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率"减少肿瘤复发"改善患者生活质量"延长生存时间
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$%%%'

!

?=e

细胞表型分析
!

在第
"

"

*

"

#"

"

#*

"

$"

天

收集细胞!取适量调整细胞数为
#c#"

!

*

FN

!用
WTV

洗涤细胞
$

次!以
#""

!

N

生理盐水重悬细胞!再分别

加入标记荧光抗体
?U(+W?*

"

?U'+W]

"

?U*!+>=L?

各
#

!

N

!孵育
$"F/1

#另有一管不加抗体!作为阴性

对照#流式细胞仪获取检测细胞
*"""

"

#""""

个!

)

$$*

)
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存入待分析!采用
?]NNgA;07

软件!分析出
?=e

细胞

表型#

$%%%(

!

抑瘤试验
!

将肺癌
V@@?+,,$#

细胞株培养

至对数生长期!用含
#"S

胎牛血清的
#!2"

培养基配

成细胞悬液!细胞浓度控制在
#c#"

*

*

FN

!接种到
)!

孔培养板中!每孔
#""

!

N

!共接种
#"

孔!再将优选的

?=e

细胞调整成浓度为
*c#"

*

*

FN

的细胞悬液!上述

各孔各加入
#""

!

N

!并设培养基空白对照孔!在微孔

振荡器上混匀!即置于
(,b

!

*S ?R

$

培养箱中培养

$2G

#每孔加入
@LV

溶液
$"

!

N

!继续于
(,b

!

*S

?R

$

培养箱中培养
2G

#选择
2)"1F

波长!在酶联免

疫比色仪上测定各孔吸光度&

"

'值!计算细胞生长抑

制率!抑制率&

S

'

h

$

#M

&效靶细胞作用孔平均
"

值*

培养基空白孔平均
"

值'%

c#""S

#

$%&

!

统计学处理
!

计量数据采用
7iF

表示!计数数

据采用率表示!采用
VWVV##%"

统计软件进行单因素

方差分析或
!

$ 检验!

M

&

"%"*

为差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%%$

!

各组
?=e

细胞增殖能力
!

设定各组外周血
?=e

细胞培养第
"

天的细胞倍数为
#%"

!培养第
*

"

#"

"

#*

"

$"

天各组
?=e

细胞扩增倍数有不同程度的增加#从

第
*

天开始!

T

"

U

组细胞增殖倍数与
4

组比较差异有

统计学意义!

?

组从第
#"

天开始细胞增殖倍数与
4

组差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'+培养第
#*

天时!

4

组扩增达最大值!培养第
$"

天时!增殖呈下降趋势+

U

组细胞增殖倍数!从第
#"

天开始!明显高于
?

组&

M

&

"%"*

'+各组
?=e

细胞增殖倍数从大到小依次为
U

"

T

"

?

"

4

组#见表
#

#

表
#

!!

各组
?=e

细胞增殖倍数比较$

7iF

%

,h#*

&

组别 第
"

天 第
*

天 第
#"

天 第
#*

天 第
$"

天

4

组
#%" $%#*i"%$* #2%!2i$%', *#%()i$%") (#%2"i(%#(

T

组
#%" *%#(i#%2#

5

(#%*,i$%$!

5

,"%'$i#%#'

5

)$%""i2%)!

5

?

组
#%" $%*)i#%2' #)%#(i#%'(

5

!#%"#i(%2"

5

!(%$2i(%',

5

U

组
#%" *%(#i#%,,

5

($%(!i$%$"

5H

,$%!*i2%$"

5H

#",%',i(%!$

5H

!!

注(与
4

组比较!

5

M

&

"%"*

+与
?

组比较!

H

M

&

"%"*

表
$

!!

各组
?=e

细胞中
?U(

-

?U*!

-表达百分比$

7iF

%

S

&

组别 第
"

天 第
*

天 第
#"

天 第
#*

天 第
$"

天

4

组
#%#i"%"! $"%!i"%', $*%)i#%#( (,%*i$%$( ()%#i$%$

T

组
#%#i"%"! $$%$i#%*, $!%!i#%#, (!%,i#%2*

5

2!%!i$%,'

5

?

