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Abstract
AIM: To determine whether the bone marrow 
derived dendritic cell (BMDC) vaccine sensitized 
by heat shocked hepal-6 cell proteins affects the 
infiltration of intratumoral CD25+Foxp3+ Tregs in 
a mouse hepatocellular carcinoma (HCC) model.
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Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的树突状细胞瘤苗对
肝细胞癌瘤内CD25+Foxp3+ Treg细胞的影响

李日伦, 周 爽, 秦 杰, 梁春敏, 罗国容

®

■背景资料
肿瘤微环境是肿
瘤发生和发展的
重 要 环 境 ,  也 是
肿瘤免疫耐受的
主 要 因 素 .  肿 瘤
免疫耐受主要表
现为抗原缺失、
CD25+Foxp3+ T
细胞增多和树突
状细胞(dendritic 
cells ,  DCs)功能
下降等. 因此, 寻
求免疫原强的抗
原有效促进DCs
成熟与抗原呈递
能力, 减弱CD25+ 
Foxp3+细胞功能, 
促进CD8+ T细胞
的增殖和活化是
肿瘤免疫治疗的
研究热点. 

METHODS: In the presence of GM-CSF and 
IL-4, BMDCs were induced in vitro. BMDCs 
were sensitized by heat shocked hepal-6 cell pro-
teins to generate a vaccine for HCC. The expres-
sion of CD11c, CCR7, CD80 and CD86 on these 
sensitized BMDCs were analyzed by FACS. The 
anti-tumor effect of this vaccine was evaluated 
using a mouse HCC model established by sub-
cutaneous injection of Hepal-6 cells. Eight days 
later, the tumor-bearing mice were divided into 
four groups, which underwent intratumoral 
injection of BMDCs sensitized by heat shocked 
hepal-6 cell proteins, serum-free culture me-
dium, BMDCs without sensitization and BMDCs 
sensitized by unheated hepal-6 cell proteins (once 
every 7 days, 2 times altogether), respectively. 
Nine days after final administration, the mice 
were sacrificed and the tumor samples were 
taken for immunofluorescence staining for CD8+ 
cells and intratumoral CD25+Foxp3+ Tregs. 

RESULTS: Light microscopy and scanning 
electron microscopy showed that BMDCs propa-
gated in the presence of GM-CSF and IL-4 dis-
played the typical morphological characteristics 
of dendritic cells. Immunocytochemical staining 
showed that they expressed the dendritic cell 
marks including CD11c, CCR7, CD80 and CD86. 
Compared with the controls (BMDCs without 
sensitization or sensitized by unheated hepal-6 
cells proteins), the BMDCs sensitized by heat 
shocked hepal-6 cells proteins showed increased 
expression of CD11c (67.2 ± 4.49 vs 52.4 ± 5.20, 
58.4 ± 4.43), CCR7 (65.4 ± 5.34 vs 45.9 ± 5.04, 57.0 
± 3.46), CD80 (62.9 ± 4.69 vs 46.9 ± 4.75, 54.4 ± 3.47) 
and CD86 (73.3 ± 3.58 vs 60.1 ± 2.98, 63.7 ± 3.10) 
(P < 0.01 for all). Compared with the controls, 
the mice administrated with the BMDC vaccine 
sensitized by heat shocked Hepal-6 cell proteins 
showed increased CD8+ T cells (55.0 ± 4.11 vs 
38.2 ± 3.34, 44.6 ± 4.29, 45.6 ± 4.92, P < 0.01 for 
all) and decreased intratumoral CD25+Foxp3+ 
Tregs (0.37 ± 0.028 vs 1.31 ± 0.020, 0.77 ± 0.057, 
0.57 ± 0.062, P < 0.05 for all). 

■同行评议者
代智, 副研究员, 复
旦大学附属中山
医院肝癌研究所
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■研发前沿
肿瘤裂解物、肿
瘤 细 胞 裂 解 蛋
白、肿瘤RNA、
细胞因子等致敏
或基因修饰DCs
等制作抗肿瘤疫
苗是肿瘤免疫治
疗 的 重 要 手 段 . 
但迄今还未找到
理想的刺激DCs
成熟的抗原物质, 
因此DCs疫苗的
开发仍是探索的
主要方向.

