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要"目的
!

探讨人脐静脉内皮细胞对人脐血单个核细胞"

YWR3:

$向树突状细胞"

53

$分化的影响!建立更便捷&更经济

体外培养
53

的方法%方法
!

胶原酶消化分离出脐静脉内皮细胞"

1Ỳ ]3

$!经鉴定和体外培养扩增后!使其平铺生长于
>EC;<

:I@FF

板上室底部!将
YWR3:

接种到
>EC;:I@FF

小室内!同时加入
]38&'%

细胞冻融形成的蛋白质抗原!与
1Ỳ ]3

共培养!使

YWR3:

与
1Ỳ ]3

紧密接触并从
>EC;:I@FF

板上室迁移到下室!收集
>EC;:I@FF

板下室细胞!流式细胞术检测下室细胞
53

相关

表面标志
35-'

&

35('

&

35-#

&

35!C

和
R13

分子#通过
R>>

法检测肿瘤负载的
YW53

诱导
3>)

对靶细胞的特异性杀伤作用%

结果
!

经
1Ỳ ]3

诱导并负载了肿瘤细胞抗原的
5335-'

&

35('

&

35-#

&

35!C

和
R13<

,

类分子表达增加!产生的细胞毒性
>

细胞"

3>)

$可特异性杀伤食管癌细胞
]38&'%

#与细胞因子诱导
53

活化的
3>)

对
]38&'%

的杀伤率比较差异无统计学意义"

!

%

'$',

$%结论
!

利用
>EC;:I@FF

小室以人原代脐静脉内皮细胞诱导脐血单个核细胞分化的
53

是可行的一种实验方法%
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1Ỳ ]3I@E@A7F@.C;.

B

E6I;7;AD@H6AA6L6J>EC;:I@FF

G

FCA@$YWR3:I@E@7;6MNFCA@.A6>EC;:I@FF

:LCFF7;.66E

#

C;.CAAD@:CL@A7L@

G

E6A@7;C;A7

B

@;J6EL@.H

K

]38&'%M@FFJE@@O7;

B

C;.ADCI7;

B

IC:C..@.C;.M6MNFANE@.I7AD1Y<

]̀3$YWR3:I@E@MF6:@F

K

M6;ACMA@.I7AD1Ỳ ]3C;.L7
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&是目前已知体内最强大的

专职抗原提呈细胞$
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M@FF:

#

=43

&#

53

能有效

的活化
35-

m细胞毒性
>

细胞$

3>)

&#产生体内外的抗肿瘤效

应#在肿瘤细胞免疫和体液免疫中均发挥重要作用#以肿瘤抗

原负载的
53

疫苗已应用于不少肿瘤特别是黑色素瘤等的临

床或临床前期研究中)

!<#

*

'

53

前体在体内分布广泛#如血液以

及肝(脾(淋巴结(肺(肾等组织间质中#但含量甚低#约占外周

血单个核细胞总数的
'$,T

!

!$'T

)

(

*

'

53

前体体外培养需要

多种细胞因子的联合作用#造价较为昂贵#寻找更有效的
53

体外培养(扩增(诱导方法#是发展基于
53

肿瘤生物治疗的技

术关键之一)

,

*

'本研究在
>EC;:I@FF

小室上以人脐静脉内皮

细胞为介导诱导人脐血单个核细胞$

YWR3:

&的培养
53

的方

法#从而提供一种更为便捷和经济的体外培养
53

的方法'

=

!

材料与方法

=$=

!

材料

=$=$=

!

脐带与脐血来源
!

脐带与脐血采自健康足月分娩的产

妇#并经本人知情同意和医院伦理委员会批准'

=$=$>

!

主要试剂与仪器
!

血管内皮细胞生长因子$

]̀2Q

&购

自美国
4@

G

E6>@MD

公司#胰蛋白酶购自北京鼎国生物技术有限

公司#免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金桥公司#鼠抗人

R13<

,

(

35('

(

35-'

(

35-#

(和
35!!C

的
L=H

(

Q0>3<

羊抗鼠

0

B

2

购自美国
=;M@FF

公司#食管癌细胞
]38&'%

由郑州大学医

学院病理生理学教研室提供#

Q=3+MC;

流式细胞仪为美国
W5

公司产品'

=$>

!

