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Abstract
AIM: To explore whether hepatitis B virus (HBV) 
antigen gene-modified dendritic cells (DCs) are 
able to induce a specific cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) response.

METHODS: Three recombinant adenoviruses, 
Ad-HBs, Ad-HBe and Ad-HBc (carrying HBsAg, 
HBeAg and HBcAg genes respectively), were 
prepared and transfected into DCs generated 
from cord blood. The efficacy of transfection was 
observed through the expression of enhanced 
green fluorescent protein (EGFP) in DCs and 
the expression of HBV antigen were detected by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
HBV antigen gene-modified DCs were co-
cultured with T lymphocytes from cord blood 
and the proliferation of T cells were detected us-
ing mixed lymphocyte reaction (MLR). Lactate 
dehydrogenase (LDH) release assay was car-
ried out to assess the killing ability of CTL cells 
against HepG222.1.5 cells.

RESULTS: HBV antigen genes were expressed 
in DCs with a high efficacy by recombinant 
adenoviral vector. EGFP were observed in 90% 
transfected DCs and DCs kept their typical 
forms after transfection. The titers (absorbance) 
of HBsAg and HBeAg were 0.919 and 0.328, re-
spectively, in the culture supernatant 72 h after 
transfection. The result of MLR showed that 
HBV gene-modified DCs effectively stimulated 
naive T lymphocytes to proliferate. There was 
no significant difference among Ad-HBs, Ad-
HBe, Ad-HBc transfection group and normal 
group (F = 1.194, P = 0.389). The specific CTL 
cells generated by HBV antigen gene-modified 
DCs had obvious cytotoxity against HepG222.1.5 
cells, and the cytotoxity in Ad-HBs, Ad-HBe, 
Ad-HBc transfection group was significantly 
higher than that in normal group (all P < 0.001). 
The cytotoxity in Ad-HBc transfected group was 
the strongest.

CONCLUSION: HBV gene-modified DCs are 
able to effectively stimulate naive T lymphocytes 
to proliferate and enhance the specific CTL re-
sponse at the same time, showing its promising 
future for developing anti-viral vaccine.
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摘要
目的: 探讨腺病毒载体介导HBV抗原基因修
饰的树突状细胞(DCs)诱导抗HBV特异性CTL

®

■背景资料
HBV感染常导致
慢性持续感染, 有
研究表明, 慢性乙
型肝炎产生免疫
耐受的原因之一
是患者体内抗原
提呈细胞, 尤其是
树突状细胞(DCs)
数量减少和功能
存在缺陷, 不能将
抗原信号有效提
呈给机体的免疫
系统而发挥免疫
清除效应. 通过提
高DCs的抗原提
呈功能, 诱导出更
强有力的特异性
免疫应答反应, 已
成为抗病毒和抗
肿瘤免疫治疗的
新途径.
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反应. 

方法: 制备携带HBsAg、HBeAg和HBcAg
基因的3种重组腺病毒Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-
HBc, 分别转染自脐带血体外诱导培养的DCs, 
观察腺病毒转染DCs效率和DCs中HBV抗原
的表达; 混合淋巴细胞反应(MLR)测定HBV抗
原基因修饰DCs刺激同种异体T淋巴细胞增殖
能力; 乳酸脱氢酶释放法检测特异性CTL细胞
对HepG222.1.5靶细胞的杀伤能力. 

结果: 腺病毒载体能够高效介导HBV三个抗
原基因在DCs中表达, 90%以上DCs表达示踪
基因EGFP, 且DCs细胞形态完整; 感染后72 h 
HBsAg和HBeAg含量分别为0.919和0.328(吸
光度A 值). MLR实验显示, HBV抗原基因修
饰DCs仍然具有刺激同种异体T细胞的增殖
能力, Ad-HBs转染DCs组、Ad-HBe转染DCs
组、Ad-HBc转染DCs组和未转染DCs组之间
刺激T细胞的增殖水平无明显差异(F  = 1.194, 
P  = 0.389); 在E∶T比例为2∶1, 10∶1和25∶1
时, Ad-HBs转染DC组、Ad-HBe转染DCs组和
Ad-HBc转染DCs组对HepG222.1.5细胞的杀伤
率均明显高于未转染DCs组(P <0.001); 以Ad-
H B c转染D C组对H e p G222.1.5细胞杀伤率
最高.

