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脐血单核细胞体外高效扩增 ＮＫ 细胞方法的研究∗
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　 　 摘要:目的　 建立 １ 种使用脐血单核细胞(ＵＣＢＭＣ)制备较高纯度自然杀伤(ＮＫ)细胞的体外高效扩增方法ꎬ并
初步鉴定扩增后的 ＮＫ 细胞杀伤肿瘤细胞(Ｋ５６２)的能力ꎮ 方法　 ６ 人份脐血标本来自北京妇产医院ꎬ取 ２０ ｍＬ / 份、
采用密度梯度离心法分离脐血中的 ＵＣＢＭＣꎬ提取后的 ＵＣＢＭＣ 以 １×１０６个 / ｍＬ 细胞在 ４ ｍＬ 含有白细胞介素( ＩＬ) ￣２、
ＩＬ￣１２、ＩＬ￣１５ 和 ＩＬ￣２１ 的 Ｘ￣ＶＩＶＯ１５ 中培养 ５ ｄꎬ期间于 ｄ２ 和 ｄ３ 添加等体积含上述细胞因子的新鲜培养基ꎻ８００ ｇ 离心

将细胞后转入含 １ ０００ ＩＵ / ｍｌ ＩＬ￣２ 和 ５０ ｕｇ / ｍＬ Ｌ￣抗坏血酸￣２￣磷酸三钠盐的 Ｘ￣ＶＩＶＯ１５ 培养基中继续培养至 １４ ｄꎬ
８００ ｇ 离心收获细胞ꎮ 无血清 ＲＰＭＩ１６４０ 重悬后通过台盼蓝染色法做细胞计数测定细胞的扩增倍数ꎻ流式细胞仪检

测 ＮＫ 细胞重要表面标志物(ＣＤ５６ 和 ＣＤ１６ 等)及与杀伤功能相关的重要分子[ＣＤ１５８ａ、ＣＤ１５８ｂ、ＣＤ１５８ｅ / ｋ、ＣＤ６９、
ＣＤ３１４(ＮＫＧ２Ｄ)、ＣＤ９４、ＣＤ３３５(ＮＫｐ４６)、ＣＤ３３７(ＮＫｐ３０)、ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ２２６(ＤＮＡＭ￣１)、ＣＤ５７ 和 ＣＤ３３６(ＮＫｐ４４)]的表

达情况ꎻ胞内染色结合流式细胞仪测定细胞杀伤重要效应分子 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ 的表达情况ꎬ并以乳酸脱氢酶

(ＬＤＨ)释放法检测扩增后的细胞对 Ｋ５６２ 细胞的杀伤能力ꎮ 结果　 ６ 份 ＵＣＢＭＣ 培养 １４ ｄ:活细胞总数从培养前的 ４
×１０６个扩增至(３􀆰 ６—５􀆰 ５)×１０８个ꎬ扩增倍数 ９１—１３７(１１６±１３􀆰 １)ꎻＣＤ３－ＣＤ５６＋细胞(ＮＫ 细胞)占比 ８５􀆰 ６％—９５􀆰 ５％
(９０􀆰 ２±３􀆰 ４)％ꎻ培养得到的 ＮＫ 细胞表面除表达 ＣＤ５６ 分子外ꎬ还表达 ＣＤ１６(９１􀆰 ２±２􀆰 ６)％、ＣＤ１５８ａ(７１􀆰 ４±４)％、
ＣＤ１５８ｂ(５２􀆰 １±２􀆰 ２)％、ＣＤ１５８ｅ / ｋ(５０􀆰 ３±６􀆰 ９)％、ＣＤ６９(９５􀆰 ６±２􀆰 ８)％、ＣＤ３１４(ＮＫＧ２Ｄ) (９４􀆰 ２±１􀆰 ７)％、ＣＤ９４(９４􀆰 １±
２􀆰 １)％、ＣＤ３３５(ＮＫｐ４６) (２６􀆰 ６±４􀆰 １)％、ＣＤ３３７(ＮＫｐ３０) (９４􀆰 ６±１􀆰 ５)％、ＣＤ６２Ｌ(１２􀆰 ８±３􀆰 ４)％、和 ＣＤ２２６(ＤＮＡＭ￣１)
(９７􀆰 ６±１􀆰 ３)％ꎬ以及 ＣＤ５７(４􀆰 ２±０􀆰 ９)％和 ＣＤ３３６(ＮＫｐ４４)(７􀆰 １±１)％ꎮ 胞内染色结果显示:>９０％扩增产物(细胞)内
表达与 ＮＫ 细胞杀伤功能相关的 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ(８６􀆰 ９±２􀆰 ７)％和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ(９４􀆰 １±２􀆰 ９)％ꎻ体外细胞杀伤试验:扩增的细胞