方法

=$>$=

!

YWR3:

的分离
!

将脐血用等量磷酸盐缓冲液$

4W+

&

,,#

重庆医学
"'!"

年
"

月第
(!

卷第
(

期



稀释#缓慢加至淋巴细胞分层液$比重
!$'&&

&上#

",''E

"

L7;

离心
",L7;

#取中间白色的单个核细胞层#裂解红细胞后用

4W+!,''E

"

L7;!,L7;

洗
#

次'胎盘蓝拒染法计数活细胞'

=$>$>

!

1Ỳ ]3

分离(培养和鉴定
!

无菌条件下取脐带
!,

ML

左右#用
'$!T

胶原酶
,

充盈后#

#& l

孵育消化
!#L7;

#

!%('

培养液冲洗静脉#收集消化液和冲洗液#

!'''E

"

L7;

离心

!'L7;

#收集细胞加入
!%('

培养液#按
!\!'

% 个细胞接种于

",L

" 细胞培养瓶中#置于细胞培养箱中$

,T 3*

"

#

#&l

&#

"(

D

更换培养液以去除未贴壁细胞#以后每隔
".

换液
!

次至细

胞铺满瓶底'用
'$",T

的胰蛋白酶消化传代#取第
#

代细胞

用于实验'原代脐静脉内皮细胞免疫组化鉴定'

=$>$?

!

1Ỳ ]3

诱导
YW53:

!

将生长良好的
1Ỳ ]3

接种

到
>EC;:I@FF

培养板上层小室内#

,T 3*

"

#& l

静置培养
"(

D

'将
YWR3:

接种到
>EC;:I@FF

上层小室内#使
YWR3:

与

1Ỳ ]3

充分接触并穿过
1Ỳ ]3

向下层移行'取下室细胞

进行鉴定和功能分析'

=$>$I

!

食管癌
]38&'%

细胞冻融蛋白抗原的制备和
YW53:

抗原负载
!

取常规传代生长良好的
!'

- 个
]38&'%

细胞#在
!

L)4W+

液中经
!̂8%l

液氮和
#&l

反复冻融使细胞裂解#

!''''E

"

L7;

离心
"'L7;

#取上清作为肿瘤抗原'每毫升
YW<

53:

细胞培养液中加入肿瘤抗原
!''

'

)

#继续培养
".

#作为

抗原负载
YW53:

组#收集细胞照相(检测'同时设不加肿瘤

抗原的对照组'

=$>$J

!

流式细胞术检测
YW53:

相关表面标志
!

收集
>EC;<

:I@FF

小室下层的细胞分别加入鼠抗人
R13<

,

(

35('

(

35-'

(

35-#

(和
35!!C

的
L=H

#室温孵育
#'L7;

#

4W+

洗
"

次#弃上

清加入
Q0>3<

羊抗小鼠
0

B

2

工作液室温避光孵育
#'L7;4W+

洗两次#再加入
!L)4W+

#以同型荧光染色
0

B

作为对照调节

电压#

4W+

做阴性对照#

Q3R

进行检测'

=$>$K

!

YW53:

诱导
>

细胞增殖和
3>)

活性分析
!

>

细胞与

YW53:

来自同一份脐血#将分离出的脐血单个核细胞经尼龙

毛柱法分选出
>

细胞'在
8%

孔细胞培养板中将
YW53:

与
>

细胞以
!o!'

的比例加入抗原负载组
53

或对照组
53

#在
>

细胞培养液中
,T 3*

"

#&l

孵育
((D

#每孔加入
R>>

$

,L

B

"

L)

&

!'