结论: HBV抗原基因修饰DCs疫苗具有刺激
同种异体T细胞增殖能力, 同时能增强抗HBV
特异性CTL反应的能力, 可能发展为一种新型
抗病毒疫苗.

关键词: 乙型肝炎病毒; 抗原; 树突状细胞; T淋巴

细胞; 细胞毒性; 腺病毒载体
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0  引言

在HBV感染中, 由于机体不能产生有效的细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)反应, 常导致HBV慢性持

续感染. 有研究表明, 慢性乙型肝炎产生免疫耐

受的原因之一是患者体内抗原提呈细胞, 尤其

是树突状细胞(DCs)数量减少和功能存在缺陷, 
不能将抗原信号有效提呈给机体的免疫系统而

发挥免疫清除效应[1-6]. 通过提高DCs的抗原提呈

功能, 诱导出更强有力的特异性免疫应答反应, 
已成为抗病毒和抗肿瘤免疫治疗的一种新途

径[7-10]. 我们利用整合HBV基因组的HepG222.1.5

为细胞模型 ,  通过携带有编码H B V抗原基因

的重组腺病毒载体的介导, 探讨腺病毒介导的

HBV抗原基因修饰的DCs能否诱导产生特异性

抗感染免疫反应, 为以DCs为基础肝炎病毒免疫

治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 携带HBsAg, HBeAg和HBcAg基因的

复制缺陷型重组腺病毒Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-
H B c由本室构建 [11];  重组人粒细胞巨噬细胞

集落刺激因子(r h G M-C S F)、重组人白介素

-4(rhIL-4)、重组人白介素-2(rhIL-2)和重组人

肿瘤坏死因子(rhTNF-α)购自德国ReliaTech公
司; 丝裂霉素C(mitomycin C)、G418和四甲基偶

氮唑蓝(MTT)购自Sigma公司; Cytotox96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay试剂盒(乳酸脱氢

酶法)购自Promega公司; 细胞因子IL-12、IL-10
和IFN-γ ELISA检测试剂盒购自深圳晶美生物公

司; HBsAg ELISA检测试剂购于荷兰欧嘉隆公

司, HBeAg ELISA检测试剂购于厦门新创公司;  
HepG222.1.5细胞系由第一军医大学附属南方医

院感染科骆抗先教授惠赠. 脐带血树突状细胞

的体外培养和鉴定参见文献[12]. 于培养第12天, 
收集悬浮细胞, 进行电镜观察, 并在流式细胞仪

上进行DC表面分子检测.
1.2 方法 

1.2.1 重组腺病毒介导HBV抗原基因转染DCs 收
集12 d的DCs, PBS液洗2次, 细胞计数, 调整至

2.5×106/孔于24孔培养板上, 分别加入重组腺病

毒Ad-HBs, Ad-HBe和Ad-HBc感染DCs (MOI值
为80), 50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育1 h后加完

全RPMI 1640培养液继续培养, 同时设1孔未转

染Ad的DCs作对照. 6 h后, 收集并洗涤2次, 去除

多余的病毒, 再加含细胞因子的完全RPMI 1640
培养液继续培养48-72 h, 于荧光显微镜下观察

DCs中EGFP表达, ELISA检测培养上清中HBsAg
和HBeAg的含量. 
1.2.2 同种混合淋巴细胞反应(MLR) 取脐带血

20 mL, 经淋巴细胞分离液密度梯度离心后分

离获得单个核细胞, 加完全RPMI 1640培养液, 
50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育2 h后去除贴壁

的单核巨噬细胞, 收集未贴壁细胞, 用免疫磁珠

负选法去除B淋巴细胞, 收集获得T淋巴细胞即

反应细胞. 取3种腺病毒介导HBV抗原基因修饰

的DCs, 加入丝裂霉素C, 终浓度为50 mg/L, 于
50 mL/L CO2, 37℃孵箱中孵育45 min, PBS洗

■研发前沿
DCs抗HBV感染
已经成为抗病毒
免疫治疗的研究
新 热 点 ,  但 目 前
多使用多肽抗原
刺激DCs以提高
抗原提呈能力, 但
多肽存在严格的
MHC限制性 ,  且
抗原多肽的半衰
期仅为2-10 h, 要
诱导出高水平的
持久的抗病毒免
疫效应, 则需要反
复多次回输抗原
多肽体外致敏的
DCs.
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2次, 完全RPMI 1640培养液悬浮, 作为刺激细

