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　　摘要：目的　探讨胃癌细胞 －树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）融合疫苗激活杀伤性 Ｔ淋巴细胞

的效应特点，为胃癌的免疫治疗提供实验基础与理论依据。方法　（１）胃癌患者外周血单个核细胞

经 ＧＭＣＳＦ，ＩＬ４，ＴＮＦα诱导分化获取成熟 ＤＣ。（２）ＳＧＣ７９０１胃癌细胞 －ＤＣ经 ＰＥＧ诱导融合、

ＨＡＴ／ＨＴ筛选培养，获得纯净融合细胞。（３）混合淋巴细胞反应对融合细胞疫苗激活效应 Ｔ淋巴细

胞的增殖能力进行检测。结果　按上述方法，可获得具备典型特征的 ＤＣ及纯净的融合细胞。融合

疫苗显著刺激 Ｔ淋巴细胞增殖，与 Ｔ淋巴细胞在 １∶１效靶比时刺激能力最强，与对照组比较差异非

常显著（Ｐ＜０．０１）。结论　胃癌细胞 －ＤＣ融合疫苗具有较亲代 ＤＣ更强的刺激 Ｔ淋巴细胞增殖的

能力，可能是其发挥更强抗肿瘤生物学效应的基础。
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　　基于树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）的抗肿瘤

疫苗研究，为人们克服胃癌威胁，提高胃癌患者生

存率带来希望。ＤＣ是机体重要的专职抗原提呈细

胞，抗原递呈能否有效进行，直接关系到免疫激活

和免疫耐受的诱导。而基于 ＤＣ的抗肿瘤疫苗研

究，即试图刺激 ＤＣ，增强其抗原递呈及后续激活效

应 Ｔ淋巴细胞的能力，从而可以发挥强而有效的抗

肿瘤生物学效应。为此笔者利用细胞融合技术，将

ＤＣ与胃癌细胞进行融合，试图增强其抗原提呈及

激活效应 Ｔ淋巴细胞的活性，以杀伤胃癌细胞的能

力，实现强而有效的抗胃癌免疫应答。本研究旨在

为胃癌 ＤＣ瘤苗免疫治疗提供理论基础和实验依

据。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器

重组人粒巨细胞集落刺激因子（ｒｈＧＭＣＳＦ，Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司），ｒｈ白细胞介素 ４（ＩＬ４，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ公

司），肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ公司），

聚乙二醇（ＰＥＧ，Ｓｉｇｍａ公司），次黄嘌呤（Ｈ，Ｓｉｇｍａ公

司），氨基喋呤（Ａ，Ｓｉｇｍａ公司），胸腺嘧啶核苷（Ｔ，

Ｓｉｇｍａ公司），丝裂霉素 Ｃ（Ｐｏｔｅｎｃｙ公司 日本），３Ｈ

ＴｄＲ（中科院物理所 １ｍＣｉ／ｍｌ）。ＰＥＩｇＧ１单克隆抗

体（Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司），ＰＥＣＤ８０单克隆抗体（Ｉｍｍｕ

ｎｏｔｅｃｈ公司），ＰＥＣＤ１ａ单克隆抗体（Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公

司），ＰＥＨＬＡＤＲ单克隆抗体 （Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司），

ＦＩＴＣＩｇＧ２ｂ单克 隆 抗 体 （Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公 司），ＦＩＴＣ