对 Ｋ５６２ 在效靶比为 ５ ∶１和 １０ ∶１时对靶细胞(Ｋ５６２)具有明显的杀伤作用ꎮ 结论　 成功建立了 １ 种从 ＵＣＢＭＣ 不经纯

化直接制备高纯度 ＮＫ 细胞的方法———其培养的细胞中表达了 ＮＫ 细胞重要的功能性分子ꎬ对 Ｋ５６２ 细胞具有杀伤
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ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｅｒｍ ｏｆ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｕｓｅ. ＵＣＢＭＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＵＣＢ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ Ｆｉ￣
ｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ. Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ＵＣＢＭＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ａ ｓｅｒｕｍ ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｘ￣ＶＩＶＯ １５ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＩＬ￣２ (１ ０００ μ / ｍＬ)ꎬ ＩＬ￣
１２ (２０ ｎｇ / ｍＬ)ꎬ ＩＬ￣１５ (２０ ｎｇ / ｍＬ)ꎬ ＩＬ￣２１ (５ ｎｇ / ｍＬ) ａｎｄ １０％ ａｕｔｏ￣ｐｌａｓｍａ ａｔ ａ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ １×１０６ / ｍＬ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ ｗｉｔｈ
ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒｅｓｈ ｍｅｄｉｕｍ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｔ ｄａｙ ２ ａｎｄ ｄａｙ ３. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｔ ８００ ｇꎬｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ａｎｄ ｒｅ￣ｐｌａｔｅｄ ｉｎ １５ ｍＬ Ｘ￣ＶＩＶＯ １５ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＩＬ￣２ (１ ０００ ＩＵ / ｍＬ) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ (５０ μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ９
ｄａｙｓꎬ ｗｉｔｈ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒｅｓｈ ｍｅｄｉｕｍ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓ. Ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｍａｒｋｅｒｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ＣＤ５６ ａｎｄ ＣＤ１６ꎬ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ＣＤ１５８ａꎬ ＣＤ１５８ｂꎬ
ＣＤ１５８ｅ / ｋꎬ ＣＤ６９ꎬ ＣＤ３１４(ＮＫＧ２Ｄ)ꎬ ＣＤ９４ꎬ ＣＤ３３５(ＮＫｐ４６)ꎬ ＣＤ３３７(ＮＫｐ３０)ꎬ ＣＤ６２Ｌꎬ ＣＤ２２６(ＤＮＡＭ￣１)ꎬＣＤ５７ꎬ
ＣＤ３３６(ＮＫｐ４４)ꎬ Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ａｎｄ Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ ｏｎ ｏｒ ｉｎ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｆｕｎｃ￣

ｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｋ５６２ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＬＤＨ
ｒｅｌｅａｓｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｆｒｅｓｈｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ６ ＵＣＢＭＣｓ
ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ
ｗｉｔｈ １０％ ａｕｔｏ￣ｐｌａｓｍａ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ＵＣＢ ｕｎｉｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｖ￣
ｅｒａｇｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３－ ＣＤ５６＋ ｓｕｂｓｅｔ ｉｎ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
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１)(９７􀆰 ６±１􀆰 ３)％ ｏｎ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｐｒｒｆｏｒｉｎ(８６􀆰 ９±２􀆰 ７)％ ａｎｄ Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ(９４􀆰 １±２􀆰 ９)％ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｌａｓｍａ.
Ｄａｔａ ｆｒｏｍ ＬＤＨ ｒｅｌｅａｓｅ ａｓｓａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ Ｅ ∶Ｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ ５ ∶１ ａｎｄ １０ ∶１ ｗｈｅｎ ｕ￣
ｓｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｋ５６２ ａｓ ｔａｒｇｅｔ ｃｅｌｌｓ.Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｗｅ ｈａｖｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｘ ｖｉｖｏ ｅｘ￣
ｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｅｄ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｋ５６２.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄꎻ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎻ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ Ｃｅｌｌꎻ ｅｘ ｖｉｖｏ ｅｘｐａｎｓｉｏｎꎻ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓꎻＫ５６２ꎻｃｙｔｏｔｏｘｉｃ

造血干细胞移植(ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ
ＨＳＣＴ)是治疗白血病的重要手段ꎬＨＳＣＴ 后患者的免疫重建

