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Abstract
AIM: To construct an adenovira l vector 
expressing human interferon γ (IFNγ) for 
transfecting human monocyte-derived dendritic 
cells (Ad-IFNγ-DC), and then to detect the 
anti-hepatic cancer ability of whole cell lysates 
pulsed Ad-IFNγ-DC acting as adjuvant.

METHODS: The recombinant adenoviral vector 
carrying IFNγ gene (Ad-IFNγ) was constructed 
and transfected into Ad-IFNγ-DC. After trans-
fection, the IFNγ protein expression and cyto-
kines secretion by DC were detected and DC 
phenotypes were assayed with flow cytometry; 
the phagocytic ability of DC was assayed using 
FITC-dextran uptake method. Subsequently, the 
capability of antigen pulsed Ad-IFNγ-DC to pro-
mote T cell proliferation and differentiation was 
detected using 3H-TdR incorporation and RT-
PCR/ELISA method respectively. Finally, the 
ability of T cells to kill HepG2 cells was detected 
with lactate dehydrogenase release assay. 

RESULTS: Ad-IFNγ did not impact the phago-
cytic function of DC 24 h after transfection (F = 
2.31, P = 0.13). DC transfected with Ad-IFNγ ex-
pressed IFNγ protein successfully (P < 0.01). An-
tigen pulsed Ad-IFNγ-DC stimulated T cell pro-
liferation and enhanced expression of interleu-
kin-2 (IL-2) and T-bet from the T cells (P < 0.01). 
Finally, the abilities of tumor antigen loaded Ad-
IFNγ-DC primed T cells to kill HepG2 cells were 
43.64% ± 3.51% and 48.87% ± 4.83% as the ratio 
of E/T was 20：1 and 50：1, respectively, which 
were stronger than those in the Ad-LacZ-DC 
and NTDC primed T cells (P < 0.01).  

CONCLUSION: Ad-IFNγ transfection can pro-
mote DC maturation, enhance its capacities of 
antigen presentation and T cell stimulation, 
induce Th1 polarization and strengthen anti-
HepG2 cell immunities. 

Key Words: Interferon γ; Dendritic cell; Hepatic 
cancer; Cytotoxicity
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摘要
目的: 研究IFNγ修饰的树突状细胞(dendritic 
cell, DC)对T淋巴细胞增殖和分化的影响以及
后者对肝癌HepG2细胞的杀伤作用. 

®

■同行评议者
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■背景资料
新近发现 ,  IFNγ
具有促进DC的分
化和成熟以及上
调DC分泌 IL-12
的能力 .  而DC摄
取、加工和递呈
抗原给淋巴细胞
从而引起和维持
原发免疫反应的
功能使其成为肿
瘤免疫治疗(肿瘤
疫苗)的最佳选择, 
体外分离和繁殖
DC技术的发展又
令DC作为肿瘤疫
苗的制备成为可
能. 
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方法: 构建携带人IFNγ基因的重组复制缺陷
型腺病毒载体(Ad-IFNγ), 用其感染人外周血
单个核细胞来源的DC, 观察后者表型和吞噬
功能的变化. 再用反复冻融裂解法提取的肝癌
HepG2细胞抗原致敏DC, 将其与自身T淋巴细
胞共同培养, 观察T淋巴细胞的增殖和分化情
况以及活化T细胞对HepG2细胞的杀伤作用.  

结果: Ad-IFNγ转染后24 h, 各组DC的吞噬
能力差异无统计学意义(F  = 2.31, P  = 0.13). 
Ad-IFNγ转染的DC培养上清中有IFNγ的高表
达, 其表达量显著高于另外两组(P <0.01). Ad-
IFNγ-DC促进T细胞增殖的能力明显强于Ad-
LacZ-DC和NTDC(P <0.01). 以HepG2细胞抗
原致敏时, Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对
HepG2细胞的杀伤率在E∶T = 20∶1和E∶
T = 50∶1时分别为43.64%±3.51%和48.87%
±4.83%, 显著高于Ad-LacZ-DC和NTDC组
(P <0.01). 

结论: IFNγ的修饰能促进DC成熟, 增强DC促
进T淋巴细胞增殖的作用, 诱导细胞免疫, 增
强T细胞的细胞毒作用, 使T细胞能有效地杀
伤肿瘤细胞. 

