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人ASPH基因修饰树突状细胞介导CTLs对肝癌细胞系 

SMMC-772 1的体外杀伤作用 

李成敏 ，刘飞飞，伍春霞，董 琳，罗 旗，袁 琴，郑 洁，周玉娇，曾爱中 

(重庆医科大学附属第一医院感染科、重庆市传染病寄生虫病学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索人天冬氨酸一p一羟化酶(aspartate p—hydroxylase，ASPH)基因修饰的树突状细胞(dendritic cells，DCs)诱导细 

胞毒性 T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocytes，CTLs)对肝癌细胞系 SMMC一7721的体外杀伤效应。方法 ：重组腺病毒(Ad—ASPH— 

IRES2一GFP)感染C57BL／6小鼠骨髓未成熟树突状细胞(immature DCs，imDCs)制备DCs疫苗，分为3组：含人 ASPH基因的重 

组腺病毒感染 imDCs组(DCs—ASPH组)、空腺病毒感染 imDCs组 (DCs—GFP组 )和 imDCs组，Western blot和 qRT—PCR检测 

ASPH蛋白和 mRNA在各组 DCs中的表达 ，流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测感染前后小鼠DCs表面标志物 CD80、主要组 

织相容性复合物 major histocompatibility complex—II，MHC一Ⅱ)和CD1 lc表达量。DCs疫苗诱导产生 CTLs后与肝癌细胞系 

SMMC一7721共培养 。采用 CCK一8法和 FCM分别检测其对 SMMC一7721细胞增殖和凋亡的影响。ELISA检测 CTLs上清液中 

IFN一̂y含量。结果：成功培养出DCs并制备 DCs疫苗，人ASPH基因修饰的DCs表面标志物CD80、MHC—II和CD1lc显著高于 

DCs—GFP组( O．000)和 imDCs组( O．000)。人 ASPH基因修饰的 DCs诱导的 CTLs组 SMMC一7721细胞的增殖能力显著低于 

DCs—GFP组和imDCs组(P=0．000)、凋亡率明显高于DCs—GFP组和imDCs组(P=-0．000)，DCs—ASPH组诱导的CTLs上清液中 

IFN一 显著高于 DCs—GFP组和imDCs组(P=0．000)。结论：人 ASPH基因修饰的DCs疫苗体外诱导产生的CTLs能够明显抑 

制肝癌细胞SMMC一7721增殖并促进其凋亡。 
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Killing effect of cytotoxic T lymphocytes induced by dendritic cells 

transfected with human aspartate—p—hydroxylase gene on 
hepatocellular carcinoma cells Iine SMMC-7721／n vitro 

Li Chengmin，Liu Feifei，Wu Chunxia，DongLin，Luo Qi，Yuan Qin，ZhengJie，Zhou Yujiao， Aizhong 

(Department ofInfections Disease，The First Affiliated Hospital ofChongqingMedical University， 

Key Laboratory ofInfectious and Parasitic Diseases) 

【Abstract]Objective：To investigate the killing effect of cytotoxic T lymphocytes(CTLs)on hepatocellular carcinoma cells line SMMC一 

7721 after being induced by dendritic cells(DCs)transfected with human aspartate-13一hydroxylase gene in vitro．Methods：Immature 

dendritic cells，from the bone ma~ow of the mice C57BL／6，loaded with human aspartate一13一hydroxylase recombinant adenovirus were 

used to prepare for DCs vaccine．They were classified as immature dendritic cells infected by recombinant adenovirus loaded with 

human aspartate—p—hydr0xy1ase(DCs—ASPH group)，immature dendritic ceRs infected by recombinant adenovirus(DCs—GFP group) 

and immature dendritic cells group(imDCs group)．The expressions of ASPH protein and mRNA in each DCs were detected by Western 

blot and qRT—PCR，and the surface expression of CD80，MHC一1I and CD1lc were examined by flow cytometry(FCM)in both unin- 

fected and infected dendritic cells．The specific CTLs induced by DCs vaccine were subsequently co-cuhured with hepatocellular car- 

cinoma cells line SMMC一7721．The proliferation and apoptosis rate of SMMC-7721 cells were detected by cell counting kit 8(CCK一81 
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and flow cytometry．The level of IFN一̂v was measured by en— 

zyme-linked immunosorbent assay(ELISA)．Results：DCs was 

successfully cultured and DCs vaccine was constructed．Th e DCs 

loaded with human aspartate-13-hydroxylase recombinant aden- 

ovirns expressed significantly higher level of CD80(P=0．000)， 

MHC—I1(P=0．000)and CD1 lc(P_=0．000)than those in DCs— 



一 558 一  重庆医科大学学报 2016年第 41卷第6期 (Joumal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 NO．6) 