CONCLUSION: Heat shocked hepal-6 cell pro-
tein sensitization can upregulate the expression 
of CD11c, CCR7, CD80 and CD86 on BMDCs in 
vitro. Administration with this BMDC vaccine 
can increase CD8+ T cells and decrease intratu-
moral CD25+Foxp3+ Tregs in HCC mice. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要   
目的: 观察注射Hepal-6细胞热休克后裂解蛋
白致敏的骨髓来源树突状细胞(bone marrow 
derived dendritic cells, BMDCs)瘤苗对小鼠肝细
胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)瘤内CD25+

叉头盒转录因子P3(forkhead box p3, Foxp3)+调
节T淋巴细胞(regulatory T cells, Tregs)浸润的 
影响. 

方 法 :  在 粒 细 胞 - 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子
(granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, GM-CSF)和白介素-4(interleukin-4, 
IL-4)诱导下体外扩增BMDCs, 使用Hepal-6细
胞热休克后裂解蛋白体外致敏BMDCs制备
瘤苗, 荧光免疫化学染色和FACS检测致敏前
后BMDCs CD11c、CCR7、CD80和CD86的
表达变化. 使用Hepal-6细胞皮下注射的方法
制备小鼠(C57BL/6J)HCC模型, 成瘤小鼠分
组注射Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的
BMDCs瘤苗(足垫部和瘤内, 每7 d注射1次, 共
2次), 并另设对照(空白对照组、BMDCs组和
Hepal-6细胞裂解蛋白组). 在治疗结束后9 d获
取组织标本, 免疫荧光组织化学染色和FACS
检测瘤苗注射后肿瘤内CD8+ T细胞和CD25+ 

Foxp3+ Tregs细胞的浸润情况. 

结果: 光镜和扫描电镜显示: GM-CSF和IL-4
在体外诱导扩增的BMDCs具有树突状细胞
特征性的形态特征, 且免疫细胞化学染色显
示: 该细胞表达CD11c, CCR7, CD80和CD86. 
使用Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的
BMDCs组, 与对照组(BMDCs组和Hepal-6

细胞裂解蛋白组)相比该组细胞CD11c(67.2
±4.49 vs  52.4±5.20, 58.4±4.43, P <0.01), 
CCR7(65.4±5.34 vs  45.9±5.04, 57.0±3.46, 
P <0.01), CD80(62.9±4.69 vs  46.9±4.75, 54.4
±3.47, P <0.01)和CD86(73.3±3.58 vs  60.1±
2.98, 63.7±3.10, P <0.01)的表达均明显增高. 
使用Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的
BMDCs瘤苗为HCC荷瘤小鼠进行注射治疗, 
治疗后的检测结果显示: 该组小鼠瘤内CD8+ 
T细胞的浸润明显高于对照组(空白对照组、

BMDCs组和Hepal-6细胞裂解蛋白组)(55.0
±4.11 vs  38.2±3.34, 44.6±4.29, 45.6±4.92, 
P <0.01), 而同时瘤内CD25+Foxp3+ Tregs细胞
的浸润则明显低于相应对照组(0.37±0.028 
vs  1.31±0.020, 0.77±0.057, 0.57±0.062, 
P <0.05). 

结论: 使用Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致
敏的BMDCs瘤苗进行治疗, 可增强HCC小鼠
瘤内CD8+ T细胞的浸润, 并同时减少CD25+ 
Foxp3+ Tregs细胞的浸润, 该瘤苗具有抗肿瘤
免疫效果. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肿瘤免疫耐受是肿瘤免疫治疗的瓶颈, 
而CD4+CD25+Foxp3+ T细胞在肿瘤内的浸润是构

成瓶颈的关键因素之一. 尽管不同形式的抗原刺

激DCs制备的疫苗有一定的抗肿瘤效应但效果

不理想, 抗原的免疫原性是影响疫苗效果的关键

因素之一. 本研究利用Hepal-6细胞热休克后的裂

解蛋白结合了肿瘤细胞裂解蛋白全抗原性和热

休克后免疫原性增强的优势, 在体外有较强致敏

DCs成熟的作用, 在体内能活化和促进CD8+T细

胞迁移入肿瘤灶, 减少CD4+CD25+Foxp3+ T细胞

在瘤内的浸润, 有较强的抗肿瘤效应. 

