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［摘　要］目的：建立快速、简便、稳定的检测白细胞介素２（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）活性的方法。方法：利用ＣＣＫ
８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８）试剂盒，检测３个生产厂家的 ＩＬ２对 ＣＴＬＬ２细胞株增殖的影响。结果：ＩＬ２浓度在２～
２０００Ｕ／ｍｌ范围内，ＩＬ２浓度与细胞增殖成正比，３个厂家的 ＩＬ２活性存在差异。结论：ＣＣＫ８法简便易行，结
果可靠，重复性好，可用于ＩＬ２活性的检测。
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　　ＩＬ２是一条单链多肽分子，主要由激活的
ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞分泌。ＩＬ２具有多种功能，如活
化Ｔ淋巴细胞、促进Ｂ淋巴细胞分化和分泌抗体、
活化自然杀伤细胞、促进已活化的 Ｔ淋巴增殖及
增加抗原递呈细胞表面 ＭＨＣ分子的表达，增强抗
原递呈等作用［１］。ＣＴＬＬ２细胞株是 ＩＬ２依赖生
长的小鼠细胞毒性 Ｔ细胞，常用于 ＩＬ２生物活性
的检测，在检测时，多采用 ＭＴＴ法进行检测，但该
方法操作繁琐且重复性差。因此利用 ＣＣＫ８试剂
盒检测ＣＴＬＬ２细胞株的增殖情况，来判断 ＩＬ２的
活性，建立快速检测ＩＬ２活性的方法。

１　材料与方法

１．１　仪器、试剂及细胞株
ＣＣＫ８试剂盒（ＤＯＪＩＮＤＯ，同仁化学研究所），

ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎ），
ＩＬ２（Ａ型：ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，Ｂ型：长春生物制品研究所，
Ｃ型：上海华新生物），酶标仪（ＢＩＯＴＥＫ，ＥＬＸ
８００ｕｖ），９６孔细胞培养板（购于 Ｃｏｓｔａｒ）。ＣＴＬＬ２
细胞株（购于上海生命科学院细胞库）由本室传代

保存，生长液为１０％胎牛血清１６４０（含青霉素１００
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Ｕ／ｍｌ、链霉素１００ｍｇ／Ｌ、谷氨酰胺２ｍｏｌ／Ｌ），ＩＬ２
５００Ｕ／ｍｌ传代培养［３］。

１．３　方法
１．３．１　ＣＴＬＬ２的增殖　将对数生长期的 ＣＴＬＬ２
细胞以不同细胞数（１、５、１０、１５、２０×１０３／ｍｌ）接种
于９６孔细胞培养板中，设实验组、细胞对照组以及
空白对照组，每组设３个复孔，每孔１００μｌ生长液
培养，５％ ＣＯ２３７℃培养箱孵育２４ｈ，加入 ＣＣＫ８
检测试剂１０μｌ／孔，３７℃５％ＣＯ２培养箱孵育４ｈ，终
止反应。酶标仪检测吸光值，检测波长４５０ｎｍ。
１．３．２　３个不同厂家 ＩＬ２对 ＣＴＬＬ２细胞增殖影
响　不同细胞数 ＣＴＬＬ２的增殖实验结果显示，
（１６～２）×１０５／孔细胞浓度的 ＣＴＬＬ２对 ＩＬ２较
敏感，本实验将对数生长期的 ＣＴＬＬ２细胞按１９
×１０５／孔接种于９６孔细胞培养板中，设置４组，Ａ
组、Ｂ组、Ｃ组和空白对照组，每组３个复孔，ＩＬ２的
浓度分别为 ２、２０、２００、２０００、２００００Ｕ／ｍｌ，每孔
１００μｌ生长液进行培养，孵育条件和检测方法同上。

２　结果

２．１　ＣＴＬＬ２的增殖
从图１可观察到，随着细胞数的增加，细胞增

殖呈明显上升趋势，细胞数在１０００～２００００／孔均
能检测到明显的细胞增殖，说明 ＣＣＫ８试剂盒敏
感性较好，并且１５０００～２００００／孔细胞增殖状态
较好，故 后 续 实 验 选 择 ＣＴＬＬ２细 胞 数 为
１５０００～２００００。

图１　ＣＴＬＬ２细胞增殖
Ｆｉｇ．１　ＡｃｕｒｖｅｓｈｏｗｉｎｇＣＴＬＬ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

