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  【摘要】 目的 建立一种高效的NK细胞体外扩增培养方法;通过检测 NK细胞杀伤3种前列腺癌(PCa)细胞株

的效率,鉴定其用于后期治疗PCa的可行性,为应用NK细胞过继回输治疗PCa的研究奠定基础。方法 通过细胞因

子对外周血单个核细胞(PBMCs)的诱导扩增,培养出NK细胞并用流式细胞术检测 NK细胞所占比例以及扩增倍数;

通过CCK8法检测NK细胞杀伤3种PCa细胞株PC3、LNCaP、DU145的效率及效靶比。结果 NK细胞诱导扩增成

功,PBMCs诱导扩增后,NK细胞由最初的(10.97±3.28)%,扩增到占比(83.20±8.54)%以上,细胞总数扩增倍数为

(251.66±19.05)倍,NK细胞扩增倍数为(1
 

940.17±402.22)倍。NK细胞对3种靶细胞的杀伤率差异极显著(P<
0.01);NK细胞对LNCaP的杀伤效率大于对DU145的杀伤效率;对于PC3没有杀伤作用,反而促进其生长。NK细胞

对PCa细胞株的最高杀伤效率分别为LNCaP(92.03±9.95)%、DU145(72.40±8.30)%、PC3(26.69±10.56)%。结论

 采用细胞因子诱导扩增PBMCs的方法能够获得纯度较高、数量足够的 NK细胞,为 NK细胞的临床应用奠定基础;

NK细胞对3种PCa细胞系的杀伤率差异极显著,为后续进行深入研究探索原因及作用机制提供了方向。
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  【Abstract】 Objective To
 

establish
 

an
 

efficient
 

method
 

of
 

NK
 

cell
 

expansion
 

and
 

culture
 

in
 

vitro.
 

The
 

effectiveness
 

of
 

NK
 

cells
 

in
 

killing
 

three
 

prostate
 

cancer
 

(PCa)
 

cell
 

lines
 

was
 

tested
 

to
 

evaluate
 

its
 

feasibility
 

in
 

the
 

later
 

treatment
 

of
 

PCa,
 

which
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

application
 

of
 

adoptive
 

NK
 

cell
 

transfusion
 

for
 

PCa.
 

Methods The
 

NK
 

cells
 

were
 

cul-
tured

 

by
 

inducing
 

and
 

amplifying
 

PBMCs
 

with
 

cytokines,
 

and
 

the
 

proportion
 

and
 

amplification
 

of
 

NK
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

efficiency
 

and
 

effect-target
 

ratio
 

of
 

NK
 

cells
 

against
 

three
 

prostate
 

cancer
 

cell
 

lines
 

PC3,
 

LNCaP
 

and
 

DU145
 

were
 

measured
 

by
 

CCK8
 

method.
 

Results The
 

NK
 

cells
 

were
 

successfully
 

amplified.
 

After
 

PBMCs
 

induction,
 

NK
 

cells
 

were
 

amplified
 

from
 

the
 

initial
 

10.97%±3.28%
 

to
 

more
 

than
 

83.20%±8.54%,
 

and
 

the
 

total
 

number
 

of
 

cells
 

was
 

(251.66±19.
05)

 

times.
 

The
 

amplification
 

factor
 

of
 

NK
 

cells
 

was
 

(1940.17±402.22).
 

The
 

killing
 

rate
 

of
 

NK
 

cells
 

to
 

the
 

three
 

kinds
 

of
 

tar-
get

 

cells
 

was
 

significantly
 

different
 

(P<0.01).
 

The
 

killing
 

efficiency
 

of
 

NK
 

cells
 

against
 

LNCaP
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

against
 

DU145.
 

It
 

has
 

no
 

killing
 

effect
 

on
 

PC3,
 

but
 

promotes
 

its
 

growth.
 

The
 

highest
 

killing
 

efficiency
 

of
 

NK
 

cells
 

against
 

prostate
 

cancer
 

cells
 

were
 

LNCaP
 

92.03%±9.95%,
 

DU145
 

72.40%±8.30%
 

and
 

PC3
 

26.69%±10.56%,
 

respectively.
 

Conclusion 
The

 

proliferation
 

of
 

PBMCs
 

induced
 

by
 

cytokines
 

can
 

obtain
 

high
 

purity
 

and
 

sufficient
 

number
 

of
 

NK
 

cells,
 

which
 

lays
 

a
 

founda-
tion

 

for
 

the
 

clinical
 

application
 

of
 

NK
 

cells.
 

