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树突状细胞感染 6*718-*& 膜外及跨膜区蛋白基因重组腺病毒后的免疫功
能变化

马树东 9!罗荣城 9!丁振华 1!鲁 峰 :!袁长青 1"南方医科大学 9 南方医院肿瘤科!1 热带医学研究所放射医学教

研室!: 南方医院整形科!广东 广州 ;92;9;#

摘要!目的 观察体外树突状细胞!<="感染编码 6*718-*& 基因膜外第一受体区!6*71>?=<@"#全长膜外区!6*71>?=<"
和膜外跨膜区"6*71>A)0蛋白 : 种重组腺病毒!7B+6*71>!?=<@#7B+6*71>?=< 和 7B+6*71>A)"后的免疫功能变化$ 方

法 重组腺病毒感染未成熟 <= 后%C*@’*7-!DE%’ 法检测目的蛋白在 <= 中的表达$ ?FG$B 法检测 <= 感染 : 个重组腺病

毒后的白介素 >91!GF>91"分泌水平及与淋巴细胞共孵育后上清中干扰素 >!!GHI>!"的含量$ 采用混合白细胞反应检测

<= 感染前后刺激同种异体淋巴细胞的增殖能力$ )AA 法检测细胞毒 A 淋巴细胞!=AF"活性$ 结果 6*71>?=<@&?=<&
A) 蛋白在 <= 中获得表达$转染 <= 培养第 ; 天%上清中 GF>91 含量比未转染 <= 含量高!!!2J2;"%但 : 种重组病毒之

间无明显差异!!"2J2;"$<= 刺激淋巴细胞增殖后培养上清中 GHI>! 的含量显示随着时间的延长逐步增高%但病毒感染

<= 明显高于非感染 <=$ <= 明显介导淋巴细胞增殖反应%除 7B+6*71>A) 感染 <= 外%另两种转染和非转染 <= 之间

无差异!!"2J2;"$ 在 <= 诱导的 =AF 反应中%病毒感染 <= 诱导的杀伤率明显高于 $K>LM>: 修饰和非修饰 <=%而 $K>LM>:
修饰又高于非修饰 <= 杀伤率!!!2J2;"$ 在病毒感染 <= 中%以 7B+6*71>A) 转染 <= 激发的 =AF 活性为最强$ 对高表

达 6*718-*& 蛋白的乳腺癌细胞株的杀伤率明显高于对 6*718-*& 表达阴性的杀伤率!!!2J2;"$ 结论 编码 6*718-*& 膜外

及跨膜区蛋白重组腺病毒转染 <= 后%明显增强 <= 的抗肿瘤免疫功能%诱导出 6*718-*& 特异性的 =AF 活性$

关键词!基因%6*718-*&’树突状细胞’A 淋巴细胞%细胞毒’腺病毒%重组
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树突状细胞!<="作为抗原提呈细胞在体内对机

体免疫反应起着重要的调节作用%e 淋巴细胞和 A 淋

巴细胞是免疫反应的重要介导者% 但它们的功能受

<= 的严密调控$ 在抗肿瘤免疫中%<= 是目前已知体

995P) )
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内最强的抗原提呈细胞!可以通过介导抗原特异性细

胞毒 + 淋巴细胞",+-#和激活 ,./01+ 细胞分泌大量

的细胞因子! 如肿瘤坏死因子 2! "+342!$%"5-26’$
等! 反馈调节 ., 和维持 ,.!01+ 细胞的数量而介导

肿瘤杀伤&6’(因此!., 对机体克服肿瘤的免疫逃逸和

增强机体对肿瘤的免疫清除作用具有十分重要的价

值) 研究表明!由于抗原结合受 7$, 限制%抗原与受

体亲和力低%抗原表达持续性差等原因!在一定程度

上限制了外源性抗原脉冲 ., 的激活方式介导肿瘤

特异性 ,+- 杀伤! 运用抗原转基因技术可以克服以

上缺点&’!8’)因此!我们应用编码 $%&’()%* 基因膜外第

一受体区"$%&’9:,.;$%全长膜外区"$%&’9:,.$和膜

外跨膜区"$%&’9+7$蛋白三种重组腺病毒"&<=$%&’1
9:,.;%&<=$%&’9:,.%&<=$%&’9+7$分别感染外周血

单核细胞来源的 .,! 观察转染后目的抗原在 ., 中

的表达%转染 ., 的表型%诱导的体外抗肿瘤活性的

变化!为以 ., 为基础的免疫治疗进一步提供理论基

础)

