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原发性肝癌肿瘤浸润性淋巴细胞的特性
①

邓美海
`
履 区庆嘉

2

(中山医科大学 1 附属第三医院外科 ;广州
,

5 1 0 63 0 2 孙逸仙纪念医院肝胆外科 )

提 要 10 例原发性肝癌手术切除的肿瘤标本用于分离培养肿瘤浸润性淋巴细胞 ( T IL )
.

分

离制备 T IL 采用机械剪切
,

酶消化和用 iF co l l
一

H y p a q ue 分离结合的方法
。

分离制得的 T IL 以一定

浓度于含
r
I L

一
2 1 o o o U /m l

,

P H A Zo雌 / m l 的 R PM I 一6 4 0 完全培养液中
,

在 5 % C O : ,
3 7℃条件下

培养 30 ~ 40 d
。

实验观察了 IT L 悬液中的细胞组成
、

T IL 的体外扩增及肿瘤细胞的消失情况 ;用透

射电镜观察了培养前后 T IL 的超微结构变化 ; 实验采用免疫组化和单克隆抗体技术 ( A B C 法 )检

测了培养前后 T IL 的主要淋巴细胞亚群变化 ;还采用
’ H

一

T d R 释放法测定了 T IL 的体外抗肿瘤活

性
.

实验结果表明
,

原发性肝癌 ( H C C )的 T IL 在体外培养可以得到较好扩增并显示其在体外对新

鲜自体瘤靶细胞的抗肿瘤活性
.

主题词 肝细胞瘤 ; 淋巴细胞
,

肿瘤浸润 ; 白细胞介素
一
2 ;

淋巴细胞亚群
;

细胞毒性
,

免疫
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.
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7

肿瘤浸润性淋 巴细胞 ( t u m o r 一 i n f i l t r a t
-

i n g l y m p h o e y t e
, ,

T I L )是癌肿宿主反应的标

志 11[
,

研究发现肿瘤 内淋 巴细胞浸润的程度

与患者的预后有关
。

近几年来的研究认 为

T I L 具有抗肿瘤作用强并有一定的靶细胞特

异性等优点
,

可能是一种 比淋 巴因子激活的

杀伤细胞 ( l y m p h o k i n e
一 a e t i v a t e d k i l l e r c e l l s

,

L A K 细胞 ) 更 适 合于 肿瘤过 继 免疫治疗

( a d o p t i v e im m u n o t h e r a p y
,

A I T ) 的抗肿瘤

效应细胞
,

被誉为是继 L A K 细胞之后的第

二代抗肿瘤效应细胞
。

原发性肝癌是我国最

常见的恶性肿瘤之一
,

目前临床常规治疗方

法的总体疗效仍不满意
,

尤其是对中晚期肝

癌的疗效更不理想
。

本实验针对国内外报道

均较少的原发性肝癌 T IL 的主要免疫学特

性进行研究
,

为 T IL 过继免疫治疗原发性肝

癌的临床应用打下基础
。

1
.

1 癌组织标本

选择 10 例原发性肝癌手术切除标本
,

用

于分离培养 T IL
。

标本都经病理检查确诊
,

其

中 9 例为肝细胞癌
,

1 例为肝细胞癌和肝胆

管细胞癌混合型
。

所选病例要求在接受手术

前 1 个月内未作化疗
、

放疗等特殊治疗
。

1
.

2 T IL 的分离培养

按文献介绍的方法制备 T I L[
,

, ’ 〕 。

用 1写

的台盼蓝拒染试验法检测活的细胞比例
。

取

部分分离制备的细胞用于培养
,

培养液为含

1 o 0 0 U /m l r I L 一 2 (第一军医大学 免疫室提

供 )
、

2 0拜g /m l P H A ( 广 州 医 工 所 产 品 )
、

Zm m ol /m l L
一

谷氨酞胺
、

青霉素和 链霉素各
l o o U / m l

、

0
.

2 5拌g / m l 二性霉素 B ( S Q U I B B

产品 ) 和 10 %灭 活 人 A B 型 血清的 R PM I

1 6 4 0 完全 培养液
,

细胞 浓度 为 ( 0
.

2一 1) x
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1 0 ` / m l
,

置入 2 4 孔细胞培养板 ( C o r n i n g 产

品
,

每孔加入含有细胞的培养液总量为 l m l)

及玻璃培养瓶 (国产
,

每瓶加入培养液总容量

为瓶容量的 l / 3) 中
,

培养条件 为 37 ℃
、

5%

c O
Z 。

培养细胞每 3 ~ d6 传代或更换新培养

液 1 次
,

并重新调整细胞浓度在 (0
.

