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吡罗昔康提高^y6T细胞杀伤胃癌细胞

的机理探讨
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【摘要】 目的 探讨吡罗旨康提高18，11细胞杀伤胃癌细胞的作川机理 方法 按常规方法培养

1趼细胞，以不同浓度吡罗片康诱导，收集培养上清液用于细胞闪子IFN一1、TNF—o【、lI．一12检测，沉淀细

胞川流式细胞仪测定穿孔素、粒酶B和NKC2I)，ji：用乳酸脱氢酶释放法检测^y8T细胞杀伤胃癌细胞活

性结果 堵养fiif吖ST细胞数为5．12％，培养后18T细胞数为91．27％。吡罗肯康浓度为0．04 nlmol／IJ时

绣导的^y8T细胞穿孔素和粒酶B表达最高}{明显高于对照组，差异均有统汁学意义(尸均<O．05)；吡罗

昔康能砸著抑制18T细胞NKG2D的表达，并随着药物浓度的增加抑制作用越明硅；经毗罗昔康诱导的

16T细胞能抑制‘rNF—d的分泌，并【『L随着药物浓发的增加抑制作用越明昆、吡罗昔康各浓度组诱导的

18T细胞对S(jC一7901细胞杀伤活性与对照组比较差异无统计学意义(，】>0．05)，但是对BGC一823细胞

的杀伤活性，浓度存0．04mmol儿时作用最强(76％)．叫显高于对照组(58％)，与对照组比较差异有统计

学意义(P<O，05) 结论 经吡罗昔康诱导后吖6T细胞杀伤胃癌细胞BGC一823活性眇j显增高的机制可

能与^y6T细胞表达较高浓度的穿孔素和粒酶B乍r关这些结果从细胞免疫力‘面为吡罗昔康能够防治胃

癌提供了一定的实验依据

【关键词l^y8T细胞；吡罗苛康；穿孔素；颗粒酶I{；NKG2D；^Y一干扰素；d一肿瘤坏死圜F；门细胞介

素12；胃癌

The study on the mechanism of piroxicam to enhance the cytotoxicity of Y6T ceU to gastric cancer celIs

I．IL Jun—quafll．CHEN Fu—xing‘．G()N(；Xln—jidn2，Pt a1．‘DepartnlPnt of Central I．ah(Jratol'v．97 th Hospital of

PLA，Xuzhou 22 l 0()4，China !DPpartment()f GPneral Surgenr．97 Ih H(JHpilaI()f PI．A．Xuzh()u 22 l 004，China

【Abstract】 objective To exlllom【¨P骼(-t t)fpimx池m on thP fun(。tion‘)f human7s 18，I、(·e11．Meth-

ods ThP—y8‘r cells weI℃roLltinPlv cuhuI．e‘l an(I then in(1u(、ed with Di r‘)xicanl in(1ifferPnt(·t)ncentrati()ns．The

levels of lFN一吖．TNF—O【an(1 IL—l 2 wPre(IPte(·led．And the sediments were use(1 to(1PtePt the the amount of

【)e小)rin，granzyme B an(1 NK(；2D hy now cy“)mPtry as well as the(：ytotoxi(：ity‘Jf^y6T cPll to gastric can(、er【。eUs

I)v l—lactate(1ehvdr()genase nleth()(1．ResuItS T}1e(-ell(·‘)unb、ve∽5．1 2％hefore Pulture(I an(1 91．27％after

(·ultured and the difkren(·e ha【i sfafistiPal signin(·ancP fP<0．05)．The expressi()n()f perforin and granzvme B of

18T cells indu(。ed hy piroxicanl ifl 0．04 mm()l／L were signifIcanlly higher than the(’ontr()l gr()up and the difTer—

Pnce all ha(1 statisti(·al signifi(-an(，P(JD all(0．05)．The expression(，f NKG21)was remarkal)1v inhibited bv pi“)xi一

(·am an(1 as m()re as the incrPasing dnJgs．‘rhP se(·retion of TNF—o[was inhibitt·(1 dPpen(1()n the in【-reasing dugs．

