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"摘要#

!

目的
!

通过对比包被和未包被抗人
!6(

单克隆抗体培养瓶中的杀伤细胞"

!T[

细胞#生长状态及培

养一段时间后收集的细胞数!研究在临床常用培养
!T[

细胞的方法上!后续增加对培养瓶进行包被抗人
!6(

单克

隆抗体的预处理后!对
!T[

细胞生长的影响$方法
!

提取健康者的外周血单个核细胞"

/RS!

#!无血清培养液调整

好细胞浓度!在
:B?J

) 密封盖培养瓶中等量加入包被和未包被抗人
!6(

抗体!以及
T.X3

&

$培养
)A0

后加入
!T[

混合刺激因子!以后每天观察细胞的生长情况!根据细胞的生长情况进行传代扩增"扩增至未包被的培养瓶中#!第

')

天收集细胞进行比较$结果
!

包被抗人
!6(

抗体的
:B?J

) 密封盖培养瓶培养的
!T[

细胞!在培养第
(

天即可

进行传代扩增!以后每天都可进行扩增%用未包被抗人
!6(

抗体
:B?J

) 密封盖培养瓶培养的
!T[

细胞在第
B

天才

可进行传代扩增!以后每隔
'H

可以进行扩增!第
')

天收集的细胞总数未包被的为
'8)e'*

@

!包被的为
(8(e'*

@

$

结论
!

包被细胞因子抗人
!6(

单克隆抗体对正常条件培养的
!T[

细胞生长状态和较短时间内收获的
!T[

细胞总

量有很好的正影响$
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随着我国工业的快速发展#环境污染日益加剧#肿瘤的发

病率逐年上升#人们对肿瘤治疗方法的探究也在不断创新)自

'@@'

年
Q?0J&H> <̀;I

等+

'

,报道了体外培养的杀伤细胞$

!T[

细胞%具有较强的抗肿瘤作用以来#细胞因子诱导的杀伤细胞

!T[

$

?

+

><O&$#3&$HF?#HO&;;#2

%作为新型过继免疫治疗肿瘤的免

疫细胞之一#开始得到广泛关注)近几年来#我国对
!T[

细胞

的研究也在不断深入+

)

,

)

!T[

细胞是将人体外周血单个核细

胞在体外经多种细胞因子$

T.X3

&

*

T73'

%

*抗人
!6(

单抗和
T73

)

%共同刺激激活培养后获得的一群既表达
1

细胞所特有的膜

表面分子
!6(

#又表达
X[

细胞膜表面分子
!6B,

+

(

,

#被称为

X[

样
1

淋巴细胞的特异质细胞群)与
7-[

*

1T7

等相比#

![

细胞在杀瘤活力等方面具有新型*高效和广谱性+

A

,

)

目前常见临床
!T[

细胞治疗的方法一般为用
.&?<;;

法分

离提取外周血单个核细胞或用单采机采集外周血单个核细胞#

经多种细胞因子$

T.X3

&

*

T73'

%

*抗人
!6(

单抗和
T73)

%共同刺

激后进行扩增培养#在两周左右进行收集回输)这种培养模式

培养虽可获得一定量的
!T[

细胞#但存在细胞生长状态缓慢*

扩增次数一般等问题#导致患者需长期进行细胞治疗才有很好

的治疗效果)抗人
!6(

单克隆抗体作为
!T[

细胞刺激因子之

一#具有诱导活化
1

细胞并能进行长期培养的作用#且在培养

过程中用量很小)

T.X3

&

*

T73'

%

对
!T[

细胞的增长无明显影

响#

T73)

虽能刺激活化
1

细胞大量增殖但所需要的量非常大)

本研究通过包被细胞因子抗人
!6(

抗体对
!T[

细胞的体外培

养增殖的研究#以寻求在正常培养条件下较短时间内获得质量

更好*数量更多的
!T[

细胞#为肿瘤患者在较短的时间内获得

很好的过继免疫治疗效果提供方法)

$

!

材料与方法
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!

材料
!

"131BB'

无血清培养基$北京宝日医生物科技有

限公司%基因重组人白细胞介素
'

$

T73'

%

%$
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?;<$E;-$>&30FJE$!6(
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6Q

+
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%(

63/RQ

缓冲液$北京宝日医生物科技有限公司%(基因重组人白细胞

介素
)

$

T73)

%$北京四环生物科技有限公司%(基因重组干扰素
3

&

$

T.X3

&

%$上海克隆生物高科技有限公司%(人淋巴细胞分离液

$天津灏洋生物科技有限公司%(生理盐水#硫酸庆大霉素 $国
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!

:B?J

) 密封盖培养瓶的预处理
!

