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要!采用多种细胞因子诱导外周血单核细胞分化为成熟的树突状细胞!

NS

#

N1+<*3<36S1--

"#将成熟
NS

与初

始
8

细胞共培养#并连续加入
NS

刺激从而避免活化的
8

细胞凋亡$将活化的
8

细胞转入包被有
SN!

和
SN$H

抗

体的板中#使活化
8

细胞进一步大量扩增$流式检测多因子诱导后
NS

表型发现#高表达
SNH!

%

SN""6

%

SN""_

%

SNH%

%

SNH#

%

SSYD

%

SNC&

#低表达
SN"&

%

SN!

%

SN!!

#说明因子成功诱导单核细胞为成熟
NS

$流式检测扩增的活化

8

细胞发现高表达
SN!

%

SNH

#含有很低量的调节性
8

细胞!

8*1

4

"#分泌大量的
VO>7

.

#表明扩增出的细胞中活化
8

的含量很高#为临床研究提供参考$

关键词!多因子诱导&树突状细胞&特异性活化
8

细胞&扩增

中图分类号!

Y!B$@"$
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文献标志码!

Q

(

!

引
!

言

癌症的高发率和年轻化的趋势已经越来越威胁

到人类的健康&目前%已有的治疗方法包括外科手

术切除法)放疗)化疗等'

"7$

(

&但是这些方法都不能

完全治愈癌症%最新研究表明过继性免疫细胞治疗

为癌症的治疗带来了新的希望'

!

(

&与传统的肿瘤治

疗方法不同%大多数免疫治疗在消除肿瘤的过程中

显示出重要的作用%而且可以通过诱导免疫记忆来

建立肿瘤与机体之间新的平衡%从根本上治愈肿瘤&

免疫细胞治疗技术与其他抗肿瘤策略如手术)放化

疗的联合应用已经证实优于单一的治疗方案%极大

拓宽了细胞免疫治疗&

但是%过继性
8

细胞转移还面临很多的问题!

NS

的成熟程度低%免疫耐受%特异性活化
8

细胞的

数量不足等&由于
NS

扩增具有很大的难度%所以

这也间接限制了特异性活化
8

细胞的数量&本文

利用体外诱导成熟的
NS

连续刺激初始
8

细胞形成

特异性活化
8

细胞%并用
SN!

和
SN$H

抗体刺激%

两步法使特异性活化
8

细胞得到大量扩增&

!

!

材料和方法

"@"

!

实验材料

质粒
L

NS#CB

和质粒
L

SP?7>1(7T,I

L

C!

Y"DCM

&癌症病人的外周血来自于上海东方肝胆

外科医院生物治疗科&

"@$

!

主要实验药品及试剂

QVP7

,

"

4

3_6(

公司#%

UP7S5O

)

VE7&

)

8>O7

$

)

VE7$

)

VE7D

)

VE7"C

"

R1

L

*(8160

公司#%

ER5

)

RUG7$

"

53

4

I,

公司#%淋巴细胞分离液"

UG

公司#%

SNH!7

OV8S

)

SNH%7RG

)

SNH#7QRS

)

SN"

$

7OV8S

)

MEQ7

NY7RG

"

TN

公司#%

SN"&7RG

)

SN""67QRS

)

SN!7

OV8S

)

SN!!7QRS

)

SN""_7OV8S

)

SN!7RSD

)

SN!7

OV8S

)

SNH7OV8S

)

SN&7OV8S

)

SN&7RSC

)

SN$C7

QRS

)

SN"$D7RG

)

SNC#7RG

"

T16XI,+

公司#%

SSYD7

RG

)

SNC&7RG

"

T3(;631+61

公司#%抗
SN$H

抗体"美

天旎#%用于检测
V>O7

.

的
G-3;

L

(<

试剂盒%

N7RT5

)

Y1<*(+16<3+

"

8,X,Y,

公司#&
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携带
P9RC!

基因的腺病毒的构建

"@!@"

!

RSY

获得
P9RC!

基因

以
L

SP?7>1(7T,I

L

C! Y"DCM

质 粒 中 的

P9RC!

为模板%使用引物
"

和引物
$

%

RSY

获得

P9RC!

基因&引物
"

!

!!""##$$!USSQSSQ8

UUQUUQUSSUSQU8SQUQ8SS

$引物
$

!

