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树突状细胞体外激活的 CTL杀伤效应 

李用国 ，梁增伟 ，蔡大川 ，兰英华 ，周卫平 ，任 红 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究树突状细胞(dendritic cell，Dc)激活的肿瘤特异性细胞毒性 T淋巴细胞(cTL)的特异性杀伤效应。方法： 

从人外周血 中分离出外周血单个核细胞(peripheral bloodmononuclear cell，PBMC)，在 GM—CSF和 IL一4的作用下培养 7天诱 

导出IX；，然后PBMC或IX；为刺激细胞在体外诱导出Hl3sAg特异性CTL；在调节好一定浓度靶细胞(人肝癌细胞系HepG2及 

人肺腺癌细胞系A549)中加入效应细胞(IX；或 PBMC)，48h后瑞氏染色计数残存细胞数，计算杀伤率。结果：Dc激活的CTL 

对 HepC~杀伤率为 71 6％，而 PBMc( 】C，非 T细胞)激活的 CFL杀伤率为 43．8％，两者有显著性差异 ，P<0 01。此外 ，IX； 

诱导的肝癌细胞抗原特异性 CI'L对肺癌细胞的杀伤率仅为 23％。结论 ：IX2诱导的 CTL比 PBMC高效，而且具有较 高的特 

异性。 
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【Abstract】 Objective：To investigate CTL killing activity of tumor—specific cytotoxic T lymphocyte activated by dendritic cel1． 

Methods：Isolated peripheral blood mononuclear cells(PBMC)from hum an peripheral blood and cultured 7days in medium with GM — 

CSF and IL一4 to get DC．Induced HBsAg—specific CI'L by DC or PBMC．Added CI'L into some concentration HepG2 or A549．48 

hours later，counted survival cells after Wright S staining to get killing rate．Results：The killing rate of CFL activated by DC to 

HepG2 WaS 71．6％；however，thatofPBMCWaS 43．8％．Therewas significant difference betweenthetwogroups(P<0．01)．More— 

over，the killing rate of HBsAg—specific CTL activated by DC to A549 was only 23％ ．Conclusion：The killing ability of HBsAg— 

specific CTL activated by DC was stronger than that of PBMC and itⅥ specific． 

【Key words】Dendritic cell；Peripheral blood mononuclear cell；CTL killing activity 

树突状细胞是最有效 、功能最强的抗原提呈细 

胞，在激发免疫反应中起重要作用，在抗肿瘤免疫中 

的作用研究也越来越受到广大学者的重视。目前， 

DC瘤苗用于临床治疗的肿瘤有黑色素瘤 、前列腺 

癌、骨肉瘤、多发性骨髓瘤和肾癌等 ，而 DC抗肝癌 

免疫和抗 HBV 免疫 的研究虽然有很大 的进展 ，但 

尚未进入临床上的应用。我国是 乙肝高发区，我 国 

人群 HBV的携带率在 10％左右 ，而 90％的肝癌病 

人与 HBV的感染有关 ，因此 ，研究和开发 DC疫苗 

对慢性乙肝和肝癌的治疗具有十分重要的意义。本 

文就 DC诱导的肿瘤特异性 CTL特异性杀伤效应 

作者介绍 ：李用国(1966一 )，男，博士，讲师， 

主要研究方向：树突状细胞抗 乙肝和肝癌免疫。 

作初步研究。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试 剂 

RPMI一1640细胞培养基 、重组人粒细胞 巨噬细胞集落 

刺激因子(rhGM—CSF)、重组人 白细胞介素 4(rhlL一4)，购 

于TEPROTECH公 司。异硫 氰酸荧光 素(FITC)标记 的 鼠 

抗人单 克隆 抗体 CDla、CD86、CIN0、HLA—ABC、HLA— 

DR、FITC标记的鼠免疫 球蛋 白亚型 IgG1、K购于 PharMin— 

gen公司 ，人重组 白细胞介素 2(rlL一2)购 于北 京医科 大学 

免疫 系。人肝癌 细胞 系 HepG2，人肺腺癌 细胞 系(A549)细 

胞系购于中国科学院上海细胞生物研究所 。 

1．2 DC的培养扩增与鉴定 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 21)03年第 28卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2003．Vol 28 No．2) 

