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【&=2+/3*+】&>?：-D 48N.IC4@3C. C?. ;.3I4P4/4CF D; QKR 3I 3
239S.9 CD DPI.9N. C?. =.8=94C47 7.//I（TBI）C938I;.7C.= A4C? CDC3/
UVW D; C<2D9 7.//I 38= C?. ;.3I4P4/4CF D; C?. C938I;.7C.= TBI
I.9N48@ 3I 3 N37748. ;D9 JDC.8C43/ 422<8DC?.93JF, ?’@6ABC：
R/3I24= JQKR#B) A3I C938I;.7C.= 48CD H.JQ$ IC3P/F, -DC3/ UVW
A3I .5C937C.= ;9D2 C?. H.JQ$#QKR <I48@ -94>D/；TBI A.9.
48=<7.= PF /4N.9 7387.9 J3C4.8CIO J.94J?.93/ P/DD= 2D8D8<7/.39
7.//I（RXLBI），38= C938I;.7C.= A4C? C?. CDC3/ UVW, -?. .;;.7C D;
C938I;.7C4D8 A3I DPI.9N.= PF 3 ;/<D9.I7.87. 2479DI7DJ.， C?.
7?38@.I D; J?.8DCFJ. A.9. =.C.7C.= PF ;/DA 7FCD2.C9F，38= C?.
7?38@. D; YZ#!$ I.79.C4D8 48 C?. I<J.983C38C D; TBI A3I =.C.7C.=
PF 1ZY[W 3II3F, -?. 7FCDCD547 .;;.7C D; B-ZI A3I 3II.II.= PF
L-- 3II3F, $’CDE@C： QKR A3I .5J9.II.= IC3P/F 48 C?.
H.JQ$#QKR 7.//I C?3C J9.I.8C.= @9..8 ;/<D9.I7.87. <8=.9 3 ;/<D#
9.I7.87. 2479DI7DJ.，ID =4= TBI C938I;.7C.= A4C? CDC3/ H.JQ$#
QKR 7.// UVW, W;C.9 C938I;.7C4D8，C?. .5J9.II4D8 D; 2.2P938.
2D/.7</.I I<7? 3I BT0"（ !), $\ CD 0’, %\）， HZW#TU
（)0, &\ CD &%, &\）， BT0)（ ", &\ CD &%, !\）， BT0’
（)!, $\ CD &$, +\）A3I 4879.3I.= =9323C473//F，YZ#!$ I.79.C4D8
48 C?. I<J.983C38C A3I ./.N3C.= I4@84;4738C/F［（’!, ) ] 0, !）8@ ^ Z
CD（$0%, ( ] $&, )）8@ ^ Z，4 _ ", "+］, -?. B-ZI 37C4N3C.= PF
TBI C938I;.7C.= A4C? CDC3/ H.JQ$#QKR UVW I?DA.= 3 JDC.8C
IJ.74;47 /FI4I CD H.JQ$ 7.//I, FA%FEDC>A%：QKR 7D</= P.
<I.= 3I 3 239S.9 CD DPI.9N. C?. .;;.7C D; C938I;.7C4D8 D; TBI A4C?
CDC3/ C<2D9 7.// UVW, TBI C938I;.7C.= A4C? CDC3/ C<2D9 7.// UVW
23F I.9N. 3I 3 J9D24I48@ N37748. D; 422<8DC?.93JF,
【G)H4,/-2】 =.8=94C47 7.//；@9..8 ;/<D9.I7.8C J9DC.48；UVW；

C938I;.7C4D8

【摘* 要】目的：探讨 QKR作为标记观察肝癌细胞 UVW 转染
TBI效果的可行性及肿瘤细胞 UVW 转染 TBI 制备疫苗的可
行性, 方法：绿色荧光蛋白质粒载体 JQKR#B) 稳定转染肝癌
细胞 H.JQ$，-94>D/法提取筛选后细胞 H.JQ$#QKR总 UVW；分
离肝癌患者外周血单核细胞体外诱导 TBI细胞，总 UVW转染
TBI，荧光显微镜下观察转染效果，流式细胞仪检测转染前后
TBI表型变化；1ZY[W 法检测转染前后上清中 YZ#!$ 变化情
况；L--法检测效应细胞对靶细胞的杀伤率, 结果：JQKR#B)
稳定转染肝癌细胞 H.JQ$ 后可得到稳定表达 QKR 的细胞
H.JQ$#QKR，荧光显微镜下呈绿色荧光；总 UVW 转染的 TBI
荧光显微镜下呈绿色荧光，BT0"（!), $\ 上升至 0’, %\），
HZW#TU（ )0, &\ 上升至 &%, &\），BT0)（ ", &\ 上升至
&%, !\），BT0’（)!, $\上升至 &$, +\）表达明显升高，上清
YZ#!$ 分泌量 8@ ^ Z 显著增高（’!, ) ] 0, !!$0%, ( ] $&, )，4 _
", "+）；诱导的 B-Z 能够对肝癌细胞株 H.JQ$ 起特异性杀伤
作用, 结论：QKR可以作为肿瘤细胞 UVW 转染树突状细胞的
观察标记，肿瘤细胞 UVW 转染 TBI 可作为一种有效的肿瘤
疫苗,
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IJ 引言
肝细胞癌（ ?.J3CD7.//</39 739748D23，HBB）是一