关键词: γ干扰素; 树突状细胞; 肝癌; 细胞毒性
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0  引言

γ-干扰素(IFNγ), 又称免疫干扰素, 具有抑制病毒

复制、抑制细胞分裂和免疫调节的作用, 在机

体免疫应答和抗肿瘤免疫反应中发挥着极其重

要的作用. 本文旨在探讨IFNγ基因修饰对DC表
型和功能的影响, 以及后者作为佐剂对T细胞增

殖分化的影响和活化T细胞对肝癌HepG2细胞

的免疫杀伤作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ficoll-PlqueTM Plus密度梯度离心液

(Amersham Bio., Sweden), CD14标记的免疫

磁株(Miltenyi Biotec, Germany), PE-CD14(BD.
Pharmigen, USA), PE-CD14、PE-CD3、FITC-
CD86、FITC-CD83、FITC-HLA-DR、FITC-
CD14、PE-CD80、PE-CD1a、PE-CD11c及
PE-CCR7(BD.Pharmigen, USA), 重组人GM-
CSF(Peprotech Inc.UK), RPMI 1640(Invitrogen, 

USA), 6孔培养板中、25 cm2培养瓶(Falcon, 
USA), 流式细胞仪(Beckman Coulter, USA), 
IFNγ、IL-12p70、IL-10液相芯片法检测试剂

盒(Linco Research, Inc. USA), 乳酸脱氢酶释

放法检测试剂盒(CytoTox 96® Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay kit, Promega, USA). 
1.2 方法 
1.2.1 人外周血单个核细胞来源DC的分离和培

养: 抽取健康志愿者外周静脉血50 mL, 肝素抗

凝, 用Ficoll-PlqueTM Plus和CD14标记的免疫

磁株分离CD14+和CD14-的外周血单个核细胞

(PBMC), 收集CD14+细胞, 取少量用PE-CD14标
记后流式细胞仪检测纯度. 其余细胞用含5%人

AB血清、100 U/L青霉素、100 mg/L链霉素、

2 mmol/L谷氨酰胺、30 µg/L重组人IL-4和100 
µg/L重组人GM-CSF的RPMI 1640重悬成2×109

细胞/L, 于6孔培养板中、37℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养, 培养第3天半量补充IL-4和GM-
CSF. 
1.2.2 T淋巴细胞的分离和培养: 制备尼龙毛柱

(nylon-wool column), 将前一步中分离的CD14-

的PBMC用尼龙毛柱分离出T淋巴细胞, 取少量

细胞用PE-CD3标记, 流式细胞仪检测T细胞的

纯度. 其余细胞用含20 kU/L重组人IL-2(IL-2,  
Peprotech Inc. UK)和5%人AB血清的RPMI 1640
重悬, 25 cm2培养瓶中维持培养.  
1.2.3 Ad-IFNγ转染对DC吞噬功能和表型的影

响: 体外连接法构建Ad-IFNγ并鉴定[1]. 收集培

养第6天的DC, 无血清、无抗生素RPMI 1640重
悬, 按MOI(感染复数) = 50、离心法[2]转染Ad-
IFNγ(Ad-IFNγ-DC), 以Ad-LacZ作无关病毒对照

组(Ad-LacZ-DC, 实验室保存, 携带β-半乳糖苷酶

基因), 用无血清、无抗生素RPMI 1640作非病毒

转染对照组(NTDC). 转染后24 h, 收集部分细胞, 
用FITC-Dextran摄取法检测DC的吞噬功能. 转
染后48 h, 收集各组细胞, 分别用FITC-CD86、
FITC-CD83、FITC-HLA-DR、 FITC-CD14、
PE-CD80、PE-CD1a、PE-CD11c和PE-CCR7等
荧光抗体标记, 流式细胞仪检测DC的表型. 
1.2.4 Ad-IFNγ转染后DC分泌细胞因子的变化:  
Ad-IFNγ转染后48 h, 收集细胞培养上清, 液相芯

片法检测各组DC培养上清中IFNγ、IL-12p70和
IL-10的含量. 
1.2.5 Ad-IFNγ-DC作为佐剂对T淋巴细胞的刺

激作用: 收集转染后24 h的DC, 用含IL-4和GM-
CSF的培养基重悬细胞成5×108/L, 加入HepG2

■相关报道
2004年, Pan et al
报道IFNγ作为一
种自分泌因子可
促 进 D C 的 成 熟 . 
2008年, 薛刚 et al
报道IFNγ修饰的
DC可增强T细胞
对结肠癌LoVo细
胞的杀伤作用. 
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全细胞裂解物100 mg/L[3], 继续培养24 h, 加入