2~ 2) 又

1 0 ` / m l 范围
。

1 0 例 T IL 体外培养 3 0一 4 0 d
。

1
.

3 T I L 的冻存和复苏

取部分制备浏 T I L 悬液
,

离心去上清
,

加入 含 1 0% D M SO (M E R C K 产品 )
、

5 0%

人 A B 型血清的 R PM I 1 6 40 培养液中
,

调整

细胞浓度为 ( 0
.

5一 l ) x 1 0 ,

/m l
,

序贯降温
,

保

存于液氮中
。

复苏时
,

迅速将冻存管于 37 ℃

水 浴 中复 温
,

20 %人 A B 型 血清 的 R P M I

1 6 4 0 培养液洗涤
,

1%台盼蓝拒染法计数细

胞存活率
。

复苏的 T IL 悬液用于作为新鲜的

自体瘤靶细胞和 T I L 再培养的来源
。

1
.

4 T I L 的形态学观察

用 w r i g h t
一

G ie m s a 双 重细胞涂 片染色

法和少部分细胞涂片加作 H E 染色法
,

观察

T I L 悬液 中各种细胞 的形态学变化
;
用透射

电镜观察新鲜制备及培养 后 3 d0 的 T IL 在

超微结构上的变化
。

1
.

5 体外培养的 T IL 扩增情况

每 s d 计数细胞浓度 1 次
,

根据细胞浓

度变化及每次稀释换液情况计算出 T IL 的

扩增倍数
,

描计 T IL 增长曲线
。

通过涂 片染

色观察得 出的细胞比例
,

了解 T IL 悬液中各

组成部分随培养时间的变化情况
。

1
.

6 T IL 的淋巴细胞亚群检测

采用卵白素
一

生物数
一

过氧化酶复合物法

( A B C 法 .)[ 〕测 定 T I L 培养前及培 养后 3 d0

时的淋巴细胞亚群情况 ( A B C 试剂盒为美国

V ec ot
r 公司产品 )

,

所选单 克隆抗体及其特

异性等情况见表 1
。

结果观察
,

在高倍镜或油

镜下计数 5 个或 5 个 以上视野 中的淋 巴细

胞
,

其中细胞膜上有黄棕色着色的为阳性细

胞
,

蓝色者为阴性细胞
,

计算出阳性细胞百分

率
。

表 1 单克隆抗体特性情况

单抗 稀释度 特异性 动物来源

C D : 1 : 2 0 0

C D 。 1 : 2 0

C D
3 1 .

8 0

H L A
一

D R I :
8 0

全 T

辅助 /诱导 T

杀伤 /抑制 T

H 抗原 I 类抗原

P a n 一B l :
s o B 淋巴细胞

鼠抗人

同上

同上

同上

同上

1
.

7 T I L 体外抗肿瘤活性的检测

采用
3
H

一

T dR 释放 法阁 测定 了 T I L 的

细胞毒性作用
’
H

一

T dR 中科院上海原子核研

究所产品
,

比率为 40
.

S iC
.

m ol 一 ` ,

批号 91
-

01
一

2 2 )
。

靶细胞选用新鲜的 自体瘤细胞 (即新

鲜制备的 T I L 冻存后复苏的细胞 )
、

K 5 62 细

胞株 (为人红白血病瘤细胞株
,

是 N K 敏感性

靶细胞 )和 R a ji 细胞株 (为人 B u r k i t t 淋 巴瘤

细胞株
,

是 N K 非敏感性靶细胞 )
。

1
.

8 统计学处理

计量资料 以均数士 标准差 ` 士 : )表示
。

培养前后的比较用配对资料的
t
检验

,

两样

本均数的比较用 t 或 犷检验
。

2 结 果

2
.

1 T I L 的分离

用于分离制备 T IL 的 10 例癌组织湿重

为 14
.

9 2士 7
.

3 0 9
。

新鲜制备的 T I L 悬液中
,

淋 巴 细胞 占 40
.

19 士 17
.

16 %
,

肿瘤细胞 占

2 1
.

4 5 士 9
.

6 8%
,

其 他 细 胞 占 3 8
.

2 6土 1 6
.

3 5%
。

1%台盼蓝拒染法计数新鲜制备的 T IL

悬液的活细胞率均在 90 %以上
。

每克湿重癌

组织能分离得到活的淋 巴细胞和肿瘤细胞数

量分别为 1 2
.

6 8士 8
.

