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什么是癌症免疫疗法？

癌症免疫疗法包括多种方法，主要通过利用和增强免疫系统的固有能力来对抗癌
症。癌症免疫疗法是目前最具前景的癌症治疗方法之一。该领域的两名研究人员
曾荣获 2018 年诺贝尔医学奖，且近年来已有 12 种癌症免疫疗法获得批准。 

癌症免疫疗法可分为四大类：

• 细胞因子/免疫调节药物

• 单克隆抗体

• 细胞疗法

• 溶瘤病毒

尽管单克隆抗体是目前最大的一类商业化癌症免疫疗法，但细胞疗法正在迅速取
得进展。这种个性化疗法需要采集癌症患者的免疫细胞，并对细胞进行工程处理
（通过基因编辑或肽类/佐剂刺激）使其能识别并杀死癌细胞，然后大量培育此类
工程细胞，并将其重新回输到同一患者体内。

免疫细胞介导的肿瘤细胞杀伤过程可能涉及先天性免疫系统和适应性免疫系统 
（图 1），包括：

• 自然杀伤 (NK) 细胞

• 细胞毒性 T 细胞（依赖 MHC）

• B 淋巴细胞分泌的抗体

• 工程抗体，例如双特异性抗体和双特异性 T 细胞 (BiTEs)

• 靶向特定肿瘤抗原的基因工程 T 细胞（例如，CAR-T，不依赖 MHC）

• 巨噬细胞介导的吞噬作用

通过哪些方式可以使免疫系统
靶向肿瘤？
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图 1. 各种类型的肿瘤靶向机制

对新型癌症免疫疗法的检测需求
癌症免疫疗法研究人员面临的最大挑战是无法预测治疗疗效和反应。虽然已经开
发出许多方法来筛选和评估免疫细胞介导的杀伤效力，但仍需要更强大的体外检
测方法来准确预测治疗药物的体内行为。理想的检测方法应具备客观性、易于执
行、可提供定量动力学结果并能够模拟生理相关条件。其他现有的方法（例如流
式细胞仪）可以提供有关免疫细胞表型、活化和功能的额外数据。

释放试验是测定免疫细胞介导的杀伤作用最常用的一种方法。该试验中，效应细
胞介导的靶细胞膜破坏使细胞质内容物渗漏到培养基中。内源性生物分子（例如
乳酸脱氢酶）或先前添加的外源性标记（例如放射性同位素 51Cr）也同样渗漏到
培养基中，通过测定这些物质可以间接测定效应细胞造成的破坏。其他终点检测
法还包括基于 ELISA 的颗粒酶测定和显微镜形态分析。尽管这些检测方法提供的
数据有助于从各个方面了解免疫细胞介导的杀伤作用，但需要注意的是，这些方
法报告的参数通常与体内靶细胞杀伤效力并不相关。

活化 
T 细胞

NK 细胞

巨噬细胞

癌症
靶细胞

溶瘤
病毒

抗体依赖性
 (ADCC) BiTE/双特异性

抗体

检查点
抑制剂

CAR-T 细胞
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xCELLigence 实时细胞分析技术

Agilent xCELLigence 实时细胞分析 (RTCA) 仪器可帮助用户：

• 以极高灵敏度定量测定实时动力学

• 以低效靶比实时测定靶细胞杀伤

• 轻松研究多种效应细胞和分子

• 测定 CAR-T 细胞或单克隆抗体的细胞毒性作用、优化联合疗法的效价、测
定脱靶效应等等

• 在无标记条件下进行实验

• 无需使用 51Cr、萤光素酶或染料即可测定细胞毒性

目前，全球已有数千台 xCELLigence 仪器投入使用，并由此在同行评审期刊中发
表了超过 1800 篇 xCELLigence 相关论文。

xCELLigence RTCA 技术已广泛应用于癌症研究，其应用范围包括但不限于：

• 化合物介导的细胞毒性

• 细胞介导的细胞毒性

• T 细胞

• NK 细胞

• CAR T 细胞

• 巨噬细胞

• 抗体依赖性细胞介导的细胞毒性 (ADCC)

• 双特异性抗体

• 双特异性 T 细胞 (BiTEs)

• 检查点抑制剂联合疗法

• 肿瘤微环境（细胞间相互作用）

• 细胞粘附/伸展

• 受体活化

• 溶瘤病毒

• 自噬

• 实体瘤杀伤检测

• 血液瘤杀伤检测

• 免疫细胞活化

• 凋亡

• 炎症

各种癌症免疫疗法的应用
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xCELLigence RTCA 仪器使用嵌入专用微孔板 (Agilent E-Plates) 底部的微金电极生
物传感器，可对细胞状态（包括细胞数量、细胞大小和细胞-基质粘附强度）进行
非侵入性监测。这项技术的出色之处主要包括更高的灵敏度、无标记以及动态测
定细胞活力/行为。

简单便捷的工作流程
• 接种靶细胞，添加效应细胞，开始读数 

• 同时生成多种条件下的实时杀伤曲线，范围可从数秒到数天 

• 在 15 秒内即可读取整个 96 孔板，并可独立运行多达 6 个微孔板，不会发生
相互冲突

图 2. Agilent xCELLigence RTCA 检测概述

安捷伦电子微孔板 (E-Plate) 每个孔中的微金电极生物传感器覆盖了约 75% 的底
面积。E-Plate 每个孔中的圆形生物传感器连接成串，组成交错电极阵列（图 3）。
此专利设计可以同时监测大量细胞。当细胞粘附并在 E-Plate 上增殖时，生物传感
器可检测细胞阻抗，从而以极高的灵敏度实时提供细胞数量、细胞大小/形态和细
胞-基质粘附强度的读数。
A B C

