
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201810871985.3

(22)申请日 2018.08.02

(71)申请人 上海细胞治疗工程技术研究中心集

团有限公司

地址 201805 上海市嘉定区上海市安亭镇

园国路1585号6幢

    申请人 上海细胞治疗研究院

(72)发明人 尹锋　金华君　黄晨　郑美美　

刘迪　程静波　钱其军　

(74)专利代理机构 上海专利商标事务所有限公

司 31100

代理人 韦东

(51)Int.Cl.

G01N 33/539(2006.01)

G01N 33/58(2006.01)

 

(54)发明名称

一种细胞毒性检测试剂组合物

(57)摘要

本发明提供了一种细胞毒性检测试剂组合

物，其组分包括铕的化合物、双(乙酰氧基甲基)

2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸(BATDA)和

白蛋白。本发明还提供了该细胞毒性检测试剂组

合的使用方法，包括：将待检测细胞接触BATDA、

洗涤，悬于含有白蛋白的体系；用细胞毒性试剂

处理待检测细胞，接触所述铕的化合物，检测荧

光值。本发明还提供了一种检测细胞毒性的试剂

盒，其包括前述细胞毒性检测试剂组合物。本发

明的细胞毒性检测试剂组合物明显地降低了现

有的基于DELFIA技术和BATDA细胞毒性检测试剂

中自发荧光本底对细胞毒性检测结果的干扰，有

效地提高了细胞毒性检测结果的准确性和可重

复性。
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1.一种细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，其组分包括铕的化合物、双(乙酰氧基

甲基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸和白蛋白。

2.根据权利要求1所述细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，所述铕的化合物为选自

氯化铕、硫酸铕、硝酸铕、乙酸铕和磷酸铕中的一种或多种；和/或，所述铕的化合物以溶液

形式存在或以固体形式存在。

3.根据权利要求2所述细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，所述铕的化合物为乙酸

铕，以溶液的形式存在，且所述溶液的pH为3-6，优选地，所述溶液的pH＝4。

4.根据权利要求1所述细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，所述双(乙酰氧基甲基)

