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树突状细胞与胃癌细胞融合诱导抗肿瘤免疫反应的 

体外实验研究 

宁敏曼，王 立，叶序卷 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：利用杂交瘤技术将脐血来源DCs和SGC7901胃癌细胞融合，以研究融合细胞的生物学特性及其抗肿瘤的功能。 

方法：利用聚乙二醇(PEG)化学融合技术将 DCs和胃癌 SGC7901细胞融合，SP免疫组化方法鉴定细胞表型；MTr法测定融合 

细胞刺激同源异体 T淋巴细胞增殖效应 ；细胞毒性试验检测融合细胞诱导的细胞毒 T淋巴细胞 (CTL)对 SGC7901的杀伤作 

用。结果：DCs和 SGC7901胃癌细胞在 PEG的作用下成功融合，其融合细胞 即表达肿瘤标记物 CEA，又表达 DCs标记物 

HLA—DR，融合细胞刺激T淋巴细胞增殖能力显著高于DCs、DCs+SGC7901及SGC7901。融合细胞活化的CTL对胃癌细胞杀 

伤率为 21．4％±0．0165％，明显高于 DCs组(16．3％±0．0015％)、混合细胞 (15-3％±0．0044％)及胃癌组 (11．2％±0．0156％)。 

结论：脐血来源的 DCs在 PEG作用下能成功与胃癌细胞融合，且融合细胞可有效诱导 T淋巴细胞产生强大抗肿瘤免疫作用。 
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Research on the experiment of eliciting specific antitumor immUnity 

by fusion of dendritic cell with gastric cancer cells in vitro 

NlNG Minman．et al 

(Department of Gastroenterology,the First Affiliated Hospital,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：By hybrid technology，to study the biological characteristics and antitumor function of gastric cancer—dendritic fu— 

sion cells through the fusion of dendritic cells from cord blood witl1 gastric cancer cells SGC7901,Method：DCs from cord blood were fused 

with SGC7901 in the presence of 50％ polyethylene glyco1． The morphology and phenotype of DCs
．SGC7901 and DCs／SGC7901 were re— 

spectively observed by SP immunecytechemical staining 届 e ability of DCs／SGC7901 which stimulated proliferation of autologous T lym— 

phocytes was assessed by Mr丌，and the kill rate of cytotoxic T lymphecytes(cTL)to SGC7901 induced by FCs fusion cells)was evaluated 

through cytotoxic test．ResuU：DCs were successfully fused with SGC7901 in the presence of PEG．FCs expressed CEA and HLA—DR two 

phenotypes．Moreover,fusion cells had greater ability to stimulate proliferation ofT lymphocytes than DCs、DCs+SGC7901
，SGC7901，an d 

the kill rate 0fFCs(21．4％±O．0165％)Wasgreatty highthanthat ofDCs(16-3％±O．0015％)，DCs+SGC7901 (15-3％±O．o044％)， 

SGC7901(11．2％±0．0156％)．Conclusion：DCs from cord blood can be successfully fused with SGC7901 in the preSence of PEG，and 

FCs Can effectively stimulate T lymphocytes to elicit an titumor immunity effect． 

【Key words】Dendritic cells；Gastric cancer；Cell fusion 

DCs是体内最强的抗原提呈细胞，能刺激幼稚 

T淋巴细胞产生强烈的抗肿瘤免疫反应。近几年以 

DCs为基础的肿瘤免疫已经取得了瞩 目的成就【11。 

人们应用肿瘤抗原肽、肿瘤细胞裂解产物、胞外小 

体以及基因修饰等多种手段修饰 DCs制备的DCs 

疫苗，已经成功用于基础研究和临床试验【2，31。但是 

作者介绍：宁敏曼(~97s一 )，女，硕士， 

主要研究方向：消化道肿瘤免疫治疗。 

由于胃癌细胞缺乏特异性较强的表面抗原，限制了 

肿瘤免疫治疗的开展。本研究将来源广泛、且 HLA 

限制性低的脐血来源的 DCs和胃癌系 SGC7901细 

胞融合，以期探讨其抗胃癌细胞的特异性细胞毒性 

作用。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 
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1．1．1 新鲜足月健康婴儿脐带血 重庆医科大学附属第一 

