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Abstract :Objective　To explore antitumor protective immunity induced by dendritic cells based vaccine in

humanised nude mice model. Methods　Immature DCs generated f rom peripheral blood mononuclear cells

were t ransfected with gast ric carcinoma total RNA i n vit ro. A humanized nude mice model was estab2
lished by int raperitoneal (i. p . ) injection of human peripheral blood T2lymphocytes ( HuPB TL ) . The

mice were randomly divided into DCRNA group , DCs group and PBS group of 5 mice each. The mice were

immunized s. c. with DCRNA or DCs and PBS , respectively , twice , at weekly intervals. Three days after

the last immunization mice were challenged s. c. with B GC2823 cells. The CD4 + and CD8 + T cell sub2
populations of human T2lymphocytes f rom peripheral blood of humanised nude mice were detected by

flow cytometry and graft versus host disease ( GV HD) were observed. Tumor growth , tumor volume ,

tumor weight and tumor inhibition rate were observed. Production of cytokine IL212 and IFN2γwere de2
tected by EL ISA kit . Results　The CD4 + and CD8 + T cells subpopulations of human T2lymphocytes f rom

peripheral blood of humanised nude mice were found in each group . GV HD was not occurrence in each

group . Overall tumor volume in DCRNA group mice was significantly lower than those of DCs group and

PBS group ( P < 0 . 05) . Tumor weight in DCRNA group was significantly lighter than those of DCs group

and PBS group ( P = 0 . 0452 , P = 0 . 0004) , but this difference was not statistically significant between

DCs group and PBS group ( P = 0 . 0618) . Inhibition tumor rate for DCRNA group (53 . 7 %) was higher

than that for DCs group (25 . 1 %) ( P < 0 . 05) . Production of cytokine IL212 and IFN2γin DCRNA group

were significantly increased relatived to DCs group and PBS group ( P < 0 . 05 , P < 0 . 01) . Conclusion　A

humanised nude mouse model was successfully established by i. p . injection of HuPB TL . DCs based vac2
cine is capable of inducing enhanced antitumor protective immunity i n vivo.
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摘　要 :目的　探讨树突状细胞 (DCs)疫苗在人源化裸鼠体内的抗胃癌免疫保护作用。方法 　制备

DCRNA疫苗 ;建立人源化裸鼠模型 ;15只人源化裸鼠随机分为 DCRNA组、DCs组和 PBS组 ,每组 5 只 ,分

别用 DCRNA、DCs和 PBS皮下免疫注射 2次 ,间隔 1周 ,末次免疫后 3 天皮下接种胃癌细胞。各组裸鼠

外周血人源性 CD4 � T细胞和 CD8 � T细胞的检测和观察 GV HD反应。观察裸鼠瘤体积和瘤重。检测

细胞因子 IL212和 IFN2γ水平。结果　各组 HuPB TL2裸鼠外周血中均检测到人源性 CD4 � T细胞和

CD8 � T细胞 ,无 GV HD反应。DCRNA组瘤体积明显小于 DCs组和 PBS组 ( P < 0 . 05) ;DCRNA组瘤重明

显小于 DCs 组和 PBS 组 ( P = 0 . 0452、P = 0 . 0004 ) ,但 DCs 组和 PBS 组差异无统计学意义 ( P =

0 . 0618) ;DCRNA组抑瘤率 (53 . 7 %)显著高于 DCs组 (25 . 1 %) ( P < 0 . 05) 。DCRNA组 IL212 和 IFN2γ水平
明显高于DCs组和 PBS组 ( P < 0 . 05、P < 0 . 01)。结论　HuPB TL 腹腔注射 ,可成功构建裸鼠人细胞免