组
#%#i"%"! $*%!i#%$2 ('%2i#%,) 2*%*i$%$"

5

*#%#i$%)"

5

U

组
#%#i"%"! $!%!i#%$' ('%!i#%#( *"%'i$%#)

5H

*$%,i$%*)

5H

!!

注(与
4

组比较!

5

M

&

"%"*

+与
?

组比较!

H

M

&

"%"*

%%%

!

各组
?=e

细胞培养期间细胞表型的变化
!

各组

?=e

细胞分别加入标记荧光抗体后!经用流式细胞仪

检测!

4

"

T

"

?

"

U

组随着培养时间的延长!

?=e

细胞群

中的
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞百分比呈上升趋

势#培养第
#*

"

$"

天!

T

"

?

"

U

组
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞百分比均高于
4

组!差异有统计学意义

&

M

&

"%"*

'!

U

组
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞百分

比比
T

组高!且差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'!见表

$

"

(

"图
#

"

$

#

图
#

!!

培养第
$"

天各组
?=e

细胞
?U(

-

?U*!

-

表达率分布图

表
(

!!

各组
?=e

细胞中
?U(

-

?U'

-表达百分比$

7iF

%

S

&

组别 第
"

天 第
*

天 第
#"

天 第
#*

天 第
$"

天

4

组
#(%)i#%*( #2%!i"%', #*%)i#%!" #!%*i$%*2 #!%)i#%'

T

组
#(%)i#%*( #*%$i#%#( #,%!i#%"' #,%,i#%2*

5

#'%!i#%*(

5

?

组
#(%)i#%*( #*%,i#%#2 #'%2i#%," $"%*i#%$"

5

$2%#i$%("

5

U

组
#(%)i#%*( #!%!i#%$' #)%!i$%$! $#%'i#%*,

5H

$*%2i#%*!

5H

!!

注(与
4

组比较!

5

M

&

"%"*

+与
?

组比较!

H

M

&

"%"*

图
$

!!

培养第
$"

天各组
?=e

细胞
?U(

-

?U'

-

表达率分布图

%%&

!

体外杀瘤实验
!

4

"

T

"

?

"

U

组培养
*J

后
?=e

细胞对肝癌
V@@?+,,$#

细胞生长有明显杀伤作用+

T

"

?

"

U

组培养第
#"

"

#*

和
$"

天
?=e

细胞对肝癌

)

($*

)
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V@@?+,,$#

细胞杀伤率均明显高于
4

组 &

M

&

"%"*

'+

?

"

U

组培养第
#"

"

#*

"

$"

天
?=e

细胞对肝癌

V@@?+,,$#

细胞的杀伤率明显高于
T

组 &

M

&

"%"*

'!见表
2

#

表
2

!!

各组
?=e

细胞体外杀瘤效果比较$

7iF

%

S

%

,h#*

&

组别 第
"

天 第
*

天 第
#"

天 第
#*

天

4

组
#$%*i$%( #(%"i$%( $"%(i(%, $#%(i(%2

T

组
#2%#i$%( #*%)i$%!

5

$'%)i*%"

5

($%#i!%#

5

?

组
#2%)i(%" $#%*i(%2

5H

2!%(i!%'

5H

*'%!i'%(

5H

U

组
#*%(i2%* $(%2i2%!

5H

*"%"i)%#

5H

!$%(i#"%2

5H

!!

注(与
4

组比较!

5

M

&

"%"*

+与
?

组比较!

H

M

&

"%"*

&

!

讨
!!

论

!!

?=e

细胞又称为
Pe

样
L

淋巴细胞&

PeL

'!

PeL

细胞是所有用细胞因子诱导的杀伤细胞中的主

要效应细胞!比其他抗肿瘤效应细胞增殖快"杀瘤活

性强"不良反应小!但是其在人体外周血液中含量较

低!正常人体外周血中
?=e

细胞仅占外周血淋巴细胞

的
#S

"

*S

#因此!能否获得足够数量的
?=e

细胞

及
?=e

细胞对肿瘤细胞的杀伤活性强弱与临床疗效

密切相关#评价自体外周血
?=e

细胞制备效果主要

包括培养时间和
?=e

细胞增殖的数量!