参照文献[1]。取人抗凝外周血 20ml，常规分离外周血 

单个核细胞(PBMC)。用 RPMI1640完全培养基重悬细胞 ， 

并以 2×10 ／ml浓 度加到 24孔 培养板 中 ，每孔 lml，放 置 

37℃ ，5％coz孵箱 内培养 3h，吸弃细胞悬液 ，用 pH 7．0的 

RPMI1640轻洗 3次，洗去 非粘 附细胞 ，获得粘 附细胞 ，按 

rhGM—C! 1000U／mL，rhlL一4500U／mL终浓度加 入细胞 

因子，隔 日加细胞因子(首次浓度的 1／2)和培养基(吸弃 

30％，加 50％)，培养 7天，收集细胞，台盼蓝染色，记数。进 

一 步通过形态学、透射电镜、特异性表面标记、与功能相关的 

表面分子及混合淋巴细胞反应进行鉴定 ⋯。 

1．3 肝癌细胞抗原制备 

常规培养人肝癌细胞系 HepG2细胞 ，收集细胞 ，PBS洗 

3次，再用 PBS重悬细胞，配成最终 浓度为 4×10 个 细胞／ 

n1l的细胞悬液，反复冻溶(一7013--37℃)3次 ，一70℃保存。 

1．4 DC诱导肿瘤抗原特异性 CTL 

按文献 [2]的方法 并 略加改 动，取正 常人抗 凝外 周血 

20ml，常规分离 PBMC，以 10 个细胞 ／ml浓度加入 24孔板 ， 

并加肝癌细胞抗原 250tL1／ml，24h后换半量完 全培养基 (含 

IL一2 20U／m1)，以后隔 日半量换液 1次 ，培养 7天，收集细 

胞并与 Dc以 20：1的比例混合培养，再加肝癌细胞抗原 

250td／ml，24h后换半量完全培养基(含 IL一2 100U／m1)，隔 

日1次 ，37℃5％co2环境 中培养 7天，收集 的细胞为 C~I'L 

细胞。 

1．5 外周血 PBMC中抗原提呈细胞诱导的 C~I'L 

取正常人抗凝外周血 20ml，常规 分离 PBMC，以 1×10 

个细胞／ml浓度加入 24孔板 ，并加肝癌细胞抗原 250tL1／ml 

24h后换半量完全培养基 ，并加 IL一2 20U／m1，培养 7天 ，收 

集细胞作为反应细胞；另取 PBMC，调整细胞浓度为 1×10 

个细胞／ml，加入丝 裂霉 素 C，至终 浓度 25t~g／ml，37℃ 5％ 

032孵育 30min，完全培养基洗 3次 ，与反应 细胞 以 1：20的 

比例混合培养，再加肝癌细胞抗原 250tL1／ml，24h后换半量 

完全培养基并加 IL一2 100tL／ml，隔 日 1次，37℃ 5％ co2环 

境中培养 7天，收集的细胞为 CrL细胞。 

1．6 CFL细胞毒活性检测 

按文献[2]的方法。 

1．6．1 靶细胞(He0G2或 A549)在培养瓶内生长成单层后， 

吸出培养液，用 0．25％胰酶洗 1次，以去除死细胞 ，然后 向 

培养瓶内加胰酶消化细胞数分钟 ，在消化过程中把培养瓶放 

在倒置显微镜 台上观察 ，待细胞质 回缩 ，细胞 间隙增 大后立 

即停止消化。 

1．6．2 加入 RPMI1640完全培养基，用吸管反复吹打瓶壁 

形成单细胞悬液 ，并用完全培养基把靶 细胞浓度调到 1000 

个细胞／ml。 

1．6．3 在 96孔平底 培养板 中加 100tL1细胞悬液，37℃，5％ 

co2培养箱内培养 24h，使细胞贴壁 。 

1．6．4 弃去孔 内培养液，实验孔加 1×10 个／ml效应细胞 

100tL1，再补充 100tL1培 养液 ，对 照孔 加 培养 液 200tL1，培 养 

48h。 

1．6．5 用 PBS洗去孔 中的淋 巴细 胞及脱 落的靶细 胞 ，甩 

干。用瑞氏液染色 10min，干燥 。 

1．6．6 镜检残留的贴壁细胞数 ，进行结果计算 。 

杀伤百分率(％)= 盟丑驾巽眷磊 嚣 ×100％ 
1．7 统计学处理 

采用 t检验 ，P<0．05为有显著性差异。 

2 结 果 

人外周血单核细胞在 GM—CSF和 IL一4的作 

用下 ，诱导培养 7天 ，经形态学观察 、特异性细胞表 

面标记及功能相关分子 FACS检测，以及混合淋 巴 

细胞反应(MLR)鉴定为典型的人单核细胞 源性树 

突状 细 胞⋯。如 表 1所 示 ，13(3激 活 的 CTL对 

HepG2杀伤率为 71．6％，而 PBMC(APC，非 T细 

胞)激活的 CTL杀伤率为 43．8％，两者有显著性差 

性 ，／9<0．01。此外 ，13(3诱导的肝癌细胞抗原特异 

性 CTL对肺癌细胞的杀伤率仅为 23％。 

表 1 DC激活的 CFL对 He0G2细胞的杀伤效应 

P<0．01DC—CTL vsPBMC—CTL 

3 讨 论 

DC作为功能最强 的抗原提呈细胞 ，目前 已广 

泛应用于抗病毒和抗肿瘤免疫研究 ，特别是近年来 ， 

13(3瘤苗在临床治疗取得 的良好 的治疗效果，为肿 

瘤治疗提供 了新的有效 的措施。然而，13(3在体 内 

含量极低，用直接分离的方法获得的 DC数量难以 

满足临床需要。业 已证实 ，用不同细(下转第165页) 
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粒酶激活相关基因不同。本研究发现反义寡核苷酸 

抑制端粒酶活性对 bcl一2的表达无明显影响。端 

粒酶与 bcl一2的关系尚需进一步研究。 
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(上接第139页)胞因子组合可以从脐血 、胚肝 、骨髓 、 

外周血培养扩增大量 IX；，然而胚肝 、骨髓来源困难， 

不适宜临床应用，脐血来源方便，但其抗原提呈功能 

弱于外周血来源的 I3(2[引，王月丹[ ]等 比较不 同来 

源的树突状细胞，发现外周血单核细胞诱导分化的 

树突状细胞，其抗原提呈能力最强。因此，本实验从 

正常人外周血中分离单核细胞，用 GM —GSF和 IL 
一

4组合诱导分化树突状细胞 ，经形态学 、功能学 

及特异标记鉴定为典型的树突状细胞。用模拟体内 

实验的方法体外诱导出针对肝癌细胞抗原的特异性 

CTL。结果表明，DC诱 导的 CTL对 HepG2有较 

强的杀伤效应，杀伤率为 71．6％，而对肺癌细胞杀 

伤率仅为 23．1％，这说明 DC诱 导的 CTL不仅高 

效，而且具有较高的特异性。 
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