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The specific killing activity of T cells was evalu-
ated by MTT assay�.

RESULTS: About 77.7% mature DCs expressed 
AFP protein. The viable DCs percentages and 
surface marker expression showed no significant 
changes after transfection (P > 0.05). Transfected 
DCs still had strong potential of stimulating the 
proliferation of T lymphatic cells, and there was 
no significant difference between transfected 
and non-transfected group (P > 0.05). Trans-
fected DCs were capable of inducing specific 
killing effect on the target cells, and the activity 
was significantly higher than those in the non-
transfected cells when the DCs and T cells were 
mixed at the ratios of 80:1, 40:1, and 20:1 (35.5 ± 
5.5 vs 20.6 ± 4.7; 28.7 ± 3.6 vs 15.3 ± 2.5; 16.2 ± 2.8 
vs 9.6 ± 1.8; all P < 0.01). 

CONCLUSION: AFP gene, which is carried by 
recombinant adeno-associated virus, can be 
transferred into DCs with high efficiency. The 
function of mature DCs is not affected signifi-
cantly by AFP transfection.

Key Words: Recombinant adeno-associated virus; 
Alpha fetoprotein; Dendritic cells; Gene transfec-
tion; Hepatocellular carcinoma
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摘要
目的: 探讨表达甲胎蛋白抗原的重组腺相关
病毒rAAV-AFP转染对人外周血单核细胞来源
树突状细胞(DC)免疫刺激功能的影响. 

方法: 用rAAV-AFP转染新分离的DC; 苔盼蓝
拒染法检测每天的活细胞比率; 流式细胞仪
检测DC表面分子CD80, CD86, CD83, CD40, 
CD1a, HLA-DR及AFP的表达; 并用3H-TdR掺
入法检测转染前后DC刺激自体淋巴细胞增殖
能力; MTT法检测DC诱导T细胞的杀伤活性. 
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Abstract
AIM: To study the immunostimulatory effect of 
rAAV-AFP (recombinant adeno-associated virus 
expressing α-fetoprotein antigen) transfection 
on dendritic cells (DCs) derived from human 
peripheral blood monocytes.

METHODS: Newly isolated dendritic cells were 
infected with rAAV-AFP. The percentage of vi-
able DCs was observed by trypan blue exclusion 
every 24 h. After transfection, the alterations 
of surface markers on mature DCs, including 
CD80, CD86, CD83, CD40, CD1a, HLA-DR and 
α-fetoprotein (AFP), were detected by flow cy-
tometry. Meanwhile, 3H-thymidine incorpora-
tion method was used to measure the capacity of 
T-cell proliferation before and after transfection. 

■背景资料
DC细胞是一类极
强的MHC携带细
胞, 是体内最强的
抗原呈递细胞, 在
抗肿瘤免疫方面
发挥重要作用, 重
组腺相关病毒近
来被认为是最有
前景的DC治疗抗
原载体.
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结果: 成熟DC 77.7%表达AFP蛋白; 转染对活
细胞百分率和成熟DC表型无影响, 与未转染组
无显著差异(P >0.05); 转染后DC仍保持较强的
刺激自体淋巴细胞增殖的能力, 与未转染组也
无显著性差异(P >0.05), 并且可诱导出特异性
杀伤, 效应细胞和靶细胞为80∶1, 40∶1, 20∶1
时, 与未转染组相比均有显著差异(35.5±5.5 
vs  20.6±4.7; 28.7±3.6 vs  15.3±2.5; 16.2±2.8 
vs  9.6±1.8; 均P <0.01).

结论: r A AV可负载A F P基因在D C中表达, 
rAAV-AFP转染DC对其功能无明显影响, 免疫
功能更强.

