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胶质瘤抗原联合超抗原 ���诱导杀瘤性

免疫细胞的实验研究
�

刘洪梅 张晓群
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摘要 目的
�
使用胶质瘤可溶性抗原�����联合超抗原 ���刺激外周血淋巴细胞

，

诱导产生杀瘤性免疫细胞
，

对胶质瘤细胞

进行杀伤
，

探讨肿瘤免疫治疗新方法
。

方法
�
提取健康人外周血淋巴细胞

，

体外培养
，

并经���
、

超抗原���联合处理
。

流式细胞

术�����和细胞毒试验测定效应细胞表型和杀伤活性
。

结果
�
经 ���

、

超抗原 ���联合刺激的淋巴细胞组增殖活性最强
，

于���

达到高峰
，

并且上调 �����细胞群
，

联合刺激诱导的效应细胞对靶细胞杀伤活性显著高于单纯淋巴细胞组��������
。

结论
����

与���联合应用诱导的效应细胞增殖快
，

细胞毒活性高
，

对抗原来源肿瘤细胞具有选择性杀伤作用
。

该实验研究为肿瘤免疫治

疗提供了新的思路
。
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恶性肿瘤已成为威胁人类生命和健康的主要疾

病之一
，

其发病率仅次于心脑血管疾病
，

部分肿瘤患

者在就诊时就已失去了手术机会
，

而放疗
、

化疗毒性

反应大
，

无特异性
。

随着免疫学理论和分子生物学

的不断发展
，

大量肿瘤抗原不断被发现 〔‘一，〕 ，

为肿瘤生

物免疫疗法应用奠定了理论基础
。

本研究通过体外

实验
，

应用胶质瘤可溶性抗原����
���一���������� ��

，

����联合超抗原金葡素 � �
�������������。 ��������

�

�� �
，
����刺激外周血淋巴细胞

，

诱导产生杀瘤性免

疫细胞
，

对肿瘤细胞进行杀伤作用研究
，

探讨肿瘤免

疫治疗的新方法
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

�
�

�
�

� 主要试剂 ����药品名
�

金葡液
，

沈阳协和集

团�
，
���一��武汉碧云天公司 �

，

异硫氰酸荧光素

������标记的 �����������������美国 ��公司�
，

淋巴细胞分离液�天津���公司�
，

����一��������
��

公司�
。

�
�

�
�

� 肿瘤细胞系 人胶质瘤 ���� 细胞株
、

宫颈癌

����
细胞株由本校免疫学实验室提供

。

�
�

� 方法

�
�

�
�

� 淋巴细胞的分离 采集健康献血者外周血
，

肝素抗凝
，

用淋巴细胞分离液进行密度梯度离心
，

常

规分离 ����
。
��℃ 、

�� ��
�

孵箱培养 �����
，

收集
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未粘附细胞
，

即为淋巴细胞���
。

�
�

��� 肿瘤可溶性抗原制备 取处于对数生长期的

胶质瘤 ����细胞
，
�����胰蛋白酶消化

，
���洗 �次

，

调整细胞浓度为 �����
，一�� ℃和��℃条件下反复冻

融 �次后
，
���������

，

离心 �����
，

收集上清即为胶

质瘤可溶性抗原
。

考马斯亮蓝法���������法�测定

蛋白含量
，
���� 林�滤膜过滤

，一
�� ℃保存备用

。

�
�

��� 淋 巴细胞增殖的测定 实验分四组
�
�� ��

�
�
�������

�
�������

�
�����������作为对照组

，

�
、

�
、

�作为实验组
。
���浓度 �

�

��
����

，
���浓度

�� 林梦��
。

完全 ����一����培养液调整淋巴细胞浓

度为 ��叮��
，

接种于�孔板
，

每孔 ��� 卜�
，

每孔加人

含 �����
�

���八����和�或 ������林��
，���的等体积的

完全 ����一����培养液 ��� 林�
，

各组设 �复孔
。

分别

于培养��
、

��
、

��
、

� �使用 ���一�显色法测定细胞

增殖能力
，

以刺激指数����表示
��卜试验组 ��值�对

照组 ��值
。

�
�

��� 细胞表型分析 完全 ����一����培养液调整

淋巴细胞浓度为 ��勺��
，

接种于 �孔板
，

每孔 ���
。

实验分 �组
，

对照组