图 3. Agilent E-Plate 中用于测定细胞阻抗的生物传感器。(A) E-Plate 中单个孔的照片。尽管在微金电
极生物传感器的表面上也可以看到细胞，但孔中间的区域有利于显微成像。(B) 复式显微镜下观察到的
用结晶紫染色的人体细胞。(C) 免疫荧光显微图像

xCELLigence 实时细胞分析检
测的工作原理

第 1 步

第 2 步

第 3 步

第 4 步

贴壁靶细胞

+ 非贴壁
效应细胞

生物传感器 首先将贴壁靶细胞（如肿瘤细胞）接种到 Agilent E-Plate 孔中。
生物传感器信号（也被称为细胞指数）随着细胞的粘附和增
殖而增加，当细胞汇合率达到 100% 时达到平台期。

随后向悬浮液中加入非贴壁的效应细胞（即免疫细胞）时，
不会引起信号改变，因为这些细胞不会粘附到微金电极生物
传感器上。

如果效应细胞诱导贴壁的肿瘤靶细胞死亡，则可以灵敏、精
确地检测到相应的细胞杀伤活性。

使用专门为免疫肿瘤学家设计的直观图形界面，RTCA 软件 
Pro 免疫疗法模块能够实时监测细胞杀伤情况。

使用 E-Plate 测定细胞阻抗
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使用细胞指数 (Cell Index, CI) 这一无单位参数来表示贴壁细胞引起的阻抗，其中：

CI = 
(时间点 n 时的阻抗) – (无细胞的阻抗)

(阻抗常数) 

图 4 展示了在凋亡实验的整个过程中实时阻抗曲线的示例：

1. 由于细胞粘附而快速增加：将细胞加入孔后的最初几个小时，细胞粘附和伸展
使阻抗迅速增加

2. 由于细胞增殖而缓慢增加：如果细胞在最初的粘附阶段后生长至亚汇合 
(subconfluent)，将开始增殖并导致 CI 平缓稳定地增加 

3. 细胞生长至汇合而保持平稳：当细胞增殖至汇合后，CI 值趋于平稳，表明细
胞与电极的接触表面积不再变化 

4. 因细胞死亡/脱落而降低：此时加入凋亡诱导剂会使 CI 降低至零。这是细胞变
圆后从孔底脱落的结果。虽然这一通用示例涉及在细胞汇合点加入凋亡诱导
剂，但基于阻抗的检测方法非常灵活，可以在各种细胞密度下检测多种现象

图 4. 用于细胞凋亡分析的通用实时阻抗曲线。阻抗曲线的各个阶段及其所引起的细胞行为都通过文字
进行了说明

实时细胞阻抗曲线说明

1. 由于细胞粘附
 而快速增加 

2. 由于细胞增殖
而缓慢增加

时间 (h)

细
胞

指
数

3. 细胞生长至汇合
而保持平稳 4. 加入凋亡

诱导剂

5. 因细胞死亡/
脱落而降低 
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为了控制 RTCA 检测的温度、湿度和大气成分，xCELLigence 仪器安装在标准培
养箱或低氧室内（图 5）。仪器通过电缆连接到培养箱外的分析工作站。易于使用
的软件可实现对仪器的实时控制和监测，并具有实时数据显示和分析功能。

在七款 xCELLigence RTCA 仪器中，最适合免疫疗法分析的仪器有双重用途 
(DP)、单板位 (SP)、多板位 (MP) 和高通量 (HT) 型号（表 1）。虽然这几款仪器均
以相同的方式通过细胞阻抗监测细胞数量、细胞大小和细胞-基质粘附强度，但微
孔板配置和通量各不相同。DP 型号采用可作为电子 Boyden 小室的专用微孔板，
具有定量监测细胞侵袭和迁移的额外功能。最后，尽管 HT 型号可以作为独立的
仪器运行，但一个工作站可以连接四台此款型号的仪器，提供总共 1536 孔的通
量。HT 仪器还可以与自动化液体处理器集成，最大程度提高通量。

图 5. Agilent xCELLigence RTCA eSight 仪器及其工作站分别位于培养箱的内部和外部

用于免疫疗法的 xCELLigence 
仪器
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免疫疗法应用
双重用途  
(DP)

单板位  
(SP)

多板位  
(MP)

高通量  
(HT) eSight

可用于血液瘤和实体瘤靶细胞

细胞介导的细胞毒性

ADCC

检查点抑制剂

联合疗法

抗体-药物偶联物

免疫细胞活化

细胞侵袭和迁移

活细胞成像

性能指标

规格 3 × 16 孔 1 × 96 孔 6 × 96 孔 1 × 384 孔
3 × 96 孔用于阻抗 
监测

5 × 96 孔用于成像

最大通量 48 孔 96 孔 576 孔 最多 4 × 384 孔 
（总计 1536 孔）

288 孔用于阻抗监测

最多 480 孔用于成像

表 1. Agilent xCELLigence RTCA 仪器概述
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尽管人们通常将免疫系统的先天性免疫和适应性免疫描述为相互独立的分支，但
它们常常通过协同作用提供保护，抵抗疾病。遇到病原体时，先天免疫系统的细
胞通常会释放细胞因子，这些细胞因子与适应性免疫系统的成分相互作用，使其
扩增并活化。许多参与先天性免疫反应的细胞（包括 NK 细胞、嗜中性粒细胞和
嗜酸性粒细胞）也会表达 CD16（Fc 受体），CD16 是 IgG 等免疫球蛋白的低亲
和性受体。通过 CD16 与免疫球蛋白的结合，先天免疫细胞可以靶向结合了免疫
球蛋白的靶细胞，并触发靶细胞的破坏。这种预防机制称为抗体依赖性细胞介导
的细胞杀伤 (ADCC)，是多种单克隆抗体疗法的基础。

如图 6 和图 7 所示，科学家已使用 xCELLigence 平台来测定来自血液的单个核细
胞 (MNCs) 在存在和不存在曲妥珠单抗（也称为赫赛汀）的情况下对不同乳腺癌
细胞系的杀伤能力。曲妥珠单抗通过肿瘤细胞的抗原 (HER2) 对其进行识别，从
而实现对肿瘤细胞的特异性杀伤。 

