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摘 要!$目的% 比较分析人大肠癌细胞
<=>&"

活化
/?@

细胞和普通
/?@

细胞的杀瘤活性! 为该类
/?@

的临床应用提供有重要参考价值的实验依据& $方法% 用液相色谱法提纯人大肠癌细胞中的
<=>&"

&取健康人外周血单核细胞!用
/IL

单克隆抗体'

?S;!!

'

?T!$"

'

?T!!

等细胞因子对其诱导'培养
获取

/?@

细胞( 运用
UV!/=S

'

?T!O

'

K;S!"

等细胞因子对其诱导' 培养获取
I/3

!

<=>&H

诱导活化
I/3

!按
<=>&H

活化的
I/"/?@W$"L

混合培养
$

周&用
VKK

法进行杀瘤活性试验& $结果% 人大肠癌细
胞

<=>&H

活化的
/?@

细胞和普通
/?@

细胞的杀瘤活性相比较! 在效靶比例为
$H"$

'

!H"$

'

OH"$

时!杀
伤活性差异均具有统计学意义)

>XH:H$

*& $结论% 与普通的
/?@

细胞相比!肿瘤细胞
<=>&H

活化的
/?@

细胞具有更强的杀瘤活性&

主题词!肿瘤( 热休克蛋白
&H

(细胞因子诱导的杀伤细胞(树突状细胞
中图分类号!

Y&LPLO

文献标识码!

Z

文章编号!

$R&$P$&H[

#

!H$!

$

H&PHM$!PHO

/?@\57A(E1+2!1+B)52B E1--2*]

过继免疫疗法作为

恶性肿瘤综合治疗的一种重要的方法! 其疗效已得

到医学界肯定& 该细胞是在多种细胞因子刺激下产

生的多克隆
K

效应细胞! 可杀伤绝大部分恶性肿瘤

细胞!杀瘤活性强大!体外增殖迅速!并且能使患者

免疫力提高!生活质量改善& 但是!仍有小部分恶性

肿瘤细胞不能被
/?@

细胞杀伤或者对
/?@

细胞不

敏感!致使患者体内残留肿瘤病灶!对预后不利& 因

此研究如何提高
/?@

细胞杀伤肿瘤细胞的细胞毒性

和杀瘤活性!从而提高治疗效果!对
/?@

细胞免疫治

疗的拓展和应用有着很重要的价值&

/?@

细胞被负载单一肿瘤抗原的树突状细胞

\B2+B*1A15 52--3

!

I/3]

诱导活化后!其杀瘤活性明显增

强!

/I%

^

K

细胞显著增加! 但由于肿瘤抗原的单一

性'组织相容性抗原)

V</

*的限制性等原因影响了

疗效 & 而肿瘤源性的热休克蛋白
&H

)

02,A 30(5E

_*(A21+ &H

!

<=>&H

*携带多种肿瘤抗原肽!具有高表

达' 可激活多个克隆的效应细胞及其杀伤活性不受

V</

分子限制等优点! 故以
<=>&H

活化的
/?@

细

胞杀瘤活性将高于其他单一抗原活化的
/?@

&

本研究以人大肠癌细胞的
<=>&H

活化
/?@

细

胞!并与普通
/?@

细胞进行了杀伤活性的对比分析!

现报道如下&

#

材料与方法

!"!

材 料

#:#:#

主要试剂

淋巴细胞分离液)北京拜尔迪公司*!

?S;!!

'

?T!

#"

'

?T!!

'

?T!O

'

K;S!"

'

UV!/=S

)美 国
>D>Y4KD/<

公司*!抗小鼠
<=>&H

单克隆抗体'抗人
<=>&H

单克

隆抗体均购自美国
=,+A, /*)`

生物技术公司! 碱性

磷酸酶标记的羊抗小鼠
?6U

抗体购自武汉博士德生

物工程有限公司&

a*,B.(*B Y2,62+A

蛋白浓度检测试

剂盒购自上海生工生物工程有限公司&

VKK

试剂盒

购自北京拜尔迪生物科技有限公司&

#:#:!

主要仪器!耗材

超速离心机)日本
<?KZ/<? @4@?

公司*!

=I=!

>ZUD

电泳仪'半干式转印仪'凝胶成像系统和超级

多 功 能 酶 标 仪 ) 美 国
a1(!Y,B

公 司 *!