:B?J

) 密封盖培养瓶

中加入
63/RQ

缓冲液
'*J7

#再加入
B

#

=

"

J7

的
S<$<?;<$E;

-$>&30FJE$!6(

*

-$>&M<H

+

#

Ab

孵育 过夜)使用前用倒去包

被液#先用洗液$生理盐水
d

庆大霉素%洗涤一次#再用无血清

培养基洗涤一次备用)

$8'

!

外周血单个核细胞的分离提取与初培养
!

采取肝素抗凝

的健康成人外周血
B*J7

#缓慢均匀加入已加人淋巴细胞分离

液的离心管中#低速水平离心机
)*b

分离)分离后提取单个

核细胞层#用洗液$生理盐水
d

庆大霉素%洗涤
(

遍)收集外

周血单个核细胞于离心管中#加入无血清培养基吹打至充分悬

浮#等量分别加入至未包被和已包被 抗人
!6(

抗体 的
:B?J

)

细胞培养瓶中)

$81

!

!T[

细胞的诱导及扩增培养
!

$

'

%健康对照组!提取外周

血单个核细胞#加入
'***Z

"

J7T.X3

&

#置
(:b

*饱和湿度*

BV !̂

)

培养
)A0

后加入
!T[

混合刺激因子 $

'*$

=

"

J7T73

'

%

*

'8B

#

=

"

J7

抗人
!6(

单抗 和
B**Z

"

J7T73)

%#每天观察

!T[

细胞的生长状态#根据细胞的生长情况进行传代扩增)扩

增时补加含
'***Z

"

J7T73)

的无血清培养基#计数调整
:B

?J

) 细胞培养瓶细胞浓度至
'e'*

,

Z

"

J7

左右)将补加含

'***Z

"

J7T73)

的无血清培养基后增加的细胞悬液移至未

包被的培养瓶中培养#观察细胞生长状态#视
!T[

细胞生长情

况更换培养液#换液时添加含
'***Z

"

J7T73)

无血清培养

基#计数调整培养瓶细胞浓度至
'e'*

,

Z

"

J7

左右正常培养

至第
')

天收集计数)$

)

%包被细胞因子组!提取外周血单个

核细胞#加入
'***Z

"

J7T.X3

&

#置
(:b

*饱和湿度*

BV !̂

)

培养
)A0

后加入
!T[

混合刺激因子 $

'*$

=

"

J7T73'

%

*

'8B

#

=

"

J7

抗人
!6(

单抗和
B**Z

"

J7T73)

%#每天观察
!T[

细胞的

生长状态#根据细胞的生长情况进行传代扩增)扩增时补加
'

***Z

"

J7T73)

的无血清培养基#计数调整
:B?J

) 细胞培养

瓶细胞浓度至
'e'*

,

Z

"

J7

左右)将补加
'***Z

"

J7T73)

的无血清培养基后增加的细胞悬液移至未包被的培养瓶中培

养#观察细胞生长状态#视
!T[

细胞生长情况更换培养液#换

液时添加含
'***Z

"

J7T73)

无血清培养基#计数调整培养瓶

细胞浓度至
'e'*

,

Z

"

J7

左右正常培养至第
')

天收集计数)

$82

!

统计学方法
!

依据数据性质采用
7

检验)

/

!

结
!!

果

包被与未包被抗人
!6(

单抗的
:B?J

) 密封盖培养瓶培

养细胞的生长状态与培养至第
')

天收集的细胞数比较$表

'

%)

表
'

!

密封盖培养瓶培养细胞的生长状态与培养至第
')

天收集的细胞数比较

时间
生长状态及相关操作

包被 未包被

第
'

天 分离提取
/RS!dT.X3

&

分离提取
/RS!dT.X3

&

第
)

天 加入
!T[

混合刺激因子 加入
!T[

混合刺激因子

第
(

天
!T[

细胞形态一般*密度高*执行传代扩增
!T[

细胞形态一般*密度一般

第
A

天
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增
!T[

细胞形态一般*密度一般

第
B

天
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增
!T[

细胞形态一般*密度高*执行传代扩增

第
,

天
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增
!T[

细胞形态良好*密度一般

第
:

天
!T[

细胞形态良好*密度高
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增

第
C

天
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增
!T[

细胞形态良好*密度一般

第
@

天
!T[

细胞形态良好*密度高
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增

第
'*

天
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增
!T[

细胞形态良好*密度一般

第
''

天
!T[

细胞形态良好*密度高
!T[

细胞形态良好*密度高*执行扩增

第
')

天 收集#计数#进行统计学分析 收集#计数#进行统计学分析

'

!

讨
!!

