为13.32%，两者比较差异有统计学意义(P<0.01)。结论 BCGE2诱导的小鼠脾淋

巴细胞对人膀胱癌细胞株T24的杀伤作用很显著，且随着效靶比的增加而增强。
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【Abstract】 Objective To extract, isolate, purify and identify the active components of Bacille Calmette-Guérin

(BCG), and to analyze the killing effect of mouse spleen lymphocytes induced by active BCG extracts to human blad-

der cancer cell line T24 in vitro. Methods Live BCG was divided by the enzyme and ultrasonic method to extract the

active protein. The components of BCG extracts was isolated, and analyzed for the molecular weight by Sephadex gel

filtration chromatography, then further studied to identify the purity and the molecular weight by the SDS-PAGE gela-

tin electrophoresis. The killing activity of mouse spleen lymphocytes induced by the active component BCGE2 to the

human bladder cancer cell line T24 was analyzed by MTT method. Results The mouse spleen lymphocytes induced

by BCGE2 could kill the bladder cancer cell line T24 in vitro. When the effect cells to the target cells was 20:1, the inhib-

it rate was 42.31% , which was significantly higher than 13.32% in the control group (P<0.01). Conclusion The

mouse spleen lymphocytes induced by BCGE2 have obvious killing effect on the bladder cancer cell T24 in dose-depen-

dent manner.
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·实验研究·

我们前面已有实验证明活卡介苗(BCG)的有效

组分BCGE2和BCGE3在体外可以诱导小鼠脾淋巴细

胞增殖及产生细胞因子[1]，并且BCGE2和BCGE3还可

以诱导小鼠腹腔巨噬细胞产生NO [2]，因此BCGE2和

BCGE3可以作为免疫调节剂来诱导小鼠脾淋巴细胞

和腹腔巨噬细胞。那么这些经诱导激活的小鼠脾淋

巴细胞对肿瘤细胞是否具有杀伤或抑制作用呢？本

研究旨在将人膀胱癌细胞株T24作为靶细胞对BCGE2

的体外抗肿瘤活性进行了初步研究。

1 材料与方法

1.1 实验动物 6~8周龄的昆明小鼠、体重18~22 g，

购于河北医科大学实验动物中心。

1.2 主要试剂 BCG 购于北京生物制品研究

所，胎牛血清为杭州四季青生物工程材料公司生产，

Sephadex G100 凝胶层析柱购自 Sigma 公司，RP-

MI1640 为 GIBCO 公司产品，Gress 试剂购自华美生

物公司，肿瘤细胞株T24由河北医科大学附属第四医

院科研中心提供。

1.3 BCG蛋白提取液的制备及蛋白含量测定 用

酶裂解法和超声波破碎法对活BCG进行裂解，用紫

外吸收法测定其上清液中蛋白质(BCGE)的纯度；用

考马斯亮蓝G250法测定蛋白含量。
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1.4 BCGE蛋白活性组分的分离 将BCGE上

