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摘要
在存在或不存在免疫球蛋白 G 同种型特异性抗体的情况下，检测肿瘤细胞（作为靶
细胞）对自然杀伤 (NK) 细胞活性（作为效应细胞）的反应，以确定能否使用 Agilent 
xCELLigence 系统研究细胞介导的细胞毒性（依赖于特异性抗体的细胞介导的细胞
毒性 (ADCC)）。结果表明，在单层粘附肿瘤细胞上添加 NK 细胞悬液并未导致阻抗
或细胞指数 (CI) 产生变化，因为 NK 细胞并不接触底层生物传感器。 

但是，这些非粘附 NK 细胞分泌的穿孔素和颗粒酶激活了 Caspase，导致肿瘤细胞凋
亡。功能异常和垂死的肿瘤细胞脱离生物传感器，从而减少了生物传感器表面上存
活和粘附的细胞数量。我们的发现为 Agilent xCELLigence 系统能够用于动态实时检
测细胞介导的细胞毒性和特异性抗体的影响提供了令人信服的证据。

自然杀伤细胞活性和抗体依赖性细胞
介导的细胞毒性的实时无标记检测
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检测 NK 细胞活性和依赖于添加抗体的
细胞毒性新方法的原理
检测和定量效应细胞（例如细胞毒性 T 
淋巴细胞和 NK 细胞）的杀伤能力，对于
确定生理和病理生理状态、对感染性病毒
的应答以及自身免疫反应很重要。这些类
型的研究对于表征杀伤过程本身和鉴定溶
解介质也至关重要。可使用从血液中分离
的新鲜淋巴细胞或 NK 细胞系作为效应细
胞，在体外研究通过 ADCC 进行的细胞
介导的细胞毒性现象。合适的体外靶细
胞包括感染病原体的真核细胞和肿瘤细 
胞系。

检测细胞介导的细胞毒性的最常用的方
法是基于靶细胞膜完整性丧失的释放试
验[4]。在添加效应细胞导致靶细胞溶解后
长达 4 小时内，检测预标记有铬 (51Cr) 或
铟 (111In) 的靶细胞所释放的放射性标记
物，或分析释放到培养基中的乳酸脱氢酶 
(LDH) 等天然物质。这些物质的释放可间
接衡量效应细胞介导的靶细胞溶解引起的
细胞损伤程度[4]。 

替代方法还包括流式细胞分析、基于酶联
免疫吸附测定的颗粒酶测量以及显微镜形
态分析[5]。

值得注意的是，肿瘤细胞通常也表现为 
MHC I 类分子表达降低，为 NK 细胞有效
的抗肿瘤作用奠定了基础。细胞介导的细
胞毒性是以下复杂的细胞间相互作用的 
结果：

• 直接的细胞间相互作用引起受感染细
胞或病原体经由巨噬细胞和嗜中性粒
细胞的内化和吞噬作用

• 细胞毒性 T 淋巴细胞分泌 Fas 配体和
肿瘤坏死因子等细胞因子

• 细胞毒性 T 淋巴细胞和 NK 细胞释放
颗粒蛋白，例如穿孔素和颗粒酶

• 骨髓细胞释放毒性分子，例如活性氧
中间体和溶酶体酶

通过交联抗体的靶细胞调理作用过程也促
进了细胞脱颗粒。在这一复杂的事件中，
抗体首先使用其 Fab 片段特异性粘附在
要杀灭的靶细胞表面的抗原上。调理作用
通过将靶细胞的 Fc 片段直接与相应效应
细胞（细胞毒性 T 淋巴细胞和 NK 细胞）
的 Fc 受体特异性结合，使靶细胞和效应
细胞具有所需的空间邻近性。随后的 Fc 
受体交联是这种免疫应答的重要组成部
分，导致靶细胞死亡，称为抗体依赖性细
胞介导的细胞毒性 (ADCC)。

前言
细胞介导的细胞毒性是机体保护自身免受
病原体攻击的重要手段，为对抗病毒、细
菌或寄生虫以及转化细胞和功能异常的细
胞提供了必要的防御机制。它在维持免疫
系统的稳态方面也具有重要作用。细胞介
导的细胞毒性具体涉及识别并破坏其他细
胞或入侵微生物的白细胞。实现此功能的
两种类型的效应白细胞：

