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　 　 【摘要】 　 目的　 获得巴马猪外周血淋巴细胞中 ＮＫ 细胞的表型及比例的数据，建立一种高效率猪 ＣＩＫ（ｃｙｔｏ⁃
ｋｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｌｌｅｒ）细胞体外诱导培养的方法。 方法 　 分离巴马小型猪外周血淋巴细胞，通过检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／
ＣＤ３ － 细胞以表征猪 ＮＫ 细胞的表型；通过优化诱导培养条件，提高诱导淋巴细胞中 ＣＩＫ 的比例，建立高效率 ＣＩＫ 细

胞体外诱导方法。 结果　 利用优化的诱导培养条件，在诱导培养第 ５ 天时 ＣＤ３ － ／ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 的 ＮＫ 细胞的比例可

高达 ４３􀆰 ６３％ ，较最初分离时 ＮＫ 细胞比例提升了 ５􀆰 ５９ 倍；细胞增殖活性实验表明诱导培养第 ５ 天时可见明显的 ３
个荧光峰，表明诱导后细胞发生了 ３ 次分裂，理论上较最初分离增加了 ８ 倍；诱导细胞的 ｑＰＣＲ 表型分析表明该细

胞群体在诱导培养第 ５ 天时相关的表面标志有明显的上升也与流式分析结果一致。 结论　 建立了高效的猪 ＣＩＫ
细胞体外诱导培养的方法。
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　 　 ＮＫ 细胞，即自然杀伤细胞，是机体重要的免疫

细胞，具有杀伤性强、杀伤效果高效、可直接杀死癌

细胞等特点，ＮＫ 细胞的靶细胞主要有某些肿瘤细

胞、病毒感染细胞、某些自身组织细胞和寄生虫

等［１］。 ＮＫ 细胞现已被越来越多地应用于各种临床

研究之中，尤其是对人类及啮齿类的研究较为透彻。
但某些大型动物如猪、牛等，其细胞表征与啮齿类相

比差异很大［５］，目前临床研究也相对较少，因此能

建立一种能够高效地分离猪 ＮＫ 细胞并使其能在体

外稳定增殖的方法便尤为方便重要。
通过细胞因子而诱导细胞培养的方法在近些年

中已有大量报道，而目前人的 ＣＩＫ 细胞已研发成功

并投入到临床应用。 该细胞的培养方法是通过在无

血清的悬浮细胞培养基中，分别在不同培养时期加

入 ＣＤ３、ＩＦＮ⁃γ 以及 ＩＬ⁃２ 等细胞因子，以达到增强细

胞杀伤性、促进细胞体外增殖的目的［２⁃５］。 根据已

有报道，通过该方法培养的杀伤细胞可在体外连续

培养 ２０ ｄ 左右，增殖约 １５ 代左右，是在短时间内大

量获得杀伤性细胞的有效方法。
本实验旨在对猪 ＮＫ 细胞进行体外诱导培养并

进一步对其条件进行优化，以提高 ＮＫ 细胞比例。
在细胞生长过程中，对 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 表型的

猪 ＮＫ 细胞的数量比例进行流式检测［６］。 细胞培养

过程中每天对细胞留样并提取 ＲＮＡ，并根据 Ｔａｌｋｅｒ
与 Ｇｅｒｎｅｒ 的研究方法［７，８］，对各个时期猪 ＣＩＫ 细胞

的 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ 和 ＰＲＦ１ 这五种表面

标志用荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法进行表型鉴定［８］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

Ｐｅｒｃｏｌｌ 细胞分离液购自于 Ｓｉｇｍａ 公司，ＲＰＭＩ
１６４０ 培养液购自于 Ｇｉｂｃｏ 公司，ＫＢＭ５８１ 培养液购

自于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，双抗由本研究所提供。 人 ＣＤ３
单抗由博士德生物提供，ＩＦＮ⁃γ 与 ＩＬ⁃２ 诱导素购自

于 双 鹭 药 业。 Ａｎｔｉ⁃ＣＤ２ （ Ａｐｃ ） 抗 体， Ａｎｔｉ⁃ＣＤ３
（ＦＩＴＣ）抗体，Ａｎｔｉ⁃ＣＤ８（ＰＥ⁃ｃｙ５）抗体均购自于 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司。 ＣＦＤＡ⁃ＳＥ 荧光染料购自于 ＫｅｙＧｅｎ 公

