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负载抗原的ＤＣ与ＣＩＫ共培养对肝癌细胞的杀伤作用
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　　【摘要】　目的　探讨负载抗原的树突状细胞（ＤＣ）与杀伤细胞（ＣＩＫ）细胞共培养对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖和凋

亡的影响。方法　采用粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）、重组人白细胞介素４（ＩＬ４）、肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）诱导健康自愿者外周血中的贴壁细胞产生成熟树突状细胞（ＤＣｓ），并用 ＨｅｐＧ２细胞裂解产物将其致敏。

用ＣＤ３单抗、干扰素γ（ＩＦＮγ）、白细胞介素２（ＩＬ２）诱导悬浮细胞产生细胞因子激活的ＣＩＫ细胞。采用流式细胞

术检测ＤＣ、ＣＩＫ细胞的表型和肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡，利用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂检测肝癌 ＨｅｐＧ２细

胞的增殖。结果　与未负载抗原的ＤＣＣＩＫ比较，负载抗原的ＤＣＣＩＫ表面分子表达增高，对 ＨｅｐＧ２细胞增殖活

力抑制作用更明显，同时诱导癌细胞凋亡能力更强。结论　负载抗原的ＤＣ细胞能显著提高ＣＩＫ细胞的抗癌效应。
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　　肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，在肿瘤相关性病死中位居

第２，仅次于肺癌。肝癌恶性程度高，进展迅速，易发生浸润和

转移。手术根治性切除率低，复发率较高。肝癌患者免疫功能

低下，导致放化疗效果不理想。因此，为提高肝癌疗效，综合治

疗是其重要措施之一。近年来，细胞免疫治疗已广泛运用于恶

性肿瘤的治疗，并取得了较好的疗效［１］。其中杀伤细胞（ＣＩＫ）

被认为是目前增殖和杀伤能力最强的一种新型免疫效应细胞。

树突状细胞（ＤＣ）是目前发现的功能最强大的抗原呈递细胞，

它能摄取并处理抗原，激活初始型Ｔ细胞。因此，将负载了抗

原的ＤＣ与ＣＩＫ细胞共培养能增强ＣＩＫ细胞的抗肿瘤活性。

本研究将负载了肝癌特异性抗原的ＤＣ与ＣＩＫ细胞共培养，从

免疫表型、抗瘤活性及细胞凋亡等方面探讨负载抗原的 ＤＣ

ＣＩＫ细胞对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作用，为肝癌的综合治疗

提供新的治疗方案。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　ＤＣ和ＣＩＫ细胞取自健康自愿者的外周血，

ＨｅｐＧ２肝癌细胞株由第三军医大学复合伤研究所提供。

１．２　仪器与试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ

公司；人淋巴细胞分离液为 ＴＢＳ产品；粒细胞巨噬细胞集落

刺激因子（ＲＨＧＭＣＳＦ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）、干扰素γ

（ＩＦＮγ）、白细胞介素２（ＩＬ２）和白细胞介素４（ＩＬ４）购自厦门

特宝生物工程股份有限公司；ＣＤ３单克隆抗体（ＣＤ３ＭｃＡｂ）购

自深圳达科为生物有限公司；ＦＩＴＣ标记的ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ５６、

ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６和主要组织相容性复合体Ⅱ（ＭＨＣⅡ）单克

隆抗体购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；ＩＬ２和ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＡ试