关键词: 重组腺相关病毒; 甲胎蛋白; 树突状细胞; 基

因转染; 肝细胞癌
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0  引言

肝细胞癌(HCC)作为一种常见的恶性肿瘤每年

夺走超过100万人的生命. 近年来随着分子生物

学及免疫学理论技术迅猛发展, 生物治疗模式

以其低风险及应用的普遍性越发受到重视, 树
突状细胞(DC)因处于免疫应答核心地位而成为

热点. 甲胎蛋白(AFP)是由胚胎卵黄囊和胎肝合

成, 出生后血中AFP水平迅速下降, 至成年时几

乎难以检测, 在2/3的HCC患者的血清中有升高. 
已有文献报道, AFP在体内能抑制宿主免疫系

统[1], 通过对肿瘤坏死因子(TNF)家族及其受体

系统的调节, 在逃避免疫监视中也发挥作用[2], 间
接促进肿瘤的生长; 此外, 体外实验还证实, AFP 
直接促进部分肿瘤细胞的生长[3-4]. 重组腺相关

病毒(rAAV)近来被认为是最有前景的DC治疗抗

原载体. 我们采用rAAV-AFP转染DC, 为优化基

因转染DC治疗HCC提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 AIM-V培养液、RPMI 1640培养液和

T细胞尼龙毛柱购自Invitrogen公司; 重组人白

介素-2(rh IL-2)购自北京瑞得合通公司; 重组

人粒细胞巨嗜细胞集落刺激因子(rhGM-CSF)
购自罗氏公司; 重组人白介素-4(rh IL-4)购自

Promega公司; 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)购自解

放军军事医学科学院; 人A B血清购自广州血

站; PE/FITC标记的鼠抗人CD80, CD86, CD83, 

CD40, CD1a, HLA-DR, IgG1购自深圳晶美公司; 
FITC标记的鼠抗人AFP由美国Liu Yong教授惠

赠; 3H-TdR购自中国科学院上海原子核研究所; 
Ficoll (1077 g/L)淋巴细胞分离液购自天津市灏

洋公司; 丝裂霉素C购自日本Kyowa Hakko公司; 
Bel-7402细胞株由本中心保存; 流式细胞仪源于

美国Becton Dickinson FACSCalibur; 液闪计数仪

为美国Backman公司产品; 病毒rAAV-AFP由美

国阿肯色大学医学院基因治疗中心提供, 病毒

滴度(拷贝数)为1×1013个病毒颗粒/L. DC的诱

导采取已建立的方法[5]并做部分改进, 简述如下: 
取健康志愿者外周血常规分离获得单个核细胞

以AIM-V无血清培养液悬浮后, 加入6孔板(每
孔2.5 mL), 在37℃, 50 mL/L CO2培养箱中温浴

4 h, 分别获得贴壁与非贴壁细胞, 贴壁细胞每孔

加入rhGM-CSF, 终浓度为8×105 U/L, AIM-V无

血清培养液2.5 mL, 随后加入终浓度为1×1011

个病毒颗粒/L的rAAV-AFP为rAAV-AFP-DC组, 
并另设一组不加rAAV-AFP组为N-rAAV-AFP-
DC组, 12 h后洗去载体病毒, 加入同上的完全

培养液, 培养3 d半量换液, 加入IL-4, 终浓度1×
106 U/L, 第5天全量换液, 第6天加入TNF-α, 终浓

度20 mg/L, 7 d DC细胞成熟.
1.2 方法 

1.2.1 rAAV-AFP对DC生长的作用 收集培养过程

中的DC, 以倒置显微镜观察, 每天均以苔盼蓝拒

染法计数总的细胞数与活细胞数, 计算出活DC
比率. 
1.2.2 流式细胞仪分析成熟DC的表型 收集培养

7 d的DC, 计数, 细胞悬液浓度应≥105, 分别取

细胞悬液500 mL加入各测定管中, 用PE或FITC
标记的抗体4℃孵育40 min, PBS洗2次, 送流式

细胞仪上检测rAAV-AFP感染DC前体的效率及

CD80, CD86, CD83, CD40, CD1a, HLA-DR的
表达. 
1.2.3 混合淋巴细胞反应(MLR) 取上述外周血

分离非贴壁细胞置培养瓶中, 用含终浓度2×
105 U/L的rhIL-2, 100 mL/L人AB血清的RPMI 
1640培养液于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养. 
待DC成熟后, 将非贴壁细胞加在37℃预温的尼

