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　　摘 　要 :目的　研究人癌胚抗原重组痘苗病毒 (rV2CEA)转染树突状细胞 (DC) 在体外诱导 CEA 特异性

的 T 细胞免疫。方法 　将 rV2CEA 转染外周血单个核细胞来源的 DC 后用于激发自体的 T 细胞 ,通过对 T

细胞的增殖及杀伤功能的检测 ,与野生型痘苗病毒 (V2761) 转染的 DC 激发的 T 细胞进行比较。结果 　经

rV2CEA 转染的 DC 激活的 T 细胞增殖力强 ,对 CEA 分泌性肿瘤细胞具特异性杀伤作用。结论 　rV2CEA

转染的 DC 可以诱导 CEA 特异性 T 细胞活性。
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　　Abstract:Objective 　Tostud ytheinvitroimmuneres ponseinducedb ydendriticcells (DCs) transfected

withCEA 2recombinantvacciniavirus (rV2CEA) . Methods　DCscollectedfrom peripheralbloodmonoc yteswere

transfectedwithrV 2CEAandthencoculturedwithautolo gousTcells.The proliferationoftheTcellsandtheir

cytotoxicactivit ya gainstCEA 2secretin gtumorcellswereassessedandcom paredwiththoseTcellsinducedb y

DCstransfectedwithwidet ypevacciniavirus ( V2761) . Results 　DCstransfectedwithrV 2CEAareeffective

stimuliofTl ymphocyte proliferationandtheTcellscanl ysisCEA 2specifictumorcells. Conclusion　DCstrans 2
fectedwithrV 2CEAcanelicitactivitionofCEA 2specificTcells.
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　　树突状细胞 (dendriticcells,DC ) 是目前发现的

功能最强的专职抗原提呈细胞 ( anti gen presentin g

cells,APC ) 。人癌胚抗原重组痘苗病毒 ( rV2CEA) 是

以痘苗病毒天坛株 761 为载体所构建的、表达人癌胚

抗原 (CEA)的重组减毒疫苗 ,已被证实能在真核系统

高效而准确地表达膜糖蛋白 CEA [1] 。本文对 rV2
CEA 转染的DC 激发 CEA 特异性的 T 细胞免疫进行

了研究。

1 　材料和方法

1.1 　主要试剂、细胞株和仪器

　　rV2CEA 为本实验室构建 ,野生型痘苗病毒天坛

株 761 由中国预防医学科学院病毒研究所惠赠 ,人重

组粒2巨噬细胞集落刺激因子 ( GM2CSF) 购自第一军

医大学中心实验室 ,人重组白细胞介素 4 ( IL24) 、

CD83 、HLA2DR 单克隆抗体和异硫氰酸荧光素

( FITC )为美国 R&D 公司产品 ,人重组白细胞介素 2

( IL22)为本实验室自制 ,RPMI1640 培养液和植物血

凝素 ( PHA)均为 Sigma 公司产品 ,3 H2TdR 为中国原

子能研究所产品。流式细胞仪为 Coulter 公司产品。

人大肠癌细胞株 LoVo (高分泌 CEA) 及人肝癌细胞

株 SMMC27721 (不分泌 CEA)均为我实验室所保存。

1.2 　方法

1.2.1 　DC 的制备及转染 　取正常人 (本单位健康

志愿者) 外周血 100ml, 用 Ficoll 分离获得单个核细

胞 ,RPMI1640 洗涤 2 遍 ,在含 10% 的人 AB 型血清

的 RPMI1640 和 5%CO 2 37o C 条件下培养 2h, 轻轻

洗出悬浮细胞 ,然后加入含 GM2CSF (800u/ml ) 、IL24

(500u/ml )及 5% 人 AB 型血清的 RPMI1640, 在 5%

CO237oC 条件下继续培养 ,每 2 天半量换液 1 次。显
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微镜下观察细胞形态 ,第 6 天将上述细胞分为 3 组 :