#!"!

"$!"#!88Q8SQU8S8UQU8SQUUSSS88S8

U8S

"@!@$

!

酶切)连接和转化

L

NS#CB

和
RSY

获得的
P9RC!

基因分别用

G/IBV

和
)&'V

酶切后用
5(-)<3(+

'

将回收的目的

片段
P9RC!

和线性化的载体
L

NS#CB

相连接&

"@!@!

!

病毒的重组和鉴定

将
L

NS#CB7P9RC!7RRG!

质粒与
L

TMU-(c

"

K1-<,

#

G"

%

!S*1

通过试剂盒共转染至
$B!

细胞中&

共转染细胞
B

"

"&K

后出现空斑%经过
!

次病毒空

斑纯化得到比较纯的腺病毒&使用
gVQUG>N>Q

T-((KP3+3\3<

提取病毒
N>Q

%再通过
RSY

进行

鉴定&

"@&

!

诱导单核细胞成为成熟的树突状细胞"

NS

#

通过淋巴细胞分离液利用密度梯度离心的方法

从外周血中分离单核细胞&将单核细胞依据
&W

"%

#的密度铺于六孔板中%

!IE

*孔%放于
!D̂

)

C]

SZ

$

孵育箱中贴壁&

$0

后将悬液用移液管吸走%

并冻存&将贴壁细胞用
N7RT5

洗
"

遍后%加入含有

*0UP7S5O

"

"%%+

4

*

IE

#%

*0VE7&

"

"%%+

4

*

IE

#和

OE8!E

"

C%+

4

*

IE

#的
QVP7

,

培养基继续培养%

!IE

*孔%

!D̂

)

C]SZ

$

孵育箱中培养
DK

&在第四

天加入
*0UP7S5O

)

*0VE7&

和
OE8!E

细胞因子浓

度不变&第六天加入携带
RC!

基因的
,KC

型腺病

毒%

PZV̀ C

%负载树突状细胞&第七天加入
8>O7

$

"%%+

4

*

IE

%

ER5"%%+

4

*

IE

%

RUG7$"%%+

4

*

IE

%

促进树突状细胞成熟&第八天收集部分悬浮细胞做

流式表型检测&

"@C

!

成熟的树突状细胞"

NS

#与初始
8

细胞共培养

NS

和
8

细胞共培养的第一天%收集成熟的
NS

细胞%计数&将成熟的
NS

细胞和复苏的自体
8

细

胞以
"eC

的比例共培养%

8

细胞取约
CW"%

#

%

NS

取约
"%

#

%加入
CIEQVP7

,

后放入
$CII

$小瓶中

培养%使
8

细胞的密度保持在"

"

"

$

#

W"%

#

*

IE

&

同时%加入细胞因子包括!

VE7$

"

C%9

*

IE

#)

VE7D

"

C%

+

4

*

IE

#)

VE7"C

"

C%+

4

*

IE

#&对剩余的
NS

进行冻

存%用于之后对
8

细胞的连续刺激&第二天%复苏

一支
NS

%加入到
NS

和
8

细胞共培养的小瓶中&第

三天%再复苏一支
NS

%加入到
NS

和
8

细胞共培养

的小瓶中%并补加因子
VE7$

"

C%9

*

IE

#)

VE7D

"

C%

+

4

*

IE

#)

VE7"C

"

C%+

4

*

IE

#&取一个
$CII

$ 的小

瓶%加入
CIEN7RT5

)

SN!

)

SN$H

)

Y1<*(+16<3+

%避

光包被过夜&第四天%取出包被好的小瓶%分别用

N7RT5

和
QVP7

,

润洗
"

遍&从共培养的小瓶中取

出一部分悬浮细胞用于流式检测和
V>O7

.

分泌

检测&

"@#

!

特异性
8

淋巴细胞的大量扩增

特异性活化
8

细胞转移到包被板的第二天%发

现培液变黄%计数%并加入原有培液的
"

倍%补足因

子%使因子浓度保持在
VE7$

"

C%9

*

IE

#)

VE7D

"

C%

+

4

*

IE

#)

VE7"C

"

C%+

4

*

IE

#&第三天%发现培液变

黄%计数%并加入原有培液的
"

倍%补足因子%使因子

浓度保持在
VE7$

"

C%9

*

IE

#)

VE7D

"

C%+

4

*

IE

#)

VE7

"C

"

C%+

4

*

IE

#&第五天%发现培液变黄%计数%并加

入原有培液的
"

倍%补足因子%使因子浓度保持在

VE7$

"

C%9

*

IE

#)

VE7D

"

C%+

4

*

IE

#)

VE7"C

"

C%+

4

*

IE

#&用移液管吹散细胞%防止细胞聚团过大&取

一部分悬浮细胞分别用于流式检测和
VO>7

.