疫功能 ;DCRNA疫苗在人源化裸鼠体内

能诱导产生较强的抗胃癌免疫保护作

用。
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0　引言

树突状细胞 (Dendritic cells , DCs)是体内功能

最强的抗原提呈细胞 ,在诱导特异性抗肿瘤细胞免

疫反应中起关键作用。近年来 ,国外 DCs 疫苗 Ⅰ、

Ⅱ期临床试验治疗恶性胶质瘤[ 1 ]、肾癌[ 2 ]和结、直肠

癌[ 3 ]等 ,说明 DCs疫苗是安全可行的。我们前期的

实验结果已经证实胃癌总 RNA转染的 DCs在体外

诱导产生抗胃癌特异性 CTL [ 4 ] ,在此基础上 ,我们

观察胃癌总 RNA 转染的 DCs (DCRNA疫苗)在人源

化裸鼠体内抗胃癌免疫保护作用。

1　材料和方法

1 . 1　材料

胃癌细胞株 B GC2823 ,由河北医科大学申海涛

博士惠赠。BALB/ c ( nu/ nu)裸鼠购于中国医学科

学院实验动物研究所 ,SPF级 ,4～5周龄 ,体重 18～

20g ,均为雌性。饲养于河北省实验动物中心 SPF

级动物实验室 ,笼具、水和垫料均高压消毒 ,每 3 天

更换 1 次。RPMI1640 培养基购于美国 Gibco 公

司 ,新生牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限

公司。RPMI1640 完全培养基 :以 RPMI1640 培养

基为基础 ,加 10 %灭活的新生牛血清、100U/ ml 青

霉素和 100μg/ ml链霉素。重组人粒细胞2巨噬细胞
集落刺激因子 ( rh GM2CSF) 、重组人白细胞介素24

(rhIL24)均为美国 Rep rotech公司产品。TRIzol 试

剂购于美国 Invit rogen 公司。Ficoll2Paque 淋巴细

胞分离液购于瑞典 Amersham Biosciences 公司。

尼龙毛购于日本和光纯药工业株式会社。人 IL212

和 IFN2γ水平检测 EL ISA 试剂盒为深圳晶美生物

工程有限公司产品。FITC/ PE 标记鼠抗人单抗

CD4、CD8购于美国 BioLegend公司。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　细胞 B GC2823 培养和胃癌总 RNA 的提取