首先出现的自然杀伤(ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒꎬＮＫ)细胞对于治疗效果

具有重要作用[１－２] ꎮ ＮＫ 细胞是人体固有免疫系统的重要效

应细胞ꎬ是 １ 群以 ＣＤ３－ＣＤ５６＋为标志的异质性细胞ꎬ具有抗

肿瘤和抗病毒的功能ꎬ是肿瘤免疫治疗研究中的 １ 种重要效

应细胞[３] ꎮ 临床研究证实 ＮＫ 细胞对急性髓系白血病(ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬＡＭＬ)具有杀伤作用ꎬ同时对一些实体瘤也

具有一定的杀伤作用[４] ꎮ 相比于 Ｔ 细胞ꎬＮＫ 细胞一般不会

引发移植物抗宿主病(ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬＧＶＨＤ)ꎬ因而

成为肿瘤过继性免疫治疗的重要候选细胞之一[５] ꎮ 有学者

认为脐血中所含的幼稚 Ｔ 细胞不易引发 ＧＶＨＤꎬ同时脐血中

含有的 ＮＫ 细胞前体细胞多于成人外周血ꎬ因此脐血被认为

是制备 ＮＫ 细胞的理想来源[６] ꎮ 鉴于 ＮＫ 细胞在 ＨＳＣＴ 和肿

瘤免疫治疗中的广阔应用前景ꎬ以及临床对 ＮＫ 细胞的大量

需求ꎬ有必要建立 １ 种简便、高效的 ＮＫ 细胞制备方法ꎬ以满

足基础和临床应用研究的需要[７－８] ꎮ 我们使用脐血单核细胞

(ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＵＣＢＭＣ)ꎬ 在未经

ＣＤ３－ＣＤ５６＋细胞分离的情况下ꎬ组合几种白细胞介素( ｉｎｔｅｒ￣
ｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ)细胞因子建立了 １ 种不使用滋养细胞的 ＮＫ 细胞

体外扩增培养方法ꎬ并对扩增后细胞的重要功能性分子表达

及其对 Ｋ５６２ 的体外杀伤能力做初步测定ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、试剂及仪器　 Ｋ５６２ 细胞(ＣＣＬ￣２４３ꎬ美国 ＡＴＣＣ)ꎻ
胎牛血清(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)(１００９９￣１４１)ꎬ１６４０ 培养基

(ＲＰＭＩ１６４０) (Ｃ１１８７５５００ｂｔ) (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ无钙离子、
镁离子磷酸缓冲液(Ｄ￣ＰＢＳ) ( ＳＨ３０２５６􀆰 ０１ꎬ美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司)ꎻ人淋巴细胞分离液(比重 １􀆰 ０７７ 的 Ｆｉｃｏｌｌ 溶液 ２５０ｍＬ)
(ＬＴＳ１０７７ꎬ天津市灏洋生物制品科技有限责任公司)ꎻ无血清

培养基 Ｘ￣ＶＩＶＯ １５(０４￣４１８Ｑꎬ美国 Ｌｏｎｚａ 公司)ꎻ１７ 种荧光标

记流式抗体包括 ＡＰＣ 标记抗人 ＣＤ５６(１３０￣１００￣６９８)、抗人

ＣＤ１６(１３０￣１０６￣７０５)ꎬＰｅｒＣＰ￣Ｖｉｏ７００ 标记抗人 ＣＤ３(１３０￣１０９￣
４６５)ꎬＰＥ 标记抗人 ＣＤ１５８ａ (ＫＩＲ２ＤＬ１)(１３０￣１０３￣９６７)、抗人

ＣＤ１５８ｂ ( ＫＩＲ２ＤＬ２ / ＤＬ３) ( １３０￣０９９￣３９７ )、 抗 人 ＣＤ１５８ｅ / ｋ
(ＫＩＲ３ＤＬ１ / ＤＬ２) (１３０￣０９９￣１２１)、抗人 ＣＤ５７(１３０￣１１１￣９６３)、
抗人 ＣＤ６９ (１３０￣１１２￣８０２)、抗人 ＣＤ９４ ( １３０￣０９８￣９７３)、抗人

ＣＤ６２Ｌ(１３０￣０９９￣７１７)、抗人 ＣＤ３１４ (ＮＫＧ２Ｄ)(１３０￣１１１￣７２３)、
抗人 ＣＤ３３７ (ＮＫｐ３０) (１３０￣１１２￣５０２)、抗人 ＣＤ３３６ (ＮＫｐ４４)
(１３０￣０９９￣６８４)、抗人 ＣＤ３３５ (ＮＫｐ４６) (１３０￣１１２￣２７９)、抗人

