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宰粤灾耘生物反应器应用于 悦陨运细胞培养
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摇 摇 恶性肿瘤是严重威胁人类健康的主要公共卫生
问题之一，占我国居民总人群死亡的第二位。手术

及放化疗传统的肿瘤治疗手段，致力于直接杀伤肿

瘤细胞，不仅难以彻底清除肿瘤细胞，还容易损伤正

常细胞［员鄄圆］。新型分子靶向药具有研发周期长、费用

高、易产生耐药且无法清除实体瘤及突变的肿瘤细

胞等缺点，作为另一种新型的治疗手段，肿瘤免疫治

疗位居 圆园员猿 年度世界十大科技突破之首，被评为未
来医学的“第三大支柱”［猿鄄源］。细胞免疫治疗天然具

有识别或杀伤肿瘤细胞的能力，根据肿瘤细胞的变

化作出自我调整，不因肿瘤发生新的突变而失活。

肿瘤体细胞免疫治疗是个体化免疫治疗的主要手

段，有研究［缘］表明，肿瘤患者的外周血中存在癌细

胞，是引发肿瘤复发转移导致患者死亡的重要原因

之一，但其治疗效果受到效应细胞表型及数量影响

较大，因此寻找提高细胞表型和数量的培养方法，在

细胞免疫治疗中至关重要。新型波浪 宰粤灾耘 生物
反应器采用创新的非介入搅拌理念，为细胞培养工

作者提供可放大的新型自动化细胞培养平台［远鄄愿］。

本研究利用新型 宰粤灾耘 生物反应器对肿瘤患者的
悦陨运细胞进行培养，并与 宰粤灾耘 灌注培养进行比
较，旨在探寻一种有效、快捷扩增，且细胞纯度较高、

对肿瘤细胞有良好杀伤作用的 悦陨运细胞扩增方法。

员摇 材料与方法

员援 员摇 细胞株与主要试剂
人白血病细胞株 运缘远圆 为本实验室保存。细胞

因子 陨蕴鄄圆、陨云晕鄄γ和 陨蕴鄄员α 等均购自 孕藻责则燥贼藻糟澡 公司，
流式荧光检测抗体 悦阅猿鄄云陨栽悦、悦阅缘远鄄粤孕悦、悦阅源鄄
粤孕悦、悦阅愿鄄孕耘鄄糟赠缘 等均购自 月阅 月蚤燥泽糟蚤藻灶糟藻泽 公司，
悦悦运鄄愿 试剂盒购自日本同仁制药有限公司，人外周
血淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技有

限责任公司。

员援 圆摇 传统细胞培养技术扩增 悦陨运细胞
将人白血病细胞株 运缘远圆置于 砸孕酝陨 员远源园培养基

（含 员园豫胎牛血清）中，猿苑 益、缘豫 悦韵圆 培养箱内培

养，每 圆 凿更换培养基，培养传代至对数生长期后，作
为靶细胞用于 悦悦运鄄愿 试剂盒检测细胞杀伤活性。愿
例采血对象均为中国医科大学肿瘤医院接受生物治

疗的肿瘤患者，其中男性 猿例、女性 缘例，中位年龄 远园
岁（源怨 耀愿园岁）。采集肿瘤患者外周血 缘园 皂造，采用密

度梯度离心法分离外周血单个核细胞（孕月酝悦），提取
孕月酝悦并转移至有培养液的培养瓶中，加入 陨云晕鄄γ
员 园园园 哉 辕 皂造进行诱导。将培养瓶置于 猿苑 益、缘豫 悦韵圆

培养箱中培养，次日更换新培养液并加入 员园园 灶早 辕 皂造
葬灶贼蚤鄄悦阅猿、员 园园园 哉 辕 皂造 陨蕴鄄圆 和 员 灶早 辕 皂造 陨蕴鄄员α，培养至
第 缘天，计数细胞，并将细胞等量分为两组转移至培
养袋中。其中一个培养袋采取传统的培养方式（悦陨运
组），另一个 悦藻造造遭葬早 培养袋（宰粤灾耘 组）采取 宰粤灾耘
生物反应器连续灌注系统，继续培养至第 苑、员源、圆员 天
收集细胞，用于后续实验操作。