图 6. 在存在曲妥珠单抗的情况下，CI 值随着效靶比 (E:T) 的增加而相应降低。将 BT474 Clone-5 细胞
维持培养 26 小时，然后分别用无细胞的培养基（对照）和含有从人血液中分离的单个核细胞 (MNCs) 
的培养基对其进行处理 (A)。除加入 0.1 μg/mL 曲妥珠单抗外，使用上述相同方式处理细胞 (B)。CI 值
已根据加入时的数值进行了归一化。蓝色代表不含 MNCs（对照）时的生长情况，而绿色、橙色、紫
色和红色代表分别以 0.5:1、1:1、2:1 和 6:1 的效靶比加入 MNCs 时的生长情况。垂直虚线表示处理后 
16 小时的时间窗口，用于确定 AUC 值。以 15 分钟为间隔绘制归一化 CI 值与时间的关系图，数值为三
次重复分析的平均值（含标准偏差）。此图经授权转载自：Understanding Key Assay Parameters that 
Affect Measurements of Trastuzumab-Mediated ADCC Against Her2 Positive Breast Cancer Cells.
Kute, T. et al. Oncoimmunology. 2012 Sep 1, 1(6), 810–821[15]

使用 xCELLigence 研究抗体
依赖性细胞介导的细胞杀伤 
(ADCC)
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0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 A

归
一
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细
胞
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0 10 20 30 40 50 60
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效靶比
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0.5:1
1:1
2:1
6:1
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0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 B
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胞
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0 10 20 30 40 50 60
时间 (h)

效靶比
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0.5:1
1:1
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抗体依赖性细胞介导的细胞杀伤 (ADCC)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=5.%2509Understanding%252Bkey%252Bassay%252Bparameters%252Bthat%252Baffect%252Bmeasurements%252Bof%252Btrastuzumab-mediated%252BADCC%252Bagainst%252BHer2%252Bpositive%252Bbreast%252Bcancer%252Bcells
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图 7. 自然杀伤细胞在单个核细胞亚群中表现出最强的 ADCC 活性。直接检测 MNCs 的 ADCC 杀伤作
用 (A) 或分成亚群后进行检测：(B) NK 细胞、(C) 单核细胞、(D) B 细胞、(E) T 细胞。绿线表示对照，
蓝线表示仅加入 0.1 µg/mL 曲妥珠单抗，紫线表示以 6:1 的效靶比加入 MNCs 或亚群，红线表示以 
6:1 的效靶比加入 MNCs 或亚群，且同时含有 0.1 µg/mL 曲妥珠单抗。表中列出了流式细胞仪检测结
果，展示了纯化细胞和 MNCs 中各免疫亚型的分布。此图经授权转载自：Understanding Key Assay 
Parameters that Affect Measurements of Trastuzumab-Mediated ADCC Against Her2 Positive Breast 
Cancer Cells. Kute, T. et al. Oncoimmunology. 2012 Sep 1, 1(6), 810–821[15]
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89.0 1.7 0.5 8.7 100
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=5.%2509Understanding%252Bkey%252Bassay%252Bparameters%252Bthat%252Baffect%252Bmeasurements%252Bof%252Btrastuzumab-mediated%252BADCC%252Bagainst%252BHer2%252Bpositive%252Bbreast%252Bcancer%252Bcells
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虽然某些表达 CD16 抗体受体的免疫细胞会减轻 ADCC 技术的疗效，但并非所有
细胞都是如此。特别是细胞毒性 T 细胞和辅助性 T 淋巴细胞均不表达 CD16，因
此与相应抗体共同作用时，并不会发挥免疫杀伤作用。为了克服这种局限性，增
强适应性免疫系统对肿瘤细胞的杀伤能力，双特异性抗体应运而生。它能 (1) 结
合肿瘤细胞表面上的特异性抗原，同时 (2) 通过 CD3 受体与 T 细胞结合，从而激
活细胞毒性 T 细胞和辅助性 T 细胞。这种方法的优点是绕过了 MHC 介导的 T 细
胞活化，并且可能靶向肿瘤细胞表面表达的任何抗原。尽管已经有非常多的双特
异性抗体得到研究，但 BiTEs 具有更好的应用前景。FDA 将靶向 B 细胞恶性肿瘤
细胞上 CD19 抗原的 BiTEs 评价为“突破性疗法”。

图 8 展示了利用 xCELLigenc RTCA 表征 BiTEs 的示例，其中使用 PBMCs 来杀伤
贴壁 PC3 前列腺癌细胞。在存在靶向 EpCAM 受体（在 PC3 细胞等大多数上皮来
源的癌细胞表面均有表达）的 BiTE 的情况下进行此项研究。 

数据表明，在没有 BiTE 的情况下，PBMCs 在本实验测试的任何效靶比下均未显
示出细胞杀伤活性。在 1 μg/mL anti-EpCAM/CD3 BiTE 和各种效靶比下，CI 值呈
剂量依赖性下降，表明 PBMCs 对 PC3s 有杀伤作用。在 PBMC:PC3 为 10:1 时，
EpCAM/CD3 BiTE 诱导的杀伤作用呈剂量依赖性增强。尽管在较低的 BiTE 浓度下
也会刺激对 PC3 细胞的杀伤，但杀伤作用会有所延迟。归一化 CI 值可以轻松换
算为细胞杀伤百分比。数据清楚地表明，当使用的效应细胞较少时，细胞杀伤效
率差异显著。

