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临床用的抗肿瘤树突状细胞疫苗的制备及保存

Preparation and cryopreservation of dendritic cell vaccine for clinical use

汪　灏 ,余佩武 ,郝　群 ,曾冬竹 ,张　坤 ,王月禾 ,雷　晓 ,石　彦 ,饶　芸 ,蔡志民　　(第三军医大学西南医院普通
外科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨在体外制备可供临床使用的肿瘤树突状细胞疫苗的有效途径及冻存方法。方法　采用外周血

单核细胞诱导 DCs ,自体胃癌细胞裂解抗原负载 DCs ,制备树突细胞疫苗。分别观察 、检测了新鲜制备的 DCs疫苗和冻存 2

周及 2月的 DCs疫苗的大体形态 ,免疫表型及刺激同种异体 T淋巴细胞增殖的能力 , 并行细菌学检查。结果　新鲜制备

的 DCs 疫苗高表达成熟 DCs 表面标志物 HLA-DR、CD80 及 CD83 ,具有很强的刺激同种异体 T淋巴细胞增殖的能力。疫苗

冻存 2个月以内 , DCs 细胞表型及刺激同种异体 T淋巴细胞增殖的能力无明显下降。结论　采用本方法制备的 DCs 疫苗 ,

无论从数量及质量均达到了临床应用的要求。并且证实疫苗冻存 2 月以内对疫苗质量无明显影响。

　　树突状细胞在抗肿瘤生物治疗中具有重要作用。

大量的动物实验证实 ,树突状细胞可以诱导机体特异

性免疫反应的发生 ,使机体得以抵御肿瘤的入侵或消

灭机体现存的肿瘤
[ 1 , 2]
。以树突状细胞为基础的肿瘤

疫苗已在一些类型的肿瘤中逐步开展
[ 3]
。制备可供临

床使用的树突状细胞肿瘤疫苗是其进一步开展临床应

用的前提 。我们以胃癌细胞裂解物刺激DCs制备可供

临床使用的 DCs肿瘤疫苗 ,并对新鲜制备的 DCs和经

过不同时间冻存后复苏的 DCs疫苗进行了检测 ,现报

告如下。

1　材料与方法

1.1　主要器材和试剂
　　RPMI1640培养基 , FITC 标记的抗人 CD80 抗体 、抗人 HLA-

DR抗体及抗人 CD83抗体(美国 Gibco公司), 淋巴细胞分离液

(天津 TBD生物技术发展公司), 丝裂霉素 C(日本临床化疗用

药 Potency), rhGM-CSF、rhIL-4(英国 Promega公司), TNF-α(北京

白鹭园生物技术有限公司), 人 AB 型血清(本院血库)。超净工

作台(美国 NuAire 公司), 二氧化碳培养箱(美国 Forma 3111

型), 流式细胞仪(美国 Beckman 公司)。

1.2　DCs 疫苗的制备(以下操作均在符合 GMP 标准

的层流细胞培养间内进行)
1.2.1　外周血单核细胞(PBMC)的分离培养　　无菌采集患者

抗凝全血100 ml。 50 ml离心管中加入20 ml淋巴细胞分离液(Fi-

coll-paque),再缓慢沿壁加入 30 ml 全血细胞悬液, 以 400×g ,
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20 ℃离心 30 min , 收集界面单个核细胞于 10 ml离心管中 , 以

300×g , 20 ℃离心 10 min , 弃上清。用 PBS 悬浮细胞 1 000 r 

min , 5 min ,洗细胞两次。把细胞加入 50 ml 培养瓶 , 8 ml RP-

MI1640 完全培养基 , 37 ℃, 5%CO2 孵箱培养 2 h 后去除非贴壁

细胞 ,获得贴壁的单个核细胞。加 8 ml RPMI1640 完全培养基 、

GM-CSF、IL-4使其终浓度为:GM-CSF 100 ng ml , IL-4 50 ng ml。

3 d 换液。

1.2.2　胃癌细胞裂解抗原的获取　　自体胃癌肿瘤组织(手

术切除 24 h 以内)2 g 用生理盐水洗净 ,锐利刀片切成 5 mm3 碎

块 ,置于生理盐水中 , 用 100目网挤滤 , 收集细胞悬液 , 离心 , 弃

上清。计数并取 2×108 细胞用生理盐水洗涤 2 遍 ,加入 200 μl

生理盐水 , 放入液氮中 , 10 min , 迅速放入 37 ℃水浴中 , 待其完

全融化后 ,再次放入液氮中 , 反复3 次 , 离心 3 500 r min , 30 min ,

取上清将其稀释到 1 ml , 用微孔滤膜(0.22 μm)过滤 , 既得肿瘤

抗原 , 4 ℃保存备用。

1.2.3　抗原的负载　　培养细胞至第 5 天 , 加入肿瘤抗原液

0.5 ml刺激 , 然后培养细胞至第 7 天加入 TNF-α20 ng ml , 第 8

天收获的细胞为负载肿瘤抗原的 DCs疫苗。

1.3　DCs疫苗的冻存及复苏
　　将 2×106 DCs 加入预先配好的 1 ml冻存液[4]中 ,冻存液配

制内容为:人 AB 型血清+二甲亚砜(DMSO)+25%葡萄糖。其

配制比例为 7∶1∶2。程序性逐级降温每分钟下降 1 ℃, 直到下

降至-173 ℃,最后投入液氮中。

　　分别于冻存 2 周及 2 个月后将 DCs 复苏 , 检测其存活率:

将冻存管从液氮中取出 , 迅速投入 42 ℃温水中 , 不停搅动 , 直

至管中液体完全溶解。将细胞悬液加入已加好培养液的培养

瓶中 , 37 ℃培养箱中孵育 24 h。观察细胞 , 台盼蓝染色计算细

胞成活率。

1.4　DCs疫苗的鉴定
　　分别采用下述方观对新鲜培养的 DCs 和冻存后复苏的 DCs

的形态及功能进行检测及评估。
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1.4.1　DCs 疫苗的光镜观察　　观察 DCs的大体形态。

1.4.2　DCs 疫苗表型检测　　收集 DCs , PBS 1 000 r min 25 ℃

10 min离心洗涤 1 次 , 弃上清 , PBS 重悬细胞后分入 4 组试管 ,

每管200μl ,然后分别加入 FITC 标记的 HLA-DR、CD80 、CD83 及

阴性对照(IgG1)直标荧光抗体10μl。 4 ℃30 min 避光染色。染

色结束后每管加 1 ml PBS稀释 、上机检测。

1.4.3　T淋巴细胞增殖实验　　采用尼龙毛柱法分离获取同

种异体T 淋巴细胞。将 T淋巴细胞用培养基重悬 , 调整细胞浓

度为 1×106 ml ,加入 96孔板 , 每孔 100 μl。待检的 DCs 加入终

浓度25 mg L的丝裂霉素 C , 37 ℃5%CO2 孵箱孵育 30 min 去除

增殖能力。将 DCs 加入 96孔板中 ,每孔 100 μl , 调整 T 淋巴细

胞数目与 DCs 数目之比为 10∶1、20∶1、100∶1 及 200∶1 ,分别设 8

个复孔。空白对照组:每孔加入培养液 100μl。 37 ℃、5%CO2 、

饱和湿度下培养 3 d , 培养结束前 12 h 加入 3H-TdR , 每孔实际

放射比活度为 3.7×106 Bq。ZT-Ⅱ型多头细胞收集器和“49”型

玻璃纤维滤纸 、大量 PBS 冲洗收集细胞 , 10%三氯乙酸及无水

乙醇洗涤固定。滤纸片以 60 ℃烘干后放入盛有闪烁液的计数

瓶中 、Beckman 液闪计数仪测量 CPM值。

1.4.4　细菌学 、霉菌检查及内毒素检测　　树突状细胞培养

第 8天 , 收获 DCs 疫苗后留取培养液继续培养 2 d , 在显微镜下

检查有无细菌 、霉菌生长。培养液送检行内毒素检测(鲎试剂

检测法)。

2　结果

2.1　DCs疫苗光镜观察
　　于培养的第 3 天即可见贴壁的单个核细胞呈豆芽状外观 ,

随后 ,逐渐出现显著的树枝样突起 ,第 4 天可见部分细胞悬浮 ,

第7 ～ 8 天时大部分细胞悬浮。出现典型的树突状细胞形态 ,

细胞表面伸出树枝样突起 ,不规则。从每 100 ml外周血中平均

可培养收获的 DCs 为(1.5 ～ 2.0)×107。 冻存 2 周及 2 个月的

DCs 疫苗复苏 24 h 后形态良好 ,细胞表面仍可见大量树枝样突

起。部分细胞形态皱缩 ,经台盼蓝染色计数 , 冻存 2 周及 2 个

月的 DCs 细胞的存活率分别达 92%和87%。

2.2　DCs疫苗表型的检测
　　经检测 ,新鲜 DCs 疫苗高表达成熟 DCs 表面标志物 ,HLA-

DR、CD80 、CD83的表达率分别达 82.5%、90.0%、87.5%。冻存

2 周及 2个月的 DCs 疫苗的 HLA-DR、CD80 、CD83 的表达率也

分别高达 80.4%、75.6%、82.3%及 76.5%、77.2%、74.4%。

2.3　淋巴细胞增殖试验
　　新鲜 DCs 疫苗 、冻存 2周 DCs 疫苗及冻存 2 个月 DCs疫苗

组均具有很强的刺激同种异体 T 淋巴细胞增殖的能力。随着

DC∶T比例的下降 , DCs 对同种异体淋巴细胞刺激能力逐渐下

降 ,但 DC∶T比例降至 1∶200 时具有较强的刺激活性。见图 1。

2.4　细菌学 、霉菌检查及内毒素检测
　　树突状细胞培养第 8天 , 收获 DCs 疫苗后留取培养液继续

培养 2 d 在显微镜下检查均未发现细菌及霉菌生长。 新鲜

DCs、冻存 2 周 DCs 及冻存 2 个月 DCs 疫苗培养液上清内毒素

水平均为阴性。说明我们制备疫苗的过程中无病菌污染。

1～ 4:DC∶T 的比例分别为 1∶20 , 1∶50 , 1∶100 , 1∶200

图 1　DCs刺激同种异体 T淋巴细胞增殖反应　( x±s , cpm)