２．２　ＩＬ２刺激ＣＴＬＬ２细胞增殖
从图２观察到，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ、长春生物制品研究

所、上海华新生物生产的 ＩＬ２在细胞数相同的情
况下，在２～２００Ｕ／ｍｌ浓度范围内，随着 ＩＬ２浓度

的增加细胞增殖呈上升趋势，３个不同厂家ＩＬ２刺
激ＣＴＬＬ２细胞增殖活性存在差异。在２００～２０００
Ｕ／ｍｌ细胞增殖明显，但在２０００～２００００Ｕ／ｍｌ这
个浓度ＣＴＬＬ２的增殖受到抑制。

图２　３种ＩＬ２刺激ＣＬＬ２细胞增殖
Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣＴＬＬ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｓｔｉｍｕｌｅｔｅｄｂｙ３ｋｉｎｄｓｏｆＩＬ２

３　讨论

在细胞学实验中，ＭＴＴ比色法、３ＨＴｄＲ掺入法
及Ｂｒｄｕ掺入法常用于细胞增值、细胞毒性以及细
胞活性的检测。ＭＴＴ法检测原理是活细胞线粒体
中的琥珀酸脱氢酶能使外源性ＭＴＴ还原为不溶性
的蓝紫色结晶甲瓒（Ｆｏｒｍａｚａｎ）并沉积在细胞中，而
死亡细胞无此功能。ＭＴＴ方法虽然经济安全，但
操作复杂，需加入 ＤＭＳＯ溶解甲瓒颗粒，常常因为
溶解不了或者溶解不充分而影响实验结果［４］；３Ｈ
ＴｄＲ掺入法能准确反映细胞内ＤＮＡ复制和细胞增
殖时期对胸腺嘧啶的摄取情况，灵敏度高、特异性

强、稳定性好，但由于操作麻烦，设备价格昂贵，并

且存在放射性危害而不宜常用；Ｂｒｄｕ检测法是利
用和细胞一起孵育的ＢｒｄＵ能掺入ＤＮＡ分子中，结
合ＢｒｄＵ抗体与掺入 ＤＮＡ的 ＢｒｄＵ特异性结合，就
能够检测到ＤＮＡ复制活跃的细胞，这种方法比３Ｈ
ＴｄＲ低廉，且不具有放射性危害，结果比较客观，常
用于细胞增殖的检测。但 Ｂｒｄｕ法操作耗时较长，
本实验的预实验用 Ｂｒｄｕ法进行检测，但由于
ＣＴＬＬ２是悬浮细胞株，在细胞固定以及反复洗板
的过程中细胞丢失过多，直接影响最终的增殖结

果，并且因其操作时间较长，所以本实验采用ＣＣＫ
８法进行检测。

ＣＣＫ８法在电子载体 １ＭｅｔｈｏｘｙＰＭＳ存在的
情况下能够被还原成水溶性的甲

"

染料，橙色甲
"

染料能够溶解在组织培养基中，实验中生成的甲
"

（下转第５０７页）

４０５

贵 阳 医 学 院 学 报　 ３６卷　



临床症状改善明显、生化指标明显下降、蛋白尿减

少、血浆白蛋白上升，饮食增加，在整个治疗过程

中，无明显不良反应发生，安全性较好，适应症相对

较广，临床可以借鉴。但本组样本小，应进一步大

样本，随机双盲对照实验和长期随访加以验证。
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量和细胞数量成正比，因此可以用于检测细胞数

量。ＣＣＫ８法是用于测定细胞增殖或细胞毒性试
验中活细胞数目的一种高灵敏度、无放射性的比色

检测法，显色时间短、操作简便、灵敏度高、重复性

好，而且检测后的细胞可重复利用，可以替代其他

检测方法并广泛应用［５，６］。本实验中观察到 ３个
厂家ＩＬ２在２～２０００Ｕ／ｍｌ浓度内 ＣＴＬＬ２细胞株
的增值呈上升趋势，在２０００～２００００Ｕ／ｍｌ内呈下
降趋势，认为ＩＬ２浓度过高抑制 ＣＴＬＬ２细胞株的
增殖，可能是ＣＴＬＬ２细胞株对高浓度 ＩＬ２呈低反
应状态，因此细胞增殖受到抑制［７］。实验结果提

示ＣＣＫ８法检测 ＩＬ２活性是可行的，其较好的重
复性以及实验结果稳定性使其可以代替其他常规

方法检测Ｉｌ２活性。
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