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Abstract
AIM: To investigate whether human B lympho-
cytes stimulated with kinectin protein induces 
effector T lymphocytes to kill hepatocellular car-
cinoma cells.

METHODS: Mononuclear cells were separated 
from healthy human peripheral blood and cul-
tured in vitro. During cultivation, B cell activat-

ing factor (BAFF) and MBP-kinectin were added. 
After being disassociated from cultured mono-
nuclear cells using the method of nylon wool 
column, T lymphocytes were incubated together 
with hepatocellular carcinoma cell strain 7404. 
The killing effect of T lymphocytes on hepato-
cellular carcinoma cells was detected by LDH 
release assay.

RESULTS: The percentage of hepatocellular car-
cinoma cells killed by T lymphocytes was as fol-
lows: 3.40% ± 0.27% in the normal control group, 
38.48% ± 2.64% in the experimental group, and 
13.03% ± 2.38% in the negative control group. 
The percentage of hepatocellular carcinoma cells 
killed by T lymphocytes was significantly higher 
in the experimental group than in the normal 
control group and negative control group.

CONCLUSION: Human B lymphocytes stimu-
lated with kinectin fusion protein are able to 
induce effector T lymphocytes to kill hepatocel-
lular carcinoma cells in vitro.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨经人动力素(kinectin)融合蛋白刺
激的人外周血B细胞诱导效应T细胞杀伤肝
癌细胞的效果. 

方法: 取健康人外周血, 分离出单个核细胞, 
加B细胞刺激因子及kinectin麦芽糖融合蛋白
进行体外培养, 尔后用尼龙毛柱分离T细胞, 

■背景资料
肝细胞癌是人类
常见的恶性肿瘤. 
近年来, 肿瘤免疫
治疗已经发展成
为继手术、放疗
和化疗之后的新
型模式. 使用免疫
原性较强的肝癌
相关抗原激发机
体抗肝癌免疫反
应是肝癌免疫治
疗的重要环节. 目
前研究发现人动
力素(kinectin)是
肝癌相关抗原. 可
望用此蛋白抗原
在体外激发免疫
反应并诱导出具
有抗肝细胞癌活
性的效应T细胞而
发挥杀伤肝癌细
胞的作用. 

■同行评议者
张火俊 ,  副教授 , 
副主任医师, 长海
医院放射科
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将其与肝癌细胞株7404混合培养. 用乳酸脱氢
酶法检测杀伤肝癌细胞的活性. 

结果: T细胞对肝癌细胞的杀伤率: 空白对照
组: 3.40%±0.27%; 实验组: 38.48%±2.64%; 
阴性对照组: 13.03%±2.38%. 经统计软件分
析, 实验组杀伤率与其他组有明显差异. 

结论: 经kinectin融合蛋白刺激的人外周血B
细胞诱导的效应T细胞在体外对肝癌细胞株
7404有杀伤的作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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细胞

核心提示: kinectin蛋白作为肝癌相关抗原有较强

免疫原性, 在体外可致敏B淋巴细胞, 从而诱导出

效应T细胞发挥杀伤肝癌细胞株7404的作用. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最常

见的恶性肿瘤之一[1]. 目前, 用肝细胞癌相关抗

原致敏抗原提呈细胞, 再诱导出具有抗肿瘤活

性的免疫细胞, 用于杀伤肝癌细胞, 这是治疗肝

细胞癌的一个新尝试. 本课题组2000年使用重

组表达cDNA克隆的血清学分析技术(serological 
analysis of recombinantly expressed cDNA clone)
成功地从广西HCC的cDNA文库中筛查出多个

肝癌相关抗原的克隆, 测序结果显示, 其中的5
个片段基本上与人动力素(kinectin)羧基末端同

源[2]. 对其中编号为1-8a的克隆进行了不同血清

的kinectin抗体初步检测, 发现HCC患者血清中

的kinectin抗体阳性率为68%[3]. 并已制备并分离

纯化kinectin麦芽糖基因重组融合蛋白[4,5]. 本研

究用此蛋白作为抗原来致敏人外周血B细胞, 期
望致敏的B细胞将抗原提呈给T细胞, 并诱导出

具有抗肝细胞癌活性的效应T细胞而发挥杀伤

肝癌细胞的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康人外周血; 肝癌细胞株7404; 课题组

自存的kinectin麦芽糖融合蛋白; 1640培养基(上

海生物工程技术公司); 胎牛血清(HyClone公司); 
人淋巴细胞分离液(天津美德太平洋科技公司); 
白介素(interleukin, IL)-2、IL-4、B细胞刺激因子