Ｐｅｒｆｏｒｉｎ(１３０￣０９６￣５７８)、抗人￣Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ(１３０￣１０１￣３５３)、抗人

ＣＤ２２６ (ＤＮＡＭ￣１)(１３０￣１００￣４６１)(除抗人 ＣＤ３ 外均与 ＮＫ 细

胞表型和功能相关)ꎬ以及 ＰＥ 标记通用型同型抗体 ＲＥＡ
Ｃｏｎｔｒｏｌ(１３０￣１０４￣６１２)ꎬＡＰＣ 标记通用型同型抗体 ＲＥＡ Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ( １３０￣１０４￣６１４)ꎬＰｅｒＣＰ￣Ｖｉｏ７００ 标记的 ＲＥＡ Ｃｏｎｔｒｏｌ ( １３０￣
１０４￣６２０ ) ( 德 国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ )ꎻ 细 胞 因 子: 重 组 人 ＩＬ￣２
(２０１７０３０２７ꎬ沈阳三生制药有限公司)ꎻ重组人 ＩＬ￣１２( ＩＬ２￣
Ｈ４２１０ꎬ美国 ＡｃｒｏＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司)ꎻ重组人 ＩＬ￣１５(ＳＪＢ０８)和重

组人 ＩＬ￣２１(ＳＪＢ１４) (厦门特宝公司)ꎻ细胞杀伤检测试剂盒

ＣｙｔｏＴｏｘ ９６(Ｇ１７８０ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻＬ￣抗坏血酸￣２￣磷酸

三钠盐 ( ２￣Ｐｈｏｓｐｈｏ￣Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｉｓｏｄｉｕｍ) ( ４９７５２ꎬ美国

Ｓｉｇｍａ 公司)ꎮ ＣＯ２ 培养箱(２４０ｉꎬ美国 ＴｈｅｒｍａｌＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ
离心机(Ｌ３￣５Ｋꎬ湖南可成仪器设备有限公司)ꎻ光学显微镜

(ＢＤＳ４００ꎬ重庆奥特光学仪器有限责任公司)ꎻ流式细胞仪

(ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒꎬ美国 ＢＤ 公司)ꎻ酶标仪(ｘＭａｒｋＴＭꎬ美国 Ｂｉｏｒａｄ
公司)ꎮ
１􀆰 ２　 脐血来源　 ６(人)份脐血(２０ ｍＬ /份ꎬ肝素钠抗凝)由

北京妇产医院产科 ９ 病区提供ꎬ取自 ２０１７ 年 ６—１０ 月在该区

分娩的 ６ 名足月、顺产产妇ꎬ年龄 ２６—３５(３０􀆰 ５±３􀆰 ９)岁ꎬ其
中初产妇 ５ 名、经产(≥２ 次)妇 １ 名ꎬ采前均取得产妇本人

知情同意并签署用于科研目的的«知情同意书»ꎻ脐血采集后

于 ４℃运输保存ꎬ并在采集<１６ ｈ 开始实验ꎮ 研究获得本所

伦理委员会批准(批件号:２０１７ 年第 ０２６ 号)ꎮ
１􀆰 ３　 Ｋ５６２ 细胞培养　 取 ２×１０６ 个 Ｋ５６２ 细胞接种于 １０ ｍＬ
含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中ꎬ于 ３７℃、５％ ＣＯ２培

养箱培养ꎬ每隔 ２—３ ｄ 细胞换液ꎮ
１􀆰 ４ 　 ＵＣＢＭＣ 分 离 　 采 用 密 度 梯 度 离 心 法 ( Ｆｉｃｏｌｌ￣
Ｐａｑｕｅ) [１３] :取新鲜抗凝脐带血 ２０ ｍＬ /份ꎬ８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
取血浆留存备用ꎻ细胞沉淀用 ２０ ｍＬ 无钙、镁离子 ＤＰＢＳ 重悬

每份脐血标本后ꎬ将细胞悬液沿管壁小心铺在 Ｆｉｃｏｌｌ 分离液

表面ꎬ缓慢增加离心力ꎬ由静止逐渐增至 ８００ ｇꎬ室温离心 １５
ｍｉｎ 时无制动停转ꎻ吸取中间白雾状细胞层ꎬ用 ＤＰＢＳ 缓冲液

洗涤 ２ 次ꎬ用 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基悬浮ꎬ显微镜下计数细胞ꎮ
１􀆰 ５　 ＮＫ 细胞的体外培养　 取提取的 ＵＣＢＭＣ ４×１０６个置于

