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Abstract
AIM: To investigate the cytotoxic effects of 
human peripheral blood γδT cells on the tumor 
cell lines of digestive system.

METHODS: The γδT cells in peripheral blood of 
healthy volunteers were expanded using inter-
leukin-2 (IL-2) and isopentenyl pyrophodphate 
(IPP) in PRMI 1640 medium. After 10 days, the 
purity of γδT cells was analyzed by flow cytom-
etry. The cytotoxic activity of the purified γδT 
cells against human gastric cancer cells, pancre-
atic carcinoma cells and hepatocellular carci-
noma cells were tested in different effector-to-
target ratios. 

RESULTS: After peripheral blood mononuclear 
cells were cultured for 10 days, the γδT cells 
were expanded rapidly from 4.21% to 70.35%. 
Cytotoxic activities of the purified γδT cells 
against human gastric cancer cells, pancreatic 
carcinoma cells and hepatocellular carcinoma 
cells were 61%, 50% and 59% respectively at the 
effecter-to-target cell ratio of 40∶1. The cyto-
toxic activities of the attached γδT cells on tumor 
cells were higher than those of the suspended 
γδT (50%, 37% and 37%, respectively) and CIK 
(45%, 34% and 40%, respectively) cells.

CONCLUSION: The purified human peripheral 
blood γδT cells show a highly-efficient cytotoxic-
ity against the tumor cells of digestive system. 
The attached γδT cells are more efficient than 
the suspended γδT and CIK cells. γδT cells may 
be another important group of immune effector 
cells in the adoptive immunotherapy for cancer. 
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摘要
目的: 探讨人末梢血扩增的γδT细胞对常见的
消化系统肿瘤细胞株的杀伤作用. 

方法: 用含IPP和IL-2的RPMI 1640培养基扩
增人外周血γδT细胞, 用流式细胞术检测培养
10 d的γδT细胞的纯度. 用扩增后的γδT细胞与
人胃癌细胞株、胰腺癌细胞株和肝癌细胞株
按不同效靶比例孵育后进行细胞毒活性测定. 

结果: 人末梢血单个核细胞经过培养扩增10 d
时γδT细胞迅速从4.21%扩增到70.35%. 培养
10 d时贴壁生长的γδT细胞对人胃癌细胞株、

胰腺癌细胞株和肝癌细胞株均有较强的杀伤
活性, 在效靶比例为40∶1时细胞毒活性分别
为61%、50%和59%, 高于悬浮生长的γδT(分
别为50%、37%和37%)和CIK(分别为45%、

34%和40%)细胞毒活性.
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■背景资料
γ δT 细 胞 只 占 外
周血单个核细胞
0.5-5%, 但却是皮
肤、小肠、肺和
生殖器官等黏膜
皮下组织淋巴细
胞的主要成分之
一, 提示γδT细胞
在粘膜免疫中起
着重要作用. 近年
来研究发现γδT细
胞以MHC非限制
方, 式杀伤肿瘤细
胞在免疫监视中
具有重要作用, 同
时也是适应性免
疫中的起始因子. 
以往在外周血中
培养扩增γδT细胞
大多用γδT单克隆
抗体法等方法, 这
些方法较繁杂, 费
用高, 现用小分子
非肽抗原可在体
外获得大量高纯
度的有杀伤功能
的γδT细胞, 这为
γδT细胞用于临床
治疗提供了支持. 
消化系统的一些
肿瘤是我国常见
的肿瘤病种, 这些
肿瘤细胞常表达
γδT细胞杀伤的靶
分子, 因此, 我们
应用IPP扩增的人
外周γδT细胞对胃
癌、肝癌和胰腺
癌细胞株进行杀
伤活性测定, 发现
对这些肿瘤细胞
有较高的杀伤作
用. 这为治疗这些
肿瘤提供了实验
证据.



