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摘要

目的:  探讨原发性肝癌患者外周血树突状细胞(DC)体外经自

体肝癌细胞抗原致敏后 对特异性细胞毒T淋巴细胞(CTL)

的诱导作用.

方法: 肝癌患者外周血经梯度密度离心法分离 获得DC前

体细胞 用重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-

CSF)和重组人白介素-4(rhIL-4)联合培养 诱导扩增DC.

制备自体肝癌细胞抗原 体外脉冲DC 检测DC诱导自

体T细胞增生能力及特异性CTL在体外对自体肝癌细胞的

杀伤活性.

结果: 经自体肝癌细胞抗原致敏的DC能诱导较强的自体T

细胞增生 且能诱导特异性CTL 该CTL对自体肝癌细胞

具有很强的杀伤活性 杀伤率明显高于DC 未经肝癌细胞

抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞的杀伤率 而对

CT26 细胞 BEL-7402 细胞无明显的杀伤作用.

结论: 肝癌患者外周血DC体外能诱导高效而特异的抗肝癌

免疫 提示DC可能在肿瘤治疗及预防其复发与转移中发挥

重要作用.
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0   引言

免疫治疗是现代肿瘤综合治疗的一种重要手段. 随着肿

瘤免疫理论的突破和分子生物学技术的发展 提出了

肿瘤疫苗的概念 其基本策略是通过肿瘤抗原特异性

细胞毒性T细胞(CTL)的激活而诱导抗肿瘤的免疫反应.

现已制备了肿瘤细胞疫苗 肿瘤核酸疫苗 肿瘤基因工

程疫苗等 但这些疫苗的一个共同弱点是不能刺激有

效的T细胞介导的免疫反应 这表明抗肿瘤免疫反应不

是由肿瘤细胞直接提呈给未致敏的T细胞 而是先转移

肿瘤抗原给抗原提呈细胞(APC) 再由APC激活免疫系

统. 树突状细胞(dendritic DC)是抗原提呈功能最强的

APC 也是目前发现的惟一能激活初始型T细胞增生

并建立初级免疫反应的细胞 在启动抗肿瘤免疫反应

中起关键作用[1-5]. 我们在原发性肝癌患者外周血DC经

自体肝癌细胞抗原激活后 观察其在体外能否刺激自

体T细胞增生和诱导的肿瘤特异性CTL细胞毒活性 为

临床应用DC免疫治疗肝癌提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  rhGM-CSF rhIL-4 丝裂霉素C购自Sigma

公司; 抗人CD83McAb购自PharMingen公司; 淋巴细胞

分离液为上海生化试剂二厂产品; RPMI-1640细胞培养

基 T细胞尼龙毛柱购自美国GIBICO公司;  3H-TdR购

自北京原子能研究所; 乳酸脱氢酶(LDH) 4h释放法杀伤

活性测定试剂盒为美国Promega公司生产. CT26人结肠

癌细胞 BEL-7402 人肝癌细胞由本室传代培养. 临床

确诊的原发性肝癌患者 10 例 男 8 例 女 2 例 年

龄30-65岁 平均47.5岁 均未接受过任何抗肿瘤治

疗.手术当天术前抽取外周静脉血 用于分离 纯化外

周血单个核细胞(PBMC)和 T淋巴细胞.

1.2 方法

1.2.1 分离 纯化肝癌患者外周血PBMC和T淋巴细

胞  取肝癌患者抗凝外周全血用常规密度梯度离心法分

离PBMC 部分PBMC用于诱导DC; 部分PBMC采用尼

龙棉柱分离法分离T细胞 用台盼蓝染色后在倒置显

微镜下计数活细胞数应 95% 并用培养液配成3

106 细胞 /mL备用.

1.2.2 肝癌细胞的分离  将手术切取的肝癌组织 用淋

巴细胞分离液 采用不连续密度梯度离心法分离获得

肝癌细胞 肝癌细胞分2部分 一部分用于制备肝癌全

细胞抗原 一部分用RPMI-1640常规培养 用作细胞

毒实验的靶细胞.

1.2.3 肝癌全细胞抗原肽的制备  用 RPMI-1640调整肝

癌细胞浓度至1 107 反复冻融(-80 /37 )4 次

作为肝癌抗原.