‘rhere werP n()staIisticaI signincan(·e in the‘1ifbrencP of the cvt()toxicitv()f^y6T(：ell to the gastl·i(·can(-er【·ells

sGc一790 l between jndu【‘ed gn)up an(1(。onlml gr()up(，1>0．05)．The(·yto“)xicity of 18T(·eU t《)the gastric can(。er

(‘ells BGC一823(76％)was signi6(。antly higher than thP contml gmup(58％)an(1 the(Jifforence had statistical sig—

nifi【。ance (fk 0．051．Conclusion There is apossible correlatit)n 1)ctween thP expression of perforin，譬ranzvme

B an(1 the cvtoxicilv to gastri【-cancer(·ell('f BGC一823 18T．Theref'ore．it Dmvide experimental basis on the

(’lini(1al use of flimxicanlt(1 prevent gast rIc rancer．

【Key words】 ^y6T(·ells：Pir()xicam；Perforin；Granzynle B；NKG2D；IFN一1；TNF—d；II．一12；GasIric

(‘anrPr

胃癌是消化道最常见恶性肿瘤之一，在我国的

发病率和死亡率居恶性肿瘤首位⋯，超过2／3的胃癌

患者确诊时已不可手术切除，即使可行手术切除其

复发率也很高川。凶此，胃癌的预防和早期治疗尤为
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重要。流行病学调查发现，吡罗昔康和其他非甾体类

抗炎药一样，长期服用能减少和预防消化道肿瘤的

发生l⋯，体外试验证明，吡罗昔康能提高人^y6T细胞

杀伤胃癌细胞的活性HI。16T细胞是广泛分布于消化

系统、呼吸系统等粘膜和上皮组织内的固有免疫T

细胞，具有抗原提呈、杀伤肿瘤和免疫调节作用刚。

为此，本研究用不同浓度的吡罗昔康在体外诱导人

78T细胞，观察吡罗昔康对人^y6T细胞的穿孔素、粒

酶B、NKG2D及其分泌三种细胞因子的影响，以探

讨吡罗昔康提高^y6T细胞杀伤肿瘤细胞的作用机

理。

l材料与方法

1．1 材料、试剂及仪器 人胃腺癌细胞株SGC一

790l、BGC一823(上海细胞生物研究所)；胰蛋白酶

RPMI 1640(美国Gibco公司产品)；人AB血清(徐

州市血站)；胎牛血清和淋巴细胞分离液(中国科学

院血液病研究所)；异戊烯焦磷酸(isopentenylp一

铲ophosphate，IPP)、吡罗昔康(S唔ma公司)；IL一2(厦

门特宝生物公司)；IFN一1、TNF—d和II．一12酶免检

测试剂盒(Bemder medsysterms公司)；FITC标记的

抗人TCR一18和PE标记的穿孑L素、粒酶B和

NKG2D抗体均购自杭州联科生物(Imnlunotech，

France)；乳酸脱氢酶试剂盒购于日本世诺临床诊断

制品株式会社；FACS Caliber流式细胞仪(BD公

司)，流式细胞仪分析软件为CellQuest，每个标本分

析细胞数≥l×104 7

1．2方法

1．2．1 18T细胞的培养和鉴定 按文献川进行，取

10名健康献血者末梢抗凝血，用淋巴细胞分离液分

离外周血单核细胞(peripheral blood monon【：ulear’