2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸以溶液形式存在或以固体形式存在；优选地，以溶液形

式存在；更优选地，所述溶液的溶剂为DMSO；最优选地，所述溶液的溶剂为DMSO且所述溶液

的浓度与PerkinElmer货号为AD0116的产品中的DELFIA  BATDA试剂的浓度相同。

5.根据权利要求1所述细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，所述白蛋白为选自人血

白蛋白、牛血白蛋白和羊血白蛋白中的一种或多种；优选地，为人血白蛋白或牛血白蛋白；

更优选地，为人血白蛋白；和/或，所述白蛋白以溶液形式存在或以固体形式存在；优选地，

以固体形式存在。

6.根据权利要求1-5中任一项所述细胞毒性检测试剂组合物，其特征在于，其组分还包

括细胞裂解液；优选地，所述细胞裂解液包括质量体积百分比为0.01％-0.05％的洋地黄皂

苷和体积百分比为10％-25％的DMSO，余下为水；更优选地，所述细胞裂解液包括质量体积

百分比为0.02％-0.05％的洋地黄皂苷和体积百分比为10％-19％的DMSO，余下为水；最优

选地，所述细胞裂解液包括质量体积百分比为0.03％的洋地黄皂苷和体积百分比为19％的

DMSO，余下为水。

7.一种权利要求1-6中任一项所述细胞毒性检测试剂组合物的使用方法，其特征在于，

其依次包括以下步骤：

1)将待检测细胞接触所述双(乙酰氧基甲基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸、洗

涤，然后悬于含有所述白蛋白的体系；

2)用细胞毒性试剂处理1)中悬于含有所述白蛋白的体系的待检测细胞，得细胞毒性试

剂处理后产物；

3)将2)中所述细胞毒性试剂处理后产物接触所述铕的化合物，检测荧光值。

8.根据权利要求7所述使用方法，其特征在于，1)中所述待检测细胞为肿瘤细胞，如淋

巴瘤细胞、卵巢癌细胞、肝癌细胞或胃癌细胞；和/或，所述接触为孵育；和/或，所述洗涤为

离心洗涤；和/或，所述含有所述白蛋白的体系为细胞培养基；和/或

2)中所述细胞毒性试剂为选自细胞毒性的小分子化合物、生物大分子和效应细胞中的

一种或多种；和/或，所述处理为孵育；和/或，含有所述白蛋白的体系中所述白蛋白的终浓

度为3％-25％，所述百分比为质量体积百分比；和/或，所述白蛋白为牛血白蛋白、羊血白蛋

白或人血白蛋白；和/或，

3)中所述接触为孵育。

9.根据权利要求8所述使用方法，其特征在于，1)中所述淋巴瘤细胞为Raji细胞；和/

或，所述孵育的温度为37℃；和/或，所述孵育的时间为30分钟；和/或，所述离心洗涤的转速

为1500转/分钟；和/或，所述离心洗涤的时间为3分钟；和/或，所述离心洗涤的次数为3次；
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和/或，所述细胞培养基为含有10％胎牛血清的RPMI培养基，所述百分比为体积百分比；和/

或，

2)中所述细胞毒性试剂为细胞毒性的效应细胞，如免疫效应细胞，优选地为选自CAR-T

细胞、CAR-NK细胞和TCR-T细胞中的一种或多种；和/或，所述免疫效应细胞悬于含2％SR、

50IU/mL  IL-2的AIM-V  CTS细胞培养基，所述百分比为体积百分比；和/或，所述孵育的温度

为37℃；和/或，所述孵育的时间为4小时；和/或，所述孵育的CO2浓度为5％；和/或，含有所

述白蛋白的体系中所述白蛋白的终浓度为5％-15％，如10％，所述百分比为质量体积百分

比；和/或，所述白蛋白为人血白蛋白；和/或，

3)中所述孵育的时间为5分钟；和/或，所述孵育的温度为25℃；和/或，所述孵育为震荡

孵育。

10.一种检测细胞毒性的试剂盒，其特征在于，其包括权利要求1-6中任一项所述细胞

毒性检测试剂组合物；优选地，其还包括多孔板和使用说明书，所述使用说明书记载了根据

权利要求7-9中任一项所述使用方法。
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一种细胞毒性检测试剂组合物

