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【摘 要】目的：肿瘤的发生发展伴随有其对免疫系统各效应单元的显著抑制，树突状细胞(Dendritic ce11s，DC )是目前所知功能最 

为强大的抗原呈递细胞(Antigen presenting cells，APC)并在天然和适应性免疫应答的启动方面发挥着至关重要的作用。本文探 

讨肝癌细胞(Hepatocellular carcinoma cells，HCC)分泌的可溶性细胞因子营造的微环境对树突状细胞的功能状态的影响，以探索 

傅立叶变换红外光谱(Fourier transformed infrared spectrum， 一IR)技术在基于 DCs的抗肿瘤细胞免疫治疗中的临床应用。方 

法：用免疫磁珠(Mjlteny i0tec)从人外周血分离 CD14 单核细胞，加入粒 一巨噬细胞集落刺激因子(Recombinant hu gra locyte— 

macrophage CSF，rhGM-CSF)、白介素 4(Recombinant humaninterleukins 4，rbIL-4)将单核细胞诱导分化为未成熟 Dcs(Immature 

DCs，imDCs)，利用肿瘤坏死因子 ot(Tumor necrosis factor— ，TNF— )将 imDCs诱导为成熟 DCs(Mature Dcs，mDcs)，分别将 

imDCs和 mDCs与 HCC在 Transwell中共培养 48 h，正常培养和撤生长因子培养的 DCs作为对照，采用 FT～IR技术和分子生物 

学技术研究 HCC对 DCs功能状态的影响。结果：与正常培养和撤生长因子培养的 DCs相比，与 HCC共培养 Dcs的基因转录活 

性和能量状态受到了显著的抑制，免疫印迹的结果进一步证实 DCs的转录因子 NF—K B的确受到了由 HCC分泌的细胞因子的 
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抑制。结论：HCC能够抑制 DCs的基因转录活性和能量状 

态，FT—IR的变化与转录因子 NF—K B的表达具有高度的相 

关性 ，这为 FT—IR技术应用于检测·DCs的功能状态奠定了 

基础，对基于 DCs的抗肿瘤免疫治疗具有重要意义。 
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The effect Of hepatOCelluIar carcinoma cell microenvironment On the functionaI 

status of dendritic cells at different differentiation stages 

ZENG Zhu．et ol 

(Department ofBiotechnology，GuiyangMedical College) 

【Abatract]Objective：The generation and progression of tumor is accompanied by a marked suppression of the effect units of immune 

system．DCs are the most powerful antigen presenting cells as nOW known and play significant roles in the initiation of innate and acquired 

immune response．This research aims to study the influence of microenvironment created by soluble eytokines derived from hepatocellular 

carcinoma cells (HCC)on the functional status of DCs．and to explore the clinical application of Fourier—Transformed Infrared(盯一IR) 

technology to the DCs-based cellular imnume therapy against tumor．Methods：The monoeytes were euhured in RPMI1 640110％ FBS 

supplemented with 100 ng／ml rhGM-CSF and 100 ug／ml rhfL一4 for 7 days to develop into immature DCs (imDCs)．Maturation was 

indueed by addition of 20 ng／ml rhTNF-ot to imDCs for another 3 days of culture．Acquired imDCs and mDCs were respectively 

co—cultured with human HCC for 48 hours in Transwel1．The functional status of treated cells was investigated by FT-IR scanning and 

western blotting with untreated cells as contro1．Results：Compared with untreated DCs，the DCs co-cultured with HCC appeared to be 

suppressed in gene transcription activity and energy status．The results of western blotting further demonstrated the NF-K B transcription 

factors of DCs treated with HCC were inhibited by tumor-derived factors．Conclusion：HCC can inhibit the gene transcription activity and 

energy status．The ratio of absorption intensity of FT-IR at given wave numbers is markedly correlative with the expression of NF-K B． 

Clinically，these results may lay the foundation for the application of FT—IR to the analyses of DCs functional status in cellular immune 

therapy against cancer． 

【Key words】Dendritic cells；Fourier transformed infrared spectrum；Gene transcription activity；Energy status 