结论: 人末梢血扩增的γδT细胞对消化系统常
见的肿瘤细胞有较强的杀伤作用, 贴壁生长的
γδT细胞对肿瘤细胞的杀伤作用强于悬浮生
长的γδT细胞和CIK细胞. γδT细胞将是肿瘤细
胞免疫治疗中又一类重要的免疫效应细胞.
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0  引言

γδT细胞是体内固有免疫中的一个重要T细胞群, 
他广泛分布于消化系统和呼吸系统上皮组织内, 
末梢血中也有一定数量的γδT细胞. 随着对γδT
细胞结构和功能研究不断深入, 人们发现γδT细
胞除了有与αβT细胞类似的一些功能特征外, 还
有其他的一些独特的功能, 如识别抗原不需要

MHC分子提呈, 直接识别蛋白质和肽类抗原以

及非肽类抗原, 具有抗原提呈细胞的一些特征, 
并能通过细胞接触和分泌的细胞因子起免疫调

节作用. 近几年来, 应用γδT细胞基因敲除的小

鼠证明, γδT细胞在肿瘤免疫监视中具有重要的

作用[1-2]. 为此, 我们应用新建立的体外快速扩增

的末梢血γδT细胞, 对消化系统常见的肿瘤细胞

进行体外抗肿瘤实验, 为γδT细胞用于消化系统

肿瘤的治疗提供依据, 现将结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640干粉为Gibco公司产品, 人
A B型血清购自徐州市血站, 胎牛血清和淋巴

细胞分离液购自中国科学院血液学研究所 , 
Hepes(Amersham公司产品)购于天来生物医

学科技有限公司, 异戊烯焦磷酸(i sopentenyl 
pyrophosphate IPP)购自Sigma公司, IL-2购于北

京双鹭股份有限公司, 抗人TCR-γδ-FITC、抗人

CD3-PE和抗人CD44-FITC均购自杭州联科生物

(Immunotech, France), SGC-7901人胃腺癌细胞

株, SW-1190人胰腺癌细胞株和SMMC-7721人
肝癌细胞株均购于中国科学院上海细胞生物学

研究所. 流式细胞分析仪(TACS Calibur)为美国

Becton Dickinson公司产品.
1 .2 方法  取健康献血者抗凝血100 m L,  以 
1500 r/min离心15 min, 吸白细胞层, 再经淋巴细

胞分离液分离出末梢血单个核细胞(PBMC). 将
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PBMC洗涤后加入1640培养液(培养液含100 mL/L
小牛血清, 50 mL/L人AB型血清, IPP 2 μg/L, 
IL-2 105 IU/L)中, 调整细胞密度为1×108/L, 置
75 ㎝2细胞培养瓶中, 于37℃, 50 mL/L CO2培

养箱中培养, 并根据细胞生长情况及时添加培 
养液.
1.2.1 CIK细胞培养及鉴定 按以往报告的方法 
进行[3].
1.2.2 γδT细胞和CIK细胞杀伤活性检测 以乳酸

