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公司%!

)W;# c HO=!

倒置荧光显微镜$

I6L1/EK

公
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液洗涤细胞
&

次!第
#

次
! """ 3 J1AB

!

#" 1AB

!第
!

*

&

次均为
# ;"" 3 J1AB

!

#" 1AB

!分离获得
OQ,'

)

&

!

!

$

H'
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;="

各孔
IH

值!并计算细

胞增殖指数!公式如下#细胞增殖指数
d

$实验组
IH

值"反应细胞对照组
IH

值 "刺激细胞对照组
IH

值%

J

反应细胞对照组
IH

值)

=

$致敏
H'

与
*

细胞共培养上清
)9

#

#!

*

):8

#

#

的检测$

H'

与
*

细胞按
#

&

#"

比例共同培养!于第

;

天和第
=

天分别收集培养上清!用
?9)-N

试剂盒

检测
)9

#

#!

*

):8

#

#

含量!操作按照试剂盒说明书

进行)

>

$采用
9HS

释放法检测致敏
H'

激活的
'*9

对
-R'

#

=%"#

细胞的杀伤能力$将各组致敏
H'

与
*

细胞按
#

&

#"

比例共同培养!

;

天后收集悬浮细胞!进

行细胞计数!调节细胞浓度至
#

'

#"

<个
J19

!为
'*9

细胞悬液) 取对数生长期
-R'

#

=%"#

细胞!调整细胞

浓度分别为
#

'

#"

;

*

;

'

6"

$

*

!

'

#"

$ 个
J19

) 取
4

形

底的
%<

孔板!加入
'*9

细胞和
-R'

#

=%"#

细胞各

#"" !9

!使其效靶比分别为
#"

&

#

*

!"

&

#

*

;"

&

#

!并设效

应细胞自然释放组*靶细胞自然释放组*靶细胞最大释

放孔*培养基背景孔)

%<

板置于
;a'I

!

*

&=

(培养

箱培养
$ M

后!离心
#" 1AB

!

! ;"" 3 J1AB

) 从各孔取

出
;" !9

上清移入新的圆形底
%<

孔板对应孔中!每

孔加入反应底物
;" !9

!室温避光放置
&" 1AB

后!加

入终止液
;" !9J

孔) 用酶标仪测定各孔在波长

$%" B1

的吸光值!并计算杀伤率) 公式如下#杀伤率

$

a

%

d

$实验组
IH

值"效应细胞自然释放
IH

值 "

靶细胞自然释放
IH

值%

J

$靶细胞最大释放
IH

值 "

靶细胞自然释放
IH

值% '

#""a

)

%

$统计学方法$采用
-O-- #&

!

"

统计学软件

进行数据分析!计量资料以
D

)

K

表示!多组间比较采

用单因素方差分析!组间两两比较用
-8`

#

e

检验!率

的比较采用
$

! 检验!

O T"

!

";

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$两组
H'

的形态学观察$图
#

%$分离的
OQ,'

形态规则呈球形!透光度佳!细胞膜表面光滑) 加入细

胞因子后
!

%

&

天!细胞呈半贴壁生长!部分细胞悬浮!

体积增大!形状不规则似星形*梭形!有少量突起) 第
$

天可观察到细胞突起增多!体积继续增大!形状不规则!

视野下可见大量细胞集落) 培养至第
;

天!细胞变圆!

有大量突起!可见不太规则的树突状外型) 加入
*8:

#

"

与黄芪多糖后!悬浮细胞增多!胞浆透明!胞体增大!有

毛刺样突起!呈典型的
H'

形态)

!

$

H'

表型鉴定$细胞因子组*黄芪多糖组
H'

培养第
=

天细胞表面
'H>"

表达率分别为
!$

!

#%a

*

<#

!

<"a

&

'H><

表达率分别为
=<

!

&!a

*

>>

!

$%a

&

'H>"

*

'H><

双阳性细胞分别为
!$

!

##a

*

;%

!

;&a

!

经黄芪多糖诱导成熟的
H'

其表面
'H>"

*

'H><

表

达率高于细胞因子组$

O T "

!

";

%!为典型的成熟
H'

表型特征)

&

$两组
*

细胞增殖指数比较$图
!

%$两组
*

细

胞增殖指数比较!差异无统计学意义$

O b"

!

";

%) 两

组
*

细胞增殖指数随着刺激细胞与效应细胞比值的增

加而增加$

O T"

!

";

%)

$

$致敏
H'

与
*

细胞共培养上清
)9

#

#!

*

):8

#

#

含量测定$表
#

%$在培养的第
;

*

=

天!两组培养上清

)9

#

#!

*

):8

#

#

水平比较!差异无统计学意义 $

O b

"

!

";

%) 第
=

天两组
)9

#

#!

*

):8

#

#

的含量明显高于第

;

天$

O T"

!

";

%)
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$$注#

N f'

为细胞因子组&

H f :

为黄芪多糖组&

N

*

H

为第
&

天
H'

&

Q

*

?

为第
;

天
H'

&

'

*

:

为

第
=

天
H'

&箭头所指为不同时间典型的
H'

细胞

图
#

$两组
H'

形态观察$$ '

!""

%

$$注#不同
H'

&

*

比例下组内比较!

!

O T"

!

"#

图
!

$两组不同
H'

&

*

比例下
*

细胞增殖

指数比较$$

B d&

%

表
#

$致敏
H'

与
*

细胞共培养上清
)9

#

#!

*

):8

#

#

含量比较$$

/CJ19

!

D

)

K

%

组别
B

)9

#

#!

第
;

天 第
=

天

):8

#

#

第
;

天 第
=

天

细胞因子
! #<$

*

%#

)

!

*

&;

#=>

*

!;

)

$

*

>&

!

