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负载食管癌抗原肽的脐血树突状细胞诱导杀瘤活性研究
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摘要：为探讨负载酸洗脱食管癌抗原肽的脐血树突状细胞(DCs)对细胞毒T细胞(C，IL)杀伤活

性的影响，本研究采用密度梯度离心法分离脐血中的单个核细胞(CBMNC)，在重组人粒巨噬细

胞集落刺激因子(IhGM—CSF)、重组白介素(rhIL一4)及重组肿瘤坏死因子(I}l耵吓一a)的配伍作

用下，以酸洗脱食管癌抗原肽负载获得分化成熟DCs，利用CytoTox 96试剂盒检测其对特异性

CIL的诱导和体外杀伤效应的影响。结果：负载食管癌抗原肽的脐血DCs诱导的C1L对酸洗

前食管癌细胞株T．Tn的杀伤率达(78．5±9．5)％，显著高于酸洗后组和各对照组(P<0．05)，而

对无关肿瘤细胞株Hep2无显著杀伤作用(P<0．05)。结论：负载食管癌抗原肽的脐血DCs体

外可诱导C】阻产生特异性杀伤效应。本研究为食管癌的免疫治疗提供了新的有效途经。
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Abstract：The co耐blood mon伽ucleaur ceus(CBMNCs)wer；e Separated by denSi哆铲adient centrifhgation

and cultured iIl pres朗ce of dev鲫t cytokines(rhGM—CSF，I壬1几一4 a11d rhTNF—a)to g朗嘲te DCs jn or—

der t0 explore the killing effect of CⅡ．induced by hl】maIl coId blood den越tic cells(Dcs)loaded widl

IIlild acid—eluted peptides 0f esophageal carcin0Ⅱla cells on cytoto)【icity of T 1)，ITlphocytc．The specific

CrIJs were induced by DCs 10aded埘山rIlild acid—eluned peptides of esophageal carcino眦ceU l曲e T．

Tn．1he kiUiIlg e雎ct of CⅡs on T．Tn．tar萨t ceUs was identified by CytoTo)【96 assay in们廿D．111e C1h

induced by DCs loadod wi山aIltigen peptides exhibit si印ificallt kiuing activit)r to T．Tn cells before IIlild

acid—eluted(78．5±9．5)％咖p盟觅t0 the ceUs心erⅡlild acid—eluted(P<O．05)．It is higller thall
Hep2 ceU lille a11d t}le contIDls(P<0．05)．1he specific kiuing activity of CⅡ鼻stimulated by cord

bIood DCS loaded俩山锄tigen peptides can be induced．It pm、rides a potent nlethod to the iIllmLulothempy

of esophageal c锄in伽【】a．

1【ey words：den矗tic ceus；esophageal carcin伽m；cytmoxic T 1)啪phoc)惋；cord blood

肿瘤生物治疗是近年来出现的肿瘤治疗新方

法，代表当今肿瘤治疗的发展趋势。树突状细胞

(den出“c cells，DCs)是功能最强大的”专职”抗原

提呈细胞(antigen presenting cells，APCs)，具有独特

的抗原提呈和激发功能。作为免疫反应的核心，

在激活T淋巴细胞产生抗肿瘤免疫过程中发挥关

键作用，以DCs为中心的过继免疫是肿瘤生物治

疗的研究热点之一fl|。目前，食管癌的生物治疗
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也进行了积极的探索，但仍无法解决特异性抗原

