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肾癌一树突状细胞融合瘤苗的制备及生物学特性 

胡 志，胡 自力 

(重庆医科大学附属第二医院泌尿外科，重庆 400010) 

【摘 要1目的：制备肾癌一树突状细胞(Dendritic cells，DC)融合瘤苗并观察其生物学特性，为融合瘤苗后续研究及应用提供实 

验依据。方法：用聚乙二醇(Pclyethvlene glycol，PEG)法诱导肾癌(Renal cell carcinoma，RCC)786—0细胞与DC融合，对融合瘤 

苗体外生长曲线、形态特征、共刺激分子表达水平 、刺激淋巴细胞增殖能力和致瘤性进行检测。结果：用 PEG法可有效诱导细胞 

融合，融合瘤苗体外增殖能力弱，在联合免疫缺陷小鼠(Severe combined immunodeficiency disease mice，SCID mice)体内不生 

成肿瘤 ，但表达共刺激分子 CD86，HI A—DR水平显著增强 ，刺激淋巴细胞增殖能力明显高于亲代 Dc细胞，差异具有显著性 

(P<0．05)。结论：肾癌 786—0一DC融合瘤苗具有体内不成瘤特性和强大的刺激淋巴细胞增殖能力，是一种有效的肿瘤免疫治疗 

策略。 
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Preparation and biological characteristics Of renaI eelI carcinoma—dendritic 

celI fusion vaccine 

H 2 ，ef 

(Department of Urinary Surgery，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To prepare renal cell carcinoma—dendritic cell fusion vaceines，and observe the biological characteristics of 

the fusi0n e11s，to Drovide theoretical basis and experimental data for further research of DC 1)ased cancer vaceines．Methods： 

The renal cell carcinoma and dendritic cells were fused by using polyethylene glycol(PEG)．The growth curve of fusion cells， 

morphological characteristics，expression of costimulation molecules，abilities to amplify T lymphocytes and grow into new tumors 

were detected．Results：Renal cell carcinoma and dendritic cells could be fused effectively by PEG．The fusion cells had weak 

nroliferati0n abilities and Were unable t0 grow into new tumo~ in immunol—deficiency animals，but the eostimulation molecules 

expression such as CD86 and HLA—DR and the abilities to irritate the proliferation of T lymphocytes were remarkably increased 

than that of parental eontrol groups(P<0．05)．Conclusions：Renal cell carcinoma-dendritic cell fusion vaccine keeps strong 

abilities to amplify T lymphocytes while is unable to grow into new tumors in mice with severe combined immun0de ciency 

disease(SCID)，which represent a promising immunotherapeulic strategy for inducing antitumor immunity． 

【Key words】Dendritic cell；Cancer vaccine；Cell fusion；Renal cell carcinoma 

DC是目前已知功能最为强大的抗原提呈细 

胞，人们一直致力于用不同的方法致敏和修饰 DC， 

使其更有效地激活在抗肿瘤免疫中起主导作用的T 

淋巴细胞，从而诱导机体抗肿瘤免疫⋯。RCC是一种 

免疫原性极强的肿瘤，在基于 DC的肿瘤生物治疗 

中有独特优势。本实验我们应用肾癌与健康人来源 

DC通过PEG诱导融合制备肾癌--DC融合瘤苗，探 
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重庆市卫生局资助项目(O5—2—024)： 

讨融合瘤苗表面分子的表达水平、刺激 T淋巴细胞 

增殖能力和在免疫缺陷鼠体内应用的致瘤性，为融 

合瘤苗的后续研究和应用提供理论基础及实验依 

据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂，实验动物和细胞株 

细胞因子 GM—CSF，IL一4，TNF—o【，II 一2(美国 PeproTech 

公司)。单抗 PE—CD86，PE—HLA—DR(美国eBioscience公司)。 

淋 巴细胞分离液 (天津 TBD公 司)。聚乙二醇(polyethy- 
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l e n e g l v c o l ， P E G 分 子 量 10 0 0 ， 进 口 分 装 )购 于 天 津 天 泰化 学