PBMC)，PBMC经生理盐水洗涤3次后，用含100

m1／L小牛血清、50 m1／L人AB血清、IL一2(2×105 U／

L)和IPP(3斗g／L)的RPMI 1640培养液调整细胞数

为5×108／L，置75 cm2细胞培养瓶中，于37℃、5％

C0：培养箱中培养，根据细胞生长情况添加培养液。

收集培养9 d的^y6T细胞进行细胞表面标记物检测

和其他试验。

1．2．2吡罗昔康对叫6T细胞的诱导 收集培养第9

天的16T细胞，用无血清培养基洗涤3次后配成2×

109／L细胞悬液，加入6孑L细胞培养板，5 ml／孔。然后

分别加入不同浓度的吡罗昔康(分别为0．0l mmol／

L、0．02 mmol／L、0．04 mm()l／L、0．08 mmol／L、0．1 6 mmol／

L)，37℃孵育24 h收集细胞和培养上清液进行相关

指标的检测。

1．2．3^y8T细胞杀伤活性检测 用本室建立的乳酸

脱氢酶释放法㈣测定76T细胞杀伤活性，将上述经

吡罗昔康诱导后的^y6T细胞(效应细胞)及胃腺癌

SGC一7901、BGC一823细胞(靶细胞)分别配成2×109／

L和2×108／L细胞悬液。将效应细胞和靶细胞数按

10：l比例混合，每测试样本均设未加药物诱导剂的

对照组。同时检测单靶细胞的自然释放值和单效应

细胞的自然释放值。将待测细胞悬液以离心半径20

cm，1500 r／min离心5 min，置37 cc、5％C01孵箱中

孵育6 h后，轻轻混匀细胞，再以离心半径20 cm，

1500 r／min离心10 min，收集上清液在全自动生化

分析仪340 nm波长下测定光密度(D)。

18T细胞杀伤活性(％)=(D蛮验H广D舢硼I㈣然释放

爿【)／(D靶细||{!!jI圭人释放自【一D靶细胞rI然释放!}i)×100％

1．2．4 吡罗昔康对1趼细胞的穿孑L素、粒酶B和

NKG2D及细胞因子影响 取上述经吡罗昔康诱导

后的^y6T细胞培养上清液用酶免检测试剂盒检测

细胞因子IFN一^y、TNF一仪、IL—12；沉淀细胞用流式细

胞仪测定其穿孔素、粒酶B和NKG2D，每测试样本

均设未加药物诱导的对照组。检测方法严格按试剂

操作说明书进行。每份测试样本重复5次?

1．2．5统计学处理 采用SPSS 13．0软件进行数据

处理，计量数据以戈±s表示。组间比较采用Dunnett

法单向方差分析，以火0．05为差异具有统计学意

义。

2 结果

2．1^y6T细胞培养和鉴定 PBMC经9(1培养后可

见大的集落，单个细胞可见细胞呈条梭状j收集培养

前后细胞，用FITC标记的抗人TCR一16荧光标记后

经流式细胞仪检测并分析结果得出：培养前^y8T细

胞数为5．12％；培养9 d时18T细胞数为91．27％。

2．2不同浓度的毗罗昔康对18T细胞穿孔素、粒酶

B和NKG2D影响 18T细胞经不同浓度吡罗昔康

诱导后18TCR的表达量无明显变化，对其穿孔素、

粒酶B和NKG2D的表达结果有一定的影响，吡罗

昔康浓度在0．04 mmol／lJ时，16T细胞穿孔素和粒酶

B表达最高，分别为(78．7±6．6)％和(71．8±7．3)％，明

显高于对照组为(51．4±7．3)％和(60．9±7．1)％。吡罗

昔康能显著抑制吖8T细胞NKG2D的表达，并随着

药物浓度的增加抑制作用越明显，且明显低于对照

组(尸之0．05)，结果见表1和图l。

2．3不同浓度的吡罗昔康对^y6T细胞分泌的三种

细胞因子影响 ^I，8T细胞经不同浓度的吡罗昔康诱

导24 h后培养上清液中IFN一1和IL一12浓度与对
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十￡结果各浓J壹组诱导的18T细胞对sGc一790l录
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823细胞的系伪活性．浓度枉0 04咖舯I儿时作J}l破

强(76％)，与刈照组(58％)比较船异冉统计学意义
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3讨论