GFP group and imDCs group．The proliferation of SMMC一-7721 cells co-cultured with CTLs induced by human aspartate—B—hydr0xy— 

lase recombinant adenovirus was lower while the apoptosis rate was higher than those in DCs-GFP group and imDCs gro．p(e=0．000)． 

The secretion level of IFN一 in CTLs induced by DCs-ASPH was also significantly higher than that in DCs-GFP group and imDCs 

group(P=O．000)．Conclusion：CTLs induced by DCs transfected with human aspartate-~-hydroxylase recombinant adenovirus can 

apparently inhibit the proliferation of hepatocellular carcinoma cells line SMMC-7721，and induce cells apoptosis in vitro． 

【Key words]aspartate—t3-hydroxylase；dendritic cells；SMMC一．7721 cell；co．一culture 

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是 

全球最常见的恶性肿瘤之一【】1。病死率在恶性肿瘤 

中居第 3位[21，每年新确诊病例数约 75万人，其中 

约 7O万人死于 HCCt3J。尽管随着检测技术和治疗方 

法的不断提高。但HCC患者的5年生存率仅为15％， 

且 80％ 90％患者发生早期肝内播散及远处转移[41， 

就诊时往往已失去最佳手术时机，而且术后肝癌复 

发率高，因此探索新的治疗方法依然十分紧急与迫 

切。 

天冬氨酸一B一羟化酶(aspartate—p—hydroxylase， 

ASPH)是一种Ⅱ型跨膜蛋白，分子量约86 kD。属依 

耐 一酮戊二酸脱氧酶系中的一员嘲。ASPH在人恶 

性肿瘤中高表达，包括肝细胞肝癌、肝内胆管细胞 

癌、胰腺癌、肾癌、乳腺癌及宫颈癌等。相反，在正常 

组织中，ASPH低表达或不表达[61。Wang等171对233 

名 HCC术后患者肝癌及癌周组织采用 cDNA芯片 

研究发现，5 760个基因中有 l 052个基因表达量上 

调，其中ASPH mRNA显著表达(12．4倍)。因此同 

其他肿瘤抗原一样，ASPH抗原有希望打破 HCC免 

疫耐受，成为其免疫治疗的抗原之一。 

树突状细胞(dendritic cells，DCs)是专职抗原提 

呈细胞(antigen presenting cell，APC)。DCs能够捕获 

并分解蛋白为免疫原性多肽 ，形成抗原肽一主要组 

织相容性复合物(major histoeompatibility complex． 

MHC)被T细胞识别，激活T细胞，产生细胞毒性 T 

淋巴细胞(cytotoxie T lymphoeytes，CTLs)。本研究将 

ASPH重组腺病毒(Ad一．ASPH—tRES2一EGFP)转染 

小 鼠未成熟树突状细胞 (immature dendritic cells． 

imDCs)，制备DCs疫苗，体外诱导cTLs，研究其对 

SMMC一-7721细胞的抑制作用，为ASPH相关的肿瘤 

基因治疗提供实验依据。 

1 材料与方法 

l_1 材料 

人肝癌细胞系 SMMC-．-7721购 自中国科学院上海生命科 

学研究院：人正常肝细胞 L02由重庆医科大学分子医学与肿 

瘤研究中心馈赠：胎牛血清及 RPMI1640培养基购自美国 

Gbico公司；重组小鼠粒一巨噬细胞集落刺激因子(recombi— 

nant murine granulocyte macrophage-colony stimulating factor， 

rmGM一-CSF)、重组小 鼠白细胞介 素一4(recombinant murine 

interleukin一4．rmIL -4)和重组小鼠肿瘤坏死因子一C／．(1~com— 

binant murine tumor necrosis factor--or，rmTNF--ot)购 自美国 Pe— 