品有 限公 司 。 S C I D 鼠购 于 北 京维 通 利华实验 动物公 司 。 肾癌

7 8 6 — 0 细 胞 株 购 于 重 庆 医科 大学 超 声 研 究所 。

1 ． 2 肾癌 一 D C 融 合 瘤 苗 制 备

1 ． 2 ． 1 D c 体外诱 导 培 养 按 淋 巴 细胞 分离 液 说 明 书步骤 操

作 ， 采 用 密 度梯 度 离 心 法 ， 从 健 康成 人 外 周 血 分 离 单 个 核 细

胞 ， 加 入 含 2 0 ％ 标 准 胎 牛 血 清 16 4 0 培 养液 ， 6 孔 板 中静 置 培

养 2 h 。 16 4 0 完全 培 养 基 轻轻 洗 涤 3 次 ， 收集悬 浮 细 胞 备 用 ，

贴 壁 细 胞 用 含 2 0 ％ 标 胎 1 6 4 0 培 养 液 培 养 ， 按 G M — C S F

1 0 0 n g／m l ， I L 一 4 5 0 n ∥m l 终 浓度加人 细胞 因子 。 隔 天 换 液 并 添

加 细 胞 因 子 。 第 5 d 加 入 T N F 一 0 【 10 0 n ∥m l ， 第 7 d 收 获 悬 浮

D C 。

1 ． 2 ．2 肾癌 7 8 6 — 0 细胞 准 备 肾癌 7 8 6 — 0 细胞 株用 含 1 0 ％

标胎 1 6 4 0 培 养液 培养 ， 收 集传代培 养第 3 、 4 d 处 于 对 数 生 长

期 的细胞用 于 实验 。

1 -2 ．3 D c 与 肾癌 7 8 6 — 0 融 合 按 文 献 操 作 略有 改 进 Ⅲ
。 将

肾癌 7 8 6 — 0 细 胞 与 培 养 第 7 d 悬 浮 生 长 D c 按 5 ： 1 比 例 混

合 ， 置 于 5 0 m l 离心 管 内 。 l 5 0 0 r，m i n ， 离心 6 m i n ， 用 不 含 血 清

1 6 4 0 洗 涤 2 次 ， 离 心 ， 使 沉 淀尽 量 少 含 水 份 。 轻 弹管 底 使细

胞 团松 散呈 糊状 。 缓缓滴加 1 m l 预 热 的 5 0 ％ P E G 溶 液 ( P E G

高 温 灭 菌 后 用 16 4 0 完 全 基 配 置 ， 含 5 ％ D M S 0 ) ， 边 加 边 搅

拌 ， l m i n 内加 完 。 静 置 l m i n 后 ， 在第 1 m i n 内加 入 1 6 4 0 完全

培 养液 l m l ， 第 2 m i n 内 2 m l ， 第 3 m i n 内 3 m l ， 逐 渐 加 快 速 度 ，

直 至 总液量 达 4 0 m l 终 止 融 合反 应 。 1 0 0 0 r／m i n ， 离 心 6 m i n ， 弃

上 清 。 含 2 0 ％ 标 胎 的 16 4 0 培 养 液 重 悬 ， 调 细 胞 密 度 l ×

10 ‘ 个 ／m l ， 并 按 G M — C S F 10 0 n ∥m 1 、 I L - 4 5 0 n 咖 1 浓 度 加 入

细胞 因子 ， 培 养 。 2 4 h 后 吸 弃 培 养基 ， 培 养液洗 涤 1 次 ， 以 除

去 悬 浮 细胞 ( 主要 为 未 融 合 D c 和 少 许 淋 巴 细 胞 ) ， 贴 壁 细 胞

用 含 2 0 ％ 胎 牛 血 清 、 相 同 浓 度 细 胞 因 子 的 16 4 0 液 继 续 培

养 ， 第 5 d 收集悬 浮融合细胞 。

l -3 肾癌 一 D C 融 合 瘤 苗 生 物 学特 性

1 ． 3 ． 1 透 射 电镜 形 态 收 集 融 合 后 第 5 d 悬 浮 生 长 融 合 细

胞 ， P B s 洗 涤 ， 重 悬 后 加 入 l m l E P 管 内 。 2 0 0 0 r／m i n ， 离 心 2 0

m i n ， 弃上 清 。 沿 管 壁 轻 轻加 入 4 ℃ 预 冷 的 2 ． 5 ％ 戊 二 醛 溶 液

6 0 0 斗 l 固定 2 h ， 送 检 ， 后 期 处理 并摄 片 由重 庆 医 科 大学 基 研

所 电镜 室 完成 。