4 1 x 10 6

和 10
.

2 1士 1 2
.

2 7 X 1 0 6 。

2
.

2 T I L 的扩增时间动力学

体外培养 3 d0 时
,

T IL 扩增倍数从 24
.
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表 2 10 例 T IL 培养前
,

后淋巴细胞亚群变化

天 数 C D挤( % ) C D才( % ) C D才( % ) P
a n 一B ( % ) H L A

一

D R + (% ) C D才/ C D才

0 6 0
.

1 4 士 1 6
.

3 2 2 9
.

4 2士 9
.

1 6 2 6
.

8 4士 9
.

5 4 8
.

8 2士 7
.

2 1 2 9
.

6 5士 1 9
.

6 3 1
.

1 7士 0
.

4 3

3 0 7 8
.

5 3 士 1 2
.

4 4 2 3
.

1 5士 1 0
.

0 0 5 9
.

0 7土 1 1
.

6 5 2
.

7 6士 1
.

8 9 6 8
.

5 3士 7
.

3 0 0
.

4 0士 0
.

1 8

P 值 < 。
.

05 > 。
.

05 ( 0
.

0 1 < 0
.

0 5 ( 0
.

0 1 ( 0
.

0 1

2
.

7 T I L 的体外抗肿有活性

T I L 体外杀伤新鲜自体瘤细胞的作用被

5 ~ I Od 一次地检测
。

图 5 显示 T IL 体外杀伤

自体瘤细胞的作用逐渐增强
,

d2 0 达到高峰
。

表 3 中比较了培养 d5 和 d 30 时 T IL 杀伤新

鲜自体瘤
,

K 56 2 和 R iaj 细胞株靶细胞的活

性
。

显示在 d 30 时 T IL 抗 自体瘤活性较 d5

时明显升高
,

而杀伤 K 5 6 2 , R iaj 瘤株的作用

无显著性差异
。

实验表明 I L
一

2体外不断激活

的主要是 T I L 对自体瘤细胞的杀伤作用
。

3 讨 论

时 .tf J( d )

图 5 T IL 杀伤自体瘤细胞毒性作用

随时间变化

n ~ 1 0
,

采用 3 H 一 T d R 释放法
, E / T 为 5 0 / l

表 3 T I L 培养 d s 及 d 30 抗肿瘤活性比较
, ’

效应细胞
靶细胞

自体瘤细脸 K5 62

lT L

( d s )
6

.

09 土6
.

9 7 9
.

10 士1 3
.

41 1 3
.

0 5土 16
.

56

T IL

( d 30 )
25

.

0 7士1 0 52 2 , 11
.

9 8士9
.

08 2 2
.

31士 16
.

52

x ) d s
,

代表第 5 夭 ; d s o 代表第 3 0 夭
2 )指 T IL

s。
抗 自体启活性较 T IL

。 强
.

P < 0
.

0 1

T IL 的分离大多取自实体瘤切除或活检

的标本
,

少数取 自恶性胸腹水和肿瘤引流的

淋巴结
。

分离提取的方法很多
,

而 目前较多实

验室采用的方法 〔 ,小
`〕是肿瘤标本 经机械剪

切后
,

用酶消化成单细胞悬液
,

再用机械分离

获取含 T IL 的细胞悬液
,

经体外培养
,

在 I L
-

2 的作用下得到较为纯化的 T IL
。

本实验采

用了与此相类似的方法
,

实验显示原发性肝

癌 T I L 在高浓度 I L
一

2 和 P H A 条件下可获

得较好扩增
。

有人 ;[] 用免疫组化和单克隆抗体技术研

究发现 T IL 主要局限于肿瘤间质中
,

肿瘤实

质中极少
。

T 淋巴细胞是浸润的主要成份
,

T IL 中只有少数的 T 细胞表达 I L
一

Z R 十和

H L A
一

D R + ,

表明原位或新鲜制备的 T IL 处

于非活化状态
。

T IL 经 IL
一

2 培养后
,

其细胞

表型各实验结果报道不一
。

本实验结果显示

经 I L
一

2 培养后 d 30
,

T I L 中 T 细胞占绝大部

分
,

其中 C D才细胞和 H L A
一

D R + 细胞表达较

培养前明显增加
,

结合体外抗 自体瘤活性不

断增强的改变
,

实验结果表明 T I L 在 I L
一

2

的作用下已处于活化状态
。

有实验报道 8[]
,

T IL 在不含 I L
一

2 的培养

基中短期培养
,

肿瘤细胞生长旺盛
,

而淋巴细

胞却逐渐消失
,

说明 T IL 的生长依赖于 I L
-

2
。

许多实验也发 现 9j[
,

原位 和新鲜制备的

T IL 功能受到抑制
,

但其在体外经 I L
一

2 作用

可逆转这一抑制
,

表现在 T I L 对 P H A 等丝

裂原刺激的增殖反应和分泌细胞因子的能力
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等
.