第 1 组 ( rV2CEA 组) 加入 rV2CEA10 3pfu/ml (plaque

formin gunits ) 24h, 每 2h 轻轻晃动一次 ,然后轻轻洗

涤细胞祛除未转染的 rV2CEA; 第 2 组 (V2761 组) 加

入野生型痘苗病毒天坛株 (V2761) 103pfu/ml (余步

骤同上) ;第 3 组 (DC 组) 只加入含 5% 人 AB 型血清

的 RPMI1640 。收集各组细胞用流式细胞仪鉴定细

胞表型并经放射线照射灭活 (60Co,30G y) ,备用。

1.2.2 　各组 DC 对 T 细胞的激发 　将上一步获得的

非黏附细胞 (主要为 T 细胞) 用含 IL22 (100u/ml ) 和

10% 的人 AB 型血清的 RPMI1640 稀释成 3 ×106/

ml, 分别加入 24 孔培养板 (1ml/ 孔) 和 96 孔培养板

(100μl/ 孔) ,按 T 细胞的 1/10 分别加入 rV2CEA 组

DC、V2761 组 DC 及未转染病毒的 DC, 在 5%CO 237o

C 条件下培养 72h 。然后收集 24 孔板中细胞用 RP2
MI1640 洗涤 2 遍作效应细胞备用。96 孔板中加入3

H2TdR (37kBq/ 孔)继续培养 12h, 测定放射性核素每

分钟闪烁记数 (CPM)值 ,计算刺激指数 (SI) ,

SI= 实验组 CPM/ 阴性组 CPM

1.2.3 　T 细胞对 CEA + 肿瘤细胞的特异性杀伤 　分

别以 rV2CEA 组 DC 激活的 T 细胞、V2761 组 DC 激

活的 T 细胞及未转染病毒的 DC 激活的 T 细胞为效

应细胞 , 以3 H2TdR 标记的对数生长期的 LoVo 、

SMMC27721 为靶细胞 ,按效靶比为 50 � 1 的比例、效

靶共孵育时间 24h, 进行细胞毒实验 ,同时设最大释

放组 (靶细胞 +1%Triton ×100) 及自发释放组 (靶细

胞 + 培养液) ,测定每组上清 CPM 值。在加入 T 细

胞之前 ,先以 10 倍靶细胞的量加入非标记的 K562

细胞 ,排除自然杀伤细胞 (NK) 的活性。T 细胞特异

性杀伤活性 = (实验组上清 CPM 值 - 自发释放组上

清 CPM 值) ÷(最大释放组上清 CPM 值 - 自发释放

组上清 CPM 值) ×100%

2 　结果

2.1 　DC 表型分析 　流式细胞仪对 DC 表型的分析

表明 ,rV2CEA 组 DC、V2761 组 DC 及未转染病毒的

DC 均表达 DC 特异性分化抗原 CD83 [ (84.3 ±10.

5) %、(79.6 ±8.1 ) %及 (87.7 ±11.2 ) %] 、HLA2DR

[ (84.1 ±5.6 ) %、(77.8 ±7.7 ) %及 (71 ±7.3 ) %],3

组差异无显著性。

2.2 　T 细胞增殖的结果 　采用3 H2TdR 法测定 T 细

胞对各种刺激的增殖作用 ,发现 rV2CEA 组 DC 对 T

细胞的刺激增殖作用较 V2761 组及未转染组强 (图

1) 。

2.3 　T 细胞对肿瘤细胞的杀伤活性 　采用同位素法

测定 T 细胞对肿瘤细胞 (LoVo 和 SMMC27721 细胞)

的杀伤作用结果表明 ,rV2CEA 组 DC 激活的 T 细胞

图 1 　3 H2TdR 法测定 T 细胞的增殖

在效靶比为 50∶1 时 ,可以明显杀伤 LoVo 细胞 ,但对

SMMC27721 细胞杀伤作用微弱 ;V2761 组 DC 激活

的 T 细胞与未转染病毒的 DC 激活的 T 细胞对两种

肿瘤细胞的杀伤作用均非常低 ,见表 1。
　表 1T 细胞的体外杀伤活性 (效靶比为 50∶1)

T 细胞 杀伤率 ( %)

