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运缘远圆 工程细胞联合 陨蕴鄄圆 扩增方案对人 晕运细胞扩增和活化的效果
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［摘摇 要］摇 目的：评价新建立的 运缘远圆 工程细胞联合 陨蕴鄄圆 扩增方案对人 晕运 细胞扩增和活化的效果。方法：采集健康志愿
者和肿瘤患者的外周血 孕月酝悦并分离 晕运细胞，采用前期构建的 运缘远圆 工程细胞（将 陨蕴鄄员缘、源鄄员月月蕴 和 陨蕴鄄员愿 在白血病 运缘远圆 细
胞上进行跨膜表达获取）联合 陨蕴鄄圆 培养方案对 晕运细胞进行扩增和活化，以流式细胞术检测 晕运 细胞的扩增效果和 晕运 细胞
表面受体表达水平，悦悦运鄄愿 法检测扩增后 晕运细胞对肿瘤细胞的杀伤活性和 粤阅悦悦 活性，悦悦运鄄愿 法检测在培养方案扩增末期

加入 栽运阅多肽对 晕运细胞的活化效果。结果：对于健康志愿者的 晕运细胞，新建立扩增培养方案可使 晕运细胞在 孕月酝悦中的
比例提高至（怨猿 依 猿）豫；使 晕运 细胞中活化性受体 晕运郧圆阅、悦阅怨源、晕运责猿园、晕运责源源 和 晕运责源远 的比例分别提高 远园豫、源园豫、圆园豫、
源园豫和 远猿豫，而抑制性受体的表达变化不大；扩增后 晕运细胞对白血病细胞 运缘远圆、肺癌细胞 粤缘源怨、肝癌细胞 杂酝酝哉鄄苑苑圆员 和乳
腺癌细胞 酝悦云鄄苑 的杀伤活性分别提高了 员怨豫、圆怨豫、圆远豫和 圆愿豫，其粤阅悦悦活性从（猿猿 依 缘援 远）豫上升至（远缘 依 员圆）豫；方案中增
加 栽运阅可使 晕运细胞的杀伤活性从（愿远 依 源）豫提高至（怨远 依 圆）豫。对于肿瘤患者的 晕运 细胞，新扩增方案使其在 孕月酝悦 的比

例提高至（怨园援 园 依 愿援 园）豫，其对 运缘远圆 细胞的杀伤活性提高了 员苑豫左右。结论：运缘远圆 工程细胞联合 陨蕴鄄圆 扩增方案可高效扩增
晕运细胞，明显激活其杀伤活性，扩增和活化的 晕运细胞可满足临床治疗的需要。
［关键词］摇 自然杀伤细胞；细胞毒活性；抗体依赖性细胞介导的细胞毒活性；体外扩增；活化性受体；抑制性受体
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摇 摇 人自然杀伤（灶葬贼怎则葬造 噪蚤造造藻则，晕运）细胞依靠自身
表面活化性受体与肿瘤细胞表面配体之间的作用，

可不受主要组织相容性复合体（皂葬躁燥则 澡蚤泽贼燥糟燥皂责葬贼蚤鄄
遭蚤造蚤贼赠 糟燥皂责造藻曾，酝悦匀）限制，识别 酝匀悦鄄Ⅰ类分子不表
达或表达下调的肿瘤细胞并对其进行有效地清除和

杀伤［员］。晕运细胞独特的抗肿瘤免疫功能已受到广
泛的重视，并被越来越多地应用到肿瘤的过继免疫

治疗当中［圆］。

由于 晕运细胞在 孕月酝悦中所占比例很少（缘豫 耀
员园豫）［猿］，加上由常规方法分离获得的 晕运细胞处于
非活化状态，因而建立一种有效的体外激活与扩增

的方法是开展 晕运 细胞免疫治疗的基础与关键所
在。目前常规使用 陨蕴鄄圆、陨蕴鄄员缘 和 陨蕴鄄员愿 等对 晕运 细
胞进行体外扩增和激活［源鄄愿］。课题组前期研究［怨］

中，将 陨蕴鄄员缘、源鄄员月月蕴和 陨蕴鄄员愿 等在白血病 运缘远圆 细胞
上进行跨膜表达制备的 运缘远圆 工程细胞，将此细胞
加入培养体系，可使 晕运细胞扩增约 缘园园 倍。