脱氢酶释放法测定细胞杀伤活性[4], 以SGC-7901
人胃腺癌细胞株、SW-1190人胰腺癌细胞株和

SMMC-7721人肝癌细胞株作为靶细胞并分别

配成2×108/L的细胞悬液, 按效靶细胞比5∶1,  
10∶1, 20∶1, 40∶1的比例加入培养10 d时的效

应细胞(γδT细胞和CIK细胞), 37℃, 50 mL/L CO2

条件下孵育6 h, 收集上清液在全自动生化分析

仪(AU1000 Olympus)340 nm波长下测定吸光度

(A )值.
杀伤活性 = (A实验组-A效应细胞自然释放组)/(A靶细胞最

大释放组-A靶细胞自然释放组)×100%

2  结果

2.1 γδT细胞培养形态学观察 PBMC在γδT细胞

培养液中培养24 h即可见贴壁生长, 每个集落约

3-6个细胞, 48 h后集落开始变大, 培养10 d可见

大的集落和极少量单个贴壁生长细胞, 单个细胞

可见细胞呈条梭状, 整个集落形态与用TNF培养

后的树突状细胞较为相似, 也有部分呈悬浮生长

的细胞. 培养10 d的γδT细胞涂片行瑞姬氏染色

发现大多数细胞体积大, 呈椭圆或不规则形, 细
胞核大多为椭圆或圆形, 核染质疏松, 核膜不规

则, 有凸起, 每个细胞可见1个小核仁, 呈深蓝色; 
胞质丰富, 染成蓝灰色, 形态不规则, 有的像伪

足, 近核处有淡染现象, 也有呈不规则形(图1).
2.2 γδT细胞纯度鉴定 收集培养10 d时的细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前在体外扩增
γδT细胞越来越多
地采用小分子抗
原如磷酸抗原和
烷基胺等. 这些小
分子一是容易洗
涤去除, 不影响细
胞免疫治疗, 不产
生毒副作用, 二是
价格比较低. 用这
些方法扩增的γδT
细胞已在体外和
体内对多种肿瘤
细胞进行了杀伤
活性和体内抗肿
瘤研究. 现已报告
用扩增的自身γδT
细胞对人胃癌、

淋巴瘤和晚期肾
癌进行了治疗, 治
疗初步结果是安
全有效的. 今后亟
待研究的问题是
这些小分子抗原
在体外扩增的γδT
细胞亚群是否一
致, 是否有选择性
增殖某一亚群. 对
γδT细胞杀伤不敏
感的瘤细胞如何
增加对γδT细胞杀
伤的敏感性如何
利用γδT细胞的抗
原提呈作用研制
肿瘤性疫苗. γδT
细胞与其他免疫
细胞如树突状细
胞、NK细胞等的
相互作用和γδT细
胞在病毒性疾病
中的治疗作用等
也是今后研究的
重点.

图  1  培养10 d时γδT细胞瑞姬氏染色形态.
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进行mAb荧光标记后经流式细胞术检测并分析

结果. PBMC未培养前γδT细胞数为4.21%, 培
养10 d时的γδT细胞数为70.35%(图2), 在培养 
10 d时, 我们分别将悬浮细胞吸出, 并再将黏附

细胞吹打洗脱, 收集后分别行CD44 mAb荧光标

记后进行检测, 结果悬浮生长细胞CD44表达为

86.39%, 贴壁生长细胞CD44为94.00%, 从图3可
以看出, 贴壁细胞中有一高表达CD44峰.
2.3 γδT细胞和CIK细胞对3种消化道肿瘤细胞株

的细胞毒性 贴壁生长γδT细胞对3株消化系统肿

瘤细胞的杀伤活性要高于悬浮生长的γδT细胞和

CIK细胞. 在效靶比为40∶1时, 贴壁生长的γδT细
胞对SGC-7901, SW-1190和SMMC-7721的杀伤活

性分别为61%, 50%和59%, 明显高于悬浮生长的

γδT细胞(分别为50%, 37%和37%)和CIK细胞(分别

为45%, 34%和40%); 而悬浮生长的γδT细胞在对

SGC-7901胃癌细胞的杀伤活性要高于CIK细胞, 对
SW-1190胰腺癌细胞的杀伤活性低于CIK细胞, 对
SMMC-7721肝癌细胞株的杀伤活性与CIK细胞相

同(图4).

3  讨论

自1990年从肺癌肿瘤浸润淋巴细胞(T IL)中分

离出γδT细胞, 并发现这些细胞对新鲜的自体肿

瘤细胞和K562细胞有高效杀伤活性, 许多作者

证实了在直肠癌、肾癌、肝癌和乳腺癌等实

体瘤的TIL中存在有γδT细胞, 并具有抗肿瘤作 
用[5-8]. 随着研究的不断深入, 人们发现从人外周

血中培养的γδT细胞同样具有强而广的抗肿瘤 
效应[9-17].