李日伦, 周爽, 秦杰, 梁春敏, 罗国容. Hepal-6细胞热休克后裂
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0  引言

肿瘤是严重威胁人类健康和生命的常见疾病. 
肿瘤发生、发展的原因复杂, 研究表明, 肿瘤宿

主体内普遍存在由肿瘤细胞相关抗原、肿瘤浸
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■相关报道
研究表明, 肿瘤细
胞裂解蛋白具有
全 抗 原 性 ,  能 刺
激 多 个 T 细 胞 表
位而活化多克隆
T细胞, 热休克蛋
白(heat shocked 
protein, HSP)在多
数肿瘤不同程度
表达异常, HSP能
将与其结合的多
肽通过内源性途
径经MHC-Ⅰ类分
子而引起特异的
CD8+ T细胞反应. 
因此, 利用肿瘤细
胞裂解蛋白的全
抗原性和HSP或
HSP-肽结合物免
疫原性强的联合
作用有可能刺激
更强的抗仲瘤免
疫反应.

润淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocytes, TILs)
和细胞因子等组成的免疫耐受微环境[1]. 调节T
淋巴细胞(regulatory T cells, Tregs)是TILs的成员

之一[2], 肿瘤患者外周血和肿瘤灶CD4+CD25+叉

头盒转录因子P3(forkhead box p3, Foxp3)+ Tregs
浸润普遍增多[3-5]. Tregs可抑制辅助T淋巴细胞

-1(T helper type 1, Th1)增殖, 下调Th1细胞介导

的抗肿瘤免疫[6,7]. 因此, 提高肿瘤的免疫原性、

促进免疫系统抗肿瘤排斥反应是肿瘤免疫治疗

的重要手段. 肿瘤免疫治疗的关键一环是促进

树突状细胞(dendritic cells, DCs)的成熟与提高

其抗原呈递能力[8]. DCs是功能强大的专职抗原

呈递细胞[8], 利用肿瘤或肿瘤细胞裂解物[9,10]、

肿瘤RNA[11]和细胞因子[12]等致敏的DCs瘤苗已

对一些肿瘤取得免疫治疗效果. 研究已证实, 肿
瘤细胞裂解蛋白具有全抗原性, 致敏的DCs能
活化宿主体内多克隆T细胞产生抗肿瘤免疫效

应[9,10]. 肿瘤细胞热休克后产生大量具有强抗原

性的热休克蛋白(heat shocked protein, HSP), 如
HSP70和HSP90等, 具有提高细胞抗原性的作 
用[13]. 本研究结合肿瘤细胞裂解蛋白的全抗原

性和热休克后抗原性提高的双重优点, 利用He-
pal-6细胞热休克后裂解蛋白体外致敏BMDCs制
成瘤苗, 每隔7 d足垫部和瘤内注射HCC小鼠共2
次, 另设空白组、BMDCs组、Hepal-6细胞裂解

蛋白致敏BMDCs组为对照. 治疗结束后第9 d处
死各组小鼠, FACS检测肿瘤组织内CD8+T细胞

及CD25+ Foxp3+细胞浸润的改变. 

1  材料和方法

1.1 材料 6-8周龄C57BL/6J近交系♀小鼠从中

国科学院上海实验动物中心购买; Hepa l-6为
小鼠来源的肝癌细胞株(ATCC CRL-1830), 由
复旦大学附属中山医院肝癌研究所保存并

提供; 高糖D M E M、R P M I 1640、胰蛋白酶

(trypsin)-EDTA、胎牛血清(heat-inactivated fe-
tal calf serum)购自GIBCOL公司; 培养板和离

心管、细胞培养瓶从Corning Cors tar公司购

买; PE-conjugated rat anti mouse CD11c(N418)、
CCR7(4B12), FITC-conjugated rat anti mouse 
CD80(16-10A1)、CD86(GL1)、FITC-conjugated 
rat anti mouse CD25(PC61.5)、PE-conjugated rat 
anti mouse Foxp3(FJK16s)、FITC-conjugated rat 
anti mouse CD8、affinity purified rat anti mouse 
CD25 (PC61.5)、affinity purified rabbit anti mouse 
Foxp3 (NRRF-30)购自eBioScience公司; FITC-

conjugated goat anti rat IgG、Cy3-conjugated goat 
anti rabbit IgG购自KPL公司; Mouse CD4+ CD25+ 
Regulatory T cell Isolation Kit购自Miltenyi Biotec
公司. 
1.2 方法