• 细胞毒性 T 淋巴细胞以及 NK 细胞

• 骨髓细胞，例如巨噬细胞、嗜酸性粒
细胞和嗜中性粒细胞

细胞毒性 T 淋巴细胞的最重要的作用是消
除感染病毒的细胞。受感染的细胞除在细
胞表面表达自身的细胞特异性肽以外，还
可通过主要组织相容性复合体 (MHC) I 类
分子展示加工过的病原体特异性抗原。感
染病毒的细胞将这些病原体特异性抗原呈
递给细胞毒性 T 淋巴细胞，这些 T 淋巴
细胞能够区分自身肽和非自身肽，并据此
调动抗病毒应答。

细胞毒性 T 淋巴细胞和 NK 细胞以互补的
方式保护人体，因为 NK 细胞特异性识别
并杀灭表现出 MHC I 类表达下降（或丧
失）的细胞。 
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RTCA SP、MP、DP 和 DPlus 等仪器适用
于研究药物研发、毒理学、癌症生物学、
医学微生物学和病毒学等各种研究领域
中的细胞反应[10]。xCELLigence 系统所用
的基于阻抗的技术已被证明适用于各种
应用，例如细胞增殖和细胞毒性[10]、细胞
粘附和伸展 [2]、细胞培养质量控制 [8]、受
体酪氨酸激酶活化[3]、肥大细胞活化[1] 以
及 G 蛋白偶联受体 (GPCR) 活化[9]。在本
应用简报中，最重要的应用是结合 ADCC 
以检测 NK 细胞活性[6]。

材料与方法

细胞培养和抗体
DU145 靶细胞和  NK92 效应细胞来自 
ATCC。经过基因修饰的  NK92 细胞可
以稳定地过量表达 FcgR III。两种细胞
系均在标准细胞培养箱中于  37 °C 和 
5% CO2 的条件下生长。将 DU145 细胞
置于含有 10% FCS (Perbio Science)、
1% 青霉素和 1% 链霉素 (Roche Applied 
Science) 的 RPMI 1640 GlutaMAX 培养
基 (Gibco) 中维持培养。将 NK92 细胞
置于 L-谷氨酰胺 (Gibco)、10% FCS、
10% 马血清 (Invitrogen)、0.1 mmol/L 
2-巯基乙醇 (Gibco)、0.2 mmol/L 肌醇 
(Calbiochem)、0.02 mmol/L 叶酸 (Alfa 
Aesar) 和 10 ng/mL 白细胞介素-2（细胞
系统）的 MEM α 培养基中进行培养。用
于 ADCC 分析的单克隆抗体对人 IGF-1R 
具有特异性，通过其 Fc 片段与人 FcgR 
III 结合。

每个孔底的生物传感器可测量细胞阻抗。
测得的生物传感器阻抗以细胞指数表示。
CI 是一个无量纲值，表示与生物传感器
接触的细胞群随时间推移的阻抗变化。

xCELLigence 系统的基本原理是细胞附着
并粘附在特殊设计的 E-Plate 的每个细胞
培养孔底部的传感器表面。与生物传感器
接触时，粘附细胞充当绝缘体，阻碍电流
流动。利用 RTCA 仪器连续测量阻抗的这
些细微变化，在空间上进行积分，并由仪
器软件表示为随时间变化的 CI。

xCELLigence 系统还包括 Agilent RTCA 
双重用途 (DP 和 DPlus) 仪器，该仪器
最多支持两种形式的三个基于阻抗的检
测板：用于细胞分析的 16 孔 E-Plate 16 
和用于细胞侵袭/迁移分析的 CIM-Plate 16。

实时 CI 监测可以反映以下基本参数：

• 细胞增殖动力学

• 细胞大小

• 细胞粘附强度

• 细胞活性

• 细胞形态

所有这些复杂、繁琐的研究都是终点分
析，一次检测通常需要几个小时。放射性
标记的靶细胞的使用也不方便，可能影
响研究的细胞反应。相比之下，Agilent 
xCELLigence 系统能够对细胞行为进行实
时、动态、无标记和非侵入性分析。该系
统基于测量阻抗的微电子传感器[10]。

xCELLigence 系统
xCELLigence 产品线包括安捷伦实时细
胞分析 (RTCA) 单板 (SP) 和多板 (MP) 仪
器。RTCA SP 和 MP 均包括若干组件：