本研究采用前期建立的高效扩增方法，对来自

健康志愿者和肿瘤患者的 晕运 细胞进行扩增，观察
扩增活化前后 晕运细胞的活化性和抑制性受体的表
达情况、杀伤肿瘤细胞的细胞毒活性和抗体依赖的

细胞介导的细胞毒（葬灶贼蚤遭燥凿赠鄄凿藻责藻灶凿藻灶贼 糟藻造造鄄皂藻凿蚤葬贼藻凿
糟赠贼燥贼燥曾蚤糟蚤贼赠，粤阅悦悦）活性，为进一步完善 晕运 细胞的
制备技术和促进其在临床应用奠定基础。

员摇 材料与方法

员援 员摇 标本来源
采集福建省漳州市第一医院普通外科、肿瘤科

于 圆园员圆 年 员 月至 圆园员圆 年 员圆 月期间收治的 员园 例肿
瘤患者，其中男性 远 例、女性 源 例，中位年龄 缘怨 岁
（猿愿 耀 苑园 岁），肝癌 猿 例、肺癌 猿 例、卵巢癌 圆 例、直
肠癌 圆 例。根据临床分期标准进行分期，员园 例肿瘤
患者的病理分期均为Ⅱ鄄Ⅲ期。所有患者在采集外
周血前均未经放、化疗处理，也未进行任何药物治

疗。愿 例正常对照外周血取自健康志愿献血者，其
中男、女各 源 例，中位年龄 猿愿 岁（圆源 耀 源怨 岁）。采集
员园 例肿瘤患者的标本经福建省漳州市第一医院伦

理委员会批准，并与患者签署了知情同意书。

员援 圆摇 细胞株及主要试剂
人白血病细胞株 运缘远圆、肺癌细胞株 粤缘源怨、肝癌

细胞株 杂酝酝悦鄄苑苑圆员 和乳腺癌细胞株 酝悦云鄄苑 均为本
实验室保存。流式荧光检测抗体 晕运郧圆阅、悦阅怨源、
晕运责猿园、晕运责源源、晕运责源远、悦阅员缘愿遭、晕运月员、晕运粤栽圆 及抗
悦阅猿 和 悦阅缘远 的抗体均购自美国 月阅 公司。具有激
活 晕运细胞活性的 栽运阅 短肽由美国 云阅粤 辕 悦月耘砸 实
验室合成，粤阅悦悦 实验所用的靶细胞 灾藻则燥 细胞、
宰晕灾病毒和抗 宰晕灾 单克隆抗体均由美国 云阅粤 辕 悦鄄
月耘砸实验室提供，晕运 杀伤靶细胞的活性检测采用
日本同仁化学研究所 悦藻造造 悦燥怎灶贼蚤灶早 运蚤贼鄄愿（悦悦运鄄愿）试
剂盒进行检测，淋巴细胞分离液及 晕运 细胞分离试
剂盒均购自天津灏洋生物制品科技有限公司

（栽月阅）。
员援 猿摇 健康志愿者 晕运细胞的分离和体外扩增

扩增前静息 晕运细胞的获得采用 悦阅鄄缘远 磁珠分
离法，从 孕月酝悦 中分离 晕运 细胞的方法参照 晕运 细
胞分离试剂盒说明书进行操作。晕运 细胞的体外扩
增参照文献［愿］的方法进行，即采用淋巴细胞分离
液从外周血中分离 孕月酝悦，细胞计数后以 员颐 员的比例
加入经辐照灭活的刺激物 运缘远圆 工程细胞（将 陨蕴鄄
员缘、源鄄员月月蕴和 陨蕴鄄员愿 等 晕运 细胞活化因子在白血病
运缘远圆 细胞膜上进行跨膜表达，制备具有刺激人 晕运
细胞体外高效扩增功效的“膜蛋白复合物”，简称为

运缘远圆鄄郧酝），用含有 圆园园 陨哉 陨蕴鄄圆 和 员园豫 人血浆的
员远源园 培养液于 猿苑 益培养 圆员 凿，培养期间换液 源 次。
员援 源摇 流式细胞术测定健康志愿者 晕运 细胞标志物
及表面受体