丝裂霉素A 25 mg/L, 37℃孵育30 min. 重悬DC
为1×108/L, 与T淋巴细胞在96孔培养板中按

DC∶T = 1∶20混合培养, 每组设3个复孔. 96 h
后3H-TdR(上海原子能研究所)掺入法检测T淋
巴细胞的增殖程度, 计算刺激指数SI = (实验组

cpm-机器本底cpm)/(对照组cpm-机器本底cpm). 
ELISA法检测混合细胞培养上清中IL-2的浓度; 
半定量RT-PCR法检测培养细胞中T-bet的表达. 
1.2.6 Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对HepG2细

胞的杀伤作用: 以肝癌HepG2细胞株为靶细胞, 
HepG2细胞裂解物(以结肠癌LoVo细胞裂解物作

非特异抗原对照, 以结肠癌LoVo细胞为对照杀

伤细胞)致敏的Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细胞为

效应细胞, 按操作指南, 以效靶比分别为20∶1
和50∶1、乳酸脱氢酶释放法检测T淋巴细胞对

HepG2细胞的杀伤效应, 计算杀伤率.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 应

用SPSS11.5统计软件分析, 各实验组之间的比较

采用单因素的方差分析和多组均数间的多重比

较. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 D C和T淋巴细胞的分离和培养 外周静脉

血经密度梯度离心和免疫磁珠阳性选择出的梯度离心和免疫磁珠阳性选择出的离心和免疫磁珠阳性选择出的

CD14+的PBMC纯度可达92.4%. 上述CD14+的

PBMC在IL-4和GM-CSF的诱导下第3天, 可见细

胞形态不规则, 大小不一致, 部分细胞聚集成团, 
边缘出现毛刺状外观. 培养第6天, 更多的细胞

出现更为明显的毛刺状外观, 呈现出树突状细

胞的典型光镜下改变. CD14-的PBMC经过尼龙

毛柱分离纯化所得T淋巴细胞的纯度可达94.8%, 
可以满足下一步实验的需要. 
2.2 Ad-IFNγ转染后DC的吞噬功能和表型 Ad-
IFNγ转染后24 h, FITC-Dextran摄取法检测发现

各组DC的吞噬能力分别为: Ad-IFNγ-DC: (80.83
±7.98)%、Ad-LacZ-DC: (82.57±6.95)%、

NTDC: (86.23±4.90)%, 其差异无统计学意义

(F  = 2.31, P  = 0.13). 流式细胞仪检测发现各组

DC(未经抗原物质刺激)中共刺激分子CD80和
CD86、主要组织相容性复合物HLA-DR以及

CD11c的表达均维持在较高的水平, CD14则呈

低表达. 与其他两组相比, CD83、CCR7在Ad-他两组相比, CD83、CCR7在Ad-两组相比, CD83、CCR7在Ad-
IFNγ-DC的表达明显上调, 同时其CD1a的表达

则有明显的降低(P <0.05, 图1).
2.3 Ad-IFNγ转染后DC对细胞因子的分泌 液相

芯片检测发现, 在Ad-IFNγ转染的DC培养上清中

有IFNγ的高表达, 其表达量显著高于另外两组

(P <0.01, 图2). 此外, Ad-IFNγ-DC组培养上清中

增强免疫的细胞因子IL-12p70的表达也明显高

于Ad-LacZ组和NTDC组; 而抑制免疫的细胞因

子IL-10的表达则明显低于后两组(P <0.01, 图2). 
2.4 Ad-IFNγ-DC作为佐剂对T细胞的刺激 3H-
TdR掺入法检测T细胞的增殖状况, 结果显示, 
Ad-IFNγ-DC促进T细胞增殖的能力明显强于Ad-
LacZ-DC和NTDC(P <0.01, 图3). 半定量RT-PCR
检测T-bet的表达, 发现Ad-IFNγ-DC刺激的T细胞

表达T-bet的水平明显高于Ad-LacZ-DC和NTDC
刺激的T细胞(P <0.01, 图3); ELISA法检测混合

细胞培养上清中IL-2的含量也发现Ad-IFNγ-DC
刺激的T细胞分泌IL-2的能力明显高于Ad-LacZ-
DC和NTDC刺激的T细胞(P <0.01, 图3). 
2.5 肿瘤抗原致敏的Ad-IFNγ-DC激活的T淋巴

细胞对肝癌HepG2细胞的杀伤作用 乳酸脱氢酶

(LDH)释放法检测T淋巴细胞对肿瘤细胞的杀

伤率, 结果显示, 以HepG2细胞抗原致敏时, Ad-
IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对HepG2细胞的杀