龙毛上, 37℃, 50 mL/L CO2孵育30 min后, 经预

温的RPMI 1640轻轻洗出细胞, 所获细胞作为T
细胞备用. 分别取培养7 d的rAAV-AFP-DC组以

及培养同样长时间N-rAAV-AFP-DC组用25 mg/
L的丝裂霉素C在37℃孵育45 min, PBS液洗3
次, 用AIM-V培养基悬浮. 分别以2×104/孔、1

■研发前沿
基因疫苗因其明
确的靶向性, 稳定
的产量估计会成
为DC疫苗发展的
方向, 利用病毒载
体介导基因转移, 
以其高效和良好
的靶向性已成为
基因治疗中应用
最广泛的方法.
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×104/孔、5×103/孔和2.5×103/孔, 将DC加入96
孔板中, 每组各3个复孔, 每孔再加入自体T细胞

1×105细胞/孔, 终体积为200 µL. 37℃, 50 mL/L 
CO2培养96 h. 终止培养前18 h加入3H-TdR, 终
浓度为37 MBq/L, 同时设淋巴细胞对照组及本

底组. 收集细胞, 液闪计数仪检测dpm值, 并计

算刺激指数SI, SI = (实验组dpm值-本底组dpm
值)/(对照组dpm值-本底组dpm值), 结果用3孔均

值表示. 
1 . 2 .4  C T L杀伤效应的测定  A F P高表达的

Bel-7402细胞株为靶细胞, 将自体T淋巴细胞分

两组, 按20∶1分别加入25 mg/L的丝裂霉素C处
理后的两组DC混合培养4 d作为效应细胞, 然
后将靶细胞分别接种在96孔培养板(均为1×104

个/孔), 效应细胞和靶细胞按80∶1, 40∶1, 20∶
1, 10∶1分别与两组效应细胞混合, 每个比例5
复孔. 37℃, 50 mL/L CO2培养箱中温浴12 h后
加入终浓度为0.5 mg/L MTT, 继续孵育6 h, 每
孔加盐酸化异丙醇100 μL, 静置5 min后酶标仪

测570 nm波长的A值. 杀伤率% = [1-实验孔A值

/(T细胞A值+靶细胞A值)]×100%, 取平均值.
统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件包进行

处理, 数据以mean±SD表示, 用χ2检验、t检验

判断差别的显著性.

2  结果

2.1 D C的形态学观察和计数  倒置显微镜下 , 
rAAV-AFP-DC组仍保持典型DC生长过程的变

化, 培养初可见多数圆形贴壁细胞, 培养3 d后
观察到细胞表面伸出毛刺样突起, 细胞数目明

显增多, 体积增大, 呈集落样生长, 培养7 d后, 
集落分散, 细胞悬浮生长, 分布较均匀, 可见典

型的树枝状突起, 并与N-rAAV-AFP-DC组的活

细胞比率之间无显著性差异(P >0.05, 图1).
2.2 rAAV-AFP感染DC前体的效率 流式细胞仪

分析rAAV-AFP感染DC前体细胞后, AFP阳性细

胞率为77.7%, 此结果也说明AFP在DC前体细胞

内表达良好. 
2.3 成熟DC的表型分析 FACS分别检测两组DC
表面分子的表达, 可见转染rAAV-AFP后对成熟

DC表型无影响(P >0.05, 表1).
2.4 MLR测定 rAAV-AFP-DC组与N-rAAV-AFP-
DC组之间SI值无显著性差异(P >0.05, 图2), 仍保

持较强的刺激自体T细胞增殖的能力.
2.5 CTL活性检测 在针对Bel-7402细胞株的杀伤

实验中, rAAV-AFP-DC组与N-rAAV-AFP-DC组
之间在效靶比为80∶1, 40∶1, 20∶1时CTL活性∶1, 40∶1, 20∶1时CTL活性1, 40∶1, 20∶1时CTL活性∶1, 20∶1时CTL活性1, 20∶1时CTL活性∶1时CTL活性1时CTL活性

差异有显著性(P <0.01, 表2).

3  讨论

树突状细胞(DC)由于处于免疫应答核心地位, 
近年来受到广泛关注. 目前对肝细胞癌(HCC)肿
瘤特异性抗原还不了解, 所以在如何提高DC递
呈肝癌相关性抗原的效率成为亟待解决的问题. 

