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HBsAg冲击的树突状细胞疫苗的制备及免疫活性研究 

李生伟，李 钺，刘作金 ，龚建平 

(重庆医科大学附属第二医院肝胆外科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨利用 HBsAg冲击树突状细胞(Dendritic ceHs，Dc)制备 HBsAg一树突状细胞疫苗(HBsAg—Dc疫苗)的基本 

方法并检测其免疫活性。方法：收集 Lewis大鼠骨髓细胞，加入含 rGM—CSF(4 ng／m1)及 rIL一4(8 ng／m1)的RPMI1640培养 7 d后 ， 

加入HBSAg(100 g／m1)再培育48 h，即获得 HBsAg—Dc疫苗。倒置显微镜观察细胞形态学变化，流式细胞仪检测其表型；单向 

混合淋巴细胞反应评价 HBsAg—DC疫苗的细胞免疫活性。结果：采用该方法可诱导扩增出较多数量和较高纯度 DCs。HBsAg冲 

击 DCs后，明显增强 DCs的 T细胞刺激活性。同种异体和自体之问 T淋巴细胞增殖功能没有显著差异(P>0．05)。经 HBsAg冲 

击后第 3 d(培养第 10 d)的 DCs在异体 T淋巴细胞增殖反应中能够诱导出很强的增殖应答反应；MTF比色法分析显示不同密 

度的DCs和 HBsAg—DCs经丝裂霉素 c处理后，均能明显刺激同种异体 T细胞增殖 ，且该效应随着 DCs和 HBsAg—DCs数量的 

增加而逐渐增强(P<0．O1)；同密度的 HBsAg-DCs比DCs的刺激作用更强，差异有显著性(P<0．01)。结论：本方法可以诱导扩 

增出较多数量和较高纯度 DC，HBsAg—DC具有较强的抗原递呈能力。 
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Detection of the immunological competence of HBsAg pulsed Dendritic 

Vaccination 

LISheng-wei，et al 

(Department ofHepatobliliary Surgery，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the immunological competence of HBsAg—DCs vaccination prepared vja HBsAg inducing DCs． 

Methods：The bone ma~ow cells of Lewis rat were cultured by RPMI1640 added with 4 ng／ml of granulocyte macrophage colony 

stimulatingfactor(GM—CSF)and 8 ng／ml ofinterlcukin一4(IL-4)．7 days late，the RPMI1640 were added with HBsAg(100 g／m1)for 

another 48h to obtain HBsAg—DCs．The morphologic changes of HBsAg—DCs were observed by light microscope and the phaenotype 

change were detected by flow cytometry (FCM)；The immuno—competence of the HBsAg—DCs were judge by one—way mixed lymphocyte 

reaction (MLR)．Results：There were many DCs growing adherence in cluster and the suspended cells were obviously increasing and 

much bigger after administrating HBsAg．Compared with DCs，there were significant difference in T cell proliferation stimulated by 

HBsAg—DCs(P<0．05)，however，there was no significant difference in the T cell function．DCs inducing by HBsAg for 3 d could induce 

much more fortis．After treated by mitomycin C，T cell proliferation could be enhanced by DCs and HBsAg—DCs (P<0．01)，and 

HBsAg—DCs were much more effective than the same density of DCs (P<O．O1)．Conclusion：The DCs loading with HBsAg have strong 

ability in presenting antigen． 

【Key words】Immune depression；HBV；Dendritic cell 

随着乙肝免疫球蛋 白(Hepatitis B immunoglobulin，HBIG) 

和以拉咪夫定(Lamivudine，LMV)为代表的核苷类似物抗病 

毒药物的常规应用，乙肝肝移植(Liver transplantation，LT)术 

后的(HBV)再感染率显著下降。但因为20％的患者对 HBIG 
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无反应性 、不能维持 HBIG血清滴度 、高病毒血症、病毒编码 

特异区的 HBsAg基因变异等原因，约 36％患者仍会再度感 

染 HBV。树突状细胞(Dendritic cells，DC)是体内广泛分布的 

抗原提呈细胞，在诱导 T淋巴细胞介导的针对病毒的特异性 

免疫反应中发挥着重要作用。但 HBV感染者常存在 DCs功 

能缺陷 ，IJT术后必需的免疫抑制治疗将进一步抑制受体 

DCs的功能，造成 T、B淋巴细胞对 HBV免疫耐受 ，而成为导 

致传统疫苗无效的最关键原因lll 。 因此 ，恢复 DCs的强大 

免疫功能进行主动免疫治疗可能成为预防 HBV再感染的主 
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要手段。目前，体外获得大量DCs和制备DCs疫苗技术日趋 

成熟。但是，尚无在 LT术后动物体内进行 HBsAg—DCs疫苗实 

验的报导，该疫苗是否可预防 LT术后 HBV再感染仍缺乏直 

接的证据。因此 ，我们探讨将 HBsAg冲击 DC制备 HBsAg冲 

击的树突状细胞疫苗(HBsAg—DC疫苗)的基本方法，以期为 

在动物体内进行肝移植术后 HBsAg—DCs疫苗实验奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物与试剂 