瞬打流行病学酬A发现．地川非州休娄抗炎曲

治疗粪风淞置常毙患行的结肠癌艇嘏串下降40％一

60％．K期雅川㈣§体类抗炎药遥能减少和预肼食

道{：；l和W蛔等肿榆的发生9”毗岁昔康坫种悱掰

体抗炎药．1}冉淌炎解热、镇痛作用．闭其j{有川蚶

剂请小．作川持续时问K．短期服川剐n刑小等优

点，被临脒广泛选川、为探讨其对种j常的影响，讪。多

学青n惟外应用毗罗蹲康对消化采统肿痈细胞进行

系列f；If究．蚌证明其时肿瘤细咆H冉叫艟的抑制

作川⋯。

一蟪研究发现谢墙忠者的嗍羊f地疫细胞和适应

性免接细胞均打不M程度的数聩哦少年¨功能战进现

象如何增j芷忠青机肿j帮细胞免疫功能．达到早期预

防和活jr灶降低rI牺i病死牢帕咒键、自201”纪80

年代发现。l'绑眦扎啊帅壁体以来．订盖’8T细胞

∞免疫州竹．肿埔免疫监税和特蚌性初次缸玻应粹
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中所起的关键作用已不断地被认识【4jl：^y8T细胞是

广泛分布于黏膜上皮组织内的固有免疫T细胞，它

的抗肿瘤效应除了有与dpT细胞类似的一些功能

特征外，18T细胞在识别多肽抗原时无MHC限制，

并能识别一些非多肽抗原：许多研究认为旧。1“，16T

细胞的抗肿瘤功能可能与细胞表达的穿孔素、粒酶

B和NKG2D受体及18T细胞分泌的细胞因子有

关。

穿孑L素存在于细胞毒性T淋巴细胞、自然杀伤(

natural killer，NK)细胞和叫8T细胞胞质的细胞毒颗

粒中，当这些细胞与靶细胞接触后可释放穿孑L素，在

靶细胞膜上形成多聚穿孔素管状通道，导致靶细胞

溶解破坏¨3】。粒酶B|14J是杀伤性T淋巴细胞和NK细

胞颗粒中最重要的丝氨酸蛋白酶，通过caspases依

赖途径、直接入核途径及不依赖cⅢpases的胞浆途

径杀伤靶细胞。NKG2D主要作用是将受到感染或损

伤的细胞通过中间受体将信号传导至机体的免疫系

统，诱导机体产生免疫应答，NKG2D识别和结合感

染细胞及肿瘤细胞表面表达的配体，使DAPl0的

YxxM基序磷酸化，继而激活磷脂酰肌醇一3一激酶的

P85亚基，下游Akt磷酸化、启动ERKl／2MAP激酶

旁路，动员Ca!+内流，传递活化信号，激活或者协同

激活NK、^y8T细胞等，继而杀伤靶细胞，在肿瘤细胞

的预防方面具有重要的作用【I5|。白细胞介素一12是

由抗原递呈细胞产生的、具有多种免疫调节作用的

细胞因子，其主要活性是诱导自然杀伤细胞和T细

胞产生IFN一1，增加NK细胞的杀伤能力以及细胞

毒T细胞的特异性细胞毒活性∽与NishM，ri等⋯l

报道的吡罗昔康对T细胞有调节作用相类似，本文

研究结果发现，人外周血中培养的18T细胞经吡罗

昔康诱导后穿孑L素、粒酶B明显高于埘照组，尤其

是吡罗昔康浓度为0．04 mmol／L时最显著(JE)均<

O．05，见表l、图1)j因此，在体外经吡罗昔康诱导后

18T细胞杀伤BCC一823活性明显增高的原因可能

与较高含量的穿孔素、粒酶B、NKG2D有关?经吡罗

昔康诱导后，18T细胞分泌IFN一^y、IL—12水平无明

显变化，但对TNF一仅有抑制作用，而这些细胞因子

在体内能调节和诱导T细胞活化，增强机体的免疫

监视和免疫防御功能，说明吡罗昔康仅能适当提高

^y6T细胞的杀瘤功能，对提高免疫细胞分泌细胞因

子的作用有一定的局限性。

本研究在前期实验发现，吡罗肯康可提高16T

细胞的增殖率，增强^y6T细胞杀伤肿瘤细胞活性，

在相同的药物浓度诱导下对肘，瘤细胞的凋亡率明显

高于未经吡罗昔康诱导的18T细胞：结合前期的研

究结果进行了进一步试验，发现吡罗昔康还能提高