The
 

killing
 

rate
 

of
 

NK
 

cells
 

to
 

the
 

three
 

prostate
 

cancer
 

cells
 

was
 

significantly
 

differ-
ent,

 

which
 

provided
 

a
 

direction
 

for
 

further
 

research
 

to
 

explore
 

the
 

causes
 

and
 

mechanism
 

of
 

action.
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  前列腺癌(Prostate
 

cancer,PCa)是危害老年男性

健康的常见癌症之一,并且在我国呈明显的逐年上升

趋势[1-2]。细胞免疫治疗(Cell
 

immunotherapy,
 

CIT)
是免疫治疗的一种,开始于20世纪70年代,1997年

被美国食品药品监督管理局(Food
 

and
 

drug
 

adminis-
tration,FDA)批准正式纳入美国药品法规接受监管,

CIT原理是将人体内的抗肿瘤免疫细胞采集后,经过

体外培养扩增后回输患者,以增强人体免疫系统,从
而达到抗肿瘤的目的。NK细胞(Natural

 

killer
 

cell)
是机体除T细胞之外的另一抗肿瘤利器,本身具有广

谱的肿瘤杀伤能力。NK细胞数量减少或者功能受损

与各种类型癌症的进展相关。在应用 NK细胞作为

过继性免疫治疗的细胞时,NK细胞的主要来源是外

周血,但外周血单个核细胞中 NK细胞的数量仅占

10%~15%,因此 NK 细胞的体外扩增培养十分重

要。本研究建立了一种快捷、方便、高效的 NK细胞

体外扩增方法,将外周血中占比较少的NK细胞扩增

到纯度较高、数量充足,从而为 NK细胞的过继性免

疫治疗奠定基础。通过 NK细胞对3种PCa细胞系

LNCaP、DU145、PC3杀伤率的研究,鉴定其用于后期

治疗PCa的可行性,为应用 NK细胞过继回输治疗

PCa的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料 PCa细胞株PC3、LNCaP、DU145购

自中 国 科 学 院 上 海 细 胞 所;VIVOTM15 培 养 基、

DMEM 高糖培养基、1640培养基、胎牛血清(Fetal
 

bovine
 

serum,
 

FBS)、胰酶、磷酸盐缓冲液(PBS)(美
国Gibco公司);IL-2、IL-7、IL-15、IL-18、IL-21、OKT3
(美国R&D公司);抗人CD16单克隆抗体(中国北京

同立海源生物科技有限公司);Ficoll淋巴细胞分离液

(中国 TBDTM 公 司);荧 光 标 记 单 克 隆 抗 体:CD3-
FITC、CD56-PE、鼠抗人IgG-FITC(美国BD公司);

CCK8试剂盒(中国博士德生物公司)。

1.2 实验仪器 二氧化碳培养箱及生物安全柜

(Thermo,美国);倒置荧光显微镜(Leica,德国);FACS-
Calibur流式细胞仪(BD,美国);高速离心机(Eppendorf,
德国);超净工作台(苏州泰安空气技术有限责任公司,
中国);ELx808吸收光酶标仪(Biotec,美国)。

1.3 方法

1.3.1 PCa细胞株的培养 PCa细胞株PC3的培养

液为90%
 

DMEM-F12
 

+10%
 

FBS;LNCaP的培养液

为90%
 

RPMI-1640+10%
 

FBS;DU145的培养液为

90%
 

DMEM高糖+10%
 

FBS。从液氮罐取出需要解

冻的细胞,立即放入37
 

℃水浴锅中,快速摇动,使冻

存的细胞尽量在1
 

min内融化。将冻存管用酒精消毒

后迅速移入超净工作台。用移液器将细胞液移入

1.5
 

mL管中,1
 

500
 

rpm/min离心5
 

min,弃液,加入

1
 

mL培养液轻轻悬浮细胞,细胞计数板计数,按细胞

数1×106 个/瓶的数量 接 种 在 T25的 培 养 瓶 中,

37
 

℃,5%
 

CO2培 养 箱 中 培 养。细 胞 培 养 至 贴 壁

90%左右传代培养,0.25%胰蛋白酶消化的时间分别

是LNCaP、DU145为1
 

min,PC3为3
 

min。

1.3.2 外周血单个核细胞(PBMCs)分离 Ficoll密

度梯度离心法分离PBMCs:使用肝素钠采血管抽取静

脉血15
 

mL,Ficoll与血液体积比为1∶2,用移液管缓

慢地在Ficoll上层加入血液;在水平转头离心机中离

心(22
 

℃,800
 

g,15
 

min,升速5,降速4);离心结束后,
在不扰动白膜层的情况下,用注射器吸出血浆层,转
移至1支15

 