protech公司；PE标记抗小鼠CD80、APC标记抗小鼠主要组织 

相容性复合体一Ⅱ(major histoeompatibility comphex—II，MHC一 

Ⅱ)(IA／IE)、PerCP-．Cy5．5标记抗小鼠CD1 lc、PE标记抗小鼠 

CD3、FITC标记抗小鼠CD4、CD8单克隆抗体购自美国eBio— 

science公司：兔抗ASPH多克隆抗体购自美国Santa Cruz公 

司；辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase，HRP)标记的山 

羊抗兔二抗购 自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司：ECL 

显色液、SDS一．PAGE试剂盒及 IP细胞裂解液购 自碧云天公 

司；qRT．．-PCR试剂盒购自日本TaKaRa试剂公司：CCK-．-8(cell 

counting kit---8)试剂盒购自日本同仁化学研究所：小鼠淋巴细 

胞分离液购 自天津灏洋生物科技有限公司；小鼠干扰素一 

(murine interferon一 ，mlFN-一-'y)ELISA试剂盒购于武汉博士得 

生物工程有限公司；带有 ASPH基因的重组腺病毒、空腺病 

毒由本课题组构建；雌性健康 C57 BL／6小鼠，5-6周龄，体 

质量(18±2)g，购于重庆医科大学实验动物中心。证书合格 

证号 SCXK(渝)2012—0001。 

1．2 方法 

1．2．1 小鼠骨髓未成熟 DCs的分离培养 颈椎脱臼处死 

C57BL／6小鼠，于75％乙醇溶液中浸泡 5 min，无菌取小鼠股 

骨和胫骨并剪去两端骨骺，PBS反复冲洗骨髓腔．红细胞裂解 

液作用2 min去除红细胞，PBS清洗2次，1 000 r／rain离心 

5 min，用含 10％胎牛血清的 RPMI1640完全培养液调整细胞 

密度为 3×10 z~'-／m1接种至 6孔板中．加入细胞因子 rmGM 

CSF和 rmIL-．-4并调整其终浓度为 10 as／m1，置于 37 oC，5％ 

CO 培养箱中培养 48 h后半量换液，并补足相同细胞因子浓 

度，每日在显微镜下观察DCs形态。 

1．2．2 ASPH特异性DCs疫苗的制备 收集培养至第 6天 

的imDCs于6孔板中，分别用感染复数(muhipli~icity of in— 

fection．MOI)为 200的重组腺病毒 Ad一．ASPH一4RES2一-EGFP 

及空腺病毒 Ad-．4RES2一EGFP感染 DCs．2 h后再加入细胞因 

子 rmGM—CSF、rmlL-4、rmTNF一仅和 10％FBS的 RPMI1640 

培养液，调整细胞因子浓度为 5 ng／n~，在培养 24 h和36 h， 
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CD1lc表达率为(64．603 4-5．282)％。明显高于 DCs—GFP组 

(19．950±2．178)(F=192．512，P=0．000)和 imDCs组 (10．457 4- 

2．536)(F=192．512，P--0．000)，差异具有统计学意义；DCs-ASPH 

组细胞表面分子 MHC一1I表达率为(84．363 4-3．297)％，与 

DCs—GFP组 (60．957 4-3．810)(F=79．218，P=0．000)和 imDCs 

组(52．543 4-2．346)(F=79．218，P=0．000)相比，差异具有统计 

学意义：DCs-ASPH组细胞表面分子 CD80表达率为(99．520 4- 

0．541)％，相比 DCs—GFP组(94．513±1．886)(F=1003．413，P- 

0．007)和 imDCs组(48．457 4-1．805)(F=1003．413，P=0．000)， 

差异具有统计学意义(图 3A～C)。 
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a．与 DCs—GFP组和imDCs组比较，P<0．05； 

1．DCs—ASPH组；2．DCs—GFP组；3．imDCs组 

图 2 qRT—PCR和 Western blot检测 DCs疫苗中 ASPH的表达 

Fig．2 Expression of ASPH gene in DCs vaccine by qRT-PCR 
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图 3 流式细胞术检测各组DCs表型标志物 