司，ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｇｒｅｅｎ Ｔｗｏ⁃Ｓｔｅｐ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试

剂盒由 Ｔｒａｎｓｇｅｎ 公司提供。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 猪外周血淋巴细胞分离及表型鉴定

从颈静脉采集巴马小型猪血液，加入到含有枸

橼酸钠抗凝剂的离心管中。 采用 Ｐｅｒｃｏｌｌ（１􀆰 １１０ ｎｇ ／
Ｌ）密度梯度离心法分离外周血淋巴细胞［９，１０］，收集

淋巴细胞层，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，加入适量细胞培养

液重悬，利用流式抗体 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行

标记，用流式细胞仪检测各种表面标志的表达情况，
实验方法参照表型分析部分。。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞因子刺激及体外培养

在最初分离的外周血淋巴细胞按 １０００ Ｕ ／ ｍＬ
的终浓度加入 ＩＦＮ⁃γ，置于培养箱中培养 ２４ ｈ，次日

按终浓度补加 ＣＤ３ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ＩＬ⁃２ １０００ Ｕ ／ ｍＬ。
每 ２ ～ ３ ｄ 观察 ＣＩＫ 细胞，并添加完全培养基和 ＩＬ⁃２
（终浓度 １０００ Ｕ ／ ｍＬ） ［５，６］。 培养过程中，对每天的

细胞进行一次 ２００ μＬ 的样本留取，用于表面标志的

鉴定。 为优化培养条件，本实验选择了 ＫＢＭ５８１ 无

血清培养基和 １６４０ 培养基 ＋ ５％ ＦＢＳ 进行对比体

外培养，以选取最合适的培养液。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞增殖活性检测

将最初分离出的外周血淋巴细胞留取一部分，
用 ＣＦＤＡ⁃ＳＥ 以 １∶ １０００ 的比例对细胞进行染色。 加

入荧光指示剂后 ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ 即可完成染色［７］。
之后用 ＰＢＳ 将细胞悬浮清洗两次，离心条件同之前

步骤，最后按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 方法进行诱导培养。 诱导培

养的细胞分别在 １、３、５、７、９ ｄ 取适量细胞样品，通
过流式细胞仪检测细胞增殖状况。 本实验同时对用

１６４０ 和 ＫＢＭ５８１ 培养液培养的细胞进行染色，分别

在相同时间点对其增殖状况进行检测，以便更直接

准确地判断细胞诱导增殖的最适培养体系。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞表型分析

（１） 流式细胞仪检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞

比例

在猪外周血淋巴细胞诱导培养过程中，分别在

培养的第 １、３、５、７、９ 天对细胞取样，按照比例１∶ １００
加入流式抗体 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标记，每
次标记过程中都进行四组染色标记，分别为三种标

签的单独标记及三种标签的共同标记，标记方法如

下：首先吸取适量细胞培养液，６００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，弃
上清后用适量 ＰＢＳ 悬浮清洗细胞，再次 ６００ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ，之后用 ５％ ＢＳＡ 悬浮细胞，室温封闭 １ ｈ，按
上述条件离心，加入适量 ＰＢＳ 悬浮细胞，并根据需

求加入不同抗体对细胞进行荧光标记，３７℃孵育 １ ｈ
后，离心，并用 ＰＢＳ 清洗两次，最后再用适量 ＰＢＳ 重

悬细胞，过 ３００ 目细胞筛后将样品转移至流式管中，
通过流式细胞仪检测表型为 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 的

ＮＫ 细胞比例变化情况。
（２）荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞表型

首先以 Ｔａｌｋｅｒ 等人研究报道为参考，在 ＮＣＢＩ 查
获要检测的 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ 和 ＰＲＦ１ 五种

基因 ＣＤＳ 序列，并合成引物，再以韩建强等［１１］ 为参

９８２
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考，合成 ＧＡＰＤＨ 单拷贝基因引物［８］，待合成出可扩

增出单一基因片段的全部引物后，以之前取得的 １ ～
９ ｄ 细胞样品提取的 ＲＮＡ 为模板，根据所购买的试剂

盒说明书分别用上述引物进行细胞表型的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测。 每个基因表达量原始数据，经处理后得到相对

表达量 ２ － ΔΔＣｔ，用于后续数据分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 巴马猪 ＮＫ 细胞的表型分析