mL离心管,将血浆管置于56
 

℃水浴锅

内保持30
 

min,之后置于4
 

℃冰箱内10
 

min进行冷

却,离心(1
 

500
 

g,5
 

min,22
 

℃,升速9,降速9)后转移

上清至1支新的15
 

mL离心管,保存于4
 

℃备用;用
巴氏吸管将白膜层仔细移出,移到另1支15

 

mL离心

管,加 入 PBS 至 15
 

mL,吹 打 清 洗,上 离 心 机 后

(22
 

℃,600
 

g,7
 

min,升速9,降速7),弃上清液,用

2
 

mL
 

VIVOTM15培养基重悬PBMCs细胞,显微计

数,取样进行流式检测。

1.3.3 NK 细胞的诱导扩增 ①Day0接种:调整

PBMCs细胞密度为1.5
 

M/mL,
 

加入自体血清10%,

IL-2
 

1
 

000
 

IU/mL,IL-7
 

10
 

ng/mL,IL-15
 

50
 

ng/mL,

IL-18
 

10
 

ng/mL,IL-21
 

50
 

ng/mL,OKT3
 

10
 

ng/mL,

Anti-CD16
 

10
 

ng/mL,90%
 

VIVOTM15培养基培养细

胞,细胞接种密度≤1.5
 

M/mL,密度过大影响NK生

长,放入37
 

℃,5%
 

CO2培养箱中培养。②Day3补

液:细胞计数,根据细胞数量补充培养液,补液调节细

胞的密度为1.0
 

M/mL;培养基=90%
 

VIVOTM15培

养基+自体血浆10%+IL-2
 

1
 

000
 

IU/mL,如果细胞

团较小,或者无细胞团,本次不计数,不晃动培养瓶,
直接补充原体积1/2培养基继续培养。③Day5补液:
细胞计数,调整细胞密度为1.0

 

M/mL,培养基=90%
 

VIVOTM15培养基+自体血清10%+IL-2
 

1
 

000
 

IU/

mL)。④Day7~Day14补液:每次补液调整细胞密度

为0.5~1.0
 

M/mL,
 

自体血浆10%,加入IL-2
 

1
 

000
 

IU/

mL,培 养 过 程 中 细 胞 密 度 不 可 超 过2.0
 

M/mL。

⑤Day14收获:流式细胞仪检测结果,合格后收获细胞。

1.3.4 流式细胞检测 免疫荧光标记法进行流式细

胞分析,取NK细胞1
 

mL,PBS洗涤,1
 

500
 

rpm/min
离心5

 

min,弃液,加入50
 

uL
 

PBS轻轻悬浮细胞

20
 

μL
 

CD3-FITC和20
 

uL
 

CD56-PE,4
 

℃避光保存

30
 

min。PBS洗涤后流式细胞仪分析检测,用异硫氰
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酸(FITC)标记IgG作为阴性对照,根据流式细胞分析

图中
 

CD3-CD56+的百分比,确定NK细胞所占比例。

1.3.5 CCK-8法检测杀伤效率 以NK细胞为效应

细胞,靶细胞分别为 PCa细 胞 株 LNCaP、DU145、

PC3。将3种靶细胞以5×103 个/孔
 

的数量分别接种

于96孔板中,于37
 

℃,5%
 

CO2培养箱中培养12
 

h
后,轻轻吸除培养液。按效靶比0.1∶1、0.5∶1、1∶1、2∶
1、5∶1、10∶1、15∶1、20∶1的比例分别加入效应细胞,每
孔200

 

μL培养液,同时设置单独靶细胞孔和每种比例

的单独效应细胞孔,每个比例3个复孔。共同培养

24
 

h后,加入CCK8试剂20
 

μL/孔,放于37
 

℃,5%
 

CO2培养箱中,孵育3.5
 

h后用酶标仪测定450
 

nm
波长的OD值,以此方法检测NK细胞的细胞毒活性,
公式如下:杀伤率(%)=[1-(实验组OD值-单独效

应细胞OD值)/单独靶细胞组OD值]×100%。

1.4 统计学分析 应用SPSS
 

19.0进行数据统计分

析,符合正态分布的计量资料以均数±标准差(x±s)
表示,多组间比较采用单因素方差分析,P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NK细胞的培养结果 健康人外周血分离PB-
MCs后,经细胞因子诱导扩增NK细胞。第0天为散