剂盒购自博士德生物公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日本株式会社；

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ购自凯基生物。

１．３　方法

１．３．１　细胞冻融抗原的制备　常规消化离心收集对数生长期

的 ＨｅｐＧ２细胞，ＰＢＳ冲洗３遍后，再用ＰＢＳ稀释将浓度调整

至１×１０８／ｍＬ，制成细胞悬液。置于－８０℃冰冻，然后３７℃

融解，如此反复冻融３次，再于冰浴中超声波破碎，离心（５００

ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），收集上清液，过滤除菌，置－８０℃备用。

１．３．２　ＤＣ和ＣＩＫ细胞的诱导培养和共培养　选取健康自愿

者的外周血，经血细胞分离机和淋巴细胞分离液梯度离心法分

离纯化单个核细胞。采用含１０％ ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基

将细胞浓度调整为５×１０６／ｍＬ，加入６孔板中，于３７℃，５％

ＣＯ２ 培养箱培养２ｈ。收集培养上清液中的悬浮细胞作为诱导

ＣＩＫ细胞备用。使用含有１０００Ｕ／ｍＬＣＭＣＳＦ、５００Ｕ／ｍＬ

ＩＬ４、５００Ｕ／ｍＬＴＮＦα以及１０％ ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基

继续培养贴壁细胞。每３天换１次溶液，在第４天向一部分ＤＣ

培养液中按１００μＬ／ｍＬ加入冻融抗原，诱导至第７天收获成熟

树突状细胞（ＤＣｓ）。将收集的悬浮细胞密度调整至２×１０６／ｍＬ

加入６孔板中，采用含５０ｎｇ／ｍＬ抗ＣＤ３单抗、２０００Ｕ／ｍＬＩＦＮ
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γ、１０００Ｕ／ｍＬＩＬ２以及１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基继续培

养。每３天换１次培养液，诱导至第１４天收获ＣＩＫ细胞。将收

获的负载抗原和未负载抗原的ＤＣ分别与ＣＩＫ细胞共培养（ＤＣ

∶ＣＩＫ＝１∶１０），应用ＣＩＫ培养液，分别命名为ＡｇＤＣＣＩＫ和

ＤＣＣＩＫ。共培养４ｄ后，收集细胞备用。

１．３．３　流式细胞术鉴定ＤＣ和ＣＩＫ细胞的免疫表型　共培养

４ｄ的ＤＣ以及ＣＩＫ细胞，用ＰＢＳ将细胞密度调整至１×１０６／

ｍＬ，分别加入相应的抗体，混匀后在室温下避光孵育３０ｍｉｎ，

再用ＰＢＳ洗涤３遍，加入１％多聚甲醛固定。采用流式细胞仪

检测ＤＣ表型（ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＭＨＣⅡ）和ＣＩＫ表型（ＣＤ３、

ＣＤ８、ＣＤ５６）。

１．３．４　ＣＣＫ８检测共培养细胞对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作

用　将处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞以１×１０
４ 个／孔接种于

９６孔板中，培养１２ｈ细胞贴壁后，将ＤＣＣＩＫ细胞或 ＡｇＤＣ

ＣＩＫ细胞加入 ＨｅｐＧ２培养体系中（效靶比１∶１、１０∶１、

１００∶１），继续培养２４、４８、７２、９６ｈ。在培养相应时间点后加入

１０μＬ的ＣＣＫ８试剂，３７℃孵育２ｈ，在酶标仪上４９０ｎｍ处比

色。根据公式计算细胞活力：细胞活力（％）＝Ａ４９０（处理组）／

Ａ４９０（自然生长组）×１００％。

１．３．５　流式细胞术检测肝癌细胞凋亡　收集ＤＣＣＩＫ细胞或

ＡｇＤＣＣＩＫ细胞共培养的 ＨｅｐＧ２细胞，以及自然生长的

ＨｅｐＧ２细胞，ＰＢＳ充分洗涤后，用２５０μＬ结合缓冲液悬浮细

胞，并调整细胞浓度为１×１０４ 个／毫升，取１００μＬ置于５ｍＬ

流式管中，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ，混匀后于

室温避光孵育１５ｍｉｎ，在反应管中加４００μＬＰＢＳ，置流式细胞

仪检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件，进行独立变量狋检

验和单因素方差分析，数据以狓±狊表示，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＤＣ与ＡｇＤＣ的免疫学表型比较　在ＤＣ诱导培养７ｄ

后，收集ＤＣ和ＡｇＤＣ，采用流式细胞术检测ＤＣ表面标志物

ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＭＨＣⅡ。ＤＣ分别为（２４．１３±２．３１）％、

（１８．７７±０．６３）％、（３３．９９±１．５３）％、（３２．０２±２．３）％，而 Ａｇ

ＤＣ分别为（４２．４２±２．２７）％、（３６．０８±２．１０）％、（３６．６６±

２．１０）％、（４２．３９±２．５５）％。因此，结果显示ＤＣ负载抗原后，

表面标志物的表达均有上升，且２组间 ＣＤ８０、ＣＤ８３以及

ＭＨＣⅡ比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　与ＤＣ或ＡｇＤＣ共培养后ＣＩＫ细胞的免疫学表型比较