6 材料和方法

6>61细胞株和载体

?@9AB98"$%&’ 高表达$乳腺癌细胞株由本科室

生物治疗中心保存*?@9CD98+$%&’ 高表 达$卵 巢 癌

细胞株由我校丁振华教授惠赠) 7,4E"$%&’ 表达阴

性 $ 乳 腺 癌 细 胞 株 购 自 中 山 大 学 医 学 院 ) 表 达

$%&’()%* 膜外及跨膜区蛋白的 F 型重组腺病毒由我

科构建)
6>’1主要试剂

<572D 细胞培养基 "GHIJK1AB-$*7J,CLM;1F<
细胞培养基"?HNOP$*胎牛血清"4A?!$QJRK)%$*丝裂

霉素 ,"@QKSPT$PUUK1@KNQKJK#1-V=$*4HJKRR"$WL 产

品$*粒巨噬细胞集落刺激因子"G79,?4$,白介素 9’
"5-9’$%白介素 9/"5-9/$%白介素 9E"5-9E$%+349! 均

购 自 解 放 军 军 事 医 学 科 学 院 * 抗 $%&’9:,.1 的

7K<I’X "3%K9OP&U%&$*$BY9 羊 抗 小 鼠 的 5NG
"YH%&J%$*5439" 和 5-96’1:-5?< 检测试剂盒 "晶美公

司$*:,- 发光试剂盒"YH%&J%$)
6#81., 的分离!诱导分化和病毒转染

参考文献&/!F’) ., 培养 F1Z 后!病毒感染组和

?@9CD98 细胞修饰组则加入完全培养基 X#F1OR!加入

病 毒 液"感 染 复 数 7C5[8#EF!6X/$或 ?@9CD98 细 胞

碎 片* 培 养 ’1Z 后! 加 入 含 G79,?416XXX1\(OR 的

<579D 培养基 ’#F1OR)非修饰组则直接加入培养液 81
OR) ’/1Z 后清洗换液一次*第 ’ 天!清洗换液并加入

5-9/ 至 终 浓 度 !XX1\(OR*第 8]F 天!半 量 换 液*第 ^
天!换液并加入 +342! 至终浓度 ’XT)N(OR*第 E 天!

收获 .,)
6>/TT感染 ., 目的蛋白表达的检测

用 _%;V%&)TIRKV 检测 $%&’2:,.;%:,.%+7 蛋白

在 ., 中的表达)
6>FTT., 培养上清中 5-26’ 的含量检测

在 培 养 的 第 6%8%F%E 天 检 测 转 染 &<=$%&’2T
:,.;%:,.%+7 和 未 转 染 ., 培 养 上 清 中 5-26’ 的

含量!按试剂盒说明书操作)
6>^TT同种混合淋巴细胞反应"7-B#

分离与 ., 不同源的健康人 + 淋巴细胞!取培养

E = 的 &<=$%&’2:,.;%:,.%+7 感染的 .,!?@2CD28
细胞修饰 ., 和未修饰 .,!用 8XT#N(ORT77,!8ET"
作用 8XTOH)!YA? 洗 8 次! 重悬于 <572D 培养基中)
紫外线处理后的 ‘^ 孔板中!每孔分别加入 6!6X/%F!
6X8%’!6X8%6!6X8 细胞!以自身 + 淋巴细胞为对照) 每

组设 8 个复孔) 每孔加入 6!6XFT+ 淋巴细胞!终体积

为 ’XXT#R)7++ 法在酶标仪上测 FEXT)O 波长的 .a$b
值)刺激指数"?5$c实验孔 .a$b平均值 ( 对照孔 .a$b
平均值)
6>ET转染和未转染 ., 刺激淋巴细胞后上清中 5439"
含量检测