落的颗粒状细胞(图1A),3~4
 

d后聚集成团,出现细

胞集落(图1B),培养10~14
 

d后,细胞重新分散为单

个细胞(图1C)。经流式细胞仪鉴定CD3-CD56+
 

细

胞(图1D~F),外周血中占比较少的NK细胞(10.97
±3.28)%,扩增到占比(83.20±8.54)%以上,细胞

总数扩增倍数为(251.66±19.05)倍,NK细胞扩增倍

数为(1
 

940.17±402.22)倍,见图1G~I。

2.2 NK细胞毒活性的检测 以NK细胞为效应细

胞,靶细胞分别为PCa细胞株LNCaP、DU145、PC3,
在不同效靶比的情况下(0.1∶1、0.5∶1、1∶1、2∶1、5∶1、

10∶1、15∶1、20∶1),加入CCK8
 

试剂,孵育3.5
 

h后,用
酶标仪测定450

 

nm波长OD值的方法检测NK细胞

的细胞毒活性(图2)。通过公式分别计算不同效靶比

下NK细胞对靶细胞LNCaP、DU145、PC3的杀伤率,
结果表明(图3),NK细胞对靶细胞LNCaP在效靶比

为1∶1时杀伤率最高(92.03±9.95)%,与效靶比为

0.5∶1、2∶1、5∶1、10∶1、15∶1、20∶1的实验组相比,各实

验组间差异无统计学意义(P>0.05),但与效靶比

0.1∶1实验组相比差异显著(P<0.05)(表1~2);NK
细胞对靶细胞DU145在效靶比为10∶1时杀伤率最高

(72.40±8.30)%,与效靶比为5∶1的实验组相比差异

无统计学意义(P>0.05),但与其它实验组相比差异

显著(P<0.05)(表1、3);NK细胞对靶细胞PC3的

杀伤率在除了效靶比为0.1∶1、0.5∶1的实验组外,其
余各实验组的杀伤率均为负数,并且各实验组间差异

显著(P<0.05)(表1、4),说明 NK细胞对前列腺癌

PC3细胞株没有杀伤效果;并且随着效靶比逐步增

高,其负数值越大,说明 NK 细胞对其有促进生长

作用。

3 讨论

PCa是目前全世界男性中最常见的恶性肿瘤之

一,近年来死亡人数在持续增加[3]。在我国,PCa发病

率近年来已出现逐步升高趋势[4],并且PCa发病隐

匿,导致大多数人发病时已处于癌症晚期[5-6]。目前对

于PCa的治疗手段主要包括手术治疗、内分泌治疗、
放疗以及化疗[7-8]。而对于晚期和转移性的PCa患

者,雄激素剥夺治疗是其主要治疗手段,但由于其副

作用严重、发生概率高,且疾病进展后,患者将失去所

有现有治疗手段对生存期的收益。因此,对于这部分

PCa患者急需开发出新的治疗手段,以提高其生活质

量、延长生存期。

NK细胞是大颗粒淋巴细胞,约占人体外周血淋

巴细胞总数的10%左右[9]。NK细胞参与天然免疫

和适应性免疫,是先天免疫系统中最具杀伤性的细胞

毒性淋巴细胞,能够介导强大的抗病毒和抗肿瘤作

用[10]。NK细胞是除T细胞之外的机体抗肿瘤的另

一重要利器,其本身具有广谱抗肿瘤的作用,同时还

具有强大的间接增强T细胞免疫应答的作用,是T细

胞发挥抗肿瘤功能的基础[11]。
有研究表明,NK细胞过继性回输在晚期非小细

胞肺癌的治疗中取得了令人满意的效果[12]。免疫检

查点抑制剂与NK细胞联合应用,在治疗白血病和非

小细胞肺 癌 患 者 时 是 安 全、有 效 且 具 有 生 存 益 处

的[13]。与T细胞相比,NK细胞的过继性回输具有耐

受性良好,神经毒性、细胞因子释放综合征(Cytokine
 

release
 

syndrome,CRS)和移植物抗宿主病(Graft-
versus-host

 

disease
 

GVHD)等严重不良反应的发生

率大大降低;同种异体NK细胞的回输还能避免或降

低杀伤细胞免疫球蛋白样受体(Killer-cell
 

immuno-
globulin-like

 