伤率在E∶T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为∶T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为T = 20∶1和E∶T = 50∶1时分别为∶1和E∶T = 50∶1时分别为1和E∶T = 50∶1时分别为∶T = 50∶1时分别为T = 50∶1时分别为∶1时分别为1时分别为

(43.64±3.51)%和(48.87±4.83)%, 显著高于Ad-
LacZ-DC和NTDC组, 而对LoVo细胞的杀伤率在

各组之间无显著性差异(P <0.01, 图4); 以LoVo
细胞抗原冲击时, Ad-IFNγ-DC活化的T淋巴细

胞对HepG2细胞的杀伤率在E∶T = 20∶1和∶T = 20∶1和T = 20∶1和∶1和1和 
E∶T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±∶T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±T = 50∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±∶1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±1时分别为(5.61±2.21)%和(6.23±
1.82)%, 与Ad-LacZ-DC和NTDC组相比无显著

差异(P >0.05, 图4). 此外, HepG2细胞抗原致敏时

各组的杀伤率均明显高于LoVo细胞抗原致敏时

(P <0.01, 图4). 

3  讨论

DC是体内功能最强大的专一性抗原递呈细胞, 
其摄取、加工和递呈抗原给淋巴细胞从而引起

和维持原发免疫反应的功能使其成为肿瘤免疫

治疗(肿瘤疫苗)的最佳选择[4]. 体外分离和繁殖

DC技术的发展又令DC作为肿瘤免疫治疗疫苗

成为可能[5]. 
一般来说, 将CD14+的单核细胞(前体DC)在

含GM-CSF和IL-4的培养基中培养5-7 d可以得

到未成熟DC, 后者在含细菌促炎因子或T细胞

来源的刺激物如TNFα、IL-1β、IFNα、IFNγ和

PGE2等的培养基中继续培养2-3 d就能获得成

熟DC. 我们发现, Ad-IFNγ基因转染后, IFNγ蛋白

■创新盘点
本 文 首 先 应 用
IFNγ修饰的DC刺
激T淋巴细胞, 发
现 IFNγ -DC可促
进T细胞增殖, 并
诱导T细胞向Th1
分化. IFNγ的修饰
可明显增强肝癌
细胞抗原负载的
DC所活化的T细
胞对肝癌细胞的
杀伤作用. 
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■应用要点
本研究通过基因
修饰的方式增强
了DC的功能 ,  为
基于DC的肿瘤免
疫治疗和生物治
疗提供了新的方
向 ,  为DC抗肿瘤
作用的研究和临
床应用奠定了基
础.

图  1  重组腺病毒转染对人PBMC来源DC表型的影响. A-C: CD83; D-F: CD14; G-I: CD86; J-L: HLA-DR; M-O: CD80; 

P-R: CCR7; S-U: CD11c; V-X: CD1a; A、D、G、J、M、P、S、V: Ad-IFNγ; B、E、H、K、N、Q、T、W: Ad-LacZ; 

C、F、I、L、O、R、U、X: NTDC. 

能在DC中得到高水平的表达, 同时Ad-IFNγ-DC
表面有高水平的CD80、CD86、CD11c和HLA-
DR表达, 成熟DC的标志物CD83和CCR7在其表

面的表达也有明显的上调, 提示Ad-IFNγ-DC分
泌的IFNγ蛋白能够作为一种自分泌因子在一定

程度上促进DC的表型成熟, 这与其他学者的研

究结果-IFNγ能介导DC的成熟一致[6]. 这种Ad-
IFNγ的转染能上调DC表面共刺激分子和MHC
表达和促进DC成熟的能力将有助于DC向T淋巴

细胞传递抗原信息(第一信号)和第二信号, 有利

于促进T细胞的增殖和活化. 
此外, 与NTDC相比, 病毒转染后24 h, DC对

FITC-Dextran的吞噬作用无明显变化, 提示在转

染Ad-IFNγ后24 h内, 腺病毒的转染及其所携带

的基因并不明显地影响DC的吞噬功能, 此结果

使在病毒转染后24 h给予DC抗原冲击成为可能. 
在既往的研究中, 我们发现肝癌HepG2细胞全细

胞裂解物致敏的DC所活化的T淋巴细胞对该肿
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图  2  Ad-IFNγ-DC培养上清中IFNγ的表达和细胞因子的分泌. A: Ad-IFNγ-DC表达IFNγ; B: Ad-IFNγ-DC分泌IL-10; C: 

Ad-IFNγ-DC分泌IL-12p70. I: Ad-IFNγ-DC; L: Ad-LacZ-DC; N: NTDC.