　在ＤＣＣＩＫ和ＡｇＤＣＣＩＫ共培养４ｄ后，收集２组ＣＩＫ细

胞，采用流式细胞术进行表型检测。ＤＣＣＩＫ组的ＣＩＫ细胞

ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞分别为（２５．７９±１．７０）％、

（８．９４±０．６３）％，而 ＡｇＤＣＣＩＫ 组 的 ＣＩＫ 细 胞 分 别 为

（３２．４８±１．００）％、（１３．９７±１．２５）％。该结果提示，负载抗原

的ＤＣ比未负载抗原的 ＤＣ更能提高 ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＩＫ 和

ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＩＫ的百分率。见表２。

表１　２组ＤＣ诱导７ｄ的免疫学表型结果比较（狓±狊，％）

组别 ＣＤ８０ ＣＤ８３ ＣＤ８６ ＭＨＣⅡ

ＤＣ组 ２４．１３±２．３１ １８．７７±０．６３ ３３．９９±１．５３ ３２．０２±２．３０

ＡｇＤＣ组 ４２．４２±２．２７ ３６．０８±２．１０ ３６．６６±２．１０ ４２．３９±２．５５

　　注：与ＤＣ组比较，犘＜０．０５。

２．３　共培养细胞对肝癌ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作用　将ＤＣＣＩＫ

或ＡｇＤＣＣＩＫ按效靶比分别为１∶１、１０∶１、１００∶１与肝癌细

胞 ＨｅｐＧ２共培养，采用ＣＣＫ８试剂检测２组共培养细胞对肝

癌细胞增殖活力的杀伤作用。当效靶比为１∶１时，无论作用

多长时间，２组的 ＨｅｐＧ２细胞增殖活力下降均不明显。当效

靶比为１０∶１时，２组共培养细胞在４８ｈ出现杀伤作用，随着

作用时间延长，ＨｅｐＧ２细胞增殖活力下降越明显，且 ＡｇＤＣ

ＣＩＫ组的细胞活力明显低于ＤＣＣＩＫ组。当效靶比在１００∶１

时，共培养细胞的杀伤作用更强，ＡｇＤＣＣＩＫ组在２４ｈ就使

ＨｅｐＧ２细胞增殖活力下降至（８１．８±４．６７）％，当作用时间至

９６ｈ，ＤＣＣＩＫ 组的 ＨｅｐＧ２细胞活力显著降低至（４２．２３±

３．０１）％，甚至在 ＡｇＤＣＣＩＫ组仅为（１９．１４±２．０６）％。该结

果显示，效靶比在１∶１到１００∶１范围内时，共培养细胞对肝

癌 ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作用与效靶比呈正相关，且具有时间依

赖性，并且ＡｇＤＣＣＩＫ细胞抗癌作用明显优于ＤＣＣＩＫ组。

表２　２组ＣＩＫ细胞共培养４ｄ的免疫学表型

　　　结果比较（狓±狊，％）

组别 ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

ＤＣ组 ２５．７９±１．７０ ８．９４±０．６３

ＡｇＤＣ组 ３２．４８±１．００ １３．９７±１．２５

　　注：与ＤＣ组比较，犘＜０．０５。

２．４　共培养细胞诱导肝癌细胞凋亡　收集与ＤＣＣＩＫ细胞和

ＡｇＤＣＣＩＫ细胞共培养４８ｈ和７２ｈ的 ＨｅｐＧ２细胞，采用流

式细胞术检测细胞凋亡情况，ＨｅｐＧ２细胞的凋亡数量随着效

靶比增大而增多，且作用７２ｈ的凋亡率高于４８ｈ，与杀伤作用

一致的是ＡｇＤＣＣＩＫ组的凋亡诱导能力强于ＤＣＣＩＫ组。由

此可见，凋亡发生与作用时间呈正相关性。见表３。

表３　共培养细胞诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡（狓±狊，％）

时间 自然生长组
ＤＣＣＩＫ组

１∶１ １０∶１ １００∶１

ＡｇＤＣＣＩＫ组

１∶１ １０∶１ １００∶１

４８ｈ ２．１３±０．４７ ２．１０±０．３０ ５．０３±０．６０ １３．３７±０．７６ ２．９０±０．５６ １０．０７±１．００△ ２７．１０±１．３９△

７２ｈ ２．２０±０．６２ ２．３７±０．４５ ９．２３±０．４７ １７．８７±１．１９ ２．９７±０．１５ １７．３７±１．１１△ ３０．０７±１．２３△

　　注：与自然生长组比较，犘＜０．０５；与ＤＣＣＩＫ组比较，△犘＜０．０５。

３　讨　　论

针对肝癌居高不下的发病率和病死率，各种新型的治疗策

略正在迅速的被研究。其中生物免疫治疗显示了较好的前景。

肝癌的生物免疫治疗包括采用阻断信号转导的药物、单克隆抗

体、细胞因子治疗以及细胞免疫治疗等。目前，细胞免疫治疗

因能较大提高治疗率、生存率和降低复发率而受到研究者的关

注。ＣＩＫ细胞是人外周血单核细胞在体外由多种细胞因子诱

导培养而获得的一种异质细胞群，它不但有Ｔ淋巴细胞的抗

肿瘤特性，还有ＮＫ细胞的非主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）

限制性肿瘤杀伤功能，其主要效应细胞为ＣＤ３＋和ＣＤ５６＋淋

巴细胞。大量研究报道显示ＣＩＫ对多种恶性肿瘤具有较好的

抗瘤效果，如肺癌胃癌、乳腺癌等［２３］。ＤＣ由骨髓进入外周血

再分布到全身各处，仅占单核细胞的１％，但它是功能最显著

的抗原呈递细胞，在体外可通过多种细胞因子诱导而成。ＤＣ

最主要的特点是能够刺激初始型Ｔ细胞活化和增殖，将ＤＣ和

ＣＩＫ共培养能有效提高ＣＩＫ的抗瘤疗效。因此，采用ＤＣＣＩＫ
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细胞联合治疗恶性肿瘤已成为当今细胞免疫治疗的热点［４］。