分泌

检测&

"@D

!

用流式检测细胞表型

每管收集
"W"%

# 个细胞%

$%%%*

*

I3+

离心
$

I3+

%倒掉上清&

&̂

以上冷
RT5

洗
"

次%

$%%%*

*

I3+

离心
$I3+

%倒掉上清&加入荧光标记抗体

"

SNH%7OG

)

SNH#7QRS

)

SNH!7OV8S

)

SN"

$

7OV8S

)

SN"&7RG

)

SN""67QRS

)

SN!7OV8S

)

MEQ7NY7RG

)

SN!!7QRS

)

SN""_7OV8S

)

SSYD7RGSNC&7RG

)

SN!7

RSD

)

SNH7OV8S

)

SN#B7RSC

)

SN&7OV8S

)

SN$C7

QRS

)

SN"$D7RG

)

SN!7OV8S

)

SN&7RSC

)

SNC#7RG

#

冰上孵育
!%I3+

&

&̂

以上冷
RT5

洗
"

次%

$%%%*

*

I3+

离心
$I3+

%弃去上清&用流式细胞仪检测荧光

值%每管计数
"%%%%

个细胞&

"@H

!

V>O7

.

分泌的检测

实验步骤依据
V>O7

.

的
G-3;

L

(<

试剂盒中的说

明书进行&

'

!

结
!

果

$@"

!

成熟树突状细胞的形态

NS

作为一种抗原递呈细胞%在它不成熟的阶

段时
NS

的形态较小%细胞周围也较平滑&当
NS

通过因子诱导成熟后%细胞会变大%细胞周围也会伸

出许多突触"图
"

#&

BD#

第
#

期 郑竹影等!突变型
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特异性活化
8

细胞的诱导与扩增



图
"

!

显微镜下成熟
NS

的形态

$@$

!

流式检测成熟树突状细胞的表型

通过对细胞表面的
SN

分子检测能够对细胞进

行鉴别和分类&将培养成熟的
NS

细胞通过流式检

测其表面各种
SN

分子的表达情况"图
$

%表
"

#%发

现用因子诱导成熟的
NS

中
NS

的特异性标记

SNH!

%

SN""6

%

SN""_

的表达较高%共刺激分子

SNH%

%

SNH#

%趋化因子受体
SSYD

%细胞粘附分子

SNC&

的表达都较高&单核细胞特异性标记
SN"&

%

淋巴细胞标记
SN!

%祖细胞标记
SN!!

都较低&所

以%通过体外因子的诱导%成功得使单核细胞分化成

为大量成熟的
NS

&

%H#

!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
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学
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学
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图
$

!

细胞因子诱导的成熟
NS

的各表型特点

表
!

!

细胞因子诱导的成熟
U.

的表型

特点统计"

!-$

$

6127\;U

#

成熟
NS

的表型 阳性百分比*
]

SNH! CH@"j"&

SNH% B!@#j#@"

SNH# D#@&j#

SN"

$

CD@Cj"&@!

SN"& "D@$j!@D

SN""6 &&@Bj"B@#

SN! &jC@H

MEQ7NY $"@DjB@&

SN!! "&@Dj"%@$

SN""_ HC@&jH@"

SSYD #$@#j"D@$

SNC& B#@$j"@C

!!

注!取
"%

C

"

"%

#成熟
NS

细胞重悬液%用流式细胞术检测各细

胞表型特点

$@!

!

成熟的
NS

与初始
8

细胞共培养后流式检测

8

细胞
SN!

和
SNH

的表型%

8*1

4

"调节性
8

细胞#的含量%以及
VO>7

.

的分泌

!!

初始
8

细胞与
8

细胞和成熟
NS

共培养后的

8

细胞相比较%

SN!

和
SNH

的表型特点没有明显差

别"图
!