(B cell activating factor belong to the TNF family, 
BAFF)(美国PEPROTECH公司); MTT(美国Sigma
公司); 乳酸脱氢酶试剂盒(Promega公司); 尼龙毛

(Gerlinde kisker GbR); APC标记的抗人CD19、PE
标记的抗人CD80、PE标记的抗人CD86、FITC
标记的抗人HLA-DR(eBioscience公司). 
1.2 方法

1.2.1 人外周血单个核细胞的分离培养: 取人外

周血50 mL(抗凝), 用Hanks液稀释1倍, 混匀. 加
至等量淋巴细胞分离液上面, 20 ℃, 2000 r/min, 
离心20 min. 吸取分离液中的白膜层, 用Hanks液
洗涤、离心(1000 r/min, 5 min)2次后, 用1640培
养液[10%胎牛血清、IL-2(200 U/mL)、IL-4(100 
ng/mL)及BAFF(100 ng/mL)]重悬, 制成细胞密度

为1.5×106个/mL的细胞悬液, 于37 ℃、5%CO2

培养箱中培养, 待用. 
1.2.2 经kinectin抗原与BAFF刺激后, B细胞抗

原提呈能力的检测: 在1.2.1制备的细胞悬液中

加入kinectin融合蛋白(100 µg/mL), 培养48 h
后吸取悬浮细胞, 流式细胞术检测B细胞表面

CD80、CD86和HLA-DR分子的表达, 并与未加

kinectin融合蛋白和BAFF的组比较. 
1.2.3 经kinectin抗原与BAFF刺激后, 淋巴细胞

增殖的检测: 将1.2.1制备的细胞悬液置于24孔
板, 分成3组(每组复设8孔). 第1组为空白对照

组, 即只用含10%胎牛血清及IL-2(200 U/mL)、
IL-4(100 ng/mL)、BAFF(100 ng/mL)的1640培养

液培养. 第2组为实验组, 即每孔加入kinectin融
合蛋白(100 µg/mL). 第3组为阴性对照组, 即每

孔加入麦芽糖蛋白(100 µg/mL). 培养至第4 d, 吸
取悬浮细胞(即淋巴细胞)置于96孔板, 分3组, 每
组复设5孔. 用MTT法检测细胞增殖情况. 
1.2.4 效应T细胞杀伤肿瘤效靶比的选择: 将1.2.1
制备的细胞悬液置24孔板中, 每孔加入kinectin
融合蛋白(100 µg/mL)培养至第7 d, 吸取悬浮细

胞即淋巴细胞, 用尼龙毛柱分离出T细胞, 作为

效应细胞. 取处于对数生长期生长状态良好的

肝癌细胞株7404作为靶细胞(细胞数量为2×104

个), 接种于96孔板, 设3组, 每组复设3孔. 3组分

别按效靶比10∶1, 25∶1, 60∶1加入T细胞. 采
用乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)4 h释
放法测算3组效应细胞的杀伤活性. 
1.2.5 人外周血B细胞经kinectin融合蛋白致敏后, 

■研发前沿
T淋巴细胞需要抗
原提呈细胞提呈
抗原和辅助分子
双信号才能有效
地活化为具有抗
肿瘤活性的效应T
细胞. 作为抗原提
呈 细 胞 之 一 的 B
淋巴细胞其致敏
及活化是在肿瘤
免疫应答中起关
键作用. B细胞激
活 因 子 是 一 种 B
细胞的共刺激因
子, 对活化的B细
胞有强烈的促进
增殖和刺激分泌
作用, 目前这方面
有不少研究成果. 
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再由其诱导效应T细胞杀伤肝癌细胞的检测: 将
1.2.1制备的细胞悬液置24孔板中, 设4个组. 第
一组为空白对照组, 即只用含10%胎牛血清、

IL-2(200 U/mL)、IL-4(100 ng/mL)及BAFF(100 
ng/mL)的1640培养液培养. 第2组为实验组, 即
每孔加入kinectin融合蛋白(100 µg/mL). 第3组为