■创新盘点
目前以AFP作为
肝癌基因治疗和
免疫治疗靶点的
DC疫苗中 ,  国内
尚无使用腺相关
病毒载体的报道.

     

表  1  DC表型的FACS分析 (%, mean±SD, n  = 5)

DC	                               CD83	    CD86	           CD80	   CD40	            CD1a	  HLA-DR

rAAV-AFP-DC	       6.90±2.90     87.72±6.00     6.97±2.65     37.21±9.60     41.22±6.50       89.02±8.04

N-rAAV-AFP-DC	       7.65±3.21     90.75±3.51     7.29±2.03     40.12±6.86     43.06±10.97     88.88±6.29

图  1  rAAV-AFP对活DC百分率的影响.
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图  2  成熟DC转染rAAV-AFP体外激发自体T细胞增殖情况.

■应用要点
本文为rAAV-AFP
转染DC的进一步
研究提供了可行
性依据, 也为最终
用于临床提供重
要参考.
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人们对AFP与HCC之间关系作了基础和临床研

究后, 认为AFP是肝癌细胞特异性表达的, 或由

正在发生突变的肝细胞表达的[6]. 由于AFP在抗

肿瘤过程中的负面作用, 致使以AFP结构本身作

为肝癌生物治疗靶点的设想, 一直未能付诸实

施, Vollmer et al [7]发现个体发育中T细胞库内对

人类AFP的特异性CTL克隆并未清除, 适当条件

或方法可使之激活, 所以AFP可成为HCC特异性

免疫治疗的靶抗原. 利用自体肝癌细胞抗原致

敏DC, 由AFP筛选出的抗原肽以及以痘苗病毒

为载体负载AFP的肿瘤疫苗, 均可强有力的诱发

T细胞免疫反应[8-10]. 基因转染DC的方法因其明

确的靶向性, 稳定的产量估计会成为DC疫苗发

展的方向. AFP-cDNA真核表达载体转染人类和

小鼠DC的研究已取得了明确的进展[11-12]. 基因

转移载体的选择上, 除了要求抗原基因能成功

转移外, 还要能长期稳定表达. 相比较而言, 利
用病毒载体介导编码基抗原修饰DC细胞因具有

能持续表达、提供更广谱MHC限制性表位的优

势而更受到青睐. 重组腺相关病毒(rAAV)载体

是介导基因转移和基因治疗常用的载体系统之

一, 他以其位点特异性的整合能力、自然缺陷

以及无致病原性, 被认为是最有前景的DC治疗

抗原载体. 此外, 在与腺病毒载体比较中, 他表

现出了既无自身免疫原性[13], 转染效率又不低于

前者的优势[14]. 
L iu e t a l [15]以rAAV携带乳腺癌肿瘤抗原

BA46, 在DC表面获得良好表达, 明确证实已整

合到DC染色体上, 并诱导出强大而特异的CTL
效应, 结果令人鼓舞. 我们将靶向性比较明确的

AFP抗原基因转染体外诱导扩增的DC, 并使DC
将抗原递呈给初始T细胞, 旨在了解负载AFP的
rAAV转染DC后是否仍能保持原有的形态、表

型和刺激自体T细胞增殖的能力. 实验结果显示, 
77.7%的DC能表达AFP蛋白, 说明rAAV能够高

效介导AFP抗原基因在DC中的表达. 转染后成

熟的DC表面特征性分子表达率保持较高水平, 
仍保持较强的刺激淋巴细胞增殖的能力, 并且

成熟DC转染前后形态无改变, 也无明显免疫抑

制及自身细胞毒作用. AFP抗原基因转染的DC
诱导的CTL效应显著高于对照组. 以上均提示以

AFP为靶抗原, DC通过rAAV载体转染治疗AFP
相关性肿瘤的可行性. 
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来源树突状细胞
(DC), 并检测转染
对成熟DC表型、

DC的刺激自体淋
巴细胞增殖的能
力以及CTL反应
的影响, 有一定学
术及实用价值.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