使用 xCELLigence 研究 BiTEs

双特异性 T 细胞 (BiTEs) 和双特异性抗体
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图 8. 对 BiTE 介导的细胞毒性作用进行阻抗评估。(A) 在不存在 BiTE 的情况下，加入不同效靶比的 
PBMCs 与 PC3 靶细胞共同孵育得到的归一化 CI 曲线。(B) 与 (A) 相同的效靶比，但使用了 1 μg/mL 
anti-EpCAM/CD3 BiTE。(C) 效靶比为 10:1 时，不同 BiTE 浓度下的靶细胞的动态杀伤。(D) 与 (C) 相
同的结果，以细胞杀伤百分比来显示。(E) 效靶比为 10:1 和 1.25:1 时，不同浓度 BiTE 对细胞杀伤百分
比的影响。(F) 比较由 (E) 中结果得到的 KT50。通过单因素方差分析进行显著性分析。(*** p < 0.001；
** p < 0.01；* p < 0.05；NS = 不显著；N.D.= 未检出）。此图经授权转载自 Cerignoli, F. et al. In vitro 
Immunotherapy Potency Assays Using Real-Time Cell Analysis. PLOS ONE 2018, 13(3), e0193498

此工作已根据知识共享署名 4.0 国际许可协议 (Creative Commons Attribution 4.0 International License) 
获得许可。如需查看此许可协议的副本，请访问 http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 或向知
识共享组织 (Creative Commons) 寄送信件，地址为 PO Box 1866, Mountain View, CA 94042, USA。
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检查点抑制剂通过破坏抑制免疫细胞活化的信号转导通路，使免疫效应细胞更积
极地攻击癌细胞。无论是新型检查点靶标的机制验证，还是比较两种不同检查点
调节抗体构造子的相对有效性，xCELLigence RTCA 仪器都能帮助您在最具生理
相关性的条件下有效找到问题的答案。

研究表明，癌细胞表面的 PDL1 与活化的细胞毒性 T 细胞上表达的 PD1 结合可以
保护癌细胞。这种相互作用导致细胞毒性活性下降，干扰素等细胞因子的产生减
少。PDL1/PD1 阻断抗体作为一种治疗方法，可以恢复细胞毒性 T 细胞活性和干
扰素产生，从而抑制肿瘤生长。 

图 9 展示了使用 xCELLigence RTCA 监测在外周血单个核细胞 (PBMCs) 杀伤前
列腺癌 PC3 细胞的过程中，anti-PD-1 抗体所产生的影响。将 PC3 靶细胞接种在 
E-Plate 中，使其粘附并增殖。将冷冻的 PBMCs 解冻，与葡萄球菌肠毒素 B (SEB) 
超级抗原共同孵育使其激活，然后在存在或不存在 anti-PD-1 抗体的情况下添加到 
PC3 细胞中。效靶比为 5:1。如图 10A 所示，PBMCs 本身具备适度杀伤 PC3 细
胞的能力（蓝色迹线），但在存在 anti-PD-1 抗体（橙色迹线）的情况下，其杀伤
作用更为显著。利用 xCELLigence RTCA 软件可将原始数据轻松转换为细胞杀伤
百分比（图 10B），有助于阐明检查点抑制剂的影响：靶细胞杀伤更快实现，细
胞杀伤率得以提升，以及总体细胞杀伤程度增加。

使用 xCELLigence 研究检查点
抑制剂

检查点抑制剂
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图 9. 使用 Agilent xCELLigence 监测在 PBMCs 杀伤前列腺癌 PC3 细胞的过程中，anti-PD-1 抗体所产
生的影响。在 Agilent E-Plate 上培养 PC3 细胞。在存在或不存在检查点抑制剂 anti-PD-1 抗体的情况
下加入 PBMC 效应细胞。监测阻抗，并计算效应细胞的时间依赖性细胞杀伤活性
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传统小分子肿瘤药典正在迅速补充检查点抑制剂等生物制剂。不久还将纳入 CAR-T 
细胞等细胞疗法。随着药典的不断扩增，将有可能通过联合不同疗法以提高对癌
细胞的杀伤能力。如果检测平台可以在生理相关条件下保持高灵敏度，且获得的
体外数据可预测体内行为，那么将有利于联合疗法的优化。其他理想性能还包括
简单的工作流程和高通量形式，以支持联合疗法的不同设置，以便同时进行分
析。xCELLigence RTCA 满足了上述所有需求。

使用 xCELLigence 研究联合疗法

图 10 展示了使用 xCELLigence RTCA 监测 PD-1 和 CTLA-4 检查点抑制剂组合在 
PBMCs 杀伤前列腺癌 PC3 细胞过程中的影响。在本实验中，将 PC3 靶细胞接种
在 E-Plate 中，使其粘附并增殖。将冷冻的 PBMCs 解冻，与葡萄球菌肠毒素 B 
(SEB) 超级抗原共同孵育使其激活，然后在存在或不存在 38 nmol/L anti-PD-1 抗
体和两种不同浓度 anti-CTLA-4 抗体的情况下将 PBMCs 添加到 PC3 细胞中。效
靶比为 5:1。PBMCs 的杀伤作用在不同供体间存在巨大差异，对于此特定批次的
细胞，添加 38 nmol/L anti-PD-1 不会增强对靶细胞的杀伤作用。但是，同时加入 
anti-CTLA-4 和 anti-PD-1 时，对靶细胞的杀伤作用呈剂量依赖性增强（绿色和粉
色迹线）。

图 10. anti-PD-1 和 anti-CTLA-4 抗体联合疗法。Agilent xCELLigence RTCA 仪器可在无标记/修饰的
情况下高灵敏度地分析癌细胞杀伤作用，能够在比其他体外技术更接近人体生理学的条件下研究效应细
胞和靶细胞。通过对联合疗法诱导的靶细胞杀伤进行连续监测，这款仪器还省去了费时费力的终点测
定，可以同时在多种不同的条件下轻松获得细胞杀伤数据
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经基因工程改造的 T 细胞能表达肿瘤抗原特异性 T 细胞受体 (TCR) 或嵌合抗原
受体 (CAR)。CAR 由与肿瘤特异性抗体衍生胞外结构域与胞内信号转导结构域组
成。研究基因修饰 T 细胞的主要目的是避免与非自体疗法相关的免疫耐受问题，
并产生可有效靶向肿瘤且无需在人体内重新激活的 T 细胞。从近几年的可靠临
床数据来看，此方法确实行之有效。（研究示例请参阅  Clin. Transl. Immunology 
2014, 3(5), e16)。