和鉴定 　B GC2823 常规培养、消化传代 ,取对数生

长期细胞用于实验。消化、离心收集细胞 , PBS洗

涤 3次 ,按 TRIzol试剂盒说明书抽提胃癌总 RNA ,

取少量 RNA 测定 OD260 / OD280 ,计算总 RNA 含量

和纯度 > 1 . 8 ;琼脂糖变性电泳可见完整 18S、28S

两条带 ,表明总 RNA 完整未降解。调细胞 B GC2
823浓度为 1×107 / ml。

1 . 2 . 2 　DCs的培养及 DCRNA疫苗制备的健康成人

外周血 (肝素抗凝 50U/ ml)行密度梯度离心法分离

出外周血单个核细胞 ( PBMCs) , PBS洗涤 3 次 ,在

完全培养基 ,37℃、5 %CO2饱和湿度培养箱培养 2h

后 ,吸出未贴壁细胞 ;留下的贴壁细胞 ,流式细胞仪

( FCM)检测其纯度 ( > 90 %) ,调整细胞密度为 2 ×

106 / ml ,加入 6 孔板中 ,每孔加完全培养基、rh GM2
CSF100ng/ ml和 rh IL24 50ng/ ml ,37 ℃、5 %CO2饱

和湿度培养箱培养 ,隔天半量换液及添加 rh GM2
CSF和 rhIL24。参考文献 [ 2 ]的方法 ,第 5 天 ,将

imDCs分成 2 组 ,1 组 imDCs用 RPMI1640 培养基

调整密度为 1 ×107 / ml ,加总 RNA 50μg/ ml ,在

37 ℃、5 %CO2饱和湿度培养箱中共培养 60min进行

转染 ,转染结束后更换培养基继续培养 2天 ;另 1组

继续培养 2天作为对照组。第 7天收集全部悬浮和

轻微贴壁细胞 , PBS 洗 2 次 , 调整其密度为

5 ×106 / ml。

1 . 2 . 3　人源化裸鼠模型的建立和 DCRNA疫苗抗胃

癌免疫保护作用　将吸出的非贴壁细胞 ,完全培养

基悬浮后轻轻注入尼龙毛柱 ,37 ℃水浴 1h ,冲洗出

非贴壁细胞即为人 T 淋巴细胞 , FCM 检测其纯度

(93 %) ,PBS洗涤 2 次 ,调整细胞密度为 6 ×107 /

ml。15只裸鼠腹腔注射人 T 细胞 3 ×107 /只 (0 . 5

ml) ,建立 HuPB TL2裸鼠模型。随机分为DCRNA组、

DCs组和 PBS组 ,每组 5 只 ,分别用 DCRNA、DCs (1

×106 / 0 . 2ml)和 PBS 0 . 2 ml 皮下注射 ,免疫 2 次 ,

间隔 1周 ,末次免疫后第 3 天于裸鼠右腋窝中部外

侧皮下接种胃癌细胞 2 ×106 / 0 . 2ml。成瘤后每 2

天用游标卡尺测量瘤体最长径 a、最短径 b。观察各

组裸鼠肿瘤生长速度、瘤体积和瘤重 , TV = 0 . 52 ×a

×b2 [ 5 ] ,抑瘤率 ( %) [ 6 ] = (对照组平均瘤重2治疗组
平均瘤重) /对照组平均瘤重×100 %。

1 . 2 . 4　移植物抗宿主病 ( GV HD)反应和裸鼠人细

胞免疫重建成功的检测　观察实验期间裸鼠的体重

变化 ,有无皮疹、腹泻、步态改变等表现 ;实验结束时

处死裸鼠 ,立即摘眼球将外周血置于含有 ED TA 的

抗凝管中并混匀 ,FCM检测人源性 CD4 + T细胞和

CD8 + T细胞。

1 . 2 . 5 　细胞因子 IL212 和 IFN2γ水平的检测　采
用尼龙毛柱法分离免疫裸鼠的脾 T 淋巴细胞。以

B GC2823 细胞作为刺激细胞 ,加入 50μg/ ml 的

MMC ,37℃,灭活 30min。将 T细胞和灭活的B GC2
823细胞以 10∶1混合 ,培养 48h后收集上清液 ,采用

EL ISA法检测上清液中 IL212和 IFN2γ水平。
1 . 3　统计学分析 　实验数据用 �x ±s 表示 ,应用

SPSS 13 . 0统计软件 ,采用单因素方差分析 , P <

0 . 05为差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1 　各组裸鼠人细胞免疫重建成功的检测和

GV HD反应

各组 HuPB TL2裸鼠外周血中均检测到人源性
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CD4 � T细胞和 CD8 � T细胞 ,见图 1。各组裸鼠

体重无明显变化 ,无皮疹、腹泻等。

图 1　裸鼠外周血人源性 T淋巴细胞的

流式细胞仪检测结果

2 . 2　不同组荷瘤鼠肿瘤体积、瘤重及抑瘤率的比较

DCRNA组瘤体积明显小于 DCs组和 PBS组 ,差

异有统计学意义 ( P < 0 . 05) ,见图 2。DCRNA组瘤重
(0 . 464±0 . 156) g明显小于 DCs组 (0 . 750±0 . 220)

g和 PBS 组 ( 1 . 002 ±0 . 138 ) g ( t = 2 . 371 , P =

0 . 0452 ; t = 5 . 776 , P = 0 . 0004) ,但DCs组和 PBS组

差异无统计学意义 ( t = 2 . 170 , P = 0 . 0618) ;DCRNA

组抑瘤率 (53 . 7 %)明显高于 DCs组 (25 . 1 %) ,差异

有统计学意义 ( P < 0 . 05) 。

图 2　各组裸鼠皮下移植瘤体积生长曲线

2 . 3　细胞因子 IL212和 IFN2γ水平的检测
DCRNA组 IL212和 IFN2γ水平明显高于 DCs组

和 PBS组 ,见表 1。

表 1　各组细胞因子 IL212和

IFN2γ水平的比较( pg/ ml , n = 5)