receptors,KIRs)介导的抑制性信号,从
而发挥更好的抗肿瘤作用[14-16]。

本研究建立了一种 NK细胞体外诱导扩增的方

法,将 外 周 血 中 占 比 较 少 的 NK 细 胞 (10.97±
3.28)%,扩增到占比(83.20±8.54)%以上,细胞总

数扩增倍数为(251.66±19.05)倍,NK细胞扩增倍数

为(1
 

940.17±402.22)倍。高效的NK细胞体外扩增

方法的成功建立为 NK细胞的过继性免疫治疗的广

泛应用奠定了基础。  
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图1 NK细胞的培养结果

Figure
 

1 Results
 

of
 

NK
 

cell
 

culture
注:A.健康人外周血分离PBMCs(50×);B.NK细胞扩增3~4

 

d后聚集成团(50×);C.NK细胞扩增10~14
 

d(50×);D.检测PBMCs中NK
 

细胞

比例时选定的细胞群;E.PBMCs中NK细胞比例鉴定时的阴性对照鼠抗人IgG-FITC;F.PBMCs中 NK细胞比例鉴定CD3-CD56+(CD3-FITC,

CD56-PE);G.检测扩增培养后NK
 

细胞比例时选定的细胞群;H.扩增培养后NK
 

细胞比例鉴定时的阴性对照鼠抗人IgG-FITC;I.扩增培养后NK
 

细胞比例鉴定CD3-CD56+(CD3-FITC,CD56-PE)。

  LNCap细胞系保留了PCa肿瘤细胞学及其早期

分化功能的特征,代表着早期雄激素依赖性的PCa的

显著特征。LNCap细胞倾向分泌总前列腺特异性抗

原(tPSA),而升高的tPSA提示为雄激素依赖性和早

期肿瘤[17]。DU145细胞系分化程度低,为雄激素非

依赖的PCa细胞,具有强大的转移潜能,缺乏内源性

的雄激素受体的表达[18]。DU145以分泌游离前列腺

特异性抗原(fPSA)为主,而升高的fPSA应警惕雄激

素非依赖性肿瘤的存在[19]。PC3细胞系分化程度低,
为雄激素非依赖性PCa细胞,不含有内源性的雄激素

受体,具有中等强度的转移潜能,被广泛用于雄激素

抵抗型的PCa的研究[20]。本研究结果显示效应细胞

NK细胞对3种靶细胞的杀伤率差异极显著(P<
0.01),杀伤效率为由高到低分别为 LNCaP细胞、

DU145细胞、PC3细胞;并且对于PC3细胞,随着效

靶比的增高,不但没有杀伤作用,反而促进其生长(杀
伤效率为负数)。本研究通过对以往研究资料的梳

理,发现在生物学特性方面[18],PC3细胞、DU145细

胞是激素抵抗性前列腺癌(Castration
 

resistant
 

Pros-
tate

 

Cancer,CRPC),而LNCaP细胞是激素敏感性前
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图2 效应细胞NK对靶细胞LNCaP、DU145、PC3在效靶比为10∶1时的杀伤图

Figure
 

2 Killing
 

of
 

effector
 

cells
 

NK
 

on
 

target
 

cells
 

LNCaP,
 

DU145
 

and
 

PC3
 

at
 

an
 

effect-target
 

ratio
 

of
 

10∶1
注:A.杀伤前的LNcap细胞(50×);B.杀伤前的DU145细胞(50×);C.杀伤前的PC3细胞(50×);D.NK

 

细胞与LNcap细胞共培养24
 

h后(50

×);E.NK
 

细胞与DU145细胞共培养24
 

h后(50×);F.NK
 

细胞与PC3细胞共培养24
 

h后(50×)。由于A、B、C为不同靶细胞,所用培养液不同,

因而背景颜色不同。

图3 NK细胞对靶细胞LNCaP、DU145、PC3的杀伤率

Figure
 

3 Killing
 

rate
 

of
 

NK
 

cells
 

kill
 

target
 

cells
 

LNCaP,
 

DU245
 

and
 

PC3

表1 NK细胞对靶细胞LNCaP、DU145、PC3的杀伤率(x±s,%)

Table
 

1 Killing
 

rate
 

of
 

NK
 

cells
 

kill
 

target
 

cells
 

LNCaP,
 

DU145
 

and
 

PC3

项目 0.1∶1 0.5∶1 1∶1 2∶1 5∶1 10∶1 15∶1 20∶1
LNCaP 53.37±4.07 85.94±9.50 92.03±9.95 91.37±6.06 90.91±5.23 87.27±3.85 83.60±2.55 90.15±7.94
DU145 14.69±5.68 19.59±4.60 27.83±4.25 41.57±7.25 70.63±0.40 72.40±8.30 60.76±7.68 48.26±6.28
PC3 26.69±10.56 0.99±9.25-29.25±9.66 -53.28±13.13 -92.50±6.43 -110.99±11.06 -145.79±14.08 -193.74±12.53

