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[摘  要]  目的：构建绿色荧光蛋白（GFP）/萤光素酶（Luc）双荧光标记的肿瘤细胞株，建立人链式激活免疫细胞制剂对非小细

胞肺癌细胞杀伤活性的检测方法，并进行初步验证。方法: 通过HLA高分辨分型筛选出HLA-A、HLA-B、HLA-C基因型别为纯

合子且相应等位基因的分布频率高于2.500%的非小细胞肺癌细胞系作为细胞模型，采用携带有GFP和Luc基因的重组慢病毒感

染原始细胞株而获得GFP、Luc稳定表达的细胞系作为靶细胞。通过效应细胞与靶细胞共培养，并优化靶细胞前处理步骤、共培

养时间、效靶比等参数，建立人链式激活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌杀伤活性的检测方法，并进行专属性、精密度验证。结果:
通过 HLA 高分辨分型，成功筛选出高频等位基因 HLA‑A*11:01:01（20.893%）、HLA‑B*52:01:01（2.991%）、HLA‑C*12:02:02

（3.139%）的非小细胞肺癌（HCC827）细胞株作为细胞模型。通过慢病毒载体成功构建GFP/Luc双荧光标记的HCC827细胞株，

GFP阳性率达 96%。重组慢病毒滴度为 1.83 × 10⁷ TU/mL。效靶比为 5∶1、10∶1、15∶1、20∶1 时，各组间杀伤活性差异显著

（P < 0.05），且杀伤活性随培养时间延长显著升高（P <0.000 1）。经综合评估后确认最优参数效靶比为10∶1，共培养时间为72 h。

方法学验证表明，建立的方法专属性强；重复性变异系数为0.80%~1.86%；精密度变异系数为1.00%~1.58%，方差分析显示差异无

统计学意义（P > 0.05），说明方法重复性良好。结论: 成功建立了人链式激活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌杀伤活性的检测方

法并验证成功，该方法有助于人链式激活免疫细胞制剂在细胞免疫治疗有效性评价中发挥重要作用。 
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[Abstract]  Objective: To create a luciferase (Luc) / green fluorescent protein (GFP) dual-fluorescent labeled tumor cell line and 

establish a detection method for the cytotoxic activity of human cascade-primed immune cell injection against non-small cell lung 

cancer (NSCLC), and to conduct preliminary verification. Methods: NSCLC lines, which possessed homozygous HLA-A, HLA-B, and 

HLA-C genotypes and an allelic distribution frequency higher than 2.500% were screened through high-resolution HLA typing for use 

as cell models. The cell line stably expressing the green fluorescent protein (GFP) and luciferase (Luc) was obtained through infecting 

the original cell line with a recombinant lentivirus that carries the GFP gene and Luc gene. This cell line was then used as the target cell. 

Through co-culturing effector cells and target cells as well as optimizing parameters including the pretreatment steps of target cells, 

co-culture duration, and effector-to-target proportion, a detection method for the cytotoxic activity of human cascade-primed immune 

cell injection against NSCLC was established, Subsequently, both the specificity and precision of this method were thoroughly verified.

Results: Through high-resolution HLA typing, the non-small cell lung cancer cell line HCC827 harboring high-frequency alleles 

HLA-A11: 01: 01 (20.893%), HLA-B52: 01: 01 (2.991%), and HLA-C*12: 02: 02 (3.139%) was successfully selected as the cellular 

model. The HCC827 cell line with GFP and Luc dual fluorescence labeling was successfully constructed using a lentiviral vector, with a 

96% GFP-positive rate. The titer of the recombinant lentivirus was 1.83 × 10⁷ TU/mL. Significant differences in the cytotoxic activity 

were observed among groups with effector-to-target (E∶T) ratios of 5∶1, 10∶1, 15∶1, and 20∶1 (P < 0.05), and the cytotoxic activity 
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increased significantly with prolonged co-culture duration (P < 0.000 1). After comprehensive evaluation, the optimal parameters were 

determined as an effector-to-target (E∶T) ratio of 10:1 and a co-culture duration of 72 h. Methodological verification demonstrated that 

the established method exhibited strong specificity, with a coefficient of variation of 0.80% - 1.86% for repeatability and 1.00% - 1.58% 

for precision. Furthermore, no significant differences were observed via variance analysis (P > 0.05), confirming good repeatability of 

the method. Conclusion: A detection method for the cytotoxic activity of human cascade-primed immune cell injection against NSCLC 

has been successfully established and verified. This method might help human cascade-primed immune cell injection play an important 

role in the effectiveness evaluation of cellular immunotherapy.