1.2.4 DC 的体外诱导及肿瘤抗原冲击致敏DC  以含

150 mL/L FCS的RPMI-1640(完全培养基)调整PBMC浓度

至3 106/mL加入6孔板中(3 mL/孔) 37 50 mL/L

CO2孵箱培养 2 h 轻轻吸弃非黏附细胞 而获得贴

壁的单核细胞 每孔再加入含rhGM-CSF 100 ng/mL和

rhIL-4 100 ng/ mL的完全培养基 常规培养 每3 d换

液1次 换液时加等浓度的rhGM-CSF和 rhIL-4. 在培

养的第4 d将DC 和肝癌全细胞抗原共培养 第6 d收

集DC 即为肝癌抗原肽冲击致敏的DC 以抗CD83McAb

特异显示诱导培养后的DC.冲击后的细胞用培养基洗2

遍 重悬于RPMI-1640 细胞培液中备用.
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1.2.5 抗原致敏DC刺激自体T细胞增生能力的检测  收

集培养第7 d的抗原致敏及未致敏的DC作为刺激细胞

分别用完全培养基调整细胞浓度为2 106/ mL 加入

丝裂霉素C 25 µg/ mL 37 孵育 45 min 生理盐水
洗涤3次 完全培养基悬浮 分别以1 103/ 孔 5

103/ 孔及 1 104/ 孔加入96孔圆底培养板 每组设3

个复孔.再每孔加入自体T淋巴细胞1 105作为反应细

胞 终体积为200 µL. 置 37 50mL /LCO2孵箱培养
96 h 于培养结束前16 h加 3H-TdR 0.5 µci/ 孔.收集
细胞 液闪计数仪检测CPM值 结果用3孔均值表示.

1.2.6 抗原致敏的DC刺激自体T细胞增生分化为CTL

于多孔反应板中加入自体T淋巴细胞(1 105 作为反

应细胞) 抗原致敏的DC(5 10 3 作为诱导细胞)

置 37 50 mL/L CO2孵箱培养 于培养的第6 d收

集活细胞即为抗原致敏DC激活的CTL.同理诱导未经

肝癌细胞抗原致敏DC激活的CTL.

1.2.7 细胞毒实验  抗原致敏DC激活的CTL作为效应细

胞 自体肝癌细胞 CT26 细胞 BEL-7402 细胞为

靶细胞 效靶比为 50 1.  同时设立 DC 未经肝癌

细胞抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞作为效应

细胞的杀伤对照. 采用乳酸脱氢酶(LDH) 4 h释放法检测

CTL杀伤活性 严格按照试剂盒说明书操作. 置酶标仪

上测490 nm的A值 将A值代入公式中计算各效应细

胞的杀伤活性.

  (A实 -A空)-(A效 -A空)-(A靶 -A空)

杀伤活性(%)     ×100
(A靶最大释放 -A靶校对)-(A靶自然释放 -A空)

        统计学处理  数据用mean±SD来表示 采用SPASS
统计软件进行计量资料的 t检验.

2   结果

2.1 肝癌细胞抗原致敏DC刺激自体T细胞增生的能力

肝癌抗原致敏的DC具有较未经致敏的DC更强的激发

T细胞增生的能力 差异有显著意义(P<0.01 图 1).

图1  抗原致敏的DC刺激同基因T细胞增生.

2.2 肝癌细胞抗原致敏DC诱导的CTL杀伤活性  肝癌

抗原致敏DC诱导的CTL表现出很强的杀伤自体肝癌细

胞的细胞毒活性 杀伤率显著高于DC 未经肝癌细胞

抗原致敏的DC激活的CTL及T淋巴细胞的杀伤率 而

对CT26细胞 BEL-7402细胞无明显的杀伤作用; 未经

抗原致敏DC诱导的CTL对自体肝癌细胞也有较强的杀

伤作用; DC本身及未经DC激活的T细胞对自体肝癌细

胞无杀伤作用.