1.2.1 Hepal-6细胞培养和传代: (1)从液氮罐取

出Hepal-6 细胞冻存管快速放入37 ℃无菌双蒸

水液化后, 吸出冻存液放入DMEM: RPMI 1640 
= 1∶1混合培养液(10%胎牛血清)600 r/min离
心6 min; (2)将细胞放入盛有DMEM : RPMI 
1640 = 1∶1混合培养液(10%胎牛血清)培养瓶, 
5%CO2、37 ℃饱和湿度培养箱培养; (3)显微镜

下观察贴壁生长的细胞基本铺满瓶底时倒弃培

养液, 加入0.25%的胰蛋白酶室温消化后, 600 
r/min离心6 min, 重悬细胞. 按1.0×105/mL细胞

浓度分瓶加入DMEM∶RPMI 1640 = 1∶1混合

培养液(10%胎牛血清)继续培养, 根据细胞生长

情况和培养液颜色变化更换培养液. 
1.2.2 Hepal-6肿瘤模型的制作: (1)Hepal-6细胞

传代3次后收集对数生长期细胞, 0.25%的胰蛋

白酶-EDTA消化, 600 r/min离心6 min, 重悬并调

整细胞浓度为2×107/mL; (2)按实验分组要求取

C57BL/6J小鼠乙醚轻微麻醉后, 每只右肩胛区

皮下1次性接种0.2 mL浓度为2×107/mL的He-
pal-6细胞, 按正常条件饲养, 在接种第7-8 d小鼠

右肩胛区可触及直径约5-7 mm的肿瘤. 
1 . 2 . 3  两 步 法 免 疫 磁 珠 体 外 分 离 小 鼠 肿 瘤

CD4+CD25+ T细胞: 参考试剂盒操作: (1)成瘤

12 d摘荷瘤小鼠肿瘤, 1×PBS碾磨肿瘤组织后, 
4 ℃、1000 r/min离心10 min; (2)细胞混匀, 加入

9 mL双蒸水5-7 s后, 迅速加入1 mL 10×PBS终
止破膜, 1×PBS重悬细胞; (3)加台盼蓝染液显

微镜下观察和计数细胞, 细胞活力>90%时继续

后续步骤; (4)去除非CD4+ T细胞: 将细胞1000 
r/min 4 ℃离心10 min, 每107细胞加40 µL PBA
和10 µL cook-tail-Biotin antibody混匀细胞, 4 ℃
孵育15 min; 加30 µL PBA、20 µL Anti-Biotin 
MicroBeads和10 µL CD25-PE antibody再次混匀

细胞, 4 ℃避光孵育20 min; 加入1 mL PBA, 1000 
r/min 4 ℃离心10 min后加500 µLPBA混匀; 加
2 mL PBA润洗LD柱中后1次性加入上述500 µL
细胞悬液, 收集流出物即为CD4+ T细胞; (5)标记

分离的CD4+CD25+ T细胞: 将收集的CD4+ T细胞

1000 r/min 4 ℃离心10 min, 90 µL PBA和10 µL 
Anti-PE MicroBeads混匀细胞; 4 ℃避光孵育20 
min后加2 mL PBA 1000 r/min 4 ℃离心10 min后
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■创新盘点
DCs疫苗的制备
多用单一抗原或
单个基因修饰, 抗
瘤效果不理想. 本
研究利用肿留裂
解蛋白的全抗原
性结合肿瘤细胞
热休克后HSP表
达上调, 免疫原性
增强的优点以制
备免疫效果更强
的DCs疫苗.

