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［摘摇 要］摇 目的：研究细胞因子诱导的体外细胞经过链式激活后获得的链式 悦陨运细胞对白血病 运缘远圆 细胞的杀伤效应。方

法：采用血细胞单采机从外周血分离单个核细胞（责藻则蚤责澡藻则葬造 遭造燥燥凿 皂燥灶燥灶怎糟造藻葬则 糟藻造造，孕月酝悦），经过细胞因子诱导、扩增、培养得

到链式 悦陨运细胞，以 悦陨运细胞作对照，检测链式 悦陨运细胞的增殖能力，蕴阅匀 释放法测定其对 运缘远圆 细胞的杀伤活性。结果：
链式 悦陨运细胞组在培养第 缘、第 员源 天的细胞数低于 悦陨运细胞组（孕 约 园援 园员）；链式 悦陨运细胞对 运缘远圆 细胞的杀伤活性在效靶比

源园颐 员和 圆园颐 员时分别为（缘远援 员 依 圆援 圆源）豫、（猿源援 源 依 猿援 缘远）豫，均低于 悦陨运细胞（均 孕 约 园援 园员）。结论：链式 悦陨运 细胞是一种培养
周期短、对白血病 运缘远圆 杀伤活性较弱的免疫细胞。
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摇 摇 链式 悦陨运 细胞（ 糟葬泽糟葬凿藻 责则蚤皂藻凿 蚤皂皂怎灶藻 糟藻造造泽）
是将患者外周血分离获得外周血单个核细胞（ 责藻鄄
则蚤责澡藻则葬造 遭造燥燥凿 皂燥灶燥灶怎糟造藻葬则 糟藻造造，孕月酝悦），一部分经固
化的 悦阅猿 单克隆抗体激活后，加入外源性细胞因
子，收获抗原提呈细胞———树突状细胞，再加入剩余

未经激活的 孕月酝悦 共同培养后获得免疫活性细
胞［员鄄圆］。链式 悦陨运 细胞是一个级联激活的免疫细胞
的集群，主要包括 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣和 悦阅猿 垣 悦阅愿 垣 栽细
胞。单个核细胞在体外用 悦阅猿 单抗激活的 栽 淋巴
细胞进行刺激，以提高 匀蕴粤分子和共刺激分子的表
达。继 蕴粤运、栽陨蕴 及 悦陨运 后，链式 悦陨运 细胞作为一
种新技术，其抑瘤作用日益受到重视［猿］。本研究通

过外周血诱导产生链式 悦陨运 细胞，检测链式 悦陨运 细
胞的增殖能力及对白血病 运缘远圆 细胞系的杀伤活
性，探讨其抗肿瘤的生物学作用。

员摇 材料与方法

员援 员摇 主要材料
运缘远圆 细胞购于中国肿瘤细胞库（北京）。

砸孕酝陨员远源园 购自索莱宝公司，胎牛血清购自 匀赠悦造燥灶藻
公司，则匀怎陨云晕鄄γ 和 则匀怎陨蕴鄄圆 均购自 孕耘孕砸韵栽耘悦匀 公
司，鼠抗人 悦阅猿 单抗购自北京同立海源生物科技有
限公司，链式 悦陨运细胞培养专利试剂购自德国慕尼
黑大学免疫研究所，人淋巴细胞分离液购自天津灏

洋生物制品科技有限责任公司，细胞裂解液 怨豫
栽砸陨贼燥灶 载鄄员园园、底物液 杂怎遭泽贼则葬贼藻 酝蚤曾 均购自 孕砸韵鄄

酝耘郧粤公司，栽则蚤泽鄄匀悦造（ 责匀 愿援 愿）购自碧云天生物技
术研究所。酶标分析仪购自深圳雷杜生命科学股份

有限公司。

员援 圆摇 链式 悦陨运细胞、悦陨运细胞的培养
采用血细胞单采机分离外周血，获得 孕月酝悦，再

经过淋巴细胞分离液处理，洗涤后调整细胞密度为

员 伊 员园远 个 辕 皂造。链式 悦陨运 细胞的诱导：经固化的抗
悦阅猿 单克隆抗体和专利试剂激活半数 孕月酝悦，培养
诱导为树突状细胞。再加入未经激活的半数 孕月鄄
酝悦，在树突状细胞和专利细胞因子的作用下，经 源 凿
培养 栽淋巴细胞被激活并大量增殖，在培养的第 缘
天收获链式 悦陨运 细胞，冻存一部分，另一部分继续
培养至 员源 凿。悦陨运 细胞的诱导：孕月酝悦 在 员 园园园 哉 辕
皂造的 陨云晕鄄γ 完全培养基中培养 圆源 澡 后，加入 陨蕴鄄圆
猿园园 哉 辕 皂造、悦阅猿 单抗 缘园 灶早 辕 皂造，每 猿 凿量换液或扩瓶
员 次，并补加 陨蕴鄄圆 猿园园 哉 辕 皂造；培养至第 员源 天收获
悦陨运细胞。
员援 猿摇 蕴阅匀释放法检测效应细胞的杀伤活性