雄洼Lewis大鼠(RT11)，鼠龄 10～12周，体重 240—280g， 

购 自中国医学科学院实验动物研究所。大鼠重组白细胞介素 

一 4(rIL一4)和粒巨细胞集落刺激 因子(rGM—CSF)购于 R&D 

公司。F1TC标记的CD80、CD86及 CD1lc的兔抗鼠单克隆抗 

体购 自BD Pharmingen公司；HBsAg疫苗为康泰生物制品公 

司产品。 

1．2 DCs制备 

Lewis大鼠，拉颈处死，无菌手术取出股骨和胫骨，PBS洗 

涤 3次；剪去长骨两末端，用不含血清的 RPMI1640液体培养 

基(含青链霉素，各 100山 1)冲洗骨髓腔。冲洗液经 200目铜 

网过滤，1 000 r／min离心 5min。弃上清，加 3mlTris—NH C1溶 

液溶解红细胞，反复离心收集沉淀的骨髓细胞。调整细胞浓度 

至 2．0X10 个 ／ml，加人含rGM—CSF(4ng／m1)及rIL一4(8ng／m1) 

的RPMI 1640培养液 ，置于 37％、5％CO 培养箱中；隔天半 

量换液并加入细胞因子。 

1．3 DC负载 HBsAg制备I31 

上述细胞培养 7 d后 ，调整浓度为 3×10 "i'／ml，加入含 

HBsAg(100 Ixg／m1)的完全培养基，继续培育 48 h，收集悬浮 

的细胞即为 HBSAg致敏的 DCs疫苗。 

1．4 DC的观察与检测 

DCs培养过程中，倒置显微镜观察细胞形态学变化 ；采 

用流式细胞仪检测 DCs表面标志 CD80、CD40及 MHC一1I表 

型变化。 

1．5 HBsAg—DCs细胞免疫活性检 测 

1．5．1 四甲基偶氮唑盐法(MTr)检测 DC刺激同种异体大鼠 

(或 自体 )淋巴细胞的增殖能力。处死 BN大鼠(或 Lewis大 

鼠)，无菌条件下取出脾脏，加 RPMI1640培养液研磨并通过 

不锈钢筛网，加入 0．83％Tris—NH C1溶解红细胞 ，PBS洗涤 

两次，再以 RPMI 1640培养液重悬后 ，注入尼龙毛柱，置 

37℃孵育 2 h，用预热的 PBS冲洗出非黏附细胞，既为同种异 

体T淋巴细胞即反应细胞。调整细胞浓度至2 X 10 个／ml作 

为反应细胞。 

1．5．2 单向混合淋巴细胞反应 (Mixed lymphocyte response， 

MLR)。将用细胞因子培养的各时段 DCs作为刺激细胞，以 

RPMI1640完全培养液悬浮后 ，加入终浓度为 25 mgL的丝 

裂霉素 C(包括 DCs、HBsAg—DCs组)。将 2组 DCs与 T淋巴 

细胞按不同比例(DCs／T)~[1人 96孔圆底培养板各孔。以细胞 

培养液为空白对照。置37％，5％CO 培养箱中混合培养72 h， 

于培养结束前 4 h，每孔加入 10“l MTT(<5 rag／m1)染液及 

100 tL1二甲基亚砜(DMS)。置酶联检测仪上测定光密度(OD) 

值，结果以三复孔均值表示。检测波长570 nm。按公式计算刺 

激指数。刺激指数(Stimulating index，sI)=实验组OD值，对 

照组 OD值。评价淋巴细胞增殖功能。 

1．6 统计学方法 

数据以 ±s表示 ，组间比较用方差分析 ，P<0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 倒置显微镜观察不同时期 DC的形态学变化 