加500 µL PBA重悬细胞; 用500 µL PBA润洗MS
柱后, 将上述500 µL细胞悬液1次性加入MS柱
中, 流出的为CD4+CD25- T细胞, 留在MS柱中的

为CD4+CD25+ T细胞.  
1.2.4 CD25+和Foxp3+抗体免疫荧光法双标分离

的CD4+CD25+ T细胞: (1)将分离的CD4+CD25+  
T细胞制作细胞涂片自然干燥后冷丙酮固定20 
min, 1×PBS漂洗3次; (2)0.1%Triton-X-100室温

下处理10 min, 1×PBS漂洗3次, 山羊血清室温

封闭30 min; (3)滴加兔抗小鼠Foxp3单克隆抗体, 
大鼠抗小鼠CD25抗体4 ℃孵育过夜后1×PBS漂
洗3次; (4)滴加Cy3-羊抗兔IgG, FITC-羊抗大鼠

IgG室温避光孵育2 h, 加入1∶1000稀释的DAPI
液, 室温避光孵育, 1×PBS漂洗3-4次后磷酸甘

油封片送至中科院上海细胞研究所行激光共聚

焦显微镜拍照. 
1.2.5 Hepal-6细胞热休克与蛋白的提取: (1)将传

3代的Hepal-6细胞换培养液后继续培养12 h; (2)
先将培养箱在5%CO2环境下缓慢升温至42 ℃, 
放入细胞热休克1 h后立即取出在5%CO2、37 ℃
培养箱中恢复6 h取出细胞, 细胞刷小心刮取瓶

底细胞, 1×PBS洗涤3次; (3)双蒸水重悬细胞至

-80 ℃冰箱冻融3次后研磨细胞, 将细胞研磨液

14000 r/min、4 ℃离心30 min, 小心吸取蛋白上

清, 即为总蛋白, 分装在-80 ℃冰箱保存. BCA法

测定蛋白质的浓度. 
1.2.6 B M D C s的诱导培养 :  (1)处死6-8周龄

C57BL/6J小鼠, 取股骨剔除所附肌肉, 用1次性

注射器在1×PBS中冲出骨髓至股骨发白; (2)收
集细胞悬液, 1000 r/min离心10 min, 加9 mL双蒸

水约5-10 s破除红细胞后随即加1 mL 10×PBS
中止; (3)细胞过滤后1000 r/min 离心10 min, 细
胞计数后调整细胞浓度至2×106/mL. 以2×106

细胞/孔接种到含重组小鼠GM-CSF(20 ng/mL)
和IL-4(10 ng/mL)的24孔培养板, 5%CO2、37 ℃
培养, 隔天半量换培养液并补足细胞因子继续

培养. 
1.2.7 BMDCs的鉴定: (1)相差显微镜观察并拍

照培养BMDCs集落的大小、数量和突起等; (2)
收集培养9 d的BMDCs, 1×PBS 1000 r/min离心

10 min洗涤3次. 部分送复旦大学上海医学院电

镜室扫描电镜拍照, 部分制成细胞涂片; (3)冷
丙酮固定细胞涂片20 min后一部分HE染色并拍

照, 一部分用于荧光免疫组织化学检测CD11c、
CCR7、CD80、CD86的表达. 
1.2.8 Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BM-

DCs: (1)将培养5 d的BMDCs半量换培养液并调

整细胞浓度至2×106/mL, 5%CO2、37 ℃培养箱

培养24 h后分3组: BMDCs对照组、Hepal-6细胞

裂解蛋白BMDCs对照组、脂多糖(lipopolysac-
charides, LPS)(200 ng/mL)刺激对照组和Hepal-6
细胞热休克后裂解蛋白BMDCs实验组. 每组设

6复孔; (2)BMDCs对照组每孔加入等体积的1
×PBS; Hepal-6细胞裂解蛋白BMDCs对照组每

孔加入1.5 μg Hepal-6细胞裂解蛋白; Hepal-6细
胞热休克后裂解蛋白BMDCs组每孔加入1.5 μg 
Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白; (3)各孔培养液

均调至1 mL, 5%CO2、37 ℃培养12 h后, 收集各

组细胞并调整细胞浓度至2×107/mL. 
1.2.9 FACS分析Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白

致敏前后BMDCs的CD11c、CCR7、CD80、
CD86表达: (1)将收集的各组BMDCs各分装5个
EP管, 2000 r/min离心3 min; (2)各EP单独加500 
μL含PE-大鼠抗小鼠CCR7、CD11c单克隆抗