种常见的恶性肿瘤，适合手术治疗的患者只占一少部

分，具有较高的复发率，预后很差，严重威胁人类健

康［!］, TBI（=.8=94C47 7.//I，TBI）是体内功能强大的
专职性抗原提呈细胞，它能够高效的摄取、处理抗原，

并将处理后的多肽呈递给静息型 - 细胞，引起针对
该抗原的特异性免疫反应［$］, 国内外类似的研究中，
都没有明确的可以观察肿瘤 UVW 转染 TBI 效果的
指标，我们应用绿色荧光蛋白质粒载体 JQKR#B) 稳
定转染肝癌细胞 H.JQ$，提取筛选后细胞 H.JQ$#
QKR总 UVW 转染 TBI，观察转染后 TBI 绿色荧光蛋
白表达及特异性表面标志及功能相关分子表达，检测

其上清细胞因子分泌，探讨其作为肿瘤疫苗的可

行性,

KJ 材料和方法
K, KJ 材料J 肝癌患者外周血单个核细胞来源于我科
造血干细胞移植患者；H.JQ$ 肝癌细胞株由我科常
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规传代培养! 流式细胞仪（"#），#$%&’’()型酶联免
疫检测仪（华东电子管厂），荧光显微镜 *+,-+./, 012
（3-4/5）等均为我院常备! 2167(7#8&，2167(9:)(
#;，<=(7#8%，<=(7#8> 抗体购自 "# 公司；?.$@(
7A2，?.1:(B 购自 <C+?/?/,C4 公司；632(! 购自我校生
物技术中心；绿色荧光蛋白载体 +$2<(7% 由陕西省
肿瘤医院贾军博士惠赠；脂质体 6?D5EFC4,-/5’&&&，6?(
-G/H ;CDIC5,购自 15J-,?/IC5；;<@1 K>B& 培养基、胎牛
血清、$BK8 购自 $-L4/ 公司，0(J-J/ 无血清培养基购
自 "-/M.-,,DNC?；1:(K’ =:1A)检测试剂盒购自 "-/E4-(
C54C公司；@66购自 A-IOD公司!
!! "# 方法# 参照 6?D5EFC4,-/5’&&& 说明书，+$2<(7%
转染 9C+$’，$BK8 筛选 ’ O/5! 筛选细胞命名
9C+$’($2<，荧光显微镜下观察! 6?-G/H 试剂提取
9C+$’($2<总 ;3)，紫外灯下观察，P 8&Q冻存备
用! 同样方法提取 9C+$’ 总 ;3)! 取肝癌患者造血
干细胞分离液，贴壁法分离单核细胞，贴壁细胞在细

胞因子 ?.$@(7A2，?.1:(B 作用下，诱导 #7E! 倒置显
微镜、电子显微镜观察细胞形态，流式细胞仪检测细

胞表型!
K! ’! KR 转染树突状细胞R 收集培养 B S 的 #7E，转
入 > 孔板，转染 9C+$’($2< 总 ;3)! 另设转染
9C+$’ 总 ;3)及空白对照组! 继续培养 B8 .! 荧光
显微镜下观察!
K! ’! ’ R 细胞因子分泌的测定 R B8 . 后，收集各组
#7E上清，=:1A) 法检测转染前后各组细胞上清中
1:(K’ 分泌量!
K! ’! %R 76:效应R 收集各组 #7E，%& $T >&7/照射后
与复苏冻存的非贴壁细胞按 ’&UK 比例混合接种于 ’B
孔板，培养 V S，收集的细胞即为效应细胞! 收集对数
生长期的 9C+$’ 细胞作为靶细胞，将效应细胞与靶
细胞按 ’&UK 比例混合接种于 W> 孔板! 同时设单一靶
细胞组、单一效应细胞组! 培养 ’B . 后，@66 法检
测!以下述公式计算杀伤效率! 76: 杀伤效率 X［K P
（效靶 !BW& P效应细胞 !BW&）Y靶细胞 !BW&］Z K&&[ !
统计学方法：结果采用 A<AA K&! &统计软件分析!

"# 结果
"$ !# %&’(")(*+ 总 ,-. 转染 /01# 稳定转染及
筛选后得到的 9C+$’($2< 细胞，能够稳定的表达
$2<，荧光显微镜下所有细胞都呈现绿色荧光（图
K），传代 ’& 次以上仍无消失! 与对照细胞相比，$2<
基因修饰细胞在形态、生长等特性上均无显著改变，

也未见 $2< 表达对靶细胞的毒性! 使用 6?-G/H 提取
9C+$’($2<细胞总 ;3) 后，取 ’ ": 总 ;3) 进行凝

胶电泳，可见 V E，K8 E和 ’8 E条带（图 ’）! 单个核细
胞贴壁后，贴壁细胞在细胞因子 $@(7A2，1:(B 的作
用下，培养第 ’ 日出现细胞集落，但细胞集落较小! V
S后，集落明显增加、变大，出现具有毛刺状突起的细
胞! 至 \ S，集落开始减少，产生大量具有树枝状突起
的细胞（图 %)，"）! 荧光显微镜下，9C+$’($2< 总
;3)转染 #7E组细胞呈绿色荧光，而 9C+$’ 总 ;3)
转染组及空白对照组则无明显荧光表达（图 B)，"，
7）!