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种细胞毒性检测试剂组合物。

背景技术

[0002] 细胞毒性(cytotoxicity)检测广泛应用于生物学、临床和药学研究中。细胞毒性

检测任何由生物学活性的物质通过生物学相关机制诱发的细胞死亡，以此来筛选候选分子

的文库、鉴定反应机制、表征药物产品的生物学活性等。在免疫治疗中，免疫细胞如NK细胞、

T细胞等从血浆中被分离、在体外扩增和/或激活并回输给病人。然而目前即使操作方法相

同，回输后的效果也经常不一致。因此在进行免疫治疗前，对免疫效应细胞(immune 

effector  cell)通过细胞毒性检测来确定其细胞活力和活性是必不可少的步骤。

[0003] 解离性增强镧系元素荧光免疫检测(Dissociative  Enhanced  Lanthanide 

Fluoro-immunoassay,DELFIA)技术在二十世纪80年代由Soini和 开发并申请了专

利(EP0064484B1)。该系统是最早的时间分辨荧光免疫检测(Time-resolved  Fluoro-

immunoassay)，包含间接测量释放自强配合物的镧系元素铕的步骤。释放的铕以胶束形式

存在，其发光强度非常高。基于DELFIA技术，PerkinElmer公司开发出一种检测效应细胞杀

伤力的检测技术( EuTDA  Cytotoxicity  Reagents  AD0116 ,PerkinElmer 

Boston,Massachusetts)。该技术中，首先用荧光放大配体双(乙酰氧基甲基)2,2'：6'，2”-

三联吡啶-6 ,6”-二羧酸(bis(acetoxymethyl)2 ,2 ':6 ',2”-terpyridine-6 ,6”-

dicarboxylate,BATDA)加载靶细胞，BATDA为强疏水性分子，能够穿过细胞膜进入胞质。在

胞质中，BATDA分子被酯酶水解，形成2,2 '：6 '，2”-三吡啶-6 ,6”-二羧酸(2 ,2 ':6 ',2"-

terpyridine-6,6"-dicarboxylic  acid，TDA)，TDA具有亲水性，理论上穿过细胞膜的能力

较弱，通常认为被困在细胞内。在此后加入效应细胞，如NK细胞、CAR-T细胞等对靶细胞进行

杀伤。被杀死的细胞发生细胞溶解时TDA配体被释放，此时加入含有镧系元素铕的溶液

(DELFIA  Europium  Solution)，铕和释放的配体TDA形成荧光配合物EuTDA。测量该配合物

的时间分辨荧光(Time-resolved  Fluorescence)信号即指示被效应细胞所裂解的靶细胞

的数量。

[0004] 然而在实际使用中，BATDA在细胞内经过酯酶被水解为TDA后，TDA的亲水性不足，

其虽然在理论上穿透细胞膜的能力较弱，但在实际应用中发现释放自靶细胞的配合物水平

仍然非常高，使背景的自发性荧光水平也很高，并且这种自发性释放的高水平荧光与细胞

种类有关。在有些情况下，自发性释放的荧光几乎与加入裂解样品后的特异性增强的荧光

水平相当(US20180051317A1)。这种高本底水平的自发性释放荧光导致测量的结果因细胞

的状态不同而产生大幅度的波动，严重地影响了这种方法测量细胞毒性的准确性。在

PerkinElmer公司所提供的产品(产品号：AD0116)说明书中建议使用一种多药物耐药转运

体(Multi-Drug  Resistance  Transporter,MDR  Transporter)抑制剂(Probenecid，Sigma 

P8761)，提示其能够降低自发性释放荧光的水平。但实际操作中加入该试剂后对于降低自

发性释放荧光的效果并不理想。因此，针对基于DELFIA技术的镧系元素自发荧光检测细胞

说　明　书 1/8 页

4

CN 108956979 A

4



毒性的方法现在还需要进一步改进，以有效降低该方法中的自发性释放荧光的水平，提高

细胞毒性检测的准确率。

发明内容

[0005] 本发明所要解决的技术问题是为了克服目前已有荧光增强配体双(乙酰氧基甲

基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸(bis(acetoxymethyl)2,2':6',2”-terpyridine-

6,6”-dicarboxylate,BATDA)在DELFIA技术检测细胞毒性的用途中用于增强镧系元素铕的

自发荧光时本底水平过高、可重复性差、影响了细胞毒性检测结果的准确性与可靠性的问

题，提供了一种改进的细胞毒性检测试剂组合物。所述细胞毒性检测试剂组合物包括

BATDA、铕的化合物和白蛋白。所述细胞毒性检测试剂组合物在现有的基于DELFIA技术的以

BATDA作为荧光增强配体的细胞毒性检测试剂盒的基础上引入了白蛋白，明显地降低了现

有的细胞毒性检测试剂中释放自BATDA的荧光增强配体TDA对镧系元素铕的自发荧光非特

异性地增强，进而显著地降低了高水平的自发荧光本底对细胞毒性检测结果的干扰，有效

地提高了使用基于DELFIA技术的镧系元素铕结合BATDA荧光增强配体检测细胞毒性的方法

的重复性和准确性。

[0006] 因此，本发明一方面提供了一种细胞毒性检测试剂组合物，其组分包括铕的化合

物、双(乙酰氧基甲基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧酸和白蛋白。

[0007] 在一优选实施方案中，所述铕的化合物为选自氯化铕、硫酸铕、硝酸铕、乙酸铕和

磷酸铕中的一种或多种。

[0008] 在一优选实施方案中，所述铕的化和物以溶液形式存在或以固体形式存在。

[0009] 在一优选实施方案中，所述铕的化合物为乙酸铕，以溶液形式存在，且所述溶液的

pH为3-6；优选地，所述溶液的pH＝4。

[0010] 在一优选实施方案中，所述双(乙酰氧基甲基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6,6”-二羧

