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Abstract
AIM: To investigate the anti-tumor effect of 
cytotoxic T lymphocytes (CTLs) in vitro induced 
by human dendritic cells (DCs) sensitized with 
pancreatic carcinoma cell lysate on the primarily 
cultured autogenous cells.

METHODS: Pancreatic carcinoma cells from 6 
patients were lysed as tumor antigens. T cells 
and DCs were separated from peripheral blood. 
The anti-tumor effects of CTLs induced by DCs 
sensitized with tumor antigens on the primarily 
cultured autogenous cancer cells were observed 
by Cr51-release assay. CTLs pulsed by normal 
DCs or DCs sensitized with pancreatic cancer 
cell Panc1 lysate were used as negative or anti-
gen control, respectively�.

RESULTS: The killing rates of CTLs for each 
case in the experimental group were from 
69.05% ± 15.79% to 88.05% ± 15.34%, while in the 
antigen controls they were from 43.08% ± 6.92% 

to 67.30% ± 8.91%, both of which were much 
higher than that in negative control (P < 0.01). 
In addition, the killing rates between the experi-
mental and antigen control group were signifi-
cant (P < 0.05).

CONCLUSION: CTLs induced by DCs pulsed 
with pancreatic carcinoma cell lysate have spe-
cific cytotoxic effects on the autogenous pancre-
atic carcinoma cells.
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摘要
目的: 研究胰腺癌细胞冻融物致敏树突状细
胞(DC)诱导的细胞毒性T细胞(CTL)对原代培
养的自体胰腺癌细胞的杀伤作用. 

方法: 从6例手术切除的胰腺癌组织中分离胰
腺癌细胞, 反复冻融获得肿瘤抗原; 以该肿瘤
抗原致敏外周血DC, 诱导T细胞转变为CTL; 
采用Cr51释放法观察CTL对原代培养的自身胰
腺癌细胞的杀伤活性, 分别以来源于胰腺癌细
胞株Panc1的肿瘤抗原致敏DC和未致敏DC刺
激的CTL作为抗原对照和阴性对照. 

结果: 实验组CTL对自身细胞的杀伤活性为
69.05%±15.79%→88.05%±15.34%, 抗原
对照组CTL的杀伤活性为43.08%±6.92%→

67.30%±8.91%, 两组CTL杀伤率均显著高于
阴性对照组(P <0.01); 而实验组与抗原对照组
相比, 前者的杀伤活性显著高于后者(P <0.05).

结论: 胰腺癌细胞冻融物致敏的DC疫苗可以
诱导T细胞产生高效的针对自体癌细胞的细
胞毒效应; 新鲜肿瘤组织来源的胰腺癌细胞
比传代的Panc1细胞具有更好的抗原性.

关键词: 树突状细胞; 细胞毒性T淋巴细胞; 胰腺癌

细胞; 细胞毒效应
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■背景资料
胰腺癌是恶性程
度最高的肿瘤之
一, 预后极差, 传
统的治疗方法对
胰腺癌的疗效及
预后无明显改善, 
而应用免疫生物
学手段治疗胰腺
癌则有望成为改
善胰腺癌疗效及
预后的一条有效
途径.
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0  引言

树突状细胞(dendritic cells, DCs)在启动抗肿瘤

免疫中起关键作用. 研究表明, 肿瘤抗原激活的

DC诱导的抗肿瘤免疫在体外细胞实验及动物

实验中均表现出良好的抗肿瘤作用. 我们从胰

腺癌患者的外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)培养、扩增DC, 观察胰

腺癌组织细胞冻融物致敏DC诱导的细胞毒性T
淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)对胰腺

癌的抗肿瘤效应. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌患者6例分别为我院住院患者, 
年龄范围56-76(平均65.2)岁. 手术切除的肿瘤组

织病理学诊断均为胰腺导管细胞癌, RPMI 1640
培养液为Gibco公司产品; rhGM-CSF, rhIL-4为
Promega公司产品; Na2Cr51O4购自Amersham公