[Key words]  human cascade-primed immune cell injection；non-small cell lung cancer (NSCLC)；luciferase；green fluorescent 

protein (GFP）；cytotoxic activity；establishment of method； verification of method
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人链式激活免疫细胞制剂系由患者自体外周血

中的单个核细胞在体外经 CD3 单抗联合细胞因子

（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）激活、扩增培养而获得的混合Ｔ淋巴细

胞。这种经激活和诱导的免疫细胞可在患者体内对

肿瘤细胞进行杀伤，配合放化疗或单独使用抑制

原发肿瘤生长，从而延缓复发和转移、提高患者

的生存质量 [1]。目前，人链式激活免疫细胞制剂

在自体乳腺癌 [2]、结肠癌 [3]以及非小细胞肺癌 [4]显

示出明显疗效。有效性是细胞制剂关键质量属

性的重要评价指标。现有技术中，动物模型法是评

价免疫细胞制剂有效性的金标准[5]；体外评估的方法

有放射性 51Cr释放法（chromium-51 release assay）、非

放射性双（乙酰氧基甲基）-2,2':6',2''‑三联吡啶‑6,6''‑二

羧酸 [bis(acetoxymethyl) -2, 2': 6', 2'' -terpyridine-6, 6''

-dicarboxylate, BATDA]法、钙荧光素乙酰氧基甲酯

（calcein acetoxymethyl ester, Calcein-AM）标记法、

CytoTox-GloTM（CytoTox-GloTM Cytotoxicity Assay）

法，酶反应比色法、流式细胞术等，但这些方法

为终点试验，限制了效应细胞杀伤靶细胞活性

的直观性、动态化观察。本研究中，首先利用

HLA 高分辨分型筛选出肿瘤细胞系，通过慢病

毒 构 建 表 达 绿 色 荧 光 蛋 白（green fluorescent 

protein, GFP）和萤光素酶（luciferase, Luc）的靶细

胞，与效应细胞共培养并利用荧光显微镜及酶

标仪直观、动态化、定量地检测人链式激活免疫

细胞制剂对肿瘤细胞的杀伤活性 [6-7]。该方法旨

在实现产品的有效性评估及质量研究中的快速放

行，为细胞制剂关键质量属性的有效性评估提供新

的依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂及仪器

人链式激活免疫细胞制剂（伦理审查批件号：

YJ23-003-02）、人非小细胞肺癌细胞HCC827由赛德

特生物制药有限公司提供。人胚肾293T细胞、Jurkut

细胞由本实验室保存。所有细胞系均经短串联重复

序列（short tandem repeat, STR）分析鉴定，均无支原

体污染。所有细胞均采用推荐的培养基培养。

慢 病 毒 包 装 质 粒 PSPAX2 和 PMD2G 来 自

BioVector NTCC Inc.（典型培养物保藏中心，中国北

京）。含有Luc基因的 psiCHECK-2载体购自上海信

裕生物科技有限公司。 pCDH-MSCV-MCS-EF1α

-GFP-T2A-Puro慢病毒载体购自SBI公司。感受态大

肠 杆 菌 DH5α、DNA 纯 化 回 收 试 剂 盒 、

LipofectamineTM 2000转染试剂、PureLinkTM Expi无内

毒素大量质粒纯化试剂盒购自 Invitrogen 公司。

Opti-MEM购自Gibco公司。限制性内切酶Xba Ⅰ、

BamHⅠ，T4 DNA 链接酶、DNA marker 均购自宝日

医生物技术（北京）有限公司。D-荧光素钠购自翌圣

生物科技（上海）股份有限公司，Triton-X 100 购自

Sigma-Aldrich公司。多功能酶标仪购自美国伯腾仪

器有限公司，流式细胞分析仪购自贝克曼库尔特生

物科技（苏州）有限公司，倒置荧光显微镜购自尼康，

基因扩增仪购自杭州博日科技有限公司，凝胶成像

系统购自UVITEC公司。

1.2  非小细胞肺癌肿瘤细胞株的筛选

取工作库细胞NCI-H1975、HCC827进行HLA高

分辨分型（4位水平）检测。首先进行肿瘤细胞系的

DNA提取及PCR扩增，完成测序文库的制备。文库

经质检合格后，根据有效浓度及目标数据量在

Illumina测序平台进行全序列的双向测序。再将原

始荧光信号经碱基识别分析转换为FASTQ格式的短

读长序列。原始FASTQ文件经质量控制，包括测序

数据过滤、测序错误率分布检查 ≤ 0.1%、测序数据的

平均质量值分布Q30 ≥ 80%。符合质量标准的 clean 

reads 通过 BWA 工具比对到参考基因组（b37 + 

decoy），得到 BAM 格式文件后用 SAMtools 进行排

序，再用 Samblaster标记重复序列。最后，分别采用

HLA-Ⅰ类分型软件（OptiType）、HLA-Ⅱ类分型软件

（HLAminer）以及HLA-HD和HLA-VBSeq软件提取

BAM文件中*HLA基因座的测序 reads，并进行局部

重比对优化。将 reads映射至HLA可变区数据库，独
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立验证HLA-Ⅰ类、HLA-Ⅱ类分型结果的一致性，最