酸以溶液形式存在或以固体形式存在；优选地，以溶液形式存在；更优选地，所述溶液的溶

剂为DMSO；最优选地，所述溶液的溶剂为DMSO且所述溶液的浓度与PerkinElmer货号为

AD0116的产品中的DELFIA  BATDA试剂的浓度相同。

[0011] 在一优选实施方案中，所述白蛋白为选自人血白蛋白、牛血白蛋白和羊血白蛋白

中的一种或多种；优选地，为人血白蛋白或牛血白蛋白；更优选地，为人血白蛋白。

[0012] 在一优选实施方案中，所述白蛋白以溶液形式存在或以固体形式存在；优选地，以

固体形式存在。

[0013] 在一优选实施方案中，所述白蛋白为人血白蛋白，以固体形式存在。

[0014] 在一优选实施方案中，所述细胞毒性检测试剂组合物还包括细胞裂解液；优选地，

所述细胞裂解液包括质量体积百分比为0.01％-0 .05％的洋地黄皂苷和体积百分比为

10％-25％的DMSO，余下为水。

[0015] 在一优选实施方案中，所述细胞裂解液包括质量体积百分比为0.02％-0.05％的

洋地黄皂苷和体积百分比为10％-19％的DMSO，余下为水。

[0016] 在一优选实施方案中，所述细胞裂解液包括质量体积百分比为0.03％的洋地黄皂

苷和体积百分比为19％的DMSO，余下为水。

[0017] 本发明另一方面提供了前文所述细胞毒性检测试剂组合物的使用方法，其依次包
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括以下步骤：

[0018] 1)将待检测细胞接触所述双(乙酰氧基甲基)2,2'：6'，2”-三联吡啶-6 ,6”-二羧

酸、洗涤，然后悬于含有所述白蛋白的体系；

[0019] 2)用细胞毒性试剂处理1)中悬于含有所述白蛋白的体系的待检测细胞，得细胞毒

性试剂处理后产物；

[0020] 3)将2)中所述细胞毒性试剂处理后产物接触所述铕的化合物，检测荧光值。

[0021] 在一优选实施方案中，1)中所述待检测细胞为肿瘤细胞，如淋巴瘤细胞、卵巢癌细

胞、肝癌细胞或胃癌细胞。

[0022] 在一优选实施方案中，1)中所述待检测细胞为淋巴瘤细胞；优选地，所述淋巴瘤细

胞为Raji细胞。

[0023] 在一优选实施方案中，1)中所述接触为孵育；优选地，所述孵育的温度为37℃；优

选地，所述孵育的时间为30分钟。

[0024] 在一优选实施方案中，1)中所述洗涤为离心洗涤；优选地，所述离心洗涤的转速为

1500转/分钟；优选地，所述离心洗涤的时间为3分钟；优选地，所述离心洗涤的次数为3次。

[0025] 在一优选实施方案中，1)中所述含有所述白蛋白的体系为细胞培养基；优选地，所

述细胞培养基为含有10％胎牛血清的RPMI培养基，所述百分比为体积百分比。

[0026] 在一优选实施方案中，2)中所述细胞毒性试剂为选自具有细胞毒性的小分子化合

物、生物大分子和效应细胞中的一种或多种；优选地，为细胞毒性的效应细胞，如免疫效应

细胞，优选地为选自CAR-T细胞、CAR-NK细胞和TCR-T细胞中的一种或多种。

[0027] 在一优选实施方案中，2)中所述免疫效应细胞悬于含2％SR、50IU/mL  IL-2的AIM-

V  CTS细胞培养基，所述百分比为体积百分比，所述IU指国际单位。

[0028] 在一优选实施方案中，2)中所述处理为孵育；优选地，所述孵育的温度为37℃；优

选地，所述孵育的时间为4小时；优选地，所述孵育的CO2浓度为5％。

[0029] 在一优选实施方案中，2)中含有所述白蛋白的体系中所述白蛋白的终浓度为3％-

25％；优选地，为5％-15％，如10％，所述百分比为质量体积百分比。

[0030] 在一优选实施方案中，2)中所述白蛋白为牛血白蛋白、羊血白蛋白或人血白蛋白；

优选地，为牛血白蛋白或人血白蛋白。

[0031] 在一优选实施方案中，3)中所述接触为孵育；优选地，所述孵育的时间为5分钟；优

选地，所述孵育的温度为25℃；优选地，所述孵育为震荡孵育。

[0032] 本发明另一方面提供了一种检测细胞毒性的试剂盒，其包括前述细胞毒性检测试

剂组合物。

[0033] 在一优选实施方案中，所述检测细胞毒性的试剂盒还包括多孔板和使用说明书，

所述使用说明书记载了前述细胞毒性检测试剂组合物的使用方法。

[0034] 在符合本领域常识的基础上，上述各优选条件，可任意组合，即得本发明各较佳实

例。

[0035] 本发明的积极进步效果在于：本发明提供的细胞毒性检测试剂组合物在现有的基

于DELFIA技术的以BATDA作为荧光增强配体的细胞毒性检测试剂盒的基础上引入了白蛋

白，明显地降低了现有的细胞毒性检测试剂中释放自BATDA的荧光增强配体TDA对镧系元素

铕的自发荧光非特异性地增强，进而显著地降低了高水平的自发荧光本底对细胞毒性检测
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结果的干扰，有效地提高了使用基于DELFIA技术的镧系元素铕结合BATDA荧光增强配体检

