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利用６－巯基嘌呤的细胞增殖毒性评价转移因子的生物活性
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摘要　目的：建立基于人白血病Ｔ细胞株ＪｕｒｋａｔＥ６－１的转移因子（ＴＦ）生物活性检测方法。方法：采用细胞
毒性和增殖（ＣＣＫ－８）法探索不同浓度ＴＦ对６－巯基嘌呤（６－ＭＰ）处理ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞增殖的影响，并对
该方法的精密度进行验证。结果：２０μｇ·ｍＬ－１ＴＦ可使细胞的生存率明显提高，使 ６－ＭＰ的 ＩＣ５０由

（０４６±０１０）μｇ·ｍＬ－１右移至（１１１±０３０）μｇ·ｍＬ－１；当１０μｇ·ｍＬ－１６－ＭＰ处理细胞时，ＴＦ的浓度和细
胞生存率具有良好的线性关系，ｒ＞０９５。不同批次间在剂量－反应曲线的每个浓度水平上，ＲＳＤ均小于２０％。
ＴＦ的半数有效浓度（ＥＣ５０）为（２８４９±９６０）ｍｇ·ｍＬ

－１，可信限率小于２０％。结论：ＴＦ可以显著提高暴露于

６－ＭＰ的ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞生存率，该作用呈剂量依赖性，可为ＴＦ生物活性测定提供客观、准确的评价手段。
关键词：转移因子；６－巯基嘌呤；ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞；生物活性
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　　转移因子（ｔｒａｎｓｆｅｒｆａｃｔｏｒｓ，ＴＦ）又称 ＬａｗｒｅｎｃｅＴＦ
或可透析白细胞提取物（ｄｉａｌｙｚａｂｌｅｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｘｔｒａｃｔｓ，
ＤＬＥ），因其能够将致敏捐赠者的延迟性过敏反应和
细胞介导的免疫力传递给非免疫接受者而得名［１］。

ＴＦ是一种含多肽氨基酸和多核苷酸混合物的免疫调
节药，具有不引起过敏反应、不产生抗体、无明显毒

副作用等特点［２］。其主要作用机制可能是细胞介导

的免疫反应，产生巨噬细胞游走抑制因子（ｍａｃｒｏ
ｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）和干扰素（ｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｏｎ－γ，ＩＦＮ－γ），抑制核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ－Ｂ，ＮＦ－κＢ），减少肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃ
ｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和白介素４（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４，ＩＬ－
４）水平。ＴＦ中加入核糖核酸酶（ＲＮＡｓｅ）或脱氧核糖
核酸酶（ＤＮＡｓｅ）并不改变其转移能力［３］。ＴＦ主要来
源于人或牛的白细胞，蛋黄，淋巴组织，动物的脾细

胞及牛初乳等。临床用于感染、过敏、自身免疫等疾

病，某些抗生素难以控制的病毒性或霉菌性细胞内

感染的辅助治疗；亦对恶性肿瘤、湿疹、血小板减少、

多次感染综合征以及慢性皮肤黏膜真菌病等免疫缺

陷疾病有一定的治疗作用［４－５］。

已知的 ＴＦ活性测定方法，包括：ｅ－玫瑰花结
法、小鼠延迟型超敏反应的诱导、白细胞迁移法和

ＩＦＮ－γ分泌测定法［６－９］，然而，这些方法费时耗力，

又缺乏可靠性和重复性。硫唑嘌呤、６－巯基嘌呤
（６－ＭＰ）、硫鸟嘌呤（６－ｔｈｉｏｇｕａｎｉｎｅ，６－ＴＧ）等嘌呤
抗代谢药物可通过干扰核糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，
ＲＮＡ）、脱氧核糖核酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ）
和蛋白质合成，从而促进 Ｔ淋巴细胞的凋亡［１０］。而

ＴＦ担负重要的调节免疫应答功能，可以促进 Ｔ淋巴
细胞中胸腺细胞的成熟和分化。ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞
常用于研究 Ｔ淋巴细胞增殖、功能以及信号传导等
分子作用机制［１１－１３］。本文使用 ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞
和６－ＭＰ建立了来源于猪脾的ＴＦ的生物活性测定
方法。该方法的细胞易获得，且可准确测定 ＴＦ的
生物活性，以期为 ＴＦ产品的生物活性提供更为便
利的检测手段。

