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如何培养获得持久增殖能力)高杀伤力的
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细胞*目前#关

于
789

的培养方法有很多#迄今国内对
789

培养技术还没有

统一的规范#各家都有不同的报道!有利用肿瘤抗原负载
7̂

活化
789

#选取不同来源的
789

#采取不同分离方式提取
789

#

加入外源性刺激物提高
789

抗瘤效应&

0.(

'

*笔者期望在
789

传统培养过程中加入一外源性刺激物#改进早期
789

的增殖

能力)分泌细胞因子量$间接途径%)直接杀瘤效应)促凋亡能力

等方面的能力*目前#研究较热门的是人羊膜间充质干细胞

$

3RDM,MD,#"J#NDI+I,N3

O

DMK+JIDNIKK+

#

34567+

%#它是一种

具有多分化潜能的干细胞#能分泌多种细胞因子#具有免疫调

节作用#细胞增殖能力强#来源广泛#取材方便#无伦理限制等

优势(

34567+

在多个领域都显示出了可观的价值&

$%.$1

'

#笔者

期望将
34567+

与
789

共培养获得更优质的
789

细胞*

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

420(

人肺腺癌细胞株来源于中科院肿瘤细胞库(

34567+

由遵义医学院细胞工程实验室提供(

FV585I!#RD

$)0%

)

^5>5

购自美国
;

#QN"

公司(细胞因子
G38?.$

%

)

G38?.1

)

VI

;

8BA.

"

.1M

均购自英国
VI

E

G"JIN3

公司(

?>4B@5VRG#L#I!

M,J#.3RDM,7̂ '

购自美国
_#"?I

;

I,!

公司(细胞因子酶联免疫

吸附测定$

>?864

%试剂盒购自深圳达科为生物工程有限公司(

4,,IT#, .̀B8@7

细胞凋亡检测试剂盒购自凯基生物*

B&C

!

方法

B&C&B

!

789

的提取与培养
!

取人外周血
'%D?

于离心管中#

加入等量的磷酸盐缓冲液$

V_6

%

'-:

预热混匀后#加入含人外

周血淋巴分离液的离心管中$血液和淋巴分离液的比为
$<

1

%#

1%%%G

"

D#,

离心
12D#,

#自然下降减速#离心后吸取第
1

层环状云雾状白色淋巴细胞#

V_6

洗涤收集*以
$)0%

完全培

养基#密度$

0

&

)

%

=$%

)

"

D?

#孵箱中静置
13

#收集非贴壁细

胞#调整细胞浓度为$

$

&

1

%

=$%

)

"

D?

#同时加入
VI

;

8BA.

"

.1M

$

$%%%a

"

D?

%#第
1

天加入白细胞介素$

8?

%

.$

$

$%%a

"

D?

%)

8?.1

$

$%%%a

"

D?

%)

7̂ '

单抗$

2%,

;

"

D?

%#隔天添加新鲜
$)0%

完全培养基#每隔
'!

补加
8?.1

$

$%%%a

"

D?

%#倒置显微镜下

观察细胞形态及生长情况*

B&C&C

!

热休克处理
34567+

!

取第
0

代
34567+

#

01:

热休

克
$3

后#孵箱静置
0/3

#收集上清液
%&11

!

D"K

"

?

滤膜过滤#

]1%:

保存#备用(反复冻融法提取热休克后
34567+

内含

物#

%&11

!

D"K

"

?

滤膜过滤除菌#

]1%:

保存备用*

B&C&D

!

789

与热休克
34567+

提取物共培养
!

在培养第
$%

天的
789

上清液中加入热休克
34567+

提取物$

789<

热休

克
34567+

提取物为
1=$%

) 个
<'-%

!

;

%#常规培养#设为实

验组*

B&C&E

!

789

扩增速度比较
!

分别计数第
$1

)

$0

)

$-

天对照组

$

789

%)实验组$热休克
34567+b789

%细胞数#并绘制生长曲

线#对增殖情况进行统计和比较*

B&C&F

!

789

分泌细胞因子比较
!

收集第
$0

天
789

上清液#

按
>?864

试剂盒说明书检测
789

上清液细胞因子
8?.1

)肿瘤

坏死因子
"

$

@AB.

"

%)干扰素
#

$

8BA.

#

%水平*

B&C&G

!

789

杀伤活性比较
!

取第
$0

天的
789

与对数生长期

的
420(

#按
789<420(

效靶比
2<$

)

$%<$

)

1%<$

共培养
10

3

后#

5@@

法计算
789

对
420(

的杀伤率*

B&D

!

统计学处理
!

采用
6V66$-&%

统计软件进行分析#每组

实验均重复
'

次#计量资料以
GC"

表示#两组间差异的比较用

独立样本
:

检验#以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

镜下观察
789

)

34567+

及
420(

肺腺癌细胞形态
!

789

在镜下呈圆形#胞质饱满透亮#悬浮#集落样生长#黏附性强$图

$4

)

_

%(第
0

代
34567+

#细胞均贴壁生长#细胞间排列紧密#

胞体拉伸#呈梭形#单层放射状或漩涡状生长$图
$7

%(

420(

细

胞贴壁生长#多呈梭形#伴伪足伸出$图
$̂

%*

!!

4

!

1!789

$

=$%%

%(

_

!

$%!789

$

=0

%(

7

!

34567+

$

=$%%

%(

^

!

420(

$

=$%%

%*

图
$

!!

789

$

34567+

$

420(

细胞形态

C&C

!

热休克
34567+

提取物促进
789

增殖
!

第
$1

)

$0

)

$-

天

对照组及实验组
789

细胞数均随培养时间的推移呈明显的扩

增趋势#实验组
789

增殖速度明显高于对照组#两组差异有统

计学意义$

$

$

%&%2

%*见表
$

)图
1

*

表
$

!!