3　讨论

　　DCs在抗肿瘤免疫中可发挥重要作用。动物实验

证明 ,将DCs在体外诱导 ,扩增并予以相应抗原刺激 ,

然后回输机体可以诱导出特异性的抗肿瘤免疫反应。

我们在前期体外及动物实验DCs治疗胃癌成功的基础

上
[ 5 ,6]
,进一步探索了可供临床使用的树突状细胞疫苗

的制备及冻存方法。

3.1　DCs的诱导及鉴定

　　成熟的人树突状细胞表面特征性的表达特异性抗

原CD83 ,并高表达共刺激分子 CD80 , CD86 及人白细

胞分化抗原 HLA-DR ,这些表面分子具有向 T 细胞传

递抗原肽 ,并协同刺激激活 T 淋巴细胞的功能。DCs

在机体组织和外周血中含量极微 ,在血液中仅占单个

核细胞总数的 0.5%～ 1.0%,难以分离 、纯化。因此 ,

必须进行 DCs体外培养 ,诱导分化获取大量的 DCs以

满足对DCs疫苗临床治疗的需要。目前体外获取人

DCs的常用方法包括
[ 7 ～ 9]

:①外周血的 CD14
+
单核细

胞在粒巨集落刺激因子(GM-CSF)加白细胞介素-4(IL-

4)的条件下诱导生成 DCs ,并添加 TNF-α, IL-1 ,脂多糖

(LPS),CD40 配体(CD40L)或单核细胞条件培养基等

诱导 DCs 成熟。 ②来源于外周血 , 脐血或骨髓的

CD34
+
细胞在体外在添加 GM-CSF 和 TNF-α的培养条

件下可以发育成 DCs ,此外其他多种细胞因子的组合

均可诱导出成熟的DCs如GM-CSF 、Flt-3L、CD40L 、TGF-

β1及干细胞生长因子等
[ 10]
。

　　但是 ,获取 CD34
+
细胞费时费力 ,成本高 ,目前不

适合临床常规采用 。而外周血 CD14
+
单核细胞获取

相对容易 。我们采用了经人外周血单核细胞诱导生成

DCs疫苗。每个患者抽外周血 100 ml的情况下 DCs细

胞产量达(1.5 ～ 2.0)×10
7
个细胞 。细胞数量达到了
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目前临床应用的要求。经光镜及流式细胞仪检查 ,我

们培养的树突状细胞有明显的树突状突起 ,细胞表面

表达高水平的 CD83 , CD80 及 HLA-DR等免疫分子表

型 ,提示我们诱导出了成熟的树突状细胞。

3.2　肿瘤抗原的负载

　　目前 DCs的临床应用研究中 ,很多都采用特异性

抗原肽在体外负载DCs制备疫苗。但由于绝大多数肿

瘤的抗原是未知的 ,影响了 DCs疫苗在大多数实体肿

瘤中的应用。如果用自体肿瘤细胞裂解抗原体外致敏

DCs ,就能克服特异性抗原肽刺激存在的某些缺陷 ,如

无须明确肿瘤抗原 ,由多个不同的肿瘤抗原刺激 DCs ,

从而诱导针对不同抗原决定族的 CTL 克隆。我们的

实验也证实 ,负载胃癌裂解抗原的 DCs疫苗可在体外

激发明显的同种异体 T 淋巴细胞增殖反应 ,具有很强

的生物活性。

3.3　疫苗的冻存

　　一个疗程疫苗的临床治疗往往需要多次注射 DCs

细胞 。如果每次都采用新鲜培养的 DCs细胞将给患者

本人身心及经济带很大的负担 ,并增加污染的机会。1

次制备然后冻存 ,分次注射的方法可以节约财力和人

力。但冻存疫苗是否与新鲜疫苗具有相同的活性 ?本

实验对冻存 2周及 2个月的 DCs疫苗的存活率 ,表型

及T 淋巴增殖实验进行了检测。结果显示冻存 2周及

2个月的 DCs疫苗的存活率分别高达92%和87%。冻

存疫苗细胞表型及刺激T 淋巴细胞增殖的能未受明显

影响 。

3.4　安全性

　　本疫苗在培养及冻存过程中经细菌学及内毒素检

测 ,未发现细菌 ,霉菌生长 。培养上清内毒素检测均为

阴性 。

　　本实验利用外周血单核细胞诱导 DCs ,自体胃癌

细胞裂解抗原负载 DCs ,制备树突细胞疫苗 。经检测 ,

DCs细胞无论从数量及质量均达到了临床应用的要

求。并且证实疫苗冻存 2个月以内对疫苗质量无明显

影响。我们认为本方法简单 ,经济 ,安全性高。为 DCs

疫苗在胃癌中下一步的临床应用提供了坚实的基础。
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