Fig．3 Typical phenotypes of different DCs by flow cytometry 

2．4 T淋 巴细胞纯度测定 

收集分离获得的小鼠脾脏淋巴细胞，流式细胞仪检测 T 

淋巴细胞 CD3、CD4和 CD8的表达率 ，结果显示总 T淋巴细 

胞纯度 CD3为 79．240％，CD4为 43．230％，CD8为 28．930％， 

如图4。 
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图4 流式细胞术检测 T淋巴细胞纯度 

Fig．4 Purity of T lymphocyte by flow cytometry 

2．5 DCs疫苗诱 导 CTLs对 SMMC一7721细胞 和 L02细胞 增 

殖和 凋亡的作 用 

CCK一8检测 DCs疫苗诱导 CTLs对 SMMC一7721细胞和 

LO2细胞增殖影响的结果显示 ，SMMC一7721细胞增殖能力 

随效应细胞比例增加而降低，相对于空白组和对照组，经 

DCs—ASPH诱导 的 CTLs组 SMMC一7721细胞在效靶 比为 

40：1时增殖能力最低A 值为(0．369 4-0．059)，且增殖能力 

明显低于空白组(1．205 4-0．021)(F=166．205，P=0．ooo)、DCs— 

CTLs组 (0．770 4-0．041)(F=166．205，P=0．000)和 DCs—GFP— 

CTLs组(0．713 4-0．025)(F=166．205，P=-0．000)，差异具有统计 

学意义 ．DCs—GFP—CTLs组和 DCs—CTLs组 SMMC一7721细 

胞 A 值差异无统计学意义(F=166．205，P=0．112)，人正常 

肝细胞 LO2增殖能力随效应细胞比例增加而降低．在效靶 比 

为 40：1时增殖能力最低 A 值为(O．8244-0．043)，增殖能 

力 明显高 于 DCs—ASPH—CTLs组 SMMC一7721细 胞 (F= 

166．205，P=-0．000)，差异具有统计学意义，如图 5A。FCM检测 

DCs疫苗诱导的CTLs对 SMMC一7721细胞和L02细胞凋亡 

结果显示．DCs—ASPH诱导的cT 组 SMMC一7721细胞的凋 

亡率为(17．610 4-2．000)％，明显高于空白组(2．8804-1．211)％ 

(F=17．692，19=0．000)、DCs--CTLs组(6．8004-3．139)％(F=17．692， 

P=0．ooo)和 DCs—GFP—CTLs组(10．333 4-3．068)％(F=17．692， 

P=0．003)，差异具有统计学意义，DCs—GFP—CTLs组与 DCs— 

CTLs组 (F=17．692，P=0．086)、DCs—CTLs组与空 白组 (F= 

17．692。P=0．061)SMMC一7721细胞凋亡率差异无统计学意 

义，DCs—ASPH诱导的CTLs引起 L02细胞凋亡率为(7．067 4- 

1．075)％，明显低于 SMMC一7721细胞 ，差异具有统计学意义 

(F--17．692，P=0．000)，如图 5B。 

2．6 CTLs上清液 IFN一 分泌量 

ELISA检测各组 IFN一̂y的分泌量，结果表明，经 DCs— 

ASPH诱导产生的 CTLs细胞 IFN一̂y分泌量为(1526．510 4- 

120．361)pg／ml，明显高于DCs—GFP—CTLs组细胞 IFN一̂y分 

泌量(567．387 4-81．199)和 DCs—CTLs组细胞 IFN一 分泌量 

(397．700 4-101．480)，与 DCs—GFP—CTLs组 (F=106．264，JP= 

0．000)和 DCs—CTLs组(F=106．264，P=0．ooo)相 比，差异具有 

帅 ∞ ∞ 帅 如 ∞m 0 

u自 5  
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统计学意义。DCs—GFP组和 DCs组 CTLs细胞 IFN一̂y分泌量 

无统计学差异(F=106．264，P=0．088)，如图6。 3 讨 论 
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图5 CTLs对 SMMC一7721细胞增殖和凋亡的作用 

Fig．5 Effect of CTLs on SMMC一7721 cell proliferation 

and apoptosis 
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图 6 ELISA检测各组 CTLs细胞的 IFN—y分泌量 ± ，n=3) 

Fig．6 Secretion of IFN-y in differentCTLs by ELISA(．~± 。n=3) 