员援 猿摇 宰粤灾耘 生物反应器连续灌注培养系统扩增
悦陨运细胞

在培养第 缘 天，将 悦藻造造遭葬早 放置 宰粤灾耘 生物反
应器连续灌注系统的托盘上，圆源 澡监控袋中培养液
酸碱度、悦韵圆 和氧气量，并根据监控结果全自动调节

培养液体积及酸碱度、悦韵圆 和氧气量，以达到细胞生

长的最适条件。在培养的第 苑、员源、圆员 天收集细胞用
于后续实验操作。

员援 源摇 悦陨运细胞计数及安全性检测
每隔 圆 凿收集培养液，由本生物治疗研究中心

完成内毒素检测；在培养结束时，将各组细胞产物进

行染色，检测支原体、真菌、需氧菌或厌氧菌。用锥

虫蓝染色法分别于第 苑、员源、圆员 天对两组细胞进行计
数，每组样本重复计数 猿 次。
员援 缘摇 流式细胞术检测各组 悦陨运细胞表型
员援 缘援 员摇 悦阅猿 垣 悦阅源 垣 悦阅愿 垣细胞亚群的测定摇 在第 员
天分离 孕月酝悦及第 苑、员源 和 圆员 天扩增 悦陨运 细胞后，
每个流式管收集 员 伊 员园远 个细胞，应用 葬灶贼蚤鄄悦阅猿鄄孕藻则鄄
悦孕、葬灶贼蚤鄄悦阅源鄄云陨栽悦、葬灶贼蚤鄄悦阅愿鄄粤孕悦 抗体孵育，用流式
细胞仪 悦藻造造择怎藻泽贼 软件对 悦阅猿 垣、悦阅猿 垣 悦阅源 垣、悦阅猿 垣

悦阅愿 垣细胞表型比例进行分析。

员援 缘援 圆摇 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣细胞亚群的测定摇 操作步骤同
上，收集细胞后使用 葬灶贼蚤鄄悦阅猿鄄孕藻则悦孕、葬灶贼蚤鄄悦阅缘远鄄孕耘
抗体进行染色，使用流式细胞仪分析 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣

细胞的比例。

员援 缘援 猿摇 栽则藻早细胞亚群的测定摇 在第 苑、员源、圆员 天，收
集通过不同培养方式获得的 孕月酝悦，离心，孕月杂 洗
涤，每管加入 悦阅源鄄云陨栽悦、悦阅圆缘鄄孕耘 与 悦阅员圆苑鄄粤孕悦 抗
体，分别孵育单个核细胞 猿园 皂蚤灶，孕月杂 洗涤细胞 圆
次。分析流式结果时，以前向角和侧向角圈出单个

核细胞群，再圈出 悦阅源 阳性细胞群，然后分别圈出
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悦阅圆缘 垣 悦阅员圆苑 原 辕 造燥憎细胞群，得出两组 栽则藻早的比例。
员援 远摇 悦悦运鄄愿 法检测 悦陨运 细胞对白血病 运缘远圆 细胞
的杀伤活性

将白血病诱导培养 员源 凿 的 悦陨运 组及 宰粤灾耘 组
悦陨运细胞作为效应细胞，人白血病细胞 运缘远圆 为靶细
胞，悦陨运以不同的效靶比为 缘颐 员、员园颐 员、圆园颐 员和 源园颐 员，
分别加入 怨远 孔板中，每组设 猿 个复孔，对照组为单
独效应细胞和单独靶细胞，置 缘豫 悦韵圆、猿苑 益培养箱
源愿 澡后检测靶细胞被杀伤情况，每孔加入 圆园 μ造 的
悦悦运鄄愿 液，继续培养 源 澡 后于 源缘园 灶皂处测定光密度
阅值。杀伤率（豫）越［员 原（耘栽 原 耘）辕（栽 原 悦）］伊
员园园豫，耘栽为效应细胞作用于靶细胞，耘 为效应细
胞，栽为靶细胞，悦为空白。
员援 苑摇 流式细胞术检测 悦陨运细胞中 悦阅员园苑葬的含量