树突状细胞(Dendritic cells，DCs)是一种特化 的抗原呈 

递细胞 ，具有强大的抗原摄取和处理能力 ，能够向幼稚的 T 

细胞呈递肿瘤相关抗原，从而诱导对肿瘤细胞具有特异性的 

免疫应答ll_21。从功能上来看，DCs可分为未成熟 DCs(Immature 

DCs，imDCs)和成熟 DCs(Mature DCs，mOCs)。在机体内，imDCs 

位于外周组织，其主要功能是摄取和处理抗原。获得抗原后 

imDCs逐渐分化为 mDCs，并通过血管或淋巴管向二级淋巴组 

织迁移。在淋巴结内，mDCs与幼稚的T细胞发生直接的物理 

性接触，通过 MHC I或 MHCI1分子向其呈递所获抗原 ，刺激 

幼稚 T细胞特异性增殖 ，从而启动适应性免疫应答或耐受t3 1。 

所以，DCs与 T细胞问的任何相互作用信息都有可能在临床 

上开发出新的治疗方法。将 DCs负载肿瘤抗原(肿瘤疫苗)并 

过继回输荷瘤宿主的体内，这些 DCs能够诱导对肿瘤具有特 

异性的免疫应答It1。但是 ，从 目前的临床试验结果来看 ，该疗 

法的治疗效率还不尽人意 ，还有许多问题需要解决 】，这 

就需要进一步研究肿瘤来源因素对 DCs功能的影响。有研究 

发现肿瘤浸润部位有DCs存在，而且DCs的数量与肿瘤浸润 

程度密切相关[81。现已知道 ，恶性肿瘤宿主体内的DCs功能发 

生 了紊乱，肿瘤可以通过多种方式逃脱免疫系统的监视 01， 

但是其潜在的机制还知之甚少，并且不同的肿瘤对 DCs功能 

的影响机制还不尽相同19,11-1 。不同的研究小组现已证实，肝 

癌细胞(Hepatoeellular carcinoma cells，HCC)并不影响 DCs(包 

括 imDCs和 mDCs)的表型(如 CD1lc、CD40、CDa0、CD83和 

CD86等)[14--161，说明HCC可以通过其他的途径来影响DCs的 

免疫功能。有学者认为，HCC可能通过抑制转录因子 NF—K B 

来损伤 DCs的生物学功能【17-191。NF—K B是天然和适应性免疫 

应答的关键活化因子，涉及肝脏中的肥大细胞和 DCs等免疫 

细胞的功能，被许多信号转导通路所共享 ，其在这些细胞 中 

的活化可导致细胞因子和趋化因子的表达I ，201。RelB是 NF— 

K B转录因子家族的一个重要成员，在 DCs成熟过程中发挥 

着重要的作用l21I。一旦 DCs活化，RelB就会被转运至细胞核 

并在转录水平和蛋白水平上调 自身的表达122,231。 

另外 ，在基于 DCs的抗肿瘤免疫治疗的临床应用中，由 

于其制备过程对于临床医生来说比较繁琐，细胞的功能状态 

难以判断，而且负载抗原的方式、过继回输 DCs的时间间隔、 

注射途径等均会影响其临床治疗效果ll_?I，这就需要对这些操 

作过程进行优化。目前判断细胞功能状态方法主要是利用分 

子生物学的检测技术，还未见简便、实用、可靠而又无创的 

检测技术报道 ，这对基于 DCs的抗肿瘤细胞免疫治疗的临 

床应用来说尤为重要。在我们以前的工作基础上[24-261，本研究 

利用傅立叶变换红外光谱(Fouriertransformed infrared speetnlm， 

fTr—IR)技术和分子生物学技术研究了 HCC对 DCs功能状态 

的影响，结果发现HCC能够抑制DCs的基因转录活性和能 

量状态 ，分子生物学的研究结果显示 DCs转录因子 NF一．c B 

的表达的确受到了HCC来源因素的影响，从而进一步证明了 

HCC能够通过抑制 DCs的基因转录状态来损伤其功能，说 
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明 DCs的 盯一IR的变化与 NF—K B的表达具有高度的相关 