手术、化疗和放疗是肿瘤治疗的常规方法 。随 

着生物治疗的不断发展，肿瘤免疫治疗已被越来越 

多的运用于肿瘤常规治疗中。其主要治疗方式如 

下：一种是将体外扩增产生针对患者自体抗原的特 

异性 T细胞回输体内；另一种是通过疫苗的方式．即 

使用肿瘤种抗原与 DCs一起诱导的治疗性 T细胞． 

能产生免疫记忆，达到抑制肿瘤复发的作用阎。ASPH 

作为近年新发现的用于治疗肝细胞肝癌的跨膜蛋 

白，通过羟化表皮生长因子样结构域中特定天冬氨 

酸残基上 13碳原子进而调控恶性肿瘤的浸润和转 

移性生长而备受关注，更为重要的是：受 ASPH羟化 

的保守序列也存在于Notch信号传导路径表皮生长 

因子样结构域中和致癌性Notch类似物中I7,9-10]。且人 

肝癌细胞系 SMMC一7721中ASPH蛋白表达量比正 

常组织高 6倍 ，ASPH mRNA表达量比正常组织高 

l4．3倍【ll1。将外源基因转入细胞内最常使用的载体 

是腺病毒载体 ，相比非病毒和其他病毒系统 ．腺病 

毒具有强烈的噬肝性 ，且能高效转导增殖期及静止 

期细胞。重组腺病毒能诱导机体产生细胞免疫反应 

和体液免疫反应，安全性较高．仅短时表达于基因 

组外，不会插入基因组引起突变，体外转染效率高， 

并可稳定表达活性蛋白于细胞内口21。基于以上特点， 

本实验小组将人肝癌细胞 ASPH基因重组到腺病毒 

载体中，用于原发性 HCC的免疫治疗。 

DCs是体内功能最强大的APC，imDCs摄取、处 

理抗原能力强。但提呈抗原能力较弱，低表达 MHC 

类分子、协同刺激分子和粘附分子。成熟 DCs表面 

高表达MHC类分子、协同刺激分子(CD40、CD80和 

CD86)和粘附分子(CD1 lc和 CD1 la)．加工提呈抗 

原能力强。本实验从小鼠骨髓分离培养 DCs，用含 

有目的基因ASPH的重组腺病毒和空腺病毒感染 

imDCs，结果表明本实验中 MOI为 200、感染时间为 

36 h时．腺病毒感染 DCs的感染效率和细胞状态最 

佳 。FCM检测到经 ASPH基因感染 的 DCs表面 

CD80、CD1lc和 MHC I1分子表达率均高于 DCs— 

GFP组和 imDCs组 ，符合成熟树突状细胞特征，含 

目的基因的腺病毒能够刺激 DCs的分化和成熟 。 

Western blot和 qRT—PCR均能检测到 ASPH蛋白和 
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mRNA在 DCs中稳定表达 ，成功制备含有 目的基因 

ASPH的 DCs疫苗。成熟 DCs通过其膜表面抗原 

肽一MHC 11类分子复合物和抗原肽一MHC I类分子 

复合物，能有效促进初始 CD4+和 CD8+T细胞增 

殖、分化，分别产生Th细胞和CTLs，此外，还通过高 

表达 CD40、CD80、CD86等协同刺激分子，为T细胞 

活化提供第二信号。启动人体特异性免疫反应，在 

抗肿瘤免疫反应中显示出强大作用【”】。IFN一 主要 

由 CD4 Thl细胞、CD8 CTLs细胞及 NK细胞产生， 

IFN一̂y还可以通过上调 MHC I、Ⅱ类分子及粘附分 

子的表达而促进CTLs的活化．可以有效介导细胞免 

疫，在抗病毒和抗肿瘤中发挥重要作用。本实验分 

离培养同种异体小鼠脾脏淋巴细胞，FcM检测T淋 

巴细胞纯度 CD3为 79．240％，CD4为43．230％。CD8 

为 28．930％，按 DCs：T为 1：20比例与各组 DCs共培 

养 ，诱导产生 CTLS。经 DCs—ASPH诱导的 CTLs组 

上清液中IFN— 分泌量明显高于 DCs—GFP—CTLs 

组和 DCs—CTLs组．说明经 DCs—ASPH刺激的T淋 

巴细胞能够增殖分化为 CTLs，分泌 IFN一̂y，产生显 

著的抗肿瘤效应。增殖和凋亡是细胞的两个重要特 

性 ，肿瘤细胞的增殖和凋亡与肿瘤的生长、浸润、转 

移 、复发和预后密切相关 ，本研究中 CTLs对SMMC一 

7721细胞增殖和凋亡的作用分别用 CCK一8实验和 

FCM检测。在效靶比为 40：1时，DCs—ASPH诱导的 

CTLs与 SMMC一7721细胞共培养后。SMMC一7721细 

胞 A伽 值最小，表明随效靶比比例的增加，SMMC一 

7721细胞增殖能力逐渐减弱．且在效靶比为 40：1 

时，增殖能力最弱，而 L02细胞增殖能力明显强于 

SMMC-7721细胞。FCM检测显示．SMMC一7721细胞 

经 DCs—ASPH诱导的 CTLs作用后 ．凋亡率明显增 

加 ，且高于 L02细胞，表明DCs—ASPH诱导的 CTLs 

在体外对 SMMC一7721有明显的杀伤作用，对人正 

常肝细胞 L02杀伤作用明显弱于SMMC一7721细 

胞，说明 DCs—ASPH—CTLs的选择性强，对正常细胞 

的毒副作用小。 

既往研究通过含人 ASPH基因的 DCs疫苗在 

体内外对小鼠肝内胆管细胞癌 BDEneu产生抑制作 

用Il4J。本研究通过含目的基因 ASPH的腺病毒感染 

DCs，与小鼠脾脏淋巴细胞共培养，诱导产生 CTLs， 

体外证明 DCs—ASPH介导的 CTLs对人肝癌细胞系 

SMMC一7721有抑制细胞增殖和促进细胞凋亡的作 

用，为后续的体内研究提供了理论依据。 
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