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目前
,

大肠癌的发病率呈逐年上升的趋势川
,

虽

然治疗已取得了可喜的成果
,

但仍有较高的死亡率
,

其中癌的侵袭转移是影响疗效并引起患者死亡的主

要原 因之一
。

本组采用免疫磁珠技术 [2, 3 〕
,

利用大肠

癌细胞 CE A 的高表达特性 [4]
,

进行肿瘤细胞 的检测

及分离
,

为临床 中早期发现大肠癌微小残留及转移

病变的检测提供新的思路
。

, 材料与方法

1
.

1 材料

l) 人大肠癌 CCL1 87 细胞株 ; 2) 人大肠癌 H R C

969 8 细胞株 ; 3) 健康人抗凝血 ; 4) 鼠抗人 CE A 单克

隆抗体
,

福建迈新生物技术开发公司 ; 5) 包被羊抗鼠

Ig G 免疫磁珠 (型号 M 一4 5 0 )
,

D yn al 公司产品
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 体 外培养 肿瘤 细胞 使用 含 10 % 胎 牛血

清 的 R PMI 16 4 0 培养大肠癌细胞 CCL 187 和 H R C

9 6 9 8
,

待细胞数达到培养瓶底 面 80 % 一 9 0% 时
,

进行

消化并分别制成 lxl o乍ml 的细胞悬液
。

台盼蓝染

色
,

检测细胞活性
。

对两种细胞株进行 CE A 免疫组

织化学检测
。

1
.

2. 2 免疫磁珠特异性检测 将两种细胞悬液置

4℃下冷却 10 m in
,

加人一定量的抗 CE A 单克隆抗

体
,

在 4℃下孵育
,

充分作用 9 0 m in
。

使用冷却的

D PBS(p H 7
.

4) 洗涤细胞
,

反复 3 次
,

以去除未与细胞

结合的抗体
。

按照细胞与免疫磁珠 比为 1
:

5 一 1
:

25 的

比例加人用 D PB S 清洗过的免疫磁珠 M 一4 50
,

室温

下缓慢震荡 60 m in
,

涂片
、

H E 染色
,

显微镜下 观察
。

以结合 3 个及 3 个以上磁珠的细胞为阳性细胞 (玫

瑰花环形成 )
,

计算阳性细胞 占细胞总数的比率
。

判

定不同细胞在不同反应条件下与免疫磁珠结合 的情

况
,

摸索最佳反应条件
。

1
.

2. 3 免疫检测 采集健康人抗凝血 IOml
,

制成外

周血单个 核细胞 (PBMC) 悬液
。

取对 数生长 的

CCL1 87 细胞
,

吹打成单个细胞悬液
,

有限稀释法稀

释
,

按 比例加人前述获得 的 PBMC 悬液 中
。

并按上

述方法将细胞混合液与抗 CE A 单抗及免疫磁珠作

用后
,

置于磁性分离器的磁场 中
,

弃上清
,

反复洗涤

3 次
,

常规涂片
,

显微镜下观察肿瘤细胞
。

1
.

2. 4 细胞分离 取健康人抗凝血
,

每 ml 加人一定

数量的 CC L 187 细胞
。

并按上述方法将细胞混合液

与抗 CE A 单抗及免疫磁珠作用后
,

置于磁场中
,

弃

上清
,

反复洗涤 3 次
,

常规涂片
,

显微镜下观察肿瘤

细胞
。

1
.

3 统计学处理

采用 X “检验 进行统计学差异性 分析
,

以 尸<

0. 0 01 为有显著性差异
。

2 结果

2
.

1 免疫磁珠特异性检测

光镜下可见较 多的 CCL 1 87 细胞与免疫磁珠

紧密结合形成玫瑰花环
,

且吹打不散
,

而在相同条件

下 H R C 9 6 9 8 与免疫磁珠结合的非常少
。

C CL1 8 7 细

胞
,

H R C 9 6 9 8 细胞及 PBMC 与免疫磁珠 M 一
45 0 的

最高结合率分别为 90 %
,

8% 和 O ; CE A 免疫组化染

色阳性率分别为 7 0%
,

55 %和 O%
。

统计学分析结果

本文课题受黑龙江省九五攻关项 目基金资助 (编号
:
G 98 L1 9 一4)
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显示 CCL 1 87 细胞与其他两种细胞 的磁珠结合率

具有显著差异 (P< 0. OOI )
。

在细胞浓度
,

磁珠与细胞

比例不变的情况下
,

改变单抗的浓度
,

可得到不同的

玫瑰花环形成率(图 1
,

2 )
:

当单抗浓度从 O 增加到

2 0 林g / m l(即 2林g / IJ 细胞 )时
,

CCL 187 的玫瑰花环

形成率达到最高 (9 0% )
,

单抗浓度继续 增加时
,

形

成率不再升高
,

并略有下降 ; 而单抗浓度增加到

10 林群m l(即 1林群 10
6

细胞 )
,

H R C 9 6 9 8 的形成率达

到 8%
,

继续增加单抗浓度
,

形成率不再升高
。

在

CC L 18 7 细胞浓度不变
,

单抗浓度为 2 0林g / ml 时
,

改

变细胞与磁珠 的 比率
,

即磁珠与细胞 的 比由5
:

1

增至到巧
:

1 时
,

玫瑰花环形成率逐渐增至最高
,

当

比例继续增加时
,

形成率不变 (图 3 )
。
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图 3 C C L 18 7 细胞玫瑰花环形成率与 I M B / 细胞比值 的关系

2. 2 免疫检测

10 ml 健康人抗凝血共获得 1 0
7

个 PB M C
,

分别

加人 1 0 0 0
,

2 0 0
,

10 0
,

5 0
,

2 0
,

1 0 个 C CL 18 7 细胞
,

使

得 PB M C 与 CC L 18 7 的浓度 比为 10
4 :

l
,

5 x 10
4 :

1
,

10
, :

l
,

Z x l o
, : l

,

sx lo
, :

l
,

10
6 :

1
。

每个浓度进行 5 次实

验
。

结果显示浓度 比 Z xl J : 1 时
,

有 3 次可以检测到

CCL 1 87 细胞
,

浓度比 5 x 10
5 :

l
,

10
6 :

l 时未检测到肿

瘤细胞
,

其余各浓度 5 次实验均可检测到肿瘤细胞
。

2. 3 细胞分离

lm l新鲜抗凝血中分别加人 10 0 0
,

5 0 0
,

2 0 0
,

10 0
,

5 0
,

2 0
,

10
,

1 个 CCL 187 细胞
,

每个浓度各进行 5 次

实验
,

其中 10 个细胞及 1 个细胞组中未分离到 CCL

18 7 细胞
,

2 0 个 细胞组有 3 次分离 出 CC L 18 7 细

胞
,

其余各组均可检测分离出与免疫磁珠形成玫瑰

花环的肿瘤细胞
。

3 讨论

大肠癌的转移与浸润是一个复杂 的多步骤过

程
,

其中以血行转移的发生率最高
〔5〕。 早期检测到血

液中的微小转移病变
,

及时采取相应的治疗措施
,

对

抑制肿瘤的发展
,

降低死亡率具有重要意义
。

本实验

采用的免疫磁珠方法可以提高血液 中肿瘤细胞的检

出率
,

即 l m l血 中有 2 0 个肿瘤细胞即可被检测出

来
,

而且该方法只需抗体和磁铁
,

具有操作简便快

速
,

可靠等优点
。

就该实验细胞分离效率高的原因及

遇到的相关问题分析如下
:
l) 利用大肠癌细胞表面

表达 CE A 的特性
,

采用包被有羊抗 鼠 I g G 的免疫磁

珠
,

特异性的与结合到细胞表面的抗 CE A 单抗牢固

结合
,

在磁场作用下将与免疫磁珠结合的细胞与其

它细胞分离
,

纯化所需要的细胞
,

从而达到分离细胞

的目的
。

与现有的细胞分离技术相比
,

该方法不但可

以获得高纯度的细胞
,

而且细胞活性基本不受影响
,

CC L 1 8 7 细胞在细胞免疫检测及分离前后细胞活性

变化不大 (分离前 % %
,

分离后 94 % )
,

且方法操作

简单
,

不需要 昂贵的设备
,

易在无菌条件下进行
,

适

于临床推广
。

本实验建立的免疫磁珠方法结合分离

细胞的效率很高
,

其主要原因之一是我们采用了新

型的 D yn al 一 4 5 0 免疫磁珠
,

其直径为 4
.

5林m
,

表面光

滑
,

大小形状一致
,

可以使靶细胞迅速和有效的结合

到磁珠上 [6l ;它的球形结构可以消除与不规则形状

粒子有关的非特异性结合 ; 超顺磁性可使磁珠置于

磁场时
,

显示其磁性
,

从磁场移出时
,

磁性消除
,

磁珠

分散
,

有利于细胞的分离操作
。

2) 本实验采用免疫磁

珠技术对两种大肠癌细胞株的免疫检测显示
: CC L

18 7 细胞 与免疫磁珠 M 一4 5 0 的最高结合率可 以达

到 9 0 %
,

而采用同样的实验方法 H R C 9 6 9 8 细胞株

的最高结合率不超过 8 %
,

分析有 以下原因
:

¹ 根据

大肠癌 CE A 免疫组 化染 色情况
,

CE A 在大肠癌细

胞中的分布特征分为三种
: 膜型

、

浆型
、

间质 型
。

CCL 18 7 细胞的 CEA 主要定位于细胞膜上
,

即膜

型 ; H R C 9 6 9 8 细胞 的 CE A 主要定位于细胞浆 中
,

即
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浆型
。

免疫磁珠方法要求实验在细胞混合液 中进行
,

必须保持细胞的完整性
,

抗体仅能与细胞膜上所表

达的抗原发生相互作用
。

因此在采用适宜的抗体浓

度
,

恰 当的磁珠细胞 比率条件下
,

抗 CE A 单抗可以

充分与 CCL 1 87 细胞表面的抗原作用
,

获得较高的

结合率 ; 而由于 H R C 9 6 9 8 细胞膜上的 CE A 表达很

低
,

即使增加单抗的浓度
,

也不能增加其与细胞的结

合率
。

º一般认为癌细胞的分化程度越低
,

恶性程度

越高
,

其 CE A 的含量越高
。

但根据近年的研究结果

表明
,

高分化腺癌 C EA 强阳性标记的细胞检出率明

显高于分化程度低的其它类型癌
。

其原因可能是由

于分化差的癌细胞抗原性发生变异转化
,

且细胞排

列紊乱
,

极性消失
,

阻碍了 CE A 的产生分泌 [7]
。

本实

验 中使 用的 CCL 18 7 细胞是 一种高分 化腺癌
,

而

H R C 9 6 9 8 细胞为 中分化腺癌
,

恶性程度高于前者
,

免疫组化结果亦显示 其 CE A 表达 阳性率低于 CCL

187 细胞
。

» C E A 分子上有着无数抗原决定簇
,

抗原

构造在不同脏器肿瘤和不同癌肿分化程度之间的差

异很大 [8]
,

由于 CE A 结构的复杂性
,

抗原多样性及

相关抗原的存在使得 CE A 家族成员多而复杂
,

与同

一抗体结构上的相匹配性会存在某种程度 上的差

异
,

影响到抗原抗体的结合率
。

3) 玫瑰花环形成率的

影响因素较多
,

如细胞类型
,

单抗的类 型
,

单抗的浓

度
,

物理条件等
。

4) 免疫检测结果显示 Zxl OS

个单个

核细胞 中有一个 CCL 187 细胞即可被 检测 出来
,

但

较一些文献所报道的结果仍有一定 的差距 [9]
,

分析

原因如下
:

¹ 本实验中选用的单抗虽然与 CCL 187

细胞的结合率较高
,

但它只是一种相关性抗体
,

而非

该细胞的特异性抗体
。

而大部分实验室多采用 自制

的肿瘤细胞免疫动物所获得的特异性抗体
,

抗原抗

体匹配性强
,

因而结合率很高
。

º一些实验室将该

免疫磁珠技术与其它方法相结合
,

如 R T 一PCR 方

法 〔‘“; ,

这将明显的提高检测率
。

» 在分离单个核细

胞时
,

即使经过反复洗涤
,

也难免会残留一些抗原性

物质影响单抗与 目标抗原的特异性结合或混有其它

可能干扰结合的物质
,

从而影响到实验的结果
。

5) 从

全血中分离细胞的结果显示
: lml 血中有 20 个 CCL

187 细胞即可被检测出来
。

这对于微小转移病变的

检测具有重要意义
。

该方法不但敏感度高
,

而且可 以

特异性的将细胞分离出来
,

用于进一步的分析检测
。

但实验中尚有一些因素影响检测结果
。

¹ 全血中有

血清
,

红细胞
,

白细胞
,

血小板等
,

含有多种具有抗原

性的物质
,

影响单抗与 目标抗原的特异性结合
。

º在

分离过程中
,

因为反复需要进行细胞的洗涤
,

会破坏

肿瘤细胞的抗原性
,

影响单抗与细胞
,

磁珠与细胞 的

结合
,

导致分离效率的降低
。

» 混悬液中的有形成

分
,

如大量的红细胞
,

白细胞
,

血小板等会在空间上

阻碍单抗
,

磁珠及肿瘤细胞 的结合
。

如果能进一步探

索最佳实验条件及操作方法
,

必将提高细胞 的分离

效果
,

并使之应用于临床实践中
。

综上所述
,

免疫磁珠技术在肿瘤学领域的应用

已经越来越广泛
,

并趋向于实用性
。

随着该技术的逐

步开展
,

相信免疫磁珠技术在肿瘤的诊 断治疗中将

会发挥更大的作用
。
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