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ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌ＨＥＰＧ２细胞周期、凋亡的影响

项　颖，秦　波，田小利　　（４０００３０重庆，重庆医科大学附属第一医院感染科）

　　［摘要］　目的　探讨细胞因子从肝癌患者外周血贴壁单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）诱导的
树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）与杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）对人肝癌 ＨＥＰＧ２细胞系周期、凋亡的影响。
方法　 用肝癌患者肝癌组织裂解物（肿瘤抗原）致敏经ＧＭＣＳＦ、ＴＮＦα及ＩＬ４等诱导该患者ＰＢＭＣ产生的ＤＣｓ。用ＩＦＮγ、
ＩＬ２和人ＣＤ３单克隆抗体（ｈｕｍａｎＣＤ３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ｈＣＤ３ｍＡｂ）等诱导该 ＰＢＭＣ的悬浮细胞产生 ＣＩＫ细胞。用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养小室将ＤＣＣＩＫ细胞与ＨＥＰＧ２细胞在同一培养体系内经该小室膜分隔培养２４、４８ｈ。流式细胞仪检测该
ＨＥＰＧ２细胞的周期；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染法检测其凋亡。ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测凋亡相关基因Ｂａｘ及其编码蛋白的
表达。结果　 ＤＣＣＩＫ细胞可明显影响人ＨＥＰＧ２细胞生长周期，两者共培养，可将 ＨＥＰＧ２细胞系阻滞于 Ｇ１期。ＤＣＣＩＫ
细胞能显著诱导 ＨＥＰＧ２细胞的凋亡，与对照相比，其凋亡诱导率差异显著（Ｐ＜０．０１）。基因与蛋白水平检测表明，
ＤＣＣＩＫ细胞可致ＨＥＰＧ２细胞系的凋亡相关基因 Ｂａｘ表达明显上调。结论　 肝癌患者 ＤＣＣＩＫ细胞可明显抑制肝癌
ＨＥＰＧ２细胞系的生长，显著诱导该细胞凋亡，且该凋亡诱导具“时间依赖”与“细胞数量依赖”特性。
　　［关键词］　 ＤＣＣＩＫ细胞；肝癌ＨＥＰＧ２细胞；细胞周期；细胞凋亡
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　　近些年，自体细胞免疫治疗已成为治疗恶性肿瘤
的重要辅助手段之一，并显示了一定的临床前景，但其

疗效各异、机制不清。临床首选树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌ，ＤＣ）与细胞因子诱导的杀伤（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌ
ｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞。ＤＣ是体内唯一能刺激初始型 Ｔ淋巴
细胞的功能强大之专职抗原递呈细胞［１］，能始动机体

免疫应答，诱导持久的特异性抗瘤免疫反应。ＣＩＫ细
胞是一组以ＣＤ３＋ＣＤ５６＋Ｔ细胞为主要效应的异质细
胞群，兼具Ｔ淋巴细胞强大的抗瘤活性和 ＮＫ细胞非
ＭＨＣ限制性杀瘤特性［２－４］，是目前肿瘤生物治疗首选

细胞之一，可通过非特异性免疫杀伤作用根治肿瘤患

者体内微小残余病灶。ＤＣ与 ＣＩＫ细胞具有一定互补
作用，二者联合可获“１＋１＞２”之疗效。为提高晚期
实体瘤患者的生活质量并延长其生存期，我们将自身

ＣＩＫ细胞联合自身ＤＣ用于１１０例晚期恶性实体瘤患
者，取得了较好的在体疗效［５］。本实验从离体水平研

究细胞因子从肝癌患者外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）诱导的树突状细胞
（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）与杀伤（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，
ＣＩＫ）细胞对肝癌ＨＥＰＧ２细胞系周期、凋亡的影响，探
讨ＤＣ与ＣＩＫ细胞的离体杀瘤效应及其机制，为肿瘤
的自体细胞免疫治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　重组人白细胞介素２（ｒｈＩＬ２）（北京四环生物），ｒｈＩＬ４（上
海创未生物技术有限公司），肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）（上海唯
科），粒细胞巨噬细胞刺激因子（ＧＭＣＳＦ）（厦门特宝），人 ＣＤ３
单克隆抗体（ｈｕｍａｎＣＤ３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ｈＣＤ３ｍＡｂ）（美国
ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），干扰素γ（ＩＦＮγ）（上海克隆高科），ＣＣＫ８（日本
ＤｏｊｉｎＤｏ），ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染试剂盒（北京碧云天），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培
养小室（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），引物经上海生工合成。
１．２　方法
１．２．１　肿瘤抗原的制备　　按我们前期的方法［５］进行肿瘤抗

