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唑来膦酸联合 IL-2体外诱导胃癌患者外周血 酌啄T细胞的研究 *
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摘要 目的：探讨唑来膦酸联合白细胞介素 -2(IL-2)诱导胃癌患者外周血 酌啄T细胞的作用。方法：收集胃癌患者和健康捐献者各 30

例，分别采集外周静脉血并分离出单核细胞(PBMC)，采用流式细胞仪(FCM)检测唑来膦酸联合 IL-2诱导前后 酌啄T细胞的数量及
其 CD69分子的表达情况。结果：胃癌组的 酌啄T细胞数量和百分比均明显低于健康对照组 (P<0.05)；唑来膦酸联合 IL-2诱导

PBMC后，胃癌实验组和健康对照组中的 酌啄T细胞的数量和百分比均较诱导前明显升高(P<0.05)。结论：唑来膦酸联合 IL-2体外

诱导 PBMC可显著扩增 酌啄T细胞，以加强杀伤肿瘤细胞的目的。
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Effects of Zoledronate and Interlukin 2 on the Proliferation of Peripheral
Blood Mononuclear Cells of Patients with Gastric Cancer in Vitro*

To determine the effects of zoledronate plus interlukin 2 (IL-2) on the proliferation of peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) of patients with gastric cancer in vitro. PBMCs were isolated from 30 healthy doners and 30 pa-

tients with gastric cancer respectively, and then stimulated with zoledronate plus IL-2 in vitro. Flow cytometry (FCM) was used to evalu-

ate the 酌啄T cell subpopulation of PBMCs and detect the expression of CD69 in 酌啄T cells. The percentage and absolute number

of 酌啄T cells from PBMCs were both lower in patients with gastric cancer than those of the control group (P<0.05). The combination of

zoledronate and interlukin 2 could significantly increase the percentage and absolute number of 酌啄T cells from PBMCs in patients with

gastric cancer and healthy control group (P<0.05). Zoledronate and IL-2 could obviously stimulate the proliferation of 酌啄T
cells from PBMCs to further kill the cancer cells.
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前言

胃恶性肿瘤是我国常见的消化道肿瘤中，呈区域性高发，

其年发病率及死亡率均居人体所有恶性肿瘤的第 3位[1]，其发

生、发展与多种因素有关，其中机体免疫功能异常与肿瘤发生

密切相关。在人类外周淋巴细胞中，酌啄T细胞占 1%-10%，主要

分为 V啄1+T细胞和 V啄2+T细胞两大亚群，后者主要存在于外
周血中[2]，其作用介于适应性免疫及固有免疫之间，具有不受相

关抗原肽配体和主要组织相容性复合体(MHC)I、II类分子的限

制、不依赖抗原的呈递及处理过程及可直接识别抗原等特点[3,4]，

在免疫调节、初次免疫应答和肿瘤免疫监视中的关键作用已得

到越来越广泛的关注[5,6]。研究显示 酌啄T细胞属于固有免疫细胞，
广泛分布于消化道、呼吸道及生殖器等黏膜及上皮组织，具有

免疫调节、抗原提呈、杀伤肿瘤细胞等作用。酌啄T细胞的过继性

免疫治疗已广泛应用于临床[7]。目前研究已证明使用一些人工

合成的磷酸抗原体外诱导和扩增 酌啄T细胞在抗肿瘤方面取得
了一定的效果。翻阅相关文献，发现在诱导胃恶性肿瘤方面的

研究甚少，而本研究主要探讨唑来膦酸联合 IL-2诱导体外扩

增胃癌患者的 酌啄T细胞的作用。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选择解放军第 94医院普外科 2014年 11月 -2015年 6月

收入院的胃癌患者 30例为实验组，其临床病理分期为 IIA-B

期 15例，IIIA期 15 例；男性 16 例，女性 14例；年龄为 53-76

岁，平均 64.7岁。以解放军第 94医院检验科的 30例健康人群

作为对照组，男性 15 例，女性 15 例，年龄 50-74 岁，平均为

59.3岁。分别采集实验组和对照组患者静脉外周全血 15-20 mL。
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2.3 T细胞的表面标志物 CD69测定

