
Her2/neu基因重组腺相关病毒转染人外周血来源树突状细胞的免疫功能  

    树突状细胞(DC) 是体内激发T 淋巴细胞介导的免疫反应最强的专职抗原递呈细胞 (APC)。以肿瘤相关

抗原(TAA)基因转染 DC进行肿瘤基因治疗的研究近年来倍受瞩目。以病毒为载体介导基因转移至DC并诱导特

异性CTL杀伤，以其高效和良好的靶向性已成为基因治疗中应用最广泛的方法。Her2/neu基因是乳腺癌的重要

癌基因；腺相关病毒是目前实验研究最适合DC转导的病毒载体。本研究应用Her2/neu基因重组腺相关病毒

(rAAV- Her2/neu)转染人外周血DC，并检测DC表型及Her2 的表达，混和淋巴细胞反应及CTL杀伤效应。探讨

其在乳腺癌基因治疗方面的应用前景。 

    

1  材料和方法 

    1.1  病毒、细胞株、试剂和仪器 

    Her2/neu基因重组腺相关病毒由美国阿肯色大学医学院基因治疗中心提供。SK-BR-3(HLA A11，Her2高

表达)、MCF7(HLA A2, Her2表达阴性)人乳腺癌细胞株，本科室生物治疗中心保存。粒细胞-巨噬细胞落群体

刺激因子(GM-CSF)购自罗氏公司，白细胞介-4(IL-4)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)购自解放军军事医学科学

院； 抗体FITC-CD1a、FITC-CD83、PE -CD40、PE -CD80、FITC -CD86、APC -Her2购自晶美公司。放射性

同位素3H-TdR购自上海同位素公司。美国BD公司FACS Calibur型流式细胞仪，Bio-Rad 550型酶标仪 。 

    1.2  方法 

    1.2.1  DC分离和培养  取HLA A11, A2双表达的健康者外周血用淋巴细胞分离液(1.077 Ficoll)获得

单个核细胞。收集细胞于盛有完全培养基(RPMI-1640+ 10%人AB血清)的6孔板中，置于37 ℃，5% CO2培养箱

孵育6 h。洗涤收集悬浮淋巴细胞(作为T效应细胞)，保留贴壁细胞。贴壁细胞分为两组：第1组为加病毒组，

加rAAV-Her-2/neu 108/孔；第2组为不加病毒组。均用含GM-CSF (800 U/ml)的完全培养基培养。病毒作用

8 h后清洗换液。第3天用含GM-CSF (800 U/ml)、IL-4 (1000 U/ml)的完全培养基换液。第5天用含GM-CSF 

(800 U/ml)、IL-4 (1000 U/ml) 、TNF-α(200 U/ml)的完全培养基换液。第7天收集6孔板中悬浮细胞为成

熟DC. 

    1.2.2  T淋巴细胞的制备  尼龙毛加双蒸水煮沸，晾干后梳整，装入注射器内，高压灭菌，制成尼龙毛

柱。将上述淋巴细胞悬液加入尼龙毛柱中，静置1 h后，洗脱细胞，得到纯的T细胞。加含GM-CSF (200 

U/ml)、IL-2 (200 U/ml)的完全培养基，置培养箱中培养。 

    1.2.3  流式细胞仪检测DC表型及Her2 的表达成熟的病毒组DC、无病毒组DC均用PBS洗涤2次，制成单细

胞悬液，进行双色标记。抗体为：FITC-CD1a、FITC-CD83、PE-CD40、PE-CD80、FITC-CD86及APC-Her2，

并设空白对照。方法依据FCM要求进行。应用FCM检测。 

    1.2.4  混和淋巴细胞反应的检测  将培养第7天的两组DC均用30 μg/ml的丝裂霉素作用30 min，为效应

细胞。T细胞加入96孔培养板(2×106个/孔)，按E/ T(效应细胞比靶细胞) 1∶5，1∶10，1∶20，1∶40分别

和两组DC混合。同时设对照组：不加DC的T细胞。每个比例3复孔。培养箱中孵育78 h后加1 μCi 3H-TdR /
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孔，继续孵育18 h后送我院同位素室检测。刺激指数(SI)=试验孔dpm平均值/对照孔dpm平均值。 

    1.2.5  CTL杀伤效应的测定  Her2高表达的SK-BR-3(HLA A11)和Her2表达阴性MCF7(HLA A2)人乳腺癌

细胞株为靶细胞。T淋巴细胞分两组，按20∶1分别加入丝裂霉素处理后的两组DC。混合培养4 d作为效应细

胞。将两组靶细胞分别接种在96孔培养板(均为1×104个/孔)。按E/T 80∶1，40∶1，20∶1，10∶1分别与

两组效应细胞混合，每个比例3复孔。培养箱中孵育12 h后，加10 μl MTT/孔，继续孵育6 h后，加100 μl 

盐酸化异丙醇/孔。静置 5 min后酶标仪测570 nm波长的D(λ)值。杀伤率%=[1-实验孔D(λ)值/(T细胞D(λ)值+

靶细胞D(λ)值)]×100%。此过程重复4次，取平均值。 

    1.3  统计学处理 

    采用SPSS10.0 软件进行方差分析。 

    