样于 Sephadex G100 凝胶层析柱，用磷酸盐缓冲液

(PBS)洗脱，每管收集2 ml层析液，分离后得到3个组

分，分别命名为 BCGE1、BCGE2和 BCGE3，其相对分

子质量分别为42 500 D、36 300 D和28 600 D。

1.5 肿瘤细胞株悬液制备 肿瘤细胞株 T24细

胞培养在RPMI1640完全培养液中，置于 37℃，饱和

湿度，5% CO2的培养箱中培养，待细胞进入对数生长

期后收集细胞，用RPMI1640完全培养基调整成浓度

为1×105个/ml的细胞悬液备用。

1.6 脾效应细胞悬液制备 无菌取小鼠脾脏，

在200目钢筛上研磨，制备成单个细胞悬液，离心，弃

上清，裂解红细胞后用Hank's液洗两次，加入含 10%

胎牛血清的RPMI1640培养液，调整细胞浓度为3.5×

106个/ml。然后接种于 24孔板，加入RPMI1640配制

的 BCGE2并调节使其终浓度为 600 μg/ml，作用 48 h

后收集细胞(对照组加RPMI1640培养液)，用台酚兰

染色计算存活率为90%，后用D-Hank's液洗涤后调整

细胞浓度为1×106个/ml。

1.7 淋巴细胞杀伤功能测定 参照改良四甲基

偶氮唑盐比色法 MTT 法 [3]，实验孔加待测的经 BC-

GE2作用后的小鼠脾效应细胞悬液与T24细胞悬液各

100 μl，调节效靶比为 5:1、10:1、20:1 (阴性对照组加

入未经BCGE2作用的小鼠脾淋巴细胞悬液与T24细胞

悬液，各100 μl，并调节效靶比为5:1、10:1、20:1)，另设

单纯淋巴细胞(效应细胞)及T24细胞(靶细胞)对照，均

设6个复孔。常规培养24 h后，加入MTT 100 μl继续

培养 4 h，离心弃上清，每孔加入 15% 十二烷基磺酸

钠(SDS) 100 μl，过夜。次日用酶标仪检测各孔吸光

度(OD)值，测定波长为 570 nm，参考波长为 630 nm。

计算淋巴细胞的杀伤活性。其计算公式为：淋巴细胞

活性(%)=[靶细胞对照组OD值-(实验组OD值-效应

细胞OD值)]/靶细胞对照组OD值×100%。

1.8 统计学处理 数据用均数±标准差(x-±s)表
示。多组间数据用单因素方差分析的 q检验和Dun-

nett t检验(应用SPSS10.0统计软件计算，所有实验均

重复3次)。

2 结 果

镜下可见，对照组的膀胱癌细胞布满整个视野，

加入效靶比为20:1的实验组，膀胱癌细胞显著减少，

见图 1。BCGE2体外可诱导和促进小鼠脾淋巴细胞

对T24的杀伤作用。由表 1结果可见，未经BCGE2诱

导的小鼠脾淋巴细胞对膀胱癌细胞株仅具有较轻微

的杀伤作用，在效靶比为 20:1 时其抑制率才达到

13.32%。而经BCGE2诱导后的小鼠脾淋巴细胞对膀

胱癌细胞株T24的杀伤作用显著增强(P<0.01)，在效靶

比为 10:1时其抑制率为 31.49%，当效靶比为 20:1时

其抑制率可高达42.31%。

3 讨 论

卡介苗是一种免疫调节剂，它可通过调节外周

血 CD4
+/CD8

+比例及自然杀伤细胞(NK 细胞)活性来

发挥其免疫调节作用，进一步维持和提高机体的免

疫功能[4]。而NK细胞主要发挥非特异性杀伤活性，

无需抗原预先致敏即能自发杀伤靶细胞且不受主要

组织相容性复合体(MHC)限制，因此NK细胞是机体

抗肿瘤的第一道防线。NK 细胞释放的杀伤介质穿

表1 BCGE2体外诱导的小鼠脾淋巴细胞对膀胱癌T24细胞的杀伤作用

组别

脾细胞对照组

癌细胞对照组

阴性对照组

实验组（脾细胞+癌细胞）

效靶比

5:1

10:1

20:1

5:1

10:1

20:1

OD570（x-±s）
0.669±0.005

3.649±0.008

2.839±0.002

2.698±0.004

2.494±0.006

2.508±0.003*

1.831±0.003*

1.436±0.005*

杀伤活性(%)

3.86

7.73

13.32

12.94

31.49

42.31

注：与对照组比较，*P<0.01。

图1 膀胱癌T24细胞的镜下形态(×200)
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孔素、NK细胞毒因子等可使靶细胞溶解破裂。NK细

胞还可通过抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用

(ADCC)效应，杀伤被特异性抗体包被的瘤细胞，其机

理为通过 IgG1和 IgG2抗体作桥梁，其Fab端特异性识

别肿瘤，Fc段与NK细胞FcRgⅢa结合，产生抗体依赖

的细胞介导的细胞毒作用。NK细胞也可以将颗粒酶

经穿孔素在靶细胞上形成的“孔洞”注入靶细胞从而使

靶细胞DNA断裂而导致细胞凋亡[5]，因此NK细胞在

抗肿瘤免疫中起重要作用。而肿瘤患者中的NK细胞

的百分率往往是降低的，预示机体NK细胞作用受抑

制, 不能有效发挥杀伤肿瘤细胞的作用[6]。有研究表明

BCG可以直接通过TLRs激活NK细胞[7]，使其直接对

肿瘤细胞进行杀伤。NK细胞通过识别肿瘤抗原与靶

细胞结合，结合后微管插入细胞膜，释放NK细胞溶瘤

因子(NKCF)，NK细胞还可通过多次接触多个肿瘤细

胞放大杀伤效应[8-9]。本研究结果也证实，经BCGE2体

外诱导的小鼠脾淋巴细胞对肿瘤细胞株T24的杀伤活

性显著增强(由于未预先采用抗原致敏，其活性细胞大

多数为NK细胞)。未经BCGE2诱导的小鼠脾淋巴细

胞对膀胱癌细胞株仅具有较轻微的杀伤作用，在效靶

比为20:1时其抑制率才达到13.32%。而经BCGE2诱

导后的小鼠脾淋巴细胞对膀胱癌细胞株T24的杀伤作

用显著增强(P<0.01)，并随着效靶比的增加而更为显

著，提示BCGE2具有间接的抗肿瘤作用。
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稳定性碘对大鼠吸 131I率及有效半衰期的影响
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【摘要】 目的 了解稳定性碘对大鼠吸 131I率及有效半衰期的影响。方法 将20只普通Wistar大鼠均分成

A、B两组。A组给予单纯 131I处理，B组给予 131I同时给予稳定性碘处理，通过吸碘率来计算 131I的有效半衰期。

结果 A组吸 131I率为（23.9±1.7）%；B组吸 131I率为（26.5±2.1）%；采用 t检验，P＜0.05，差异有统计学意义。A组有

效半衰期为（4.65±0.18）d，B组有效半衰期为（6.01±0.14）d，A、B两组（有效半衰期）Teff比较差异有统计学意义，B

组Teff显著延长。结论 稳定性碘可延长 131I在甲状腺中的滞留时间，即延长 131I的Teff，从而加重了对甲状腺的

辐射损伤。

【关键词】 稳定性碘；131I；吸 131I率；大鼠
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·实验研究·

临床上有少数甲亢患者接受 131I治疗后短时间内

误进食富碘食物（如海带、紫菜等），该情形是否影响
131I在甲状腺内的代谢？有学者报道[1]射线后，同时给

予一定量的稳定性碘，临床观察到此方法具有保护甲

状腺的作用。本实验是试图从动物实验的角度来探

讨稳定性碘对吸碘率及有效半衰期的影响。

1 材料与方法

1.1 研究对象 3个月龄普通Wister大鼠(由海

doi:10.3969/j.issn.1003-6350.2012.01.008
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