1 ． 3 ． 2 体 外 生 长 特 性 收 集 融 合 后 第 5 d 悬 浮 生 长 融 合 细

胞 ， 调 密 度 l × l 0 5 个 ／m l ， 接 种 于 2 4 孑L板 内 ， 每孔 0 ． 5 m l 。 每

天 取 3 孑L计 数 ， 绘 制 融 合瘤 苗 生 长 曲线 ， 同法 绘 制 7 8 6 — 0 肾

癌 细胞 生 长 曲线 。

1 ． 3 3 细 胞 表 面 分 子 表 达 分 别 收 集 悬 浮 生 长 D C 一 7 8 6 — 0

融 合 细胞 、 亲代 D c 、 亲代肿 瘤 细 胞 悬 液 各 3 支 ， P B s 洗 2 次 ，

5 0 ¨ l P B s 重 悬 于 1 ． 5 m l E P 管 ， 分 别 加 入 4 恤 l P E — c D 8 6 ，

P E — H L A — D R ， 1 支 不 加 作 空 白对 照 。 4 ℃ 避 光 孵 育 4 0 m i n ， 含

l ％ 胎 牛血 清的 P B S 洗 2 次 ， 流式 细胞 仪分析 。

1 ． 3 ． 4 刺激 淋 巴 细 胞 增 殖 能 力 取 同种 异 体健 康 人 外 周 血

分离单个 核 细 胞 ， 培养 2 h 后 收 集 悬 浮 细 胞 ， 过 尼 龙 毛 柱 ， 关

闭 阀门置 孵 箱 内孵 育 1 h ， 1 6 4 0 完 全 培 养液 冲洗 毛 柱 2 次 ， 所

得 液 即 富含 T 淋 巴 细 胞 ， 每孑L 1 × 10 s 个 细胞 数 加 于 9 6 孑L板

内并加入 I L 一 2 4 0 n ∥m l 作为反应 细胞 。 取 D c 一 7 8 6 — 0 融合细

胞 、 与 肾癌 7 8 6 — 0 混 合培 养 D c 、 诱 导培养 D c 3 种细胞 作为

刺激 细胞 。 分别与 T 细胞 按 1 ： l ， l ： 10 和 1 ： 10 0 比例加入 9 6

孑L板 中设 为反 应 组 ， 另 设 单纯 刺 激 细 胞 对 照 组 、 单纯 T 细 胞

对 照 组 和 培 养 液 空 白对 照 组 ， 每 组 5 复孔 。 培 养 7 2 h 后 ， 加

0 ． 5 ％ M ．r f 2 0 ¨ l ，孔 ， 继 续 孵 育 4 h 。 离 心 ， 弃 上 清 ， 每孑L 加

D M s 0 1 5 0 “ l ， 震 荡 1 0 m i n ， 酶 标 仪 5 7 0 n m 波 长 处 测 吸 光 度

0 D 值 。

1 -3 ． 5 致 瘤性 检 测 取 4 ～ 6 周 龄 ， 雌 雄 不 拘 ， 无 免 疫 渗漏

( I g G < 5 斗 咖 1 )S C I D 鼠 1 0 只 ， 随机 分成 A 、 B 2 组 。 于 A 组 背

部皮下 注射 肾癌 7 8 6 — 0 细 胞 1 × 10
’

个 ／只 、 B 组 注 射相 同数

量 肾癌 一 D c 融 合瘤 苗 ， s P F 级 环 境 饲 养 。 观 察 有 无 肿 瘤 生

长 ， 6 0 d 后 处 死 全 部 s c I D 鼠 ， 观 察体 内成 瘤情况 。

1 ． 4 统 计 方 法

所 得 数据取 平 均 值 ， 以 均数 ± 标 准差 (互± s )表示 。 采用

s P s s l 2 ． 0 软件进 行 统计 分析 。 均 数 的 比较采用 ￡检验 和单 因

素方 差 分析 。 确定 只 ：O． 0 5 为差 异 具有 显 著性 。

2 结 果

2 ． 1 透 射 电 镜 形 态

融 合 后 第 5 d 透 射 电镜 ( 图 1 ) ， 两 细 胞 相 互 融

合 ， 其 中肾癌 7 8 6 — 0 细 胞胞 膜平滑 ， D c 胞 膜较 多突

起 ， 胞核 大 ， 两 细 胞 问部 分胞 质胞 膜 已 融 合 ， 融 合部

分胞 膜 完 整 连 续 ， 可 见 1 个 提 示 胞 膜 受损 的髓 样 结

构 ， 核靠拢 ， 尚未 发 现 核融 合征 象 。

图 1 融 合瘤 苗 透 射 电镜 ( × 7 0 0 0 )