原制备，备后续致敏ＤＣ细胞用。
１．２．２　ＣＩＫ细胞的分离、培养　　按我们前期的方法［５］进行

ＣＩＫ细胞的分离、培养，备后续实验用。
１．２．３　ＤＣｓ细胞的分离、培养　　按我们前期的方法［５］进行

ＤＣｓ细胞的分离、培养，备后续实验用。
１．２．４　ＤＣｓ及ＣＩＫ细胞的质量控制　　按我们前期的方法［５］

进行ＤＣｓ及ＣＩＫ细胞的质量控制。
１．２．５　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞凋亡的影响　　以１×１０６／ｍｌ
接种对数生长期 ＨＥＰＧ２细胞于６孔板，相同密度及一半密度
（５×１０５／ｍｌ）的 ＤＣＣＩＫ细胞种植于与６孔板孔配套的 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ培养小室，分别将２种密度的 ＤＣＣＩＫ细胞放入６孔板与
ＨＥＰＧ２细胞于５％ＣＯ２，３７℃饱和湿度分别共培养２４、４８ｈ，单
独培养的ＨＥＰＧ２细胞作对照。收集细胞，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双
染法处理，流式细胞仪检测ＨＥＰＧ２细胞凋亡情况。

１．２．６　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞生长周期的影响　　细胞
处理及分组同１．２．５。ＨＥＰＧ２细胞周期检测：收集细胞，添加
适量４℃预冷 ＰＢＳ，混匀、１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，
１２ｍｍ×７５ｍｍ离心管中加０．５ｍｌＰＢＳ重悬细胞，细胞计数，每
管加入４℃预冷７０％乙醇４．５ｍｌ固定细胞２４～７２ｈ。每管样
品１×１０４～２×１０６细胞，常规ＰＩ染色，流式仪检测细胞周期变
化，激发波长Ｅｘ＝４８８ｎｍ；发射波长Ｅｍ＝５３０ｎｍ。结果用Ｍｕｌ
ｔｉｃｙｃｌｅｓｏｆｔｗａｒｅ分析。
１．２．７　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞促凋亡基因的影响　　分
别根据人Ｂａｘ与βａｃｔｉｎ基因全长ｃＤＮＡ序列，自行设计其特异
性扩增引物。Ｂａｘ上游：５′ＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ３′，下
游：５′ＣＣＴＣＴＣＧＧＧＧＧＧＡＧＴＣＴＧＴＧ３′；βａｃｔｉｎ上游：５′ＣＡＴＧＴ
ＴＣＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣ３′，下游：５′ＣＡＧＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣ３′。
采用ＲＴＰＣＲ法，以与 ＤＣＣＩＫ细胞共培养的 ＨＥＰＧ２细胞总
ＲＮＡ为模板扩增 Ｂａｘ基因ｃＤＮＡ，未处理的相应细胞总ＲＮＡ为
模板扩增的 Ｂａｘ基因 ｃＤＮＡ作对照，同时扩增的 βａｃｔｉｎ基因
ｃＤＮＡ作内参。反转录（ＲＴ）反应条件：３０℃ １０ｍｉｎ；４２℃
３０ｍｉｎ，９９℃ ５ｍｉｎ，５℃，５ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ反应条件：
９４℃１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０．８℃１ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ，３０个循环。
反应结束后，取 ＰＣＲ反应液（５～１０μｌ）行０．８％琼脂糖凝胶电
泳，ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ染色，确认ＰＣＲ产物。
１．２．８　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞促凋亡蛋白的影响　　采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术，将与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨＥＰＧ２细胞总蛋
白转移至硝酸纤维膜，浸泡于含Ｂａｘ羊多抗（１∶３００）封闭液，４℃
过夜孵育，加辣根过氧化物酶标记的兔抗羊二抗（１∶４００），室温
孵育１ｈ，２５℃，与化学发光底物结合５～１０ｍｉｎ，保存图片。以
未处理的同种细胞的相应检测作对照，βａｃｔｉｎ作内参。
１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件行方差分析。
用ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｅｘｃｅｌ作图。

