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【摘) 要】目的：探讨树突状细胞（VB）经尤文肉瘤细胞总

STF 加载后的体外 STF 表达情况, 方法：采用分离尤文肉

瘤患者外周血单核细胞体外诱导 VB，用流式细胞仪检测 VB
成熟后的表面标志，-I48@/ 法提取患者尤文肉瘤组织总 STF，

用总 STF 转染 VB，用 S-#DBS 方法检测肿瘤总 STF 加载的

VB 的表达, 结果：经尤文肉瘤总 STF 加载的 VB 表面标记

发生明显变化，VB 的特异性表面标志如 BV+" 由 ($, $+[ 增

高至 %$, ($[，BV0( 由 !%, (&[ 增高至 (", &%[，而代表单核

细胞的 BV!+ 则由 $’, (%[ 下降至 !", +’[，标志其抗原呈递

功能显著增强, S-#DBS 测定显示尤文肉瘤中的特异性序列

1]Y#MEG! 可以和引物特异性结合，并且最佳结合温度为 *+^,
结论：尤文肉瘤细胞总 STF 转染的 VB 可以呈递肿瘤特异性

抗原，并特异性的表达其特有序列 1]Y#MEG!,
【关键词】树突细胞；肉瘤，15467；总 STF；逆转录聚合酶链反

应；癌症疫苗
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DE 引言

细胞毒性 - 淋巴细胞（ >OA@A@U4> - /O2J9@>OA.C，
B-E）能够介导特异性免疫应答，引导特异性肿瘤细

胞杀伤效应, B-E 的特异性免疫应答依赖于肿瘤抗

原的存在，肿瘤抗原被抗原呈递细胞（36A47.6 JI.C.6#
A467 >.//，FDB）识别吞噬后，在抗原递呈细胞内加工

处理形成特定的多肽片段，与 NLBG 类分子完全匹配

后递呈到细胞表面，被相应 - 细胞受体（- >.// I.>.J#
A@I，-BS）识别，形成肿瘤抗原多肽#NLB#-BS 复合

物，在协同刺激因子的共同作用下，激活特异性细胞

毒性 - 淋巴细胞，产生免疫反应、清除肿瘤细胞［!］,
树突状细胞（=.6=I4A4> >.//C，VB）是体内最重要的专

职抗原递呈细胞［$］，可由骨髓干细胞、外周血干细胞

及外周血单个核细胞在细胞因子作用下诱导扩增,
&*[的尤文肉瘤家族具有特异的染色体异位，从而形

成的 1]Y#MEG! 融合基因是尤文肉瘤家族发生、进展

的主要原因［(］, 本研究从尤文肉瘤患者外周血中分

离单个核细胞在 GE#+ 和 _N#BYM 诱导下分化扩增

VB，从患者尤文肉瘤组织中提取肿瘤总 STF 加载

VB，并对经总 STF 加载后的 VB 进行鉴定，确定经肿

瘤 STF 加载的 VB 持续表达相应特异性肿瘤抗原，

为 VB 在尤文肉瘤生物学免疫治疗中的临床应用提

供实验依据,

FE 材料和方法

F, FE 材料E SDNG#!’+"（ 美国 _GXBH 公司，!+, ! 7 ‘
包）；胎牛血清（杭州四季青，$*" 2E ‘ 瓶）；GE#+（美国

SaV 公 司，/@A bF_!(!"&!，!+, +* c !"* P ‘ * <7 ‘ 2E
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!"#$%）；&’()*+,-（海南通用同盟药业有限公司，./0
12 3 支）；4&56#7（ 美 国 (89+: 公 司）；:752#;4（ 美 国

(89+: 公 司 ）；血 细 胞 分 离 机（ 瑞 典 (<)9=:>
9+4）；梯度 ?+= 仪（德国 @AABC;#&DD 公司）；流 式 细

胞 仪（美国 9B$%EFC +#17"B& 公司）；尤文肉瘤瘤体标

本由第四军医大学西京医院骨科 G00/ 年收治患者自

愿提供（已签知情同意书）；?+= 引物由北京三博生

物技 术 公 司 合 成 正 向 序 列 为 /H*++<+4<(44<+*
++<++++<<<+4(*IH，反 向 序 列 为 IH*(4(<4<*
+<(+4((+(44((+(*/H>
!> "# 方法