分别收集健康人群和胃癌患者培养 12 天的 酌啄T 细胞行
mAb荧光标记后经流式细胞仪分析其表面标志物表达。外周

静脉全血 PBMC未诱导前，健康人群的 CD69表达为 0.74±

0.14 %，诱导 24 h后其细胞数高达 72.31± 9.01 %；PBMC诱导

前胃癌患者 CD69为 0.22± 0.06 %；诱导 24 h后胃癌患者的

1.2 实验试剂和仪器

唑来膦酸(Zoledronate)购自 Sigma 公司；rhIL-2 购自北京

四环生物制药公司；RPMI1640培养基、0.25 %胰蛋白酶、胎牛

血清(FBS)均为 Gibco公司产品；青链霉素混合液(P/S)购自 So-

larbio公司；淋巴细胞分离液购自中国医科院血液研究所；人

AB型血清购自江西省血站；藻红蛋白(Phycoerythrin,PE)标记

抗体和荧光素异硫氰酸盐(Fluorescein Isothiocyanate,FITC)：an-

ti-CD69、anti-CD3-FITC、羊抗鼠 IgG-FITC、anti-TCRgd-PE均购

自美国 BD公司；anti- CD4磁珠、anti- CD8磁珠，羊抗鼠 IgG

磁珠购自Miltenyi Biotec公司；流式细胞仪购自美国 BD公司、

CO2培养箱购自 Thermo公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞分离与培养 分别采集胃癌患者和健康对照者外

周静脉全血 15-20 mL，放置于含有肝素钠的 BD管中，采用

Tramonti D [8] 等的方法，加入淋巴细胞分离液，2000 rpm，15

min，吸取单个核细胞层，用生理盐水洗涤 3 遍(1500 rpm，10

min)，加入 RPMI 1640 培养液中 (配制方法为 90% RP-

MI1640+10% FBS+1% P/S)，调整细胞数约为 1-3× 108/L，加入

5 滋M唑来膦酸、1000 IU/mL rhIL-2 和 10 %人 AB 型血清，置

于 75 cm2细胞瓶中，于 37℃、5% CO2培养箱中培养。每隔 2-3

天弃去上清，加入含有 1000 IU/mL rhIL-2的上述 RPMI 1640

培养液，根据细胞生长情况进行传代至 6孔板中，并设置未加

唑来膦酸 /rhIL-2为对照组，直至 12天时收集贴壁生长细胞进

行下一步实验。

1.3.2 酌啄T细胞的分离 用磁珠激活细胞分选法(MACS)分离

得到 酌啄T细胞按照说明书操作步骤。具体如下：取一瓶细胞培
养 4小时后，将非贴壁细胞用 anti-CD4磁珠选出 CD4+T细胞，

然后用鼠抗人 CD16单抗及羊抗鼠 IgG二抗磁珠去除 NK细

胞，用 anti-CD8磁珠除去 CD8+T细胞，剩余的细胞主要为 酌啄T
细胞。其余瓶中细胞具体方法同上。

1.3.3 酌啄T细胞鉴定 单克隆抗体表型分析如下：将上述分离

所得到的 酌啄T细胞中分别加入抗 TCRab-PE、抗 TCRgd-FITC、

抗 CD3-FITC、抗 TCRD2-FITC、抗 TCRG9-FITC 20 滋L，充分混
匀，放置 4℃，30 min，避光，用含有 1% FBS的 PBS洗涤 2遍，

再用含有 0.5 mL 1 %多聚甲醛染色固定液重悬细胞，并设置对

照组，使用流式细胞仪分析其百分率。

1.3.4 酌啄T细胞表面受体鉴定 将 酌啄T细胞中加入荧光标记
的 CD69，方法同上，同样设置对照组，采用流式细胞仪分析其

表面受体表达情况。

1.4 统计学处理

所有数据均使用 SPSS17.0软件分析。计量资料以均数±

标准差(x± s)表示，多组组间比较采用单因素方差分析，两组间

比较采用 t检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 镜下观察 酌啄T细胞的形态
唑来膦酸联合 IL-2诱导 酌啄T细胞，24h后显微镜下即可见

