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人外周血与脐带血来源自然杀伤细胞大体系扩增培养比较

胡焕焕１，姬国杰１，赵　青２，石晓卫１，丰慧根１，３

（１．新乡医学院三全学院生命科学技术学院，河南　新乡　４５３００３；２．商丘市中心血站，河南　商丘　４７６０００；３．新乡
医学院研究生院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨人外周血、脐带血来源的细胞因子诱导的自然杀伤（ＮＫ）细胞在体外大体系扩增培养的增殖
能力及细胞表型分析。方法　无菌采集健康志愿者外周血、孕产妇脐带血，用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，加入
白细胞介素２（ＩＬ２）体外诱导ＮＫ细胞，细胞计数法检测比较其增殖能力，流式细胞术检测诱导后 ＮＫ细胞的表型。
结果　加入ＩＬ２诱导体外培养１５ｄ后，外周血、脐带血来源的 ＮＫ细胞扩增倍数分别为１８７．８７±７．５７和１６５．８０±
９２４，外周血来源的ＮＫ细胞扩增倍数高于脐带血来源的（Ｐ＜０．０５）。培养前，流式细胞术检测外周血、脐带血不同来
源单个核细胞中ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型的ＮＫ细胞所占比例分别为（１８．３７±３．１６）％和（１３．２９±２．４１）％，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；诱导培养１５ｄ后，外周血、脐带血不同来源单个核细胞中ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型的ＮＫ细胞所
占比例分别为（９１．３２±５．３８）％和（８４．２６±４．１１）％，较诱导前均显著升高（Ｐ＜０．０５）；外周血来源 ＣＤ３－ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋表型的ＮＫ细胞所占比例稍高于脐带血来源，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　经细胞因子 ＩＬ２诱导
后，外周血和脐血来源诱导的ＮＫ细胞的增殖能力、ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型细胞所占比例均有较大提高。
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　　细胞免疫在肿瘤免疫中具有重要的作用，其中，
自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞是体内主要的免
疫细胞。ＮＫ细胞是一类无主要组织相容性复合体
限制性，可有效杀伤多种肿瘤细胞的主要效应细
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胞［１］。成熟的ＮＫ细胞主要来源于人体外周血，但
ＮＫ细胞在外周血单个核细胞中的比例仅为１０％ ～
２０％［２４］。肿瘤晚期患者自身免疫低下，ＮＫ细胞含
量较少，活性较低。脐带血中富含造血干细胞，可以

在体内和体外分化为ＮＫ细胞。本研究选取外周血
和脐带血，在相同的条件下用同样的方法进行体外

大体系扩增，对ＮＫ细胞扩增及ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋

表型的ＮＫ细胞所占比例进行比较，为临床实验提
供参考依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　无血清培养基（ＧＴＴ５６１）购自日
本ＴａＫａＲａ公司，基因改造Ｋ５６２细胞购自深圳蓓赛
尔细胞科技有限公司，白细胞介素２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，
ＩＬ２）购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，异硫氰酸荧光素
（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记ＣＤ３抗体及同
型对照ＩｇＧ１，ＰＥ标记的 ＣＤ１６、ＣＤ５６抗体及同型对
照ＩｇＧ１均购自美国ＢＤ公司，硫酸庆大霉素购自河
南辅仁药业有限公司，Ｆｉｃｏｌｌ分离液购自美景生物科
技有限公司。

１．２　ＮＫ细胞扩增　征集健康志愿者 ９名，男 ６
名，女３名，年龄２３～３６岁，平均（２８．３５±４．５７）岁，
采集肘部静脉外周血 ３０ｍＬ。经孕产妇及家属同
意，由新乡医学院第一附属医院妇产科护士无菌采

集９份脐带静脉血３０ｍＬ。采集的外周血和脐带血
２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ得到血浆，血浆５６℃水
浴４５ｍｉｎ灭活补体，灭活后再次离心取上层血浆，
４℃ 冷藏备用。沉淀细胞用生理盐水稀释后采用
Ｆｉｃｏｌｌ法［５］分离得到单个核细胞，生理盐水洗涤离