司; 淋巴细胞分离液、胶原酶均购自欣经科公

司. 胰腺癌细胞株Panc1购自中国医学科学院基

础医学研究所细胞中心, 常规培养于含100 mL/L
胎牛血清的RPMI 1640培养液中. 无菌条件下收

集肿瘤组织, 切成小块置于含抗生素的培养液

中, 胶原酶消化后分离胰腺癌细胞. 将细胞分为

两部分: 一部分作为肿瘤细胞抗原, 另一部分细

胞进行原代培养, 备作细胞毒实验用.
1.2 方法 将上述从肿瘤组织中分离的胰腺癌

细胞及Panc1细胞用液氮快速冷冻-室温慢融方

式, 反复冻融3-4次, 镜下见细胞完整性破坏后

终止冻融, 16 000 g离心30 min, 收集上清, 无菌

微孔滤膜过滤后, 即为肿瘤组织冻融抗原. 以
Bradford法对冻融抗原进行蛋白定量, 冻存备

用. 以Thomas et al [1]改良的方法分离及纯化胰

腺癌患者外周血DC, 主要步骤如下: 抽取胰腺

癌患者外周静脉血10 mL, 用淋巴细胞分离液分

离PBMC; 悬浮于含100 mL/L AB血清的RPMI 
1640完全培养基中, 加入24孔板(每孔2×106细

胞); 在 37℃, 5% CO2培养箱中温育2 h, 分别获

得悬浮细胞与贴壁细胞. 将悬浮的PBMC在聚丙

烯Petri皿中培养, 选择性除去巨噬细胞; 以尼龙

毛过滤除去B细胞; 再与L2亮氨酸-L2亮氨酰甲

酯共同培养选择性除去其中的NK细胞及细胞

毒性T细胞, 余下细胞则主要为T淋巴细胞. 对于
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贴壁细胞, 每孔加入含rhGM-CSF (1000 U/mL), 
rhIL4 (1000 U/mL), 100 mL/L AB血清的RPMI 
1640完全培养液1 mL; 每2 d半量换液, 并加入

半量细胞因子, 保持细胞因子浓度不变. 3-4 d
后, 贴壁细胞变成悬浮的、具有突起的未成熟

DC. 培养第5天, 将每群DC分为两组, 一组加入

20 μg/mL其自身来源的肿瘤抗原冻融物(自身

细胞致敏DC组), 另一组加入等量Panc1细胞冻

融物(细胞系致敏DC组), 然后继续培养; 第7天
收集悬浮细胞, 即为具有递呈抗原能力的致敏

DC. 细胞毒效应按照自身肿瘤抗原致敏自身DC
→诱导自身CTL→杀伤自身肿瘤细胞的方案进

行, 分别以细胞系致敏DC及未致敏DC诱导的

CTL作用组作为抗原对照组(Ag control)和阴性

对照组(negative control). 具体采用4 h 51Cr释放

法检测CTL的抗肿瘤效应: (1)效应细胞: 将分离

的外周血T细胞, 培养7 d后按照DC∶T = 1∶10
的比例分别加入自身细胞致敏DC、细胞系致敏

DC及未致敏DC, 继续培养3-4 d后收集T细胞, 此
即为效应细胞CTL. (2)靶细胞: 分别收集1×106 
Panc1以及从6例肿瘤组织中分离获得的胰腺癌

细胞(编号S1-S6), 重悬于0.5 mL不含碳酸氢钠

的完全培养液. 加入3.7 MBq 51Cr铬酸钠, 37℃水

浴中标记1 h, 洗涤细胞三次, 调整细胞浓度为5
×104/mL. (3)细胞毒效应: 向96孔板加入靶细胞, 
每孔100 μL. 按效应细胞∶靶细胞 = 50∶1的比

例向各孔加入100 μL不同效应细胞. 每组均设

3个复孔, 阴性对照孔(自发释放)只加100 μL完
全培养液, 阳性对照孔(最大释放)加100 μL 1% 
NP40 (v/v). 将96孔板置37℃培养4 h后, 1000 g
离心培养板10 min, 每孔吸取100 μL上清在液闪

计数仪上测定每分钟放射活性(cpm值). 细胞杀

伤活性按以下公式计算: CTL活性(%) = [(实验

组cpm-自发释放cpm)/(最大释放cpm-自发释放

cpm)]×100%.
统计学处理 采用SPSS统计软件, 所有变量

均以mean±SD表示. 变量间差异显著性比较用

方差分析(Student-Newman-Keuls法).

2  结果

以胰腺癌细胞抗原刺激的DC活化T细胞, 使其

转变为CTL, 再通过51Cr释放法检测CTL在体外

对胰腺癌细胞的杀伤作用, 结果显示: 利用从

胰腺癌组织中分离的细胞冻融物作为抗原依

次活化DC和CTL, 其CTL对自身细胞的杀伤活

性为(69.05%±15.79%)-(88.05%±15.34%); 而

www.wjgnet.com

■创新盘点
从患者手术切除
的胰腺癌组织中
分 离 胰 腺 癌 细
胞, 利用其自身的
胰腺癌细胞冻融
物作为抗原激活
DC, 观察活化DC
介导的CTL对患
者自身的胰腺癌
细胞的杀伤效应, 
可为DC疫苗在临
床上的应用提供
更加切实可信的
依据, 这一方案目
前在国内外尚未
见报道.