４ ｍＬ ＮＫ 细胞培养基中(含 １ ０００ Ｕ / ｍＬ ＩＬ￣２、２０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣
１２、２０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣１５、５ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ２１ 和 １０％自体脐血血浆的 Ｘ￣
ＶＩＶＯ １５)ꎬ放入 ５％ＣＯ２培养箱 ３７℃培养 ２ ｄꎬ加入 ４ ｍＬ 上述

ＮＫ 细胞培养基继续培养 １ ｄ ꎬ于细胞培养液中继续添加 ４
ｍＬ 上述培养基和 ４ ｍＬ 无血清 Ｘ￣ＶＩＶＯ １５ 培养基再培养 ２ ｄ
(此时培养了 ５ ｄ)时ꎬ８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞ꎬ并按细胞 １
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×１０６个 / ｍＬ 接种于 １５ ｍＬ 只含 １ ０００ Ｕ / ｍＬ ＩＬ￣２ 单一细胞因

子和添加 ５０ μｇ / ｍＬ Ｌ￣抗坏血酸￣２￣磷酸三钠盐的 Ｘ￣ＶＩＶＯ１５
培养基中继续培养 ９ ｄꎬ培养过程中每 ３ ｄ 向培养瓶中补加 １
倍量的含 １ ０００ Ｕ / ｍＬ ＩＬ￣２ 和 ５０ μｇ / ｍＬ Ｌ￣抗坏血酸￣２￣磷酸

三钠盐的培养基ꎬ并根据需要转移至适当的大容量培养瓶

中ꎬ总共培养 １４ ｄ 时收获细胞并以台盼蓝染色法计数细胞ꎮ
１􀆰 ６　 ＮＫ 细胞免疫表型及重要功能性分子表达检测 　 流式

细胞术检测:取体外培养 １４ ｄ 的细胞ꎬ每个反应取 １０６个细

胞ꎬ ６００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 去除培养基ꎬ将细胞重悬于 １００ μＬ 含

１％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 中ꎬ加入相应的荧光标记抗体ꎬ室温孵育 ２０
ｍｉｎꎬ６００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 去除染液后ꎬ用含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 洗涤

细胞 １ 次ꎬ将细胞重悬于 ３００μＬ 含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 中上机分

析 １７ 种分子———Ｐｅｒｃｐ￣Ｖｉｏ７００ 标记抗人 ＣＤ３ꎬＡＰＣ 标记抗人

ＣＤ５６ 和 ＣＤ１６ꎬ ＰＥ 标记抗人 ＣＤ１５８ａ、 ＣＤ１５８ｂ、 ＣＤ１５８ｅ / ｋ、
ＣＤ５７、ＣＤ６９、ＣＤ３１４(ＮＫＧ２Ｄ)、ＣＤ９４、ＣＤ３３５(ＮＫｐ４６)、ＣＤ３３７
(ＮＫｐ３０)、ＣＤ３３６(ＮＫｐ４４)、ＣＤ２２６(ＤＮＡＭ￣１)、ＣＤ６２Ｌ、Ｐｅｒｆｏｒ￣
ｉｎ 和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ———的表达情况ꎬ每种抗体反应设相应的荧

光标记的通用型同型抗体 ＲＥＡ Ｃｏｎｔｒｏｌ￣ＰＥ、 ＲＥＡ Ｃｏｎｔｒｏｌ￣
ＡＰＣ、ＲＥＡ Ｃｏｎｔｒｏｌ ￣ＰｅｒＣＰ￣Ｖｉｏ７００ 为对照ꎬ其中 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 和

Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ ２ 种分子为胞内表达ꎬ染色前使用 Ｉｎｓｉｄｅ Ｓｔａｉｎ 试

剂盒(１３０￣０９０￣４７７ꎬ德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ 公司)按照说明书固定 ２０
ｍｉｎ 后ꎬ使用 ＰＥ 标记抗人 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ、抗人 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ 在试剂

盒提供的含表面活性剂的缓冲液中破膜染色 １０ ｍｉｎꎬ８００ ｇ
离心 ５ ｍｉｎ 去除染液后ꎬ用含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次ꎬ
将细胞重悬于 ３００ μＬ 含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 中上机分析 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ
和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ 的表达情况ꎮ
１􀆰 ７　 ＮＫ 细胞对肿瘤细胞系的细胞毒作用检测　 使用 ＬＤＨ
释放法分析所培养的细胞是否具有对肿瘤细胞杀伤毒性[９] ꎬ
具体操作步骤严格按 ＣｙｔｏＴｏｘ ９６ 试剂盒操作:将体外培养后