性 ，为 一IR技术应用于检测 DCs的功能状态奠定了基础， 

这对基于 DCs的抗肿瘤免疫治疗来说具有重要的临床意义。 

1 材料和方法 

1．1 主要试剂 

重组人粒 一巨噬细胞集落刺激因子(rhGM—CSF)，重组 

人自介素4(Recombinant human interleukins 4，rhlL一4)将和重 

组人肿瘤坏死冈子 (Tumor necrosis factor-a，TNF—d)购 自 

R&D公司；淋巴细胞分离液(Ficoll，1．077 g／m1)购 自上海试 

剂二厂；完全培养基包括：RPMI1640购自美国GIBCO公司、 

胎牛血清(FCS)购自美国HyClone公司、2 mmol／L谷氨酰胺、 

0．Ol mmol／L丙酮酸钠、0．05 mmol／L巯基乙醇、20 mmol／L Hepes、 

100 U／ml青霉素 、100 Ixg／ml链霉素 ；FITC标 记的抗人 cDl4 

单克隆抗体购自美国Sigma公司；人 CD14 单核细胞阴性选 

择免疫磁珠试剂盒(Monocyte isolation cocktail kit)购 白德 国 

Milenyi公 司：NF—K B抑制剂 Aspirin(ASA)购 自美国Sigma 

公司。 

1．2 HCC株的培养 

HCC株 Be17402由北京大学基础医学院细胞生物学系 

张页教授提供。PBS清洗过的 Be17402细胞(2 X 10 ／m1)在 

RPMI1640-4-10％胎牛血清中培养，培养条件是37 ，5％CO 和 

95％湿度。细胞每隔 3 d用 10％的胰岛素／EDTA消化后传 

代。收集处于对数生长期的细胞用于与 DCs共培养。 

1．3 单核细胞和树突状细胞的获得 

DCs按 Steinman等描述的方法由健康人新鲜外周 血单 

个核细胞诱导而得，作适当修改。具体步骤简述如下：从人外 

周血单个核细胞分离的贴壁单核细胞用含鸡尾酒抗体的抗 

CD3、CD7、CDI9、CD45RA、CD56和抗 IgE抗体 的免疫磁珠 

(Miltenyi biote(-)阳性选择去除 T细胞 、NK细胞 、B细胞 、中 

性粒细胞和树突状细胞等非单核细胞，获得高纯度(95％以 

上 )的 CDI4+单核细胞。收集 5 X 10 个 CDI4 单核细胞加入 

含 100 nghnl rhGM—CSF和 100 ng／ml rhlL一4的完全培养液 

(RPMI1640干粉、NaHCO 、N一2一羟乙基哌嗪 一N一2一乙磺酸、 

青霉素、链霉素、20％胎牛血清)中培养至第 7 d，收集悬浮细 

胞即为 imDCs。imDCs中加入 20 ng／ml rhTNF— 培养 3 dl~ll 

为 mDCs，DCs表型用 FITC或 PE标记的鼠抗人抗体 CDla、 

CD11c、CD40、CD80、CD83、CD86和 HLA—DR分 析 其表 达 

量。细胞存活率用台盼蓝染色检测。 

1．4 DCs与 HCC的共培养 

2×10 个 imDCs或 mDCs与2×10 个 HCCs在 Transwe1] 