/(+ Z!

=2_0,*(32

柱 )瑞典
>0,*F,51,

公司 *'

IDZD!M!

柱

)瑞典
>0,*F,51,

公司*和全自动蛋白纯化系统)瑞

典
ZF2*30,F

公司!

Z@KZ G,315 ><b/ $HH

*&

$:$:L

细胞来源

人大肠癌细胞株
T= $&OK

购于中科院上海细胞

库& 用于培养
/?@

细胞的外周血单核细胞!来源于

健康志愿者&

M$!
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图
$ '()&"

的检测与分析

!"#

实验方法

$*!*$ '()&"

提取!纯化与检测"

$

#

首先大量扩增人类大肠癌细胞
+( $&,-

! 收集

细胞后经低渗裂解" 超声破碎" 超速离心! 依次过

./0 1!(23456/72

亲和柱和
8919

离子交换柱层析

纯化!各洗脱峰样品在
$": (8(!)1;9

上进行相对

分子质量#

<6

$和纯度测定!最后经
=27>260 ?@/>

进

行蛋白定性检测%

$*!*! .AB

细胞培养

密度梯度离心法分离外周血单个核细胞! 悬浮

细胞用于扩增
.AB

& 于
ACD!!

'

$ """E "F@

$(

G&#

(

H:

的二氧化碳培养箱中培养
!,4

后加入
.8G <5I

'

HJ"K "F@

$(

G&#

(

H:

的 二 氧 化 碳 培 养 箱 中 培 养

,%4

!再加入
A+!$#

'

!""E "F@

$(

A+!!

'

H"""K ""@

$!每天

观察细胞的生长情况& 隔天加培养液!加
A+!!

!培养

!

周&

$*!*G 8.

细胞的培养及
'()&"

活化
.AB

密度梯度离心法分离外周血单个核细胞! 贴壁

单核细胞用于诱导
8.

&

8.

培养液中加入
;<!.(C

'

$ """ELF@

$(

A+!,

'

HJJELF@

$!每
!M

加入
;<!.(C

和

A+!,

& 第
&M

时 ! 在培养瓶中加入配好的
-DC!#

'

HJJELF@

$ 二氧化碳培养箱中培养
,%4

& 更换培养

基 (

;<!.(C

(

A+!,

后 ! 加 入
,JJ"KLF@

的 大 肠 癌

'()&J

!培养
,%4

活化
8.

细胞& 再次更换培养基!

按
'()&J

活化的
8.$.ABN$$G

混合培养 '此时
.AB

细胞已

经按
$*!*!

中的方法培 养
$

周$! 放入
G&#

(

H:

的二氧化

碳培养箱中培养!隔天加入无

血清培养基和
A+!!

!培养
$

周

后!进行杀瘤试验&

$*!*,

杀瘤试验

收 集
'()&"!8.!.AB

共

培养细胞作为效应细胞
O2P!

P2Q>/6 Q2@@

!

9R

! 收集对数生长

期的
+( $&,-

大肠癌细胞作

为靶细胞
O>56K2> Q2@@

!

-R

!按照

'()&J!8.!.AB

与
+( $&,-

效

靶比
O9 $-R

分别为
$J $$

(

!J $$

(

,J$$

混合! 另设未用
'()&J

活化
.AB

与
+( $&,-

效靶比

分别为
$J$$

(

!J$$

(

,J$$

混合! 效应细胞和靶细胞分

别按效靶比例设空白对照!均设
G

个复孔!

<--

法

杀伤活性分析操作) 靶细胞浓度为
H%$J

, 个
LF@

!

效应细胞浓度为
H%$J

H 个
LF@

!用含
<-- ST

孔板!每

孔液体量
!JJ"@

!

9 $-N$J $$L$JJ"@ $$JJ"@

!

9 $-N!J $$L

$GG"@$T&"@

!

9$-N$J$$L$TJ"@$,J"@

&

G&#

(

H: .U

!

培

养箱中放置
,4

后 ! 吸去上清 ! 每孔加入
8<(U

$HJ"@

!平板摇床上振摇
HFV0

后!用酶标仪测量各孔

,SJ0F

处的
U8

值& 杀伤活性的计算方法)*对照组

U8

值 '肿瘤细胞
W

淋巴细胞$

X

实验组
U8

值+

L

相应

对照组肿瘤细胞的
U8

值
%$"":

!"$

统计学处理

采用
()(($T*"

软件进行两独立样本均数的
>

检验!