１　材料
１１　仪器

ＣＣＬ－７－Ｂ－８二氧化碳细胞培养箱（ＥＳＣＯ公
司）；ＡＣＢ－Ａ１垂直流超净工作台（ＥＳＣＯ公司）；
ＤＭＩＬ倒置相差显微镜（ＬＥＩＣＡ公司）；ＡＸＴＤＬ５Ｍ台
式冷冻离心机（盐城市安信实验仪器有限公司）；Ｋ２

双荧光细胞计数仪（Ｎｅｘｃｅｌｏｍ公司）；Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｐｌｕｓ
３８４型酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公司）。
１２　试药

ＴＦ［批号２０２４０２０４、２０２４０２０５、２０２４０２０６，规格
１０ｍＬ∶１０ｍｇ（多肽）∶３００μｇ（核酸）］购自大连百
利天华制药有限公司，６－ＭＰ（ＣＡＳ５０－４４－２，批
号 Ｋ１８２７０７４）购自阿拉丁公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基
购自北纳创联生物科技有限公司，胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ公 司；细 胞 增 殖 及 毒 性 检 测 试 剂 盒
（ＣＣＫ－８）购自博士德公司，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
购自 Ｓｉｇｍａ公司，磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）购自麦克
林公司。

１３　细胞系
ＪｕｒｋａｔＣｌｏｎｅＥ６－１人 Ｔ淋巴细胞白血病细胞购

自北纳创联生物科技有限公司。

２　方法
２１　细胞培养

将ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞培养于含１５％胎牛血清，
并补充青霉素１００Ｕ·ｍＬ－１，链霉素０１ｍｇ·ｍＬ－１

ＲＰＭＩ１６４０培养基的２５ｍＬ培养瓶中，于３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱内培养，细胞密度达到 ２×１０

６个·

ｍＬ－１时传代，待细胞长至对数生长期用于实验。
２２　实验方法

６－ＭＰ用 ＤＭＳＯ溶解后，用灭菌注射用水稀释
至所需浓度（ＤＭＳＯ的终浓度≤０１％）；ＴＦ用灭菌注
射用水稀释至所需浓度；ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞用ＰＢＳ清
洗２次，用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调
整所需细胞密度。以２００μＬ·孔 －１（细胞数为２×
１０４个·孔 －１或４×１０４个·孔 －１）接种于无菌９６孔培
养板中，按组别加入６－ＭＰ、ＴＦ处理细胞，ＴＦ组加入
ＴＦ处理２ｈ后，再加入６－ＭＰ，同时设置空白培养基
组和正常对照组，然后在３７℃，５％ ＣＯ２条件下继续
培养４８ｈ或７２ｈ。取出培养板，每孔加入 ＣＣＫ－８
溶液２０μＬ，放回培养箱内继续培养１～２ｈ，取出、轻
轻混匀，用酶标仪在４５０／６３０ｎｍ波长处测定吸收度
（Ａ）。计算细胞生存率［细胞生存率 ＝（Ａ样品组 －
Ａ空白组）／（Ａ正常对照组 －Ａ空白组）×１００％］。
２３　数据处理

采用ＧｒａｐＰａｄＰｒｉｓｍ８对数据进行统计学分析，
计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，按文献方法
计算ＥＣ５０值

［１４］。以Ｐ＜００５为差异显著，具有统计
学意义。
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３　结果与分析
３１　细胞密度、培养时间影响６－ＭＰ的淋巴细胞毒
性作用

６－ＭＰ对ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞的毒性呈剂量、时间
和细胞密度依赖性。如图１所示，不同培养时间和
细胞密度均在６－ＭＰ质量浓度约为１０μｇ·ｍＬ－１