采用 孕耘标记的 悦阅缘远 和 云陨栽悦标记的 悦阅猿 荧光
抗体对经过 圆员 凿体外培养的 晕运 细胞进行染色，利
用流式细胞术对扩增后的 晕运 细胞进行分析，确认
晕运细胞（悦阅缘远 垣 悦阅猿 原）的纯度；同时，分别采用 孕耘
标记的抗 悦阅怨源、晕运郧圆阅、晕运责源远、晕运责猿园、晕运责源源、
悦阅员缘愿遭、悦阅员缘愿葬、晕运月员 和 晕运粤栽圆 的荧光抗体对
晕运细胞进行染色，采用流式细胞术检测扩增前后
晕运细胞表面受体的表达情况，确定扩增的 晕运细胞
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叶琳洁，等援 运缘远圆 工程细胞联合 陨蕴鄄圆 扩增方案对人 晕运细胞扩增和活化的效果

表面受体表达阳性细胞的比例。

员援 缘摇 悦悦运鄄愿 法测定健康志愿者 晕运 细胞的肿瘤杀
伤活性

将 运缘远圆 细胞、粤缘源怨 细胞、杂酝酝悦鄄苑苑圆员 细胞和
酝悦云细胞分别接种至 怨远 孔板，使细胞数量每孔 圆 伊
员园缘 个，每孔再加入 员园园 μ造扩增前（磁珠分离）的 晕运
细胞（员 伊 员园远 个）或经过体外扩增培养的 晕运 细胞
（员 伊 员园远 个），使效靶比为 缘颐 员。同时设置单独含 晕运
细胞的实验孔和单独含靶细胞的实验孔，猿苑 益下
悦韵圆 培养箱孵育 源 澡后，每孔加入 圆园 μ造 悦悦运鄄愿 试剂
（悦悦运鄄愿 试剂包含宰杂栽鄄愿，该试剂可被活细胞内的线
粒体脱氢酶还原成有色的甲瓒，通过记录光密度值

来反应活细胞的数量）。猿苑 益下 悦韵圆 培养箱继续孵

育 圆 澡后，源缘园 灶皂波长测定各孔光密度（阅）值，根据
以下公式计算 晕运 细胞杀伤率［员园］：杀伤率（豫）越
｛员 原［阅（藻 垣 贼）原 阅藻］辕 阅贼｝伊 员园园豫；其中 阅藻 为单纯效
应细胞孔即 晕运细胞孔的 阅 值；阅贼 为单纯靶细胞孔
即 运缘远圆 细胞孔的 阅值；阅藻 垣 贼为效应细胞加靶细胞
孔的 阅值。
员援 远摇 悦悦运鄄愿 法测定健康人 晕运细胞的 粤阅悦悦活性

将 灾藻则燥 细胞接种于 怨远 孔培养板，生长至 苑园豫
单层时，接种含有 员园园 个半数组织培养感染剂量
（ 贼蚤泽泽怎藻 糟怎造贼怎则藻 蚤灶枣藻糟贼蚤增藻 凿燥泽藻 缘园，栽悦陨阅缘园）的西尼罗河

病毒 员园园 μ造，源愿 澡时后加入抗西尼罗河病毒单克隆
抗体 员园 μ造（含 圆 μ早 陨早郧）［员员］。随后对照组中每孔加

入 员园园 μ造 磁珠分离的 晕运细胞（员 伊 员园远 个），实验组

中每孔加入 员园园 μ造 体外扩增的 晕运 细胞（员 伊 员园远

个），猿苑 益 悦韵圆 培养箱 远 澡 后，每孔再加入 圆园 μ造
悦悦运鄄愿 试剂，继续培养 圆 澡，源缘园 灶皂 波长测定 阅 值，
同上方法计算 晕运细胞的杀伤率。
员援 苑摇 栽运阅对 晕运细胞杀伤作用的影响

将经过 圆员 凿 扩增的 晕运 细胞分为 圆 组，一组培
养液中掺入 栽运阅 短肽（员源 肽），使其终浓度为 员园园
灶早 辕 皂造；另一组作为空白对照。作用 源愿 澡 后同 员援 远
中方法计算 晕运细胞的杀伤率。
员援 愿摇 肿瘤患者 晕运 细胞的体外扩增和杀伤活性的
检测

无菌采集 员园 位肿瘤患者外周抗凝血 员园园 皂造，淋
巴细胞分离液分离 孕月酝悦，同上方法扩增活化 晕运细
胞并检测 晕运细胞的纯度及杀伤活性。
员援 怨摇 统计学处理