终生成HLA分型报告。

1.3  Luc-GFP双荧光标记靶细胞株构建 

1.3.1  pCDH-MSCV-MCS-Luc-EF1α -GFP-T2A-Puro

慢病毒载体的构建

以 psiCHECK-2 为 模 板 ，根 据 pCDH-MSCV-

MCS-EF1α-GFP载体骨架两端的酶切位点设计引物

Luc-F： 5'-TGCTAGAGAAGACGCCAAAAACATAA 

AGAAAGGC-3'，Luc-R：5'-TCACCAAGCAATTTG 

GACTTTCCGCCCTTC-3 '（注：下划线 CTAGA 为

Xba Ⅰ酶切位点；下划线CCAAG为BamH Ⅰ酶切位

点）进行 PCR 扩增 Luc目的基因。PCR 产物经 1.0%

琼脂糖凝胶电泳后经凝胶成像系统分析，选取1 653 bp

目标片段。采用 Invitrogen DNA纯化回收试剂盒回

收目的基因片段。用Xba Ⅰ和 BamH Ⅰ位点分别对

目的基因片段以及质粒载体进行双酶切，再使用T4 

DNA连接酶链接，构建pCDH-MSCV-MCS-Luc-EF1α

-GFP重组质粒。将重组质粒转化感受态细胞DH5α，

于含氨苄青霉素的 LB培养基中筛选并克隆目的基

因，抽提并纯化质粒，最终获得含GFP、Luc基因的高

纯度慢病毒载体质粒。通过双酶切及 DNA 测序及

NCBI亲缘性比对验证重组质粒的正确性。

1.3.2  重组慢病毒液的制备

将重组质粒 pCDH-MSCV-MCS-Luc-EF1α-GFP

（11 μg）与包装质粒 psPAX2（8.5 μg）、pMD2G（2.8 

μg）分别溶于 1 mL Opti-MEM 中，制成转染液 1；取

48 μL Lipofectamine ™ 2000 转染试剂稀释于 1 mL 

Opti-MEM，制成转染液2，再将转染液1和2混匀，室

温静置 10~15 min，形成 DNA-Lipofectamine 复合物

后共转染汇合度为70%~90%的293T细胞，继续培养

8~12 h，弃去含有转染液的培养基，再添加20~25 mL

含有 1%丙酮酸钠、10% FBS的DMEM，37 ℃继续培

养48~72 h，分两次收集病毒上清液[8]，4 ℃、917 × g离

心10 min，取上清液分装后于–80 ℃保存备用。

1.3.3  病毒滴度测定

将 Jurkat细胞接种于24孔细胞培养板，共18孔。

次日加入 10-1至 10-5倍比稀释度的病毒上清液，其

余3孔加入培养基作为阴性对照，继续培养48 h后取

样检测。取上述 6 组细胞悬液各 150 μL，分别加入

150 μL 萤光素酶底物，混匀并反应 10~15 min，于多

功能酶标仪中检测 Luc 相对光单位（relative light 

unit, RLU），以RLU值表示携带Luc报告基因的病毒

感染性滴度高低。剩余细胞使用流式细胞仪检测，

绘制FITC通道直方图，以阴性对照设门，确定FITC

阳性细胞百分比，再根据文献[9]公式计算计算病毒

滴度（TU/mL）：细胞阳性率 × 转导时的细胞总数 × 

病毒稀释倍数/病毒体积。

1.3.4  Luc-GFP双荧光标记的非小细胞肺癌细胞株

的构建方法

将HCC827细胞接种于 6孔培养板，共 4孔。培

养至汇合度为 80%后，按照感染复数（multiplicity of 

