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慢性粒细胞白血病来源的DC细胞体外诱导高效而特异的抗肿瘤免疫 
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【摘 要】目的：选用慢粒患者的原代血细胞，经细胞因子组合联合诱导，生成携带白血病抗原信息的树突状细胞 (Dendri— 

tic Cell，DC)，为DC疗法在临床上的应用提供理论依据。方法：慢粒 (急变期)病人的PBMC~]GM-CSF+IL-4+T／~ot诱导 

后进行形态和细胞表型的鉴定。应用同种混合淋巴细胞反应和细胞毒性实验，观察诱生之Dc刺激淋巴细胞增殖的能力以及介 

导抗白血病特异性细胞毒性反应的能力 利用酶联免疫吸附实验检测DC产生lu-122t~助产生IFN-y的能力。结果：诱生DC 

均具有Dc的形态特征和超微结构。表达Dc相关表面分化抗原 并可刺激T淋巴细胞产生较强的增殖效应。诱导出针对自身肿 

瘤靶细胞的特异性cTL反应。同时可不同程度的分泌几-I2和可协助咖 胞产生IFN．y。结论：慢粒细胞在适当豹细胞因子的 

诱导下，可分化为具有DC形态的细胞，后者可诱导出高效而特异的抗肿瘤免疫。 
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【Abstract】 Objective：To audy the antitumor immune effect of dendritic cells derived from chronic myeloid 

leukemia．Methods：Leukemia cells were cultured for 7．2l出ys with a cocktaJl of cytokines which included GM— 

CsF、IL-4 and"I NF．q．The DCs from leukemia cells were analyzed on morpholo~3 and cellular structure under 

microscope．The phenotype of Dcs were identifled by FACS．Jn order to examine the immune funefion of DCs． 

first，mixed lymphocyte response(MLR)was performed by means of rH】·TdR incorporation to observe the ability 

of Des stimulating lymphocyte proliferation；secondly，cytotoxicity assay was measured in vitro in a r．Cr]-release 

assay to observe the ability of DC stimulating CTL proliferation；lastly，the IL-12 and INF-v level in supcrnatant 0f 

DC cultLIre were measured by ELlSA．Results：It was proved that the DCs from CML showed a typical 

morphology of dendritic cell under microscope．They expressed the phenotypic antigen of APC according to 

di斤erent degree．It was found the DCs from leukemia cells ca11 stimulate strong AI1o_MLR and CTL reaction． 

111ese results showed that these DCs had the ability t0 stimulate T lymphoeyte proliferation．and the special CTL 

could clear Ieukemia cells．It was also found there were IL-12 and lFN-v in the supernatant of DC culture．It was 

proved that the DCs secreted IL-l2 by itselfand increased the secretion of【FN．v ofT lymphocyte．Conclusio 

The chronic myeIoid leukemia cells are able to be induced to DCs with typical morpholc’ by cytokines．DCs 

dedved from leukemia cells can stably express the phenotype molecule ofAPC．1’hey have the ability to stimulate 

T lymphocyte proliferation and ieduce口  which can clear leukemia cells．and the DCs can secret IL-l2 and 

incl-~asethe secretion oflFN．Y ofT cel1． 
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慢 性 粒 细 胞 白 血 病 (chronic Myeloid 

Leukemia，CML)患者在临床上对大剂量化疗较为 

敏感，但第一次缓解后仍有较高的复发率，即使进 
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主晏研究方向：白血嘉的基础研究覆克疫倍疗 

行骨髓移植仍有复发的可能，因此寻找有效的辅助 

治疗方法是治愈慢·陛粒细胞白血病的关键。对治疗 

缓解后的复发以及慢粒的急变，采用化疗后的生物 

治疗是当前研究的热点。 

树突状细胞 (Dendritic Cells，DC)因其独特的 

免疫学特性，在诱导特异’陛抗肿瘤免疫反应中起关 
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达到第14d达到高峰，一直保持N2 z天 (图3)。 

c{)1。 c c 6} ABc} DR 
图3 CMLDC表面分子的表达 

2．2 CML-DC功能检 测 

2．2．1 同种混合淋巴细胞反应 (AIIo-MLR) 