组别 IL212 IFN2γ
PBS组 24 . 7±5 . 1 57 . 9±9 . 3

DCs组 279 . 2±42 . 7 3 713 . 2±121 . 8 #

DCRNA组 387 . 0±53 . 6 ▲ 986 . 4±163 . 7 △

　　注 : 3与 PBS组比较 t = 13 . 23、P < 0 . 0001 ; ▲与 DCs组

比较 t = 3 . 517、P = 0 . 0079 ; # 与 PBS 组比较 t = 12 . 00、P <

0 . 0001 ; △与 DCs组比较 t = 2 . 994、P = 0 . 0172

3　讨论

裸鼠先天缺乏细胞免疫 ,为解决研究人体肿瘤

免疫的动物模型不能确切反映人体免疫系统的这个

问题 ,我们借鉴了建立 HuPBL2SCID鼠嵌合体模型

的经验[ 7 ,8 ] , 腹腔注射人外周血 T 淋巴细胞

( HuPB TL)以重建裸鼠的细胞免疫 ,建立人源化裸

鼠模型 ,即 HuPB TL2裸鼠嵌合体 ,较好地模拟了人

体的免疫微环境。鉴定裸鼠体内人细胞免疫重建成

功的最简单方法是 FCM 检测裸鼠外周血或淋巴器

官 (如脾)人源性 T细胞特异性标记 CD3 � T 细胞

或其亚群 CD4 � T细胞和 CD8 � T细胞[ 7 ]。本实验

各组裸鼠外周血中均检测到人源性 CD4 � T细胞和

CD8 � T细胞 ,提示腹腔注射 HuPB TL 可在裸鼠体

内成功重建人的细胞免疫系统 ,且未发现 GV HD。

随着 DCs疫苗策略的不断改进 ,有必要对疫苗进行

临床前动物实验以评价其有效性和安全性 ,

HuPB TL2裸鼠嵌合体模型的建立为 DCs疫苗研究

和在同一系统内比较、评价疫苗疗效奠定了实验基

础。

移植瘤可激活 SCID鼠内重建的人免疫系统发

生抗肿瘤免疫应答 ,疫苗有助于免疫反应[ 7 ]。本实

验结果显示 , DCRNA疫苗组荷瘤鼠皮下移植瘤与

DCs组和 PBS组相比 ,其生长速度明显减慢 ,抑瘤

率明显大于 DCs组 ,提示重建的人细胞免疫系统已

在裸鼠体内发生了抗肿瘤免疫应答 ,抑制移植瘤生

长 ,DCRNA疫苗对胃癌生长有明显的抑制作用 ,能增

强荷瘤鼠的抗肿瘤免疫应答。这是由于转染胃癌总

RNA的 DCs (DCRNA疫苗)成熟度增高 ,能更有效地

将肿瘤抗原提呈给 T 细胞 ,激活肿瘤特异性 CTL

具有杀伤作用 ,有利于清除肿瘤细胞或远处器官的

微转移[ 9 ] ,同时 CTL 具有记忆效应 ,再次接触同种

抗原时大量活化扩增 ,能有效抵抗胃癌细胞攻击。

DCRNA疫苗免疫的裸鼠 ,其 IL212 和 IFN2γ水平明
显增加 ,而且 IL212 有较强的杀伤肿瘤细胞和抗肿

瘤转移的作用[ 10 ]。DCRNA疫苗对人胃癌有较强的免

疫保护作用 ,可能是特异性免疫和非特异性免疫共

同作用的结果 ,为 DCRNA疫苗应用于胃癌免疫预防

的临床研究和预防胃癌术后复发、转移提供了实验

依据。
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