#%说明在
8

细胞和成熟
NS

共培养后
SNH

f

的特异性活化
8

细胞仍然占较大比例&成熟
NS

细

胞和
8

细胞共培养产生的特异性活化
8

细胞中获

得少量的
8*1

4

细胞"图
&

#%检测培养细胞的
VO>7

.

的分泌%发现共培养前的初始
8

细胞
VO>7

.

分泌量

很低"图
C

#%而共培养后的特异性活化
8

细胞
VO>7

.

分泌量明显提高&不仅如此%对分泌
VO>7

.

单个

细胞点的平均大小进行统计发现%实验组仍然大于

阳性对照组%说明和成熟
NS

共培养后的
8

细胞能

分泌
VO>7

.

的细胞不仅数量增多而且单个细胞的

分泌量也增大&

图
!

!

流式检测初始
8

细胞及
8

细胞和成熟
NS

共培养后
SN!

%

SNH

的表型

图
&

!

流式检测
8

细胞和成熟
NS

共培养后
8*1

4

的比例

"H#

第
#

期 郑竹影等!突变型
RC!

特异性活化
8

细胞的诱导与扩增



图
C

!

用
VO>7

.

的
G-3;

L

(<

试剂盒检测
VO>7

.

的分泌"放大倍数
H%

倍#

$@&

!

大量扩增抗原特异性
8

细胞后流式检测其
SN!

%

SNH

表型特征%

8*1

4

的含量%

>\

细胞含量及

通过
G-3;

L

(<

试剂盒检测
VO>7

.

的分泌水平

!!

通过用
SN!

%

SN$H

抗体包板刺激后的细胞在

第
"%K

开始大量扩增%到第
"C

天细胞数量达到巅

峰%最多能扩增约
!%

倍"图
#

#&流式检测包板刺激

后细胞
SN!

%

SNH

的分布%发现在包板刺激后产生

的细胞中
SN!

f

SNH

f的细胞仍占有一定比例"图

D

#%说明产生的抗原特异性活化
8

细胞得到了大量

扩增&流式检测培养后细胞中
8*1

4

细胞的比例%发

现
8*1

4

细胞的比例仍然很低%只有
"@#B]

"图
H

#&

图
#

!

特异性
8

细胞体外扩增曲线

图
D

!

流式检测包板刺激后细胞
SN!

%

SNH

的表型

图
H

!

流式检测包板刺激后
SN&f

细胞中的
8*1

4

比例

流式检测
SN!

A

SNC#

f的自然杀伤细胞"

>\

%

>,<)*,-\3--1*

#发现%包板刺激后的细胞中含有少

量的
>\

细胞"图
B

#&用
VO>7

.

的
G-3;

L

(<

试剂盒

检测包板刺激后的细胞发现%有大量细胞分泌
VO>7

.

"图
"%

#%并且每个细胞分泌的
VO>7

.

量较大%说明

培养细胞中抗原特异性活化
8

细胞的比例较高%具

有较强的肿瘤杀伤能力&

图
B

!

流式检测包板刺激后细胞中的
>\

比例

$H#
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图
"%

!

用
VO>7

.

的
G-3;

L

(<

试剂盒检测
VO>7

.

的分泌"放大倍数
H%

倍#

$

!

讨
!

论

癌症作为现代人类的最可怕杀手之一%一直威胁

着人类的健康&肿瘤的免疫细胞治疗为癌症的治愈

提供了新的希望&免疫细胞治疗主要是通过增强免

疫细胞对肿瘤的识别能力%增大免疫细胞的数量%增

强免疫细胞对肿瘤的杀伤活性等来治疗癌症&最早

也是效果比较好的利用免疫细胞治疗的癌症是黑色

素瘤%随着科技的发展和研究的不断深入%现在许多

其他的癌症也能通过免疫细胞治疗获得较好的疗效&

NS

%又名树突状细胞%是功能最强大的抗原呈

递细胞%具有独特的功能可以起始和维持抗原特异

性的初始免疫反应'

&7#

(

&德国生物学
R,)-E,+

4

1*7

0,+;

于
"H#H

年第一次发现了树突状细胞&当时他

在皮肤中观察到
NS

细胞的一个亚群+++朗格汉斯

细胞&之后%在
"BD!

