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造血干细胞诱导树突状细胞的临床应用!

!!!!!宋现让 魏 玲 李 敏 王兴武 薛兴奎 宋丽华

山东省肿瘤医院基础研究中心 !济南市 !&"%%’"

摘要 目的!探讨回输自动员人外周造血干细胞!()*+"体外诱导树突状细胞!,+-"治疗乳腺癌患者的可行性#

方 法!采 用 +*.$""" 血 细 胞 分 离 系 统 分 离 / 例 粒 细 胞 集 落 刺 激 因 子!0.+*1"预 动 员 乳 腺 癌 患 者 ()*+$在 体 外 经

2304.+*1%2356.# 诱导和自体肿瘤细胞提取物刺激后成为成熟 ,+-$收集并自体回输#用 477 法测定 ,+- 在体内外

激活细胞毒性 7 细胞!+76"的体外杀伤活性# 结果!/ 例患者平均采集 %8"!9%"/ ()*+$培养后平均收获 !8$9%": ,+-$
+,:$ 表达率平均为 ;:8’<# 收获 ,+- 的数量是等量未动员全血的 &’8& 倍# 在体外自体肿瘤抗原致敏的 ,+- 激活

+76 对自体原代培养的肿瘤细胞具有显著的杀伤活性# ,+ 瘤苗自体回输除轻微发烧外$无任何其它不良反应$回输

后患者 ()4+ 对自体肿瘤细胞的杀伤活性提高 !" 倍# 结论!用血细胞分离机分离 0.+*1 动员肿瘤患者 ()*+$在体

外诱导制备自体 ,+ 瘤苗$回输治疗可提高对自体肿瘤细胞的杀伤活性$而且安全可靠$无明显不良反应#
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造血干细胞定向诱导分化及抗原提呈!&’("细

胞研究及相关免疫治疗肿瘤的应用研究是一个热

点# 主要集中在实验室基础研究及动物模型研究阶

段$%#!%#最近关于造血干细胞定向诱导分化和肿瘤抗

原免疫识别及应答等部分研究成果已开始进入临床

应用研究阶段$$%& 树突状细胞!)("用于肿瘤免疫治

疗遇到的难题是其数量扩增有限和功能维持问题&
例如尚未找到大量扩增 *&+ 细胞的 ,*-! 那样能扩

增 )( 的因子# 扩增至一定时间和一定数量规模的

)( 其 &’( 功能是否仍能保持良好也不确定# 用来

刺激 )( 的瘤细胞成分抗原性弱的问题也未得到解

决& 本文利用血细胞分离机采集经粒细胞集落刺激

因子!.-(/0"预动员乳腺癌患者的骨髓造血干细胞

!’1/("进行体外培养#应用低温冻融法制备肿瘤抗

原提取物致敏 )(# 通过进行体外及临床实验了解

)( 瘤苗抗肿瘤的机制并解决 )( 瘤苗临床应用中

存在的实际问题&
! 材料与方法

%2% 临床资料

选取 !""! 年 % 月至 !""! 年 3 月我院外科住院

治疗的女性乳腺癌患者 4 例#年龄 $3563 岁#平均

7% 岁&患者术前未进行任何治疗&组织学类型’单纯

癌 7 例#浸润癌 # 例&
%8! 细胞株及原代乳腺癌细胞的培养传代

人乳腺癌细胞系 9)&-91-!$% 和 1:;<$3#人

胃癌细胞系 9.(="$#本实验室保存#在含 %">胎牛

血清的 )9?9 培养基中#$3@(7>(A! 条件下培养&
!5$ 天传代一次& 手术切除肿瘤组织#无菌条件下剪

碎( 研磨并 !"" 目滤网过滤制备细胞悬液# 在含

%">胎牛血清的 )9?9 培 养 基 中#$3B(7>(A! 条

件下培养#$ 天传代一次&
%8$ 肿瘤细胞抗原提取物的制备及定量

收 集 肿 瘤 细 胞#’1/ 洗 涤 ! 次 后# 加 水 7CD#
采 用 #57 次 低 渗 冻 融 法!-="B5$3B"碎 裂 细 胞 #
%7 """#$% 离心 $"CEF#收集上清#过滤除菌#即为无