阴性对照组1, 即每孔加入麦芽糖蛋白(100 µg/
mL). 第4组为阴性对照组2, 即培养液中不加入

BAFF, 每孔加入kinectin融合蛋白(100 µg/mL). 
培养至第7 d, 吸取悬浮细胞(即淋巴细胞), 用尼

龙毛柱分离出T细胞置于96孔板, 每组复设3孔. 
按效靶比60∶1与处于对数生长期生长状态良

好的肝癌细胞株7404混合. 采用LDH 4 h释放法

分别检测4组T细胞杀伤肝癌细胞的活性. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件对数据

进行统计学处理. 计量资料数据用mean±SD表

示, 组间差异采用多个样本均数比较及两两比较, 
检验水准α = 0.05, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 B细胞经kinectin抗原与BAFF刺激后抗原提

呈能力检测 用流式细胞术“设门”于CD19阳
性淋巴细胞, 分析实验组与对照组B细胞表面

CD80、CD86和HLA-DR分子的表达情况, 结果

以阳性细胞百分比表示. 经kinectin抗原与BAFF
刺激后的B细胞表面CD80、CD86和HLA-DR分
子的表达均明显高于对照组(图1, 表1). 
2.2 kinectin抗原与BAFF刺激下淋巴细胞增殖情

况 培养24 h, 实验组与阴性对照组的淋巴细胞呈

大小不等的团簇状悬浮生长(图2), 且随培养时

间延长而增多. 将培养4 d的3组淋巴细胞置于96
孔板, 每组复设5孔. 用MTT法检测其增殖. 结果

实验组经kinectin融合蛋白致敏的B细胞刺激的

淋巴细胞增殖能力最强, 该组的增殖指数明显

高于其他组(表2). 
2.3 效应T细胞杀伤肿瘤效靶比的选择 效靶比在

60∶1的杀伤肿瘤的效果明显高于其他两种效

靶比(表3). 
2.4 人外周血B细胞经kinectin融合蛋白致敏后, 
再由其诱导效应T细胞杀伤肝癌细胞的结果 实
验组经kinectin-MBP致敏的B细胞所诱导的效应

T细胞对肝癌细胞具有明显的杀伤作用, 其杀伤

率38.48%±2.64%显著高于其他组(表4). 

3  讨论

目前, 肿瘤过继性细胞免疫治疗成为肿瘤治疗

的研究热点. 寻找肝癌相关抗原成为肝癌过继

性细胞免疫治疗中重要的一步. 
本课题组前期对kinectin全氨基酸序列进行

了生物信息学分析, 从表位预测分析发现, kinec-
tin 1-8a含有一个得分较高的T细胞表位, 5个B细
胞表位[5]. 推测kinectin 1-8a蛋白抗原有较强的免

疫原性. 且用该蛋白致敏的树突状细胞对具有

很强的刺激自体T细胞增殖的能力[6]. 本研究中

淋巴细胞增殖情况的实验结果显示, 实验组的

淋巴细胞增殖率最高, 明显高于空白对照组(无
抗原)及阴性对照组(麦芽糖蛋白作为抗原), 这
说明kinectin蛋白免疫原性强于麦芽糖蛋白. 可
用该融合蛋白作为抗原刺激人外周血淋巴细胞, 
以诱导出具有抗肝细胞癌活性的效应T细胞. 

T细胞参与的是细胞免疫, 但其无法识别

抗原. 他依赖抗原提呈细胞(antigen-presenting 
cells, APC)获取抗原信息. 作为专职抗原提呈细

胞之一的B细胞, 由于其在外周血中大量存在、

获取途径简单以及抗原提呈效能高等优点正在

被人们逐渐认识和利用. BAFF是TNF家族中的

一员[7,8], 又称为B淋巴细胞刺激因子, 由单核细

胞和巨噬细胞合成和分泌. BAFF以膜结合和可

溶性两种形式存在. 膜结合型BAFF由285个氨

基酸组成, 经蛋白酶水解膜外区的133-134氨基

酸残基肽链后, 可产生由152个氨基酸组成的可

溶性活性多肽. 在体内外, 可溶性BAFF均具有

特异地刺激B淋巴细胞的作用, 是B细胞发育存

活所必需的[9-11]. BAFF可与B淋巴细胞表面的相

■相关报道
赵飞兰等研究发
现肝癌相关抗原
kinectin可致敏树
突细胞并诱导出
细 胞 毒 性 T 淋 巴
细胞, 该T淋巴细
胞对肝癌细胞株
7404有杀伤作用. 