infection, MOI）为18、14、9、3的梯度加入Luc-GFP慢

病毒载体构建靶细胞，37 ℃静置培养至汇合度90％，

转入 T25 培养瓶扩大培养，使用嘌呤霉素筛选表达

Luc和GFP的HCC827-Luc-GFP抗性细胞，待细胞汇

合度再次达到 90％左右时，使用荧光显微镜观察并

拍照记录荧光表达情况。采用 Imag Pro Plus 6.0软件

分析荧光照片，筛选出阳性率大于 95％且状态最佳

的细胞，扩增后建库。

1.4  人链式激活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌细胞

杀伤活性的检测方法的建立

以Luc-GFP标记的HCC827细胞作为靶细胞，以

1 × 105个/mL密度接种于 96孔板（100 μL/孔），试验

设置靶细胞对照组和实验组，每组6个复孔。将细胞

板置于培养箱中避光反应20~24 h。实验组按效靶比

5∶1、10∶1、15∶1、20∶1 加入人链式激活免疫细胞制

剂；靶细胞对照组补加培养基至 200 μL。所有孔混

匀后共培养，分别于 50、54、70、76 h 时间定，使用

488 nm 激发光摄取 GFP 图像并观察杀伤情况。随

后，吸弃孔内培养基，加入100 μL/孔萤光素酶底物工

作液（含 600 μmol/L D-荧光素钠、2% Triton X-100），

水平摇床上室温混匀10~15 min。使用多功能酶标仪

化学发光检测模块528/20 nm检测发光信号。结合

GFP 图像与 RLU 值，按文献 [10]中公式计算杀伤

率，以代表杀伤活性。

杀伤率=（1 – 试验组的荧光值RLU / 靶细胞对

照组的荧光值RLU）×100%。

1.5  方法验证

1.5.1  专属性[11]

设置靶细胞对照组（HCC827活细胞）、效应细胞

对照组（人链式激活免疫细胞）、阴性对照组（已致死

的靶细胞）、质控（QC）组（活靶细胞 + 死靶细胞混

合）。测定 RLU。统计各样本 RLU 的变异系数

（coefficient of variation，CV），以靶细胞对照组为基准

计算回收率。

1.5.2  精密度[11]

取3批供试品，每批制备6个重复样本进行平行

试验，以效靶比 = 10∶1共培养72 h，分别由两名试验

员独立操作并记录结果。

1.6  方法应用

以2批人链式激活的免疫细胞为供试品，于冻存

0、1、3、6各月后复苏，测定其对HCC827-Luc-GFP的

·· 864



周巧, 等 . 人链式激活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌杀伤活性的检测方法建立及验证

杀伤活性。检测复苏后（5 ± 3）℃放置 0、4 h，以及于

（23 ± 2）℃放置0、4 h后的杀伤活性。

1.7  统计学处理

采用 IBM SPSS Statistics 27.0.1软件进行统计学

分析，符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，两组间

均数比较采用独立样本 t检验，多组间均数比较采用

单因素方差分析，以P < 0.05或P < 0.01表示差异有

统计学意义。

2  结  果

2.1  非小细胞肺癌肿瘤细胞株的筛选

HLA‑A*11:01:01、HLA‑B*52:01:01、HLA‑C*12:

02:02均为中国人群中高频基因型[12]，高分辨分型结

果显示，上述等位基因在中国人群中的分布频率分

别为20.893%、2.991%、3.139%（数据来源于中华骨髓

数据库）。机制研究表明，人链式激活免疫细胞制剂

主要效应细胞为CD8+ 细胞毒性T细胞（CTL），其肿

瘤杀伤作用主要依赖MHCⅠ类分子介导的途径，进而

通过HLA高分辨分型筛选出高频基因型组合的肿瘤

细胞系，能有效减少无关 HLA 差异带来的干扰。因

此，本研究选用HCC827细胞作为靶细胞模型。

2.2  Luc-GFP双荧光标记靶细胞株构建

2.2.1  成功制备重组慢病毒并测定滴度

PCR 扩增获得 Luc 基因片段，pCDH-MSCV-

MCS-Luc-EF1α-GFP重组质粒经XbaⅠ和BamHⅠ双

酶切后，1.0%琼脂糖凝胶电泳分离得到 1 500~2 000 

bp的条带（图1），与Luc预期片段大小一致。经DNA

测序及NCBI亲源性比对，证实插入的系列为正确的

Luc基因。

图1  琼脂糖凝胶电泳验证Luc基因PCR扩增产物

多功能酶标仪检测 Luc 基因表达强度结果（图

2A）显示，随着病毒液稀释度的增加，Jurkat-Luc的荧

光信号逐渐降低，表明Luc基因成功转导；流式细胞

术检测结果（图2B）显示，FITC通道阳性占比随着病毒液

稀释度的增加逐渐减少，最高为90.45%，表明GFP基

因成功转导。慢病毒滴度为1.83 × 107 TU/mL。

2.2.2  Luc-GFP双荧光标记的非小细胞肺癌细胞株

结果

选择生长状态良好的贴壁 HCC827 细胞（图

3A），感染 Luc/GFP 双荧光标记慢病毒后获得

HCC827-Luc-GFP 靶 细 胞 ，荧 光 显 微 镜 下 可 见

HCC827-Luc-GFP 靶细胞表达 GFP 蛋白（图 3B）。

Imag Pro Plus 6.0 分析结果显示，HCC827-Luc-GFP

细胞GFP蛋白表达阳性率为96%。

A：酶标仪检测 Jurkat细胞代表Luc基因表达强度的RLU值；B：流式细胞术检测 Jurkat细胞GFP蛋白表达水平。

图2    重组慢病毒滴度测定

2.3  人链式激活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌细胞

杀伤活性的检测方法建立的结果

为直观、可视化、动态地反映杀伤程度及获取杀

伤活性数据，由于靶细胞被杀伤后，胞内GFP及释放

的萤光素酶需一定时间降解，为了增加实验的准确

性，本研究设定了至少50 h的共培养时间；考虑到实

验组与对照组共培养时间始终一致，因此认为效应

细胞及靶细胞在此之间的增值效应是等效的，默认
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细胞的增值不影响结果判读。为了显示不同效靶比