胞. 分别以2×105, 4×104, 2×104细胞/孔加入96
孔平底培养板中, 每组设3个复孔, 每组再加入

2×105/孔的上述制备的T淋巴细胞, 总体积为

200 μL, 50 mL/L CO2, 37℃孵育箱培养96 h. 另
取PBMC作为DC阴性对照组. 采用MTT法检测T
淋巴细胞增殖能力, 方法: 培养结束前6 h, 吸去

孔中的培养液, 加入新鲜培养液100 μL, 再加入

5 g/mL的MTT 25 μL, 轻轻混匀各孔, 50 mL/L 
CO2, 37℃孵育箱继续孵育4-6 h. 吸去孔中培养

液, 使体积小于50 μL, 加入DMSO 150 μL, 振
荡混匀10 min, 于620 nm检测吸光度(A值). 计
算刺激指数(stimulating index, SI) = (实验组A值

-本底A值)/(对照组A值-本底A值), 结果以3孔的

均值表示. 另收集混合淋巴细胞反应培养96 h
后的上清, 用ELISA试剂盒检测上清中的细胞因

子IL-12, IL-10和IFN-γ含量. 
1.2.3 CTL细胞体外杀伤活性的检测 采用乳酸

脱氢酶释放法[13]. 在24孔培养板中加入培养成

熟的DCs (12 d), 分别以MOI = 80的重组腺病

毒液Ad-HBs, Ad-HBe, Ad-HBc转染, 48 h后按

2×106/孔加入分离的T淋巴细胞, 加入含rhIL-
25 kU/L, rhGM-CSF 50 μg/L, rhIL-4 25 μg/L, 
rhTNF-a 5 μg/L完全RPMI 1640培养液, 50 mL/L 
CO2, 37℃孵箱培养, 隔天半量换液, 继续培养至

第8天, 离心收集细胞作为效应细胞. 用胰酶消

化传代HepG222.1.5细胞(靶细胞), 按5×103/孔加

入96孔培养板中, 添加培养液至体积200 μL, 培
养过夜. 按效应细胞∶靶细胞比例分别为2∶1, 
10∶1和25∶1加入效应细胞于上述制备的靶细

胞中, 每组设3个复孔. 同时设4个对照: 靶细胞

最大释放组、体积校正对照组、背景对照组和

自然释放组. 于50 mL/L CO2, 37℃孵育箱孵育

4 h, 在孵育结束前45 min, 靶细胞最大释放组

和体积校正对照组中加入裂解液10 μL. 之后每

孔吸取上清50 μL于另一96孔酶标板中, 再加入

底物混合液50 μL, 室温反应30 min, 加入50 μL
终止液, 混匀后于490 nm测定A值. 计算靶细胞

杀伤率(%) = (实验组释放-效应细胞自发释放-
靶细胞自发释放)/(靶细胞最大释放-靶细胞自发

释放)×100%.
统计学处理 数据用SYSTAT统计软件进行

处理, 组间比较采用双因素方差分析F检验.