菌可溶性全抗原& 采用 1G;HIJGH 法测定提取物中的

蛋白质含量&
%2# 外周血造血干细胞!’1/("的动员及采集

术后 ! 周的 4 例乳腺癌患者#单用 .K(/0!赛

强生物制药公司"%"%L M NL)H 皮下注射# 连续 7 天#
于开始用药后的第 # 或 7 天用血细胞分离机采集

’1/(#平均采集体积 7"CD& 其中 $ 例在动员前采集

%"CD 外周血#分离 ’19(#同法诱 生 )(#用 于 比 较

两者诱生 )( 的差异&
%27 )( 的诱生及表型鉴定

采集的 ’1/( 和 &’()!单个核细胞"用含 %">

人 &1 血清的 O’9,%6#" 培养液悬浮后置 $3B(7>
(A! 条件下培养& !P 后弃去悬浮细胞#贴壁细胞加

含 GP.9K(/0!华北制药集团"=""FL M CD(GP,*K#!北

京医科大学免疫室"#""Q M CD 及 %">人 &1 血清的

O’9,%6#" 培养液继续培养& 7 天后#更换新培养液

并加入肿瘤抗原提取物 !"!L M CD 和 RS0K;!第二军

医大学江苏常州药业"%""FL M CD#再培养 !T$ 天& 采

用流式细胞仪!0&(/(;DEUVG 型"分析细胞 ()=$ 的

表达水平&
%26 )(W 刺激 (R* 的体外杀伤活性检测

自体 ’19( 与 9)&K91K!$% 肿瘤抗原提取物

致敏的 )(W 按% ’%" 比例在含 GP.9K(/0 =""FL M CD(
GP,*K# #""Q M CD 及 ,*K!!北京瑞得合通药业"%""Q M
CD 的 O’9,%6#" 完全培养基中#$3B(7> (A! 条件

下培养 $5# 天# 成为特异性 (R*& 细胞毒试验’以

9)&K91K!$%(1:;<$3(9.(="$ 为靶细胞# 效靶比

!" ’%#$3B作用 #P 后#用 9RR 法检测效应细胞对靶

细胞的杀伤率# 并与自体 ’19( 诱生 )(W 做比较&
杀伤率!>"X$%K!试验孔 &73" 均值K效应细胞对照

孔 &73" 均值" M 靶细胞对照孔 &73" 均值%Y%"">&
%83 自体肿瘤抗原致敏 )(W 的临床应用

培养 35= 天的成熟 )(# 收获后悬浮于含 %">
人血 白 蛋 白 和 =""FL M CD GP.9K(/0 的 %""CD 生 理

盐水中#静脉滴注#自体回输& 回输前和回输 # 天后

分别取患者静脉血#常规制备 ’19(#以 ’19( 为效

应细胞#以自体体外传代培养的肿瘤细胞为靶细胞#
以 !" ’% 效靶比采用 9RR 法检测杀伤活性&
%8* 统计学分析

采用 /&/ 统计软件& 所有变量均以 !!" 表示#
以 " 检验分析两变量间差异性&
" 结果

!8% ’1/( 诱导 )( 的生成和数量

4 例 乳 腺 癌 患 者 平 均 采 集 7"CD#’1/( %8"!Y
%"4Z"8!#Y%"4 个# 经 35= 天培养后# 平均收获 )(W
!8$Y%"=Z"87!Y%"= 个#相当于 $ 例患者等量未动员全

血分离获得 ’19( 诱生 )(W!=8"Y%"7 M %"CD 全血"的

7387 倍& 平均 6=83>表达 )( 的特征性标记()=$&
!8! ’1/( 与 ’19( 诱生 )(W 刺激 (R* 能力比较

4 例乳腺癌患者中 $ 例患者 ’1/( 和 ’19( 诱

生 )( 经 9)&K91K!$% 细胞抗原提取物致敏后#对

9)&K91K!$%(1:;<$3 和 9.(="$ 细 胞 的 杀 伤 活

性分别为!3$8"Z68=">(!$$8"Z78$">(!78$Z#8=">和

!3!8!Z38#">(!$786Z#8#">(!68$Z$8!"># 差异无显

著性!#["8"7"&
!8$ +( 体内诱导 (R* 活性

乳腺癌患者回输 )( 前的 ’19( 对自体肿瘤细

造血干细胞诱导树突状细胞的临床应用 ,,-,) )
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胞的杀伤活性微弱!只有"%&’(%&##)$应用自体肿瘤