的细胞与对数期生长的 Ｋ５６２ 细胞(１×１０５个 / ｍＬ)按效靶比 １
∶１、２ ∶１、５ ∶１和 １０ ∶１混合ꎬ加入圆底 ９６ 孔培养板中ꎬ２５０ ｇ 离

心 ４ ｍｉｎꎬ于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ４ ｈꎬ２５０ ｇ 离心 ４ ｍｉｎ
收集培养上清 ５０ μＬ /孔ꎬ转入新的平底 ９６ 孔酶标板中ꎬ加入

ＬＤＨ 底物显色溶液 ５０ μＬ /孔ꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎ 后加入反应

终止液 ５０ μＬ /孔ꎬ酶标仪检测各孔 ４９０ ｎｍ 的吸光度值ꎻ同时

设靶细胞的自然释放孔、靶细胞最大释放孔、培养基对照孔、
效应细胞自然释放孔ꎬ设 ４ 复孔 /组细胞ꎮ 杀伤率 ＝ (实验组

ＯＤ 值－效应细胞自然释放 ＯＤ 值－靶细胞自然释放 ＯＤ 值) /
(靶细胞最大释放 ＯＤ 值－靶细胞自然释放 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 ＦｌｏｗｉｎｇＳｏｆｔｗａｒｅ２􀆰 ０ 软件(芬兰 Ｔｕｒ￣
ｋｕ 大学)分析荧光染色后的细胞表型和重要功能分子的表

达ꎻ根据软件计算出的每个标本中检测的分子表达的百分

比ꎬ计算“均值±标准差”ꎬ并绘制相关的图表ꎬ数据统计处理

与图表绘制采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件(美国 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ 公司)ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 体外扩增培养的 ＵＣＢＭＣ 显现 ＮＫ 细胞的表型及其生

长的动力学特征 　 从 ６ 份脐血中提取的 ＵＣＢＭＣ 培养 １４ ｄ
时ꎬ细胞呈现出带有凸起的椭圆形状ꎬ并伴有多个细胞聚集

现象(图 １)ꎬ细胞数量从 ４ × １０６ 个增至 [ ３􀆰 ６—５􀆰 ５ ( ４􀆰 ６ ±
０􀆰 ５２)]×１０８个ꎬ扩增了 ９１—１３７(１１６± １３􀆰 １)倍ꎻ扩增后 ＮＫ
细胞 ( ＣＤ３－ ＣＤ５６＋ 细胞) 的 比 例 ８５􀆰 ６％—９５􀆰 ５％ ( ９０􀆰 ２ ±
３􀆰 ４)％ꎻ培养 ７—１４ ｄ 时细胞增殖最快ꎬ>１４ ｄ 细胞增加数量

趋缓(图 ２—３)ꎮ

图 １　 ＵＣＢＭＣ 在体外培养 １４ ｄ 的光学显微镜观察

图 ２　 体外培养的 ＵＣＢＭＣ 生长曲线及细胞相应的扩增倍数

图 ３　 ＵＣＢＭＣ 扩增产物中 ＮＫ(ＣＤ３－ＣＤ５６＋)细胞比例

２􀆰 ２　 ＮＫ 细胞重要功能性分子的测定 　 共检测 １６ 种与 ＮＫ
细胞表型和功能相关的蛋白分子ꎬ包括与 ＮＫ 细胞抑制性功

能极相关的杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｔｈｅ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＫＩＲ)ＣＤ１５８ａ、ＣＤ１５８ｂ 和 ＣＤ１５８ｅ / ｋ 及

ＣＤ９４(表 １)ꎬ与 ＮＫ 细胞表面激活功能相关的 ＣＤ１６、ＣＤ３１４
( ＮＫＧ２Ｄ )、 ＣＤ３３５ ( ＮＫｐ４６ )、 ＣＤ３３６ ( ＮＫｐ４４ )、 ＣＤ３３７
(ＮＫｐ３０)、ＣＤ６９ 及 ＣＤ２２６(ＤＮＡＭ￣１)(表 ２)ꎬ与 ＮＫ 细胞迁移

有关的 ＣＤ６２Ｌ 以及与 ＮＫ 杀伤有关的 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ
Ｂ](表 ３)ꎮ 扩增后的 ＵＣＢＭＣ 表达了 ＮＫ 细胞大部分重要的

功能性分子(如 ＫＩＲ 受体、ＮＣＲ 受体及 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 和 ＧｒａｎｚｙｍＢ
等分子)ꎮ 但其中 ＣＤ５７ 和 ＣＤ３３６ 这 ２ 种表面分子表达比例