在图 11 中，使用 xCELLigence RTCA 在体外评估 NKG2D CAR-T 细胞对三阴性
乳腺癌细胞 (TNBCs) 的抗肿瘤活性。结果表明，经 4-1BB 或 CD27 共刺激的 
NKG2D CAR-T 细胞对 NKG2DL (+) MDA-MB-468 和 MDA-MB-436 细胞的细胞毒
性具有时间依赖性和效靶比依赖性。作为阴性对照的未转导 T 细胞未能抑制这些
细胞的生长。

使用 xCELLigence 研究基因 
工程 T 细胞

基因工程 T 细胞介导的细胞杀伤

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25505964
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图 11. NKG2D CAR T 细胞在体外识别人 TNBC 细胞。(C) 与 UNT 或 NKG2D CAR T 细胞在不同效靶比
下孵育 24 小时的靶细胞（AE17、BT549、MDA-MB-436 和 MDA-MB-468）的归一化 CI 图。单独接
种时，靶细胞粘附在微孔板上并增殖，使 CI 读数增加（红线）。将 T 细胞添加到靶细胞中后，NKG2CD 
CAR-T 细胞使靶细胞死亡，CI 值逐渐下降。Y 轴为 RTCA 软件实时生成并显示的归一化 CI。X 轴为以
小时为单位的细胞培养和处理时间。绘制 CI 的平均值 ± 标准偏差。(D) 通过 Agilent xCELLigence 免
疫疗法软件将 CI 图转换为杀伤百分比。此图经授权转载自：Hali, Y. et al. Control of Triple-Negative 
Breast Cancer Using Ex Vivo Self-Enriched, Costimulated NKG2D CAR T Cells. Journal of Hematology 
& Oncology 2018, 11, 92[1]

此工作已根据知识共享署名 4.0 国际许可协议 (Creative Commons Attribution 4.0 International License) 
获得许可。如需查看此许可协议的副本，请访问 http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 或向知
识共享组织 (Creative Commons) 寄送信件，地址为 PO Box 1866, Mountain View, CA 94042, USA。
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癌细胞群内的异质性抗原表达可能使其无法对 CAR-T 细胞疗法产生完全反应。表
达目标抗原的癌细胞被杀死，而未表达目标抗原的细胞将继续不受阻碍地增殖。
为了最大程度减少这种现象（称为抗原/肿瘤逃逸），因此靶向多种肿瘤细胞抗原
的方法受到越来越多的关注。 

图 12 比较了不同的情况，其中靶向 HER2 和 IL13Rα2 抗原的 CARs 在不同的 T 细
胞中得到表达 (CARpool)：在同一 T 细胞中表达为不同的蛋白 (biCAR)；或在 T 细
胞中表达为单个融合蛋白 (TanCAR)。当与胶质母细胞瘤靶细胞孵育时，这些 CAR 
T 产品均表现出不同的杀伤力和动力学（图 13）。通过连续监测阻抗，很容易监
测到在连续杀伤过程中出现的这些细微差别，但使用传统的终点检测法时无法检
测到这些变化。

图 12. 使用 Agilent xCELLigence 监测 CAR-T 细胞单独靶向或同时靶向 HER2 和 IL13Rα2 抗原时对胶
质母细胞瘤细胞系 U373 的杀伤能力。在图例中：U373 = 只有靶细胞系；NT = 用未转染的 T 细胞（不
表达 CAR）处理的靶细胞；IL13Rα2 = 用 T 细胞处理的靶细胞，其中 T 细胞表达靶向 IL13Rα2 的单一 
CAR；Her2 = 用 T 细胞处理的靶细胞，其中 T 细胞表达靶向 Her2 的单一 CAR；有关 CARpool、biCAR 
和 TanCAR 的说明，请参阅正文

经授权转载自 J. Clin.Invest., from "Tandem CAR T Cells Targeting HER2 and IL13Rα2 Mitigate Tumor 
Antigen Escape," Hegde, M. et al.2016 Aug 1, 126, 8, 3036–52, 2019；许可通过 Copyright Clearance 
Center, Inc. 传达。
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巨噬细胞是先天免疫中极为重要的效应细胞。根据组织微环境的不同，肿瘤相关
巨噬细胞 (TAMs) 可以分化为细胞毒性 (M1) 或促肿瘤 (M2) 两种不同的状态。

通常 IFN-γ 可单独或与微生物产物协同诱导产生细胞毒性 M1 巨噬细胞，而 IL-4、
IL-13、IL-10、IL-21、TGFβ、免疫复合物或糖皮质激素则诱导产生 M2 促肿瘤巨
噬细胞。

近期研究表明，分泌性糖蛋白血小板反应蛋白-1 (TSP1) 是先天性抗肿瘤免疫的正
向调节剂，可以增加 M1 巨噬细胞的募集并刺激活性氧 (ROS) 介导的肿瘤细胞杀
伤作用（图 13）。这些结论的得出在一定程度上利用了 xCELLigence RTCA，通
过其进行阻抗监测可以评估 TSP1 对与 MDA-MB-231 乳腺癌靶细胞共培养的巨噬
细胞/单核细胞活性的影响。细胞杀伤百分比数据清晰表明，在存在 TSP1 的情况
下，分化的 U937 人单核细胞 (A) 和活化的 ANA-1 小鼠巨噬细胞 (B) 对肿瘤的杀
伤活性均得到增强。