图 KR 荧光显微镜下 +$2<(7% 稳定转染后 9C+$’ 胞浆荧光阳
性 Z ’V&

图 ’R 9C+$’($2<细胞的总 ;3)电泳

)：倒置显微镜下 #7E形态 Z ’V&；"：扫描电镜下 #7E形态 Z %&&&!
图 %R 树突状细胞形态（第 \ 日）

"! "# 流式细胞仪检测细胞表型# 诱导 S \，#7E表达
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!"#$ %&’ ()，*+,-". &#’ /)，!"#0 &%’ ()，!"#&
低表达，仅 $’ /)；转染后上述分子表达明显升高，分
别为 !"#$ #0’ 1)，*+,-". /1’ /)，!"#0 /(’ 2)，
!"#& /1’ %)，提示转染后细胞具有成熟 "!3特征’

,：*456(-678总 .9, 转染 "!3，部分细胞胞浆绿色荧光阳性；

:：*456(总 .9,转染后 "!3，未见明显荧光；!：未转染 "!3，未见明

显荧光’

图 ;< 总 .9,转染 "!3< = (2$

!" #$ %&’() 检测 ’&*+! 分泌 $ *456(-678 总 .9,
转染 "!3组上清中 >+-%( 分泌明显增加，显著高于转
染前［（(#1’ ; ? (/’ &）@A B + !"（0%’ & ? #’ %）@A B +；
# C 0，$ D $’ $2］’
!" ,$ -.&介导细胞毒效应$ *456(-678总 .9,转
染 "!3刺激的 !E+对 *456( 细胞杀伤率为（0(’ 0 ?
(’ /）)，未转染的 "!3 刺激的 E 细胞对 *456( 的杀
伤作用为（($’ # ? %’ 2）)，无 "!3 刺激 E 细胞对
*456( 的杀伤作用为（($’ # ? %’ 2）)，总 .9, 转染
"!3刺激的 !E+对 *456( 细胞杀伤率明显高于两个
对照组（# C 0，$ D $’ $2）’ *456(-678 总 .9, 转染
"!3刺激的 !E+ 对 FGG!11(% 和 H20( 细胞杀伤率
分别为（&1’ 1 ? %’ #）)和（(0’ # ? %’ %）)，对 *456(
细胞杀伤率明显高于 FGG!11(% 和 H20( 细胞（# C
0，$ D $’ $2）’

#$ 讨论
"!3是体内功能最强大的专职性抗原提呈细胞，

它在 E 细胞免疫中发挥着极其重要的作用［(］’ 应用
各种肿瘤抗原致敏 "!3 制备疫苗是近年来研究的热
点［& I #］’ 肿瘤细胞总 .9,转染 "!3制备疫苗与其他
方法相比，具有如下优越性：首先，它不受已知肿瘤抗

原的限制，可诱导出多克隆的 !E+；其次，转染所需的
.9,可以通过扩增方法得到，很少量的肿瘤组织样
本即可扩增得到大量的 .9,［#］’ 但目前国内外的研
究中，尚未有可以明确观察总 .9, 转染 "!3 效率的

方法’ 我们应用稳定表达 678的 *456(-678总 .9,
转染 "!3，以 678为标记观察总 .9, 转染 "!3的效
率，探讨其作为肿瘤疫苗的可行性，为肝癌临床治疗

提供实验基础’
本试验中，*456(-678 总 .9, 转染后的 "!3 在

荧光显微镜下观察，胞质呈现绿色荧光，证实 678
J.9,可以在 "!3 胞质内正常表达，同时说明肿瘤
细胞总 .9, 同样也可以在 "!3 胞浆内进行翻译表
达’ 转染后 !"#&，!"#$，!"#0，*+,-". 表达明显升
高，>+-%( 分泌明显增加，说明 .9,转染，促进了 "!3
的体外成熟’ 成熟 "!3 主要通过 G*!-> 类途径，将
肿瘤细胞总 .9, 在 "!3 胞质内进行翻译表达的肿
瘤抗原呈递给 E 淋巴细胞’ 此途径诱导的 E 淋巴细
胞主要为 !"# K细胞毒性 E淋巴细胞（!E+）’ 本试验
中，诱导的 !E+ 对 *456( 的细胞毒效应明显高于对
照组 E细胞，证实诱导的 E 淋巴细胞为肿瘤特异性
的’ 因此，在当前仍未发现肝癌特异性抗原情况下，
应用肝癌细胞总 .9, 转染 "!3制备瘤苗，诱导针对
肝癌细胞的多克隆 !E+，可以作为肝癌 "!3疫苗的一
个发展方向’
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