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功能的影响，旨在为 !"#$"抗原用于基于 %&’的肿
瘤免疫治疗提供理论基础。

())材料与方法
(*(+)材料
含 !",$"基因片段（()-./01+-2/+34）的重组逆

转录病毒由我们先前构建，滴度为：1*5-!(/-+6789:;；
$<=>细胞和 1.?细胞由南方医科大学流行病教研室
保存；粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（@AB&C7）和肿
瘤坏死因子 !（"D7!）购自深圳晶美公司；白介素 E1
（FGE1）、白介素 E2（FHE2）和白介素 E(1（FGE(1，4I/ 亚
单位）检测试剂盒购自 JF,K&,公司；%L,A、KJAF+
(M2/ 细胞培养基、胎牛血清（7NC）为 OP&;QRS 公司
产品；&PTQ"QUV.M 非放射性细胞毒性检测试剂盒为
6WQ:SX<公司产品；丝裂霉素 &为 C>X:<公司产品；"
细胞尼龙毛柱为 @>3YQ产品；淋巴细胞分离液为上海
生化试剂二厂产品。

(Z1++人外周血 %&’的分离、培养和重组病毒感染
综合参照文献［?，2］。取健康志愿者外周抗凝静

脉血 -/+:;，加入淋巴细胞分离液梯度离心，轻取上
层单个核细胞，O<R[\’液洗 ?次，悬浮于 $6AF+(M2/
中，计数，调整细胞浓度为 2!(/M9:;，接种于 M孔板中
（(+:;9孔），?I!"，-]&^1静置培养 1!，吸取非贴壁细
胞，经 "细胞尼龙毛柱吸附分离出淋巴细胞，K6AFV
(M2/培养液轻轻冲洗贴壁细胞后立即加入 /Z-:;含
!",K"基因片段的重组逆转录病毒，?V!后弃去各孔
液体，加入含 @AE&C7（(V///V89:;）、FGE2（2//V89:;）
和体积分数为 (-_7NC 的 KJAF+(M2/ 培养液 ?+:;
继续培养。每隔 12+!半量换液，从第 -天开始在培养
液中加入 "‘7!（?//+89:;），第 5天收集悬浮细胞为
含 !",K" 基因片段的重组逆转录病毒感染的 %&’
（!",K"E%&’），未加重组病毒孔收集的细胞为未感
染的 %&’（‘E%&’）。
(Z?++培养 %&’上清中 FGE(1含量检测
按试剂盒说明书提供的方法于培养后 1、2、M、5+a
检测 !",K"E%&’和 ‘E%&’上清中 FGE(1（4I/亚单
位）的含量。

(Z2++流式细胞仪检测 %&’的表型
第 5天收集的悬浮细胞用 JNC制成细胞悬液。

取 /Z-+:; 细胞悬液用 J, 或 7F"& 标记的抗体孵育
?/+:>R，JNC洗 1遍，流式细胞仪（NSYTQR+%>Y[>R’QR）
检测 %&’表面标记。
(Z-++混合白细胞反应（AGK）检测 %&刺激同种异体
淋巴细胞增殖的能力

AGK中的 "淋巴细胞与 %&分别来自不同的献
血者，分别取培养 5+a的 !",K"E%&’、‘E%&’ 用 1-+

"X9:;的丝裂霉素 &在 ?I+"水浴中作用 ?/+:>R，(+///+
W9:>R:，(/+:>R，弃上清，沉淀细胞用 JNC洗三次，悬
浮于 KJAF+(M2/中。分别以 (!(/-9孔、1!(/29孔、(!
(/29孔、1!(/?9孔和 (!(/?9孔将 %&加入 .M孔板中，
以 "淋巴细胞供者自身的 JNA&为对照组，每组三
个复孔。每孔均加入 (!(/-的 "淋巴细胞，刺激应答
比（C9K）分别为 (#(、($-、($(/、($-/ 和 ($(//，终体积
1//+";，?I+"，-]&^1培养 .M+!。终止培养前 M+!加入
A""1//+";（-+:X9:;），培养终止后加酸化异丙醇 (//+
";，充分混匀，静置数分钟后在波长为 -I/+R:处测 %
b!c值，刺激指数（CF）d实验孔 %b"c均值 9对照孔 %b#c
均值。