体, FITC-大鼠抗小鼠CD80、CD86单克隆抗体, 
4 ℃避光孵育40 min; (3)1×PBS, 2000 r/min离心

3 min, 洗2次加500 μL Flow Cytometry Staining 
Buffer重悬混匀, 上机检测, 用随机所带流式分

析软件分析实验数据. 
1.2.10 Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BM-
DCs注射荷瘤小鼠: 接种8 d后成瘤小鼠随机分4
组. (1)荷瘤对照组: 每只小鼠瘤内和足垫部各注

射0.1 mL 1×PBS; (2)对照BMDCs组每只小鼠

瘤内和足垫部各注射0.1 mL浓度为2×107/mL的
BMDCs; (3)Hepal-6细胞裂解蛋白致敏BMDCs
组: 每只小鼠瘤内和足垫部各注射0.1 mL浓度为

2×107/mL的Hepal-6细胞裂解蛋白致敏BMDCs; 
(4)Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BMDCs
组: 每只小鼠瘤内和足垫部各注射0.1 mL浓度为

2×107/mL的Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致

敏BMDCs, 各组每7 d注射1次, 共2次.
1 . 2 . 11  FA C S 分析小鼠肿瘤 C D 8 +T 细胞和

CD25+Foxp3+T细胞的浸润: (1)治疗9 d后, 处死

各组小鼠, 取肿瘤组织并辗碎, PBS冲洗成细胞

悬液1000 r/min离心10 min; (2)加9 mL双蒸水轻

摇5-8 min破除红细胞膜迅速加1 mL 10×PBS终
止, 1000 r/min离心10 min; (3)细胞计数, 调细胞

浓度至1×106/mL; (4)将各组细胞2000 r/min离
心3 min, 分别加100 μL Flow Cytometry Staining 
Buffer后各加入: FITC-大鼠抗小鼠CD8抗体、

PE-大鼠抗小鼠Foxp3+抗体和FITC-大鼠抗小鼠

CD25抗体混匀, 4 ℃避光孵育40 min; (5)1 mL 1
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×PBS, 2000 r/min离心3 min洗涤2次后, 各加500 
μL Flow Cytometry Staining Buffer重悬混匀, 上机

检测, 用随机所带流式分析软件分析实验数据. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间差异采用SPSS16.0统计软件进单因素方差分

析, 若方差齐性, 两两比较采用LSD法, 若方差不

齐, 采用Games-Howell检验分析. P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 体外扩增BMDCs的鉴定 显微镜下观察可

见: GM-CSF和IL-4体外诱导的C57BL/6J小鼠

BMDCs在第3天形成明显的集落, 第6天集落增

大, 并释放出较多的BMDCs, 第9、12天集落释

放的BMDCs数量更多, 集落松散变小. HE染色

显示第9天的BMDCs有明显树突状突起, 扫描电

镜可见多数次级分支(图1), 荧光免疫细胞化学

染色显示: BMDCs表达CD11c、CCR7、CD80
和CD86(图2). 
2.2 Hepa l-6细胞热休克后裂解蛋白致敏前后

BMDCs CD11c、CCR7、CD80和CD86的表达

变化 FACS分析显示(表1, 图3): Hepal-6细胞热

休克后裂解蛋白致敏的BMDCs上调了CD11c、
CCR7、CD80和CD86的表达, 与BMDCs对照组

和Hepal-6细胞裂解蛋白对照组相比差异具有统

计学意义(P <0.01). 尽管LPS刺激同样可以上调

BMDCs CD11c、CCR7、CD80和CD86的表达

(与Hepal-6细胞裂解蛋白组相比, P <0.05), 但He-
pal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的BMDCs比
LPS组具有更高的CD80和CD86表达, 且两组之

间的差异具有统计学意义(CD80: P <0.05, CD86: 
P <0.01). 

■应用要点
Hepal-6细胞热休
克后裂解蛋白体外
对骨髓来源树突状
细胞(bone marrow 
derived dendritic 
cells, BMDCs)有较
强的致敏作用, 致
敏的BMDCs在体
内能促进小鼠肝
细胞癌肿瘤灶内
CD8+ T细胞的增殖
和活化, 减少CD4+ 

CD25+Foxp3+ T细
胞的浸润, 对肝癌
的免疫治疗有参考
作用.