图 13. 分泌性糖蛋白 TSP1 可增强巨噬细胞/单核细胞介导的肿瘤杀伤活性。将 MDA-MB-231 乳腺癌靶
细胞接种至 Agilent E-Plate 中，孵育 24 小时。然后，在存在或不存在可溶性 TSP1 的情况下加入分化
的 U937 人单核细胞 (A) 和活化的 ANA-1 小鼠巨噬细胞 (B)。此图片摘自：Cancer Res. 2008, 68(17), 
7090–9[4]。请注意，该出版物中描述的 RT-CES 是安捷伦的第一代 RTCA 系统，现已更名为 Agilent 
xCELLigence RTCA

经美国癌症研究协会授权转载：Martin-Manso G, et al. Thrombospondin 1 Promotes Tumor Macrophage 
Recruitment and Enhances Tumor Cell Cytotoxicity of Differentiated U937 cells. Cancer Res. 2008 Sep 1, 
68(17), 7090–9. DOI: 10.1158/0008-5472. CAN-08-0643
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NK 细胞是一种细胞毒性淋巴细胞，主要通过识别和破坏受病毒感染的细胞，在
先天免疫系统中起着关键作用。NK 细胞能够表达多种激活性受体和抑制性受
体，二者通过协同作用可区分正常细胞与感染或病变细胞。一旦它们与靶细胞结
合，NK 细胞被激活并分泌膜通透蛋白（穿孔素）和蛋白酶（颗粒酶），通过凋
亡或渗透裂解作用共同导致靶细胞死亡。NK 细胞还会参与一种特殊的细胞杀伤
作用，被称为抗体依赖性细胞介导的细胞毒性 (ADCC)。在 ADCC 中，NK 细胞
的 CD16 低亲和性 IgG 受体使其能够识别需要破坏的抗体包被的受感染细胞。NK 
细胞用于识别和破坏感染细胞的机制对于杀伤癌细胞同样至关重要。与必须先通
过抗原呈递细胞激活才能识别肿瘤的 T 细胞不同，NK 细胞可以在体内和体外自
发杀伤某些类型的肿瘤细胞，无需进行免疫或预活化处理。与病毒感染的细胞相
似，肿瘤细胞也可能下调其 MHC-1 表达。NK 细胞可识别这种表达水平的变化，
并通过穿孔素/颗粒酶介导的裂解作用摧毁此类癌细胞。由于 NK 细胞的这种能
力，人们正在研究其在免疫疗法中的用途。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24928945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18757424
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图 14 展示了在具有生理相关性的低效靶比下，使用 xCELLigence RTCA 在体外
测定 NK 细胞对肿瘤靶细胞的杀伤作用。  结果表明，WEE1 激酶的小分子抑制剂 
AZD1775 能够提高肿瘤细胞对 NK 细胞杀伤作用的敏感性。

图 14. 在低效靶比下，KIL 对靶细胞的杀伤作用在 WEE1 激酶抑制后得到增强。(A) 以递增的效靶比加入 
KIL 后，使用实时阻抗分析测定 MOC2 口腔癌细胞 CI 的下降。18 小时处的垂直线表示加入 KIL 的时间。
对照细胞仅暴露于 KIL 培养基。(B) 左图为加入 KIL（黑线）或分选的 WT B6 NK 细胞（灰线）12 小时
后 CI 下降的百分比。作为比较，右图为标准的 12 小时放射性化合物释放试验，使用 KIL（黑线）或分
选的 WT B6 NK 细胞（灰线）导致铟释放。(C) 加入 KIL（黑线）或分选的 WT B6 NK 细胞（灰线）72 小
时后 CI 下降的百分比。B 和 C 中的 * 表示与分选的 WT B6 NK 细胞相比，KIL 细胞的杀伤作用得到明显
增强。(D) 存在 AZD1775 (250 nmol/L) 或 DMSO（等效体积）的情况下，以低效靶比加入 KIL 后 MOC2 
的 CI 下降值。当存在 AZD1775 时，在实验开始时将 MOC2 细胞接种到药物中。在某些孔中加入 Triton 
后，可以最大程度降低 CI 值。右边显示了在 MOC2 中加入 KIL 48 小时后 CI 下降的百分比。(E) 左图为
存在 (AZD1775 250 nmol/L) 或不存在（等效体积 DMSO）WEE1 激酶抑制的情况下，以所示效靶比加入 
KIL 12 小时后 MOC2 细胞的 CI 下降百分比。作为比较，右图为标准的 12 小时后放射性化合物释放试
验在同样条件下获得的结果。(F) 加入 KIL 48 小时后 MOC2 细胞 CI 下降的百分比。(G) 只含 MOC2 细胞
（5 × 103 细胞/孔）、只含培养基和只含 KIL 细胞（最高效靶比相当于 50:1，2.5 × 105 KIL/孔）时的阻抗
分析对比。所示结果代表 3 次具有相似结果的独立实验（*，p < 0.05；***，p < 0.001）。此图经授权转
载自：Friedman, J. et al. Inhibition of WEE1 Kinase and Cell Cycle Checkpoint Activation Sensitizes 
Head and Neck Cancers to Natural Killer Cell Therapies. J. Immunother. Cancer. 2018, 6, 59

此工作已根据知识共享署名 4.0 国际许可协议 (Creative Commons Attribution 4.0 International License) 
获得许可。如需查看此许可协议的副本，请访问 http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 或向知
识共享组织 (Creative Commons) 寄送信件，地址为 PO Box 1866, Mountain View, CA 94042, USA。
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在图 15 中，使用 xCELLigence RTCA 实时定量测定 NK 细胞的细胞杀伤活性。
将贴壁乳腺癌 MCF7 细胞在 E-Plate 孔底进行培养后，以不同的效靶比 (E:T) 加入 
NK-92 细胞。数据清晰表明 NK-92 细胞介导的 MCF7 细胞杀伤呈剂量和时间依赖
性。xCELLigence 系统的实时阻抗监测具有足够高的灵敏度，即使在低效靶比下
也能检测到靶细胞杀伤作用。使用下方的简单公式可轻松计算细胞杀伤百分比，
以便于绘图：