论

实验表明外周血单个核细胞在细胞因子作用下均能增殖#

镜下可见细胞饱满透亮*聚集成团#呈集落样生长+

B

,

)本次试

验在培养数百例
!T[

细胞过程中也注意到此类现象#并用这

一现象结合细胞密度作为判断
!T[

细胞生长状态的良好程度

和是否可进行扩增的指标)

!6(

单抗致
1

细胞扩增的机制已

研究得较为透彻#

!6(

单抗与
1!43!6(

复合体结合#通过信

号传导系统将刺激信号转入细胞内部#触发级联反应#导致
1

细胞活化及扩增+

,

,

)

比较了悬浮加入抗
!6(J-M

和使用孔板包被的方法加

入抗
!6(J-M

刺激生成的
!T[

细胞在扩增能力#纯度和细胞

毒活性方面的不同)使用包被的方法将抗
!6(J-M

固定在

孔板底部的效果要比直接悬浮加入 好+

:

,

)多 种 研 究 表

明+

'

#

C3@

,

#

!T[

细胞虽可在长期培养的过程中获得大量增殖#但

普通的培养条件下通常在
(

!

AH

进行一次调节细胞密度的操

作$临床上称之为换液#即扩增操作%)说明普通培养条件下

!T[

细胞增长的速度比较慢#扩增次数较少限制了培养后收集

的细胞总数)本科室在总结
!6(

单抗和
!T[

细胞的生物学特

性后#提出用包被
!6(

的方法对培养瓶进行预处理#在后续的

培养过程中按照正常的
!T[

细胞培养方法进行培养#

!T[

细

胞可能会增殖更快#呈高密度生长状态#较短时间内扩增次数

更多#收获细胞数更多的设想)在多组实验中#

!T[

细胞的生

长状态基本如上$表
'

%)上述结果证明本次试验设想是正确

的#从而为临床在较短时间内获得多倍于常用方法培养的
!T[

细胞提供了可靠参考方法)
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胰腺癌*肝胆系癌*胃癌*结直肠癌的
!-'@3@

水平分别是正常

均值的
,C(

*

B(B

*

):@

*

''B

倍)故
!-'@3@

是胃癌较好的标

志物)

!-:)3A

是一种肿瘤相关糖蛋白抗原)研究表明#胃癌组

!-:)3A

平均值明显高于对照组和胃良性肿瘤组及其他消化道

恶性肿瘤#差异有统计学意义$

!

"

*8*'

%)胃癌
!-:)3A

水平

和阳性率明显高于其他消化道恶性肿瘤#提示
!-:)3A

在胃癌

诊断中具有较大的意义#是胃癌诊断中理想的肿瘤标记物)

肿瘤细胞对
!N-

有强阳性细胞质染色)大肠癌组织可产

生一种糖蛋白#作为抗原引起患者的免疫反应#此种抗原称为

!N-

#可广泛存在于内胚叶起源的消化系统肿瘤#也存在于正

常胚胎的消化管组织中#在健康者血清中也可有微量存在)

!N-

是一个广谱性肿瘤标志物#它能向人们反映出多种肿瘤

的存在#对大肠癌*乳腺癌和肺癌的疗效判断*病情发展*监测

和预后估计是一个较好的肿瘤标志物)

目前胃癌检测标本多为外周血#由于血液稀释作用#加之

肿瘤早期其标志物含量甚低#分泌到外周血中就更少#故其阳

性率不够高)胃液直接与胃黏膜接触#能较敏感地反映胃的病

变#检测胃液的肿瘤标志物诊断胃癌的价值较检测血清为高)

经试验证实胃液中
!-:)3A

*

!-'@3@

*

!N-

的测定值要高于血

清中
!-:)3A

*

!-'@3@

*

!N-

的测定值#而且差异有统计学意义

$

!

"

*8*B

%#所以胃液比血液更适合用于检测胃癌肿瘤标志

物(癌前疾病组与对照组比较#血清中的
(

种肿瘤标志物检测

结果无统计学意义$

!

#

*8*B

%#而胃液中
(

种肿瘤标志物检测

结果差异有统计学意义$

!

"

*8*B

%#胃液中
!-:)3A

*

!-'@3@

*

!N-

的测定更有利于癌前疾病的诊断和疗效的追踪#对于胃

癌的早期诊断和治疗有重要的意义)
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总体与样本

根据研究目的确定的同质研究对象的全体$集合%称为总体#包括有限总体和无限总体)从总体中随机抽取的部分观察

单位称为样本#样本包含的观察单位数量称为样本含量或样本大小)如为了解某地区
'*

!

'B

岁儿童血钙水平#随机选取该

地区
(***

名
'*

!

'B

岁儿童并进行血钙检测#则总体为该地区所有
'*

!

'B

岁儿童的血钙检测值#样本为所选取
(***

名儿

童的血钙检测值#样本含量为
(***

例)类似的研究需满足随机抽样原则#即需要采用随机的抽样方法#保证总体中每个个

体被选取的机会相同)
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