测细胞毒性的方法的重复性和准确性。

附图说明

[0036] 图1：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+2％DMSO、RPMI+10％FBS+20％HSA、RPMI+10％

FBS+2％DMSO+20％HSA四种培养基条件下CD19CAR-T细胞对Raji细胞的杀伤效果。

[0037] 图2：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+2％DMSO、RPMI+10％FBS+20％HSA、RPMI+10％

FBS+2％DMSO+20％HSA四种培养基条件下杀伤Raji细胞的自发荧光水平。

[0038] 图3：RPMI+10％FBS和RPMI+10％FBS+50％HSA两种培养基条件下CD19CAR-T细胞对

Raji细胞的杀伤效果。

[0039] 图4：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+50％HSA两种培养基条件下杀伤Raji细胞的自

发荧光水平。

[0040] 图5：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％BSA和RPMI+10％FBS+30％BSA三种培养基

条件下CD19CAR-T细胞对Raji细胞的杀伤效果。

[0041] 图6：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％BSA和RPMI+10％FBS+30％BSA三种培养基

条件下CD19CAR-T细胞杀伤Raji细胞的自发荧光水平。

[0042] 图7：RPMI+10％FBS和RPMI+10％FBS+6％GSA两种培养基条件下CD19CAR-T细胞对

Raji细胞的杀伤效果。

[0043] 图8：RPMI+10％FBS和RPMI+10％FBS+6％GSA两种培养基条件下CD19CAR-T细胞杀

伤Raji细胞的自发荧光水平。

[0044] 图9：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％HSA和RPMI+10％FBS+1mM丙磺舒洗涤三种

条件下CD19CAR-T细胞对Raji细胞的杀伤效果。

[0045] 图10：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％HSA和RPMI+10％FBS+1mM丙磺舒洗涤三

种条件下CD19CAR-T细胞杀伤Raji细胞的自发荧光水平。

具体实施方式

[0046] 除非另有注释，本申请依照常规用法使用技术术语。分子生物学中的常用术语的

定义可以在Benjamin  Lewin,Genes  X,published  by  Jones&Bartlett  Publishers,2009；

和Meyers  et  al .(eds .) ,The  Encyclopedia  of  Cell  Biology  and  Molecular 

Medicine,published  by  Wiley-VCH  in  16  volumes,2008和其它类似参考文献中找到。

[0047] 下面通过实施例的方式进一步说明本发明，但并不因此将本发明限制在所述的实

施例范围之中。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，按照常规方法和条件，或按照商

品说明书选择。

[0048] 实施例中所述的“室温”是指进行试验的操作间的温度，一般为25℃。

[0049] 本发明所使用的部分试剂和仪器如下：

[0050] EuTDA细胞毒性检测试剂盒：购自PerkinElmer，货号：AD0116；包括

DELFIA  BATDA试剂、DELFIA裂解缓冲液和DELFIA铕溶液三种组分。其中DELFIA裂解缓冲液

(DELFIA  Lysis  Buffer)包含0.03％质量体积百分比的洋地黄皂苷(digitonin)和19％体

积百分比的二甲亚砜(DMSO)，DELFIA铕溶液基于醋酸缓冲液配制，pH＝4。
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[0051] AIM-V  CTS培养基：购自Gibco；