?=e

细胞群中

具有杀伤肿瘤细胞的免疫细胞百分比及杀伤肿瘤的

体内外效果等#

经多种细胞因子诱导后的
?=e

细胞群增殖能力

强!杀伤肿瘤细胞的主要效应细胞&

?U(

-

?U*!

-

'可

大量增殖!杀伤肿瘤活力强!远优于传统的
N4e

细胞

和单纯的细胞因子&如
=>P+

(

"

=N+$

等'#

?=e

细胞群

中的
?U(

-

?U*!

-

PeL

细胞可持续杀伤肿瘤!而自

己不会凋亡!杀伤肿瘤细胞谱广泛!且不受
@D?

限

制!具有杀伤病毒或病毒感染的细胞作用!很多肿瘤

与病毒感染有关!对多重耐药肿瘤细胞仍敏感!杀瘤

活性不受环孢素
4

和
>e*"!

等免疫抑制剂的影响!

能抵抗肿瘤细胞引发的效应细胞
>50+>50N

凋亡!回

输反应小!发热率低!不良反应少#因此!已经成为肿

瘤患者的绿色治疗方式!对于其他治疗均无效的肿瘤

患者!通过提高机体免疫力的途径!无疑为肿瘤患者

治疗提供了新的治疗方法$

2+*

%

#

自体外周血
?=e

培养制备效果取决于患者自体

外周血中可培养的肿瘤杀伤免疫细胞的数量和质

量$

!

%

"添加细胞因子的种类和剂量"培养基质量"培养

的条件和环境及培养时间$

,+#"

%

#本研究参照外周血单

个核细胞常规培养条件!在细胞因子
=N+$

$

"

=>P+

(

"

517/+?U(

的共同诱导下!增加
=N+#$

"

=N+#*

两种细胞

因子单独和联合诱导
?=e

细胞增殖!结果显示!

=N+

#$

"

=N+#*

均可促进
?=e

细胞增殖!但
=N+#$

促进能力

大于
=N+#*

#

=N+$

"

=N+#$

"

=N+#*

联合应用既可促进

?=e

细胞增殖!又可使增殖维持较长时间#

有活性的
=N+#$

有
(

种形式(

X

,"

异二聚体"

X

2"$

同质二聚体和
X

2"

单体#

=N+#$

是新型的免疫刺激因

子!能增强
Pe

细胞和
?U'

-细胞的细胞毒活性!抑制

L6;

<

细胞的免疫抑制功能等$

##

%

#

=N+#$

还可以高效

诱导生成
=>P+

(

!并且与其他的刺激因子有协同作用!

如在少量
LP>

和
=N+#

存在的情况下!刺激
L

细胞和

Pe

细胞产生大量的
=>P+

(

+

=N+#$

与
=N+$

"

=?

及靶细

胞在
Pe

细胞中可形成协同作用!在
L

细胞"

=N+#$

与

=N+$

的协同下!可刺激
L?3+?U(

复合物和
?U$'

表

达!诱导
=>P+

(

快速高效分泌$

#$

%

#

=N+#$

是一种体内重要的免疫细胞因子!可直接

用于肿瘤患者的生物治疗!

=N+#$

可增强外周血单核

细胞的细胞毒活性!其机制可能是降低
L6;

<

细胞的

数量和抑制外周血单核细胞的凋亡!从而诱导外周血

单核细胞的杀瘤活性$

#(

%

#恶性肿瘤有多种逃避肿瘤

治疗的机制!为了根治肿瘤并且防止复发!需要通过

多种途径来攻击肿瘤细胞!联合用药是常用的手段#

有文献报道!细胞因子的联合应用不仅能提高疗效!

而且可减少大剂量使用单一细胞因子引起的毒副作

用$

#2

%

#

=N+#$

可与其他细胞因子一起共同诱导
?=e

细胞中的
Pe

细胞活化和增殖!

=N+#$

用于外周血

?=e

细胞培养和应用!值得研究#

=N+#*

是一种单核巨噬细胞系统分泌的一种由

##2

个氨基酸残疾构成的多肽分子!具有激活
L

细胞

和
Pe

细胞的生物学功能#

=N+#*

可以刺激外周血
L

细胞增殖与活化!诱导细胞毒
L

细胞的活性!使其可

高表达
=>P+

(

和
=N+2

!