将 培 养 ET= 的 经 7C5 为 8>EF!6X/ 的 &<=$%&’T
9:,.;%:,.%+7 感染的 ., 和未感染的 ., 与自体

淋巴细胞按 6#’X 混合后!加入 !XXT\(ORTG79,?4%6XXT
\(ORT5-9’ 和 ’XT)N(ORT5-9E 的 <579D 培养液培养) 以

自体淋巴细胞为对照) 每组 8 复孔! 于培养第 ’%/%^
天按试剂盒说明书检测培养上清中的 5439" 含量)
6>!TT., 诱导的 ,+- 反应检测

6>!>6T效应细胞的制备 分离与 ., 同源的健康人 +
淋巴细胞! 加入 !XXT\(ORTG79,?4 和 6XXT\(ORT5-9’
的 6Xd4A?1BY756^/X 完全培养液!培养 /!1Z 后作为

效应细胞)将培养 E1= 的病毒感染 .,!?@2CD28 修饰

.,"?@2CD281.,$和非修饰 ., 作为刺激细胞!按效

应细胞e刺激细胞$’X#6 的比例混合) 以不予 ., 刺激

的 自 体 淋 巴 细 胞 为 对 照) 加 入 !XX1\(OR1G72,?4%
6XX1 \(OR1 5-2’ 和 ’X1 )N(OR1 5-2E 的 6Xf 4A?1
BY756^/X 完全培养液!培养 F1=)
6>!>’11靶 细 胞 的 制 备 以 高 表 达 $%&’ 的 ?@2AB28%
?@2CD28 和不表达 $%&’ 的 7,4E 乳 腺 癌 细 胞 株 为

靶细胞!调细胞浓度为 ’%6XF(OR)
6>!>811,+- 活性检测 以效应细胞e 靶细胞 ":(+$为

6XX&6 和 FX&6 加入经紫外线处理的 ‘^ 孔板中! 每组

设 ’/ 个复孔) 设不同相应数量梯度未经 ., 刺激的

+ 细胞和靶细胞混合的对照孔) 培养 6’1Z 后 7++ 法

在酶标仪上测 FEX1)O 波长的 .a$b值) 杀伤率f["62
实验孔 .a$b值 ( 对照孔 .a$b值$%6XX)

66!F- -
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图 7!!!目的蛋白在 65 中的表达

!"#$% &’()*++",- ,. /01 /2)31/ (),/1"-+ "- /01 45+
38!9*:1;<56=!48!9*:1;>)=!58!9*:1;<56?=!68!@*AB’./*!C%-’:%D

7!!!!!!!!!!!!!!!!!E!!!!!!!!!!!!!!!!!F!!!!!!!!!!!!!!!!!G
!H+
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图 1!!!感染 65 和非感染 65 培养上清中 KL;71 含量

6"3$7 89;%7 :*;*: "- /0* +<(1)-2/2-/ ,. =<:/<)*> 45+

7!"# 7!$# 7%&# 7%"##
65%>

:3+9*:1;<56?!65
:3+9*:1;<56?!65
:3+9*:1;>)!65
$M;NO;E!65
@%-;P%+.Q.*+!65

7I

R

2

J
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I

$K

图 E!!同种混合淋巴细胞反应

6"3$? @"’*A :BC(0,=B/* )*2=/",-

1!!!!!!!!!!!!!!!!!!!J!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2
!H+

:3+9*:1;<56?!65
:3+9*:1;<56?!65
:3+9*:1;>)!65
@%-;.-Q*C’./*!65

RI
GI
2I
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EI
1I
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图 J!!!65 和淋巴细胞共培养上清中 KS@;! 的含量

6"3$D 86E;! :*;*: "- /0* +<(*)-F/F-/ ,. /0* :BC(0,GB/*
(,(<:F/",-+ G,;G<:/<)*A H"/0 45+

7TU!统计学处理

采用单因素方差分析!两两比较用 L$6 法"