表1  DC诱导的CTL杀伤活性比较

效应细胞  n 靶细胞    杀伤率(%)

抗原致敏DC诱导CTL 10 自体肝癌细胞   82.5 12.3a

抗原致敏DC诱导CTL 10 CT26细胞   10.6 4.5

抗原致敏DC诱导CTL 10 BEL-7402细胞   16.5 7.5

未致敏DC诱导CTL 10 自体肝癌细胞   48.8 11.3

DC 10 自体肝癌细胞            0

T 细胞 10 自体肝癌细胞            0

aP <0.01 vs 其他组.

3   讨论

DC在免疫应答中起着调控地位: (1)机体的卫士; (2)免疫

应答的始动者; (3)T细胞的强刺激者; (4)免疫耐受的诱导

者. 应用这种体内功能最强的APC即DC作为肿瘤疫苗

的载体或称佐剂 以肿瘤抗原体外冲击使其致敏 或者

说让DC负载着肿瘤抗原 这样的疫苗进入体内保证肿

瘤抗原被有效摄取 提呈 且通过DC可提供攻击肿瘤

细胞所必须的共刺激信号 因此 DC疫苗是新一代的

肿瘤疫苗 可提供更有效的特异性主动免疫 显示了比

常规 疫苗更明显的优越性[6-14].  本实验结果表明

联合应用rhGM-CSF和 rhIL-4可从原发性肝癌患者外

周血诱导扩增出大量DC 该DC经自体肝癌细胞抗原

体外脉冲致敏后 能诱导自体 T 细胞增生和特异性

CTL 抗原致敏的DC对自体肝癌细胞具有很强的杀伤

力 而对CT26 细胞 BEL-7402 细胞无明显的杀伤

作用 说明抗原致敏DC诱导的CTL具有高效而特异的

抗肿瘤作用. 未经抗原致敏DC诱导的CTL对自体肝癌

细胞也表现出一定的杀伤力.有关DC诱导的CTL抗肿

瘤作用的机制目前尚不清楚 可能与(1)DC表面有大量

的树突状突起 使之有利于大量接触抗原并提呈给

CTL 细胞; (2)DC 高表达MHC 类分子和CD80/

CD86 等共刺激分子 为CTL充分活化提供信号刺激;

(3)DC分泌 IL-12等多种细胞因子 可维持和增强CTL

的活性; (4) DC可通过分泌或外排一种具有抗原提呈能力

的exosome小体来诱导免疫反应 也增强了CTL的抗肿

瘤能力; (5) CTL直接杀伤肿瘤细胞或分泌细胞因子诱导

肿瘤细胞凋亡及抑制肿瘤细胞增生等机制有关. 最近有

报道DC可作为一种效应细胞直接杀伤肿瘤细胞[15-16]

但我们在实验中未发现肝癌患者外周血DC在体外对自

体肝癌细胞有直接的杀伤作用 可能是DC不具备效应

细胞功能 也可能是体内和体外微环境不同造成的. 总

之 本实验结果提示 肿瘤抗原致敏的DC可作为一
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种新型抗肿瘤疫苗在肿瘤治疗及预防其复发与转移中

发挥重要作用.
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摘要
目的: 通过检测结直肠癌患者血清E-钙黏附素(E-Cd)浓度

和组织E-Cd的mRNA水平 探讨E-Cd与结直肠癌浸润

和转移的关联性.

方法: 应用酶联免疫黏附方法测定  28例结直肠癌患者血清

可溶性E-Cd浓度; 应用点杂交法和计算机灰度扫描分析组

织的mRNA灰度均值.

结果: 结直肠癌组血清E-Cd浓度显著高于对照组(P <0.001)

Dukes C组或有淋巴结转移组明显高于Dukes A B组或无淋

巴结转移组(P均< 0.05) 切除瘤体后上述各组的血清E-Cd

浓度均明显下降(P <0.01-0.05). 各组的组织E-Cd mRNA均

值变化与血清E-Cd浓度的一致 且两指标间具有明显的相

关性(P <0.05).

结论: 血清 组织E-Cd可能与人结直肠癌的浸润深度和淋

巴结转移密切相关.
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0   引言

E-钙黏附素(epithelial cadherin E-Cd)又称上皮钙黏

附素 属钙黏附素超家族经典亚族成员[1] 他的表达程

度与功能活性状态直接影响着肿瘤细胞的脱离和再附

着(1)本文通过检测结直肠癌患者血清E-Cd浓度和组织
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