
作者简介$孙志亚$

$(/1\

%#助理研究员#硕士#从事肿瘤细胞免疫治疗研究)

!

#

!

通讯作者#

V.DH#<

!

L;

*

#,

K

IH,

K%

$1)&N"D

)

!技术与方法!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$2&11&%1)

不同组合
=Z'

)

=Z1/

抗体对
=S3

细胞诱导培养的探索研究

孙志亚!何
!

静#

!陈民佳!赵宗林

"第三军医大学大坪医院野战外科研究所细胞生物治疗中心消化内科!重庆
0%%%01

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探索利用
=Z'

%

=Z1/

抗体对人外周血单个核细胞"

7X6=

#体外激活转化增强作用!采用不同包被方法及抗

体浓度!以期获得一种更有效的包被方法$方法
!

利用人外周血单个核细胞分离技术%体外细胞培养技术及流式细胞术"

56=

#!

以
=Z'

抗体固相包被%

=Z1/

抗体不同浓度固相包被或悬浮加入!计算经
$1!

培养获得成熟
=S3

细胞的数量!测定不同包被方法

刺激培养后的细胞表型的变化$结果
!

培养后
=

组中
=Z0

]细胞百分比明显低于
F

组!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

#$

=

组中

=Z/

]细胞所占比例高于
F

%

X

组"

!

$

%&%2

#$

=

组的
G0

(

G/

比值与
F

%

X

组差异有统计学意义"

!

$

%&%2

#$

X

组
E3

细胞含量与

=

组差异有统计学意义"

!

$

%&%2

#$

=Z12

]细胞在
=

组中所占比例低于
F

组"

!

$

%&%$

#$结论
!

=Z'

抗体固相包被及
=Z1/

抗

体悬浮加入组合对人外周血细胞的刺激增强作用强于
=Z'

抗体固相包被
=Z1/

]抗体固相包被组合$

"关键词#

!

流式细胞术&

=S3

细胞&固相包被

"中图分类号#

!

>.''$

"文献标识码#

!

F

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

#

11.'%().%'

!"##$$#%&'$1'+'%7'+.7.+&,4'0

5

%'.&#0@,&".+&,K"61.+?M'.+0?M1/'+?Q(%#77/

2

3'@&"

).$,*'

@

(

#

>#F'$

%

#

#

H*#$O'$

M

'(

#

,*(-,-$

%

2'$

$

H#22R'-2-

%

'A(2H#$;#:

#

8#

9

(:;<#$;-

=

J(5;:-#$;#:-2-

%@

#

8(

9

'$

%

>-5

9

';(2

#

4#5#(:A*T$5;';.;#-

=

).:#:

@

#

L*':+O'2';(:

@

O#+'A(2D$'E#:5';

@

#

H*-$

%7

'$

%

0%%%01

#

H*'$(

%

!!

&

;4/&3.%&

'

!

<4

=

#%&,-#

!

G";P

:

<"8;@L;;,LH,N#,

K

;MM;N@"MD","N<",H<H,@#A"!

R

N"H@;!I#@LH,@#.LQDH,=Z'H,!=Z1/",HN@#.

JH@#",H,!@8H,+M"8DH@#","M

:

;8#

:

L;8H<A<""!D",",QN<;H8N;<<

$

7X6=

%

#,J#@8"&8#&"'0/

!

BQDH,

:

;8#

:

L;8H<A<""!D",",QN<;H8

N;<<+I;8;+;

:

H8H@;!&=;<<+IH+NQ<@Q8;!#,J#@8"

#

H,!!;@;8D#,;!A

R

M<"IN

R

@"D;@8

R

&GL;+"<#!

:

LH+;I#@L=Z'H,!=Z1/H,@#A"!

R

IH+N"H@;!H,!H!!;!#,&GL;DH@Q8;=S3N;<<+I;8;"A@H#,;!HM@;8$1!H

R

+NQ<@Q8#,

K

&>#/67&/

!

GL;=Z0

]

N;<<+IH+<"I;8#,

K

8"Q

:

=

@LH,@L"+;#,

K

8"Q

:

F

$

!

$

%&%2

%

&GL;=Z/

]

N;<<+IH+L#

K

L;8#,

K

8"Q

:

=@LH,@LH@#,

K

8"Q

:

FH,!X

$

!

$

%&%2

%

&GL;8;IH++#

K

,#M#.

NH,@!#MM;8;,N;"MG0

"

G/A;@I;;,

K

8"Q

:

=H,!

K

8"Q

:

FH,!X

$

!

$

%&%2

%

&GL;8;IH++#

K

,#M#NH,@!#MM;8;,N;"ME3N;<<+A;@I;;,

K

8"Q

:

XH,!