心３次。将得到的单个核细胞按照１．５×１０９Ｌ－１的
浓度，接种于７５ｃｍ２培养瓶中，每瓶完全培养基（无
血清培养基中含２００×１０３Ｕ·Ｌ－１ＩＬ２、体积分数
５％自体血清、８０×１０３ Ｕ·Ｌ－１硫酸庆大霉素）
２０ｍＬ，２支经照射的 Ｋ５６２细胞（离心去除冻存保
护剂），置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２培养箱中进行
培养；第２天，添加完全培养基１０ｍＬ；第３天，将培
养的细胞按１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心８ｍｉｎ，弃上清，用新
鲜的完全培养基悬浮细胞，并调整细胞密度为１．５×
１０９Ｌ－１；第５天，补加完全培养基，调整细胞密度为
１．５×１０９Ｌ－１；第 ７天，将培养瓶中的细胞转移至
１８Ｌ的培养袋中，添加完全培养基和５支经照射的
Ｋ５６２细胞（离心去除冻存保护剂）。连续培养至第
１５天，每２ｄ补加完全培养基。
１．３　细胞计数　分别收集第０、５、１０、１５天的细胞
于离心管中，按１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心８ｍｉｎ，弃上清，
生理盐水重悬细胞，质量分数０．２％台盼蓝与细胞

悬液１１混匀，染色２ｍｉｎ后，Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ全自动细
胞计数仪（美国 ＩｎｎｏＡｌｌｉａｎｃｅＢｉｏｔｅｃｈ公司）进行细
胞计数，每个样本计数３次，取平均值。
１．４　流式细胞术检测细胞免疫表型　分别收集第
０、５、１０、１５天的细胞，用生理盐水洗涤２次，调整细
胞浓度至１．０×１０９～１．５×１０９Ｌ－１，以 ＦＩＴＣＣＤ３、
ＰＥＣＤ１６、ＰＥＣＤ５６标记 ＮＫ细胞，同时标记 ＦＩＴＣ
ＩｇＧ１、ＰＥＩｇＧ１作为对照，取细胞 ５０μＬ加抗体
１０μＬ，混匀后４℃避光３０ｍｉｎ，加入２ｍＬ红细胞裂
解液，１０ｍｉｎ后以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去上
清，用磷酸盐缓冲液洗涤１次，加０．５ｍＬ磷酸盐缓
冲液上机进行细胞免疫表型检测。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件进
行统计分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＫ细胞扩增情况　结果见图１。ＮＫ细胞自
第５天开始出现快速扩增，细胞体积逐渐增大，同时
出现大量细胞集落。培养第１５天时，细胞扩增倍数
达高峰，随着培养时间的延长，细胞扩增倍数呈下降

趋势，细胞老化；外周血、脐带血扩增倍数分别为

１８７．８７±７．５７和１６５．８±９．２４，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

图１　ＮＫ细胞生长曲线
Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＮＫｃｅｌｌｓ

２．２　ＮＫ细胞免疫表型分析　结果见图 ２。培养
前，外周血、脐带血不同来源单个核细胞中

ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型的 ＮＫ细胞所占比例分别
为（１８３７±３．１６）％和（１３．２９±２．４１）％，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；诱导培养１５ｄ后，外周血、脐
带血不同来源单个核细胞 ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型
的ＮＫ细胞所占比例分别为（９１．３２±５．３８）％和
（８４．２６±４．１１）％，较诱导前均显著升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；外周血来源 ＣＤ３－ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋表型ＮＫ细胞所占比例稍高于脐带血来源，
但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ：脐带血培养前 ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞所占比例；Ｂ：外周血培养前 ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞所占比例；Ｃ：脐带血培养后 ＣＤ３－

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞所占比例；Ｄ：外周血培养后ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞所占比例。

图２　流式细胞术检测ＣＤ分子结果
Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤｍｏｌｅｃｕｌｅｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３　讨论