'

)

#继续孵育
(D

#弃上清#每孔加入二甲亚砜溶解细胞

内颗粒#在酶标检测仪上于波长
,&';L

处测定吸光度$

=

&值#

根据各孔吸光度值计算刺激指数$

+0

&'

+0[

实验组的
=

值"对

照组的
=

值'以食管癌细胞
]38&'%

作为靶细胞#按效靶比为

"'o!

加入效应细胞$

YW53:

诱导的
3>)

&#并设效应细胞对

照组和靶细胞对照组用酶标仪与波长
,&';L

检测测定
=

值'

>

细胞的杀伤活性
[

)靶细胞对照组的
=

值
^

$实验组的
=

值
<

效应细胞对照组的
=

值&*"$靶细胞对照组的
=

值&

\

!''T

'

=$?

!

统计学处理
!

采用
+4++!'$'

软件进行数据分析#计量

资料用
4VB

表示#采用独立样本
;

检验进行比较#检验水准为

/

['$',

'

>

!

结
!!

果

>$=

!

1YW]̀

的形态与鉴定
!

从人脐静脉分离的
1YW]3

呈

扁平贴壁生长#经免疫组化染色
0

因子阳性#证实为血管内皮

细胞#见封
#

图
!

'

>$>

!

1Ỳ ]3

在
>EC;:I@FF

板上室底部生长及
YW53:

的诱

导
!

从封
#

图
"

可见
1Ỳ ]3

均匀平铺于
>EC;:I@FF

板上室

底部#底部有孔径
,

'

L

的膜#

YWR3:

与
1Ỳ ]3

紧密接触缓

慢穿过
,

'

L

小孔进入下室#封
#

图
#

显示下室中细胞形态#呈

现出多形性#可见毛刺样突起#并可见细胞增殖形成的细胞团'

>$?

!

YW53:

的膜标志
!

分别将
1Ỳ ]3

诱导前后(及负载肿

瘤抗原前后的
YW53:

进行膜标志的流式细胞术分析#结果见

表
!

'

表
!

!!

1Ỳ ]3

诱导前后&负载抗原前后
YW53:

的

!!

膜标志#

&[!'

$

4VB

$

T

%

指标 诱导前 诱导后$负载抗原前& 负载抗原后

1)=<5U -$!'V"$", #,$,,V,$&8 (-$%8V8$##

35(' %$"#V#$'! "8$&"V!'$'" (!$&&V!!$,"

35-' "$!&V'$8" "#$8#V&$-% ,'$#'V!,$'8

35-# !$'%V'$%% !,$,%V#$&# (&$"!V%$#"

35!!C ($&%V!$", !8$"%V,$!- ##$'(V8$,%

!!

注!各项指标诱导后比诱导前(负载抗原后比负载抗原前均提高

$

!

#

'$'!

&'

>$I

!

YW53:

促进
>

细胞活化增殖和
3>)

效应
!

在
YW53:

与
>

细胞按
!o!'

比例共孵育#

(-D

后
R>>

法检测
>

细胞增

殖#结果显示负载抗原前(后的
YW53:

均能刺激
>

细胞增殖#

两者比较差异无统计学意义$

!

%

'$',

&'但负载抗原后的

YW53:

对
]38&'%

细胞的杀伤率显著高于未负载抗原的
YW<

53:

#见表
"

'

表
"

!!

YW53:

刺激
>

细胞增殖和
3>)

对
]38&'%

的杀伤

!!!

活性#

&[!'

$

4VB

$

T

%

项目 负载抗原前 负载抗原后

>

细胞增殖
!$',V'$!" !$!#V'$'8

3>)

对靶细胞杀伤
!!$%&V#$"&

(!$",V!'$%#

"

!!

"

!

!

#

'$'!

#与负载抗原前比较'

?

!

讨
!!