K

8"Q

:

=

$

!

$

%&%2

%

&GL;=Z12

]

N;<<+IH+<"I;8#,

K

8"Q

:

=@LH,@LH@#,

K

8"Q

:

F

$

!

$

%&%$

%

&?'+%76/,'+

!

=Z'H,@#A"!

R

+"<#!N"H@;!N"DA#,;!I#@L=Z1/H,@#A"!

R

H!!;!@"@L;+Q+

:

;,+#",LH+D"8;+@8",

K

HN@#JH@#",@LH,A"@L=Z'H,@#A"!

R

H,!=Z1/

H,@#A"!

R

+"<#!N"H@#,

K

",

:

;8#

:

L;8H<A<""!D",",QN<;H8N;<<&

&

(#

5

@'30/

'

!

M<"IN

R

@"D;@8

R

(

=S3N;<<

(

#DD"A#<#bH@#",",+"<#!

:

LH+;DH@;8#H<+

!!

早在
$(((

年就有研究利用
=Z'

*

=Z1/

抗体体外扩增活化

G

淋巴细胞#激活表型为
=Z/

]

=Z12

]的具有杀伤活性的细胞#

回输到免疫力低下的肿瘤患者体内#从而提高肿瘤患者的生命

质量#延长寿命&

$

'

)

=S3

细胞是从外周血中分离出的单个核细

胞#在体外经多种细胞因子刺激*培养后获得的一群异质细胞

群#将其转入宿主体内建立长期的特异性抗肿瘤免疫效应#具有

很好的应用前景&

1

'

)本研究利用
=Z'

*

=Z1/

抗体对人外周血单

个核细胞$

7X6=

%体外扩增转化增强作用#采用不同包被方法及

抗体浓度#相互比较#探索一种更有效的包被方法)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

人淋巴细胞分离液$天津灏洋生物制品科技有限公

司%(

$1

孔板*

)

孔板$

EUE=

公司#美国%(

FX

血浆由重庆市血液

中心提供(

=Z'

*

=Z1/

抗体$

S,J#@8"

K

;,

公司%(白细胞介素
1

$

S4.

1

%$北京四环制药有限公司%(白细胞介素
-

$

S4.-

%等细胞因子

$

S,J#@8"

K

;,

公司%(

CG.G22$

培养基$宝日医生物技术有限公

司%(

'$$$

型
=a

1

培养箱$

GL;8D"

公司#美国%(

F1

型生物安全

柜$

GL;8D"

公司#美国%(流式细胞仪$美国贝克曼
B7=.$%%

%)

A&B

!

方法
!

$

$

%抗体包被!取
$1

孔板#分
'

组包被!

F

组抗体

=Z'

浓度
1D

K

"

4

*

=Z1/

浓度
1D

K

"

4

(

X

组抗体
=Z'

浓度
1

D

K

"

4

*

=Z1/

浓度
2D

K

"

4

(

=

组抗体
=Z'

浓度
2D

K

"

4

)分
F

*

X

*

='

组包被#每组
/

孔重复#每孔
12%

&

4

包被液)室温静置
'L

#

0

`

保存备用)$

1

%取同一肿瘤患者外周血
2%D4

#利用淋巴细胞

分离液分离单个核细胞&

1

'

#细胞计数#按照
$c$%

) 个"孔重悬于

$

号培养基$培养基
CG.G22$

中加入人干扰素
,

$

,

.S5E

%

$%%

万

SU

"

4

*

S4.1$%%

万
SU

"

4

*

S4.$

$

$%%

万
SU

"

4

*

S4.-0%

&

K

"

4

%中#

并接种于去除包被有抗体
=Z'

*

=Z1/

的
$)

孔中(同样按照
$c

$%

) 个"孔重悬于
1

号培养基$培养基
CG.G22$

中加入
,

.S5E

$%%

万
SU

"

4

*

S4.1$%%

万
SU

"

4

*

S4.$

$

$%%

万
SU

"

4

*

S4.-0%

&

K

"

4

*抗体
=Z1/2%

&

K

"

4

%中#并接种于去除单独包被有抗体

=Z'

的
/

孔中)均加入
$%̂ FX

血浆#

'-`

*

2̂ =a

1

恒温培养

箱培养)$

'

%培养至第
2

天#将各孔细胞重悬#接种于
)

孔板中)

每孔分别补加
'

号培养基$培养基
CG.G22$

中加入
S4.1$%%

万

SU

"

4

*

S4.$

$

$%%

万
SU

"

4

*

S4.-0%

&

K

"

4

%

'D4

#并加入
$%̂ FX

血浆#

'-`

*

2̂ =a

1

恒温培养箱继续培养)$

0

%培养至第
-

天#

)(%'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
11

期



书书书

将
!