医院妇产科提供。 

1．1．2 细胞系 胃癌 SGC7901由重庆医科大学病理科提 

供。 

1．1．3 试验试剂 RPMI一1640培养基购 自美国Gibco公司； 

胎牛血清购 自杭州四季青公司；聚乙二醇(PEG-1000)购 自 

上海生物技术服务有限公司；四甲基偶氮唑盐 (M1TI1)购 自 

美国 Sigma公司；重组人粒细胞 ，巨噬细胞集落刺激因子 

(rhGM—CSF)购自美国PEPROTECH公司；重组人白介素 

．4(rhIL．4)购 自美国 PEPROTECH公司；重组人白介素 一2 

(rhlL-2)购 自美国 PEPROTECH公司；鼠抗人 CEA、HLA— 

DR购自北京中山公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 脐血 DCs体外分离扩增 参照 Baldev Vasirt4~的方法 

加以改进，无菌取足月健康脐带血抗凝(25u／m1)，PBS(pH 

7．2～7．4)等比例稀释，吸取淋巴细胞分离液(每 10ml稀释血 

加 5m1分离液 )到 15ml离心管中，稀释后脐血沿离心管壁缓 

慢加到淋巴细胞分离液上，以 2000r／min离心 20min，吸取白 

膜层单核细胞，单个核细胞以PBS离心洗涤 2次(1000r／min， 

5min)，弃上清夜，用含 10％胎牛血清 RPMI一1640完全培养 

基重悬于 6孔培养板内，在 37℃，5％CO 孵箱贴壁 2h，收集 

非贴壁细胞备用。在贴壁细胞内加入细胞因子 rhGM—CSF 

(1OOng／m1)和 rhlL-4(50ng／m1)，在培养第 5天加入肿瘤坏 

死因子 TNF一0【(20ng／m1)，3天半量换液及细胞因子 ，第 

7～8天收集悬浮细胞。 

1．2．2 胃癌细胞培养 胃癌 SGC7901细胞培养于含 10％胎 

牛血清的RPMI一1640完全培养液内。 

1．2．3 细胞融合 按照 Gong等I51的方法，选择第 7天生长 良 

好的 DCs细胞 l X l06 lml和灭活胃癌细胞 (以丝裂霉素 c 

30~ ml 37℃孵育 45min灭活 )2 X l05 lml(5：1)混匀 ， 

1000r／min离心 5rain，弃上清夜，使沉淀混匀，外观如糊状，缓 

慢加入 hnlPEG (50％37~(2预温的)，Imin内滴完 ，边加边 

摇，在 37℃水浴中继续摇 Irain，再在室温下继续摇 Imin，在 

5min内逐滴加入预温的无血清 RPMI一1640培养液 20ml，边 

加边摇，通过稀释终止 PEG作用，放人培养箱内，37℃，5％ 

CO2孵育 l～2h，1000r／min离心 5min，弃上清 ，融合细胞重悬 

于含 10％的 FCS的 RPMI-1640培养液中，加入细胞 因子 

rhGM-CSF(1OOng／m1)和 rhIL．4(50ng／m1)，置于 24孔培养 

板，在 37℃，5％CO 孵箱培养过夜 ，次 日将非贴壁细胞去掉， 

收集第 3~4天半贴壁细胞。 

1．2．4 SP免疫组化对细胞表型的测定 将 DCs、SGC7901细 

胞、DCs／SGC7901融合细胞涂片，再按照说明书操作，光镜下 

观察结果，呈棕黄色为阳性反应。 

1．2．5 混合淋巴细胞反应 取人脐血，以尼龙毛柱法获得同 