本组采用ＤＣＣＩＫ细胞在体外作用于肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，效靶

比在１００∶１时显示强大的抗瘤作用，其随时间延长而增强，并

持续到９６ｈ。

ＤＣ除能刺激初始型Ｔ细胞活化增殖外，还能把抗原有效

呈递给Ｔ细胞，使Ｔ细胞对抗原蛋白酶致敏，从而杀灭肿瘤细

胞。因此，负载有特异性的抗原ＤＣ瘤苗已运用于临床，该瘤

苗作为强有力的宿主免疫刺激物，具有超强的免疫应答激发功

能，能特异性地杀灭肿瘤细胞，提高治疗效果并无明显不良反

应。根据 ＤＣ瘤苗的特点，有研究者将负载有抗原的 ＤＣ与

ＣＩＫ共培养，以此提高ＣＩＫ的抗瘤能力
［５］。其中，因肿瘤细胞

总蛋白中含有极其丰富的 ＭＨＣ抗原表位等成分，有不少学者

使ＤＣ负载肿瘤细胞总蛋白制成的抗原，同样提高了ＣＩＫ的抗

瘤活性。本研究也将肝癌 ＨｅｐＧ２细胞反复冻融制作的抗原负

载于ＤＣ上，ＤＣ表面的共刺激分子（ＣＤ８０和ＣＤ８３）以及 ＭＨＣ

Ⅱ的表达均高于未负载抗原的ＤＣ，表明负载了抗原的ＤＣ成

熟度更高，抗原呈递功能更强。因此ＣＩＫ与两种ＤＣ共培养后，

用于ＨｅｐＧ２细胞的增殖实验中，负载抗原组的抗瘤作用明显强

于未负载抗原组，且效靶比在１０∶１和１００∶１时差异有统计学

意义（犘＜０．０５），此种差异随着作用时间延长而逐渐明显。

ＣＩＫ具有Ｔ淋巴细胞和 ＮＫ细胞的抗瘤作用，其主要作

用机制在于分泌的穿孔素和颗粒酶等能直接杀伤靶细胞。此

外，ＣＩＫ细胞活化后能分泌多种细胞因子，如ＩＬ２、ＩＬ６、ＧＭ

ＣＳＦ、ＴＮＦα和ＩＦＮγ等，通过调节机体免疫系统间接杀伤肿

瘤细胞［６］。众多学者提出ＣＩＫ细胞能诱导肿瘤细胞凋亡，Ｓｕｎ

等报道 ＣＩＫ 细胞能使胃癌 ＭＧＣ８０３细胞中ｐ５３、Ｃｍｙｃ和

Ｂｃｌ２的基因表达降低，Ｂａｘ升高，从而在早期诱导胃癌细胞凋

亡，晚期细胞坏死。Ｙｕ和Ｚｈａｎｇ
［７］提出ＣＩＫ细胞表达ＦａｓＬ，

通过诱导肿瘤细胞表达 Ｆａｓ致使肿瘤细胞凋亡。Ｗａｎｇ和

Ｗａｎｇ
［８］的研究显示自体ＣＩＫ细胞、自体ＤＣＣＩＫ细胞和同种

异体ＤＣＣＩＫ细胞具有诱导肿瘤细胞凋亡的抗癌能力，且同种

异体ＤＣＣＩＫ细胞作用最强。本组实验中，流式细胞术检测发

现两种ＤＣＣＩＫ细胞共培养的ＨｅｐＧ２细胞，在效靶比为１０∶１

和１００∶１时，凋亡细胞均增多，且凋亡率随效靶比增高和作用

时间延长而升高，而且负载抗原组的诱导凋亡能力明显高于未

负载抗原组。

据报道，活化的ＣＩＫ细胞分泌的细胞因子除能调节机体

免疫功能外，一部分也参与了刺激靶细胞凋亡通路活化的过

程，Ｋｏｒｎａｃｋｅｒ等发现自体ＣＩＫ能诱导１５％的白血病细胞凋

亡，而活化的ＣＩＫ能诱导３０％的靶细胞凋亡，该诱导细胞凋亡

的作用因ＣＩＫ分泌大量的ＩＦＮγ刺激肿瘤细胞黏附分子高表

达而被强化。在ＣＩＫ细胞分泌的参与激活凋亡的细胞因子

中，ＩＦＮγ和ＴＮＦα具有代表性
［９］。大量研究分析其参与激

活凋亡的过程，如ＩＦＮγ能增强ＩＦＮ调节因子１（ＩＲＦ１）在肿瘤

细胞中的表达和活化，活化的ＩＲＦ１抑制 ＮＦｋａｐｐａＢｐ６５的活

化，从而抑制Ｂｃｌ２家族中抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２、ＢｃｌＷ）的表达，

并提高凋亡蛋白（ＢＡＫ、ＢＡＸ）的水平，最后激活ｃａｓｐａｓｅ家族