孔板中各孔细胞转移至
"#$%

" 的培养瓶中!每瓶补加
&"

%'(

号培养基"培养基
)*+*##&

中加入
,'+"&--

万
,.

#

'

$!并

加入
&-/01

血浆!

234

%

#/56

"

恒温培养箱培养&"

#

$每天观

察细胞生长状态!培养至
&"7

收集细胞!进行细胞计数!取样检

测细胞分型&

!8"

!

统计学处理
!

采用
)9:

;

<=:7=9>?%+(8-

软件包处理!进

行多组间
6@A+B:

C

0D6E0*A?F

!以
!

"

-8-#

为差异有统计

学意义&

#

!

结
!!

果

#8!

!

2

组细胞的生长状态与培养至第
&"

天收集的细胞数量

比较
!

显微镜下观察可见红细胞逐渐退化!第
2

天开始细胞由

圆形逐渐变为不规则形态!且体积变大!呈聚集态生长&第
3

天细胞铺满平板!细胞逐渐均一化&第
&"

天细胞成熟!呈圆

形!单个细胞饱满透亮!见图
&

&

!!

0

'第
-

天(

1

'第
2

天(

5

'第
3

天(

G

'第
&"

天&

图
&

!!

细胞生长状态!

H&--

"

#8#

!

&"7

后淋巴细胞数量变化及活率
!

经过
&"7

诱导培养

后!

2

组细胞数量迅速扩增!其中
5

组达到"

-8!!I-8-2

$

H&-

J

个!显著高于
0

组)"

-8#JI-8-(

$

H&-

J 个!

!

"

-8-#

*!较
1

组

)"

-8!&I-8-"

$

H&-

J 个*差异无统计学意义"

!

#

-8-#

$&

2

组

细胞经过
&"7

培养后!细胞活率均达到
K3/

以上!组间差异无

统计学意义"

!

#

-8-#

$&

!!

$

'

!

"

-8-#

!

5

组与
0

组比较&

图
"

!!

*(

细胞比例

!!

$

'

!

"

-8-#

!与
5

组比较&

0

'

5

组
*J

细胞流式检测(

1

'

*J

细胞

比例&

图
2

!!

*J

细胞

#8"

!

诱导
=1L5

后流式分析
!

抗体诱导培养后的细胞经流

式细胞仪检测!

2

组细胞总成熟的
*

细胞百分比均达到
K-/

以上!但
2

组间差异无统计学意义"

!

#

-8-#

$&培养后
5

组中

5G(

M细胞百分比明显低于
0

组!差异有统计学意义"

!

"

-8-#

$!其他组间差异无统计学意义"

!

#

-8-#

$!见图
"

&而
5

组中
5GJ

M细胞所占比例高于前两组!差异有统计学意义"

!

"

-8-#

$!见图
2

&

*(

#

*J

比值作为
5,N

细胞的重要指标!

5

组明

显低于前两组!且与
0

组差异有统计学意义"

!

"

-8-&

$!与
1

组差异有统计学意义"

!

"

-8-#

$&

!!

经流式检测!

5,N

细胞中含有部分
DN

细胞!但所占比例

不高!

1

组与
5

组差异有统计学意义"

!

"

-8-#

$!见图
(

&具有

免疫抑制功能的
5G"#

M细胞在
5

组中所占比例低于
0

组!且

差异有统计学意义"

!

"

-8-&

$!见图
#

&

!!

$

'

!

"

-8-#

!

1

组与
5

组比较&

图
(

!!

DN

细胞比例

!!

$

'

!

"

-8-&

!

0

组与
5

组比较&

图
#

!!

5G2

M

5G"#

M细胞比例

3K-2

重庆医学
"-&#

年
J

月第
((

卷第
""

期



"

!

讨
!!

论

*

细胞在机体内发挥着重要的作用&它不仅有直接的免

疫功能!而且能够产生多种细胞因子及表达黏附分子等!与其

他的免疫细胞共同作用发挥强大的免疫共调节作用&目前国

内外已将体外诱导活化的
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呈聚集生长并逐渐均一化!培养至
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成熟!细胞透亮饱满!

与之前研究报道相一致)
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单抗液相加入浓度采用
#-

!

P
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!结果证实
5G"J

单抗液相加入效果明显优于固相包被!

具体原理有待深入研究&本研究将进一步研究不同时相点细

胞的增殖速度计数量变化!从而为临床培养
5,N

细胞提供了

一种可参考的方法&
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