源 T淋巴细胞 (效应细胞 )。DCs／SGC7901融合细胞、DCs、 

SGC-7901、以及等量 DCs和 SGC一7901的混合细胞为刺激 

细胞(预先以丝裂霉索 C(25ug／m1)37℃孵育 45min灭活 )， 

每组刺激细胞分别以5 X 105细胞 ／孔、1 X l06细胞 ／孔 、2× 

l0 细胞 ／孔加入 96孔平底培养板 ，每组设三个复孔 ，每孔 

再加同种异体 T细胞 I X l05，每孔终体积 20Oul，37％、5％ 

CO 孵箱培养 72h，在培养最后 4h，加入 50 1，孔 M1fI1，离心 

培养板，弃上清液 ，每孔加入 150 l DMSO，用酶联免疫检测 

仪，在波长为570nm测定各孔光密度值 (OD值 )。 

1．2．6 T淋巴细胞的活化以及细胞毒活性测定 

分组：一组为 DCs／SGC7901融合细胞 ；二组为 DCs；三组 

为等量 DCs和胃癌细胞混合细胞；四组为SGC7901。将 3~4 

天的DCs／SGC7901、SGC7901、7~9天脐血 DCs分别收集。如 

前 1．2．1方法收集非粘附 PBMC。将 四组细胞分别与 PBMC 

按 1：10的比例混合，悬于含 10％胎牛血清的 RPMI一1640 

完全培养基中，加入 IL．2 20 l／ml，37℃、5％CO2孵箱培 

养，每组在第 8～l0天收获悬浮细胞 (效应细胞 )。胃癌 

SGC-7901作为靶细胞，效靶 比 10：1，每组设三个复孔。并 

设置靶细胞和效应细胞对照孔。培养 72h，在最后 4h加入 

Mlq"50ul／孔，离心培养板，弃上清液，加入 150 l／孔 DMSO， 

用酶联免疫检测仪，在波长为570nm下，测定各孔光密度值 

(OD值 )。计算其杀伤率，其公式为：细胞毒活性(杀伤率 ) 

= f靶细胞对照组 OD值 一(反应孔 OD值 一效应细胞对照孔 

OD值 )l／靶细胞对照孔 OD值 ×100％I61。 

1．2．7 统计学处理 结果采用单向方差分析及两样本均数 

的比较，应用 SAS8．0统计软件进行统计分析。 

2 结 果 

2．1 脐血 DCs和融合 细胞形态 

脐血来源 DCs在培养第 2—3天聚集生长，悬浮 

半贴壁，第 3—5天细胞分散生长，呈圆形、椭圆或不 

规则形，可以看到树突状突起，突起单个或多个，短 

小，有树突状分支，第 6~8天突起变得细长，密集 

(见图 1)。 

融合细胞呈半贴壁生长，细胞形态比较均一。 

圆形 、椭圆或不规则形，倒置显微镜下可以看到两 

个或多个细胞膜接触融合，也可见体积较大细胞， 

其内含有两个核，部分还可以见到已经融合的体积 

比较大的核(见图2)。在显微镜下发现融合细胞随 

着生存期的延长，生物学特性无明显改变，可惜由 

于观察时间有限，没有对融合细胞的生存时间做进 
一 步分析。 

2．2 DCs、胃癌细胞、融合细胞的表型 

sP免疫细胞化学染色显示分离的脐血来源 

DCs的 HLA—DR表达呈阳性 ，棕黄色阳性产物主要 

分布于细胞质和细胞膜 ，而 CEA表达呈阴性 (见图 

3)。胃癌 SGC7901细胞的 HLA—DR反应呈阴性，仅 
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图 j 光镜下 纲胞，箭头所指为典型 形态 阳性产物 如箭头晰指 免癌蛆化 ¨̂ R染包x20Qi 