论

肿瘤生物治疗是目前肿瘤治疗的重要辅助手段#

53

因具

有强大的抗原提呈能力和活化
>

细胞能力#已应用于多种肿

瘤的治疗)

%

*

'但
53

的来源和体外扩增的数量一直是影响
53

疫苗疗效的因素之一'寻找更丰富的
53

来源(探寻新的
53

诱导(培养(扩增方法也成为肿瘤生物治疗的重要课题'

目前#体外培养诱导
53

多以单核细胞在外源性生长因子

粒细胞集落刺激生物因子$

2R<3+Q

&和白细胞介素
(

$

0)<(

&共

同作用下诱导分化为不成熟
53

#并在某些外来因素刺激下进

一步分化为成熟
53

)

&

*

'但细胞因子诱导的
53

因不能复制体

内外周循环血的生理环境#与体内形成的
53

特性有较大差

异'本文根据美国
WE7C;

等)

-

*报道的体外诱导
53

的方法#在

本室建立了利用
>EC;:I@FF

培养板贴附的人
1Ỳ ]3

诱导

YWR3:

分化为
53

的方法#在培养板上模拟了外周血单核细

胞在体内穿越血管壁进入组织的模式'脐血来源方便(供方无

痛苦#组织相容性好#并且脐血中含有大量的干细胞和祖细胞#

特别
53

的前体细胞
35#(

m细胞'有研究显示#脐血来源的

53

自身就能杀灭肿瘤细胞#经过肿瘤细胞抗原负载后更具杀

伤活性'另外#在
UC;.6F

G

D

等)

8

*实验中首先构建了这样的模

型结构#在内皮细胞下铺胶原蛋白或明胶为基质#单个核细胞

穿过内皮细胞完成
53

和巨噬细胞的分化后#

53

会逆向移行

穿过至内皮细胞回到培养基中#而巨噬细胞则被留在基质下#

完成两种细胞的分离'在本实验中#用到
>EC;:I@FF

装置更加

容易把两种细胞收集在下室#并且很容易把两种细胞分开#比

起利用基质更方便'本结果和他们的也相似#所得到的细胞通

过鉴定具有典型
53

的特征'在整个诱导过程中不需要添加

外源性细胞因子#诱导形成的
53

更接近生理环境下的
53

特

性'研究发现内皮细胞和单核细胞的相互作用可以促进肿瘤

坏死因子
/

$

>/Q<

/

&(

0)<!

#

等的分泌增加'除了
>/Q<

/

和
0)<

!

#

#两种细胞相互作用还有巨噬细胞集落刺激因子$

R<3+Q

&的

表达#但是单独培养单核细胞和内皮细胞的上$下转第
#,8
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实际年龄转换为设置的年龄组以进行年龄特征描述'

J$?

!

数据调查补充
!

数据调查补充主要针对伤害特征属性数

据#当前
10+

中相关信息只在出院诊断(损伤与中毒原因诊断

中有所体现#但满足不了伤害流行病学分析的需要'因此#本

研究尝试通过对照
10+

中的诊断信息(电子病历记录的方法#

参考-伤害监测指南.和我国+医院伤害监测报告卡,的相关分

类内容#逐个提炼并标化病例的伤害性质(伤害部位信息'如

出院诊断是+股骨干骨折,#提炼标化后的伤害性质是+骨折,#

伤害部位为+下肢,'

K

!

讨
!!

论

该研究旨在提供一种挖掘现有业务历史资料对伤害类病

例进行深入分析的方法'之前#国家和军队也开展了许多相关

的研究)

8<!'

*

#其方法主要是通过进行现场问卷调查(医院急诊

监测和住院病历信息整理再处理等方法#信息采集耗费人力(

物力'

10+

业务数据库中信息的电子化存储方式便于加工整

理(易于获得#且涵盖了医疗费用(住院时间等医疗资源消耗方

面的信息#为开展伤害研究提供了一个新的思路'然而#由于

当前的
10+

设计初始没有考虑伤害监测功能#加之各单位

10+

的应用情况不尽相同#致使信息有选择性偏移#这需要通

过系统的改造与重建来完善'

本研究运用数据挖掘的有关思想和技术#立足于+军卫一

号,医院信息系统#通过体系框架设计(表结构设计(多维数据

模型设计和数据抽取集成等过程构建了伤害住院病例流行病

学分析主题数据库'将主题数据库的应用引入到伤害住院病

例监测工作中有其积极意义#既扩展了
10+

业务数据的应用

模式#也提高了伤害监测工作的效率'目前#国内已有解放军

总医院(重庆医科大学等多家单位对数据挖掘技术在医院信息

利用方面做了积极探索与实践)