2  结果

2.1 重组腺病毒介导的HBV抗原基因转染DCs 

通过倒置荧光显微镜下观察显示, 3个重组腺病

毒Ad-HBs, Ad-HBe和Ad-HBc感染DCs后48 h, 
约90%以上DCs表达示踪基因EGFP, 且形态正

常, 具有典型树突样突起(图1). 用MOI = 80的
Ad-HBs和Ad-HBe重组腺病毒液感染2.5×106

的DCs, 用ELISA检测培养液上清HBV抗原基因

表达的HBsAg和HBeAg的分泌, 结果于感染后

48 h HBsAg和HBeAg含量分别为0.719和0.161 
(A值), 72 h上升为0.919和0.328. 表明重组腺病

毒已经有效介导HBV抗原在DCs中表达. 为观察

重组腺病毒介导HBV抗原基因修饰的DCs抗原

提呈能力的变化, 我们进行同种混合淋巴细胞反

应试验, 结果显示, 在DCs∶T比例为1∶1, 1∶5和
1∶10时, HBV 3种抗原基因修饰DCs仍然具有

很强的刺激同种异体T细胞的增殖能力. 经双因

素方差统计分析, Ad-HBs转染DCs组、Ad-HBe
转染DCs组、Ad-HBc转染DCs组和未转染DCs
组之间刺激T细胞的增殖水平无明显差异(F = 
1.194, P = 0.389>0.05, 图2). 
2.2 细胞因子的检测  MLR反应上清中IL-12产量

以Ad-HBc转染DCs组最高, 为115±16.1 ng/L, 
未转染DCs组、Ad-HBs转染DCs组和Ad-HBe转

■创新盘点
本实验制备3种分
别携带HBV抗原
基因和绿色荧光
蛋 白 ( G F P ) 的 重
组非复制型腺病
毒 ,  采 用 脐 带 血
来源分离诱导培
养DCs, 并用腺病
毒介导HBV抗原
转染DCs, 成功制
备脐带血来源的
DCs治疗性疫苗, 
目前国内外文献
还未见报道.

图  1  重组腺病毒Ad-HBs转染DCs后EGFP表达和形态. A: 

Ad-HBs转染DCs的效率(×400); B: DCs转染后的细胞形态

(×600).
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图  2  DCs刺激同种异体T淋巴细胞增殖.
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染DCs组IL-12产量差异不明显. IFN-γ分泌量在

上述4组之间差异也不明显; IL-10产量以未转染

DCs组最高, 为120±21.4 ng/L, 而Ad-HBc转染

DCs组最低, 为80±20.7 ng/L(表1).
2.3 HBV抗原基因修饰DCs诱导特异性CTL活

性 HBV抗原基因修饰DCs诱导的CTL对靶细胞

HepG222.1.5具有明显的杀伤活性(图3). Ad-HBs
转染DCs组、Ad-HBe转染DCs组和Ad-HBc转染

DCs组对HepG222.1.5细胞的杀伤率明显高于未

转染DCs组(P <0.001); 除Ad-HBs转染DCs组和

Ad-HBe转染组之间对HepG222.1.5细胞杀伤率

无明显差异(F  = 0.534, P = 0.493>0.05)外, 其他

各组之间均有明显差异(P <0.01), 以Ad-HBc转染

DCs组杀伤HepG222.1.5细胞率最高.

3  讨论

树突状细胞是目前所知的功能最强的专职抗原

提呈细胞, 也是唯一能够激活初始T淋巴细胞的

抗原提呈细胞. 近年来体外大量扩增DCs的方法

日益成熟, 使DCs用于抗感染免疫和抗肿瘤免疫

治疗受到重视. 通过在体外扩增DCs的同时采用

肿瘤或病毒抗原冲击致敏DCs, 提高DCs的抗原

提呈能力, 诱导抗原特异性免疫反应来清除肿

瘤细胞或病毒感染. 如何使成熟DCs负载肿瘤或

病毒抗原, 是能否诱导特异性CTL产生的关键

所在. 现已经有的方法有: 抗原蛋白或多肽片段

与DCs共培养[14-16], 病毒载体(腺病毒、逆转录病

毒、痘苗病毒等)介导[17-18], 裸DNA通过化学或

物理方法转染[19]. DCs是一种终末期细胞, 用化

学和物理方法转染外源基因的效率低; 逆转录

病毒载体能携带外源基因整合进靶细胞的基因

组内, 使目的基因长期稳定表达. 但是, 由于外

源基因的插入有导致基因突变的危险, 因此存

在潜在的遗传毒性. 此外, 逆转录病毒只能感染

分裂增殖期的细胞, 且繁殖滴度低, 用逆转录病

毒载体介导目的基因转染DCs, 效率较低[20]. 腺
病毒具有转染宿主细胞广泛、能够感染静止期

细胞的特点 ,  采用腺病毒载体介导基因修

饰D C s ,  已经成为转染D C s的首选病毒载

体[18-19,21-22]. 我们用腺病毒E1, E3缺陷型重组腺病

毒介导HBV抗原基因转染成熟DCs, 在MOI为80
时, 90%以上的DCs能够表达HBV抗原蛋白, 说
明腺病毒载体能够高效介导目的基因转染DCs, 
转染前后DCs形态无明显改变, 也无明显毒副作