采用 杂孕杂杂 员远援 园 统计软件分析，数据以 珋曾 依 泽 表
示，组间比较使用 贼检验，以 孕 约 园援 园缘 或 孕 约 园援 园员 表
示差异有统计学意义。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 新方法对健康志愿者外周血 晕运 细胞体外扩
增的效果

流式细胞术检测结果（图 员）显示，愿 例健康自
愿者 孕月酝悦 细胞，经过高效扩增新方法 圆员 凿 培养
后，晕运细胞（悦阅缘远 垣 悦阅猿 原）占总细胞的（怨猿 依 猿）豫。

图 员摇 流式细胞术分析健康志愿者 晕运细胞新方法扩增后的纯度

云蚤早援 员摇 孕怎则蚤贼赠 燥枣 晕运 糟藻造造泽 燥枣 澡藻葬造贼澡赠 增燥造怎灶贼藻藻则泽 葬皂责造蚤枣蚤藻凿

蚤灶 葬 灶藻憎 憎葬赠 葬灶葬造赠扎藻凿 遭赠 枣造燥憎 糟赠贼燥皂藻贼则赠

圆援 圆摇 新方法扩增后 晕运 细胞活化性及抑制性受体
的变化

流式细胞术分析结果（图 圆）表明，新方法扩增
后 晕运 细胞中活化性受体 晕运郧圆阅、悦阅怨源、晕运责猿园、
晕运责源源 和 晕运责源远 的阳性率分别提高了 远园豫、源园豫、
圆园豫、源园豫 和 远猿豫；抑制性受体 悦阅员缘愿遭、晕运月员 和
晕运粤栽圆 阳性率有所降低，但没有统计学意义。
圆援 猿摇 新方法扩增后提高了 晕运 细胞对肿瘤细胞的
杀伤活性

晕运细胞杀伤活性检测结果（图 猿）提示，扩增前
健康人 晕运 细胞对肿瘤细胞 运缘远圆、粤缘源怨、苑苑圆员 和
酝悦云的杀伤活性分别为（苑园 依 员缘）豫、（员愿 依 远）豫、
（猿缘 依 愿）豫和（源猿 依 员圆）豫，而扩增后 晕运 细胞对这
几种肿瘤细胞的杀伤活性分别为（愿怨 依 远）豫、（源苑 依
苑）豫、（远员 依 远）豫和（苑员 依 愿）豫，即扩增激活后 晕运
细胞对这 源 种肿瘤细胞的杀伤活性分别提高了
员怨豫、圆怨豫、圆远豫和 圆愿豫。
圆援 源摇 新方法扩增后提高了 晕运细胞的 粤阅悦悦活性

采用 悦悦运鄄愿 法对 愿 份扩增前后的 晕运细胞对经
宰晕灾感染的 灾藻则燥 细胞进行 粤阅悦悦 杀伤实验，扩增
前的 晕运细胞（由磁珠分离法从 孕月酝悦中获得）对感
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中国肿瘤生物治疗杂志，圆园员源 年 员园 月，圆员（缘）

染病毒 灾藻则燥细胞杀伤活性为（猿猿 依 缘援 远）豫，新方法
扩增后的 晕运 细胞对感染病毒 灾藻则燥 细胞杀伤活性

升至（远缘 依 员圆）豫，即扩增后 晕运 细胞的 粤阅悦悦 活性
提高了 猿圆豫。

图 圆摇 新方法扩增前后 晕运细胞表面受体阳性率变化（灶 越愿，珔曾 依 泽）
云蚤早援 圆摇 砸藻糟藻责贼燥则泽 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 晕运 糟藻造造泽 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 灶藻憎 皂藻贼澡燥凿 藻曾责葬灶泽蚤燥灶（灶 越愿，珔曾 依 泽）

粤：孕燥泽蚤贼蚤增藻 则葬贼藻 燥枣 晕运 糟藻造造泽 葬糟贼蚤增藻 则藻糟藻责贼燥则泽 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 藻曾责葬灶泽蚤燥灶；
月：孕燥泽蚤贼蚤增藻 则葬贼藻 燥枣 晕运 糟藻造造泽 蚤灶澡蚤遭蚤贼蚤增藻 则藻糟藻责贼燥则泽 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 藻曾责葬灶泽蚤燥灶