非常低(表 ２—３ꎬ图 ４)ꎮ
表 １　 ＵＣＢＭＣ 扩增产物中与 ＮＫ 细胞抑制性功能

相关分子的检测 (ｎ＝ ６ꎬ％)
ＣＤ９４ＣＤ１５８ａ
(ＫＩＲ２ＤＬ１)

ＣＤ１５８ｂ
(ＫＩＲ２ＤＬ２ / ＤＬ３)

ＣＤ１５８ｅ / ｋ
(ＫＩＲ３ＤＬ１ / ＤＬ２)

阳性细胞比例 ９４􀆰 １±２􀆰 １７１􀆰 ４±４ ５２􀆰 １±２􀆰 ２ ５０􀆰 ３±６􀆰 ９
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表 ２　 ＵＣＢＭＣ 扩增产物中与 ＮＫ 细胞激活功能相关分子的检测 (ｎ＝ ６ꎬ％)

ＣＤ１６ ＣＤ６９ ＣＤ３１４ (ＮＫＧ２Ｄ) ＣＤ３３７ (ＮＫｐ３０) ＣＤ３３６ (ＮＫｐ４４) ＣＤ３３５ (ＮＫｐ４６) ＣＤ２２６ (ＤＮＡＭ￣１)
阳性细胞比例 ９１􀆰 ２±２􀆰 ６ ９５􀆰 ６±２􀆰 ８ ９４􀆰 ２±１􀆰 ７ ９４􀆰 ６±１􀆰 ５ ７􀆰 １±１ ２６􀆰 ６±４􀆰 １ ９７􀆰 ６±１􀆰 ３

表 ３　 ＵＣＢＭＣ 扩增产物中 ＮＫ 细胞标志物及与杀伤、
迁移功能相关分子的检测 (ｎ＝ ６ꎬ％)

ＣＤ５６ Ｐｅｒｆｏｒｉｎ Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ ＣＤ５７ ＣＤ６２Ｌ
阳性细胞比例 ９０􀆰 ２±３􀆰 ４ ８６􀆰 ９±２􀆰 ７ ９４􀆰 １±２􀆰 ９ ４􀆰 ２±０􀆰 ９ １２􀆰 ８±３􀆰 ４

图 ４　 ＵＣＢＭＣ 体外扩增培养 １４ ｄ 时的 ＮＫ 细胞

重要标志物及功能性分子的表达

２􀆰 ３　 ＮＫ 细胞对 Ｋ５６２ 细胞杀伤作用的测定　 ＵＣＢＭＣ 的扩

增产物对靶细胞 Ｋ５６２ 细胞在体外的杀伤功能:在 ４ 个效靶

比试验中ꎬ上清中 ＬＤＨ 的活性随效靶比的提高而升高ꎬ呈剂

量依赖型ꎻ换算成杀伤率后从效靶比为 １ ∶ １ 的 ( ２０􀆰 ５ ±
３􀆰 １)％上升到 １０ ∶ １ 的(７９􀆰 ０±７􀆰 ８)％(图 ４)ꎮ

图 ５　 ＵＣＢＭＣ 体外扩增的 ＮＫ 细胞对 Ｋ５６２ 细胞的

杀伤作用随效靶比的增高而增加 (ｎ＝ ６)

３　 讨论

近年来 ＮＫ 细胞在 ＨＳＣＴ 治疗肿瘤的中的作用越来越受

到重视ꎬ以脐血库保存的脐血为起始材料制备 ＮＫ 细胞的体

外扩增技术已经成为近期国内外 ＮＫ 细胞临床应用研究的

热点之一[７－８ꎬ１１－１２] ꎮ Ｓｐａｎｈｏｌｔｚ 等[８] 利用从脐血中分离的

ＣＤ３４＋细胞结合 ＦＭＳ 样酪氨酸激酶 ３ 配体(ＦＭＳ￣ｌｉｋｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ３ ｌｉｇａｎｄꎬｆｌｔ３Ｌ)、ＩＬ￣１５ 等 ９ 种细胞因子制备了高纯度

的 ＮＫ 细胞ꎬ但该 ＮＫ 细胞产物中 ＣＤ１６＋细胞仅占 ５％左右ꎬ
提示该 ＮＫ 细胞在发挥抗体介导的细胞毒(ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｄｅｐｅｎｄ￣
ｅｎｔ ｃｅｌｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎬＡＤＣＣ) 功能可能会存在问题ꎮ
还有研究者使用不同形式的滋养细胞对脐血中纯化后的细