1!!结果

1T7!65 体外培养

从外周血获取的 V4)5!贴壁培养 1!( 后!加入

W);5$S#KL;J!培养 JR!( 后! 可见贴壁的单核细胞聚

集成散布的细胞集落$培养 J!+ 后!集落明显增多#变

大且培养孔中即可见少量悬浮细胞$培养第 2 天加入

>@S;"!再培养 1J!(!可见集落散开!大部分细胞呈悬

浮状!体积较大且形态不规则"
1T1 9*:1;<56?!<56!>) 蛋白在 65 中的表达

9*:1;<56?#<56#>) 蛋 白 在 65 中 获 得 表 达

%图 7&"

1TE!感染和非感染的 65 培养上清中 KL;71 含量检测

在 培 养 的 第 F 天! 感 染 :3+;9*:1;<56?#<56#
>) 的 65 培养上清中 KL;71 的含量比非感染 65 含

量高%"XITIJF&!但 E 个不同重组病毒感染的 65 则

无明显差异%"!ITIF&!见图 1"

1TJ!!)LY
!!!!!!!!在 7 %7I 和 7 %1I 的 两 种 65 %> 细 胞 的 混 合 比 例

中 !:3+9*:1;<56?#:3+9*:1;<56#:3+9*:1;>) 感 染

的 65!$M;NO;E 细胞修饰的 65 和未修饰的 65 均

能刺激同种 > 淋巴细胞的增殖!但 :3+9*:1;>) 感染

的 65 刺 激 > 细 胞 增 殖 的 能 力 明 显 高 于 :3+9*:1;!
<56?#:3+9*:1;<56 感染的 65!$M;NO;E 细胞修饰

的 65 和 未 修 饰 的 65 %#XRTEI#JTF1$"XITII7#
ITI7J&" 但后 J 者刺激 > 细胞增殖的能力无明显差

异!见图 E"

1TF!感 染 和 非 感 染 的 65 刺 激 淋 巴 细 胞 后 上 清 中

KS@;! 的含量检测

在第 1#J#2 天 E 个时相中! 随着时间的延长!培

养上清中的 KS@;! 含量逐步增高!在第 J#2 天!病毒

感染 65 明显高于非感染 65%#XFTI#GT7U$"XITI7R#
ITIIF&!见图 J"

1T2!65 诱导的 5>L 反应检测

病毒感染 65 诱导 5>L 活性明显增强! 在显微

镜下可见肿瘤细胞周围聚集许多淋巴细胞!对其进行

杀伤%图 F&" 病毒感染 65 诱导 5>L 对 9*:1H-*& 高

表 达 的 $M;NO;E 和 $M;4Y;E 的 杀 伤 率 明 显 高 于

$M;NO;E 修饰和非修饰 65!而 $M;NO;E 修饰 65 又

高于非修饰 65 杀伤率 %""ITIF&" 在病毒感染 65
中! 以 :3+9*:1;>) 转染 65 为最强$ 但对不表达

9*:1H-*& 的 )5SG 细胞! 它们所诱导的 5>L 活性无

差别%"!ITIF!表 7&"

E!!讨论

65 具有极强的抗原加工处理能力!由于其缺乏

特异性抗原受体! 非成熟 65 通过巨噬细胞胞饮#受

77R2’ ’



第 ! 期

图 "##感染 $% 诱导 %&’ 对 ()*+ 高表达肿瘤细胞的杀伤

!"#$% &"’’"() *+ ,-./01 2/(2.- 2.’’ ’"(. 3"14 5.-6
*7.-.89-:00"*( 7"/ ;<= "(>?2.> @A "(B.21.C D;0

,-#./00/12#34#5*)673#8618)*#8)00#0/1)#59#%&’#:;*/2/160#<621/=/863/41-!!>??@A#
B-#C*4D3E#4=#&#09<FE4893)7#D/3E4G3#$%7#:;*/2/160#<621/=/863/41-#!+"?@#

, B

&6*2)3#
8)00

H"& *,I()*+
JH%$7#$%

*,I()*+
JH%$#$%

*,I()*+
J&K#$%

L.J;M
JN#$% $% ! O60G)

L.J;MJN
>??"> NPQN#!QR NSQ>#"QP RTQR#+Q! +TQS#"Q> >!QP#NQ+ ?Q???