贴壁，培养第 3天镜下可观察到细胞成梭状和簇状生长，并有

少量悬浮细胞。在培养第 12天时镜下观察到大量集落形成和

单个呈梭状贴壁细胞。唑来膦酸联合 IL-2诱导 酌啄T细胞 24h

后，显微镜下即可见贴壁，培养第 3天镜下可观察到细胞成梭

状和簇状生长，并有少量悬浮细胞。在培养第 12天时，镜下观

察到大量集落形成和单个呈梭状贴壁细胞。

2.2 流式细胞仪(FCM)检测 酌啄T细胞的数量及百分率
分别收集健康人群和胃癌患者培养前及培养 12天后的

酌啄T细胞进行 mAb荧光标记后经流式细胞仪检测并分析其细

胞数量，具体按照说明书操作步骤。PBMC未诱导前，健康人群

的 酌啄T细胞数及百分比别为 51.7± 18.3、19.74± 3.61 %；诱导

12天后，其细胞数及百分比分别高达 473.5± 101.3、92.31±

10.23 %(见表 1)。PBMC未诱导前，胃癌患者的 酌啄T细胞数及
百分比分别为 13.2± 3.83、6.12± 1.94 %，诱导 12天后其细胞

数及百分比分别达到 182.0± 3.51、70.63± 9.23 %(见表 2)。

Note: P<0.05 vs Before stimulation in control group.

表 1 对照组中唑来膦酸 /IL-2诱导前后的 CD3+ 酌啄T细胞数值比较
Table 1 Comparison of the absolute count and percentage of CD3+ 酌啄T cell of the control group before and after the induction by zoledronate and

interlukin 2

The absolute count(/滋L) Percentage (%) P value

Before induction(n=30) 13.2± 3.83 6.12± 1.94 0.002

After induction(n=30) 182.0± 3.51 70.63± 9.23 0.023

Note: P<0.05 vs Before stimulation in gastric cancer group.

表 2 在胃癌组中唑来膦酸 /IL-2诱导前后的 CD3+ 酌啄T细胞数值比较
Table 2 Comparison of the absolute count and percentage of CD3+ 酌啄T cell of the gastric cancer group before and after the induction by zoledronate and

interlukin 2

The absolute count(/滋L) Percentage (%) P value

Before induction(n=30) 51.7± 18.3 19.74± 3.61 0.000

After induction(n=30) 473.5± 101.3 92.31± 10.23 0.013
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CD69达到 49.47± 5.09 %，随后随时间的延长其降低，72 h时，

其分别下降至 47.62± 4.56 %、37.32± 3.12 %，(见图 1)。

3 讨论

关于 酌啄T 细胞的分类，目前还没有相关共识，多为
CD4-CD8-的双阴性 T细胞（少部分为 CD8+），由 TCR信号途

径调节表达的锌指转录因子 ThPOK控制 酌啄T细胞的发育和
成熟[9]。Ribot等[10]发现 酌啄T细胞在胸腺分化过程中可形成具有
不同功能特性的亚群，比如 CD27+酌啄T细胞主要分泌 IFN-酌，
CD27-酌啄T细胞主要分泌 IL-17。已有研究表明 酌啄T细胞活性
强且杀瘤谱广，对体内多种肿瘤有较强的杀伤作用[11]，无需肽

段配基作用，能够直接识别MHC类分子[12]。人类 酌啄T细胞有
些特性与树突状细胞类似，能够提供诱导增殖、分化及杀伤靶

细胞的信号，发挥抗原提呈等作用[13,14]。Lei F等[15]研究发现经过

抗原特异性 CTL诱导多向性干细胞(iPS)分化成 CD8+CTL，在

体内形成的 TCR转导的 iPS细胞在体外用肽类刺激通过分泌

IL-2和 IFN-酌，以达到杀伤肿瘤细胞的目的。敲除 酌啄T细胞基
因 CD3+酌啄T细胞在肿瘤免疫监视中起到重要作用[16,17]。活化的

酌啄T细胞可直接被激活成为具有细胞毒作用的免疫细胞，同时
能够分泌 TNF-琢、GM-CSF、INF-酌、巨噬细胞趋化因子、巨噬细
胞炎症因子等一系列趋化性细胞因子，继而能够杀伤对 NK细