用. 同时, 转染后成熟DCs仍然具有较强的刺激

同种异体T淋巴细胞增殖能力和分泌细胞因子

IL-12的能力, 说明重组腺病毒不影响DCs的各

种功能. 提示腺病毒载体是介导目的基因转染

DCs效率最高、较理想的载体. 
在体外培养的条件下, 经过HBV多肽抗原

或蛋白质等抗原激活DCs, 制备特异的DCs疫苗

在体内外能诱导特异的抗体和CTL效应[23-25]. 但
多肽存在严格的MHC限制性, 且抗原多肽的半

衰期仅为2-10 h, 若要诱导出高水平的持久的

抗病毒免疫效应, 则需要反复多次回输抗原多

肽体外致敏的DCs. 将病毒抗原基因导入DCs, 
可不受MHC限制, 能够提供更有效的抗原表位, 
使DCs持续表达抗原基因产物, 从而诱导特异

性CTL反应. 在DCs疫苗抗肿瘤治疗研究中发

现, 利用基因转导方法, 以编码肿瘤抗原基因载

体对DCs骨髓前体细胞进行转导, 再辅以GM-
CSF和IL-4培养, 能产生大量表达TAA或TSA
的DCs[26]. 这种DCs在动物模型中能诱导抗原

特异的CTL反应, 减少肿瘤肺转移率, 延长生存

期. HBV的3个抗原都具有很强的免疫原性, 具
有潜在T淋巴细胞激活表位, 能介导CTL细胞发

挥抗HBV作用. 我们通过腺病毒介导HBsAg、
HBeAg和HBcAg基因于DCs中, 显示三者均可以

诱导产生特异性CTL反应, 高于未用HBV抗原
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图  3  HBV抗原基因修饰DCs诱导CTL的细胞杀伤活性.

     

表  1  ELISA检测MLR中细胞因子IL-12、IFN-γ和IL-10含量
(mean±SD)

DC                              IL-10                 IL-12b             IFN-γ

Normal             120.2±21.4     30.5±4.6     62.5±6.4

Ad-HBs           105.7±30.8     40.3±8.5     50.5±10.6

transferred

Ad-HBe             95.4±13.6    46.0±2.3     60.2±6.2

transferred

Ad-HBc             80.6±20.7   115.8±16.1   65.6±11.2

transferred

bP<0.01.

■应用要点
用重组腺病毒介
导HBV抗原基因
修 饰 D C s ,  体 外
成功诱导特异性
CTL反应, 为DCs
预苗的抗HBV慢
性感染的临床治
疗提供了实验基
础, 也为HBV治疗
提供一种新的治
疗手段和思路, 将
造福千千万万的
HBV感染者.
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基因刺激DCs的对照组. 在介导CTL反应中, 以
HBcAg组作用最强, HBsAg、HBeAg次之, 与文

献报道相近似[27-28]. 造成诱导的CTL反应强弱不

等的原因, 一是在HBV抗原系统中, 以HBcAg
具有最强的T淋巴细胞刺激表位, T淋巴细胞免

疫原性最强; 另外, 我们选择HepG222.1.5细胞

作为攻击的靶细胞, 经ELISA检测发现, 该细

胞株HBsAg的表达较弱, 而HBeAg和HBcAg的
表达较强. 检测MLR和诱导CTL生成上清液中

IL-12、IFN-γ分泌水平也显示, Ad-HBc组刺激T
淋巴细胞分泌IL-12水平最高, 因而其介导的特

异性细胞免疫反应最强. 本研究结果初步显示, 
用携带H B V抗原基因的腺病毒作为载体转染

DCs, 不但可以使DCs得到高效转染, 而且可持

续表达该抗原, 使抗原在DCs内得到有效加工处

理, 以多个抗原表位提呈给T淋巴细胞, 可以产

生特异性抗HBV感染免疫反应, 表明DCs疫苗可

能发展成为一种新型抗HBV感染的治疗性疫苗.  
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.