■研发前沿
D C 能 有 效 激 活
CTL发挥细胞毒
作 用 ,  在 肿 瘤 免
疫治疗中日益受
到 重 视 .  已 有 多
种DC疫苗尝试用
于乳腺癌、前列
腺癌、黑色素瘤
等临床治疗与研
究 .  在 胰 腺 癌 方
面, 目前国外已有
学者利用胰腺癌
细胞冻融物或不
同的免疫分子激
活DC, 进而介导
CTL对胰腺癌细
胞的杀伤作用.
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利用Panc1细胞冻融物作为抗原依次活化DC和
CTL, 其CTL对自身细胞的杀伤活性为(43.08%
±6.92%)-(67.30%±8.91%); 两组CTL杀伤率

均远高于未经抗原刺激的DC活化的CTL作用

组[杀伤率为(2.98%±1.13%)-(6.21%±1.32%), 
P <0.01]. 上述结果说明无论是自身来源的肿瘤

抗原, 还是胰腺癌细胞株来源的肿瘤抗原, 均可

以有效刺激DC, 使其进一步激活CTL, 发挥杀伤

胰腺癌细胞的作用(表1). 
此外, 对同一靶细胞来说, 自身抗原活化

DC介导的CTL对靶细胞的杀伤活性均显著高

于Panc1活化DC介导的CTL的杀伤效力(各组

P <0.05), 显示前者具有更强的细胞毒效应; 反
之, 当以Panc1作为靶细胞时, 从癌组织中分离的

胰腺癌细胞冻融物活化的DC介导的CTL杀伤效

应与Panc1细胞自身冻融物刺激活化的DC介导

的CTL作用相比, 二者无显著差别(表1). 上述结

果提示, 新鲜肿瘤组织来源的胰腺癌细胞比传

代的胰腺癌细胞系Panc1具有更好的抗原性, 因
而可以更有效地激活DC.

3  讨论

DC是目前所知的最有效的激活初始化T细胞的

抗原递呈细胞(antigen presenting cell, APC), 在肿

瘤免疫治疗中日益受到重视[2-3]. 已有多种DC疫
苗尝试用于乳腺癌、脑部肿瘤、前列腺癌、黑

色素瘤等临床治疗与研究[4-5]. 研究表明, 肿瘤细

胞无法被T细胞识别、杀伤是由于荷瘤宿主的

DC功能有缺陷, 无法有效递呈肿瘤抗原所致. 在
胃癌、甲状腺癌、黑色素瘤、肺癌、直肠癌等

的研究中, 肿瘤患者存在DC数量减少及功能缺

陷[6-7]. 本实验应用反复冻融法获取胰腺癌细胞裂

解产物作为胰腺癌全细胞性抗原, 由这些抗原刺

激DC来完成对肿瘤抗原的摄取、加工和递呈. 

本研究利用胰腺癌患者手术切除的肿瘤细

胞冻融物作为抗原激活患者自体DC, 体外观察

活化DC诱导产生的CTL对原代培养的患者自体

胰腺癌细胞的杀伤作用, 结果6例患者的CTL在
体外均显示出了很强的杀伤活性, 这一结果表

明, 患者自体DC经rhGM-CSF, rhIL-4及自体胰腺

癌细胞冻融物共同修饰后, 产生了良好的抗原

递呈作用, 从而能有效激活CTL发挥杀伤作用. 
因此, 如果将自体DC作为疫苗输入患者体内, 则
活化的DC有可能使机体对肿瘤细胞免疫监视作

用的缺陷得以修复, 在体内主动诱导宿主产生

高效特异性的抗胰腺癌免疫应答, 抑制胰腺癌

肿瘤细胞的生长. DC疫苗作为一种临床胰腺癌

辅助治疗手段应具有良好的应用前景.  
在靶细胞相同的情况下, 与以胰腺癌细胞株

Panc1冻融物作为抗原相比, 抗原为自体胰腺癌

细胞诱导产生的DC所激活的CTL具有更高的杀

伤率, 其可能的原因为DC可以从胰腺癌细胞冻

融物中获取全细胞抗原(即能充分获得肿瘤抗原

或肿瘤相关抗原), 完全激活T淋巴细胞, 从而产

生特异性的细胞毒性作用. 
胰腺癌是消化道肿瘤中恶性程度最高的肿

瘤, 其根治性切除术后较高的复发与转移率以

及对传统化疗、放疗不敏感已成为制约胰腺癌

有效治疗的主要障碍[8-9], 必须寻找新的治疗手

段才有可能解决这一问题. 我们的研究结果显

示, 胰腺癌细胞裂解物致敏DC介导的CTL的细

胞毒作用对胰腺癌细胞可以产生特异性的杀伤

作用, 提示活化的DC疫苗可作为肿瘤免疫生物

学治疗的一种崭新模式, 改善晚期胰腺癌的疗

效, 预防胰腺癌根治术后的复发与转移. 
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■同行评价
本研究利用胰腺
癌患者手术切除
的肿瘤细胞冻融
物作为抗原激活
患者自体DC, 体
外观察活化DC诱
导产生的CTL对
原代培养的患者
自体胰腺癌细胞
的杀伤作用, 内容
新颖, 实验方法先
进 ,  结 论 较 为 明
确 ,  文字尚流畅 , 
是一篇较好的实
验研究, 对胰腺癌
临床治疗也有一
定价值.
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