胞做体外培养和扩增ꎬ也获得了一定收率的 ＮＫ 细胞[７ꎬ１１] ꎮ
然而这些扩增 ＮＫ 细胞方法的共同特点是在细胞扩增前需

要对脐血中的 ＮＫ 细胞或 ＣＤ３４＋细胞做分离纯化ꎬ同时在细

胞培养全程需要持续加入多种细胞因子ꎬ细胞培养的成本较

高ꎮ 我们在分析比较 ＩＬ￣２、ＩＬ￣１２、ＩＬ１￣５ 和 ＩＬ￣２１ 等细胞因子

在 ＮＫ 细胞生长分化中的作用的基础上[１３] ꎬ摸索建立了 １ 种

简便、低成本的 ＵＣＢＭＣ 体外制备 ＮＫ 细胞方法ꎬ该法无需在

扩增前对脐血中的 ＮＫ 细胞分离纯化ꎬ而直接扩增ꎻ同时在

ＮＫ 细胞被启动激活后ꎬ培养 ５ ｄ 后只用含 ＩＬ￣２ 的培养基即

可维持 ＮＫ 细胞的进一步生长ꎬ降低了细胞培养的成本ꎻ扩
增 ＵＣＢＭＣ 中的 ＮＫ 细胞的平均比例在 ９０􀆰 ２％(图 ３)ꎬ这种

细胞扩增培养方法简化了操作步骤ꎬ适合大规模临床级的

ＮＫ 细胞的制备ꎮ
相对于成人外周血中的 ＮＫ 细胞ꎬ脐血中的 ＮＫ 细胞属

于幼稚型 ＮＫ 细胞[１４] ꎻ某些与 ＮＫ 细胞杀伤功能相关的分子

如 Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ 阳性细胞所占比例相对较低ꎬ造成对 Ｋ５６２ 的

杀伤能力小于 ＰＢＮＫ 细胞[１５－１６] ꎮ ＮＫ 细胞表面不同分子的

表达与其功能密切相关ꎬ表达某些分子(如不同型别的 ＫＩＲ
分子)的异源性 ＮＫ 细胞进入受体体内后会产生负面的免疫

反应ꎬ如免疫抑制等[１７] ꎬ因此检测 ＮＫ 细胞表面的重要分子

的表达不仅可以说明 ＮＫ 细胞的潜在功能ꎬ而且可以为扩增

培养 ＮＫ 细胞的临床应用提供参考ꎮ 我们通过对采用上述

方法制备的 ＵＣＢＭＣ 扩增物的检测发现ꎬ其表面表达有重要
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ＮＫ 功能分子标志物(图 ４)ꎬ如主要的 ＫＩＲ 分子、ＮＫ 激活性

受体及与 ＮＫ 细胞杀伤有关的胞内分子如 Ｇｒａｎｚｙｍ Ｂ 和 Ｐｅｒ￣
ｆｏｒｉｎ 等(表 １—３)ꎻＣＤ１６ 的表达比例高达 ８９􀆰 ８％(图 ４￣Ｇ)ꎬ
较之于从 ＣＤ３４＋细胞制备的 ＮＫ 细胞ꎬ我们制备的 ＮＫ 细胞

中 ＣＤ１６ 的表达比例明显更高ꎬ提示采用本方法扩增培养的

这些 ＮＫ 细胞更有利于肿瘤细胞的识别与清除ꎬ而这可能是

我们在培养初始阶段使用 ＮＫ 细胞激活因子 ＩＬ￣２、ＩＬ￣１２ 和

ＩＬ￣１５ 综合作用的结果[１３] ꎮ 进一步测定这种 ＮＫ 细胞对

Ｋ５６２ 细胞的杀伤作用显示:随着效靶比的增高而增强ꎬ证明

这种细胞具有体外杀伤 Ｋ５６２ 的功能(图 ５)ꎮ
我们对所扩增的 ＮＫ 细胞只检测了其对 Ｋ５６２ 细胞系的

杀伤作用ꎬ未检测针对其他类型的肿瘤细胞(尤其是实体肿

瘤来源的细胞系)的杀伤作用ꎬ故尚无法为下一步动物模型

体内肿瘤杀伤实验提供依据ꎬ这是本研究的不足之处ꎻ另外

几种细胞因子的使用剂量仍需进一步优化ꎮ 下一步我们将

优化 ＵＣＢＭＣ 体外扩增培养 ＮＫ 细胞的体系ꎬ探讨该方法体

系在 ＮＫ 细胞生长与激活过程中的分子机制ꎬ深入研究该扩

增产物(ＮＫ 细胞)中不同细胞亚群在肿瘤杀伤与病毒清除

中的作用及其分子机制ꎬ并测试扩增产物在动物模型体内对

肿瘤的杀伤能力ꎮ
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