分离巴马猪外周血淋巴细胞，利用流式抗体

ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标记，利用流式细胞仪

检测各种表面标志的表达情况，结果如图 １ 所致。
结果表明，新鲜分离的外周血淋巴细胞中，淋巴细胞

约占总细胞含量的 ２６􀆰 ４％ ，淋巴细胞中 ＣＤ２ ＋ 细胞

的比 例 约 为 ４１􀆰 ５４％ 、 ＣＤ３ ＋ 细 胞 的 比 例 约 为

２６􀆰 ８９％ 、ＣＤ８ ＋ 细胞的比例约为 ３４􀆰 ８３％ ， ＣＤ２ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细 胞 的 比 例 约 为 ７􀆰 ８２％ 。 ＣＤ２ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞被认为是猪 ＮＫ 细胞的典型表型，
因此，本研究中测得的巴马猪 ＮＫ 细胞约占总淋巴

细胞的 ７􀆰 ８２％ 。

　 　 图 １　 巴马猪外周血淋巴细胞表型分析

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

２􀆰 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞体外诱导培养方法的建立

２􀆰 ２􀆰 １　 培养体系优化

将分离得到的淋巴细胞进行诱导，采用不同的培

养体系，“１６４０ 培养液 ＋５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血清

培养液”，分别对细胞进行培养，每天观察细胞形态，
并对细胞的生长状况进行记录，绘制生长曲线。 结果

表明，两种培养液培养得到的细胞在前期培养过程中

（１ ～６ ｄ）在形态上差异不显著（如图 ２），但在体外培

养的后期（７ ｄ 以后）ＫＢＭ５８１ 培养的细胞的凋亡速度

和细胞碎片数量明显较 １６４０ 培养多。

注：Ａ． １６４０ 培养体系培养 ３ ｄ；
Ｂ． ＫＢＭ５８１ 培养体系培养 ３ ｄ。

　 　 图 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞形态（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ．
Ｂ． Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＫＢＭ５８１ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ（ × ２００）

２􀆰 ２􀆰 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞增殖

选择同一批分离的外周血淋巴细胞，分别用

“１６４０ 培养液 ＋ ５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血清培养

液”进行培养，按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 的方法诱导产生的 ＣＩＫ 细

胞和按照 １􀆰 ２􀆰 ３ 的方法用 ＣＤＦＡ⁃ＳＥ 标记细胞，分别

在培养的第 １、３、５ 天进行细胞取样，并通过流式细胞

仪检测细胞增殖情况（如图 ３ 所示）。 实验结果表明，
两种培养体系得到结果基本一致，在诱导培养第 ５ 天

时均可见明显的 ３ 个荧光峰，表明诱导后细胞发生了

３ 次分裂，理论上较最初分离增加了 ８ 倍。
２􀆰 ３　 细胞表型分析

２􀆰 ３􀆰 １　 流式细胞仪检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞比

例变化

分离巴马猪外周血淋巴细胞，选择 １６４０ 培养体

系进行 ＣＩＫ 细胞诱导培养，分别在培养的第 １、３、５、
７、９ 天对细胞取样，用 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标

记，利用流式细胞术分析猪 ＣＩＫ 细胞在培养过程中

的比例变化，结果如图 ４ 所示。 实验结果表明，新鲜

分离的淋巴细胞中具有 ＮＫ 细胞表型的细胞占

７􀆰 ８１％ ，诱导培养第 ３ 天开始，ＣＩＫ 细胞比例明显上

升，到第 ５ 天达到顶峰，其占总细胞 ４３􀆰 ６３％ ，较最初

分离时相比细胞比例提升了 ５􀆰 ５９ 倍，继续之后细胞比

例趋于平稳，在第 ７ 天之后 ＮＫ 细胞比例略有下降。

０９２
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注：Ａ ～ Ｃ 分别为 １６４０ 培养体系分别培养 １、３、５ ｄ 用流式测得的细胞增殖结果；Ｄ ～ Ｆ 分别为 ＫＢＭ５８１
培养体系分别培养 １、３、５ ｄ 用流式测得的细胞增殖结果。

　 　 图 ３　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞增殖活性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ： ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３ ａｎｄ ５ ｄａｙｓ； Ｄ⁃Ｆ： ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＫＢＭ５８１ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３ ａｎｄ ５ ｄａｙｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