!!<!#

*

#但未发现利用数据挖掘

技术对+伤害住院病例流行病学分析,进行研究的相关文献'

本研究通过相关业务诊疗信息提取伤害特征信息的做法#为伤

害特征研究提供了又一个思路#但其科学性需要进一步论证'

通过利用本研究的方法对某综合性医院
10+

数据库构建伤害

住院病例流行病学分析主题数据库的实例分析#发现构造基于

业务主题的星形模式多维模型#可以对业务数据进行多层次多

角度的分析#但数据挖掘方法和展现方式需要科学化(多样化'
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清中却几乎没有
>/Q<

/

(

0)<!

#

(

R<3+Q

的表达#故得出结论#

单核细胞和内皮细胞之间的相互作用并非单纯的物理性接触#

但其具体的刺激机制还需进一步验证'

>/Q<

/

是维持和促进

53

发育的最基本因子#并且可以阻止粒系细胞的分化#在诱

导
53

分化的过程也发挥举足轻重的作用'

53

的迁移能力是

发挥其免疫功能的基础#在
53

的趋化过程中发挥主要作用的

是
33

型趋化因子'

53

分化的不同阶段表达不同的趋化因子

受体'成熟
53

通过
33U&

与
R04<#

#

$

33)!8

&#淋巴组织趋化

因子$

+)3

)

33)"!

*

&等的结合调节自身运动)

!'

*

'人脐静脉内皮表

面有单核细胞趋化因子$

R34<!

&表达#它与
53

上的趋化因子

受体
33U"

结合#参与细胞的伸展与移出#介导了单核细胞穿

过人脐静脉内皮细胞的运动'

本实验结果显示#用人原代脐静脉内皮细胞诱导脐血单核

细胞#可以分化为具有典型
53

形态(表型和功能的
53

#诱导

后细胞表型标志
35-#

(

35('

(

35-'

(

1)=<5U

(

35!C

表达均

显著增高#负载肿瘤细胞冻融抗原负载后#

53

各项表面标志

表达进一步增加#且对肿瘤细胞的特异性杀伤活性比负载抗原

前增加更为明显#说明负载肿瘤抗原后的成熟
53

活化
>

细胞

能力更强#是治疗肿瘤的主要
53

来源'

脐静脉内皮细胞之所以能诱导
53

形成#其机制可能与

1Ỳ ]3

膜表面表达的多种膜受体和分泌多种细胞因子有关#

这种诱导
53

形成的方法为
53

的产生途径提供了新思路#怎

样更充分的发挥其临床应用价值#尚需进一步深入探讨'

参考文献"
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!

* 祝和成#吴尚辉#黄柏英
$

人
53

与黑色素瘤细胞融合疫
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)

a

*
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高浓度定值血清#在日立
&'%'

全自动生化分析仪上测定
,

次#

取均值为靶值&#每份样本以本法同时在酶标仪上测定
,

次#取

均值与靶值比较#计算相对偏差率分别为
"$'(T

(

'$%-T

及

!̂$--T

#平均为
'$"-T

#在允许误差$

V,T

&范围内'

>$?

!

精密度测定

>$?$=

!

批内精密度
!

取低(中(高值葡萄糖标准液#同时测定
!,

次#计算
4

(

B

和变异系数$

DV

&#其均值分别为
"$!'

(

($8&

和

!,$"#LL6F

"

)

%

:

分别为
'$',

(

'$'-

和
'$!#LL6F

"

)

#

DV

分别为

"$!,T

(

!$%(T

和
'$--T

'

>$?$>

!

日间精密度
!

将上述
#

种标准液每天测定
!

次#同时测

定
"

遍#共测定
-.