图  1  显微镜下观察BMDCs的形态. A: 树突状细胞集落(×200); B: 树突状细胞(×400); C: 树突状细胞HE染色(×400); D: 树

突细胞扫描电镜(×7000). BMDCs: 骨髓来源树突状细胞.

A B C

D

     

表  1  Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BMDCs后, CD11c、CCR7、CD80和CD86表达细胞计数 (n  = 6, meam±SD, %)

分组      CD11c+     CCR7+      CD80+     CCR86+

BMDCs对照组 52.4±5.20b 46.9±5.04b 46.9±4.75b 60.1±2.98b

Hepal-6细胞裂解蛋白BMDCs对照组 58.4±4.42b 57.0±3.46b 54.4±3.47b 63.7±3.10b

LPS对照组 64.6±3.86 64.3±6.42 56.9±4.06a 67.4±2.08b

Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白BMDCs实验组 67.2±4.49 65.4±5.34 62.9±4.69 73.3±3.58

aP<0.05, bP<0.01 vs  Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白BMDCs实验组. BMDCs: 骨髓来源树突状细胞; LPS: 脂多糖.
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2.3 注射Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏的

BMDCs瘤苗对HCC荷瘤小鼠瘤内CD8+ T细胞

和CD25+Foxp3+ Tregs细胞浸润的影响 在对HCC
模型小鼠运用瘤苗进行治疗后的第9天(图4), 针
对瘤内CD8+ T细胞和CD25+Foxp3+Tregs细胞浸

润情况的FACS检测显示(表2, 图5): 与空白对照

组、BMDCs对照组和Hepal-6细胞裂解蛋白致

敏BMDCs对照组比, Hepal-6细胞热休克后裂解

蛋白致敏的BMDCs组呈现增强的CD8+ T细胞瘤

内浸润(P <0.01), 但该组瘤内CD25+Foxp3+ Tregs
细胞的浸润则明显减少(P <0.01或P <0.05). 

3  讨论

肿瘤微环境的免疫耐受表现包括抗原缺失、

免疫抑制细胞增多[3]、DCs抗原提呈能力下降

等[14-17]. 因此, 有效的抗瘤免疫治疗首先要有强

免疫原刺激DCs成熟, 促进其抗原呈递能力. 其
次是成熟的DCs在荷瘤宿主体内能促进免疫效

应CD4+ T细胞、CD8+ T细胞的增殖和活化, 抑
制和减少Tregs等免疫抑制细胞在瘤内的浸润. 
Tregs是以免疫抑制为主要功能的T细胞, 表达

CD25[18]和Foxp3分子[19], Foxp3的是Tregs活化与

功能成熟的标志[20], Foxp3表达能复苏休眠状态

的Tregs, 提高其增殖潜能[21]. CD25+Foxp3+ Tregs
在多种肿瘤浸润[22], 且与结肠癌[23,24]、结直肠癌
[25]、胃癌[26]、头颈癌[27,28]、淋巴瘤[29]、宫颈癌
[4]、卵巢癌[30]和肺癌[31]等预后相关. 肿瘤浸润的

CD25+Foxp3+ Tregs抑制CD4+ T细胞、CD8+ T细
胞的活化、增殖和细胞因子的分泌[32], 抑制自

然杀伤细胞(natural killer, NK)细胞和DCs的成

熟[33], 抑制B细胞的增殖和抗体产生[34]. CD25+ 
Foxp3+ Tregs的免疫抑制机制主要是细胞直接

■同行评价
文章新颖性突出, 
对读者有一定的
参考价值.

图  2  荧光免疫组织化学检测CD11c、CCR7、CD80和CD86在BMDCs的表达. A: CCR7(PE×200); B: CD11c(PE×400); C: 

CD80(FITC×400); D: CD86(FITC×400). BMDCs: 骨髓来源树突状细胞.