列腺癌(Metastatic
 

hormone-sensitive
 

prostate
 

can-
cerm,mHSPC),为什么NK细胞对LNCaP的杀伤效

果好,而对PC3细胞反而无杀伤力? 甚至促进其生

长? 可能的机制是NK细胞对mHSPC杀伤效果好而

对于 CRPC杀伤效果差甚至起到反作用。PC3与

DU145均为低分化、雄激素非依赖的PCa细胞,均具

有转移潜能且缺乏内源性的雄激素受体的表达,均同

时表达细胞生长因子CK5和CK8/18;而PC3与LN-
CaP均表现为上皮细胞特性、高表达E-cadherin、不表

达Vimentin。因此,除PC3细胞不表达野生型P53
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  表2 NK细胞在不同效靶比时对LNCaP靶细胞的杀伤率分组

Table
 

2 The
 

killing
 

rates
 

of
 

NK
 

to
 

LNCaP
 

target
 

cells
 

at
 

different
 

effect-targe

LNCaP     比率 n
子集

1 2

Student-Newman-Keuls
事后多重比较a,b

0.1∶1 6 53.376
 

7
15∶1 6 83.605

 

0
0.5∶1 6 85.946

 

7
10∶1 6 87.271

 

7
20∶1 6 90.151

 

7
5∶1 6 90.911

 

7
2∶1 6 91.373

 

3
1∶1 6 92.030

 

0
显著性 1.000 0.323

表3 NK细胞在不同效靶比时对DU145靶细胞的杀伤率分组

Table
 

3 The
 

killing
 

rates
 

of
 

NK
 

to
 

DU145
 

target
 

cells
 

at
 

different
 

effect-targe

DU145    比率 n
子集

1 2 3 4 5

Student-Newman-Keuls
事后多重比较a,b

0.1∶1 6 14.698
 

3
0.5∶1 6 19.598

 

3
1∶1 6 27.835

 

0
2∶1 6 41.571

 

7
20∶1 6 48.263

 

3
15∶1 6 60.763

 

3
5∶1 6 70.638

 

3
10∶1 6 72.408

 

3
显著性 0.168 1.000 0.062 1.000 0.615

表4 NK细胞在不同效靶比时对PC3靶细胞的杀伤率分组

Table
 

4 The
 

killing
 

rates
 

of
 

NK
 

to
 

PC3
 

target
 

cells
 

at
 

different
 

effect-targe

PC3 比率 n
子集

1 2 3 4 5 6 7 8

Student-
Newman-
Keuls
事后
多重
比较a,b

20∶1 6 -193.743
 

3

15∶1 6 -145.796
 

7

10∶1 6 -110.993
 

3

5∶1 6 -92.505
 

0

2∶1 6 -53.288
 

3

1∶1 6 -29.250
 

0

0.5∶1 6 0.995
 

0

0.1∶1 6 26.696
 

7

显著性 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

蛋白,而DU145和LNCaP细胞均可表达野生型P53
蛋白外,并没有发现PC3细胞系与另外两株PCa细胞

系的不同之处。然而,P53基因是人体的抑癌基因之

一,其突变会导致原有抑癌功能的丧失,同时获得新

的致癌功能;有研究证明表达野生型P53基因的肿瘤

细胞对放、化疗的敏感性强于不表达野生型P53基因

的肿瘤细胞[21]。这说明本研究中“NK细胞促进PC3
细胞系生长”的结果,可能是由PC3细胞系不表达野

生型P53蛋白引起的;也可能是由PC3细胞系的特殊

性导致的,而这种“特殊性”在目前的研究资料中并没

有呈现出来,因此需要后续进行深入研究探索其作用

机制。本研究的结果为肿瘤免疫逃逸的研究提供了

可作为目标的研究细胞以及研究方向,为应用NK细

胞过继性回输治疗前列腺癌的临床应用奠定了基础。

4 结论

采用细胞因子诱导扩增PBMCs的方法能够获得

纯度较高、数量足够的 NK细胞,为 NK细胞的临床

应用奠定基础;NK细胞对3种PCa细胞系的杀伤率

差异极显著,为后续进行深入研究探索原因及作用机

制提供了方向。
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