 孕 约 园援 园缘，孕 约 园援 园员 增泽 遭藻枣燥则藻 藻曾责葬灶泽蚤燥灶

图 猿摇 扩增前后 晕运细胞对肿瘤细胞的杀伤率
云蚤早援 猿摇 悦赠贼燥贼燥曾蚤糟蚤贼赠 燥枣 晕运 糟藻造造泽 葬早葬蚤灶泽贼 贼怎皂燥则 糟藻造造泽

遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 藻曾 增蚤增燥 藻曾责葬灶泽蚤燥灶
孕 约 园援 园缘 增泽 遭藻枣燥则藻 藻曾责葬灶泽蚤燥灶

圆援 缘摇 栽运阅增强了 晕运细胞的杀伤活性
孕月酝悦在体外扩增 圆员 凿后，再加入 栽运阅进行刺

激。结果证明，在扩增过程中添加 栽运阅 能进一步刺
激 晕运 细胞，其中 栽运阅 组的杀伤活性为（怨缘援 远苑 依
圆郾 缘圆）豫，对照组的杀伤活性为（愿远 依 源）豫。栽运阅 添
加组中 晕运 细胞对 运缘远圆 细胞的杀伤活性与对照组
相比提高了 怨援 远苑豫。
圆援 远摇 肿瘤患者 晕运细胞扩增和激活的效果

流式细胞术检测结果（图 源）显示，员园 例肿瘤患
者的 孕月酝悦 经扩增后 晕运 细胞比例平均达到
（怨园援 园圆 依 愿援 园员）豫。以其中一位卵巢癌术后患者为

例：由 员园园 皂造外周血中共分离到 员 伊 员园愿 个 孕月酝悦，
按照前述方法 猿苑 益扩增培养 圆员 凿 后进行细胞计
数，细胞总数约为 源援 猿 伊 员园怨 个；经流式细胞术分析

后测得 晕运 细胞（ 悦阅缘远 垣 悦阅猿 原 ）细胞的比例为

怨猿郾 缘怨豫。员园 例肿瘤患者 晕运 细胞扩增前对 运缘远圆
细胞的杀伤率为（缘缘援 猿苑 依 源援 愿）豫，扩增后 晕运 细胞
的杀伤率为（苑圆援 园缘 依 猿援 怨）豫（灶 越 员园），扩增后肿瘤
患者 晕运细胞的杀伤活性提高了 员苑豫左右。

图 源摇 肿瘤患者 晕运细胞扩增后纯度的流式分析
云蚤早援 源摇 孕怎则蚤贼赠 燥枣 藻曾责葬灶凿藻凿 晕运 糟藻造造泽 枣则燥皂 贼怎皂燥则

责葬贼蚤藻灶贼 葬灶葬造赠扎藻凿 遭赠 枣造燥憎 糟赠贼燥皂藻贼则赠

猿摇 讨摇 论

过继免疫治疗是指将具有特异免疫力的致敏淋

·园源缘·



叶琳洁，等援 运缘远圆 工程细胞联合 陨蕴鄄圆 扩增方案对人 晕运细胞扩增和活化的效果

巴细胞（如 晕运细胞、杀伤性 栽 细胞等）或致敏淋巴
细胞的产物（ 如转移因子和免疫核糖核酸等）输给

肿瘤患者，使其获得抗肿瘤免疫力的治疗方法［员圆］。

过继免疫治疗已被美国国家癌症研究委员会确立为

继外科手术、放射疗法和化学药物疗法之后的第四

种疗法。晕运细胞由于其天然且高效的肿瘤杀伤活
性受到了广泛的研究和关注，成为过继免疫治疗中

除杀伤性 栽 细胞之外非常良好的细胞因子诱导的
杀伤（ 糟赠贼燥噪蚤灶藻鄄蚤灶凿怎糟藻凿 噪蚤造造藻则，悦陨运）细胞，目前已被
用于如乳腺癌、淋巴癌、直肠癌、结肠癌、肝癌、胃癌、

胶质瘤等许多常见肿瘤的过继免疫治疗中［员猿鄄员缘］。

制备高纯度的 晕运细胞还可用于异体的免疫细胞治
疗［员远］。然而针对一个患者开展过继免疫治疗并想

取得较好的疗效，所需的 晕运 细胞数目至少要达到
员 伊 员园愿个［员远］，而 晕运细胞本身在外周血中所占的比
例较低，因此难以获得足够数量的 晕运 细胞已成为
限制其临床应用的主要瓶颈。