• RTCA 分析仪，用于实时数据采集

• 用于运行和分析实验的软件

• RTCA SP 检测台或 RTCA MP 检测台

RTCA SP 和 MP 检测台安装在标准的细胞
培养培养箱中，确保温度、湿度和 CO2 环
境受控。RTCA SP 和 MP 检测台分别容纳 
1–6 个 96 孔板 (Agilent E-Plate 96)。 
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为 0.47:1 至 30:1（两倍系列稀释，七个
浓度）。加入 NK92 细胞后，重新开始 CI 
测量，每 15 分钟记录一次 DU145 细胞
增殖动力学的变化，并持续 67.5 小时。
如图 1A 所示，加入 NK 细胞后，由于培
养基和温度的变化，CI 值最初表现出轻
微下降。对于所有处理孔，CI 下降 1 小
时内，添加效应细胞的数量与伴随的 CI 
值下降之间存在明显的相关性（图 1A 和
图 1B）。

比较效靶比为 0.47:1 至 30:1 的 NK92 细
胞 (E) 与 DU145 (T) 细胞之间的数据，结
果表明，向孔中添加的 NK 细胞越少，杀
伤的靶细胞越少，随着时间的推移 CI 值
的增幅越大。以 30:1 的效靶比处理 NK92 

结果与讨论
动态监测 NK 细胞介导的 DU145 细胞
的细胞杀伤
将 DU145 前列腺癌细胞系作为靶细胞以 
5000 个细胞/孔的密度接种到 E-Plate 96 
中，以评估细胞介导的细胞杀伤活性。使
细胞粘附并增殖 20.5 小时。此时它们已
经到达其对数生长期，可通过使用 RTCA 
MP 仪器每 15 分钟动态检测 DU145 细
胞群的 CI（图 1A）曲线证明这一点。在 
20.5 小时暂停实时检测，移除培养基，
并将 DU145 细胞暴露于稳定过量表达 
FcgR III (CD16) 的 NK92 细胞。将这些
效应细胞以不同的效靶比 (E:T) 加入 NK 
细胞培养基中的靶细胞中，其中效靶比

仪器
使用 RTCA MP 仪器（包括 RTCA MP 分
析仪、RTCA MP 检测台、RTCA 控制单
元和专用的 RTCA 软件 1.1）进行阻抗检
测和 CI 读数。

实时细胞杀伤分析
将 DU145 细胞以 5000 个细胞/孔的密度
接种到 E-Plate 96 上的 200 µL 生长培养 
基中。使用 RTCA MP 仪器检测细胞的粘
附和对数生长期的生长。移除 RPMI 培养
基，然后将 NK 细胞培养基中的 NK92 细
胞加入含有 DU145 细胞的孔中。在抗体
研究中，将 NK 细胞以 3.75:1 或 1.88:1 
的效靶比加入已经过不同浓度的 IGF-1R 
抗体预孵育 30 分钟的 DU145 细胞中。
加入 NK92 效应细胞后，每 15 分钟记录
一次阻抗，持续长达 88 小时。

数据分析
集成的 RTCA 软件 1.1 显示从接种 DU145 
细胞开始到加入 NK92 细胞后到 88 小时
实验结束 E-Plate 96 中检测的 CI 值。实
时显示依赖于时间和 E:T 的增殖曲线。为
定量分析特定时间点的细胞杀伤程度，将 
CI 数据导出到 Microsoft Excel 中，在其
中参考对照计算特定效靶比和抗体浓度下
的杀伤百分比。使用 RTCA 软件 1.1 计算
特定时间点或一段时间内的 IC50。

图 1. 实时、无标记检测 NK92 细胞介导的 DU145 细胞的细胞杀伤。将 DU145 细胞以 5000 个细胞/孔的密
度平行三次接种到 E-Plate 96 中，并使用 Agilent RTCA MP 仪器每 15 分钟记录一次。20.5 小时时，将 NK92 
细胞以 0.47:1 至 30:1 的效靶比加入孔中。检测 NK 细胞添加效应 67 小时。A) 该图显示了归一化至添加 NK 
细胞之前的最后一个时间点的数据。B) 与上述数据相同，但将未经处理的对照细胞（红色迹线）定义为基
线。其他曲线相对于该基线进行绘制。这些图使用 RTCA 软件 1.1 生成
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DU145 细胞接种到 E-Plate 96 的每个孔
中，每 15 分钟记录一次对数生长，并
持续 20.5 小时。以 3.75:1（图 2A）和 
1.88:1（图 3A）的效靶比添加 NK 细胞培
养基中的 NK 细胞。用不同量的抗 IGF-1R 