的杀伤活性，本研究设定效靶比为5∶1、10∶1、15∶1和

20∶1，共培养50 h进行杀伤活性检测，并采用488 nm

激发光采集GFP荧光图像（图4），结合多功能酶标仪

读取的数值计算杀伤活性的结果显示，5∶1与10∶1组

间杀伤活性差异具有统计学意义（P < 0.05），10∶1与

15∶1组间差异无统计学意义（P > 0.05）。此外，5∶1、10∶1、

15∶1和20∶1四组间杀伤活性差异具有统计学意义

（P < 0.05，图4），表明效靶比升高可显著提升杀伤效

果，后续实验以10∶1 作为杀伤活性检测的效靶比。

为了显示效应细胞杀伤活性的增高趋势，本研

究设定低效靶比 5∶1、10∶1，共培养 50、54、70和 76 h

时检测杀伤活性，以 488 nm激发光摄取GFP荧光图

像（图5A~J），效靶比5∶1、10∶1组杀伤活性随时间升

高（P < 0.000 1）（图5）。

本研究为人链式激活的免疫细胞对靶细胞

HCC827-Luc-GFP的杀伤活性检测，通过对关键参数

效靶比、共培养时间的优化表明，效靶比为（10~20）∶

1，共培养时间为50~76 h时，杀伤活性 ≥ 70%、细胞活

率 ≥ 85%，符合人链式激活的免疫细胞制剂标准。经

评估后，确定效靶比为10∶1、共培养72 h为标准操作

条件。

A：贴壁生长的 HCC827 细胞；B：倒置荧光显微镜观察 

HCC827-Luc-GFP细胞中GFP 基因表达。

图3    HCC827-Luc-GFP靶细胞构建及GFP表达检测（× 10）

图4    不同效靶比下人链式激活免疫细胞对HCC827-Luc-GFP细胞的杀伤活性（ × 10）

2.4  方法验证结果

2.4.1  专属性结果

专属性验证结果（表 1）显示，阴性对照组、效应

细胞对照组平均RLU分别为 10、3；靶细胞对照组平

均 RLU 为 1 944；靶细胞对照组复孔 RLU 的 CV < 

15%；质控组1、质控组2复孔RLU的CV < 15%，与靶

细胞对照组相比，回收率分别为94.39%、97.07%。说

明本方法专属性强，共培养体系不受靶细胞与效应

细胞的干扰。

2.4.2  精密度结果

精密度验证结果（表 2）显示，2名试验员分别完

成 3个批次的独立重复试验，每位试验员重复性CV

为 0.80%~1.86%，2 名试验员间的中间精密度 CV 为

1.00%~1.58%，CV均< 5%。方差分析显示差异无统

计学意义（P > 0.05）。表明方法重复性良好，且不受

实验人员差异影响。

2.5  方法应用的结果

表 3显示，2个批次的人链式激活免疫细胞在冻

存 0、1、3、6个月后复苏的活率及对靶细胞的杀伤活

性经单因素方差分析，差异均无统计学意义（均

P ＞ 0.05）。表4显示，2个批次人链式激活免疫细胞

复苏后于（5 ± 3）℃存放 0、4 h 及（23 ± 2）℃存放

0、4 h，活率及对靶细胞的杀伤活性经双侧 t检验，差

异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05），提示冻存 6 个月

内、复苏后在 2~25 ℃存放 0~4 h，人链式激活免疫细

胞活率及杀伤活性均保持稳定。

3  讨  论

人链式激活免疫细胞制剂是一种新型过继性细

免疫细胞制剂，其效应细胞包括 CD4+ Th 细胞、
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CD8+ CTL、CIK、 NK细胞和DC等。所针对的实体瘤