(x20／I倍 J 

圈 2 光镜下 I)f： 和胃癌融台细胞 箭头所指 

为典型融台细胞开鼻惫 x2011情 

图 3 II[J~的 Ill̂ Iil1分子 阳 表选 呈棕 色反应 为 

B日性产物 如箭头所指 免疫组化 l_̂l{染色1~2(10~ 

能 到淡绿色淡染的 胞核．而 ^表达旱阳性 

棕黄色阳性产物主耍分行于细胞厩和细胞膜【见阉 

4) DC ／5(；(；790】黼台细胞的细姐膜和胞质内 

HI A—I小． A均呈m性反应 细胞恢呈阴性(见圈 

5 闭 6) 

2 3 混旮淋 巴细胞 应应 

结粜如下 ，D‘： f c7 l融台细咆蛆右比其 

它三虮更强的刺激旧种 『本r淋巴细胞增殖能力 

(P(0 05)．而混台细胞 Dcs组电有刺激 T淋巴 

巴 

图5 ⋯ 一胃癌融台细胞的 HI』一nH分子阳性表达．呈棕 

色反应为阳性产物 箭头所指为两个l Jcs和胃癌融台细胞 

免疫组化 1nB染色1 x21)II) 

图 6 【Ir，一胃癌融台细胞 CEA分子阳性表达．呈棕色反应 

为阳-陛产物如箭头所指两个胄癌耜一个 Dc 的融台细胞 

免嘘组化 n̂ B染色(x Ⅱn 

细0自增殖能力．但两组之间无u月显差异(fJ>0 05 j 

且各组随着刺激细胞与效应 胞的比例增加其刺 

激T淋巴细胞的增醢效应也卅高(见表 I_ 

2 4 特异性 抗 胃癌 cl’1 细胞毒 效应 

lq-IJ~血 DCs 融俞细胞、DCs和胃癌细胞 昆合细 

咆 胃蚵细胞分)；1．rl司种异体的T淋巴细胞共培 

养．获{ 的t rL细胞对辑癌细胞进行 M H绌胞毒 

试验，结果 虬表 2．根据 1 2,6公式得出融合细咆组 

的杀伤率平均为21 4±0．0165％．明显高于Dc 组 
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注：融合细胞组和 DCs组比较有差异 P<0．05，与混合细胞组比较也有差异 P<O．Ol，而 DCs组和混合细胞组 比较无统计学 

意义 P>0．05。 

(16．3％±0．0015％)、混合细胞 (15．3％±0．0044％) 

及胃癌组 (11．2％±0．0156％)。融合细胞和其它组 

比较有差异 P值均小于0．05，具有统计学意义。 

表2 各组 CTL细胞对 SCG7901细胞毒效应(互±s) 

效应细胞组 靶效比1：10时吸光光度值(OD值) 