取培养第 员缘 天的 悦陨运 细胞和冻存的链式 悦陨运
细胞作为效应细胞，以 运缘远圆 细胞为靶细胞，按
源园颐 员、圆园颐 员、员园颐 员效靶比分别把效应细胞和靶细胞加
入 怨远 孔板，另设效应细胞、靶细胞自然释放组、靶细
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胞最大释放组、对照组、每组设 缘 个复孔，放置
猿苑 益、缘豫悦韵圆 培养箱中培养 源 原 远 澡，在培养结束前
源缘 皂蚤灶，靶细胞最大释放组和体积纠正对照组加入
圆园 μ造细胞裂解液。离心后每孔吸取 缘园 μ造 上清转
移入另一 怨远 孔板，每孔加入底物液 缘园 μ造，室温避光
孵育 猿园 皂蚤灶。每孔加入 缘园 μ造终止液，振荡打散后，
用酶标仪测 源怨园 灶皂波长处光密度（阅）值。试验组、
靶细胞自然释放组和效应细胞自然释放组的 阅 值
均值减去培养液空白对照组 阅 值，获得校正值 粤、
耘、栽。靶细胞最大释放组的 阅度值减去体积纠正组
值，获得校正值 栽皂葬曾。杀伤活性（豫 ） 越（粤鄄耘鄄栽）辕
（栽皂葬曾 原 栽）伊 员园园豫。
员援 缘摇 统计学处理

数据采用 珋曾 依 泽 表示，用 杂孕杂杂 员苑 援 园 统计软件
行两独立样本的 贼 检验，孕 约 园援 园缘 表示具有统计
学意义。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 链式 悦陨运细胞的增殖活性低于 悦陨运细胞
实验结果（图 员，表 员）显示，细胞在培养第 圆 天

开始出现增殖，第 猿 天以后进入增殖期，培养至 员源
天细胞数达（员园援 远愿 依 圆援 缘缘）伊 员园远 个 辕 皂造。悦陨运 细胞
增殖活性：培养细胞在第 猿 天开始出现增殖，第 缘 天
以后进入快速增殖期，培养至第 员源 天细胞数达
（远园郾 苑员 依 缘郾 园员）伊 员园远 个 辕 皂造。悦陨运 细胞培养第 缘 天
时两者增殖倍数相差 猿 倍，悦陨运细胞组培养第 员源 天
增殖约 远园 倍，是链式 悦陨运细胞的 远 倍。倒置显微镜
下均可见细胞呈集落样悬浮生长，细胞体积明显增

大，培养期内细胞存活率均达 怨缘 豫以上（图 员）。根
据链式 悦陨运细胞专利试剂说明，培养至第 缘 天收获
细胞用于临床，因试验需要培养至第 员源 天。

表 员摇 链式 悦陨运细胞与 悦陨运细胞的增殖比较（珔曾 依 泽）

时间

（ 贼 辕 凿）
链式 悦陨运细胞

（ 伊 员园远 辕 皂造）

悦陨运 细胞

（ 伊 员园远 辕 皂造）
贼值 孕值

员 员援 圆远 依 园援 圆缘摇 员援 圆员 依 园援 圆猿 园援 猿圆怨 园援 苑远怨

猿 圆援 员缘 依 员援 缘愿摇 缘援 猿缘 依 猿援 猿远 员援 怨圆苑 园援 园愿怨

缘 源援 猿源 依 圆援 源员 员圆援 源苑 依 远援 员愿 圆援 苑源员 园援 园圆缘

员源 员园援 远愿 依 圆援 缘缘 远园援 苑员 依 缘援 园员 员怨援 怨园 约 园援 园园员

摇 摇  孕 约 园援 园缘 增泽 悦陨运细胞组

圆援 圆摇 链式 悦陨运细胞的杀伤活性低于 悦陨运细胞
以 运缘远圆 细胞为靶细胞，以链式 悦陨运 细胞和

悦陨运细胞为效应细胞，对其细胞杀伤活性进行了分
析，结果（表 圆）显示，链式 悦陨运细胞组杀伤活性在效
靶比 源园颐 员、圆园颐 员时分别达（缘远援 员 依 圆援 圆源）豫、（猿源援 源 依
猿援 缘远）豫，均低于 悦陨运 细胞组（均 孕 约 园援 园员）。在效
靶比 员园颐 员时两组杀伤活性无差异（孕 跃 园郾 园缘）。