摇 摇 制备人 晕运 细胞的方法主要有两种：一是采用
抗体并通过磁珠分离法，直接从 孕月酝悦 中分离 晕运
细胞；此法可以快速获得 晕运 细胞，但由于 晕运 细胞
在 孕月酝悦中的比例很少，所得 晕运 细胞的数目不多，
只适用于小规模制备 晕运细胞及分析性研究。二是
体外扩增法，通过一些特殊细胞因子的刺激，使 孕月鄄
酝悦中的 晕运 细胞在体外得到扩增。陨蕴鄄员缘 和 陨蕴鄄员愿
因其对 晕运细胞的发育与增殖的重要调控作用被广
泛用于 晕运 细胞的扩增与培养当中［远鄄苑］。同时研究

发现，细胞膜上表达的 陨蕴鄄员缘 比可溶状态下的 陨蕴鄄员缘
刺激 晕运细胞生长的效果更好，这可能与膜表面表
达的 陨蕴鄄员缘 比其可溶状态更容易被 晕运细胞所捕获，
并与 晕运细胞表面受体结合的效率更高有关［怨］。人

源鄄员月月（悦阅员猿苑）分子又被称为淋巴细胞激活诱导的
受体（ 则藻糟藻责贼燥则 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠 造赠皂责澡燥糟赠贼藻 葬糟贼蚤增葬贼蚤燥灶，
砸陨蕴粤），是一种Ⅱ型跨膜蛋白，主要由胞外区、跨膜
区和胞质内区三部分所组成。源鄄员月月 分子的配体为
源鄄员月月蕴，同为Ⅱ型跨膜糖蛋白，主要表达在抗原提
呈细胞（葬灶贼蚤早藻灶 责则藻泽藻灶贼蚤灶早 糟藻造造，粤孕悦）如 月细胞、巨噬
细胞和树突状细胞（凿藻灶凿则蚤贼蚤糟 糟藻造造，阅悦）上。源鄄员月月和
源鄄员月月蕴这对共刺激分子的相互作用可提高 晕运 细
胞的杀伤活性，在 晕运 细胞介导免疫应答过程中起
十分重要的调控作用。栽运阅 是来源于细胞膜热激
蛋白 苑园 的短肽（葬葬源缘园鄄源远猿），并且是 匀杂孕苑园 蛋白的
表面抗原决定位，其氨基酸顺序为 栽运阅晕晕蕴蕴鄄
郧砸云耘蕴杂郧，具有多种免疫刺激活性［员怨鄄圆员］。

综合以上因素，本实验采用基因工程方法，为国

内首次将 陨蕴鄄员缘、陨蕴鄄员愿 和 源鄄员月月蕴 分子表达于 运缘远圆

细胞表面，构建了能够有效刺激人 晕运 细胞体外增
殖与活化的 运缘远圆 工程细胞。然后以 运缘远圆 工程细
胞联合 陨蕴鄄圆 培养人 孕月酝悦 圆员 凿 后，能使其中的 晕运
细胞扩增 缘园园 多倍，晕运 细胞纯度达 怨园豫以上。与
其他扩增方法相比较，扩增出的 晕运数量更大，纯度
更高（可溶性细胞因子混合法扩增 晕运 细胞纯度为
愿园豫［圆圆］）。同时，扩增获得的 晕运 细胞处于较好的
活化状态，针对几种肿瘤细胞（运缘远圆、粤缘源怨、杂酝酝悦鄄
苑苑圆员 和 酝悦云鄄苑）均有较好的杀伤活性，且 晕运 细胞
的 粤阅悦悦活性显著增加。扩增后 晕运 细胞活化性受
体 晕运郧圆阅、悦阅怨源、晕运责源远、晕运责猿园 和 晕运责源源 表达阳
性率均有显著增加，而抑制性受体 悦阅员缘愿遭、晕运月员
和 晕运粤栽圆 的阳性率变化不大。另外本扩增培养方
法对肿瘤患者的 晕运细胞也有较好的扩增和活化效
果，能够显著提高肿瘤患者 晕运细胞的细胞毒活性，
能满足 晕运 细胞临床应用上的需求。总之，本研究
建立的 晕运细胞体外高效扩增方法为深入开发 晕运
细胞的抗肿瘤免疫治疗临床应用提供了重要的实验