)Y"*"H

为差异有统计学意义%

!

结 果

#!! '()&"

的纯化

经过
./0 1!(23456/72

亲和柱和
8919

离子交

换柱分离纯化后!得到纯度较高的分子量约为
&"Z8

的蛋白质 ! 经免疫印记分析证实该蛋白质即为

'()&JO

图
$R

%

#"# .AB

细胞培养

如图
!

所示!

.AB

细胞生长情况良好!

.AB

细胞

< 1 ? < . 8 9 C

S&*!

,

TT*,

,

,,*G

,

!S*J

,

!J*$

,

$,*G

,

<[

标志物
\ 1[

全蛋白
\ ?[

经
./0 1!(23456/72

纯化后
\ .

(

8

)经
8919

纯化后
\

9

(

C[ =27>260 ?@/>

后的
'()&J

%

Z8

H$G



肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"$!89(-:#%8;(:&

为悬浮生长细胞!呈球形"

!"# </

细胞的培养及人大肠癌细胞
=>?&"

活化

/@A

细胞

图
B

所示已培养的
</

细胞! 可见
</

细胞生

长情况良好" 成熟
</

细胞!在倒置显微镜下观察如

树突样突起"

=>?&"

诱导活化后的
/@A

细胞见图
C

所示!细

胞生长情况良好"

!!$ =>?&"

诱导活化
/@A

细胞杀瘤试验

普通
/@A

和
=>?&"

活化的
/@A

的杀伤活性在

B

个 效 靶 比 例 分 别 为
$%:C!D E!B:%FD

#

!G:BFD E

BB:FHD

#

G$:!IDE%C:CFD

!统计学分析各效靶比例均

具有显著性差异 $

?JH:H$

%! 而在效靶比例为
CH!$

时!

=>?&H

活化
/@A

杀伤活性显著提高" 各效靶比

例的杀伤活性见表
$

"

B

讨 论

/@A

细胞可来源于健康志愿者或接受过化疗的

恶性肿瘤患者!经自体或异体外周血细胞分离#提取

单核细胞#细胞因子诱导培养而成" 具有很强的#非

K=/

限制性的溶细胞活性!可以溶解自体或者异体

起源的敏感的肿瘤细胞 &

!

'

" 因此!在过去的
!H

多年

里!

/@A

细胞已经从实验观察进入到临床应用"国内

外诸多机构# 单位报道了
/@A

细胞在治疗肾细胞

癌#结直肠癌#淋巴瘤#急性白血病#胃癌等恶性肿瘤

的情况!无论是临床试验还是体外试验
/@A

细胞都

显示了具有较好的抗肿瘤活性! 但也普遍存在抗肿

瘤活性不高的问题"

为此!很多学者进行了如何提高
/@A

细胞的抗

肿瘤活性的探索!研究证明
</3

可以向
/@A

细胞呈

递肿瘤抗原!希望通过这种方式!增强
/@A

细胞对

肿瘤的识别能力!进而对其进行有效的杀伤"将抗原

冲击后
</3

和
/@A

细胞共培养!再用培养后的
/@A

细胞对多种肿瘤细胞有杀伤活性 &

B

'

" 目前国内外研

究最多的是负载单一肿瘤抗原的
</3

活化的
/@A

细胞对肿瘤细胞进行杀伤研究! 虽然其杀瘤活性有

一定程度的增强!但是其杀瘤范围过于狭窄!仅能杀

伤表达该抗原的恶性肿瘤细胞! 同时其杀瘤活性受

K=/

分子的限制!使得其治疗效果有限"

=>?&H

是伴随着细胞表面温度的升高而被诱导

表达的热休克蛋白家族的一种蛋白" 其他不利因素

图
!

培养的
/@A

细胞
L"$""M

图
B

培养的
</

细胞 !

"CHH

"

图
C =>?&H

活化的
/@A

细胞 !

"!HH

"

表
# /@A

细胞和人大肠癌细胞
=>?&H

活化的
/@A

细胞

杀伤活性的比较!

D

#

+N%

"

效靶比例
/@A

细胞
=>?&"

活化的
/@A

细胞
O ?