蛋白，导致凋亡发生［１０］。此外，ＩＦＮγ能提高肿瘤细胞Ｆａｓ的

表达并启动Ｆａｓ／ＦａｓＬ的凋亡通路
［１１］。同样，ＴＮＦα参与凋亡

发生也与激活ＪＮＫ通路、调节Ｂｃｌ２家族蛋白水平以及活化

ｃａｓｐａｓｅ凋亡因子等相关
［１２］。结合 ＨｅｐＧ２细胞的增殖和凋

亡，本组结果显示，与未负载抗原的ＤＣ相比，负载抗原的ＤＣ

与ＣＩＫ共培养，能刺激ＣＩＫ大量增殖，提高对肝癌 ＨｅｐＧ２细

胞直接杀伤能力。

本研究采用肿瘤细胞冻融抗原负载的ＤＣＣＩＫ细胞，实现

了抗瘤效应的特异性，在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中产生了比ＤＣＣＩＫ

细胞更有效的抗瘤效果，不但降低了肿瘤细胞的增殖率，还提

高了细胞的凋亡率。为细胞免疫治疗提供新的思路，更为肝癌

的综合治疗标明了新的研究方向。
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ｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＮＦｋａｐｐａＢ，ＢＣＬ２ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓ，ａｎｄ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏｃａｓｐａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ

Ｔｈｅｒ，２０１０，９（５）：１２７４１２８５．

［１１］ＬｉＺ，ＸｕＱ．ＩＦＮｇａｍｍａｅｎｈａｎｃｅｓＨＯＳａｎｄＵ２ＯＳｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｇａｍｍａｄｅｌｔａＴｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｋｉｌｌｉｎｇ

ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＦａｓ／Ｆａｓｌｉｇａｎｄｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐ

ｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，１１（４）：４９６５０３．

［１２］ＨａｍｅｎＡ，ＴｈｉｅｍｏＨＴ，Ｌｉｍ ＨＳ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ａｎｄｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｉｍｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒ

ＴＧＦｂｅｔａａｎｄＴＮＦαｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１３，１８３０（６）：

３５８４３５９２．

（收稿日期：２０１３１１０４　　修回日期：２０１４０１１１）

·７０６１·检验医学与临床２０１４年６月第１１卷第１２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１２