[0052] RPMI培养基购自GE  Healthcare的Hyclone，货号：SH3080901

[0053] 胎牛血清(Fetal  Bovine  Serum，FBS)：购自Gibco；

[0054] Raji细胞：购自ATCC，货号：Raji CCL-86TM

[0055] 人血白蛋白(Human  Serum  Albumin，HSA)购自：Baxter，货号160369；

[0056] 牛血白蛋白(Bovine  Serum  Albumin，BSA)购自：Sigmaaldrich，货号A1933；

[0057] 羊血白蛋白(Goat  Serum  Albumin，GSA)购自：Sigmaaldrich，货号A2514；

[0058] SR：血清替代物，购自ThermoFisher，货号：A2596101(CTSTMImmune  Cell  SR)；

[0059] 丙磺舒(probenecid)：购自Sigma，货号：Sigma  P8761。

[0060] 以下百分比中FBS和DMSO的百分比为体积百分比，各种血清白蛋白(HSA、BSA和

GSA)的百分比为质量体积百分比。

[0061] 所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过市购获得的常规产品。

[0062] 实施例1、CD19CAR-T细胞的制备

[0063] 本发明所使用的CD19CAR-T细胞按照CN105330750A中所公开的制备CAR1920-2-T

的方法制得，其通过引用被整体纳入本文。

[0064] 实施例2、人血白蛋白对CD19CAR-T细胞杀伤靶细胞的检测效果的影响

[0065] 1、培养基与检测试剂的准备：将 EuTDA细胞毒性检测试剂盒中的DELFIA

裂解缓冲液放置37℃水浴孵育，BATDA试剂和DELFIA铕溶液放置至室温；将含10％FBS的

RPMI培养基与含2％SR、50IU  IL-2的AIM-V  CTS培养基置于37℃水浴孵育备用；

[0066] 2、靶细胞加载荧光增强配体BATDA：将Raji细胞培养液放置离心机1500rpm离心4

分钟，去上清，加入1ml含10％FBS的RPMI无血清细胞培养基(RPMI+10％FBS)重悬细胞后计

数，根据计数结果用含10％FBS的RPMI培养基调整Raji细胞密度到1×106个/ml；取2ml的

Raji细胞加入5μl的荧光增强配体(BATDA)，并在37℃水浴中孵育30min。孵育后的Raji细胞

用含10％FBS的RPMI细胞培养基重悬，1500rpm离心3分钟，去上清，重复离心清洗3次。Raji

细胞清洗后，分别用如下4种培养基重悬细胞：RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+2％DMSO、RPMI

+10％FBS+20％HSA、RPMI+10％FBS+2％DMSO+20％HSA，并计数，根据计数结果用相应的细胞

培养基调整Raji细胞密度至1×105个/ml，用移液枪分别吸取重悬于上述4种培养基的Raji

细胞悬液各100μl滴在U型底的96孔板上铺孔，每种培养基的细胞悬液铺3个孔(即3个平行

副孔)，此12个孔即为样品孔；另取Raji细胞悬液分别在U型底96孔板中的6个孔进行铺孔，

每孔中同样加入上述细胞悬液100μl，其中3个孔的细胞用于测量自发荧光值，作为自发荧

光值组，3个孔的细胞用于测量最大荧光值，作为最大荧光值组；另取部分Raji细胞悬液，

1500rpm离心3分钟沉淀细胞，取上清液铺3个孔，每孔加入RPMI+10％FBS上清液100μl，此3

个孔作为背景本底组；

[0067] 3、效应细胞的稀释：将实施例1制得的CD19CDAR-T细胞1500rpm离心4分钟，去上

清，用1ml含2％SR、50IU  IL-2的AIM-V  CTS细胞培养基重悬细胞后计数，所述百分比为体积

百分比，根据计数结果和阳性率调整阳性细胞量密度到8×105个/ml(实际细胞密度＝8×

105/阳性率个/ml)，用移液枪分别吸取100μl加入到步骤2中U型底96孔板的4个样品孔中，

混匀，此测试组的E:T＝6:1；

[0068] 同时，按照 EuTDA细胞毒性检测试剂盒说明书在上述背景本底组、自发
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荧光值组和最大荧光值组对应的孔内分别测量背景本底值、自发荧光值和最大荧光值，其