时，细胞存活率变化趋于稳定。６－ＭＰ浓度在０２～
３０μｇ·ｍＬ－１，细胞接种数为２×１０４个·孔 －１时，不

同培养时间均可降低细胞生存率，且随时间变化较

小。细胞接种数为４×１０４个·孔 －１，培养４８ｈ时，细
胞生存率变化较小，在６－ＭＰ质量浓度为３０μｇ·
ｍＬ－１时，细胞生存率降低５０％左右；与培养４８ｈ比
较，７２ｈ时在６－ＭＰ浓度约为１０μｇ·ｍＬ－１细胞生
存率变化显著（Ｐ＞００５）。
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图１　细胞密度、培养时间影响６－ＭＰ的抗增殖效果
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３２　ＴＦ减轻６－ＭＰ的细胞毒性
细胞接种数为４×１０４个·孔 －１，培养７２ｈ时，ＴＦ

可显著提高细胞生存率。结果见图２－Ａ，５０μｇ·
ｍＬ－１ＴＦ使细胞生存率提高了（５０４１±１２７）％（与
６－ＭＰ组比较，Ｐ＜００００１），ＴＦ仅使正常细胞生存
率提高了（７５１±３９５）％（与正常组比较Ｐ＞００５）。
结果表明，ＴＦ对正常的 ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞无增殖作
用，但能有效提高受损的 ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞的
生存率。

６－ＭＰ抑制ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞增殖，半数抑制浓
度（ＩＣ５０）值为（０４６±０１０）μｇ·ｍＬ

－１。２０μｇ·ｍＬ－１

ＴＦ可有效降低６－ＭＰ在０３～５０μｇ·ｍＬ－１浓度范
围的细胞毒性，使６－ＭＰ的ＩＣ５０值右移至（１１１±０３０）
μｇ·ｍＬ－１（Ｐ＜００００１），曲线下面积由 １６６１±２７
（６－ＭＰ）增加到２２８９±１００（ＴＦ＋６－ＭＰ），说明ＴＦ可
对抗６－ＭＰ对ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞毒性作用，见图２－Ｂ。
３３　ＴＦ影响６－ＭＰ毒性作用的线性范围考察

以２００μＬ·孔 －１（细胞数为４×１０４个·孔 －１）接

种于无菌９６孔培养板中，按组别加入１０μｇ·ｍＬ－１

的６－ＭＰ及不同浓度的 ＴＦ处理细胞，ＴＦ组加入 ＴＦ
处理２ｈ后，再加入６－ＭＰ，同时设置空白培养基组
和正常对照组，然后在３７℃，５％ ＣＯ２条件下继续培
养７２ｈ。测定及计算同方法“２２”项。结果如图３
显示，ＴＦ质量浓度在２３３～５００μｇ·ｍＬ－１范围内
和细胞生存率具有良好的线性关系，ｒ＞０９５，符合线
性与范围要求。
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图２　ＴＦ对正常和受损ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞增殖的影响（Ｐ＜００００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，ＮＳ．Ｐ＞００５）

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＦｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄｉｎｊｕｒｅｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ６－ＭＰ

３４　不同批次ＴＦ生物活性及精密度测定
采用“３３”建立的方法，以半数有效浓度（ＥＣ５０）

为指标，考察３批ＴＦ的生物活性及精密度。结果如
表１所示，ＴＦ的 ＥＣ５０为（２８４９±９６０）μｇ·ｍＬ

－１
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（ｎ＝３），其可信限均低于２０％；经单因素方差分析
（ｏｎｅ－ＡＮＯＶＡ）比较组间差异，３批ＥＣ５０无显著性差
异（Ｐ＞００５）；不同批次独立样本在剂量－反应曲线
的每个浓度水平上，细胞生存率的 ＲＳＤ均低于
２０％；曲线的斜率或截距之间没有显著差异（Ｐ＞
００５），说明此方法具有良好的精密度和重复性，满
足生物活性测定精密度要求。
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图３　ＴＦ对６－ＭＰ处理ＪｕｋａｔＥ６－１细胞的生存曲线

Ｆｉｇ．３　ＳｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆＪｕｋａｔＥ６－１ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