用CML-DC细胞作为刺激细胞检测其刺激MLR 

反应，并用自身CML细胞作对照，结果提示：CML 

-DC对同种异体淋巴细胞有极强的刺激作用，其fH】 

掺入的CPM值明显高于对照，而且随DC数量增 

加，而刺激作用越强(图4)。 

，， 

nl岫uh‘D ㈣  

国4 CML-DC刺激同种淋巴细胞的增殖能力 

2．2．2 CML-DC诱导产生的CTL对自身CML细胞的 

杀伤作用 

用CML-DC刺激的效应CTL以自身CML细胞以 

及HI．,-60为靶细胞进行杀伤试验，结果显示，诱导 

l4天的DC诱生的CTL对自身CML细胞有特异性杀 

伤作用，对HL-60也有一定杀伤作用，但较对自身 

CML细胞的杀伤作用为弱。而诱导7天的DC细胞未 

发现其有明显的刺激CTL产生杀伤活性的能力。 

2．2 3 CML-DC分泌或协同分泌IL-1 2和IFN-v的作 

用 

经CML细胞肿瘤抗原刺激的PBMC与CML-Dc 

混合培养72h后可见明显的IFN-v分泌，与对照组 

比较增加近一倍 (表1)， 

高的IL-l2的自分泌作用， 

同时检测到CML-DC~较 

从第7天开始，第l4天达 

表1 CML-DC协同1钿胞分泌 IFN-Y( ± ，n=3) 

裹2 CML-DC分泌 1i．-12 

” P<0．O1 P<0 05 

到高峰，一直持续到第21天 (表2)。 

3 讨 论 

慢性粒细胞白血病 (CML)是一种起源于造血 

干细胞的恶性疾病，我们首次采用细胞因子GM- 

CSF、IL-4和TNF- 诱导慢性粒细胞白血病 (急变 

期)患者的细胞向DC分化。实验证实这种诱导分化 

的DC与正常DC的形态和表型相似，都能表达抗原 

提呈相关分子，表明其诱导的DC为成熟型DC。在 

实验中发现，我们诱导的CML-DC与其它同类研究 

比较，CD1a的表达水平稍低 ’，分析原 因。可能 

是大多数关于CML诱导DC的报道都为慢性粒细胞 

白血病的慢性期细胞，而我们选用的为急变期的病 

人。一般认为急性白血病细胞的DC诱导较慢性白血 

病细胞困难，但更深入的原因还有待进一步分析。 

本文重点对CML-DC的抗自身肿瘤细胞特异性 

免疫功能进行了研究。DC细胞的主要功能是处理、 

加工和提呈抗原，激活T淋巴细胞，从而引发机体 

的免疫应答。功能成熟的DC具有极强的对T钿胞的 

激活能力。我们采用同种异体混合淋巴细胞实验检 

测CML-13(2对淋巴细胞的刺激作用，实验结果表明 

CML-DC对同种异体淋巴细胞具有强烈的刺激活 

力。有报道认为，DC细胞表面的共刺激分子表达的 

高低与DC细胞刺激同种异体混合淋巴细胞反应呈正 

相关 。而我们的实验显示CML-DC的CD86表达并 

不很高，而CD40有极强的表达，同样诱导了强烈的 

MLR反应，这可能是Dc刺激T细胞后，T细胞表面 

的CD40L表达升高，这样后者可与高表达CD40的 
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DC结合，从而可促进DC分泌【L-l2，而IL-12又可刺 

