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Abstract :Objective 　 To investigate the antitumor effect of dendritic cell vaccine loaded with the human

lung cancer associated antigens. Methods 　The monocytes were separated f rom human umbilicus cord

blood cells and cultured for dendritic cells (UbDC) with rh GM2CSF , rhIL24 and rh TN F2αin RPMI 1640

medium. The human lung cancer cells A549 cytolysis antigen and L PS were added into the medium. Suc2
cessively for loading the A549 antigen on UbDC and promoting DCs mature. The mature DC vaccine

loaded with A549 cytolysis antigen ( UbDC/ AgL ) was sorted by magnetic beads. M TT assay was em2
ployed to test the auto mix lymphocyte reaction (AML R) . LD H release assay was carried out to assess

the killing ability of CTL cells against A549 lung cancer cells. The level of human IL21 , IL212 , IL26 and

TN F2βin the culture supernatant was determined by EL ISA. Results 　The level of human IL21 , IL212 ,

IL26 and TN F2βin the culture supernatant of UbDC/ AgL were higher than that of UbDC/ Ag and UbDC

separately ( P < 0. 01) . The special CTL cells had significant cytotoxicity against A549 cells ( P < 0. 01)

and inducemented lymphopoiesis availability. Conclusion 　The dendritic cell vaccine loaded with tumor

cytolysis antigen can activate naive T lymphocyte and induce specific antitumor immune response efficien2
cy.
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摘 　要 :目的 　探讨负载人肺癌细胞株 A549 冻融抗原 DC 疫苗体外抗肿瘤免疫效应。方法 　自脐血分

离单核细胞 ,经 rh GM2CSF、rhIL24 和 rh TN F2α诱导树突状细胞 (DC) ,负载人肺癌细胞株 A549 冻融抗

原、L PS 诱导成熟 ,利用免疫磁珠分选获得功能性肺癌 DC 疫苗 (UbDC/ AgL) , EL ISA 测定 UbDC/ AgL

培养上清中细胞因子浓度、LD H 法测定特异性细胞杀伤 (CTL) 活性及 M TT 法检测自身混合淋巴细胞

反应 (AML R) 。结果 　UbDC/ AgL 细胞组 IL21、IL212、IL26 和 IFN2β含量明显高于 UbDC/ Ag 和 UbDC

组 ( P < 0. 01) ; UbDC/ AgL 疫苗细胞能有效诱导肿瘤特异性 CTL 活性 ,对 A549 细胞有特异性杀伤作

用 ( P < 0. 01) ,并能有效促进淋巴细胞增殖。结论 　负载肿瘤冻融抗原 DC 疫苗 ,能有效激活 T 淋巴细

胞进而诱导肿瘤特异性杀伤效应。
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0 　引言

树突状细胞 (Dendritic cell , DC) 作为机体最重

要的专职性抗原提呈细胞 ,分化成熟与否直接影响

T 细胞介导的免疫反应[1 ] 。目前对 DC 疫苗的研究

主要通过前体 DC 分选后诱导分化 ,获得的 DC 处

于未成熟或半成熟状态[2 ] ,而诱导分化后获得的

DC 再进行成熟性分选的研究未见报道。本研究采

用细胞因子诱导后 ,利用免疫磁珠分选获得更纯的

负载抗原的功能性 (成熟) DC 疫苗 ,探讨其抗肿瘤

免疫效应。

1 　材料与方法

1. 1 　材料

1. 1. 1 　脐血 　足月正常分娩产妇脐血 ,每份 100～
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150 ml ,共约 400 ml。

1. 1. 2 　细胞株 　人肺癌细胞株 A549、人肝癌细胞

株 SMMC7721 由本室传代培养。

1. 1. 3 　培养基及主要试剂 　RPMI1640 培养基

( Gibco) ,重组人粒细胞2巨噬细胞集落刺激因子

(rh GM2CSF) 、重组人肿瘤坏死因子 ( rh TN F2α) 及

重组人白细胞介素 4 ( rh IL24) ( R &D Systems) ,四

甲基偶氮唑盐 (M T T) 及丝裂霉素 C(Mytomicin C)

(Sigma) ,细胞因子培养基 : 10 %胎牛血清 ( FBS)

RPMI1640 培养液中加入 rh GM2CSF 100 ng/ ml、

rh TN F2α50 ng/ ml 和 rhIL24 50 ng/ ml。

1. 1. 4 　检测试剂盒 　人 IL26、IL212、TNF2β及 IL21

EL ISA Kit ( R &D Systems ) ; Anti2FITC Mi2
croBeads Kit 磁珠分选试剂盒 (Miltenyi biotec) 。

1. 1. 5 　荧光标记单克隆抗体 　抗人 CD1a2PE、抗

人 CD1a2FITC、抗人 CD402FITC、抗人 CD862FITC、

抗人 HLA2DR2FITC 单克隆抗体 (BD Biosciences

Pharmingen) ;抗人 CD832 FITC 单克隆抗体 ( Immu2
notech) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　负载肿瘤抗原 DC 疫苗的制备、诱导及分选