图 员摇 培养第 员源 天的 悦陨运细胞、链式 悦陨运细胞
呈集落样悬浮生长（ 伊员园园）

粤：悦陨运细胞；月：链式 悦陨运细胞

表 圆摇 链式 悦陨运和 悦陨运细胞对 运缘远圆 细胞
杀伤活性的比较（珔曾 依 泽，豫）

组别

效靶比

源园颐 员 圆园颐 员 员园颐 员

悦陨运 细胞 远员援 愿 依 圆援 苑远摇 源员援 缘 依 圆援 猿怨摇 猿圆援 源 依 员援 怨怨

链式 悦陨运 细胞 缘远援 员 依 圆援 圆源 猿源援 源 依 猿援 缘远 圆愿援 远 依 猿援 圆远

贼值 猿援 圆园苑 猿援 猿员圆 员援 怨怨园

孕值 园援 园园苑 园援 园园源 园援 园远

摇 摇  孕 约 园援 园缘 增泽 悦陨运细胞组

猿摇 讨摇 论

链式 悦陨运细胞是自体链式激活的免疫细胞，效

应细胞包括 晕运 细胞、晕运栽 细胞、阅悦 细胞以及

悦阅源 垣的 栽辅助细胞（栽澡）和 悦阅愿 垣的细胞毒 栽 细胞

（悦栽蕴），后两者是主要的杀伤效应细胞；在数量方

面，栽澡 和 悦栽蕴 细胞约占总数的 愿园豫，其余占

圆园豫［员，源鄄缘］。悦陨运的主要功能细胞是自然杀伤 栽细胞

（晕运栽），其作用类似于自然杀伤细胞（晕运细胞），是

非组织相容性抗原（皂葬躁燥则 澡蚤泽贼燥糟燥皂责葬贼蚤遭蚤造蚤贼赠 糟燥皂责造藻曾，

酝匀悦）限制性的免疫活性细胞［远鄄苑］。链式 悦陨运 细胞

的效应细胞不仅涵盖了 悦陨运 的主要效应细胞，同时

栽澡和 悦栽蕴细胞有着显著的肿瘤杀伤作用，尤其细胞
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毒 栽细胞是重要的杀伤细胞，专门杀伤表达或高表

达 酝匀悦分子（匀蕴粤 抗原）的肿瘤细胞，是典型的特

异性杀伤。在培养过程中通过多种细胞因子的共同

刺激，以及独特的培养方法，激活为有细胞毒作用的

链式 悦陨运 细胞，可以调节机体免疫平衡，同时能分

泌 陨蕴鄄圆 、陨蕴鄄远、陨云晕鄄γ、栽晕云 等细胞因子，可提高细胞

毒作用［愿］。

本研究结果表明，链式 悦陨运 细胞组和 悦陨运 细胞

组 培 养 至 第 员源 天 时，细 胞 数 分 别 为

（员园援 远愿 依 圆援 缘缘）伊 员园远、（远园援 苑员 依 缘援 园员）伊 员园远，链式

悦陨运细胞的增殖活性低于 悦陨运 细胞（孕 约 园援 园园员）。

链式 悦陨运细胞到收获细胞（缘 凿）时增殖倍数为 源 倍，

悦陨运细胞同期增殖倍数为 员圆 倍，悦陨运 细胞收获时

（员源 凿）增殖倍数约为 远园 倍。由细胞的杀伤实验可

看出，链式 悦陨运细胞对 运缘远圆 细胞有细胞毒作用，在

效靶比 源园 颐 员 和 圆园 颐 员 时均低于 悦陨运 细胞组

（孕 越 园援 园园苑 辕 园援 园园源）。在效靶比员园颐 员时两组杀伤活

性无差异（孕 越 园援 园远）。链式 悦陨运在对癌细胞成功裂

解的过程中需要 匀蕴粤鄄Ⅰ型和 匀蕴粤鄄Ⅱ型表达的相互

协同，表明一种 栽 辅助细胞和细胞毒性 栽 细胞的全

面的相互依存性。运缘远圆 通常不表达白细胞抗原，

运缘远圆 细胞的裂解通常是由 孕月酝悦 培养中的活化的

晕运栽 细胞介导的［怨鄄员园］。结果表明，链式 悦陨运 细胞对

晕运靶细胞 运缘远圆 有较弱的杀伤活性。

肿瘤的过继免疫治疗的关键是要有足量的、杀

伤活性强的免疫活性细胞［员员鄄员圆］。在临床工作中，可

以通过血细胞单采分离机获取大量 孕月酝悦，提升链

式 悦陨运的细胞量，该技术培养周期短（缘 天）、特异性

强，收获后可以进行细胞冻存，为临床使用提供了方

便。实验结果表明，链式 悦陨运 细胞对白血病细胞株

杀伤活性低于 悦陨运细胞，该研究方法可作为实验模

型，进一步探讨该技术对实体肿瘤细胞的杀伤活性，

为临床工作中选择治疗适应症提供指导。从理论上

分析，链式 悦陨运细胞可裂解 酝匀悦 限制型肿瘤细胞，

弥补 悦陨运细胞的不足。由于两种细胞培养时间不

同，抗瘤谱、作用机制存在区别，这为联合应用两种

细胞进行抗肿瘤治疗提供了可能，但需要更多实验

研究和临床研究的证实。
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