2 ． 2 体 外 生 长 特性 观 察

融 合细胞 始 呈 圆形 或类 圆形 贴 壁 ， 培 养 5 d 后

大部分悬 浮或半悬 浮生 长 。 悬 浮融合细胞体外生 长

曲线 平 缓 ( 图 2 ) ， 无 明显 细 胞 倍 增期 。 肾癌 7 8 6 一 O

细胞 经 短 暂潜伏期 后 随 即进 入 快 速增 长期 ， 细胞 数

显 著增 加 。
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注 ：D C 一 7 8 6 一 O 表示 融合 细胞 ， D C + 7 8 6 — 0 表示 与 7 8 6 — 0 混 合培养 的 D C 。

图 2 融 合 细胞 生 长 曲线

2 -3 表 面 分 子 表 达

流式 细胞 仪检 测 D C 表 达 C D 8 6 ， H L A — D R 分别

为 6 3 ． 8 2 ％ 和 6 6 ． 8 5 ％ ；肾癌 7 8 6 一 O 几 乎 不 表达 该类

分 子 ；D c 一 7 8 6 — 0 融 合细 胞 中二 者 表 达 率则 分 别 为

8 0 ． 6 5 ％ 和 8 0 ． 6 1 ％ ， 明显 高于 单纯 D c 表达 水平 。

2 ． 4 刺 激 淋 巴 细 胞 增 殖 能 力

结 果 如表 1 示 ：融 合细胞 ( D c 一 7 8 6 一 O ) 、 混 合培

养 D c ( D C + 7 8 6 — 0 )和 D c 均 能刺激 同种异体 T 淋 巴

细胞 明显 增 殖 ， 与 T 细 胞 对 照 孔 相 比差 异 显 著 ( P <

0 ． 0 5 ) ；融 合 细 胞 刺 激 T 细胞 增 殖 能 力 与 }昆合培 养

D C 及 单 纯 亲代 D c 相 比差 异 显 著 ( P < 0 ． 0 5 ) ；刺激 细

胞 与 反 应 细胞 比 例在 1 ： 1 混 合 时刺 激 T 细 胞 增 殖

的能力最 大 ， 与 1 ： 1 0 及 1 ： 1 0 0 比例 相 比 差 异 均 有

显 著性 (尸l< 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 5 致 瘤 性 观 察

A 组 注射 7 8 6 一 O 肾癌细胞 S C I D 小 鼠第 1 0 d 时

即可 在 皮 下 扪及 肿瘤小结节 ， 随后 开 始 出现 食 欲下

降 、 对 外 界 反 应 差 、 运 动 少 、 体重 减轻 现 象 。 结 节 逐

渐增 大并 突 出皮 面 ， 部 分 表 面 破 溃 ， 在 1 个 月 内先

后 死 亡 。 解剖发 现 肿瘤结节 基 底 宽厚 ， 与周 围组 织

粘连 紧密 ， 有少许血 性 腹水 。 B 组 注射
。

肾癌 一 D c 融

合瘤苗组 s c I D 小 鼠皮 下 均未扪及 结节 ， 于 第 6 0 d

牺牲 该 组 小 鼠 ， 解 剖 发 现 注 射部 位 皮下 光 滑 ， 与 背

部 肌 肉游离无 粘连 。 腹腔 内脏 器未 见 明显 异常 。

3 讨 论

目前 研 究 表 明肿瘤 细 胞 在 正 常机 体 内发 生 免

疫 逃 逸 ， 免 于 被 宿 主 免 疫 系统 识 别 和 杀 灭 ， 主 要 与

其 生 物 特 点 有 关 ： ( 1 ) 主 要 组 织 相 容 性 复 合 物

( M H c )分 子 表 达 异 常 ；( 2 )缺 乏 激 活 宿 主 免 疫 系统

所 必 须 的第 二 信号 或 粘 附分 子 ；( 3 )抗 原 性 弱 ；( 4 )