中：

[0069] 背景本底值(不含效应细胞与靶细胞)：每孔中加入100μl含2％SR、50IU  IL-2的

AIM-V  CTS培养基；

[0070] 自发荧光值(不含效应细胞)：每孔中加入100μl含2％SR、50IU  IL-2的AIM-V  CTS

培养基；

[0071] 最大荧光值(＝裂解的靶细胞)：每孔中加入10μl  DELFIA裂解缓冲液和90μl含2％

SR、50IU  IL-2的AIM-V  CTS培养基；

[0072] 4、效应细胞对靶细胞的杀伤：将步骤3中U型底的96孔板放置在37℃、5％二氧化碳

培养箱孵育4h。孵育结束后，整板500g离心5min。轻取20ul的上清，移到平底的读取96孔板

上。每孔加入180μl的DELFIA  Europium  Solution。在震荡器上孵育5min反应。用Envision

多功能酶标仪设定时间分辨荧光DELFIA模式读取荧光值，每隔5分钟读取一次值，读取3遍，

计算各样品的平均值，按以下公式计算效应细胞的杀伤效果：

[0073] 公式1：

[0074]

[0075] 自发荧光水平按以下公式计算：

[0076] 公式2：

[0077]

[0078] 结果如图1和图2所示。图1显示了RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+2％DMSO、RPMI+

10％FBS+20％HSA、RPMI+10％FBS+2％DMSO+20％HSA四种培养基条件下实施例1制备的

CD19CAR-T细胞的杀伤效果检测结果。图2显示了上述四种培养基条件下的自发荧光水平

值。从图1可以看出，加入2％DMSO(即终浓度为1％DMSO)能够提高效应细胞的杀伤效果数

值，这与本领域的常规认识一致，因为DMSO为常用的细胞膜通透剂，能够使膜内的TDA更多

地释放到细胞外与铕形成配合物，进而增强其荧光。而加入20％人血白蛋白(HSA，终浓度为

10％，以下相同不再重复)后也明显地增加了效应细胞的杀伤效果。并且加入HSA至终浓度

为10％的条件下，自发荧光水平与未加入HSA的样品相比明显下降，如图2所示。以上结果表

明，在检测体系中加入人血白蛋白(HSA)能够有效地降低检测体系中自发荧光对检测结果

的干扰，更加真实、准确和稳定地获得效应细胞对靶细胞的杀伤效果的量化数值。

[0079] 实施例3、人血白蛋白对CD19CAR-T细胞杀伤靶细胞的检测效果的影响

[0080] 参照实施例2，去除体系中加入了DMSO的两组样品，步骤2中仅设置RPMI+10％FBS

和RPMI+10％FBS+50％HSA，步骤3中将效靶比调整为E:T＝8:1，其余同实施例2，计算

CD19CAR-T细胞的杀伤效果和自发荧光水平。

[0081] 结果如图3和图4所示。图3显示了RPMI+10％FBS和RPMI+10％FBS+50％HSA两种培

养基条件下实施例1制备的CD19CAR-T细胞的杀伤效果检测结果对应的效应细胞杀伤靶细

胞Raji细胞的荧光水平值。从图3可以看出，加入培养基中50％HSA(即终浓度为25％)后效

应细胞的杀伤效果的水平明显提高。并且在加入HSA至终浓度为25％的条件下，自发荧光水
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平与未加入HSA的样品相比明显下降，如图4所示。以上结果表明，在检测体系中加入HSA能

够有效地降低检测体系中自发荧光对检测结果的干扰，更加真实、准确和稳定地获得效应

细胞对靶细胞的杀伤效果的量化数值。

[0082] 实施例4、牛血白蛋白对CD19CAR-T细胞杀伤靶细胞的检测效果的影响

[0083] 参照实施例2，去除体系中加入了DMSO的两组样品，步骤2中仅设置RPMI+10％FBS、

RPMI+10％FBS+10％BSA和RPMI+10％FBS+30％BSA，步骤3中将效靶比调整为E:T＝8:1，其余

同实施例2，计算CD19CAR-T细胞的杀伤效果和自发荧光水平。

[0084] 结果如图5和图6所示。图5显示了RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％BSA和RPMI+