.> G> .J 尤文肉瘤细胞总 =K< 提取J 手术无菌切除

活力好的尤文肉瘤组织，将其平均切成 . EEI 大小

的组织块，研磨后加 4&56#7 G EL 消化 G ’，将消化好的

细胞裂解液吸入 G EL 装的离心管中，加氯仿 0> G
EL，静止 G E5C，然后进行离心，离心设定为：M.N0 !，

OP，./ E5C，取上清无色水相 0> M EL，装入新的 G
EL 装的离心管中，加 0> / EL 异丙醇，静置 .0 E5C，然

后再次离心，离心设定为：M.N0 !，OP，.0 E5C，观察

总 =K< 为管底的白色沉淀，用 Q@?+ 水溶 =K<，并测

=K< 浓度为 O !2 3 !L>
.> G> GJ Q+ 的体外培养 J 利用血细胞分离机（ 分离

管道：去除白细胞装置管路；分离程序：)K+ 程序）

采集尤文肉瘤患者外周血中的单个核细胞> 将获得

的单核细胞移入 N 孔培养板内进行贴壁培养，密度

为：. R .0M 3 孔，培养液为：=?)8*.NO0（.0 2 3 L L*谷
氨酰胺，.0 2 3 L 非必需氨基酸，.0 2 3 L 丙酮酸钠，.00
EL 3 L 胎牛血清），ISP，/0 EL 3 L +:G 孵箱贴壁 G ’，

后用 ?9, 洗涤液洗去未贴壁的细胞（ 大部分为小的

淋巴细胞），然后加 新 鲜 培 养 液：=?)8*.NO0 T 8L*O
（M00 U 3 EL）T ()*+,-（M00 U 3 EL），ISP，/0 EL 3 L
+:G 孵箱中继续培养 N ;，第 G 日和 O 日更换新鲜培

养液：=?)8*.NO0 T 8L*O（M00 U 3 EL）T ()*+,-（M00
U 3 EL）>
.> G> IJ 总 =K< 加载 Q+J 在 Q+ 培养的第 / 日，在

实验组中以 .0 E2 3 L 的比例加入总 =K< ，放入孵箱

中培养过夜> 在 Q+ 培养的第 N 日，在对照组中不加

入总 =K< 进行加载>
.> G> OJ Q+ 的成熟诱导 J 预先在两个 .00 EE ?B"&5
培养皿中分别接种 / R .0S 的单个核细胞，G ’ 后吸弃

其中的非黏附细胞，ISP，/0 EL 3 L +:G 继续培养 GO
’，收集上清即为成熟 Q+ 条件培养液（A&BAF&F"5#C #D
E#C#$V"B $#C;5"5#CB; EB;51E，)+)），在实验组中加

入 )+)，放入孵箱继续培养 IN ’，在对照组中部分加

入 )+)，部分则不加 )+)>

.> G> /J 总 =K< 加载 Q+ 的鉴定

.> G> /> .J 培养前后 Q+ 表面标记的测定J 收集实验

组和对照组两组细胞各分成 / 小组，每小组再分成 N
等份，用 ?9, 调成 / R .0/ 3 .0 !L，加入 -84+ 标记的

E<W（+Q.O，+QO0，+QMI，+QMN，XL< *Q=），OP避

光染色 . ’，续加二抗，OP避光染色 . ’，洗涤后用 .0
EL 3 L 多聚甲醛固定，流式细胞仪分析>
.> G> /> G J 总 =K< 加载 Q+ 的 =4*?+= 测定 J =4*
?+= 检测分为 I 组：取 I 个 ?+= 小管，设为 F，W，$，

各加入 G !L :L52# ;4，然后在 I 个小管中分别加入 G
!L > F：经肿瘤总 =K< 加载的 Q+ 总 =K<；W：未经

肿瘤总 =K< 加载的 Q+ 总 =K<；$：肿瘤组织的总

=K<> 紧接着 I 管均补水至 .. !L，S0P，/ E5C，快速

入冰中 / E5C，室温离心 M.N0 !> 继续在 I 管中各加

入 / R W1DDB& / !L，;K4?（.0 EE 3 EL）G> / !L，<)Y
=4（.0 1 3 C）.> / !L，Q@?+ 水 / !L> 使总体系达到