LoVo SMMC7721

rV2CEA+DC 组 90 ±11.8 3 12 ±8.1

V2761 +DC 组 10.3 ±7.8 8.6 ±6.3

DC 组 5.1 ±3.3 9 ±6..8

对照组 0 0

　　3 与对照组相比 P <0.001

3 　讨论

　　抗肿瘤免疫效应以细胞免疫为主 ,T 细胞介导的

细胞免疫在机体抗肿瘤效应中起重要作用。由外周

血单个核细胞在体外经 GM2CSF 及 IL24 的作用后生

成的 DC 可高表达 MHC2I、MHC2II、CD80、CD86 及

其他免疫刺激分子 ,这些免疫分子在活化 T 细胞的

双信号中起重要作用 ,因此 ,DC 作为重要的 APC 已

被广泛用于黑色素瘤、肾癌、多发性骨髓瘤、前列腺癌

等恶性疾病的生物治疗中[2,3] 。

　　目前用肿瘤抗原体外致敏 DC 的方式有多种 ,如

肿瘤细胞冻融物、基因工程肿瘤蛋白抗原或人工合成

的肿瘤抗原多肽在体外冲击致敏 DC[426] ,但上述方

案在临床的应用受到一些限制 :MHC 限制性、已知的

抗原多肽并不一定能诱导最佳的抗肿瘤免疫反应、针

对单一抗原决定簇的 CTL 克隆未必能有效诱导抗肿

瘤免疫排斥反应等。有学者证明 ,肿瘤抗原编码基因

导入 DC 后能在 DC 内持续表达肿瘤抗原[729] 。我实

验室与中山医科大学生化教研室所构建的人癌胚抗

原重组痘苗病毒 (rV2CEA)已被证实能在真核系统高

效而准确地表达细胞膜糖蛋白 CEA, 并在动物实验

中证实了它的免疫原性及安全性[1] 。本实验中我们

将肿瘤抗原基因 CEA、DNA 通过减毒的痘苗病毒载

体转入 DC, 拟使 DC 内源性持续性表达 CEA 多个肿
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瘤抗原表位 ,并通过 MHC2I 类分子得到充分提呈。

本实验的结果表明 ,以 rV2CEA 转染的 DC 激活的 T

淋巴细胞比转染野生型痘苗病毒的 DC 及无转染病

毒的 DC 激活的 T 淋巴细胞具有更好的增殖力及对

CEA 分泌性肿瘤细胞更强的杀伤力 ,提示转染了 rV2
CEA 的 DC 表面能更好地表达 MHC 分子2CEA 抗原

肽复合物 ,供 T 细胞识别 ,进而激活 CEA 特异性 T

细胞 ,为进一步临床实验奠定了基础。
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　　转化生长因子β( TGFβ)受体是存在

于细胞表面的一种跨膜糖蛋白 ,在多种

肿瘤中有基因缺失或突变并与肿瘤发生

发展相关。为探讨 TGFβⅠ、Ⅱ型受体

( TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ)与膀胱移行细胞癌组

织学分级的关系及其意义 ,对二者在膀

胱移行细胞癌中的表达进行研究。

1 　材料与方法

　　1996 年～2000 年间膀胱移行细胞

癌手术标本 45 例。组织学分级为 G1

11 例 ,G220 例 ,G314 例。年龄 27～84

岁 ,平均 57.8 岁。10 例正常膀胱粘膜

取自前列腺增生症患者。标本石蜡切片

应用免疫组化 ABC 法检测 TβR Ⅰ和

TβR Ⅱ表达情况。以正常皮肤基底细胞

作为二者的阳性对照 ,用 PBS 代替一抗

作为阴性对照。TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ阳性表

现为胞膜及胞浆染成棕黄色 ,按着色与

否分为阳性及阴性。采用 SPSS10.0 统

计软件进行统计学分析。

2 　结果

　　正常膀胱粘膜 TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ染色

均阳性 ,膀胱移行细

胞癌 中 TβR Ⅰ和

TβR Ⅱ表达阳性率

分别 为 64% ( 29/

45 ) 和 67% ( 30/

45) ,其中 G1 分别

为 91% (10/11 )和 100% (11/11 ) ,G2 分

别为 70% (14/20 ) 和 65% (13/20 ) ,G3

分别为 36% (5/14 ) 和 43% (6/14 ) 。随

着膀胱移行细胞癌组织学分级的增高 ,

TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ表达阳性率呈逐渐降低

趋势 ,统计学具有显著性意义 ( TβR Ⅰ,

χ2 =8.482, P <0.05;T βR Ⅱ,χ2 =8.

894, P <0.05 ) 。

3 　讨 　论

　　TGFβ通过其受体信号传导途径对

人和动物多种类型上皮细胞及其所发生

的肿瘤表现为抑制作用 ,其中包括膀胱

移行细胞癌。但 TGFβ的功能取决于其

受体 TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ,二者在 TGFβ信

号传导中都是必需的 ,任何一种受体表

达缺失都会失去对 TGFβ反应的敏感

性。本实验显示 ,膀胱移行细胞癌中

TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ表达阳性率随组织学分

级增高而逐渐降低 ,并均有显著性意义 ,

提示 TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ缺失而逃逸 TGFβ

的抑制作用 ,可能在膀胱移行细胞癌恶

性转化过程中发挥重要作用。由于肿瘤

分级为判断膀胱移行细胞癌预后的一个

重要指标 ,因此 TβR Ⅰ和 TβR Ⅱ表达与

否在临床上有助于判断其预后。

(李奇明校对)
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