A B C

D

     

表  2  Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BMDCs治疗后, CD8+细胞和CD25+Foxp3+细胞在瘤体内的浸润计数 (n = 6, meam±SD, %)

分组    CD8+ CD25+Foxp3+

空白对照组 38.2±3.34b   1.31±0.202b

BMDCs对照组 44.6±4.29b   0.77±0.057b

Hepal-6细胞裂解蛋白BMDCs对照组 45.6±4.92b   0.57±0.062a

Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白BMDCs实验组 55.0±4.11   0.37±0.028

aP<0.05, bP<0.01 vs   Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白BMDCs实验组. BMDCs: 骨髓来源树突状细胞. 
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接触的细胞毒T细胞相关抗原4(cytotoxic T lym-
phocyte antigen-4, CTLA-4)途径[35,36]和细胞因子

白介素-10(interleukin-10, IL-10)[37]、转化生长因

子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)途
径[38]. 

本实验免疫荧光组织化学双标法显示He-
pal-6细胞建立的HCC小鼠瘤内有CD25+Foxp3+ 

Tregs浸润(图4), 提示CD25+Foxp3+ Tregs与小

鼠HCC关系密切. 实验诱导的BMDCs在显微

镜下具有典型的DCs集落和树突, 表达CCR7、
CD11c、CD80和CD86分子. Hepal-6细胞热休

克后裂解蛋白致敏BMDCs实验组上调CD11c、
CCR7、CD80 、CD86的表达(P <0.01); DCs
成熟刺激物质LPS对照组BMDCs的CD11c、
CCR7、CD86的表达也上调(P <0.05), 实验组

CD80(P <0.05)、CD86(P <0.01)表达高于LPS组, 
提示Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白具有较强的

刺激BMDCs成熟能力. 致敏后的BMDCs瘤苗足

垫部和瘤体内注射治疗HCC小鼠后, 明显下调

CD25+Foxp3+ Tregs(P<0.05), 但上调CD8+ T细胞

在瘤体内的浸润(P <0.01). 提示瘤苗对瘤体CD8+ 
T细胞的浸润有增强作用, 但对CD25+Foxp3+ 
Tregs浸润有抑制作用. Hepal-6细胞热休克后裂

解蛋白对BMDCs的成熟刺激以及疫苗对瘤体

CD25+Foxp3+ Tregs和CD8+ T细胞浸润的影响可

能与以下机制有关: Hepal-6热休克后裂解蛋白的
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图  3  FACS法检测Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白致敏BMDCs后CD11c、CCR7、CD80和CD86的表达. A: CD11c; B: CCR7; 

C: CD80; D: CD86. BMDCs: 骨髓来源树突状细胞; LPS: 脂多糖.

图  4  荧光免疫组织化学双标瘤内浸润CD25+Foxp3+细胞. 
A: Foxp3+细胞(PE×200); B: CD25+细胞(FITC×200); C: 细

胞核(DAPI×200); D: CD25+Foxp3+细胞(merg×200).

A B C D
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多种抗原成分被BMDCs捕获并被处理, 以MHC-
Ⅱ类分子或抗原肽表达于细胞膜[39-41], HSPs、
HSPs-抗原肽复合物与BMDCs表面的CD40、
CD91结合被内化促进BMDCs成熟为DCs(mature 
dendritic cells, mDCs)[42]. mDCs上调表达CCR7、
CD80和CD86分子[39], CCR7与次级淋巴组织趋化

因子(secondary lymphoid chemokin, SLC)结合后

一方面提高DCs的趋化迁移能力有利于抗原递

呈, 另外一方面在宿主体内趋化周围淋巴器官的

CD4+ T细胞、CD8+ T细胞迁移入肿瘤发挥抗瘤

作用[43]. mDCs在体内能促进CD8+ T细胞的归巢

和活化[44-46], 下调TGF-β、IL-10表达抑制CD25+ 
Foxp3+ Tregs的增殖和功能[9,10,12,18,19], 减弱Foxp3+ 
Tregs的免疫抑制作用[38]. 

总之, Hepal-6细胞热休克后裂解蛋白体外

能促进BMDCs的成熟, 疫苗注射治疗后能抑制

CD25+Foxp3+ Tregs但增强CD8+ T细胞在HCC小
鼠肿瘤的浸润, 改善免疫环境, 促进肿瘤免疫排

斥, 有明显的抗肿瘤效应, 但疫苗的作用机制还

要有待实验进一步阐明. 
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