２　结果

２．１　ＤＣｓ细胞形态观察
　　初始分离的ＰＢＭＣ呈圆形贴壁，均匀散在生长，３～４ｄ，形
成大小不等的克隆，胞体变大，为圆形或不规则形，胞膜出现细

小的树突状伪足。培养时间延长，胞体更大，表面出现不少枝

状突起，呈典型树突状细胞（图１）。
２．２　ＣＩＫ细胞的形态观察
　　培养前３ｄ，细胞少，第５天开始倍增，第１２天胞体明显变
大，呈不规则形，簇状生长（图２）。此后每３天增长２～３倍，至
第１２天，细胞数约为培养前的１５倍左右，此时加入ＤＣｓ共同培
养，ＣＩＫ增殖速度更快，至第１２天其数约为未加ＤＣｓ的３～４倍。
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图１　倒置显微镜观察ＤＣｓ细胞
图２　倒置显微镜观察培养第１２天ＣＩＫ细胞
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２．３　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞凋亡的影响
　　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染，流式细胞仪检测显示，正常 ＨＥＰＧ２细
胞凋亡率为（１．１０±０．７８）％。ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的
ＤＣＣＩＫ细胞共培养２４ｈ和４８ｈ的细胞凋亡率分别为（１６．１３±
１８５）％与（２６．０１±２．０８）％，两者相比，差异具统计学意义
（Ｐ＜０．０１）（图３、４）；ＨＥＰＧ２细胞与其相同密度的 ＤＣＣＩＫ细
胞共培养４８ｈ的细胞凋亡率为（２８．７９±１．９２）％，与ＨＥＰＧ２细
胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养相同作用时间比较，差
异也具统计学意义（Ｐ＜０．０５）。提示ＤＣＣＩＫ细胞释放物能显
著杀伤ＨＥＰＧ２细胞，能诱导 ＨＥＰＧ２细胞的凋亡，且其凋亡率
具“时间依赖”与“细胞数量依赖”特性。
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Ａ：正常ＨＥＰＧ２细胞；Ｂ：ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞
共培养４８ｈ

图３　倒置显微镜观察肝癌ＨＥＰＧ２细胞形态

２．４　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞生长周期的影响
　　流式细胞仪检测显示（图５），肝癌 ＨＥＰＧ２细胞系与相同
密度及一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ，与正常对照相比，
两者都使该细胞系的 Ｇ１期细胞增加１３．５１％，Ｇ２期细胞降低
１１．９８％，Ｓ期细胞降低１．５３％，ＨＥＰＧ２细胞系被阻滞在 Ｇ１期。
可见，ＤＣＣＩＫ细胞能抑制肝癌细胞的生长。

２．５　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞促凋亡基因的影响
　　以与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨＥＰＧ２细胞总ＲＮＡ为模板可
扩出 Ｂａｘ基因的较强 ｃＤＮＡ，以未共培养的相应细胞总 ＲＮＡ
为模板扩出的 Ｂａｘ基因 ｃＤＮＡ则较弱（图６）。提示ＤＣＣＩＫ细
胞与ＨＥＰＧ２细胞共培养可致ＨＥＰＧ２细胞凋亡。
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Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１：对照；２：共培养的ＨＥＰＧ２细胞
图６　与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨＥＰＧ２细胞Ｂａｘ基因表达的

电泳分析

２．６　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞促凋亡蛋白的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＤＣＣＩＫ细胞共培养的 ＨＥＰＧ２
细胞检测在约２３×１０３处出现较强 Ｂａｘ抗原染色带，未共培养
的相应细胞的该条带则较弱（图 ７），提示 ＤＣＣＩＫ细胞与
ＨＥＰＧ２细胞共培养可致ＨＥＰＧ２细胞凋亡。
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１：对照；２：与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨＥＰＧ２细胞
图７　与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨＥＰＧ２细胞Ｂａｘ蛋白表达
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Ａ：对照；Ｂ：ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养２４ｈ；Ｃ：ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ；
Ｄ：ＨＥＰＧ２细胞与其相同密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ

图４　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞凋亡的影响
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Ａ：对照；Ｂ：ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养２４ｈ；Ｃ：ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ；
Ｄ：ＨＥＰＧ２细胞与其相同密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ

图５　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞生长周期的影响
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３　讨论

　　肝癌属极常见的恶性肿瘤，现代生物技术的迅猛
发展为肝癌的治疗带来了新的希望。肿瘤生物治疗

（免疫细胞、基因、分子靶向、内分泌及干细胞等治疗）

已成为继手术、放疗、化疗后第４种治疗手段，并显示
出良好的应用前景，受众多医学工作者的广泛关注与

高度重视［６－８］，其中免疫细胞治疗最广泛，亦最能体现

生物治疗特色，包括淋巴因子激活的杀伤（ＬＡＫ）细
胞、肿瘤浸润淋巴（ＴＩＬ）细胞与 ＣＤ３单抗激活的杀伤
（ＣＤ３ＡＫ）细胞等，体外均具有一定的杀瘤活性，但因
细胞的扩增量少，细胞毒力不强，故其临床应用受限。

　　树突状细胞（ＤＣｓ）最初由Ｓｔｅｉｎｍａｎ等分离发现于
小鼠的脾组织，因其形态具伪足样突起或树突而得名，

是启动、调控、维持免疫反应的中心环节。其具有激发

Ｔ细胞增殖及抗原递呈能力，该能力为巨噬细胞和 Ｂ
细胞的１００～１０００倍［９－１２］。ＣＩＫ细胞由多种细胞因
子、ＣＤ３单抗与人外周血或骨髓单个核细胞在体外共
同培养诱导而来，亦称自然杀伤（ＮＫ）细胞样 Ｔ淋巴
细胞［１３］，其在外周血淋巴细胞中之比例为１％ ～５％。
肿瘤的ＣＩＫ细胞治疗可克服过继免疫疗法的缺陷，如
体外细胞增殖数量少、疗效低、需输注 ＩＬ２及副作用
大等，已成为肿瘤生物治疗的新措施之一。ＣＩＫ细胞
能分泌多种细胞因子，强于 ＬＡＫ、ＴＩＬ与 ＣＤ３ＡＫ等细
胞的杀瘤活性。但以往相关研究多以体外培养的单纯

ＤＣ、ＣＩＫ细胞进行肝癌的生物治疗，因缺乏对肿瘤细
胞的特异性，其疗效不佳。可见，肿瘤细胞对诸如 ＣＩＫ
细胞的免疫效应细胞发生抵抗，其原因可能与瘤患者

功能性ＤＣｓ细胞缺乏有关［１４－１５］。

　　因此，为提高其特异的抗瘤效应，我们将自身ＣＩＫ
细胞联合自身负载肿瘤抗原的 ＤＣｓ用于１１０例晚期
恶性实体瘤患者，取得了较好在体疗效。本实验从离

体水平研究细胞因子从肝癌患者ＰＢＭＣ诱导并负载肿
瘤抗原的ＤＣｓ与ＣＩＫ细胞对肝癌 ＨＥＰＧ２细胞系周期
与凋亡的影响，探讨负载肿瘤抗原的 ＤＣｓ与 ＣＩＫ细胞
的离体杀瘤效应及其机制。细胞凋亡的检测显示，

ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养２４ｈ
和４８ｈ的细胞凋亡率相比，差异具统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＨＥＰＧ２细胞与其相同密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培
养４８ｈ的细胞凋亡率与ＨＥＰＧ２细胞与其一半密度的
ＤＣＣＩＫ细胞共培养作用相同时间比较，差异也具统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。提示 ＤＣＣＩＫ细胞释放物能显著
杀伤ＨＥＰＧ２细胞，能诱导ＨＥＰＧ２细胞的凋亡，且该凋
亡具“时间依赖”与“细胞数量依赖”特性。细胞周
期的检测显示，肝癌ＨＥＰＧ２细胞系与相同密度及一半
密度的ＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ，与正常对照相比，两
者都使该细胞系的 Ｇ１期细胞增加１３．５１％，Ｇ２期细胞
降低１１．９８％，Ｓ期细胞降低１．５３％，ＨＥＰＧ２细胞系被

阻滞于Ｇ１期。可见，ＤＣＣＩＫ细胞能抑制肝癌细胞的
生长。基因与蛋白水平检测表明，ＤＣＣＩＫ细胞与
ＨＥＰＧ２细胞共培养可显著致ＨＥＰＧ２细胞凋亡。
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