�
��实验组

������
����

。

每组 �

孔
，

培养第 �天
，

收集细胞样品
，

每组各孔分别加人

����标记的����������������
，

流式细胞仪检测
。

�
�

��� 细胞毒活性检测 胶质瘤����细胞和宫颈癌

����
细胞作为靶细胞

，

调其细胞浓度为 ��
�
��〕�

。

单独

淋巴细胞组和经 ���
、

���联合刺激淋巴细胞组培养

诱导的细胞作为效应细胞
，

调其细胞浓度为 ����
�
�

��
。

两组效应细胞分别与 ����
，
����

细胞共同加于

��孔板中
，

效�靶二��
�
�

，

另设单独效应细胞对照组和

靶细胞对照组
，

每组 �复孔
。

培养�� �后
，
���一�法

测效应细胞对肿瘤细胞的杀伤率
。

肿瘤细胞杀伤率

���二仁�
一�实验组 ��值

一
效应细胞组 ��值�肥细胞

组 ��值 〕����� 。

�
�

� 统计学方法

实验结果以
�土、
表示

，

应用 ���� ����软件包对数

据进行统计学处理
，

多组间数据比较采用方差分析
，

显著性检验标准为������
。

� 结果

�
�

� 不同刺激物对淋巴细胞增殖的影响

在 ���内
，

不同时间点各组体外培养的淋巴细

胞增殖能力不同�图 ��
，

在 ��一 ���之间时
，

每组淋

巴细胞增殖能力随时间的增加而增强
，

各实验组均

于 ���时细胞增殖最显著 �但到� �时
，

细胞增殖趋

势开始下降
。

同一时间点
，

每组淋巴细胞增殖能力

也不同
，

经 ���
、

���联合刺激的�组与 �
、

�
、

�组比

较
，

细胞增殖活性最高
，

于�� �达到高峰
。

��� 细胞表型分析

不同刺激条件下细胞培养 ��后诱导的效应细

胞表型分析见表 ���组 ���均为阳性表达
，

表明所诱

导 的细胞为 �细胞
。

对照组 的 �����细胞 只有

��
�

���
，

而实验组明显升高
，

为��
�

�����������
，

说

明所诱导的细胞为�����细胞
。

实验组的�����细

胞与对照组比较
，

升高不显著
。

�
�

� 效应细胞对靶细胞的杀伤效应

结果见表�
，

经胶质瘤 ���
、

超抗原 ���联合刺激

的淋巴细胞组诱导的效应细胞对靶细胞杀伤活性为

�����
，

显著高于单纯淋巴细胞组��
�

���
，

对 ����

的杀伤活性高于 ����
，

差异有显著性意义��������
。

� 讨论

金葡菌肠毒素�
������������������������

，
���是

一种具有高度生物活性的蛋白质
，

目前研究较多的

细菌性超抗原
，

无需抗原提呈细胞�����加工处理
，

即可直接与���膜上的���一 �类分子的抗原结合

槽外侧非限定性的结合
，

以完整的蛋白质分子形式

被提呈给 �细胞
，

以 �����特异性的方式激活 �细
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胞
，

促进细胞因子大量分泌
，

如
�
白细胞介素�

，

干扰

素
，

肿瘤坏死因子
，

乃至集落刺激因子
，

对肿瘤细胞

产生直接和间接的杀伤作用
〔�一“ 」，

但超抗原没有抗肿

瘤的特异性
。

肿瘤细胞表达肿瘤抗原是诱发肿瘤免

疫应答的关键
，

但大多数肿瘤细胞缺乏一种或多种

成分
，

导致肿瘤抗原免疫原性弱或递呈缺陷
，

机体无

法对肿瘤细胞进行有效的识别和杀伤
，

不能有效刺

激机体免疫应答
，

使肿瘤处于免疫逃逸状态
工�一�，。 基

于提高肿瘤抗原免疫原性
，

超抗原的靶向作用
，

本研

究将胶质瘤可溶性抗原与超抗原 ���联合作用 �细

胞
，

保证了肿瘤抗原被有效摄取提呈
，

且可提高共刺

激信号
，

诱导针对肿瘤抗原的免疫应答
。

本实验结

果发现
，

胶质瘤可溶性抗原与超抗原���联合应用具

有强大的活化效应细胞的能力
，

细胞毒活性高
，

对来

源于抗原的肿瘤细胞具有选择性杀伤作用
，

显示出

一定的肿瘤免疫治疗应用前景
。

但是
，

微量的��就

可激活大量的�细胞并分泌多种细胞因子
，

应用剂量

不精确
，

就有可能引起机体免疫调节功能紊乱和导

致发生一系列急慢性疾病等不良反应
「�一��� ，

这就需要

我们对 ��的最佳剂量
、

肿瘤可溶性抗原与超抗原

���诱发免疫反应机制及体内实验等方面做进一步

的研究
。
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