^y6T细胞内的穿孑L素、粒酶B比率?但研究结果显

示，经吡罗昔康各浓度组诱导的18T细胞对SGC一

7901杀伤活性与对照组比较无明显差异，但是对

BCC一823细胞的杀伤活性，浓度在0．04 mmol几时

作用最强，与对照组比较差异有统计学意义(P<

0．05)，其作用机理是否与两种肿瘤细胞表面表达的

NKG2D配体(MICA)等识别信号的差异有关尚待进

一步探讨，因为MICA mRNA表达强度与NK细胞

杀伤敏感性高低相关¨9】：另外，吡罗昔康可明显降低

^y6T细胞上NKG2D受体表达的明确作用机理仍不

十分清楚，我们将从细胞免疫学和细胞分子信号通

道进行深入研究一综合这些结果分析，吡罗昔康能有

效防治消化道肿瘤的主要原因可能与其提高了^y8T

细胞功能有关。
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消 息

第23届国际医疗仪器设备展览会暨第三届检验医学学术研讨会

由中国人民解放，／{!总ftj卫中部F办的第23』I{i国际医疗

仪器设备展览会定于2011年3月25—27日柏：北京国家会议

中心举办

遵照总后卫乍部指示精神，在腱览会期问．北京_：区检

验医学々业委员会和旧际l廷疗组委会主办第t_fIf；俭验医’￥：

’#术研讨会

大会以专题i：J}=席、大会发言、特邀报告、大会生化枪验I×=

参观等诸多力‘式．针对临床检验医。产的新进眨、新技术展JI：

学习交流

本届沦坛旧绕临床检验基础、免疫检验、凝血分析、质{疔

控制Lj管理、微生物检验、队学实验窀牛物安伞及车H关设备、

≮：事医学检验、突发灾难(心急)快速检验、诊断’陀实验的f愉

床评价P()CT等方面的课题进ii专题授课研讨、

全军医学检验质量控制中心芒任、中阳医师协会检验陕

师分会会长从￡隆教授；北京_：区检验々业委员会t任委

员、北京，，}：区总医院检验中心1j北守教授；解放4：301医院

临床检验科主仟、全国检验学会委员F成彬教授；解放，／I：30l

医院微生物科￡殿霞主任；解放0：302医院临床检验f|I心卞

ft、全军检验譬业委员会委蜒毛远Ⅲ教授；解放军二炮检验

擘业委员会主任委员、二炮总【划完临床检验科董f5魁主任；

解放军空军总阪院检验科朱美财主任；解放军第i军医大’‘：

零检验学教研室郑峻松上任；解放军石家J{j白求恩目际和平

医院检验科王缚鲲手任；解放军济南军区总医院灾验诊断科

杜丹芒任等将在研讨会}二进行专题讲座。

本届一≯术研讨会面向’：队、地方医院临检科室专、世人

员、微乍物实验窀工作人员，采供I血机构检验科负责人等希

挈各级医院领导落实本单位及本乍区范围内同仁参会

参会学员不仅能够1j权威专家学习交流新知识，还将组

织参观国际围|^j最咒进的试验检验设备、仪器、耗材、试剂等

产品 以更广泛的角度接触同内外检验医学的发展

参加本届学术会注册学员，军队Ⅸ院学员授予军队一类

继续教育学分

地疗医院学员授予中华医学会一类继续教育学分i

1 会议时|TiJ

2011印3 J|26—27【{

报刮日寸问：3月25 Lj下1：一26日l：午8：00

开会时间：3月26—27日(27¨下午撤会)

2会议地点

北京H家会议中心(北京市朝阳Ⅸ北辰西路8号院1号

楼)，

3 费川

注册费300元／人 含：会议午宴、资料袋(4：含住宿费)一

住宿费：标问两晚，=i星级400元．四星级500元

4 吲执

请于2011年2 Jj 15日前将州执单传真给会务组：

5联系方式

电}一：010—84874583 E—mail：jy—china【ned@163．(’onl

联系人：鲍老师15910553428

万方数据