细胞杀伤百分比 = 
(细胞指数无效应细胞 – 细胞指数效应细胞)

细胞指数无效应细胞

× 100

图 15. 实时监测 NK-92 细胞介导的 MCF7 乳腺癌细胞杀伤。在 Agilent E-Plate 的多个孔中培养贴壁 
MCF7 靶细胞。将不同数量的 NK-92 细胞添加到每个孔中，并在之后约 20 小时内连续监测阻抗 (A)。
按照上述公式计算不同效靶比 (B) 下 NK-92 细胞的时间依赖性细胞杀伤活性。图片摘自安捷伦应用简
报《无标记检测  NK 细胞介导的细胞杀伤》
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图 16 展示了使用 xCELLigence RTCA 监测嵌合型腺病毒（Enadenotucirev，
EnAd）对 A549 肺癌细胞的杀伤作用。此病毒通过结合在多种癌细胞上广泛表达
的 CD46 或桥粒芯蛋白来感染细胞。在效价分析中，在一定浓度范围内对 EnAd 与
野生型腺病毒 Ad11p 和 Ad5 的细胞毒性（杀伤动力学）进行了比较。在最高浓度
（红色，500 个病毒颗粒/细胞 (PPC)）下，EnAd 和 Ad11p 均在感染后 36 至 48 小
时内完全杀灭细胞（细胞指数降至零）。但是，在较低病毒浓度下 (0.8–20 PPC)，
EnAd 的效价高于 Ad11p，表现为更早出现细胞毒性和更快完成细胞杀伤过程。与 
EnAd 和 Ad11p 相比，野生型 Ad5 对癌细胞的杀伤效率要低得多，即使在最高病
毒浓度下也需要 5 天才能完全杀死癌细胞。

这些数据突显了 xCELLigence RTCA 技术能够定量捕获不同溶瘤病毒之间的效价
差异。

图 16. 不同腺病毒对 A549 肺癌细胞的杀伤作用。黑色箭头表示加入病毒的时间。病毒浓度以 PPC 表
示。图片摘自：Mol. Ther. Oncolytics 2016 Dec 10, 4, 18–30[2]

此工作已根据知识共享署名 4.0 国际许可协议 (Creative Commons Attribution 4.0 International License) 
获得许可。如需查看此许可协议的副本，请访问 http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 或向知
识共享组织 (Creative Commons) 寄送信件，地址为 PO Box 1866, Mountain View, CA 94042, USA
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通过直接寻找并破坏感染的细胞，CD8+ T 淋巴细胞在适应性免疫应答中发挥着
至关重要的作用。每个 CD8+ T 细胞克隆均表达一种特殊受体（即 T 细胞受体，
TCR）的独特变体，可以识别并结合靶细胞表面上由 MHC I 类 (MHC-I) 分子呈递
的特异性抗原肽。利用 MCH-1 复合物识别受感染细胞或癌细胞可使 CD8+ 细胞分
泌穿孔素和颗粒酶，从而导致靶细胞裂解。

肿瘤细胞的基因组通常会发生大量的突变，包括关键调节蛋白和信号转导蛋白的
基因。当 MHC 分子在抗原呈递细胞的表面被切割、加工和呈递，这些突变蛋白
会引起细胞免疫反应。这解释了为什么在肿瘤内部会存在 T 淋巴细胞。一些癌症
疫苗通过引发适应性免疫反应的细胞“武器”，以靶向表达突变蛋白或蛋白表达
水平异常的癌细胞，从而发挥 T 细胞的这种肿瘤靶向能力。

尽管在某些情况下，使用 ELISpot 或流式细胞仪等检测方法定量样品中抗原特异
性 CD8+ T 细胞的数量是有用的，但通常迫切需要通过杀伤测定法评估这些细胞
的功能性细胞毒性。长期以来，通过铬-51 (51Cr) 释放试验测定细胞杀伤活性一直
是评估 CD8+ T 细胞反应的金标准。图 17 展示了使用 51Cr 预标记表达 HER2/Neu 
蛋白的 SKBR-3 乳腺癌细胞。然后将这些细胞与不同量的 CD8+ T 细胞克隆共孵
育。这使 TCR 与 HER2/Neu 抗原肽特异性结合，通过检测释放到培养基中的 51Cr 
含量来检测对靶细胞的杀伤作用。使用 xCELLigence RTCA 系统时，无需预标记
靶细胞即可进行此项检测。RTCA 系统能够定量检测 CD8+ T 细胞对 SKBR-3 靶细
胞的细胞杀伤活性随时间和加入的 CD8+ T 细胞数量的变化（图 18A）。与 51Cr 释
放试验进行并列比较表明，xCELLigence RTCA 检测的灵敏度和动态范围均高于 
51Cr 释放试验（图 18B）。RTCA 无需使用放射性标记并可提供动态数据（包括细
胞杀伤的开始时间及肿瘤细胞的杀伤速率），因此备受青睐。