ＣＤ８３单克隆抗体（Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司）。β液闪计数

仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），尼龙毛纤维（上海中福公司），

流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公司 ＵＳＡ）。

１．２　实验方法

１．２．１　ＳＧＣ７９０１ＤＣ融合疫苗的制备及检测　应

用淋巴细胞分离液分离胃癌患者外周血单个核细

胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），加入 ｒｈ

ＧＭＣＳＦ（１００ｎｇ／ｍＬ），ｒｈＩＬ４（５０ｎｇ／ｍＬ），静置培养

６ｄ，加 入 ＴＮＦα（２０ｎｇ／ｍＬ），第 ７天 收 获 ＤＣ。

ＳＧＣ７９０１胃癌细胞、ＤＣ单细胞悬液以 １０∶１比例均

匀混合，ＰＥＧ诱导融合，ＨＡＴ／ＨＴ筛选培养 ７ｄ，收

获 纯 净 融 合 细 胞 疫 苗。 按 相 同 细 胞 比 例 将

ＳＧＣ７９０１细胞、ＤＣ单纯混合培养而不诱导融合作

为对照组。在均匀纯净融合细胞悬液中 ，分别加入

ＰＥＣＤ８０直标荧光单克隆抗体、ＰＥＣＤ１ａ直标荧光

单克隆抗 体、ＰＥＨＬＡＤＲ直 标 荧 光 单 克 隆 抗 体、

ＰＥＩｇＧ１直标荧光单克隆抗体（对照）、ＦＩＴＣＣＤ８３

直标荧光单克隆抗体、ＦＩＴＣＩｇＧ２ｂ直标荧光单克隆

抗体（对照），充分震荡均匀染色，再次充分震荡并

行流式细胞仪细胞表型检测，与普通培养 ＤＣ细胞

表型检测对比分析。

１．２．２　外周血 Ｔ淋巴细胞获取　用淋巴细胞分离

液分离获取 ＰＢＭＣ，制备尼龙毛柱，１×１０８ＰＢＭＣ重

悬于 ２ｍＬＤＭＥＭ培养基中，将均匀细胞悬液装入尼

龙毛柱，关闭阀门置 ３７℃孵育 ６０ｍｉｎ。３７℃预温、

含 ２０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养基洗脱毛柱 ２次，获

取 Ｔ淋巴细胞。苔盼蓝染色检测活细胞比例。

１．２．３　融合细胞刺激效应 Ｔ淋巴细胞增殖能力检

测　调节 Ｔ淋巴细胞、融合细胞、混合培养组 ＤＣ密

度分别为 ５×１０６／ｍＬ。融合细胞及混合培养组 ＤＣ

以终 浓 度 ２５ｍｇ／Ｌ的 丝 裂 霉 素 Ｃ，３７℃ 下 孵 育

３０ｍｉｎ去除增殖能力。以梯度稀释法将融合细胞及

混合培养组 ＤＣ分别加入 ９６孔板中，使 Ｔ淋巴细胞

与融合细胞及混合培养组 ＤＣ的比例分别为１００∶１，

５０∶１，１０∶１，１∶１，每比例设 ６个复孔，静置培养

３ｄ。混合培养结束前，加入 ＤＭＥＭ稀释的３ＨＴｄＲ，

每孔实际放射比活度为 １μＣｉ，继续培养 １２ｈ，以 ＺＴ

ＩＩ型多头细胞收集器和“４９”型玻璃纤维滤纸，大量

磷酸缓冲液冲洗培养孔收集细胞，１０％三氯乙酸、

无水乙醇洗涤、固定。滤纸片以 ６０℃烘干后放入盛

有闪烁记数液的记数瓶中，用 Ｂｅｃｋｍａｎ液闪记数仪

测量每分钟记数（ｃｏｕｎｔｓｐｅｒｍｉｎｕｔｅ，ＣＰＭ）值。以空

白 Ｔ细胞孔及空白 ＤＭＥＭ培养基孔分别对照检测。

１．３　统计分析

所得数据取平均值，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）

表示。采用 ＳＰＳＳ程序进行统计分析。均数的比较

用 ｔ检验及单因素方差分析；率的比较用卡方检验

５９
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及多个独立样本比较的秩和检验。确定 Ｐ ＜０．０５