细胞似乎无法恢复靶细胞生长，表明绝
大多数 DU145 细胞受到 NK 细胞介导的
细胞杀伤作用的破坏（图 1A，浅绿色迹
线）。与对照细胞相比，在非常短的孵育
时间内即可观察到这种强烈的杀伤作用
（图 1A，红色迹线）。

经较少数量的  NK 细胞处理的靶细胞
（图 1A，深绿色及其他迹线）在 88 小
时时达到各不相同的平台生长期，具体
取决于加入 DU145 细胞中的 NK 细胞数
量。比较归一化至添加 NK 细胞之前的最
后一个时间点（图 1A）或对照细胞基线
（图 1B）的图，除 0.47:1 的最低效靶比
外，所有效靶比均在 33 至 88 小时的实
验之间呈现出不同程度的 CI 值变化。

动态检测抗 IGF-1R 依赖性 NK 细胞介
导的 DU145 细胞杀伤
胰岛素样生长因子 1 受体 (IGF-1R) 是酪
氨酸激酶受体家族的成员，介导类似于胰
岛素的多肽 IGF-1 的效应。IGF-1 在发育
和生长过程中具有重要作用，并且 IGF-1  
和 IGF-1R 与多种类型的癌症有关[7]。基
于 IGF-1R 参与 NK 细胞介导的细胞杀伤
作用的治疗性抗体的开发可作为治疗或预
防癌症的一种策略[11]。

在接下来的实验中，在存在抗 IGF-1R 单克
隆抗体的情况下检测 NK92 细胞对 DU145 
细胞的细胞杀伤活性，该单克隆抗体与
细胞外人 IGF-1R（通过其 Fab 片段）和 
NK92 细胞的 Fcg 受体 III (FcgR III) 结合 
（通过其 Fc 片段）。同样，将 5000 个 

将 DU145 靶细胞预孵育 30 分钟，使其最
终浓度达到 0.1–100 µg/mL。每 15 分钟
记录一次无抗体（未经处理的对照）以及
存在不同量的抗体的条件下的 NK 细胞的
效应，并持续 67.5 小时。 

图 2. 抗 IGF-1R 抗体对 NK 细胞介导的 DU145 细胞杀伤的增强作用（效靶比 = 3.75:1）。将 DU145 细胞以 
5000 个细胞/孔的密度平行三次接种到 Agilent E-Plate 96 中，并使用 Agilent RTCA MP 仪器每 15 分钟记录
一次。20.5 小时后，将 NK92 细胞以 3.75:1 的效靶比加入孔中。用不同浓度的抗 IGF-1R 抗体将靶细胞预孵
育 30 分钟。检测 NK 细胞和抗 IGF-1R 添加效应 67 小时。A) 整个实验过程中（88 小时）的归一化 CI 值图。
将数据标准化至添加 NK 细胞之前的最后一个时间点，并以对照孔（仅 DU145 细胞）作为基线绘制曲线。 
B) 计算 60 小时后的 IC50。C) 从添加 NK 细胞后 9 小时至实验结束，计算 88 小时内的时间依赖性 IC50。所
有图均使用 RTCA 软件 1.1 生成
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与未经处理的对照细胞相比，NK 细胞在
未经抗体预处理的 DU145 细胞上诱导 CI 
值发生中等程度的下降（红色迹线）。这
是由于 NK 介导的 DU145 细胞的细胞杀伤
作用（在图 2A 和图 3A 中比较了对照孔
与经过抗体处理的孔）。DU145 经抗体预
处理后，阻抗和 CI 值发生明显的浓度依
赖性下降（汇总于表 1 中）。经抗 IGF-1R  
处理的 DU145 细胞的 CI 值低于未经抗体
预处理的 DU145 细胞的 CI 值，表明抗
体的存在增强了 NK 细胞的细胞毒性作用
（图 2A 和图 3A，表 1）。