悦阅员园苑葬是 栽细胞活化的重要标志，与细胞脱颗
粒作用密切相关。检测 悦陨运细胞表达 悦阅员园苑葬 的含
量，将间接说明 栽 细胞对肿瘤细胞的杀伤活性。将
圆 组 悦陨运 细胞与 运缘远圆 细胞共培养 源愿 澡 后，收集细
胞并用 孕月杂 洗涤 圆 次，每管分别加入 员园 μ造 的 葬灶贼蚤鄄
悦阅猿鄄云陨栽悦、葬灶贼蚤鄄悦阅愿鄄粤孕悦 和 葬灶贼蚤鄄悦阅员园苑葬鄄孕耘 抗体，
室温避光孵育 猿园 皂蚤灶，再次 孕月杂洗涤后，重悬于 园援 缘
皂造的 孕月杂 溶液中，用流式细胞术检测 悦阅猿 垣 悦阅愿 垣

悦阅员园苑葬 垣的表达。实验重复 猿 次。
员援 愿摇 统计学处理

采用 杂孕杂杂 员远援 园 统计软件和 郧则葬责澡孕葬凿 孕则蚤泽皂 缘 绘
图软件，计量数据以珋曾 依 泽 表示，组间比较采用 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 宰粤灾耘生物反应器培养明显提高 悦陨运 细胞扩
增数量

锥虫蓝细胞计数结果（图 员）显示，悦陨运 组和
宰粤灾耘组细胞均在第 苑、员源 天开始大量增殖，且随培
养时间的延长而不断增殖，宰粤灾耘 组细胞扩增数较
悦陨运组明显提高（孕 约 园援 园缘 或 孕 约 园援 园员）。
圆援 圆摇 宰粤灾耘生物反应器培养能提高 悦阅猿 垣 悦阅愿 垣细

胞亚群比例

流式细胞术检测结果，随着时间的推进，两种细

胞扩增方案的细胞表型变化趋势相似。在第 苑、员源、圆员
天，悦陨运组与 宰粤灾耘 组 悦阅猿 垣 悦阅源 垣细胞比例无明显

差异［（员缘援 园愿 依 圆援 缘远）豫 增泽（员远援 远缘 依 员援 怨圆）豫、（圆远援 苑愿
依猿援 员源）豫 增泽（圆远援 远源 依圆援 猿苑）豫、（圆源援 员愿 依 圆援 猿怨）豫 增泽
（圆猿援 猿远 依缘援 愿员）豫，均 孕 跃园援 园缘］。在第 员源 天，宰粤灾耘
组 悦阅猿 垣 悦阅愿 垣细胞比例明显高于 悦陨运 组［（苑愿援 缘远 依
圆援 怨怨）豫 增泽（苑源援 缘源 依 猿援 园圆）豫，孕 约 园援 园缘］，在第 苑、圆员

天差异不明显［（圆园援 远苑 依 猿援 园员）豫 增泽（圆员援 源远 依
圆郾 苑远）豫，（远猿援 远猿 依远援 圆圆）豫 增泽（远圆援 怨源 依 远援 愿员）豫，均 孕
跃园援 园缘］。