(0．6Ixm孔径，Coming公司)巾培养 48 h。DCs置于 Transwell 

的上室 ，HCCs置于下室。上室中的细胞命名为 imDCs+HCCs 

0r mDCs+HCCs。作为对照，培养于含 RPMI1640+10％ FBS、 

rhGM—CSF(50 ng／m1)和 rhlL一4(1 00 ng／m1)的完全培养基中的 

DCs命名为 DCs(包括 imDCs和 mDCs)；培养于含 10％胎牛 

血清 、不含 rhGM—CSF和 rhlL一4的 RPMI1640培养基 中的 

DCs命名为 DCs+nonGF(包括imDCs+nonGF和 mDCs+nonGF)。 

细胞存活率用台盼蓝染色检测。 

1．5 DCs的处理 

为了研究 FT—IR对细胞基因转录活性的敏感性 ，将获得 

的imDCs和 mDCs用 5 mmol／L的 ASA处理细胞 48 h，除加入 

ASA外，培养条件与正常 DCs的一致，这些 DCs分别命名为 

imDCs+ASA和 mDCs+ASA。细胞存活率用台盼蓝染色检测。 

1．6 FF—IR检测 

分别收集 2 X 10 个作不同处理的 DCs。重水(含 0．9％ 

NaC1)漂洗 2次 ，去上清液，用微量移液器将细胞移至 CaF 

窗片的中间，每次 5 l，37~C静置至大部分水分蒸发，加盖另 

一 CaF，窗片，上机(NEXUS一470FTIR，德国Nieolet公司)检测， 

以重水为空白对照谱 ，扫描范围900—4 000 cm～，分辨率8 CHI， 

扫描叠加 256次。用 OMNIC6．0软件处理数据 ，将实验样品 

与空白对照的差减谱进行傅立叶变换 自去卷积，带宽：51．4， 

灵敏度增强因子 ：2．5，自动校正基线后 ，确定每个吸收峰的 

高度，即得到该波数位置的吸收度。 

1．7 蛋白质免疫印迹分析 

蛋白质免疫印迹反应用于分析 DCs中 RelB和 actin的 

表达。简述如下，收集 2 X 10 个细胞，常规裂解液裂解细胞； 

BCA试剂盒(北京博奥森生物技术有限公司)测定裂解液中 

的蛋 白浓度。蛋白等量上样(10 g)，SDS—PAGE(4％浓缩胶 

／8％分离胶 )电泳 ，电转至聚偏二氟乙烯(Polyvinylidenefluo— 

ride，PVDF)膜(Millipore，美国)，鼠抗人 RelB(C19，SantaCruz， 

美国)和 B—aetin(Sigma，美国)抗体与膜孵育。化学发光法 

示目标蛋白。Image J分析所获图像。计算每一 RelB的表达量 

与上样对照(13一actin)的比值。 

1．8 统计学处理 

实验数据以表示 ，所有数据用 SPSS1 1．5统计软件的 AN 

OVVA作方差分析，组问作 SNK两两比较 ，P<0．05时 ，认为差 

异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不同分化 阶段 的 DCs的鉴 定 

不同分化阶段 DCs的 CD1a、CD1 lc、CD40、CD80、CD83、 

CD86和 H1 A—DR的表达和形态学鉴定请参阅本课题的发 

表的其他论文[271。 

2．2 各种培养条件下DCs的 FT-IR吸收强度比 

图 1为所得到的 mDCs与 HCC共培养条件下细胞的 

F丫r—IR示意图。不同波数对应的峰高表示细胞内不同结构成 

分的红外吸收强度，不同峰位对应不同的微观结构[28-311，如在 

916～1 300 m i内的吸收峰来 自DNA和 RNA不同二级结构 

成分的振动，1 650～1 540 am-．内代表蛋白质的酰胺 I带和酰 

胺Ⅱ带，此范围内的吸收峰来自蛋白质肽链中酰胺C=0伸展 

振动和酰胺 N—H弯曲振动，l 452 cm 和 1 467 em 峰来自膜 
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胞免疫治疗的操作过程显得尤为重要。fTr—IR技术在生物大 