年
Y,-

L

05<13+I,+

和
S(0+

在

鼠的脾脏中也发现了
NS;

'

D

(

&大部分的
NS;

都来

源于骨髓中
SN!&f

的造血干细胞&在进入循环和

沉积下来之前%

NS;

以一种未成熟的细胞状态存在

于靶组织中&这些组织包括抗原的进入口%例如皮

肤和胃肠道'

H

(

&然而%

NS;

也可以来源于单核细胞

前体%通过持续的特定细胞因子的刺激产生&有研

究显示未成熟的
NS;

能够绑定
8

细胞%可能导致
8

细胞的凋亡或者产生调节性
8

细胞"

8*1

4

#和抑制

性
8

细胞%从而引起免疫耐受&因此诱导产生成熟

的
NS

对于产生强而有效的免疫反应是至关重要

的&本文从癌症病人的外周血中分离得到
RTPS

"外周血单核细胞#通过加入细胞因子诱导和
QK7

P9RC!

抗原负载培养
HK

后%形成了成熟的
NS

&

通过流式检测细胞表型发现%细胞因子诱导后的细

胞高表达
NS

特异性标记
SNH!

%

SN"

$

%

SN""_

%

SN""6

%还高表达共刺激分子
SNH%

)

SNH#

%趋化因

子
SSYD

%细胞粘附分子
SNC&

等&

SN&

f

SN$C

f

SN"$D

A的
8*1

4

细胞%即调节性

8

细胞%是一种对免疫反应有抑制作用的细胞&研

究发现%在肿瘤部位的免疫抑制现象很有可能是这

种细胞在起作用&本文通过成熟
NS

细胞和
8

细胞

共培养产生的特异性活化
8

细胞中获得少量的

8*1

4

细胞%证明这种培养方式产生的细胞在免疫反

应中产生免疫抑制现象的可能性较小%这有助于特

异性活化
8

细胞发挥其靶向肿瘤的免疫反应&

SN!

A

SNC#

f的
>\

细胞又名自然杀伤细胞%是人

体非特异性免疫系统的重要组成部分%能够非特异

性地杀伤病原体&流式检测的
>\

细胞发现%包板

刺激后的细胞中含有少量的
>\

细胞&

VO>7

.

的分泌在肿瘤免疫反应中起着至关重要

的作用&免疫细胞通过分泌
VO>7

.

使肿瘤细胞的

特异性抗原外翻%使抗原递呈细胞能更好得识别肿

瘤细胞%从而召集活化
8

细胞杀死肿瘤细胞&

肿瘤的免疫细胞治疗主要是通过增强人体的免

疫力来抗击癌症&参与细胞治疗的免疫细胞中%具

有直接抗肿瘤作用的细胞主要是
8

淋巴细胞&现

今主要采用过继性
8

细胞转移的方式进行细胞治

疗%即在体外培养具有特异性抗肿瘤作用的
8

细胞

后回输到病人体内&第一次报道通过过继性淋巴细

胞转移来靶向治疗疾病是在
C%

年前的啮齿类动物

模型中'

B

(

&随着对
8

细胞生物学知识的理解%包括

8

细胞活化和识别靶点的机制%表面分子的作用和

调控
8

细胞功能及生存的细胞转导途径%以及识别

和克隆
8

细胞生长因子%已经使体外大量扩增
8

更

有效得应用于过继性免疫性治疗'

!

%

"%7""

(

&

NS

将抗

原递呈给初始
8

细胞%并激活初始
8

细胞%使
8

细

胞向抗原特异性活化
8

细胞方向分化&然而%活化

后的
8

细胞很容易凋亡%所以本文通过将
NS

连续

刺激活化后的
8

细胞%再利用包被
SN!

抗体和

SN$H

抗体的板刺激%使抗原特异性活化
8

细胞大量

扩增&结果显示在第
"C

天
8

细胞能扩增到
!%

倍左

右%流式检测
SN!

%

SNH

表型发现%

SN!

细胞阳性率很

高%

SNH

阳性率也较高&培养的细胞中
8*1

4

细胞仍

然维持在较低水平%而且能够分泌大量的
VO>7

.

&

!H#

第
#

期 郑竹影等!突变型
RC!

特异性活化
8

细胞的诱导与扩增



综上所述%本文通过因子诱导和成熟
NS

对初始
8

细胞的连续刺激建立了一种能够大量扩增抗原特异性

活化
8

细胞的方法%为之后的临床研究打下基础&
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