粤：哉怨猿苑 糟藻造造；月：运缘远圆 糟藻造造
孕 约 园援 园缘，孕 约 园援 园员 增泽 悦陨运 早则燥怎责；

图 员摇 悦陨运组和宰粤灾耘组 悦陨运细胞增殖情况
云蚤早援 员摇 孕则燥造蚤枣藻则葬贼蚤燥灶 燥枣 悦陨运 糟藻造造泽 蚤灶 悦陨运

早则燥怎责 葬灶凿 宰粤灾耘 早则燥怎责

圆援 猿摇 宰粤灾耘 生物反应器培养能提高 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣

细胞亚群比例

流式细胞术检测结果显示，在培养的第 员源 天，
宰粤灾耘组 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣细胞亚群比例明显高于 悦陨运
组［（源愿援 猿猿 依 苑援 园员）豫 增泽（源园援 远怨 依 远援 源猿）豫，孕 约
园郾 园缘］，而在第 苑、圆员 天 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣细胞亚群比例

无明显差异［（ 员远援 猿愿 依 远援 园苑）豫 增泽（ 员源援 怨员 依
缘郾 怨园）豫，圆苑援 苑缘 依 员援 怨远）豫 增泽（圆苑援 缘远 依 圆援 愿员）豫，均
孕 跃 园援 园缘］。
圆援源摇 宰粤灾耘生物反应器培养能降低 栽则藻早细胞亚群比例

流式细胞术检测结果（图 圆）显示，与 悦陨运组比较，
宰粤灾耘组在第 员源 天时，栽则藻早 细胞比例显著降低（孕 约
园郾 园缘），而在第 苑、圆员 天时，栽则藻早 细胞变化不明显（孕 跃
园郾 园缘）。

孕 约 园援 园缘 增泽 悦陨运 早则燥怎责
图 圆摇 两种扩增方案 栽则藻早细胞亚群比例

云蚤早援 圆摇 孕则燥责燥则贼蚤燥灶 燥枣 栽则藻早泽 糟藻造造 泽怎遭泽藻贼泽 蚤灶 贼憎燥 早则燥怎责泽
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圆援 缘摇 宰粤灾耘生物反应器扩增能明显提高 悦陨运 细胞
对 运缘远圆 细胞的杀伤活性

悦悦运鄄愿 法检测结果（图 猿）显示，两种不同 悦陨运
细胞扩增方法处理 员源 凿 后，靶比为 员园 颐 员、圆园 颐 员
宰粤灾耘组扩增的 悦陨运细胞对 运缘远圆 的杀伤率明显高
于 悦陨运组（孕 约 园援 园缘 或 孕 约 园援 园员））。
圆援 远 摇 宰粤灾耘 生物反应器扩增的 悦陨运 细胞 悦阅猿 垣

悦阅愿 垣 悦阅员园苑葬 垣的比例明显升高

悦阅员园苑葬是 栽细胞活化的重要标志，流式细胞检
测结果（图 源）显示，与 悦陨运 组相比，宰粤灾耘 组中
悦阅猿 垣 悦阅愿 垣 悦阅员园苑葬 垣的表达率明显升高［（圆怨援 源猿 依
源援 怨苑）豫 增泽（圆缘援 员怨 依 源援 怨苑）豫，孕 约 园援 园缘］。

孕 约 园援 园缘，孕 约 园援 园员 增泽 悦陨运 早则燥怎责
图 猿摇 两种扩增方案的 悦陨运细胞对 运缘远圆 细胞的杀伤活性

云蚤早援 猿摇 运蚤造造蚤灶早 藻枣枣藻糟贼 燥枣 悦陨运 糟藻造造泽葬早葬蚤灶泽贼 运缘远圆 糟藻造造泽 蚤灶 贼憎燥 早则燥怎责泽

图 源摇 两种扩增方案 悦陨运细胞中 悦阅员园苑葬的比例
云蚤早援 源摇 悦阅员园苑葬 责则燥责燥则贼蚤燥灶蚤灶 悦陨运 糟藻造造泽 蚤灶 贼憎燥 早则燥怎责泽

猿摇 讨摇 论

自体免疫细胞治疗技术是指从自体外周血中分

离的单个核细胞经过体外激活和扩增后回输到患者

体内，直接杀伤肿瘤细胞或病毒感染细胞，或调节和

增强机体的免疫功能，达到治疗的目的。与传统疗

法相比，细胞免疫治疗不仅可以直接杀灭肿瘤，而且

能调动机体自身的免疫功能来发挥抑制肿瘤的作

用，让肿瘤在其独特的肿瘤微环境中处于一种相对

的平衡状态［怨鄄员园］。回输的主要细胞类型为 悦陨运 细
胞，悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣细胞是主要的效应细胞，其中所含