分子研究中的应用主要是通过不同峰位的波数对应的谱线 

来了解各种功能基团的振动模式 ，它对细胞的结构、构象和 

微环境的变化极为敏感，现已成为研究细胞内生化事件的有 

力武器。所以，在本研究中，我们利用 丌一IR技术来研究HCC 

对 DCs功能状态的影响，探索 FtI1一IR与细胞功能状态的相关 

性，为将 fTr—IR技术应用于临床细胞免疫治疗提供理论依据。 

A． A． 表示细胞中 DNA和蛋白质酰氨 Ⅱ带的相对含 

量，对应于细胞的增殖状态，从我们的研究中可发现(表 1)， 

4种不同的培养条件下 DCs的 A A， 值无统计意义的差 

别(P>0．05)，说明这些细胞处于不增殖状态 ，这与 DCs是终 

末分化和不增殖的细胞是相一致的。 

A ，A． 表示细胞 中RNA和酰氨 Ⅱ带的相对含量，对 

应于细胞的基因转录状态。从表 1可看出，在 HCC微环境下 ， 

imDCs和 mDCs的基因转录受到了肿瘤来源因素的明显抑 

制(P<O．05)，这与其他文献的报道是相一致的l1q～20 34]。DCs的 

基因转录状态的改变可能会影响重要分子或蛋白的表达，从 

而影响其正常的生理功能(迁移和共刺激能力 )，导致对肿瘤 

具有特异性的免疫应答受损 ，可能是肿瘤逃脱免疫监视的一 

种方式。转录因子 NF—K B被许多信号转导通路所共享 ，是 

天然和适应性免疫应答的关键活化因子，涉及肝脏中的肥大 

细胞和 DCs等免疫细胞的功能，其在这些细胞中的活化可导 

致细胞因子和趋化因子的表达_Iq，201。有研究发现肿瘤细胞高 

表达的血管内皮生长因子、转化生长因子和白介素 10等能够 

通过抑制 NF—K B的表达来抑制 DCs表达预炎性细胞因子 、 

趋化因子 、粘附分子和共刺激分子[35～39]，由此可以推测在肝癌 

微环境下 ，DCs的A。 。，A。 值的降低可能归因于 NF—K B的 

表达受抑。RelB是 NF一．c B转录因子家族的一个重要成员，在 

DCs成熟过程中发挥着重要的作用l2】l。一旦 DCs活化，ReIB 

就会被转运至细胞核并在转录水平和蛋白水平上调 自身的 

表达。所以，本研究采用 RelB的表达来指示 NF—K B的表达。 

分子生物学的研究结果显示 ，无论是 imDCs还是 mDCs的 

RelB的表达均受到了HCC的抑制(P<0．05和 P<0．01)，从而 

证实了 丌一IR的研究结果。为了进一步探索 胛一IR与细胞 

基因转录状态的相关性，本研究用 NF一-c B的特异性抑制剂 

ASA作用于 DCs 48 h，FF—IR和分子生物学的实验结果显示 

(表 1和图 2)，imDCs和 mDCs的 A⋯。，A。 值以及 RelB的表 

达均显著下降(P<0．05)，说明fTr—IR与细胞的基因转录状态 

具有高度的相关性。当然，本研究只关注了一个转录因子 

NF—K B，是否涉及到其他的转录因子还需要进一步的研究。 

A。 A 表示细胞内糖／磷脂的相对含量 ，对应于细胞 

内消耗自由葡萄糖以进行磷脂重新合成的情况。A。 A。 表 

示细胞内糖，磷酸的相对含量，对应于细胞的代谢更新状态。 

在HCC的影响下，DCs的A A 和A， A。 值均比其它 

2种培养条件下的对应值低(P<0．05)，这种差异可能来 自不 

同培养条件下 DCs内可以利用的糖的含量，也就是说细胞可 

能缺乏能量来完成其其他的功能，如迁移和刺激幼稚 T细胞 

增殖等，因为细胞的能量状态控制了其细胞代谢快慢。所以， 

肝癌微环境中的某些因素(如：转化生长因子 B 1、血管内皮 

生长因子和白介素 lO等)影响了DCs中一些关键成分的代谢 

从而抑制其功能，如一些蛋白质和脂的代谢障碍不可避免地 

涉及到抗原的摄取、处理和呈递过程以及迁移能力。 

总之，本研究结果表明 HCC能够抑制 DCs的基因转录 

活性和能量代谢状态，导致 DCs的正常生理功能受到损伤 ， 

从而无法有效地启动免疫应答，可能是肿瘤细胞免疫逃逸的 

一 个方面。DCs的FT—IR的变化与 NF—K B的表达具有高度 

的相关性，为 FT—IR技术应用于检测 DCs的功能状态奠定了 

基础，这对基于 DCs的抗肿瘤免疫治疗来说具有重要的临床 

意义 
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