(ZM细胞毒性 "淋巴细胞（&"G）反应
(ZMZ(++靶细胞的制备 复苏的 K<=>细胞和 1.?细胞分
别培养于含 (/]的 7NC的 KJAF(M2/和 %A,A中，
在对数生长期取细胞作为靶细胞。

(ZMZ1++效应细胞的制备 取培养 5+a的 !",K"E%&’、
‘E%&’作为刺激细胞，以经 "细胞尼龙毛柱分离的
自体 "淋巴细胞为效应细胞。将二者按 (e(/的比例
（刺激细胞比效应细胞，C9,）共孵育 Ia，同时以不与
%&共孵育的自体淋巴细胞为对照，每组设 ?复孔。
(ZMZ?++&"G的测定 以 ,9"b效应细胞比靶细胞c为 1/$(
和 -/$(，按 &PTQ"QU+.M非放射性细胞毒性检测试剂
盒说明书测定 &"G反应，以对靶细胞的杀伤率表示
&"G活性。
(ZI++统计学处理
本实验所得计量资料用 CJCC(/Z/软件进行方差

分析或 !检验。

1++结果
1Z(++培养 %&’上清中 FGE(1（4I/亚单位）的含量

!",K"E%&’和 ‘E%&’上清中 FGE(1的含量在各
时相点均无明显差异，随着培养时间的延长，

!",K"E%&’和 ‘E%&’逐渐成熟，其 FGE(1的分泌水
平呈逐渐升高的趋势，在第 M天和第 5天明显高于第
1天（"f/Z/-）（图 (）。
1Z1++%&’表型检测
流式细胞仪分析显示（图 1），1组均高水平表达

&%5M和 OGgE%K，!",K"E%&’组 &%5/表达水平高
于 DE%&’组，但成熟 %&的标记 E&%5?表达水平低
于 DE%&’组。
1Z?++%&刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力检测
在不同的 C9K比值，!",K"E%&’和 DE%&’均可

刺激同种异体淋巴细胞增殖，但两组 %&刺激同种异
体淋巴细胞增殖的能力并无显著差异（"h/Z/-，图?）。
1Z2++%&’激发的 &"G活性
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图 !""#$%&’和 ()*+)$%&’培养液中 ,-$!.的含量
!"#$% &’()*()+ ’, -./%/ "( 012)13* +’21)"’(+ ’,

4/5&+ 6(7 89:;9/5&+

表 !""()*+)/%&’诱导的特异性 &)-活性
96<$% =(710)"’( ’, +>*0","0 &9? 60)"@")"*+

1+"(A 89:;9/5&+

0!12324""# .56789::’;"<!12324""$ #/%&’

=>?@?AB789::’ *!)
&CDEF?8?DCGHI

+JK?789::’ .56789::’

()*+)/%&’7
!!42 4L3!M"!.3L20< .634."N3M6
!!.2 6.36N"M3540O7 !L36P"43N.

#/%&’7
!!42 !436."43L6 !N36N"N3PM
!!.2 M3N!"L3.! 536!"63P5

图 .77#/%&’和 ()*+)/%&’的表型分析
B"A$/ C8*(’)D>"0 6(62D+"+ ’, E/5&+ 6(7 89:;9/5&+
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图 677()*+)/%&’刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力
B"A$F 98* 6<"2")D ’, 89:;9/5&+ )’ +)"G126)*

622’A*(*"0 2DG>8’0D)* >3’2",*36)"’(

如表 !所示，在 *S)为 .2T!和 42!!时，()*+)/%&’
所激发针对 +JK? 细胞的 &)- 活性显著高于 #/%&’
（%12324），但两种 %&’激发的针对 .56细胞的杀伤
活性无明显差异（!U2324）；相同 *S) 时，()*+)/%&’
激发的针对 +JK? 细胞的 &)- 活性高于 .56 细胞
（!12324）。