６－ＭＰａｎｄＴＦ

４　讨论与小结
ＴＦ是由多肽、氨基酸和多核苷酸组成的免疫调

节药，其免疫调节活性测定存在以下几个难点：①免
疫调节药的作用机制复杂多样；②不可能同时测定
不同的作用机制，容易出现假阴性和／或假阳性的结
果；③无法分别评估先天免疫和适应性免疫的影响
以及它们之间的联系［１５－１８］，这些原因导致免疫调节

活性的测定变得很复杂。因此，检查免疫调节活性

最有效的方法是单独测试某种特定的效果［１９］。基于

以上难点，有文献报道了人白细胞来源的 ＤＬＥ影响
硫唑嘌呤作用下的ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞增殖，用于ＤＬＥ
的生物活性评价［１５，２０］。

ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞系来源于人急性 Ｔ淋巴细胞
白血病细胞／人淋巴细胞瘤细胞，是一类永生化的 Ｔ
淋巴细胞系，它保留了人周围血 Ｔ淋巴细胞的特
性［２１］。６－ＭＰ可通过多种机制诱导ＪｕｒｋａｔＥ６－１细
胞凋亡，由于６－ＭＰ的细胞内水平越高，代谢酶和多
药耐药相关蛋白４（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

表１　不同批次ＴＦ生物活性与精密度
Ｔａｂ．１　ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＴＦｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ

批号

（ｌｏｔＮｏ．）

ＥＣ５０／

（μｇ·ｍＬ－１）

可信限

（ｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｉｍｉｔ）／％
Ｐ

ＲＳＤ／

％

方程分析（ｅｑｕａｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ）

斜率（ｓｌｏｐｅ） 截距（ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ）

２０２４０２０４ ２８２５±２１１ １３２６±１００ ０１６ ５９～１９４ Ｆ（２，５７）＝０８３ Ｆ（２，５９）＝１９８

２０２４０２０５ ３０７５±３０２ １３６７±０９８ Ｐ＝０４４ Ｐ＝０１５

２０２４０２０６ ２６４８±１６０ １２２７±０６０

ｐｒｏｔｅｉｎ４，ＭＲＰ４）的活性就越高［２２］，这导致６－ＭＰ的
抗增殖作用是非线性的浓度依赖性［２３］，同本研究中，

６－ＭＰ的质量浓度从１０到３０μｇ·ｍＬ－１时其细胞
存活率无明显变化，结果一致。６－ＭＰ诱导 Ｊｕｒｋａｔ
Ｅ６－１细胞凋亡具有时间依赖性，６－ＭＰ在孵育７２ｈ
后会诱导自噬体积累，从而促进凋亡［２４］。

根据本研究结果，方法最终选取细胞接种数为

４×１０４个·孔－１，６－ＭＰ质量浓度为１０μｇ·ｍＬ－１，
培养７２ｈ时为实验条件。本研究的结果表明ＴＦ对正
常的ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞无促增殖作用，但能有效提高
受损的ＪｕｒｋａｔＥ６－１细胞的生存率；在一定的浓度范
围内呈剂量反应相关，ｒ＞０９５；不同批次间重复性的
ＲＳＤ在 ２０％以内，３批 ＴＦ测定的 ＥＣ５０为（２８４９±
９６０）μｇ·ｍＬ－１，可信限均在２０％以下，且３批样品
的ＥＣ５０无明显差异，精密度和重复性满足生物活性测

定方法要求。

本研究以传代人淋巴细胞 ＪｕｒｋａｔＥ６－１作为靶
细胞，基于 ＴＦ调节 Ｔ淋巴细胞的生物活性为原理，
能很好地测定 ＴＦ的生物活性。２０２０年版《中国药
典》四部收录了多种利用细胞增殖／ＭＴＴ比色测定生
物活性的方法，都需要用活性质控参考品对结果进

行校正。对于ＴＦ而言，目前缺少合适的活性质控参
考品。本研究以 ＴＦ抗６－ＭＰ损伤 ＪｕｒｋａｔＥ６－１细
胞的ＥＣ５０为指标，可有效评价 ＴＦ的生物活性。综上
所述，本研究开发的 ＴＦ生物活性测定方法，靶细胞
易得，重复性好，为后续分析 ＴＦ的生物活性质量控
制提供了研究思路和数据支持。
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