=<=

*

!;

)

;;

*

!#

>#=

*

#;

)

<"

*

$#

!

黄芪多糖
! #<!

*

==

)

$

*

"<

#>"

*

%=

)

;

*

!#

!

=<"

*

&&

)

<"

*

&#

>">

*

!;

)

;"

*

!&

!

$$注#与本组第
;

天比较!

!

O T"

!

";

;

$不同效靶比下两组
'*9

对
-R'

#

=%"#

细胞的

杀伤率比较$图
&

%$结果显示在同一效靶比时!两组

'*9

对靶细胞的杀伤率比较!差异无统计学意义$

O b

"

!

";

%) 在不同效靶比时两组
'*9

对靶细胞的杀伤率

有差异$

O T"

!

"#

%!随着效靶比的增加!杀伤作用增强!

在效靶比为
;"

&

#

时!杀伤作用最强)

讨$$论

成熟
H'

表面高表达
,S'

分子及共刺激分子如

'H$"

*

'H>"

和
'H><

!能有效地向
*

细胞提呈抗原!

促进
*

细胞活化!发挥免疫功能) 肿瘤组织中
H'

表

型的改变是导致其功能减弱的直接原因!有研究发现!

$$注#不同效靶比下组内比较!

!

O T"

!

"#

图
&

$不同效靶比下两组
'*9

对
-R'

#

=%"#

细胞的杀伤率比较$$

B d!

%

肿瘤及其周围组织浸润的
H'

表面
'H>"

*

'H><

等

共刺激分子无表达或低表达'

#"

(

!致使
H'

无法有效提

呈抗原!激发混合淋巴细胞反应及抗原特异性
'*9

反

应'

##

(

) 体外获取
H'

前体细胞!以细胞因子诱导和促

进成熟!以肿瘤抗原体外致敏获得负载肿瘤抗原的致

敏
H'

!然后回输给机体!可诱导机体产生有效的抗肿

瘤免疫应答!是肿瘤免疫治疗的一种有效方法'

#!

(

) 本

研究以黄芪多糖代替
*8:

#

"

诱导
H'

成熟!以
*8:

#

"

诱导组为阳性对照!探讨经黄芪多糖对
H'

表型及免

疫功能的影响!为进一步开拓中药治疗肿瘤的途径提

供实验和理论依据)

本研究在前期试验的基础上!以
#"" !CJ19

黄芪

多糖诱导未成熟
H'

!形态学观察结果显示胞体增大!有

毛刺样突起!呈典型的
H'

形态)

'H>"

和
'H><

的表

达水平是判断
H'

成熟状态的重要标志'

#&

(

)

H'

为
*

细胞提呈抗原时通过其表面的
'H>"

*

'H><

等共刺激

分子识别
*

细胞表面的相应配体产生协同刺激信号)

缺乏共刺激信号可能导致
*

细胞无法激活甚至发生凋
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亡) 本研究结果显示!经
#"" !CJ19

黄芪多糖诱导后!

H'

细胞表面
'H>"

*

'H><

的表达高于
*8:

#

"

组!提示

黄芪多糖可有效诱导
H'

表达协同刺激分子!有利于

H'

提呈抗原) 既往实验证实!成熟的
H'

可在体内外

有效地活化同种异体
*

细胞'

#$

(

) 黄芪多糖诱导的
H'

对异基因外周血
*

淋巴细胞的增殖有明显刺激作用!提

示黄芪多糖可促进
H'

成熟!增强
H'

抗原提呈功能!

特异性激活
*

细胞!产生细胞免疫)

)9

#

#!

是诱导
*M#

免疫反应的关键调节因子!

):8

#

#

则可增强
H'

的抗原提呈功能!同时提高
'*9

对

肿瘤细胞识别杀伤功能'

#;

!

#<

(

) 本研究经
-R'

#

=%"#

肿

瘤抗原致敏的
H'

与同种异体
*

细胞共培养后!于培养

的第
;

*

=

天检测培养上清
)9

#

#!

*

):8

#

#

表达水平) 结果

显示!黄芪多糖组
)9

#

#!

*

):8

#

#

的表达与细胞因子组比

较!差异无统计学意义!随着
H'

与
*

细胞共培养时间

的增加!

)9

#

#!

*

):8

#

#

水平呈增加趋势!表明黄芪多糖诱

导成熟的
H'

能有效地提呈抗原给
*

细胞!促使
*

细胞

分泌抗肿瘤细胞因子
):8

#

#

&活化
*

细胞的同时也促进

H'

分泌
)9

#

#!

!而
)9

#

#!

又可进一步促进
*

细胞的增

殖!并诱导
*M"

向
*M#

分化!增强细胞免疫应答功能)

'*9

细胞即细胞毒性
*

淋巴细胞!是机体抗肿瘤免疫的

主要效应细胞) 本研究结果提示!经黄芪多糖诱导成熟

的
H'

激活的
'*9

能特异性地杀伤靶细胞!且杀伤能

力随着效靶比的增加而增加!与细胞因子组比较!差异

无统计学意义!提示黄芪多糖诱导成熟的
H'

能有效提

呈抗原并活化
'*9

)

本研究结果提示!黄芪多糖可诱导未成熟
H'

成

熟!增强
H'

表面共刺激分子的表达!以利于其抗原提

呈和激活
*

细胞&经黄芪多糖诱导成熟的
H'

可有效

地向
*

细胞提呈抗原!相互活化!增加
)9

#

#!

*

):8

#

#

的

分泌!增强细胞免疫功能&经黄芪多糖诱导成熟的
H'

激活的
'*9

可有效杀伤肿瘤细胞!发挥抗肿瘤作用!

为中药参与肿瘤生物治疗提供理论依据)
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