=N+#*

能刺激记忆型
L

细胞及

原始
?U'

-细胞增殖活化$

#*

%

!还能促进
L

细胞"

T

细

胞"

Pe

细胞和淋巴因子激活的杀伤细胞的分化"活化

和增殖!具有
L

细胞趋化作用!促进
N4e

细胞的溶细

胞作用!能对
L

细胞和
Pe

细胞的进化起特异性的支

持作用$

#!

%

#

?=e

细胞作为异质细胞群!

?U(

-

?U'

-

"

?U(

-

?U*!

-细胞百分比明显升高$

#,

%

#本研究在
?=e

细胞

培养第
#

"

#*

"

$"

天运用流式细胞仪检测各组
?U(

"

?U'

"

?U*!

阳性率!随着培养时间的延长!各组
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞百分比呈上升趋势#本研究

结果显示!单独或联合添加
=N+#$

和
=N+#*

培养第
#*

天以后!

?=e

细胞群中的
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细

胞百分比均高于传统方法培养!且
=N+#$

和
=N+#*

联

合添加组
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞百分比明显

高于
4

组!提示
=N+#$

"

=N+#*

均可以促进
?U(

-

?U*!

-

"

?U(

-

?U'

-细胞增殖!且联合添加效果优于

单独添加#

抗肿瘤化学药物治疗是临床治疗肿瘤的重要手

段#有文献报道!肿瘤细胞发生耐药与肿瘤细胞超表

达多耐药基因&

@U3+#

'有关!

@U3+#

基因表达引起

肿瘤细胞膜
W+

糖蛋白增加#

W+

糖蛋白具有向细胞外

泵出药物的作用!患者自体外周血
?=e

*

U?+?=e

具有

识别肿瘤细胞膜
W+

糖蛋白的功能!通过黏附分子结合

)

2$*

)
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在肿瘤细胞上!对耐药肿瘤细胞发挥杀伤作用$

#'+#)

%

#

因此!外周血
?=e

细胞治疗可能是化疗的补充治疗手

段#有文献报道!

?=e

细胞治疗肝癌术后患者!可提

高其免疫功能$

$"+$#

%

#

?=e

细胞免疫治疗对降低肿瘤

化疗不良反应!减少肿瘤复发!改善患者生活质量等

方面!可能具有一定作用$

$$+$(

%

#

为观察在常规培养液中单独或联合添加
=N+#$

和

=N+#*

对
?=e

细 胞 体 外 杀 瘤 作 用!本 研 究 选 用

V@@?+,,$#

肝癌细胞株作为杀伤靶细胞!结果显示!

=N+#$

和
=N+#*

联合添加培养的
?=e

细胞杀瘤效果明

显优于单独添加!且添加
=N+#*

杀瘤效果优于添加

=N+#$

!提示
=N+#*

在促进
?=e

细胞杀瘤效果方面优

于
=N+#$

!这可能与
=N+#*

促进
?U(

-

?U'

-

"

?U(

-

?U*!

-阳性细胞增殖有关!

?=e

细胞群中的
?U(

-

?U'

-

"

?U(

-

?U*!

-阳性细胞可能是杀伤肿瘤的主要

效应细胞#

在只添加
=N+$

的常规
?=e

培养条件下添加
=N+

#$

和
=N+#*

!尽管会增加体外
?=e

细胞培养成本!但

提高了细胞增殖速度和体外肿瘤杀伤作用#

=N+#$

促

进
?=e

细胞增殖方面优于
=N+#*

!而
=N+#*

在促进

?=e

细胞杀瘤作用方面优于
=N+#$

!联合添加
?=e

细

胞增殖和杀瘤效果明显优于单独添加
=N+#$

和
=N+

#*

#

=N+#$

和
=N+#*

分别作为重要细胞因子!联合添

加
=N+#$

和
=N+#*

对缩短有效数量
?=e

细胞培养周期

和增强其杀瘤效果!具有重要意义#

=N+#$

和
=N+#*

促进
?=e

细胞体外培养速度及其杀瘤效果的详细机

制!值得进一步研究#
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