图 3. 抗 IGF-1R 抗体对 NK 细胞介导的 DU145 细胞杀伤的增强作用（效靶比 = 1.88:1）。将 DU145 细胞以 
5000 个细胞/孔的密度平行三次接种到 Agilent E-Plate 96 中，并使用 Agilent RTCA MP 仪器每 15 分钟记录一
次。20.5 小时后，将 NK92 细胞以 1.88:1 的效靶比加入孔中。用不同浓度的抗 IGF-1R 将靶细胞预孵育 30 分
钟。检测 NK 细胞和抗 IGF-1R 预处理的效应 67 小时。A) 整个实验过程中（88 小时）的归一化 CI 值图。将
数据标准化至添加 NK 细胞之前的最后一个时间点，并以对照孔（仅 DU145 细胞）作为基线绘制曲线。B) 
计算 60 小时后的 IC50。C) 从添加 NK 细胞后 9 小时至实验结束，计算 88 小时内的时间依赖性 IC50。所有
图均使用 RTCA 软件 1.1 生成
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效靶比
抗 IGF1R 抗体  

(µg/mL)
48 小时后的 
细胞溶解率 (%)

0.47:1 – 0

0.94:1 – 21

1.88:1

– 

0.1 
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35 
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7.5:1 – 54

15:1 – 66

30:1 – 80

表 1. 加入 NK 细胞并用递增量的 IGF-1R 抗体预处理 
DU145 细胞后 48 小时，NK 细胞介导的 DU145 细
胞的细胞杀伤。将 NK92 细胞以不同的效靶比 (E:T) 
加入 DU145 细胞中。根据 DU145 抗体预处理和添
加 NK 细胞后 48 小时的归一化 CI 值计算细胞杀伤百
分比。选择添加 NK92 细胞之前的最后一个时间点
进行数据归一化
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xCELLigence 系统非常适合直接检测 
ADCC，而无需标记靶细胞或使用化学报
告因子。现在可以使用阻抗电子传感来检
测预期和非预期的细胞反应，从而检测整
个细胞杀伤过程，而采用前述的常规终点
分析方法则无法实现这一目的。

使用 RTCA 软件 1.1 中的另一工具计算了
超过 50 小时的时间依赖性 IC50 值，表
明在此长时段内的 IC50 值具有优异的重
现性（图 2C 和图 3C）。

结论
本研究展示了使用 xCELLigence 系统以
无标记、非侵入性方式检测 NK 细胞介导
的肿瘤细胞的细胞杀伤和 ADCC 的可行
性，证实了 Glamann 和 Hansen 的早期
发现[6]。本应用简报中重点介绍的实验显
示了添加不同量的 NK92 细胞的定量结果
以及引入 NK92 依赖的抗 IGF-1R 单克隆
抗体的增强细胞杀伤作用。 

猜测抗 IGF-1R 很可能通过交联 NK92 细
胞上过度表达的 FcgR III 来增强 DU145 
与 NK 细胞之间的相互作用。CI 结果显示
了明确的抗体剂量响应依赖性，NK92 介
导的细胞杀伤程度也是效靶比的函数：加
入的 NK 细胞越多，抗体的增强效应越强 
（表  1）。相比之下，在不存在 NK92 细
胞的情况下，用抗 IGF-1R 处理的 DU145 
细胞与对照组相比，CI 值未减小。实际
上，超过 6.25 µg/mL 的抗体产生的 CI 值
略有增加，且相应的 DU145 增殖曲线明
显高于代表未经处理的对照细胞的曲线
（图 4）。

计算半抑制 (IC50) 抗 IGF-1R 浓度
为进一步定量分析抗  I G F - 1 R  抗体对 
NK92 和 DU145 细胞杀伤的细胞间相互
作用的影响，使用 RTCA 软件 1.1 根据抗
体剂量响应获得的归一化 CI 值计算 IC50 
值。采用 3.75:1 或 1.88:1 NK92:DU145 
(E:T) 的细胞比的实验中获得的数据，
计算出  IC50 值分别为  2.2 µg/mL 和 
7.5 µg/mL（图 2B 和图 3B）。添加的 NK 
细胞数量越少，IC50 值明显越高。表明
仅加入一半数量的 NK 细胞时，诱导相同
程度的靶细胞杀伤所需的抗体大约增加 
3.5 倍。

图 4. 在不存在 NK92 效应细胞的情况下，实时、无标记监测抗 IGF-1R 抗体对 DU145 细胞的作用。将 DU145 
细胞以 5000 个细胞/孔的密度平行三次接种到 Agilent E-Plate 96 中，并使用 Agilent RTCA MP 仪器每 15 分
钟监测一次。27 小时后，将抗 IGF-1R 以指定的浓度加入孔中。监测抗 IGF-1R 添加效应 60 小时。将绘制的 
CI 值归一化至添加抗体之前的最后一个时间点。这些图使用 RTCA 软件 1.1 生成
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