瘤细胞有明显的杀伤效应[2]. 因此, 在本研究中, 
我们再次用HepG2细胞株的全细胞裂解物来致

敏被IFNγ修饰的DC, 结果发现, Ad-IFNγ转染能

显著提高抗原冲击的DC分泌细胞因子IL-12p70, 
同时也能显著能减少IL-10的分泌. IL-12是一

种具有促进炎症和免疫调节功能的多效细胞因

子, 能增强T细胞和NK细胞的增殖和毒性, 诱导

IFNγ、TNFα、IL-2、IL-3、IL-8以及CSF的生

成, 是一种强有力的Ⅰ型免疫反应的诱导剂, 能
直接和间接地诱导CD4+和CD8+的Ⅰ型细胞的增

殖, 进而启动特异性T淋巴细胞反应并抑制Th2
细胞的生成[7]. 而IL-10则能阻碍DC的分化成熟, 
抑制DC在肿瘤内的聚集, 下调IL-12的产生以及

共刺激分子、黏附分子和MHCⅡ的表达, 并能

16
14
12
10
8
6
4
2
0   

  n
g/

(1
06 D

C·
48

 h
)

I               L             N

A

图  3  HepG2细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC促进自体T淋巴
细胞的增殖和分化作用. A: Ad-IFNγ-DC促进T细胞分泌

IL-2的作用; B: Ad-IFNγ-DC促进T细胞的增殖作用; C: 

Ad-IFNγ-DC促进T细胞表达T-bet的作用. I: Ad-IFNγ-

DC; L: Ad-LacZ-DC; N: NTDC.

900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

IL
-2

(n
g/

L)

I                     L                    N

A

14
12

10

8

6

4

2

0

st
im

ul
at

in
g 

in
de

x(
SI

)

I                   L                   N

B

1.4

1.2

1.0
0.8
0.6

0.4

0.2

0

 T
-b

et
/ b

-a
ct

in
 r

at
io

I                     L                    N

T-bet 
b-actin

  M           I           L            N           M

C

■名词解释
IFNγ: 又称免疫干
扰素, 除了抑制病
毒复制, 抑制细胞
分裂的作用外, 还
具有免疫调节作
用 ,  可上调MHC
Ⅰ和MHCⅡ的表
达、促进Th1细胞
增殖、促进抗原
的递呈、促进可
诱导的一氧化氮
合酶(iNOS)的合
成、调节白细胞-
内皮细胞的相互
作用等. 
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图  4  肿瘤细胞裂解物致敏的Ad-IFNγ-DC活化的自体T细
胞对HepG2细胞的杀伤作用. A: HepG2细胞抗原致敏的Ad-

IFNγ-DC活化的T细胞对HepG2细胞的杀伤效应; B: LoVo

细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC活化的T细胞对HepG2细胞

的杀伤效应; C: HepG2细胞抗原致敏的Ad-IFNγ-DC活化

的T细胞对LoVo细胞的杀伤效应. I: Ad-IFNγ-DC; L: Ad-

LacZ-DC; N: NTDC.
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■同行评价
本研究设计合理, 
文章撰写条理清
晰, 具有一定的学
术价值. 

抑制Th1型细胞因子的产生和T细胞的增殖[8]. 因
此Ad-IFNγ能诱导DC分泌IL-12p70, 抑制DC分
泌IL-10的功能提示Ad-IFNγ的修饰可诱导免疫

反应向Th1型分化, 增强T细胞的溶细胞活性. 
进一步研究发现, Ad-IFNγ-DC能明显促进

T淋巴细胞的增殖, 这个结果可能是DC表达的

IFNγ蛋白直接引起的, 也可能是IFNγ促进DC成
熟或上调IL-12p70等细胞因子分泌而导致的. 此
外,  Ad-IFNγ-DC能上调T细胞对T-bet和IL-2的表

达, 再次提示其能使T细胞向Th1分化, 有利于诱

导出强有力的细胞免疫. 
最后, 我们发现携带肿瘤抗原信息的A d-

IFNγ-DC活化的T淋巴细胞对肿瘤细胞有明显地

特异性杀伤作用, 该作用强于Ad-LacZ-DC组和

NTDC组, 提示Ad-IFNγ-DC作为免疫佐剂可有

效提高T细胞的抗肿瘤免疫反应, 为进一步研究

其在体功能和临床应用提供了依据. 
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