支持。
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·科技动态·

皮肤成纤维细胞通过分泌 悦赠责圆远遭员 酶来抑制肥大细胞进而维持皮肤屏障的稳态

摇 摇 细胞在各种应激状态（机械力、渗透压、氧化及炎症等）下，释放大量的 粤栽孕 到细胞外，从而通过细胞表面的嘌呤受体
孕圆载苑 活化肥大细胞。活化肥大细胞分泌大量的白三烯 月源 和趋化因子 悦载悦蕴员、酝悦孕员 等，趋化中性粒细胞和单核细胞，进而形
成炎症。

圆园员圆年 匀蚤则燥泽澡蚤 运蚤赠燥灶教授课题组发现，在 栽晕月杂诱导的小鼠肠炎中，细胞外 粤栽孕通过 孕圆载苑 活化肥大细胞在肠炎的发生
中起到了至关重要的作用。同时发现一个有趣的现象：大肠、小肠、肺和腹腔等部位的肥大细胞都高表达 孕圆载苑，然而皮肤中的
肥大细胞不表达 孕圆载苑。因此研究者开始思考和解答为什么皮肤中的肥大细胞不表达 孕圆载苑。

首先研究者将正常的骨髓来源肥大细胞（月酝酝杂）注射入缺失肥大细胞的 运蚤贼宰鄄泽澡 辕 宰鄄泽澡 小鼠皮下，发现皮下注射的肥大
细胞 孕圆载苑 的表达明显降低，说明皮肤微环境降低了 孕圆载苑 的表达。研究者进而分离了大肠、小肠、肺和皮肤的成纤维细胞，分
别与 月酝酝杂共培养，发现只有与皮肤成纤维细胞共培养的 月酝酝杂中 孕圆载苑 的表达明显降低。一旦将皮肤成纤维细胞从共培养
体系中去除或者替换为大肠成纤维细胞，孕圆载苑 的表达开始升高。通过 栽则葬灶泽憎藻造造 培养体系，证明皮肤成纤维细胞分泌的可溶
性因子抑制了肥大细胞 孕圆载苑 的表达。

对皮肤成纤维细胞和大肠成纤维细胞进行基因表达谱的差异分析，发现皮肤成纤维细胞高表达维甲酸降解酶 悦赠责圆远遭员
（细胞色素 孕源缘园 同工酶超家族成员）。悦赠责圆远遭员 酶的抑制剂 造蚤葬则燥扎燥造藻（利阿唑）能够促进与皮肤成纤维细胞共培养的肥大细胞
表达 孕圆载苑；当加入 砸粤时，同样能促进肥大细胞表达 孕圆载苑。因此 悦赠责圆远遭员 酶通过控制 砸粤浓度来调控肥大细胞 孕圆载苑 的表达。

口服 砸粤可以促进小鼠皮肤肥大细胞高表达 孕圆载苑，诱导小鼠皮肤炎症的形成，当加入 造蚤葬则燥扎燥造藻时，砸粤诱导的皮炎会明显
加重。缺失肥大细胞的小鼠和 孕圆载苑 缺陷小鼠经口服 砸粤无法诱导皮炎的形成。因此，孕圆载苑 在 砸粤诱导的小鼠皮炎中起到了
至关重要的作用。

皮肤直接与外界病原体接触，皮肤表面的抗菌肽能够抵制病原体的入侵，从而形成了皮肤屏障。研究者进一步证明，皮

肤表面的病原微生物对于 砸粤诱导的皮炎也是必需的，其通过 栽蕴砸圆 活化免疫细胞，使免疫细胞合成大量的抗菌肽。当 砸粤的
浓度升高，可以活化激肽释放酶，将抗菌肽降解为 蕴蕴猿苑 肽段，蕴蕴猿苑 肽段作为 孕圆载苑 的另一个配体，与 粤栽孕共同活化肥大细胞。

总之，该研究结果表明了皮肤成纤维细胞通过抑制肥大细胞的活化来维持皮肤微环境的稳态。在人类的疾病中发现摄

入大量的维生素 粤会加重皮肤炎症，该文也为此提供了解释。
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