677讨论
)细胞介导的细胞免疫是人体抗肿瘤的主要机

制，但是由于肿瘤细胞具有肿瘤抗原免疫原性弱或抗

原调变，共刺激分子、粘附分子、VQ&7,S,,表达减弱 S
缺失等特点，往往能从机体的免疫监视系统“逃逸”，

因此，诱导和调节 )细胞介导的细胞免疫已成为抗
肿瘤的中心环节，如何将抗原有效呈递给 )细胞又

是诱导和调节 )细胞介导的细胞免疫的关键步骤。
目前，越来越多的学者认识到通过调节肿瘤抗原的呈

递以增强抗肿瘤免疫应答已成为肿瘤免疫治疗的一

项重要策略，其中对 %&’等抗原呈递细胞进行修饰
以增强其抗原呈递能力，就是一种应用于恶性肿瘤免

疫治疗的行之有效的方案。

然而，是否可寻找到区别于正常细胞、又具有较

强免疫原性的肿瘤相关抗原又决定了免疫治疗的成

败。现有的研究证实［4WP］，来源于 ()*+)的多肽能被
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!"#$%$类和 !"#$%% 类分子加工呈递，激发特异性
#&’反应，特异性杀伤端粒酶阳性的肿瘤细胞而对
端粒酶阴性无明显影响，从而抑制肿瘤的生长。因此

(&)*&作为肿瘤相关抗原在免疫治疗中有其潜在的
应用价值。但由于在机体绝大部分细胞均为端粒酶阴

性，(&)*&基因在正常细胞中表达的产物是否会影
响细胞本身的功能不得而知，本研究为此探讨了含

(&)*&基因片段的重组逆转录病毒感染对人外周血
单核细胞来源 +#,免疫刺激功能的影响，为 (&)*&
抗原用于基于 +#,的肿瘤免疫治疗提供了可行性分
析。

%’-./又称 #&’成熟因子，其独特的、最重要的
生物学活性是调节 &(.与 &(/细胞之间的平衡及诱
导内源性 %01$!的产生。而 %01!!又可促进 %’-./的
产生2二者形成正反馈途径，共同调节 &细胞亚群的
分化，使 #+34&(5向 &(.分化，刺激细胞分化增
殖，从而促进细胞免疫应答［6］。本研究结果显示，含

(&)*& 基因片段的重组逆转录病毒感染的 +#,
（(&)*&-+#,）和未用重组病毒感染的 +#,（1-+#,）
分泌 %’-./的水平、刺激同种异体淋巴细胞增殖的能
力方面均无明显差异，表明 (&)*&-+#,活化淋巴细
胞，促使其扩增的能力并没发生明显改变。

#+67是成熟 +#重要标志，主要由 +#和胸腺
上皮细胞表达，在 &细胞的分化和发育过程中以及
维持 +#的抗原呈递功能等方面起重要作用［8］。在本
研究当中，(&)*&-+#,9 #+67 的表达水平低于
1-+#,，提示含 (&)*&基因片段的重组逆转录病毒
感染似乎可以阻止 +#,的成熟，而只有成熟的 +#,
才能充分发挥其抗原呈递功能，因此，在后续的研究

工作中有必要采取如在 +#,培养后期添加 ’:;、增
加培养液中 &10<的浓度或采用与表达细胞因子的
重组病毒共感染等策略促进 +#,的成熟。
理论上，内源性表达 (&)*&产物的 +#,经过自

身加工处理后，会通过!"#$%途径呈递给 #+6=&细
胞，激发 (&)*&特异性 #&’。为了证实这一点，我们
进行了细胞毒实验，杀伤实验结果显示，(&)*&-+#,
激发的 #&’对端粒酶阳性的靶细胞（*>?@细胞）杀伤
率明显高于端粒酶阴性的靶细胞（/87细胞）（!A5B5C），
并且 (&)*&-+#,激发的 #&’对 *>?@细胞的杀伤率
也明显高于 1-+#,激发的 #&’。表明 (&)*&-+#,激

发的 #&’是 (&)*&特异性的，只能特异性杀伤端粒
酶阳性的靶细胞。

总而言之，(&)*&-+#,尽管有可能阻止 +#,自
身的成熟，但在活化淋巴细胞、刺激淋巴细胞分化增

殖的能力方面并没发生明显改变，并且还能激发

(&)*& 特异性的 #&’，如能采取一定的策略促进
+#,的成熟，利用携带 (&)*&基因的逆转录病毒感
染 +#,在基于 +#,的恶性肿瘤免疫治疗研究中具有
潜在的应用价值，值得进一步研究。
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