悦陨运细胞兼具 栽淋巴细胞的抗瘤活性和 晕运 细胞的
非 酝匀悦限制性杀瘤等优点，在临床上具有强大的
广谱抗瘤活性［员员］。

为了扩大生产，节省人工耗时，降低生产成本，

提高细胞活率、功能和数量，全行业一直在寻找解决

之道。新型 宰粤灾耘 生物反应器是细胞培养的理想
设备［员圆鄄员源］，细胞和培养液置于无菌封闭的细胞培养

袋 悦藻造造遭葬早中，放在特殊设计的精密摇动平台上，平
台的摇动在培养液中产生波浪，提供培养物的低剪

切力的充分混合和表面高效传氧，形成易于维持

员 伊 员园苑个 辕 皂造 细胞密度的理想生长环境，改善细胞
状态提高产量。

本研究比较了 宰粤灾耘 生物反应器对 悦陨运 细胞
扩增和活化的效果，培养过程中根据细胞数目动态

调节培养条件，其效应细胞可能以 悦阅猿 原 悦阅缘远 垣 晕运
细胞、悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣 晕运栽细胞、抗原特异性 悦栽蕴 细胞
和 栽匀员 细胞为主［员缘鄄员远］。从效应细胞的表型来判断，

第 员源 天时 宰粤灾耘 组效应细胞以 悦阅猿 垣 悦阅缘远 垣细胞

为主，且细胞数目明显高于 悦陨运 组。杀伤实验结果
表明，宰粤灾耘实验组在不同效靶比的条件下对 运缘远圆
细胞的杀伤效率均高于 悦陨运 组，证明连续灌注方式
所得的 悦陨运 细胞有更好的抗肿瘤作用。本研究充
分证明 宰粤灾耘生物反应器可以增加 悦陨运 细胞增殖
与活力、降低 栽则藻早 细胞数量，并提高细胞的杀伤活
性，可能是因为在培养过程中，宰粤灾耘 生物反应器
对培养液、责匀 值和细胞数目等的实时监控，并定期
更换培养液，将培养液中的死亡细胞抽提出去，降低

免疫抑制因子含量，促进抗肿瘤免疫细胞生长；同时

宰粤灾耘生物反应器能及时调整培养液中的 责匀 值，
使之适合抗肿瘤免疫细胞的生长，并降低 栽则藻早 细胞
数量。但由于两种方法扩增得 悦陨运 细胞均为多种

·猿苑远·



中国肿瘤生物治疗杂志，圆园员苑年 远 月，圆源（远）

淋巴细胞亚群的混合体，故暂无法确定是何种细胞

亚群。

相比传统培养方式，宰粤灾耘 培养方式使细胞密
度提高，培养袋数量从 缘 个减少为 员 个，简化操作流
程，降低劳动力成本，提高生产效率。本实验获得的

结果不仅说明 宰粤灾耘 生物反应器可以节省培养和
收集过程中所消耗的人力，而且还减少了抛弃型耗

材的成本，对于大量生产 悦陨运 细胞具有极其重要的
作用，最终得到（员园援 苑圆 依 猿援 远怨）伊 员园怨 个 悦陨运 细胞，
宰粤灾耘 生物反应器避免清洗和灭菌，操作简单，可
用于不同细胞的快速轮换，避免交叉污染。同时，生

物反应器培养的细胞无细菌或真菌污染，内毒素含

量低，完全符合回输标准，为大规模生产临床应用型

悦陨运细胞提供重要技术。
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