"?"> +"QT#NQ" +TQP#TQ> NNQ+#+Q" >!Q!#NQS >+QR#RQN ?Q???

L.JBUJN
>??"> NTQ"#RQ! N!QT#NQP "?QP#"Q> +RQ?#+Q" >PQS#NQ> ?Q???

"?"> +PQT#TQ" ++QN#PQN N!QT#RQR >TQR#RQT >+Q"#TQ+ ?Q???

K%VP
>??"> +?Q+#"QR >PQN#+QS >!Q!#?QT >SQ"#>QS >PQS#+Q! ?QTS!

"?"> >+QN#NQ> >+QP#+Q+ >>QS#>Q" >RQR#RQP >?Q"#+QS ?Q">S

! O60G)
>??"> ?Q??T ?Q??? ?Q??? ?Q?R> ?QS>N
"?"> ?Q??+ ?Q?>! ?Q??? ?QR?P ?QPSP

表 >##病毒转染!L.J;MJN 修饰和非修饰 $% 诱导的 %&’ 活性

</@$E ;<= /F1"7"1".0 "(>?F.> @A "(B.F1.> D;0G ?("(B.F1.> D;0
/(> H*>"B".> D;0 3"14 I&JJKJL F.’’ B-M)H.(1 NWG"#$%#&’O

体介导的内吞!吞噬三种方式摄取外来刺激抗原而成

熟"再迁移到外周淋巴器官"可有效激发 & 淋巴细胞

免疫应答# 在体内"$% 通过局部分泌 X’J>+ 诱导 &E?
向 &E> 分化" 产生细胞介导的免疫应答反应$ X’J>+
是 &E> 产生必需的细胞因子" 它可刺激静止的或激

活的淋巴细胞产生 &E> 型细胞因子 XVYJ!%T&$ 我们检

测了转染 $% 和非转染 $% 中上清的 X’J>+ 和刺激淋

巴细胞后产生 XVYJ! 的能力"结果显示病毒感染后提

高了 $% 分泌 X’J>+ 的水平" 感染后 $% 刺激淋巴细

胞分泌 XVYJ! 的能力更强"提示转染后的 $% 能诱导

淋巴细胞向 &E> 分化" 从而激发抗原特异性的 %&’
活性$

重组腺病毒转染 $% 使其表达内源性抗原$实验

证明" 经病毒转染 $% 刺激的 & 淋巴细胞对 ()*+ 高

表达的 L.J;MJN 和 L.JBUJN 具有明显的杀伤活性"
而对不表达 ()*+ 的 K%VP 的杀伤率较低’也高于用

L.J;MJN 修饰的 $% 所诱导的杀伤活性"表明转基因

$% 能诱导更强烈的 %&’ 活性"而且这种活性是特异

性的$ 在 N 种病毒转染 $% 所诱导的 %&’ 活性中"又

以 *,I()*+J&K 的杀伤率最高$ 对 L.JBUJN 靶效比

Z>??"> 时"杀伤率高达 "?W以上"提示在以 ()*+ 为

靶抗原的 $% 腺病毒载体疫苗中"()*+J&K 具有明显

的优势$ 研究表明"能表达 X’J>+!CKJ%LV 的基因工

程 $% 通过多种方式增强对细胞的抗原提呈"并强烈

催化诱导肿瘤特 异 性 的 %$R[#&E#细 胞 和 %$![#%&’
%P&$ 最近"有更多的报道表明表达肿瘤抗原的 $% 与

细胞因子共转染能极大地提高 $% 疫苗的抗肿瘤效

应 %!&"因此"将腺病毒 $% 载体疫苗与细胞因子共转

染"有可能其抗肿瘤效果获得极大地提高$
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