#计算
4

(

B

和
DV

#葡萄糖浓度均值分别为

"$'&

(

($--

和
!,$#!LL6F

"

)

%

B

分别为
'$'-

(

'$!'

和
'$!%LL6F

"

)

%

DV

分别为
#$&(T

(

"$!'T

和
!$',T

'

>$I

!

干扰性实验)

%

*

!

参考
QN

9

7AC

等)

&

*用血清建立对照组和加

入至少
#

个浓度的三酰甘油(血红蛋白(胆红素干扰物分别作为

脂血(溶血(黄疸标本实验组#每组样品同时测定
#

次#计算干扰

率#以可疑干扰物最大浓度的干扰率在
V#T

内#未见明显干扰'

由结果计算#当胆红素在
!&,$%'

'

L6F

"

)

时#干扰率为
"$,"T

%

当三酰甘油浓度为
!!$"'LL6F

"

)

时#干扰率为
"$((T

%当血红

蛋白浓度为
&$#(

B

"

)

时#干扰率为
"$%8T

#血清中加入上述物

质及浓度均未见明显干扰'

>$J

!

体检筛查中的初步应用
!

运用本法及日立
&'%'

全自动生

化分析仪检测
!"'

名体检者的血糖浓度#测定结果$

4VB

&如下!

本法$

,$(&V"$#&

&

LL6F

"

)

#全自动分析仪$

,$(!V"$#!

&

LL6F

"

)

#回归方程!

$['$8%!80m'$!,'#

#

:['$8-&,

#

!

%

'$',

'

结果显示#本方法与日立
&'%'

全自动生化分析仪测定结果

差异无统计学意义#具有较好的一致性'

?

!

讨
!!

论

目前#多由临床大型生化仪器进行血糖检测#而多数基层和

社区中小医院等卫生单位由于受经济(维修(试剂等种种条件的

限制#至今尚未能普遍推广应用)

-

*

%较为普及的半自动生化仪虽

价格适中(体积微小#但在工作量较大时#不便于人群的筛查

应用'

本方法使用实验室常用的微板(酶标仪)

8<!'

*

#通过对血糖测

定试剂及方法进行改进#建立了能适应较大样本单项检测的微

板干试剂葡萄糖氧化酶法#使微孔板中每孔均相当于一个待检

标本反应池#可同时多标本检测#保证了试剂孵育时间和检测反

应时间的基本一致#同时该法将试剂预先干燥好#测定时即拆即

用#省去了添加液体试剂的繁琐#使操作步骤更为简单#小型医

疗机构均可配备和使用'在本法研究中#作者将液体试剂加入

'$,T >W1W=

及
!'

B

"

)

清蛋白#分别作为色原和赋形剂#直接

冻干于
8%

孔微板中#保持了试剂原本反应性能#也具有良好的

复溶性'按照试剂与待检血清的反应比例
"''o!

进行标本预

处理#由加样排枪从上述处理液中吸取
#''

'

)

加入微孔板内进

行试剂复溶#并在水浴箱中孵育
!'L7;

#结合临床常用酶标仪进

行测定并计算输出结果'由实验结果表明#该干试剂在
!

!

"(

LL6F

"

)

范围内线性良好#在方法学评价中其准确性在允许偏

差
V,T

内#重复性
DV

#

,T

#干扰实验等均能满足检测的要求'

同时作者用微板干试剂葡萄糖氧化酶法检测了
!"'

名体检者的

血糖结果#与日立
&'%'

全自动生化分析仪测定结果具有较好的

一致性$

:['$8-&,

&#能够满足临床测定的基本要求'以上均说

明该法能有效应用于临床的普筛及初步诊断检测'

微板干试剂测定血糖方法虽然在检测的预处理以及试剂反

应时间一致性的控制上可能会造成一些不可避免的误差#但基

于基层医疗机构检验人员少(经济条件不好的情况下#本法试剂

用量少(成本低#在经济实用的同时提高了小批量单项血糖检查

工作的效率'在大力发展基层(社区医疗的今天#随着酶标仪广

泛普及应用#该方法具有推广应用的价值'
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