$"!$ $%:C!#$:$$ !B:%F#$:!B F:BB ":"""FB

!"!$ !G:BF#!:!& BB:F"#$:IG &:&$ ":"""I!

C"!$ G$:!I#!:"! %C:CF#!:I" !":CI ":"""$&

I$C
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也会诱导
'()&"

的表达 ! 据报道 " 肿瘤源性的

'()&"

作为一种肿瘤抗原可活化多个效应细胞 #

*

$

"

那么其活化细胞毒
+

细胞的杀瘤作用强于单个抗

原活化的细胞毒
+

细胞"另外"肿瘤源性的
'()&,

能够向树突细胞
-./01

呈递肿瘤抗原"然后交叉呈递

给
+

细胞#

2

$

!肿瘤源性的
'()&"

可以活化
./0

"这已

经被认为是一种辅助促进肿瘤细胞抗原呈递和诱导

抗肿瘤免疫的一种方法#

&

$

!

要对恶性肿瘤进行更加有效的杀伤" 必须大大

增强
/34

细胞的抗肿瘤活性" 本研究是对增强
/34

细胞抗肿瘤活性方法的一种探索" 进而为临床应用

研究提供重要的参考依据!

本研究显示"人大肠癌细胞
'()&"

活化的
/34

细胞具有很好的杀伤大肠癌细胞活性" 在效应细胞

和靶细胞比例为
5"!$

时" 人大肠癌
'()&"

活化的

/34

细胞杀伤人大肠癌细胞的效率高达
%56578

"而

普通的
/34

细胞杀伤率仅为
2#6!*8

"统计学分析表

明"具有显著的统计学差异%

)9,6,#

&! 可以肯定"人

大肠癌细胞
'()&,

活化的
/34

细胞比普通的
/34

细胞具有更强的杀瘤活性! 这一结果与
'()&,

可诱

导活化多种可杀伤肿瘤的效应细胞有密切联系 #

%

$

!

至于为何
'()&,

可诱导活化多种效应细胞"这可能

与
'()&,

结合了大量肿瘤细胞起源的抗原多肽有

关!另外"人大肠癌细胞
'()&,

活化的
/34

细胞杀瘤活

性的提高与其杀伤活性不受
:'/

分子的限制有关#

7

$

!

这是因为
'()&"

作为一种重要肿瘤抗原"可以通过

;)/0

向
/.%

<

+

'

/.5

=

'

/.%

=

+

细胞呈递肿瘤抗原"

这使得
'()&,

既可以诱导活化
/.%

<

+

细胞"同样也

可以诱导活化
/.5

=

'

/.%

=

+

细胞! 而
/.5

=

'

/.%

=

+

细胞的杀瘤活性与
:'/

分子无关#

$,

$

"无论恶性肿瘤

细胞表达
:'/

分子与否"均能对其进行有效的杀伤!

本研究对于提高
/34

的杀伤活性和
'()&,

活

化
/34

进行深入研究"希望对于改进肿瘤免疫治疗

方法和提高治疗效果有一定的参考意义!

参考文献
>

?#@

傅庆国"郭仁宣"姚振宇"等
6

肿瘤热休克蛋白
&,"

多肽复

合物诱导特异性细胞毒
+

淋巴细胞产生的实验研究
?A@6

中华医学杂志"

!,,,

"

%,B5C> D,$=D,D6

?!@ :EFGHIJJ K 6;LGMNOGMIP IJ POGEQOF RMFFSQ LSFF0 TU HSOG 0HILR

VQIGSMP &, ?A@6 3PG A 'UVSQGHSQWMO

"

!,,7

"

!*BD1>#27=#&*6

?D@ 4IMXS +

"

3MPEWO '

"

YERE0HMWO Z6 [JJMLMSPG /+\ VQIXEL"

GMNMGU IJ WIXMJMSX JE0MIP LSFF0 TU MPLQSO0S IJ HSOG 0HILR

VQIGSMP &" ?A@6 ]PLIF ZSV

"

!""7

"

!$BD1>&D&=&526

?5@ \ME K

"

^OI 4

"

_OP` a

"