胞不敏感的靶细胞 [18]。同时也能分泌颗粒酶 B、穿孔素和

CD107a等淋巴细胞细胞毒活性的标志，其表达水平可以反映

淋巴细胞的抗肿瘤活性[19,20]。

酌啄T细胞在过继性免疫治疗方面的作用已应用于临床[21]，

比如其能够浸润肺癌、胃癌及淋巴瘤等肿瘤中，并对肿瘤表现

出高效的杀伤活性[22]。最近研究显示其还可以增殖活化、诱导

免疫效应细胞，进一步发挥抗肿瘤的作用。Lertworapreecha M

等[23]研究证明二磷酸盐可与 酌啄T细胞分子独特结合并使其活
化，但单独使用二膦酸盐诱导 酌啄T细胞扩增不明显，而与 IL-2

联合使用可显著诱导健康人外周血 酌啄T细胞的增殖；Li Z等[24]

用体外扩展 酌啄T细胞来杀伤骨肉瘤细胞株 HOS和 U2OS并发

现用 IFN-酌预处理的靶细胞通过 酌啄T细胞增强对肿瘤细胞的
杀伤性，同时 INF-酌通过 Fas/FasL途径激活 酌啄T细胞来增强细
胞毒活性。由此可见，酌啄T细胞在肿瘤的发生、发展过程中起着
重要作用。

有实验显示，IL-17是 酌啄T细胞合成和分泌的主要细胞因
子，在炎症和免疫反应中起重要的调控作用[25,26]。Wada等[27]利

用膦酸联合 IL-2体外培养 V啄2+酌啄T治疗晚期胃恶性肿瘤伴腹
水的患者，发现治疗后患者腹水中的肿瘤细胞数量较治疗前显

著减少，且腹水得到控制，提示 V啄2+酌啄T细胞具有抗肿瘤效
果。而本实验结果显示对照组和胃癌患者(各 30例)的 PBMC

经唑来膦酸联合 IL-2诱导后，酌啄T细胞数量均明显增加，但健
康对照组的 酌啄T细胞明显高于胃癌组，其原因可能为肿瘤宿主
处于免疫抑制状态，免疫水平低下所致，具体机制尚需进一步

研究。而 CD69为 T细胞活化标志性分子，活化后 2小时即可

被检测。酌啄T细胞与其他治疗方法联合应用，主要是因为其具
有强大的抗肿瘤细胞毒性及其在体外相对容易传代的能力[28]。

已有报道[29]早期胃癌患者外周血中 酌啄T细胞比例显著增加，晚
期胃癌患者中 酌啄T细胞明显降低，可推断 酌啄T细胞在早期胃
癌患者外周血中升高可具有抗肿瘤作用，而在晚期胃癌中下降

可能与肿瘤进展、免疫系统被抑制有关。本实验的研究结果显

示未活化时的对照组和胃癌患者的 酌啄T细胞很少表达 CD69，

经唑来膦酸联合 IL-2刺激 24h后达到高峰，其分别为 72.31

%、49.47 %，而后随时间的延长其表达呈下降趋势，以上结果表

明唑来膦酸与 IL-2联合诱导 酌啄T细胞增殖方案有周期短、特
异性高等特点，可充分发挥其广谱杀伤靶细胞和特异性识别肿

瘤抗原等效能，可为 酌啄T细胞生物学特性的进一步研究和临床
上肿瘤的过继性免疫治疗提供细胞来源。但由于体外增值条件

要求严格，程序性复杂，不利于临床推广，加之其研究机制复

杂，并可识别多种抗原，目前难以全面概括其在人类疾病中的

作用，其抗肿瘤方面的远期效果还需进一步探索。
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