为差异显著。

２　结　果

２．１　融合细胞形态学观察及细胞表型检测

融合细胞体积较亲代细胞体积明显增大，悬浮

生长，胞浆透明，形态规则，多呈圆形，细胞边界清

晰，胞膜完整，细胞表面未见明显的毛刺样突起。

其细胞表面分子 ＣＤ８３，ＣＤ１ａ，ＣＤ８０，ＨＬＡＤＲ的

表达水平均较普通培养的 ＤＣ显著增高（均 Ｐ ＜

０．０１）（图 １，表 １）。

ＦＩＴＣ－对照 ＣＤ８３ ＰＥ－对照

ＣＤ１ａ ＣＤ８０ ＨＬＡＤＲ

图 １　融合细胞表型检测流式图

表 １　 融合细胞、普通培养 ＤＣ细胞表型表达（％，ｘ±ｓ）

分组
细胞表型

ＣＤ８３ ＣＤ１ａ ＣＤ８０ ＨＬＡＤＲ

融合细胞组 ８０．１６±１．１２ ７２．８６±２．４８ ８１．２４±２．７６ ７９．５４±１．６０

普通ＤＣ组 ７５．５４±０．７３ ６４．９４±０．５２ ６１．５６±０．２８ ６２．５０±０．６６

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　融合细胞刺激 Ｔ淋巴细胞增殖效应

融合细胞表面分子 ＣＤ８３，ＣＤ１ａ，ＣＤ８０，ＨＬＡ

ＤＲ的表达较未处理 ＤＣ明显增高；其激发后续 Ｔ淋

巴细胞增殖的能力亦有明显增强。其中融合细胞

激活 Ｔ淋巴细胞的增殖能力与空白 Ｔ淋巴细胞对

照组及混合培养 ＤＣ组比较差异非常显著（Ｐ ＜

０．０１）；混合培养 ＤＣ组激活 Ｔ淋巴细胞的增殖能力

在 １∶１，１∶１０，１∶５０比例时与空白 Ｔ淋巴细胞组

差异非常显著（Ｐ＜０．０１）（表 ２，图 ２）。

表 ２　不同效应细胞刺激Ｔ淋巴细胞增殖能力（ＣＰＭ，ｘ±ｓ）

组别
效应细胞∶Ｔ淋巴细胞

１∶１ １∶１０ １∶５０ １∶１００

融合细胞疫苗组 １５０８３±２３１ ９６０８±８３ ４２１４±１３５ ３０２０±２８

混合培养ＤＣ组 ５９７７±２７２ ３０１９±３８ ２０８６±５８ １５００±４１

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

图２　不同效应细胞刺激Ｔ淋巴细胞增殖的能力
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３　讨　论

在肿瘤生物治疗研究中，ＤＣ因其具有强大抗

原提呈及免疫激发能力而受到广泛重视；人们尝

试采用 多 种 途 径 增 强 ＤＣ功 能，制 备 抗 肿 瘤 疫

苗［１－２］。本研究将肿瘤细胞与 ＤＣ融合，试图通过

肿瘤抗原决定基因与 ＤＣ基因重组取得更强的 ＤＣ

免疫激活效果。在 ＳＧＣ７９０１胃癌细胞与 ＤＣ融合

过程中，未融合亲代细胞及相同亲代细胞融合体

被 ＨＡＴ／ＨＴ选择培养系统选择性地杀灭筛除而获

取纯净融合细胞。融合细胞具有类似于亲代 ＤＣ

的悬浮生长特性，如细胞体积明显增大、细胞表面

分枝状突起较亲代 ＤＣ明显短小且稀少、细胞数量

较亲代细胞明显减少等；反映出融合细胞具有独

特的与亲代 ＤＣ明显不同的细胞形态特征。同时

融合细胞表型表达水平较未经修饰而正常培养的

ＤＣ表型比较显著升高。表明融合细胞直接获取

到肿瘤细胞抗原信息的同时又保持了类似于亲代

ＤＣ的表面分子表达特点，但其细胞表型表达量却

较亲代 ＤＣ显著升高，从而在更多、更完整地对肿

瘤抗原进行提呈的同时，发挥较亲代 ＤＣ更强大的

刺激后续免疫反应的能力。

ＤＣ加工处理提呈肿瘤抗原信息后，通过激活

Ｔ淋巴细胞而发挥抗肿瘤细胞免疫效应。机体 Ｔ

淋巴细胞是不均一的细胞群体，根据其表面标志

和功能特点可以分为不同的细胞亚群，其中 Ｔｈ细

胞属 ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，Ｔｃ（ＣＴＬ）则属 ＣＤ８＋细胞

亚群。Ｔｃ亚群在体内以非活化的前体细胞（ｐＴｃ）

形式存在，在经过抗原激活及 ＣＤ４＋Ｔｈ细胞协同

作用下分化发育为效应 Ｔｃ细胞后通过双信号途

径发挥杀瘤作用。因此，机体内 Ｔ淋巴细胞的数

量及活性状态直接关系到机体抗肿瘤免疫反应的

强弱［３］。而修饰 ＤＣ作为抗肿瘤疫苗的目的主要

是尽可能大地增强其刺激 Ｔ淋巴细胞增殖及活性

的能力［４－５］。有 研 究［６］报 道 使 用 抗 原 基 因 转 染

ＤＣ后，可在动物体内诱发强烈的抗原特异性 ＣＤ４

＋Ｔｈ及 ＣＤ８＋ＣＴＬ产生。本实验发现融合细胞可

强烈刺激 Ｔ淋巴细胞增殖，且其刺激能力明显优

于仅与 ＳＧＣ７９０１胃癌细胞混合培养的 ＤＣ；提示通

过细胞融合来修饰 ＤＣ可以较强地增强其后续抗

肿瘤免疫激发能力，从而使融合细胞用于抗肿瘤

疫苗的研究成为可能。
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