　取脐血经淋巴细胞分离液梯度离心、贴壁法制备

UbDC ,培养于细胞因子培养液中 ,同时收集悬浮细

胞培养于含 rhIL22 50 ng/ ml、10 %FBS RPMI 1640

培养液作为脐血淋巴细胞 ;收集对数生长期 A549

细胞株 ,冻融法制备抗原 ;按细胞数 10∶1将 UbDC

细胞与 A549 细胞冻融抗原混合培养 24 h ,分为两

组 : (1) L PS 刺激组 :加入 L PS (终浓度 100 ng/ ml)

诱导培养 48 h 后 , 运用 FITC 荧光标记的抗人

CD83 单克隆抗体 ,利用 Anti2FITC MicroBeads Kit

免疫磁珠分选试剂盒 ,获得的 DC 疫苗即 U bDC/

AgL ; (2) L PS 未刺激组 :未加 L PS 诱导的 DC 疫苗

UbDC/ Ag。

1. 2. 2 　细胞表面分子表达 　分别收集 U bDC/

AgL 、UbDC/ Ag 及 UbDC 细胞 ,加入 FITC 标记单

克隆抗体 ,流式细胞仪检测细胞表面分子表达。

1. 2. 3 　自身混合淋巴细胞反应 (AML R) 　经淋巴

细胞分离液、采用贴壁法制备同份脐血淋巴细胞作

为反应细胞 ;收集 UbDC/ AgL 、U bDC/ Ag、UbDC

及 A549 细胞株 ,经丝裂霉素 C 处理作为刺激细胞。

按刺激细胞、反应细胞分别为 1∶25、1∶50、1∶100 ,均

为三复孔 ,采用 M T T 法测定 AML R , Bio2rad 680

型酶标仪测定 570 nm 吸光度 ( A ) 值 ,计算刺激指数

S I。

刺激指数 ( S I) = 实验组 A 570 / 对照组 A 570

1. 2. 4 　体外诱导 CTL 活性测定 　收集 U bDC/

AgL 、U bDC/ Ag、U bDC 及 A549 冻融抗原 ,分别与

同份脐血淋巴细胞按 1∶20 比例加入 6 孔板 ,置

37 ℃、5 % CO2培养箱共孵育 24 h ,制备 CTL (效应

细胞) ;收集对数生长期 A549 和 SMMC7721 细胞

株作为靶细胞 ;按不同效靶比 25∶1、50∶1和 100∶1 ,

分别加入效应细胞 ,均为三复孔 ,采用 LD H 法测定

CTL 活性 ,Bio2rad 680 型酶标仪测定 570 nm 波长

吸光度 ( A)值。CTL 杀伤率 ( %) = [ (实验组 A 570 -

效自然释放组 A 570 - 靶自然释放组 A 570 ) / (靶最大

释放组 A 570 - 靶自然释放组 A 570 ) ] ×100 %

1. 2. 5 　EL ISA 法测定细胞因子分泌 　收集 Ub2
DC/ AgL 、U bDC/ Ag、UbDC 细胞 ,按 5 ×105 / 孔接

种在 6 孔板内 ,置 CO2 培养箱中培养 4 天 ,收集培

养上清液 ,测定细胞因子 IL21 及 IL212 含量 ;分别

收集各组 AML R 培养 96 h 后的上清 ,测定细胞因

子 IL26 及 TN F2β浓度。

1. 3 　统计学方法

各组数据以 �x ±s 表示 ,采用 SPSS 统计软件作

t 检验和方差分析。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 　结果

2. 1 　肺癌 DC 疫苗鉴定

自脐血分离得单个核细胞于细胞因子培养液

中 , 第 3 天开始细胞表面出现长短不一的树棘状

突起 , 细胞呈簇状生长 , 出现典型树突状细胞形

态学改变 ; FCM 测定结果显示 UbDC/ AgL 细胞

表面高表达 CD40 (70 . 25 ±5. 8) %、CD83 (53 . 53 ±

5. 8) %、CD86 (67 . 56 ±6. 5) %及 HLA2DR (82. 36

±6. 5) %分子 ; 通过 CD83免疫磁珠阳性分选后获

得的细胞经 FCM 检测 , 结果显示 90 %以上表达

CD1a , 见图 1。

图 1 　UbDC/ AgL 经 CD83 磁珠分选后 FCM测定 CD1a 表达

2 . 2 　刺激淋巴细胞增殖反应

M T T 法测定不同刺激组 UbDC/ AgL 、UbDC/

Ag、U bDC 及生理盐水 ( NS) 组 AML R , S I 分别为
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3 . 91 ±0 . 18 3 、1 . 41 ±0 . 17、1 . 83 ±0 . 21和1 . 21 ±

0 . 15 ( 3 与其他组比较 P < 0 . 01) 。

2 . 3 　激发 T 淋巴细胞特异性杀伤作用

不同类型 DC 诱导 CTL 对靶细胞 A549 杀伤活

性比较 ,见图 2。

图 2 　负载 A549 冻融抗原 DC诱导 CTL 对

A549 细胞的特异杀伤活性( %)

