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前言
与 T 细胞类似，自然杀伤 (NK) 细胞分泌穿孔素和颗粒酶来诱导靶细胞死亡。但是，
与 T 细胞不同的是，NK 细胞不表达抗原特异性受体来指导其选择靶细胞。在抗体依
赖性细胞介导的细胞毒性 (ADCC) 作用中，通过外源性抗体为 NK 细胞的强大杀伤能
力赋予特异性。抗体的可变区与靶细胞抗原结合，其恒定区可同时与 NK 细胞的 Fc 
受体 (CD16) 结合。这样将两个细胞连接到近距离，激活 NK 细胞进行靶细胞杀伤。

由于 CD16 的通用抗体结合能力，NK 细胞可以被引导攻击几乎各种靶标，因此 
ADCC 被用作对抗各种类型的癌症[1] 和传染性疾病[2,3] 的方法。与其他新出现的免疫
疗法策略（如 CAR T 细胞）相比，ADCC 的主要优势是不需要从患者体内取出 NK 细
胞并进行基因工程改造。为了使治疗性 ADCC 取得成功，研究人员开展了大量工作
来确定适当的抗原靶标、提高抗体与抗原靶标的亲和性和特异性以及改善抗体恒定
区与 CD16 受体的亲和性（通过氨基酸取代和糖基化工程）[4]。作为评估这些抗体对
靶细胞杀伤的体外工具，释放试验历来被看作金标准。

作为对释放试验的重大改进，本技术概述介绍了在 xCELLigence RTCA eSight 上进行
实时 ADCC 检测。在 eSight 的 96 孔板中，微金电极生物传感器持续追踪靶细胞暴
露于效应细胞和抗体时的健康状况和行为（细胞数量、大小、细胞-基底粘附强度以
及细胞间粘附）。同时，eSight 在明场和荧光（红、绿、蓝）通道中采集活细胞图像 
― 提供杀伤过程的正交数据。传统的释放试验涉及大量手动处理步骤，并且仅产生
终点数据，而 eSight 检测只需要加入细胞和抗体，即可捕获杀伤过程的全程数据。 

实时抗体依赖性细胞介导的细胞毒性 
(ADCC) 检测
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本研究使用曲妥珠单抗和 PBMCs 的组合
作为模型系统，证明了对于 HER2 阴性和 
HER2 阳性靶细胞，基于阻抗和基于成像
的数据的差异。随后对曲妥珠单抗浓度进
行了滴定，获得剂量-响应曲线，以便使
用 EC50 值定量评估疗效。

结果与讨论

利用成像和阻抗追踪 ADCC

在 eSight 上进行 ADCC 检测的第一步是
将 10000 个靶细胞接种到 E-Plate 孔中，
使细胞粘附并增殖 20 小时，然后用曲妥
珠单抗 (2.5 µg/mL)、PBMCs (E:T = 2:1)  
或曲妥珠单抗  (2.5 µg/mL) + PBMCs 
(E:T = 2:1) 的组合处理。处理后 48 小时
采集的代表性图像如图 1 所示。根据图
像结果，上述处理均未能在此时间窗口内

诱导 HER2 阴性 MDA-MB-231 细胞的杀
伤。HER2 阳性 SKBR3 细胞在曲妥珠单
抗单独处理下似乎不受影响，在 PBMCs 
单独处理时显示细胞质皱缩，而同时暴露
于曲妥珠单抗和 PBMCs 时出现细胞质皱
缩和细胞数量减少（图 1）。 

尽管图 1 的照片表明存在 HER2 特异性 
ADCC 活性，但此检测本质上为定性检
测。为了定量比较不同细胞系和处理的 
ADCC 活性，使用 eSight 软件计数红色靶
细胞核数量随时间的变化。图 2A 表明，
eSight 的分割 Mask（黄色轮廓）准确识
别了红色靶细胞 (MDA-MB-231) 核，并
正确排除了未标记的 PBMCs。这些红色
细胞核数量随时间变化的曲线清楚地表
明，这些 HER2 阴性细胞不断增殖，且几
乎不受各种处理条件的影响（图 2B）。

用同样的基于图像的方法分析 HER2 阳
性的 SKBR3 细胞获得了极为不同的结
果（图 2C 和 2D）。仅曲妥珠单抗处理
对 SKBR3 的生长几乎没有影响，而仅用 
PBMCs 处理这些细胞时，在 70 小时时间
点靶细胞数量减少约 30%（图 2D）。重
要的是，使用曲妥珠单抗与 PBMCs 组合
与 PBMCs 单独处理相比，显著提高了杀
伤效力（图 2D）。上述结果与文献所报道
的曲妥珠单抗激活 ADCC 的能力依赖于靶
细胞表面表达的 HER2 的结论一致[5]。

为确认上述基于图像的分析，在 E-Plate 
的相同孔中同时采集了阻抗数据。图 2E 
确认了本文所考察的处理条件在 70 小
时内对 MDA-MB-231 的生长均无影响。
通过阻抗检测 HER2 阳性 SKBR3 细胞时
（图  2F），杀伤趋势与成像中观察到的

图 1. 处理后 48 小时基于图像评估 ADCC 活性。靶细胞表达核定位 RFP，PBMCs 未标记。比例尺 = 200 µm

MDA-MB-231
（HER2 阴性）

SKBR3
（HER2 阳性）

处理后 48 小时

无处理 + 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1)
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) 