注：Ａ ～ Ｅ 分别为 ＣＩＫ 诱导培养过程中不同时间（１、３、５、７、９ ｄ）具有 ＮＫ 细胞表型（ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ）

的细胞比例变化情况；Ｆ 图为 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞数据统计结果。

　 　 图 ４　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞培养过程比例变化分析

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｅ， Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３， ５， ７ ａｎｄ ９ ｄａｙｓ； Ｆ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＩＫ 细胞表型

分离巴马猪外周血淋巴细胞，选择 １６４０ 培养体

系进行 ＣＩＫ 细胞诱导培养，分别在培养的第 １、３、５、
７、９ 天对细胞取样，进行荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应，检

１９２
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测猪 ＮＫ 细胞表面标志 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ
和 ＰＲＦ１ 五个基因的表达变化情况，统计各个基因

与内参的 Ｃｔ 值，对数据进行均一化处理，计算

２ － ΔΔＣｔ，绘制曲线，所检测的数据在 １ ～ ９ ｄ 变化结果

如图 ５ 所示。 结果表明，在细胞培养初期，由于诱导

因子的加入，各 ＮＫ 细胞相关表型基因的表达量开

始上升，在 ５ ｄ 达到顶峰，在 ６ ｄ 之后呈下降趋势，说
明在第 ５ 天细胞群体有明显增殖，各种表面 ｍａｒｋｅｒ
表达都在此时增强，此结果与流式结果一致，表明在

体外使用细胞因子诱导巴马猪外周血淋巴细胞能够

使具有 ＮＫ 细胞表型的细胞类群的比例明显提高。

　 　 图 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＩＫ 细胞表型

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

３　 讨论

本研究首先测定了新鲜分离的猪外周血淋巴细

胞中 ＮＫ 细胞（ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ）的比例，通过流

式细胞仪检测的结果显示，当巴马猪外周血淋巴细

胞刚被分离出时， ＮＫ 细胞约占总淋巴细胞的

７􀆰 ８２％ ，本结果可以为猪 ＮＫ 细胞研究提供参考。
接下来，本研究比较了两种培养体系培养效果，

结果显示“１６４０ 培养液 ＋ ５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血

清培养液”两种培养体系在培养 ７ ｄ 内，在增殖活性

和细胞表型上差异不显著，但是在 ７ ｄ 之后，“１６４０ 培

养液 ＋５％ ＦＢＳ”的培养体系培养的细胞状况要明显

好于“ＫＢＭ５８１ 无血清培养液”体系的细胞，通过镜下

观察细胞数量以及细胞形态均一程度便可较明显的

体现出来。 两种培养体系的主要差异在于培养体系

中是否含有血清，因此，可以根据实验目的而选择不

同的培养体系来达到实验效果。 更重要的是本研究

探索了一种无血清培养体系，对于利用该细胞进行实

验过程中，实验条件的精细化控制具有探索性意义。

最后，通过对所分离培养的 ＮＫ 细胞每天进行

的检测结果发现，利用我们建立的细胞诱导培养的

方法可以使猪外周血淋巴细胞中具有 ＮＫ 细胞表型

的细胞数量在第 ５ 天时达到巅峰，占总淋巴细胞的

４３􀆰 ６３％ ，较最初分离时 ＮＫ 细胞比例提升了 ５􀆰 ５９
倍，而淋巴细胞总体数量也增长近 ８ 倍，因此，可利

用此方法为体外细胞免疫试验提供足够量的 ＮＫ 细

胞表型的细胞。 ＮＫ 细胞是固有免疫应答中一类十

分重要的淋巴细胞，可通过选择性识别、杀伤低表达

ＭＨＣＩ 类分子的肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞的生长和

转移，有效地清除肿瘤进而在机体抗肿瘤免疫和炎

症反应中发挥关键性作用。 静止 ＮＫ 细胞具有一定

的杀伤活性，若 ＮＫ 细胞的有效活化，可显著增强其

对肿瘤细胞的杀伤作用。 本研究尝试了一种体外显

著提高猪 ＮＫ 细胞的诱导培养方法，可以为抗肿瘤

免疫及其机制研究提供足够量的效应细胞，也可以

为病原微生物引起的体外细胞免疫和免疫逃逸研究

提供良好的研究思路。
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