原发性肝癌肿瘤浸润性淋巴细胞的特性

增强
,

及其对 自体瘤或同种异体瘤细胞的杀

伤活性明显增强等方面
。

较多的实验证明能

从实体瘤中分离培养得到具有高特异性杀伤

自体瘤细胞的 T IL 培养物
`

,

表明 T IL 有一定

的靶细胞特异性
。

本实验结果也显示
,

I L
一

2

不断激活的主要是 T IL 杀伤自体瘤细胞 的

活性
。

本实验结果表明
,

原发性肝癌的 T I L 在

体外培养可以获得较好增长
,

其培养物中不

断增长的主要是淋巴细胞
,

而肿瘤细胞逐渐

消失
。

培养前后 T IL 在超微结构上也发生了

明显变化
。

结合培养后 T IL 中 C D才及 H L A
-

D R 十
细胞明显高于培养前

,

以及抗自体瘤活

性的增强
,

本实验提示 T IL 过继免疫治疗原

发性肝癌可能是一种有用的治疗手段
。

有关

原发性肝癌 T IL 过继免疫治疗 的临床应用

疗效尚有待进一步验证
。
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T u m o r 一 i n f i l t r a t i n g l y m p h o e y t e s ( T IL ) w e r e o b t a i n e d f r o m s u r g i e a l l y e x e is e d s e p e im e n t s

t a k e n f r o m t e n p a t i e n t s w it h l i v e r e a n e e r i n e l u d i n g n i n e h e p a t o e e l l u l a r e a r e i n o m a a n d o n e

e h o l a n g i o h e p a t o e e l l u l a r e a 尹e i n o m a
.

L iv e r t u m o r t i s s u e u 一i d e r w e n t m e e h a n i e a l d i s p e r s i o 一1 a n d

e n z y m a t i e d i g e s t i o n
, a n d t h e n e e l l s w e r e s e p e r a t e d b y t h e F i e o l l

一

H y p a q u e g r a d i e n t m e t h o d
.

T h e i s o l a t e d T IL w e r e e u l t u r e d i n R PM I 1 6 4 0 s u p l l e m e n t e d w i t h r I L
一

2 ( 1 0 0 0 U g / m l ) a n d

P H A ( 2 0拜g / m l ) a t 3 7℃ h u m id i f i e d a t m o s p h e r e o f s% CO
:
f o r 3 0 t o 4 0 d a y s

.

C h a , i g e s o f t h e

e o m p o s i t i o n
, e x P a n s i o n f o ld s a n d

_

t h e u l t r a s t r u e t u r e o f T I L w e r e i n v e s t i g a t e d r e s p e e t i v e l y
,

l y m p h o e y t e s s u b s e t s o f T I L w e r e a l s o d e t e r m i n e d b y m e a n o f m o n o e l o n a l a n t ib o d i e s a n d im
-

m u n o h i s t o l o g ie a l m e t h o d s ( A B C m e t h o d s )
.

A 1 8一 h o u r
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一

T d R r e l e a s e a s s a y w a s u s e d t o

m e a s u r e t h e l y t i e a e t i v i t y o f T I L k i l l i n g a e t i v i t y a g a in s t t a r g e t e e l l s i n v i t r o
.

I t w a s s h o w n

t h a t T I L i s o l a t e d f r o m p r im a r y h e p a t o e e l l u l a r e a r e i n o m a e o u l d b e g e n e r a l l y e x p a n d e d in t h e

e u l t u r e w it h r I L
一

2 a n d P H A a n d e x h ib i t e d e y t o t o x i e a e t i v i t y a g a in s t f r e s h a u t o l o g o u s t u m o r

e e l l t a r g e t s i n v i t r o
.

T h e s e r e s u l t s s u g g e s t e d t h a t a d o p t i v e im m u n o t h e r a p y o f I L
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2 / T I L

m i g h t b e a u s e f u l a d i u n e t i v e t r e a t m e n t f o r p r im a r y h e p a t o e e l l u l a r e a r e il i o m a
·
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一

2 ; l y m p h o -

e y t e s u b s e t s ; e y t o t o x i e i t y
,

im m 一I n o l o g i e