3 讨 论 

机体的抗肿瘤免疫是以 CTL为主的细胞免疫 

反应，而 CTL的活化需要抗原提呈细胞提供多信号 

的抗原刺激 ，而肿瘤患者虽然肿瘤细胞本身包含有 

多种肿瘤抗原，但由于其免疫原性低且自身具有抗 

原调变能力 ，MHC分子表达异常和缺乏共刺激信 

号，使 T细胞识别受阻自身肿瘤抗原不能被有效提 

呈，DCs是体内功能最强的抗原提呈细胞，在抗原 

的识别、加工、提呈及 T细胞的致敏、激活和扩增中 

处于主导地位。DCs独特的生物学特性正好弥补了 

这一缺陷。实验已经证明，以肿瘤抗原或抗原肽脉 

冲DCs或转染编码肿瘤抗原的基因，能激活T细胞 

反应并诱发特异的抗肿瘤免疫。但是人类肿瘤的进 

展是由多个基因变化累积的结果，其肿瘤抗原在这 

过程当中发生了结构的变化或停止表达，而且机体 

对肿瘤抗原还存在无性繁殖和免疫耐受，除了已知 

的肿瘤抗原外，还有一些未确定的肿瘤抗原 ，甚至 

个别肿瘤病人由于基因突变，可能存在有其独有的 

肿瘤抗原。因此，肿瘤抗原的单一性限制了 CTL作 

用，从而导致肿瘤免疫逃逸现象的发生。针对这一 

因素，以肿瘤为基础的疫苗通过诱发抗肿瘤的多价 

免疫反应而呈现出特殊的优势 。随着70年代发展 

起来的融合技术 ，1997年 Duke的研究小组首先开 

展了 DCs与肿瘤细胞融合的研究嗣，随着融合技术 

的发展，以DCs为基础的融合疫苗取得了瞩目的成 

就。在动物和人类前期临床试验以及一期临床试验 

中，融合细胞表现出强大的刺激肿瘤特异免疫反应 

的能力 ，并且副作用小 ，这在多种恶性肿瘤中已 

经得到证实，如乳腺癌 、肾癌和黑色素瘤等恶性肿 

瘤 Ol。但是在胃癌方面却少有报道。 

由于胃癌细胞的免疫原性很弱，而且胃癌还没 

有特异性很强的肿瘤蛋白抗原，所以 DCs／胃癌融 

合疫苗在 胃癌免疫治疗方面应该有很大潜能。 

Homma[n1首先展开了这方面的研究，他将 DC一胃癌 

细胞融合疫苗治疗 1例 75岁进展型胃癌患者，该 

患者的临床症状得到很大程度的改善，尽管在实验 

的第 5个月症状复发，但也表现出融合疫苗在胃癌 

免疫治疗的潜力。遗憾的是 Homma只选择了一例 

病人，因此也没有得到更多关于融合疫苗抗肿瘤免 

疫的数据。近来 Matsumotd 2】在体外实验中也进一步 

证实融合细胞具有抗原提呈功能以及杀伤肿瘤的 

作用。 

本实验将来源丰富，HLA限制性低的脐血 DCs 

和胃癌细胞融合，在体外研究其生物学特性以及抗 

肿瘤免疫效应，以期为融合疫苗的临床应用奠定理 

论基础。结果在光镜下发现脐血来源的 DCs，表现 

出典型的成熟树突状形态，在 PEG作用下成功与胃 

癌细胞融合，且融合细胞能表达 HLA—DR和 CEA 

两种标记，显示出 DCs和胃癌的双重特性 ，即有 

DCs的抗原提呈功能，而且还可将已知和未知的胃 

癌肿瘤抗原通过 MHC一1和 MHC—II两种途径被 
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DCs提呈，刺激 CDs~和CD4+两种受体细胞，从而提高 

抗肿瘤的细胞免疫效应，与装载肿瘤抗原肽的疫苗相 

比，融合细胞可以提供比较持久和稳定的肿瘤相关抗 

原。本实验提示，在混合淋巴细胞反应及细胞毒试验 

中，融合细胞具有一些特殊的优势，DCs／SGC790 1刺 

激同种异体 T淋巴细胞增殖能力显著高于 DCs、 

DCs+SGC790 1及 SGC790 1。并且随着刺激细胞与效 

应细胞 的比例增加而升高 。在细胞毒试验中 ， 

DCs／SGC一7901诱导产生的CTL对胃癌细胞的杀伤 

效应为21．4％4-0．0165％，显著高出单纯 DCs(163％4- 

00015％)和SGC7901(112％4-00156％)的刺激效能。 

本实验结果与 Matsumotot 21报道的结果相似，同样显 

示出融合细胞具有强大的抗肿瘤免疫效应。体外试验 

的成功为融合疫苗在胃癌肿瘤免疫治疗的体内试验 

和临床应用研究提供了理论依据，有望通过进一步动 

物和临床应用研究找到一条治疗和预防胃癌的新途 

径，提高患者的生活质量和生存率。 

在本实验采用的融合方法是 PEG融合法，其和 

电融合法在功能上、生物学上有无差异；以及融合 

细胞的纯化分选，融合效率，在临床方面的具体应 

用，毒副作用以及剂量等诸多问题还有待进一步研 

究[131。 
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