+ PBMCs (E:T = 2:1)
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一致（图 2D）。但是，有一个值得注意
的例外。在加入 PBMCs 后，立即有一
个快速而短暂的阻抗峰（图 2F，蓝色曲
线）。在 PBMCs 与曲妥珠单抗一起加入
时，此峰更大（粉色曲线）。为了了解出
现这一现象的原因，对覆盖此阻抗峰的时
间点的图像进行了分析。这些图像（此处
未展示）显示了 SKBR3 细胞的细胞质表
面积和阻抗信号强度之间存在非常好的相
关性。这种快速的扩张-收缩循环很容易
通过阻抗检测到，而使用本研究中所用的
核标记方案时无法通过成像检测到：即使
细胞质的表面积发生显著改变，红色细胞

核的大小并未改变（数据未展示）。如果
实时追踪这些形态改变确实非常重要，则
只需要通过标记细胞质而不是细胞核即可
实现。

PBMCs 在 SKBR3 细胞中诱导产生了快
速、短暂的阻抗峰，而在 MDA-MB-231 
细胞中并未出现此现象，表明这并非一种
普遍现象。事实上，在类似的 ADCC 检
测条件下测试其他靶细胞时，未观察到这
一阻抗峰（数据未展示）。ADCC 检测中
阻抗曲线的强度和形状取决于各个靶细
胞系、抗体浓度以及效靶比，如下一节 
所述。 

定量分析 ADCC 效力
为证明 eSight ADCC 检测适用于各种靶细
胞类型，随后使用 Her2 阳性卵巢癌细胞
系 SKOV3 研究了在效靶比固定为 10:1 时
曲妥珠单抗浓度对杀伤效力的影响。在处
理后 48 小时采集的图像定性地证明了更
高的抗体浓度增加了杀伤效力（图 3A）。
红色靶细胞数量随时间的变化曲线
（图 3B）可轻松地转化为细胞杀伤百分
比图（图 3C）。绘制这些细胞杀伤百分比
曲线的曲线下面积与抗体浓度之间的关系
图，可得到图 3D 中的剂量响应曲线。利
用阻抗数据，绘制了同样的分析曲线，如
图 3E 和 3G 所示。注意，这两种正交方法
确定的 EC50 值彼此接近（成像法和阻抗
法分别为 1.13 ng/mL 和 2.06 ng/mL），
这是 eSight 检测所特有的。
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MDA-MB-231（HER2 阴性）

处理前 处理前

SKBR3（HER2 阳性）

加入曲妥珠单抗 
(2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1) 2 小时后

加入曲妥珠单抗 
(2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1) 2 小时后
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基于阻抗的分析

基于图像的分析

MDA-MB-231（HER2 阴性） SKBR3（HER2 阳性）

仅靶细胞
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL)
+ PBMCs (E:T = 2:1)
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1)

仅靶细胞
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL)
+ PBMCs (E:T = 2:1)
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1)

仅靶细胞
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL)
+ PBMCs (E:T = 2:1)
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1)

仅靶细胞
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL)
+ PBMCs (E:T = 2:1)
+ 曲妥珠单抗 (2.5 µg/mL) + PBMCs (E:T = 2:1)

A C

B D

E F

图 2. 利用成像和阻抗定量 ADCC 活性。(A) 对于 HER2 阴性 MDA-MB-231 细胞，eSight 的分割 Mask（黄色轮廓）准确识别了红色靶细胞核，并正确排除了未标记的 
PBMCs。(B) 红色 MDA-MB-231 细胞核随时间变化的曲线。在 20 小时时间点进行了不同的处理。误差线表示 3 个重复孔中得到的标准偏差。（C 和 D）与图 A 和图 B 
相似，但采用的是 HER2 阳性 SKBR3 细胞。(E) MDA-MB-231 细胞的实时阻抗曲线。(F) SKBR3 细胞的实时阻抗曲线。黑框圈出了加入 PBMCs 或 PBMCs + 曲妥珠单
抗后，阻抗立即出现瞬时的增加
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图 3. 在恒定的 PBMC 密度下滴定曲妥珠单抗的浓度。(A) 在保持 PBMC 密度恒定 (E:T = 10:1) 的情况下，增加曲妥珠单抗的浓度明显增强了对靶细胞 (SKOV3) 的杀伤
程度。(B) 通过绘制红色 SKOV3 细胞核随时间变化的曲线追踪 ADCC 活性。(C) 将图 B 的数据转化为实时细胞杀伤百分比曲线。(D) 基于图 C 的细胞杀伤百分比图曲
线下面积的曲妥珠单抗剂量-响应曲线。（E 到 G）与图 B、C 和 D 类似，但使用阻抗来追踪 ADCC 活性

SKOV3 + 曲妥珠单抗 + PBMCs (E:T = 10:1) 
（照片 = 处理后 48 小时）
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结论
本文介绍的  e S i g h t  A D C C  检测最突
出的特点也许是它所需的手动操作
时间少。在接种靶细胞，随后加入
效应细胞和抗体后，无需对微孔板
进行额外的操作/处理步骤。本检测的另
一个重要优点是，能够利用同一细胞群
（即在同一孔中）同时采集初步分析数据
（阻抗）和确认数据（成像）。本文使用
的针对贴壁靶细胞研究 ADCC 的方法也
可用于血液肿瘤。安捷伦开发了相应的试
剂盒，这些试剂盒使用抗体将血液肿瘤细
胞粘附在 E-Plate 底部（包括玻璃表面和
微金电极生物传感器），使得可以通过成
像和阻抗来分析这些细胞的杀伤情况。

总之，eSight 的阻抗结果可作为筛选和表
征 ADCC 检测中的抗体的一种灵敏、简
单、无标记的方法。eSight 的同步成像结
果可用于确认阻抗结果，而无需增加运行
该检测所需的手动操作时间。 
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