两组不同时间点
789

细胞数%

GC"

&

*c'

&

=$%

2

'

D?

(

时间$

!

% 对照组 实验组
$

$1 2&1)C%&%$ 2&)%C%&%% %&$/

$0 )&1)C%&1' (&'-C%&$2 %&%%

$- /&$%C%&-2 $$&%%C$&)- %&%'

图
1

!!

两组
789

增殖曲线

C&D

!

热休克
34567+

提取物对
789

分泌细胞因子
8?.1

)

@AB.

"

)

8BA.

#

的影响
!

第
$0

天对照组及实验组上清液中分

0'%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期



泌的细胞因子
8?.1

)

@AB.

"

)

8BA.

#

水平比较#差异无统计学意

义$
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表
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两组
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分泌的细胞因子水平
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法检测
789

对
420(

肺腺癌细胞的杀瘤活性
!

将

第
$0

天对照组及实验组
789

与
420(

肺腺癌细胞按
2<$

)

$%<$

)

1%<$

效靶比共培养
103

#

789

对
420(

的抑制率$

W

%

分别为$

(&/)C1&22!"#$1&)0C'&%%

%)$

1-&12C(&'0!"#

'%&/$C/&11

%)$

'-&$-C0&2(!"#12&)1C/&'(

%#从结果可以

看出在相同效靶比下实验组
789

对
420(

的抑制作用均高于

对照组#且随着效靶比的增高#

789

的杀伤效应也在增加#

87

2%

$

'/&)%C$/&)'!"#12&)1C/&'(

%#两组差异无统计学意义
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肺腺癌细胞的抑瘤作用%
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杀伤活性

789 789 b

热休克
34567+

$

2<$ (&/)C1&22 $1&)0C'&%% %&$00
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图
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5@@

检测两组
789

对
420(

的抑制率

D

!

讨
!!

论

!!

笔者对培养第
$%

天的
789

进行了新方法的处理#在第
$0

天对其进行增殖能力)分泌细胞因子水平)体外杀伤活性)诱导

凋亡能力的检测#评估新方法$加入热休克
34567+

提取物%

是否提高了早期
789

的上述功能*为了使
34567+

对淋巴细

胞发挥促进作用#笔者将
789

与低剂量的热休克
34567+

提

取物共培养#同时为获得最大量的热休克蛋白#作者参照了

5"K",I

O

等&

$'

'对
34567+

热休克的研究#将
34567+

热休克

处理#该研究显示间充质干细胞进行非致死性
01:

热休克处

理
)%D#,

后#

'-:

孵箱静止
0/3

后
d+

E

-%

)

d+

E

1-

等热休克

蛋白达到最大表达量*

采用新方法处理
789

后#热休克
34567+

提取物处理后

的
789

增殖趋势明显高于对照组#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%*说明热休克
34567+

提取物能促进
789

的增殖*这

一结果符合笔者的预期#间充质干细胞能修复和促进外周血单

个核细胞的增殖能力#也能改善状态较差的淋巴细胞活

性&

$0.$2

'

(

34567+

热休克后分泌的热休克蛋白#能促进抗原特

异性
7̂ 0

b细胞增殖(另外#

?#

等&

$2

'在研究中提到
34567+

对

淋巴细胞既有抑制作用也有促进作用#发挥何种作用取决于
@

细胞与
34567+

的数集比和一氧化氮$

AX

%)

#,!"KIMD#,I1

#

'.

!#"T

O;

I,M+I

$

#̂ X

%的水平#低数集比及
AX

)

#AX6

受抑制时

34567+

对
@

淋巴细胞表现为免疫促进作用*因此#采用热

休克处理
34567+

#改变了其胞内环境#阻断了
34567+

中

AX

和
#̂ X

的作用#进而能提高免疫细胞的增殖活性#在
AX

和
#̂ X

被阻断的条件下#也就增强了
@

淋巴细胞的活性及机

体的免疫反应*这一发现#为临床上更早期的获得一定数量的

789

打下了重要的实验基础*

此外#在本研究中#笔者还检测此方法下对于
789

体外杀

伤活性及
789

诱导凋亡能力的影响*结果显示#实验组的杀

瘤效应优于对照组#但差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%(在
789

分泌细胞因子水平的实验中#两组的差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%*针对这一结果#笔者考虑存在以下几点可能!$

$

%选取

第
$0

天的
789

作为检测的时间点太早#未达到
789

对肿瘤细

胞的最大杀伤效应及分泌细胞因子的最优时间#可在今后的实

验考虑延长
789

的培养时间#检测多个时间点下
789

的杀瘤

能力及促细胞因子分泌能力($

1

%热休克
34567+

提取物中

AX

和
#̂ X

对淋巴细胞存在一定的抑制作用#热休克
34567+

提取物与
789

共培养比例在后续工作中还将继续深入探索#

设置多个热休克
34567+

提取物与
789

的数集比#或加入

AX

和
#̂ X

阻断剂#减少其对淋巴细胞的抑制作用*

综上所述#笔者采用热休克
34567+

提取物与早期
789

细胞进行共培养#明显刺激了早期
789

$第
$%

天%的增殖活性#

此方法为继续获得数量更多)杀伤活性更强)不良反应更小的

789

提供了重要的实现途径*笔者还将继续优化此方法#持续

深入探索和改进
789

的制备工艺*
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7IKK ÎMJ3 #̂LLIG

#

1%$1

#

$(

$

(

%!

$2%2.$2$'&

$收稿日期!

1%$).%'.$1

!

修回日期!

1%$).%2.$)

%

%0%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期