可 产 生 影 响宿主免疫 系统 的多种 细 胞 因 子 『3】
。 D C 是

目前 已 知 功 能 最 为 强 大 的抗 原 提 呈 细 胞 ， 高 表 达

M H C 和 C D 8 0 、 C D 8 6 等共 刺激 分子 ， 并 能唯 一 激 活

初 始 型 T 细胞 ㈣
。 融 合瘤 苗 的制备就是 试 图通 过 对

肿 瘤 细 胞 的人 为改 造 ， 设 想 通 过 肿 瘤 细 胞 与 D C 的

融合 ，

一 方 面 直接 提供肿瘤全 部抗 原 ， 通 过 D C 表 面

高水 平 的 M H C 分 子 提 取 丰 富 的 抗 原 肽 【司
；另 外 ， 利

用 D c 表 面 高表达 的共 刺激分 子 提 供第 二 信号 ， 充

分活 化 T 细胞 ， 从 而诱导 有效 的抗 肿瘤免疫 [句
。

本 实验我 们用 P E G 诱 导 细 胞 融 合制备 融 合瘤

苗 ， 参照 文 献 方 法 略有改进 Ⅲ
， 将 肾癌 7 8 6 一 O 细胞 与

D C 的 比例设 为 5 ： 1 。 因 D C 产 量 有 限 而 7 8 6 一 O 细

胞 较 易 获 得 ， 增 加 7 8 6 — 0 细 胞 比 例 可 以 相 应 增 加

D c 与 7 8 6 — 0 接触 的机 率 ， 提 高融 合率 ， 可 最 高效率

利 用 D c 细 胞 ；且 融 合 细 胞 第 5 d 即 呈 悬 浮 或 半 悬

浮 状 ， 未 融 合 7 8 6 — 0 细 胞 始 终 贴 壁 生 长 ， 较 易从 中

去 除 ， 相 对 增 加 7 8 6 — 0 细 胞 比例并 不 会 降低融 合细

胞 纯 度 。

D c 一 7 8 6 — 0 融 合 细胞 呈 圆形 或 类 圆 形 ， 初 期 贴

壁 ， 培 养 5 d 后 大部分悬 浮或半 悬 浮 生 长 ， 体外 培 养

增 殖 较慢 ， 生 长 曲线 平缓 ， 无 明显 细 胞倍增 期 ， 均 与

D c 体 外 生 长 特 性 类 似 ；D C 一 7 8 6 — 0 融 合 瘤 苗 在

S C I D 小 鼠体 内不 形 成 肿 瘤 ， 不 具 成 瘤 活 性 ， 表 明融

合瘤 苗 主 要 继 承 了 亲 代 D C 的 生 物 学 特 性 ， 融 合 后

亲代 肾癌 7 8 6 一 O 细胞 的致瘤性 大大减弱 。 初 步反应

出瘤苗体 内应 用 的安 全 性 。 细胞功能方 面 ， D c 表 面

较 高 表达 c D 8 6 ， H L A — D R 等共刺激 分 子 ， 7 8 6 一 O 几

乎 不 表 达 ， 而 D C 一 7 8 6 一 O 融合瘤苗表达 则显 著高于

单纯 D C 表达 水平 ， 达 8 0 ． 6 5 ％ 和 8 0 ． 6 1 ％ 。 显 示 融合

瘤苗有较 D C 更 强 的激 活 T 细胞 的潜能 。 混 合淋 巴

( 下 转 第 7 8 3 页 )
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内接种小鼠8周后发现小鼠血清 IgE水平在疫苗接 

种后 8周显著升高，在疫苗免疫和原头节攻击后 18 

周显著降低，与上述结果不同。推测升高的 IgE可通 

过激活小鼠体内的肥大细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸 

性粒细胞、巨噬细胞和血小板，释放主要碱性蛋白、 

阳离子蛋白和过氧化氢等生物活性物质，发挥非特 

异性杀伤 Em原头节的效应；IgE还可通过抗体依 

赖的补体介导的细胞毒作用，发挥特异性杀伤 Em 

原头节的效应，但 IgE可通过肥大细胞介导的I型 

变态反应对宿主组织造成损伤作用。 
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细胞反应显示融合细胞刺激 T细胞增殖能力明显 

高于仅与肾癌 786一O细胞混合培养的 DC组和单 

纯 DC组，进一步证明了融合细胞强大的刺激 T淋 
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不成瘤的这些特点，使其在基于 DC的抗肿瘤免疫 

策略中具有重要的研究价值。 
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