T 细胞介导的细胞杀伤
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图 17. CD8+ T 细胞介导的 SKBR3 肿瘤细胞杀伤。加入 CD8+ T 细胞导致实时阻抗迹线呈剂量依赖性下
降，表明 SKBR3 肿瘤细胞的数量、大小或粘附强度有所降低 (A)。绘图比较通过 Agilent xCELLigence 
RTCA 与标准 51Cr 释放试验测得的细胞裂解百分比，表明 RTCA 检测法的灵敏度更高 (B)。图片摘自：
J. Vis. Exp. 2012 Aug 8, (66), e3683[10]
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在过去的十年中，发表的许多同行评审研究，确立了 xCELLigence RTCA 是研究
实体瘤/粘附性癌症免疫疗法的主要方法。但是，约有 10% 的癌症为血液瘤，不
具有粘附性，无法通过标准阻抗检测进行直接监测。此外，由于血液瘤容易从血
液中获得，不受与实体肿瘤相关的微环境复杂性/异质性的影响，因此是重要的
免疫治疗靶标。为了协助推进该领域的研究，安捷伦开发了 xCELLigence RTCA 
免疫疗法试剂盒，可以对血液瘤靶标进行基于阻抗的杀伤检测。共提供五种试
剂盒，可将 B 细胞系或 K562 髓性白血病细胞系作为靶标。在这些检测中，需使
用 anti-CD40 或 anti-CD19（用于 B 细胞）、anti-CD29 或 anti-CD71 抗体（用于 
K562 细胞）以及 anti-CD9 抗体（用于 NALM6、RPMI8226 细胞）预包被 E-Plate 
的孔。这样可以将这些细胞固定在孔板底部，然后再使用效应细胞、抗体和小分
子等进行处理。

图 19 展示了使用 xCELLigence RTCA 免疫疗法试剂盒进行 B 细胞杀伤 (anti-
CD40) 检测。抗体固定的 B 细胞会产生稳定的阻抗信号并增殖至汇合点（使阻
抗信号达到平台期），而未粘附的 B 细胞的生长基本上无法检测到阻抗信号（图 
18A 和图 18B）。无论孔中是否包被有 anti-CD40，使用的 NK-92 等效应细胞自身
产生的信号都极小（图 18B）。向固定的 B 细胞中加入 NK-92 细胞，导致靶细胞
出现剂量依赖性死亡（图 18C）。即使在低效靶比下也能轻松检测杀伤作用。该
检测的灵敏度远高于传统的释放试验，在释放试验中需要使用无生理相关性的高
效靶比。对于多种效应细胞类型（NK、T 和 CART）及联合疗法（CART + 检查点
抑制剂），所测试的三种 B 细胞淋巴瘤细胞系（Daudi、Raji 和 Ramos）中均观
察到了粘附和杀伤行为，如图 18B 和图 18C 所示。从同一供体分离的效应细胞对
人血源性 B 细胞的杀伤实验正在进行之中。

血液瘤杀伤检测
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一个重要的问题是，通过抗体粘附对 B 细胞进行物理固定是否会影响对其的
杀伤效率。为研究这一问题，对  NK-92 细胞介导的固定  Raji  B 细胞（通过 
xCELLigence RTCA 分析）或悬浮 Raji B 细胞（通过流式细胞术分析）杀伤进行
了 4 小时平行检测。如图 18D 所示，通过两种方法观察到的杀伤趋势表现出高
度相关性，细胞杀伤百分比的数值差异很小。这与大量论文的结果一致，表明 
xCELLigence 能够获得与传统检测方法一致的数据。

图 18. 用于监测 B 细胞杀伤的 Agilent xCELLigence 免疫疗法试剂盒。(A) 用 B 细胞特异性抗体 (anti-CD40) 
预包被 Agilent E-Plates 的孔，可以使 B 细胞在传感器上增殖并被检测。(B) 对照显示 Daudi B 细胞在
包被有 anti-CD40 抗体的电极上发生选择性增殖。与预期一致，无论孔中是否包被有 anti-CD40，未贴
壁的 NK-92 效应细胞产生的信号都极小。误差线表示标准偏差。(C) 对 Raji B 细胞的杀伤效率取决于每
个孔添加的 NK-92 细胞的数量。(D) B 细胞固定对杀伤效率的影响。用不同数量的 NK-92 细胞处理通
过抗体固定的或悬浮的 Raji B 细胞。处理 4 小时后，使用 xCELLigence（对于固定细胞）或流式细胞
仪（对于悬浮细胞）测定细胞杀伤百分比

A C

D

B

anti-CD40 B 细胞

电极

时间 (h)

归
一

化
细

胞
指

数

%
 细

胞
杀

伤

时间 (h)

细
胞

指
数

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

0

0 5 20 25 30 35 40 45 50

10 20 30 40 50

2:1 1:1
0.75:1

0.5:1
0.25:1

0.1:1 0:1

NK-92:Raji

NK-92:Raji
效靶比 = 0:1 

（未处理）
效靶比 = 0.0:1
效靶比 = 0.25:1
效靶比 = 0.5:1
效靶比 = 0.75:1
效靶比 = 1:1
效靶比 = 2:1

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2

包被孔 + B 细胞
未包被孔 + B 细胞
包被孔 + NK-92 细胞 
未包被孔 + NK-92 细胞

0

20

40

60

80

100

流式细胞分析
Agilent xCELLigence

接种 B 细胞
接种 NK-92 细胞



40

在血液瘤细胞杀伤的第二个示例中（图 19A 和图 19B），展示了 NK-92 细胞对 
K562 细胞（使用 anti-CD29 抗体将其固定在 E-Plate 孔底部）的破坏作用。与预
期一致，K562 杀伤作用随时间和效应细胞浓度的增加而增加。与 B 细胞杀伤检
测相似，即使在低效靶比下也可以检测到 K562 细胞的破坏。

图 19. 用于监测 K562 细胞杀伤的 Agilent xCELLigence 免疫疗法试剂盒。(A) NK-92 细胞对 K562 细胞
（用 anti-CD29 抗体固定在 Agilent E-Plate 孔底部）的破坏作用呈时间和剂量依赖性。(B) 将 (A) 中的
数据重新绘制为细胞杀伤百分比随时间的变化。误差线表示标准偏差

本文所述的血液瘤杀伤检测已用于工业和科研实验室，以对联合疗法进行评估/优
化。此外还用于开发适应性细胞疗法和工程抗体。除用于研发领域外，这些血液
瘤杀伤检测还可用于已开发的免疫肿瘤疗法的功能验证/质量控制。
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