　　不同类型 DC 诱导 CTL 对不同靶细胞 A549、

SMMC7721 杀伤活性比较 ,见图 3。

图 3 　负载 A549 冻融抗原 DC诱导

CTL 对不同靶细胞的杀伤活性( %)

2 . 4 　培养上清中细胞因子浓度测定结果

不同类型 DC 细胞培养上清中 ,细胞因子浓度

检测结果 ,见表 1。

表 1 　负载 A549 冻融抗原及 LPS诱导

对 DC自分泌细胞因子的影响

细胞因子含量 UbDC/ AgL UbDC/ Ag UbDC

IL21 (pg/ ml) 1 187 ±72a 388 ±85 53 ±69

IL212 (pg/ ml) 1 607 ±95b 312 ±82 52 ±65

　　注 :分别与 UbDC/ Ag 和 UbDC 组比较 ,a P < 0 . 01 , b P

< 0 . 01

　　AML R 培养 96 h 后 ,不同刺激组细胞上清中

IL26、TN F2β含量测定结果 ,见表 2。

3 　讨论

树突状细胞作为机体内免疫反应的始动子和调

节子 ,在机体抗肿瘤免疫反应中极其重要 ,是近年来

免疫学研究中最活跃的领域。

表 2 　各组 AML R培养 96 h后上清中细胞因子含量

ML R 上清
细胞因子含量

刺激组

UbDC/ AgL UbDC/ Ag UbDC A549

IL26 (pg/ ml) 2 178 ±75 # 912 ±92 82 ±78 51 ±36

TN F2β(pg/ ml) 1 052 ±66 3 416 ±87 15 ±10 15 ±8

　　注 :分别与 UbDC/ Ag、UbDC 及 A549 刺激组比较 , # P

< 0 . 01 , 3 P < 0 . 01

　　体外诱生树突状细胞方法有多种 ,脐血来源丰

富 ,已有利用脐血成功诱导 DC 的报道[ 3 ] 。目前

CD1a 和 CD83 被广泛作为人 DC 的相对特异性标

志 ,L PS 作为免疫调节因子可以促进 DC 成熟从而

增强抗原提呈功能。本研究制备的 UbDC/ AgL 细

胞 ,经 FCM 检测显示细胞表面高表达 CD40 、CD83 、

CD86及 HL A2DR 等 DC 成熟表面标志 ,CD1a 表达

率 90 %是 UbDC/ AgL 培养上清 IL21、IL212 细胞因

子含量明显高于其他实验组 ( P < 0 . 01 ) ,表明 DC

在本细胞因子联合诱导体系中能增殖生长 ,分选获

得的 UbDC/ AgL 疫苗细胞纯度更高、成熟度更高 ,

能更好满足实验研究的需要。

在肿瘤发生发展过程中 ,肿瘤抗原不能有效呈

递给 T 细胞是导致免疫逃逸的重要原因。同时在

荷瘤机体中 ,由于存在抗原递呈细胞的功能低下甚

至缺陷 ,特别是 DC 在数量和功能的改变 ,可造成肿

瘤细胞逃避机体的免疫监视 ,导致肿瘤的形成和发

展[ 4 ] 。利用成熟 DC 负载肿瘤抗原制备出高效 DC

疫苗 ,是目前研究的热点 ,也是能否诱导肿瘤特异性

CTL 产生的关健所在[ 5 ,6 ] 。目前已研究出多种 DC

负载抗原的方法[ 7 ] , 其中冻融裂解法获得肿瘤全抗

原 ,无需明确肿瘤抗原具体的抗原成份 ,而有多种不

同肿瘤抗原成分同时刺激 DC ,诱导出针对不同抗

原决定簇的特异性 CTL ,该法具有潜在的优势。

本研究中 DC 经抗原致敏诱导的 CTL 杀伤作

用随着效靶比的增加而相应提高 , 显示了杀伤活性

的量效关系 , 与国内外研究结果一致[ 8 ,9 ] 。本实验

采用冻融法制备负载肺癌抗原 UbDC/ AgL 疫苗细

胞 ,经 AML R 刺激指数以及培养上清中 IL26 和

TN F2β含量测定显示 ,UbDC/ AgL 疫苗能显著促进

淋巴细胞增殖及多种细胞因子分泌 ( P < 0 . 01) ;同

时 UbDC/ AgL 对 A549 杀伤活性显著高于无关靶

细胞 SMMC7721 ( P < 0 . 01 ) ,并且 U bDC/ AgL 疫

苗细胞诱导 CTL 杀伤活性分别与 U bDC/ Ag、Ub2
DC 比较差异均有统计学意义 ( P < 0 . 01) ,随着效/

靶增加其杀伤活性增高 ,表明 UbDC/ AgL 疫苗细

胞能有效捕获、提呈肺癌抗原并诱导出具有肿瘤特

异性的 CTL s ,产生特异、高效抗肿瘤效应 ,具有良

好的临床应用前景。
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