抗原提取物致敏 *+ 回输 # 天后! 患者 ,-.+ 对自

体肿瘤细胞的杀伤活性提高至"$/&!($&#%0!提高!%
倍$ 对同种异体肿瘤细胞的杀伤活性从"%&1("&’%0
提高到"’&1($&’%0!提高 1 倍$ 差异均有显著性"!2
"&"%%$
!&# *+ 瘤苗治疗的效果及不良反应

3 例乳腺癌患者均为!期!平均随访 / 个月!均

未复发$ ! 例有轻微的发烧!未发现其它不良反应$
! 讨论

人们对 *+ 来源于造血干细胞已有共识! 研究

表明 *+ 可能至少起源于两类细胞$*+ 来源于骨髓

的 *+ 前体或粒细胞 4 单核细胞前体!即髓样 *+$ 这

一来源的 *+ 在血中有典型的淋巴细胞样特征!体

外培养时!在 567#&8.7+9:&;<:" 等因子的刺激下

可转化为 *+$ 而以前认为具有终末细胞特征的中

性粒细胞前体体外经过 567#&8.7+9:&;<:" 等因

子培养后也可出现成熟 *+ 的形态和表型特征!提

呈 可 溶 性 抗 原 的 能 力 比 新 鲜 分 离 的 单 核 细 胞 强

%" """ 倍’#($ 最近有报道另一 *+ 亚群!表达高水平

的 +*%!$)567$ =>?>@AB=%和 +*#!但 缺 少 +*%%? 等

髓样 *+ 标记!需要 567$ 和 +*#"6 刺激成熟’1($ 目

前! 有关体外或体内诱导扩增 *+ 进行免疫治疗的

研究均采用 8.7+9:C567#C;<:" 等诱导培养髓样

*+$ *+ 前体来源于外周血&脐带血&骨髓&脾脏等$
每 1"DE 外周血经过 ’FG 天培养! 获得 *+ 数量在

"1F%"%H%"/ 之间!难以满足患者治疗的需要$ 我们

以动员人外周血造血干细胞为 *+ 前体的来源!用

血细胞分离机分离的 ,-9+ 在同样条件下经 ’FG 天

培养平均收获 !&$I%"G 细胞!约是自 1"DE 外周血中

获得 *+ 的 1’&1 倍!在形态&表面标记&刺激 +;6 的

杀伤活性方面与 ,-.+ 来源的 *+ 基本一致! 可以

解决 *+ 数量不足的矛盾$
国外已进行了较多的 *+ 临床应用试验! 包括

黑色素瘤&多发性骨髓瘤&前列腺癌&乳腺癌&结肠

癌&肺癌&肾癌&非何杰金氏淋巴瘤等众多疾病!疗效

差异很大’/FG($ 国内研究大多集中在动物和体外研究!
少数临床试验回输的 *+ 数量从 1J%"# 至 !J%"/ 不

等$ 由于细胞数量不足!疗效难以比较$ 我们采用动

员造血干细胞诱导并致敏 *+ 治疗 3 例术后乳腺癌

患者! 每个患者接受 *+ 数量在 %&1F$&!J%"G 之间!
患者回输后 # 天体内 +;6 活性提高 !% 倍! 未出现

严重的不良反应$
*+ 临 床 应 用 仍 有 许 多 问 题 有 待 于 进 一 步 解

决!如 *+ 的数量&应用的方式&抗原的选择以及抗

原负载的方法等$抗原的选择是一个难题!因为许多

肿瘤抗原性较弱$ 目前已试用的肿瘤抗原有肿瘤组

织提取物&+KL& 独特型免疫球蛋白&#1$ 蛋白&,L,
等$ 肿瘤抗原基因修饰 *+ 是一种较好的探索!它比

肿瘤抗原蛋白或多肽体外冲击致敏的 *+ 诱导激发

体内 ; 细胞抗肿瘤免疫应答的效果好’3($ 此外!现已

证明! 机体 *+ 功能下降! 尤其是肿瘤局部浸润性

*+";5*+%的 功 能 缺 陷 与 肿 瘤 的 发 生 发 展 和 预 后

有密切关系’$%($肿瘤细胞可通过分泌 567%"&;8:7M&
NK8: 等抑制 *+ 成熟!也可抑制 *+ 向肿瘤部位的

迁移和聚集!导致肿瘤局部免疫功能低下 ’%%(!因此!
设法激活肿瘤局部 *+! 纠正其缺陷的 L,+ 功能是

肿瘤免疫治疗的方向之一$
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