2  结果 

    2.1  细胞表型及Her2 的表达 

    两组均高水平表达CD1a、CD86 和CD83，加病毒组分别为：98.10%、99.42%、 84.59%；无病毒组分别

为：92.69% 、98.07%、82.72% ，组间差别不明显(P>0.05)。CD40、CD80在两组之间表达水平不一致,加病

毒组分别为：61.02%、97.61%；无病毒组分别为：36.19%、55.5%，加病毒组明显高于无病毒组(P<0.05)。

加病毒组Her2表达率88.97% ，无病毒组几乎不表达，为0.16%，见图1。 

    图1  DC细胞表型分析及Her2 的表达 
    Fig.1  Phenotypic analysis and Her2 expression of the DCs by flow cytometry

    2.2  DC 刺激同种混合淋巴细胞反应的能力检测 

    加病毒组DC和无病毒组DC混合培养后的T淋巴细胞增值能力明显强于不加DC的T淋巴细胞。随着DC细胞和T

细胞比例的增加，刺激指数逐步增加。2组之间无显著性差异(P>0.05)。检测结果为一次试验结果，见图2。 



    图2  同种混和淋巴细胞反应 
    Fig.2  Allogeneic mixed lymphocyte reaction induced by the DCs

    2.3  DC诱导的CTL活性的检测 

    4次结果取平均值可见，加病毒组DC诱导CTL对Her2高表达的SK-BR-3的杀伤百分率随着E/T比例的增加逐

步增高。E/T为80∶1，40∶1，20∶1时明显高于无病毒组DC(P<0.05)。加病毒组DC与无病毒组DC诱导的CTL

对Her2阴性表达的MCF7的杀伤的百分率均低，两组之间无显著性差异(P>0.05)，见表1。 

    

3  讨论 

    DC是人体内重要的抗原递呈细胞，可以把抗原特异性地递呈给免疫效应细胞，产生抗原特异性的免疫反

应。而采用抗原基因转导制备DC瘤苗较传统的抗原肽刺激制备DC具有简单高效，低成本的特点。 

    Her2/neu基因是乳腺癌的重要癌基因，亦称Neu或C-erbB-2基因，位于17号染色体q21区带上，编码分子

量为185 000的跨膜蛋白[1]。该蛋白属表皮生长因子受体家族成员之一，具有酪氨酸激酶活性，在细胞内信

号转导中发挥重要作用。Her2/neu基因在正常细胞内不表达或低表达，而在许多人类肿瘤中有过表达。据报

道20%~30%的乳腺癌存在Her2/neu基因扩增或过度表达[2]。早在1990年Her2/neu已被认定是乳腺癌免疫治疗

的理想靶点。 

    目前基因转导修饰DC 的方法主要有病毒法和非病毒法。而病毒法由于具有较高的转导效率及转导的基因

在细胞内不易被降解等优点而越来越多地被采用。作为一种活病毒载体，腺相关病毒具有稳定表达、定点整

合、无致病性，且感染率高等优势，因此适合于DC的转导[3]。根据报道重组腺相关病毒介导E6 和E7 抗原基



因感染的DC 可刺激E6 和E7 特异性的CTL 反应产生，且感染的DC 免疫刺激功能并未减弱[4][5]。 

    本研究结果表明，加病毒组DC Her2 转染率为88.97%。两组均高水平表达CD1a、CD86 、和CD83，组间

差别不明显。加病毒组CD40、CD80明显高于无病毒组。目前常用CD1a阳性来反映DC的数量[6]。CD83 是成熟

DC的重要标志[7]。结果提示两组DC的数量、成熟度均较高。CD40在激发T细胞免疫活性方面具有重要作用。

CD80和CD86是DC表面重要的共刺激分子，是机体对肿瘤细胞发生主动免疫重要的刺激信号[8]。结果提示加病

毒组DC较无病毒组DC在激发免疫功能方面更具优势。DC刺激同种混合淋巴细胞反应的能力检测结果提示：加

病毒组DC与无病毒组DC在不同的DC∶T比例中均能刺激T淋巴细胞增殖，且组间无显著性差异。证明腺相关病

毒不会降低DC刺激T淋巴细胞增殖的能力。加病毒组DC诱导的CTL 对Her2高表达的SK-BR-3有明显杀伤作用，

显著高于无病毒组，在E/T为80∶1时杀伤率最高。对Her2阴性表达的MCF7杀伤率低。证明加病毒组DC可提呈

Her2/neu抗原，供T淋巴细胞识别，诱导特异性CTL，引起Her2高表达的肿瘤细胞的杀伤。 

    本实验研究证明rAAV-Her2/neu转染的DC有较强的特异性免疫功能。为进一步临床实验奠定了基础。 
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