表  1  两组B细胞抗原提呈相关分子表达的流式细胞检测
结果 (mean±SD, %, n  = 3)

     检测项目     对照组     实验组        

CD80/CD19 27.67±2.51 71.30±1.95b      

CD86/CD19 24.92±3.06 70.32±1.93b      

HLA-DR/CD19   6.98±0.92 81.50±3.47b       

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  各组淋巴细胞的增殖指数 (mean±SD, %, n  = 3)

     分组  增殖指数                 

空白对照组 1.15±0.05a            

实验组 1.52±0.14             

阴性对照组 1.22±0.04a            

aP<0.05 vs  实验组.
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■应用要点
本研究发现在体
外经肝癌相关抗
原kinectin融合蛋
白 可 致 敏 B 淋 巴
细胞, 从而诱导的
效应T细胞对肝癌
细胞株7404有杀
伤的作用. 这为肝
细胞癌的免疫治
疗提供了实验依
据, 为临床肿瘤的
免疫治疗提供了
一个可行性方案. 

应受体BCMA、TACI[12-15]、BAFF-R[16-18]结合. 
作为一种B细胞的共刺激因子, BAFF对活化的

B细胞有强烈的促进增殖和刺激分泌作用[19]. 在
anti-IgM或IL-4的存在下能够专一的刺激B细胞

的增殖和分化[20]. 本实验的抗原提呈能力检测

结果显示, 未经活化的B细胞表面HLA-DR、黏

附分子CD80、CD86均呈低水平表达, 而与抗原

kinectin及BAFF共培养的B细胞表面HLA-DR、
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图  1  B细胞抗原提呈相关分子表达的流式细胞检测结果. A: 对照组CD80; B: 实验组CD80; C: 对照组CD86; D: 实验组

CD86; E: 对照组HLA-DR; F: 实验组HLA-DR. APC: 抗原提呈细胞. 
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黏附分子CD80、CD86的表达显著增加. 本实验

的阴性对照组2(培养液中加入kinectin融合蛋白, 
但不加入BAFF)对肝癌细胞的杀伤率明显低于

实验组(培养液中同时加入kinectin融合蛋白与

BAFF), 这一结果表明, 经kinectin抗原与BAFF
刺激后, B细胞已经活化并对kinectin抗原提呈能

力大为增强, 对T细胞的活化能力也同时增强. 
B细胞将肝癌相关抗原kinectin麦芽糖融合

蛋白以抗原肽/MHC分子复合物的形式提呈给T
细胞. T细胞通过TCR与抗原肽/MHC分子复合

物特异性结合, 并通过CD3分子向细胞内传递信

号, 从而被激活和发生增殖, 进而分化为效应性

T细胞. 效应T细胞杀伤肝癌细胞株7404的实验

结果显示, 实验组对肝癌细胞株7404的杀伤率

明显高于空白对照组, 说明实验中淋巴细胞中

的NK细胞等对肝癌细胞的非特异性杀伤对本研

究的实验结果影响不大. 实验组对肝癌细胞株

7404的杀伤率明显高于阴性对照组1(麦芽糖蛋

白作为抗原), 说明实验组的效应T细胞对肝癌细

胞株7404的有杀伤作用. 
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图  2  培养24 h和 4 d的淋巴细胞(×40). A: 24 h; B: 4 d.

表  3  效靶比对效应T细胞细胞杀伤肝癌细胞影响 (mean
±SD, %, n  = 3)

     效靶比    杀伤率           
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25∶1组 23.64±2.70a      
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aP<0.05 vs  60∶1组.
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bP<0.01 vs  实验组.

■名词解释
kinectin蛋白: 一
种与囊泡转运相
关的膜受体蛋白, 
其最早发现定位
于鸡胚脑细胞的
内质网膜上, 主要
参与了细胞内囊
泡的转运. 
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■同行评价
本文以肝癌过继
性细胞免疫治疗
做为研究方向, 抗
原合成等方面有
一定创新性, 实验
严谨、数据可信, 
具有一定的指导
意义.

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2013年版权归Baishideng所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 