SG OF6 ZSLIP0GMGEGSX LIWVFSbS0 IJ

WULITOLGSQMOF '()&, OPX [ac \:)!;"XSQMNSX VSVGMXS0

SFMLMG VSVGMXS"0VSLMJML LUGIGIbML + FUWVHILUGS QS0VIP0S0 OPX

OPGM"GEWIQ MWWEPMGU?A@ 6 cOLLMPS

"

!,$$

"

!7-5DC>&5$5=&5!D6

?*@

李可"吕章春"陈海祥"等
6

抗原致敏
./

诱导
/34

细胞

对肺腺癌细胞的杀伤作用
?A@#

肿瘤学杂志"

!,,%

"

$5-5C

(

D$,=D$D$

?2@ KIP` A

"

dHOP` ^

"

.EQJSS A

"

SG OF6 ; HSOG 0HILR VQIGSMP &,"

TO0SX NOLLMPS eMGH SPHOPLSX MWWEPI`SPMLMGU JIQ LFMPMLOF

E0S ?A@6 A 3WWEPIF

"

!,$,

"

$%5-$C>5%%=5726

?&@ (QMNO0GONO )6 3PGSQOLGMIP IJ HSOG 0HILR VQIGSMP0 eMGH VSV"

GMXS0 OPX OPGM`SP VQS0SPGMP` LSFF0> LHOVSQIPMP` IJ GHS MP"

POGS OPX OXOVGMNS MWWEPS QS0VIP0S0 ?A@6 ;PPE ZSN 3W"

WEPIF

"

!,,!

"

!,>D7*=5!*6

?%@ (GILRM )

"

:IQQM0 fA

"

)QSM0MP`SQ /

"

SG OF6 3XSPGMJMLOGMIP IJ

VIGSPGMOF '\; LFO00 ! OPX LFO00 " SVMGIVS VQSLEQ0IQ0

O00ILMOGSX eMGH HSOG 0HILR VQIGSMP &, -'();C ?A@6 /SFF

(GQS00 /HOVSQIPS0

"

!,$,

"

$*-*C>&!7=&5$6

?7@ _SP` .

"

/OFXSQeIIX (4

"

KIP` A6 )QSVOQOGMIP IJ O HSOG"

0HILR VQIGSMP &,"TO0SX NOLLMPS JQIW ./"GEWIQ JE0MIP

LSFF0 ?A@6 :SGHIX0 :IF aMIF

"

!,$$

"

&%&>!**=!2*6

?$,@ +ORSWIGI (

"

fM0HMROeO :

"

KEOP g

"

SG OF6 [PHOPLSX `SPSQO"

GMIP IJ LUGIGIbML + FUWVHILUGS0 TU HSOG 0HILR VQIGSMP &,

JE0MIP VQIGSMP0 HOQTIQMP` TIGH /.%-<C + LSFF OPX /.5-<C +

LSFF SVMGIVS0 ?A@6 :IF )HOQW

"

!,$, ?[VET OHSOX IJ VQMPG@6

?$$@ KSGHMP` :A

"

(OWTQIIR A6 )QIGSMP JIFXMP` MP GHS LSFF ?A@6

fOGEQS

"

$77!

"

D**>DD=5*6

?$!@ ^IEP` .

"

ZIWOP [

"

:IQSPI /

"

SG OF6 :IFSLEFOQ LHOVSQI"

PS0 OPX GHS MWWEPS QS0VIP0S?A@6 )HMFI0 +QOP0 Z (IL \IPX

a aMIF (LM

"

$77D

"

DD7-$!%7C>D2D=D2&6

?$D@ )MSQLS (46 :IFSLEFOQ LHOVSQIPS0 MP GHS VQILS00MP` OPX

VQS0SPGOGMIP IJ OPGM`SP GI HSFVSQ + LSFF0 ?A@6 [bVSQMSPGMO

"

$775

"

*,-$$=$!C>$,!2=$,D,6

?$5@ dHE g

"

dHIE )

"

/OM A

"

SG OF6 +EWIQ OPGM`SP XSFMNSQSX TU

(OFWIPSFFO # 0SLQSGMIP VQIGSMP JE0SX eMGH HSOG 0HILR

VQIGSMP &, MPXELS0 VQIGSLGMIP OPX SQOXMLOGMIP O`OMP0G

WEQMPS WSFOPIWO ?A@6 /OPLSQ (LM

"

!,$,

"

$,$ -$!C>!2!$=

!2!%6

*$*