γδT细胞杀伤肿瘤细胞的机制与CTL细胞

和N K细胞相似, 主要通过穿孔素、颗粒酶和

Fas/FasL途径起作用, 然而γδT细胞对肿瘤细胞

的识别还不完全清楚, 通常γδT细胞对肿瘤细

胞的识别大多数是MHC非限制性的, 主要是通

过NKG2D识别肿瘤细胞表达的MICA, MICB, 
ULBPs, MHCⅠb类蛋白和F1-ATP合酶以及

参与肿瘤浸润和转移相关的单体型层黏连蛋

白(MLR)等配体[18]. Corvaisier et al [10]研究还证

实, 对肿瘤细胞的识别还与肿瘤细胞上γδTCR
刺激物(如甲羟戊酸途径代谢物-IPP)的产生和

■相关报道
Corvaisier  et al 对
γδT细胞对自身和
异体肿瘤细胞的
杀伤机制进行了
较详细地研究, 发
现对自身肿瘤细
胞和异体肿瘤细
胞均有杀伤活性, 
而对自身正常细
胞无杀伤作用. 这
种杀伤是MHC非
依赖性的, 并与肿
瘤细胞的γδTCR
刺激物的产生和
ICAM-1表达密切
相关. Kobayashi 
et al最近报告用体
外激活的γδT细胞
治疗7例晚期肾癌
患者, 发现治疗后
能明显增加外周
血中γδT细胞数 , 
无毒副作用, 患者
能够耐受治疗.

■创新盘点
本文应用非肽抗
原从PBMC培养
γδT细胞, 纯度达
70%以上, 并对我
国消化系统常见
肿瘤细胞进行杀
伤活性测定, 发现
γδT细胞对3种肿
瘤细胞有较强杀
伤活性, 并发现贴
壁 生 长 的 γ δT 细
胞高表达CD44分
子, 对肿瘤细胞的
杀伤活性也高于
悬浮生长的γδT细
胞. 这在国内外还
未见报告. 
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图  2  PBMC 培养后γδT细胞百分率. A: PBMC培养前; B: 培养10 d.
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■应用要点
肿瘤细胞免疫治
疗关键是要联合
使用固有免疫细
胞和适应性免疫
细胞进行治疗, 才
能将一些肿瘤变
异逃逸株进行杀
伤 清 除 .  固 有 免
疫中的树突状细
胞、NKT细胞的
培养技术已较成
熟 ,  并 已 应 用 于
临床, 而γδT细胞
培养技术尚不成
熟, 本文报告的方
法可弥补这方面
的不足. 有了足够
数量的γδT细胞 , 
再与DC, CIK和
CD3AK细胞等免
疫效应细胞联合
应用于肿瘤患者
的治疗, 必将提高
肿瘤细胞免疫治
疗的效果. 此外，

由于γδT细胞高分
泌IFN-γ, 以及在
抗病毒中的重要
作用, 因此, 他的
过继性回输治疗
病毒性疾病也将
逐步得到应用.

ICAM-1表达密切相关. 我们结果也表明, 从人

外周血分离培养出的γδT细胞对消化道系统常

见肿瘤细胞均有较强的杀伤作用, 而且贴壁生

长的γδT细胞杀伤活性均高于CIK细胞. 从图3
中可以看出, 有部分贴壁细胞高表达CD44, 人
CD44属于黏附分子家族的跨膜糖蛋白, 他能与

许多蛋白相结合, 高表达CD44的贴壁γδT细胞对

几种癌细胞的杀伤活性高于悬浮生长的γδT细
胞, 这也可能与肿瘤细胞高表达黏附分子受体, 
使其容易与γδT细胞黏附有关. 一些试验证实, 
γδT细胞在体内具有明显的抗癌作用, Kabelitz  
et al [19]用阿伦磷酸激活的γδT细胞与IL-2一起治