DC细胞培养 2～3 d出现较多的贴壁簇状生长，细胞形 

态小而圆，有少量短突起 ，形似“豆芽状”的细胞；第 5 d开始 

细胞继续变大，簇状细胞团减少，悬浮的细胞不断增多，突起 

增多；以HBsAg冲击后的第7—10 d，悬浮细胞明显增多，体 

积较大，“树突”比较明显，此时细胞活力好，培养瓶壁可见较 

多的呈“长条状”贴壁生长的成纤维状细胞和伸出多个“长伪 

足”的巨噬样细胞。若继续生长至 14 d以上，则细胞明显变 

大，胞内开始出现囊泡，细胞出现活力减退迹象(图 1)。 

2．2 流式细胞仪分析HBsAg冲击后对DCs表达的影响 

流式细胞仪检测HBsAg冲击前后(DCs培养第5 d及l0 

d)其表面标志CD40、CD80及0X62(MHC—II)变化情况。结 

果发现(表 1)，HBsAg冲击对 DCs特异性表面标记 0X62的 

表达影响无显著差异，分别为 82．5％及 81．7％(尸>0．05)；但 

明显促进反映 DC成熟程度的表面共刺激分子 CD40、CD80 

的表达，分别为 24．6％，70．7％及 30．7％，87．1％(P<0．O1 o 

2-3 HBsAg冲击对 DCs细胞免疫活性的影响 

采用浓度为 1 x 106+／ml的 HBsAg—DCs细胞及 DCs细 

胞，作为刺激细胞，分别与Lewis大鼠和BN大鼠的的T细胞 

按不同比例进行同种异体和自体混合淋巴细胞反应(图2)。 

结果显示，HBsAg—DCs及 DCs与 T淋巴细胞按 l：5比例混合 

培养为最适反应条件。与 DCs比较，各组 HBsAg—DCs刺激 T 

细胞增殖的功能有显著差异(JP<0．05)，表明HBsAg冲击DCs 

后，明显增强 DCs的T细胞刺激活性。而同种异体和自体之 

间 T淋巴细胞增殖功能没有显著差异(P>O．05 o同时，测定 

HBsAg冲击后不同时间的 DCs对同种异体 T细胞增殖的影 

响发现(图 2～4)，经 HBsAg冲击后第 3 d(培养第 10 d)的 

DCs，在异体 T淋巴细胞增殖反应中能够诱导出很强的增殖 

应答反应 ，显著强于培养 7、8 d及 9 d的 DCs(P<0．01)；而 

MTr比色法分析显示(图 l～4)，不同密度的DCs和HBsAg—DCs 

经丝裂霉素 c处理后 ，与同种异体 T细胞进行混合培养 48 h 

后，均有明显刺激同种异体 T细胞增殖的作用，且该效应随 

着DCs和HBsAg—DCs数量的增加而逐渐增强(JP<0．O1)，且 

同密度的HBsAg—DCs比DCs刺激T细胞增殖作用更强，差 

异有显著性(P<0．O1)。 

3 讨 论 

疫苗研究和免疫治疗的主要目标是增强抗原提呈以诱 

导有效的免疫应答[51。DCs是目前己知的体内最重要的专职 

抗原提呈的细胞，具有很强的诱导初次免疫应答的能力 ，是 
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pcDNA3．1载体对内参基因表达影响分析 

陈 可，王增产 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究转染质粒pcDNA3．1对内参基因表达影响差别，为今后在采用 pcDNA3．1载体进行表达分析时内参基因的 

选择提供参考。方法：选用HepG2、HEK293、Hela、A549、QGY共5种细胞转染pcDNA3．1空载体质粒，转染后48 h提取细胞总 

RNA荧光定量 PCR法 比较内参基因甘油醛 一3一磷酸脱氢酶(Glyceraldehyde一3一phosphste dehydrogenase，GAPDH)、肌动蛋白 

(13一actin)、18sRNA表达水平差异，提取细胞总蛋白，检测 GAPDH、B—actin表达水平差异。结果：5种细胞在转染质粒 pcDNA3．1 

后，内参基因转录和蛋白表达均出现不同程度的下降，其中以 B—actin下降最为明显，GAPDH及 18sRNA在转录水平下降幅度 

小，且下降程度接近。结论：pcDNA3．1质粒转染造成基因表达非特异性抑制，其中对管家基因 B—actin影响较大 ，因此在应用 

pcDNA3．1来源载体进行基因功能分析时，不推荐使用 13-actin作为内参基因。 

【关键词】pcDNA3．1；内参基因；转染；转录；表达 
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Analysis of the effect of pcDNA3．1 on house keeping gene expression 

CHEN Ke，et al 

(Key Laboratory ofMolecular Biology on Infectious Diseases，Ministry ofEducation，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：Toinvestigatethe effect ofpcDNA3．1 vectoron housekeeping gene expression and set guidetofurther studyworkin 

作者简介：陈 可(1968一)，男，实验师， 

研究方向：分子生物学。 

基金项目：国家自然科学基金(编号：30600520)。 

using pcDNA3．1．Methods：5 cell lines were transfeeted with 

pcDNA3．1，48 h post transfection total RNA was extracted and 

applied for real time PCR to detect the RNA level of GAPDH、 

B-actin、1 8sRNA difference．Meanwhile，extract total protein and 

目前关于几种乙肝治疗性疫苗的研究，主要分为抗原蛋 

白或肽负荷，冲击的DC以及抗原基因导入的DC两种类型， 

我们的实验结果均提示 HBsAg冲击的DC比同样蛋白冲击 

的巨噬细胞在体内能刺激更强的 MHC类限制性 CTL应答 ， 

表明DC疫苗具有突出的诱导细胞免疫应答的能力 叫̈。HBV 

特异性 CTL是控制病毒持续感染进而清除病毒的重要因素， 

而慢性 HBV感染者 DC的抗原提呈功能有缺陷，不能把病 

毒抗原的信号传递给机体的免疫系统，引起CTL应答不足。 

本实验中，我们用 HBsAg冲击的 Dc制备的 HBsAg-DC疫 

苗，并初步观察其体外的免疫刺激活性 ，也发现经此处理对 

DC的成熟表型、及刺激同种异体 T细胞增殖的功能均有增 

强作用。 
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