激T细胞的增殖，通过DC与T细胞的相互作用，就 

使得免疫反应得到进一步增强。借助细胞因子诱生 

的CML—DC，可刺激PBMC为CTL细胞 。通过对其 

杀伤自身靶细胞 (CML细胞)的能力的观察，证明 

经诱导I4天的DC细胞刺激的CTL对自身CML细胞 

有明显的杀伤恬性，同时也能对其它肿瘤细胞 (HL 
-60)起作用，但效果不如前者。而诱导7天的CML- 

DC作用不明显，可能是因为7天的DC还未成熟的缘 

故。 

在培养上清中检测出较高水平的IL-12，证实 

CML-DC可分泌IL-l2。随后，将这种CML-Dc刺激 

经自身CML细胞作用的PBMC细胞，于刺激72h后 

可控测到IFN·Y。IFN-v的分泌可能与CML—DC诱 

导的对靶细胞的杀伤作用有关。因为[FN．v能增强 

CTL和NK细胞杀伤靶细胞的能力。同时分泌的IFN- 

v又能明显增加抗原提呈细胞表达MHC'类抗原 ， 

增强抗原提呈细胞与T细胞的相互作用。进而增强T 

细胞辅助抗体产生和辅助细胞毒T细胞产生的能 

力。通过相互作用，进一步扩大免疫应答。 

以上的实验结果证明，急变期CML的细胞在细 

胞因子的诱导能生成DC。更重要的是，用这种DC 

可诱导出特异性杀伤自身CML细胞的CTL细胞，为 

白血病的免疫治疗提供了理论依据。 

参 考 文 献 

【1】朱学军，楼国良，张明徽，等．人急性早幼粒细胞白血 

病细胞诱导分化生成树突状细胞的体外研究[JJ．中国肿瘤生 

物治疗杂志， 1998；3：247-252． 

[2]2 Choudhury^ Gajewski JL,Liang JC,et a1．Use of 

leukemic dendritic cells for the generation of artfilettkemia 

ceLlular cytotoxicity against phi]adelphia chrecnosome positive 

chromic myelogenous]eukemi~Blood[J]．1997；89：1 133·l 139． 

[3】王黎明 陈姗姗，刘艳荣，等．慢性髓性白血病来源的 

树突状细胞的功能研究【J】_中国实验血液学杂志，2000；8： 

I61．165． 

[4】 Frigu B，Chari~-tce LD ，Payes J,et a1．A oonvenlent 

enzymelinked immunosorbcnt assay for testing whesther 

monoclonal antibodies rcoognize the same antigentic she【JJ．J 

Immtmo]Method，1983；60：35】-358． 

【5】Choudaury BA，Liang JC，"Ihomas ElL et a1．Dendritic cell 

derived in vitro fi'om acute myelogcnous leukemia cells 

stimulate autolegous，antileukemie T cell r~mme[J]．Blood， 

1999：93：780．786． 

(上接第18页) 

参 考 文 献 

【I】Wkzenbicher B，Christman C，Schulze K，et a1．Disturbance oJ 

the myocardial energy metabolism in A．SW／snj mice after vj 

infection(Coxsackie vlrtls B0叨．J Am Coil Cardiol 1991；l7： 

264A． 

【2】郑富强．细胞形态立体计量学【M】．北京：人民卫生出版 

社，I990；157 

【3】邵英杰，陈念祖，马爱群，等．磷脂在大鼠心肌线粒体 

上的超微结构定位方社【J】l解剖学杂志 1992；I 5(1)：36-37． 

【4】 seIigmaI1 AM，KarlBov$ky MJ，Wasserkl'ug HL,et a1． 

Nondreplet ultrastructuraJ demonstration ofcytochrom~oxidase 

activity with a polymerizing osmiophiIic reagent，diaminoben- 

,rid ne(DAB)们．J Cell Biol，1968；38：1-13． 

【5】og州a K，SaJto T，Mayabara H．The site of fem ieyianide 

reduction b reductase with mitochondria as studied by electron 

microscopy[J]．J Histochem Cytochem、1968；I 1)：49-54． 

[6]Halliwel[B，chirioo s Lipid peroxidation：its mcchem ism， 

measurement,and significance[J]．Am Clin Nutr，1993；57(s)：71 5- 

7I 9 

【7J Robinson NC．Specificky and binding affinity ot 

phospho]ipids to the high affinity cardiolipln sities ofbeef heart 

cytochromeoxidase[JJ Biochemistry，1982；21：184-192． 

【Sl Chien KlLAcuelerated phospholipid dcgraration and 

associated membrance sfunction in irreversible ischeraic liver 

cell_叽jarylJ]．J Bic~hem，I978；253：4809-4816． 

【91 Prasad KEffect of oxygen fh radical Oll cardiovascular 

function m organ and cellular Levels[J]Am  Heart J．I989；117： 

1196-1198． 

【10】张福明，张淑琴，王相峰．维生素C、E对病毒感染细胞 

活性的影响【J1．营养学报，1996；18(4)：489-491． 

【I1】Rose RC．Asoorbic acid metabolism in protection against 

free radicaIs：a radiation model[J]Biophys ROs Commur~1990； 

169(2)：430-433、 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