10％FBS+30％BSA三种培养基条件下实施例1制备的CD19CAR-T细胞的杀伤效果检测结果。

图5显示了上述三种培养基条件下的效应细胞杀伤靶细胞Raji细胞的荧光水平值。从图5可

以看出，培养基加入浓度至10％的牛血白蛋白(即BSA终浓度为5％)或浓度至30％的牛血白

蛋白(即BSA终浓度为15％)后效应细胞CD19CAR-T的杀伤效果的水平明显提高。并且在加入

BSA至终浓度为5％和15％的条件下，自发荧光水平与未加入BSA的样品相比明显下降，如图

6所示。以上结果表明，在检测体系中加入BSA能够有效地降低检测体系中自发荧光对检测

结果的干扰，更加真实、准确和稳定地获得效应细胞对靶细胞的杀伤效果的量化数值。

[0085] 实施例5、羊血白蛋白对CD19CAR-T细胞杀伤靶细胞的检测效果的影响

[0086] 参照实施例2，去除体系中加入了DMSO的两组样品，步骤2中仅设置RPMI+10％FBS

和RPMI+10％FBS+6％GSA，步骤3中将效靶比调整为E:T＝4:1，其余同实施例2，计算

CD19CAR-T细胞的杀伤效果和自发荧光水平。

[0087] 结果如图7和图8所示。图1显示了RPMI+10％FBS和RPMI+10％FBS+6％GSA两种培养

基条件下实施例1制备的CD19CAR-T细胞的杀伤效果检测结果。图7显示了上述两种培养基

条件下的效应细胞杀伤靶细胞Raji细胞的荧光水平值。从图7可以看出，加入培养基中6％

羊血白蛋白(即GSA终浓度为3％)后效应细胞的杀伤效果的水平明显提高。并且在加入GSA

至终浓度为3％的条件下，自发荧光水平与未加入GSA的样品相比明显下降，如图8所示。以

上结果表明，在检测体系中加入GSA能够有效地降低检测体系中自发荧光对检测结果的干

扰，更加真实、准确和稳定地获得效应细胞对靶细胞的杀伤效果的量化数值。

[0088] 对比例1、人血白蛋白和丙磺舒(probenecid)洗涤对CD19CAR-T细胞杀伤靶细胞检

测效果的影响的比较

[0089] 参照实施例2，去除体系中加入了DMSO的两组样品，步骤2中设置RPMI+10％FBS、

RPMI+10％FBS+20％HSA和RPMI+10％FBS+1mM丙磺舒洗涤，步骤3中将效靶比调整为E:T＝8:

1，其余同实施例2，计算CD19CAR-T细胞的杀伤效果和自发荧光水平。

[0090] 结果如图9和图10所示。图9显示了RPMI+10％FBS、RPMI+10％FBS+10％HSA和RPMI+

10％FBS+1mM丙磺舒洗涤三种条件下实施例1制备的CD19CAR-T细胞的杀伤效果检测结果对

应的效应细胞杀伤靶细胞Raji细胞的荧光水平值，其中RPMI+10％FBS+1mM丙磺舒洗涤为在

实施例2第2步用BATDA孵育细胞后，在进行离心洗涤的RPMI+10％FBS培养基中加入终浓度

至1mM的丙磺舒。从图9可以看出，加入培养基中10％HSA(即终浓度为5％)后效应细胞的杀

伤效果的水平较不加HAS和加入1mM丙磺舒的条件有明显提高，并且在加入HSA至终浓度为

5％的条件下，自发荧光水平与未加入HSA的样品相比明显下降，如图10所示。但根据

PerkinElmer货号为AD0116的 EuTDA产品说明书的提示，在BATDA与靶细胞孵育后
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洗涤的培养基中加入丙磺舒至终浓度为1mM时，并未发现能够如说明书中所记载降的那样

低检测体系的自发荧光，用含有1mM丙磺舒的RPMI+10％FBS洗涤过的样品的对应效应细胞

组的杀伤效果与未加入丙磺舒的RPMI+10％FBS组相比并无显著变化，两组对应的效应细胞

杀伤效果均明显低于RPMI+10％FBS+10％HSA组，如图9所示，并且与RPMI+10％FBS组相比自

发荧光水平也没有显著降低，均明显高于RPMI+10％FBS+10％HSA组。

[0091] 以上结果表明，在检测体系中加入丙磺舒并不能有效地降低自发荧光水平和有效

地降低检测体系中自发荧光对检测结果的干扰；与之相比，加入白蛋白能够更加真实、准确

和稳定地获得效应细胞对靶细胞的杀伤效果的量化数值并降低自发荧光水平。

[0092] 应理解，在阅读了本发明的上述内容之后，本领域技术人员可以对本发明的相关

条件作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范围。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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