肿瘤生物治疗是继３大传统治疗手段（放射治
疗、化学治疗、手术治疗）之后出现的一种新兴肿瘤

治疗模式，在肿瘤治疗中发挥了重要作用［６７］。晚期

肿瘤患者各项生理指标均较差，不宜进行手术，放射

治疗、化学治疗会给患者带来较大的不良反应，增加

患者痛苦。肿瘤生物治疗作为常规肿瘤治疗手段的

补充，为晚期肿瘤患者提供了更好的治疗选择。外

周血是 ＮＫ细胞最主要的来源，在过去的１０ａ，已有
较为有效的方法从外周血和外周血干细胞中纯化扩

增足够量的ＮＫ细胞用于过继性免疫治疗［８９］，但是

受困于患者自身情况的影响，部分患者不适宜抽取

外周血进行ＮＫ细胞体外扩增，因此，寻找新的 ＮＫ
细胞体外扩增来源成为发展所需。

目前的研究热点为脐带血来源干细胞，虽然许

多研究结果显示脐带血特异性的杀伤性Ｔ细胞（ｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃＴｃｅｌｌ，ＣＴＬ）的杀伤活性较成人外周血 ＣＴＬ
低［１０］，但脐带血Ｔ细胞前体和辅助Ｔ细胞前体的含
量受抗原刺激的增殖反应强，仍然可作为过继免疫

治疗的来源［１１］。因此，脐带血Ｔ淋巴细胞有望成为
肿瘤过继免疫治疗的主要替代细胞来源，并且脐带

血来源丰富，获取方便，含有丰富的造血干细胞和免

疫细胞，脐带血造血干细胞具有多向分化潜能，在造

血因子的作用下可以分化扩增［１２１３］。目前的技术

已能长时间储存脐带血［１４］，低温长期储存的脐带血

经过多种细胞因子组合诱导分化，可产生大量免疫

细胞，如细胞因子诱导的杀伤细胞和 ＮＫ细胞［１５］，

可用于肿瘤过继免疫治疗。

本研究将外周血、脐带血不同来源的单个核细

胞在相同条件下体外诱导进行大规模扩增，结果显

示，不同来源的ＮＫ细胞在体外增殖能力各不相同。
外周血来源的 ＮＫ细胞较脐带血增殖能力稍强，

ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋表型ＮＫ细胞比例稍高，其原因
尚不明确，可能与细胞发育有关。生物治疗的疗效

取决于能否获得足够数量且具有高效杀伤活性的免

疫效应细胞。本实验中脐带血来源的ＮＫ细胞增殖
速度及相关表型细胞比例稍低于外周血来源，但是

脐带血来源的单个核细胞在体外也获得了大量扩

增，同时，相关表型细胞比例也相比诱导前有较高增

长。所以，在患者自身免疫低下，不适宜提供细胞种

子来源的情况下，脐带血来源成为了首选。本研究

下一步将对脐带血来源的不同诱导方法做进一步的

探讨，对于不同诱导方法对脐带血来源 ＮＫ细胞体
外大规模扩增是否有不同的影响，有待于下一步研

究的结果来证明。
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本研究通过对ＰＫＣ４种亚型的研究发现，各亚
型在肿瘤细胞的增殖、分化和转移过程中起着不同

的调节作用：黏液腺癌组织中 ＰＫＣα、βⅡ的阳性表
达率显著低于管状腺癌组织，而 ＰＫＣε的阳性表达
率则显著高于管状腺癌组织，但２种癌组织中ＰＫＣζ
的阳性表达率比较差异无统计学意义，提示 ＰＫＣα、
βⅡ、ε表达可能与病理类型有关，而 ＰＫＣε在黏液
腺癌中的高表达可能与黏液分泌有关；原发性结肠

腺癌患者中无淋巴结转移者癌组织中ＰＫＣα的阳性
表达率显著高于有淋巴结转移者，而 ＰＫＣβⅡ、ε、ζ
的阳性表达率与有淋巴结转移者比较差异无统计学

意义，提示ＰＫＣα可能在结肠腺癌的浸润、转移中起
重要作用；５２例不同病理分化程度的结肠管状腺癌
中，ＰＫＣα、βⅡ、ζ３个亚型的阳性表达率在高、中、
低各分化组之间比较差异无统计学意义，而 ＰＫＣε
亚型在高分化组的阳性表达率显著低于低分化组，

提示ＰＫＣε可能与分化程度有关。
综上所述，本研究提示，ＰＫＣε在结肠管状腺癌

中的表达与分化有关；ＰＫＣε可能参与了黏液腺癌
中黏液的分泌；而 ＰＫＣα、βⅡ可能与结肠管状腺癌
中的细胞增殖有关；ＰＫＣα表达与结肠腺癌淋巴结
转移有关。ＰＫＣ各亚型在结肠腺癌发生、浸润和转
移中的作用不一样，它们是如何被启动以及如何影

响下游信号的改变，是本课题下一步研究的方向。
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