包括20%非MHC限制型及80%的MHC限制型肿瘤

细胞[13]。而所有这些研究均依赖于快速、有效直观的

体内外杀伤活性分析方法来证明其有效性。因此，

建立快速评估免疫细胞杀伤肿瘤细胞效果的体外方

法成为关键。

图5    不同共培养时间下人链式激活免疫细胞制剂对

HCC827-Luc-GFP细胞的杀伤

表1    方法专属性试验结果

分组

阴性对照组

效应细胞对照组

靶细胞对照组

质控组1

质控组2

RLU

10 ± 2

3 ± 1

1 944 ± 118

1 835 ± 53

1887±153

CV/%

12.89

15.49

6.08

2.87

8.10

RE/%

—

—

—

94.39

97.07

表2    方法精密度（重复性、中间精密度）试验结果

分组

批次1

批次2

批次3

试验员1

试验员2

试验员1

试验员2

试验员1

试验员2

次数

6

6

6

6

6

6

结果

97.99 ± 0.96

97.51 ± 1.96

83.44 ± 2.96

82.84 ± 3.96

88.63 ± 4.96

87.04 ± 5.96

CV/%

（重复性）

0.98

1.05

1.07

1.86

0.80

1.60

CV/%

（精密度）

1.00

1.50

1.58

表3    2批人链式激活的免疫细胞制剂复苏后不同时间的

杀伤活性

复苏时间

0个月

1个月

3个月

6个月

批次

批次1

批次2

批次1

批次2

批次1

批次2

批次1

批次2

活率/%

90.2 ± 0.3

92.9 ± 1.6

94.1 ± 0.4

90.6 ± 0.6

91.5 ± 0.4

93.2 ± 0.3

92.7 ± 0.4

92.5 ± 0.7

杀伤率/%

94.16 ± 0.51

93.48 ± 1.39

98.93 ± 3.72

97.82 ± 1.87

98.89 ± 2.53

96.58 ± 2.29

96.44 ± 5.71

90.43 ± 4.34

表4    2批人链式激活的免疫细胞制剂复苏后不同温度放置

不同时间的杀伤活性数据

复苏后

存放温

度/℃

5 ± 3

23 ± 2

批次

批次1

批次2

批次1

批次2

0 h

活率/%

92.8 ± 1.1

91.0 ± 0.7

92.8 ± 1.1

91.0 ± 0.7

杀伤率/%

97.53 ± 1.85

98.82 ± 2.39

97.53 ± 1.85

98.82 ± 2.39

4 h

活率/%

91.0 ± 1.4

88.7 ± 0.7

87.8 ± 0.7

87.5 ± 0.6

杀伤率/%

94.66 ± 2.51

97.90 ± 3.65

98.37 ± 1.15

99.90 ± 3.78

目前，检测免疫细胞杀伤活性的模型动物法周

期过长，成功率较低，无法用于细胞制剂日常放行检

测[14]。51Cr放射性法存在防护要求高、对人体健康及

环境的潜在危害等多种因素的限制，且仅能检测靶

细胞的死亡率[15]；非放射性 BATDA 释放法[16]、

Calcein-AM[17]、CytoTox-Glo 法[18]利用细胞内酶将非

荧光底物转化为荧光产物，再根据荧光值读取的情

况确认杀伤的活性，虽然荧光值的读取可以替代放

射性的使用，但是细胞内蛋白酶活性不同，且无法排

除效应细胞的自发释放而导致结果的不准确性。酶

反应比色法（LDH 释放法[19]、G3PDH 法[20]、AK 法[21]）

灵敏度与可重复性较低，共培养时无法区分效应细

胞及靶细胞的死亡。流式细胞术基于对样本的即时
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检测技术，对于免疫细胞识别并杀伤肿瘤细胞的动

态过程等信息获取有限且荧光染料存在非特异性结

合从而降低方法的准确性[22]。实时细胞分析（real-

time cell analysis, RTCA）法基于微电极阻抗技术，在

含有细胞的培养容器底部嵌入微电极，当细胞在电

极表面生长、迁移、增殖或者死亡等状态发生变化

时，会引起测量电极之间电流的阻抗。因此展现出

特定的体系指向性，即主要适用于效应细胞非贴壁、

靶细胞贴壁的共培养体系，且仪器耗材昂贵[23]。

本研究采用作用机制明确的双荧光报告基因

法，通过HLA高分辨分型筛选HLA-A、B、C位点分

型为纯合子且等位基因在中国人群中分布频率高于

2.500%的肿瘤细胞系作为细胞模型[24]，再使用双荧

光标记靶细胞。成功获得了一株稳定表达GFP、Luc

的HCC827细胞。其原理为Luc在ATP、镁离子和氧

气存在的条件下，能够催化萤光素氧化成氧化型的

荧光素并发出波长为 560 nm左右的生物荧光，该荧

光可通过化学发光系统进行测定[25]。GFP在 488 nm

的激发光下会发出绿色荧光，其荧光的产生不需要

添加额外的底物。 一方面通过比较对照组与实验组

GFP荧光强度，可直观甚至动态地观察杀伤情况，为

质量研究提供直观可靠的辅助材料；另一方面，可加

入底物溶液后通过酶标仪化学发光系统检测 Luc 

RLU，再计算出杀伤活性，提供有力的数据支持。检

测方法简便，适用范围广。

本研究通过对培养体系的探索，确定人链式激

活免疫细胞制剂对非小细胞肺癌细胞杀伤活性的检

测方法参数为：效靶比为10∶1、共培养72 h。通过专

属性及方法学验证结果，表明效应细胞无自发荧光，

不干扰GFP及Luc检测，只反映对靶细胞的杀伤活

性。检测方法具有较高的专属性、精密度及重复性。

有效解决了金标准周期长、成功率低及现有技术操

作复杂、无法成像的问题。最后，本研究在有效性评

价方面的应用，可筛选出冻存 6个月内复苏并在 2~

25 ℃存放 4 h仍保持高活率及强细胞毒性的人链式

激活免疫细胞，能够满足临床需要。

综上，本研究通过重组慢病毒感染 HCC827 细

胞，成功构建稳定共表达Luc和GFP的靶细胞，并建

立一种可评估人链式激活的免疫细胞杀伤活性的体

外检测方法，该方法既可直观、可视化、动态地观察

杀伤情况，又能定量获取杀伤活性数据，为质量放行

检测提供参考，实现产品快速放行，亦可为其他免疫

细胞治疗产品杀伤活性检测提供参考。
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