G/ !L ，然后将 I 个小管置于 OGP . ’，即成 $QK<>
将以上三种 $QK< 置于梯度 ?+= 仪上进行 ?+= 检

测，设定：退火温度 ZOP，解链温度：/N> /P，延伸温

度：SGP > 共 I/ 个循环 > 最后对 =4*?+= 产物再进

行琼脂糖凝胶电泳>
统计学处理：数据以 " # $ 表示，应用 ,?,,M> 0 统

计软件采用 % 检验进行数据分析，& [ 0> 0/ 为有统计

学意义>

"# 结果

"$ !# 培养前后 %& 表面标记# 流式细胞仪分析结果

显示加载了总 =K< 的 Q+ 与不加载总 =K< 的 Q+ 表

面标 志 有 差 别> Q+ 的 特 异 性 表 面 标 志 如 +QO0，

+QMI 在加载了总 =K< 后表达增高，XL<*Q=，共刺激

分子 +QMN 表达也增高，而代表单核细胞的 +Q.O 表

达则下调（& [ 0> 0/，表 .）>

表 .J 总 =K< 转染 Q+ 后对 Q+ 表面标记的影响

（’ \ N，]，" # $）

细胞表面标记 加载总 =K<，Q+ 未加载总 =K<，Q+

+Q.O .0> ON ^ S> /GF GN> IS ^ N> NI

+QO0 SG> IG ^ .I> OMF IG> GO ^ .0> ZN

+QMN MS> NZ ^ S> /NF I.> I/ ^ Z> ..

+QMI I0> ZS ^ N> /SF .S> IZ ^ /> GG

XL<*Q= ZI> NG ^ O> MIF NS> N/ ^ G> IN

F& [ 0> 0/ ($ 未加载总 =K<，Q+>

"$ "# 外周血单核细胞来源成熟 %& 的形态# 在倒置

光学显微镜下，单核细胞培养至 S ; 时，大部分悬浮生
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长，可见较多细胞胞体变大且外形不规则，细胞膜呈

“树枝状”突起，胞质丰富，具有典型 !" 形态（图 #）$

图 #% 成熟 !" 形态% & ’(

!" #$ 总 %&’ 加载 () 的 %*+,)% 测定$ 尤文肉瘤

中的特异性序列 )*+,-./# 可以和引物特异性结合，

并且最佳结合温度为 0’1（图 2）$ 经肿瘤总 345 加

载后的 !" 和肿瘤细胞一样可以和引物特异性结合

的序列，而未经肿瘤总 345 加载的 !" 则无显示，经

尤文肉瘤总 345 加载的 !" 可以特异性表达尤文肉

瘤的特异性序列 )*+,-./ #（图 6）$

7：!.2((( 89:;<:；#：0’1；2：001；6：0=1；’：对照组$

图 2% )>?@A 肉瘤细胞 3B,C"3 产物的琼脂糖凝胶电泳

7：!.2((( 89:;<:；#：)>?@A 肉瘤细胞；2：未加载肿瘤总 345；6：加

载了肿瘤总 345$

图 6% 加载肿瘤总 345 和未加载肿瘤总 345 的 !" 3B,C"3
产物的琼脂糖凝胶电泳

#$ 讨论

尤文肉瘤家族是一种原发性的神经外胚层肿瘤，

包括起源于骨及软组织的尤文肉瘤、胸壁的 5D;?@ 瘤

及骨软 组 织 外 周 的 原 发 性 的 神 经 外 胚 层 肿 瘤［’］$

E0F的尤文肉瘤家族具有特异的染色体异位 G（##；

22）（H2’；H#2），从而形成的 )*+,-./# 融合基因是尤

文肉瘤家族发生、进展的主要原因，也是尤文肉瘤家

族诊断、治疗及预后的标志物［0 I =］$
!" 是专职抗原呈递细胞，其独特功能表现在识

别和吞噬病原体，将大分子抗原加工成肽段，刺激未

致敏 B 细胞产生特异性免疫应答$ 本研究将尤文肉

瘤总 345 作为肿瘤抗原加载在 !" 上，以激发 "B.
产生抗肿瘤免疫$ 因为 E0F 的尤文肉瘤家族均含有

特定的 )*+,-./# 融合基因，因此用含 )*+,-./# 融

合基因的总 345 去诱导抗肿瘤免疫具有极好的靶

向性$
应用尤文肉瘤具有特异的 )*+,-./# 融合基因，

可以表达特异性的抗原的特点，我们将尤文肉瘤的总

345 加载 !"，以诱导抗原特异性 "B.$ 为了给出其

靶向性治疗的实验依据，我们用 3B,C"3 法去检测

)*+,-./#8345 的表达$ 在以往的类似试验中，多采

用抗原肽脉冲 !"，要求对患者的 J.5 表型，抗原肽

的抗原表位有清楚的认识，不能进行很好的靶向性治

疗$ 我们利用总 345 冲击 !" 可以包含多种肿瘤抗

原的编码信息，包括尚未识别的肿瘤抗原，使肿瘤细

胞逃避免疫反应的可能性减小，能诱导广泛的免疫反

应［K］，我们将尤文肉瘤总 345 加载 !"，表达 )*+,
-./# 融合基因特异性抗原，并应用 3B,C"3 方法证实

了加载的确定性，为成熟 !" 实验如加载后的 !" 诱

导激活 "B. 反应提供了实验依据$
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