疗已接种人肿瘤细胞的SCID小鼠, 发现能明显

延长生存期. Zheng et al [8]给已建立鼻咽癌的裸鼠

注射正常人γδT细胞2次, 每次5×107, 可见肿瘤

明显缩小和生存期延长, 且与注射次数相关, 免
疫组化证实肿瘤内有局部坏死, 注射的γδT细胞

在瘤内聚积. 戴梦华 et al [20]胰腺癌外周血经抗人

TCRγδT mAb包被扩增的γδT细胞注入已建立胰

腺癌的裸鼠腹腔内, 发现γδT细胞具有显著的抑

瘤作用. 朱忆斯 et al [21]用自身外周血培养的γδT
细胞治疗4例胃癌术后患者, 随访10-25 mo未见

复发. 最近Kobayashi et al [22]用2甲基-1丁烯基一

焦磷酸激活7例晚期肾癌患者PBMC中γδT细胞, 
然后进行回输治疗, 发现治疗后有6例患者外周

血中γδT细胞绝对值增多, 治疗未见毒副作用. 
γδT细胞体内应用除直接杀伤肿瘤细胞外, 还可

以通过与NKT细胞和成熟树突状细胞(DC)相互

作用, 释放出抗肿瘤免疫中的关键分子IFN-γ和
募集活化淋巴细胞、抗原提呈细胞的趋化性细

胞因子来启动抗肿瘤免疫细胞网络, 从而实现持

续的抗肿瘤免疫应答[23-26].
以往在体外扩增γδT细胞多采用γδT细胞

单克隆抗体固相包被、结核杆菌低分子多肽抗

原诱导和HSP70多肽诱导等方法[12,27-30], 这些方

法所用的试剂不易购买且价格较贵, 难以满足

临床治疗需求. 我们建立的这一新的培养方法

可以在较短时间内培养出满足临床应用的γδT
细胞. 在知情者同意原则下, 我们对部分晚期

肿瘤患者进行自身CIK, DC和γδT细胞联合治

疗, 治疗过的患者除个别患者有一过性发热外, 
未见有其他毒副作用. 由于γδT细胞在病毒性

疾性疾病的控制中起着重要的作用, 因此用此

法在体外培养出大量高纯度的γδT细胞, 这也为

病毒性急性疾病的综合性细胞免疫治疗提供可 
能[31-33]. 我们在知情同意下, 对2名HBV-DNA高负

荷患者进行了自身CIK、树突状细胞和γδT细胞

联合治疗, 患者无毒副反应, 近期疗效正在观察 
之中.

肿瘤免疫编辑理论认为, 机体固有免疫和

适应性免疫均参于机体的抗肿瘤过程[34]. 在免

疫逃逸期, 部分肿瘤细胞可发生MHCⅠ类分子

低表达或缺失, 肿瘤抗原缺失或下调和抗原提

呈异常等使机体免疫细胞不能对其进行特异性

杀伤[35]. 因此, 在肿瘤免疫均衡期和免疫逃逸期, 
必须联合固有免疫和适应性免疫中的抗肿瘤效

应细胞一起应用, 才能达到清除肿瘤的目的. 在
体外扩增大量的自身具有抗肿瘤活性的γδT细
胞回输可以杀伤那些逃逸αβT细胞杀伤的肿瘤, 
如能与肿瘤特异性CTL, NK细胞, NKT细胞, DC
和巨噬细胞等进行综合性细胞免疫治疗, 将会

明显提高肿瘤患者的细胞免疫治疗效果.
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■同行评价
γδT细胞是体内固
有免疫中的一个
重要T细胞群, 其
结构和功能受到
关注. 因为他有自
己独特的功能. 本
文通过细胞杀伤
试验探讨了人末
梢血γδT细胞对消
化系统肿瘤细胞
的杀伤作用, 文章
新颖性较好, 有应
用前景. 