和足量免疫细胞来源的问题[2J。脐血中富含可诱

导为Dcs的前体细胞，且获取方便。我们用脐血

来源DCs负载酸洗脱食管癌细胞表面的抗原肽，

体外诱导患者自身T淋巴细胞成为抗原特异性

CIL，并研究其对食管癌细胞株的杀伤效应。

1材料与方法

1．1材料

人食管癌T．Tn和人肝癌细胞株HepG2细胞

株购自上海市肿瘤研究所，脐血来自我校附属医

院产科，重组人粒巨噬细胞集落刺激因子(出GM—

CSF)、重组白介素一4(r}llL一4)、重组肿瘤坏死因

子(rhn限)为美国Pepr01‰h公司产品，Cytotox96

试剂盒购自北京Prome辨生物技术有限公司。

1．2方法

1)食管癌抗原肽的制备：收集培养中对数生

长期的T．Tn细胞，用pH 3．3的柠檬酸洗脱液作用

50s，然后1000 r／删n，5min离心后小心收集上清

液，置一80℃冻存备用。酸洗后的细胞立即以RP—

MI 1640培养基洗涤3遍，并继续培养，每24h重复

洗脱1次，每次保证所收集的细胞在1x109／L以

上。以上所得酸洗液先经SepPakl8去盐柱去盐，

再经Cen啊con一3超离获得食管癌抗原肽。

2)负载食管癌抗原肽脐血Dcs的制备：选择

健康、足月的孕妇，在胎儿娩出后立即采集脐血50

。100·nL／份。用淋巴细胞分离液分离出脐血单

个核细胞(cBMNC)后，以2×106个细胞／孔接种

于培养板。用含150 mL／L胎牛血清的RPMI 1640

培养液培养2 h后，在贴壁细胞中加入rhGM—CSF

2000 u／mL和rhIL一4 500 u／mL，置于37℃体积分

数为5％CO，的饱和湿度培养箱中培养。每3d

半量换液，同时补充上述细胞因子(剂量如上)，诱

导Dcs生成。在培养7d后，每天加入rh，IT吓一a

】00 U／nlL诱导DCs成熟。在培养lOd的DCs中，

每孔加入弱酸洗脱食管癌抗原肽0．1 mL，至第12

～14d收集已负载食管癌抗原肽的脐血Dcs。

3)负载食管癌抗原肽的脐血DCs诱导细胞毒

性T细胞：采集食管癌患者外周血，常规分离外周

血单个核细胞(PBMNc)，尼龙棉柱法获得混合T

淋巴细胞。96孔培养板每孔加人致敏DCs 5×103

个，按效靶比为1：lO、1：50和1：100的比例加入T

细胞，每种条件设3个复孔，并设单纯效应细胞为

对照。分别以负载食管癌抗原肽脐血Dcs诱导的

抗原特异性CTL、食管癌抗原肽直接诱导的T淋巴

细胞及未经抗原诱导的T细胞作为效应细胞，以

酸洗前后T．Tn、Hep2为靶细胞，效靶比分别在

12．5：1、25：l、50：1采用Cyt01'ox 96试剂盒进行细

胞毒性实验。杀伤活性(％)=(实验孔A值一效

应细胞孔自发释放A值一靶细胞自发释放A值)／

(靶细胞最大释放A值一靶细胞自发释放A值)×

100％，统计学处理数据以meaJl±sD表示，采用

SPSS软件进行t检验分析。

2结果

各个效靶比均显示，负载食管癌酸洗抗原肽

·的脐血DCs可诱导食管癌特异性CⅡ，对酸洗前

T．Tn有强大的杀伤作用，而对酸洗后T．Tn和无关

肿瘤细胞HepG2的杀伤活性则显著降低(P<

0．05)；与单纯负载食管癌抗原肽T细胞相比有非

常显著差异(P<O．05)。未经DCs诱导的T细胞

对T．Tn无显著杀伤作用，与无关肿瘤HepG2类似

(P>0．05)。

表1致敏脐血Dcs诱导的特异性C几对T．Tn的杀伤作用(％)

1曲．1 KilliIIg e脑ct of司peIci丘c咖虹d锣T Iympllocyte删uoed by删Ved I)Cs伽T．n ceIl
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3讨论 4结论

肿瘤生物治疗的关键是激活机体的免疫系统

来清除肿瘤细胞，而如何诱导产生足量的肿瘤特异

性CIL是其核心问题。目前食管癌特异性抗原尚

难获取，但有研究表明，T淋巴细胞的激活是通过识

别肿瘤细胞或艘表面结合于AⅡ{C—I类分子的
抗原肽旧J。因此，提取这种抗原肽诱导产生肿瘤特

异性CTL，可以实现对肿瘤的特异性免疫HJ。微酸

洗涤法可以单纯地把该多肽分离出来，而对与删C
一Ⅱ和其他非MHC结合的抗原无影响，也不会引起

多肽结构改变，使酸洗物成分相对单一【5J。因此，以

微酸洗涤T．，Bl细胞方法获取食管癌抗原能够保留

其特异性。我们实验中C1L对酸洗前后的T．，Bl杀

伤作用的对比也符合此观点。

DCs是体内功能最强大的APC，具有独特的抗

原提呈和免疫激发功能，因此DCs在肿瘤的发生、

发展和免疫治疗中发挥着重要的作用№J。肿瘤抗

原不被DCs提呈就不能有效地诱导出抗瘤免疫；

肿瘤组织中的DCs分布量与肿瘤的疗效和预后密

切相关。然而，在肿瘤患者体内，由于自体Dcs数

量有限、局部调节DCs的活性物质不足以及肿瘤

细胞分泌抑制性细胞因子等原因，致使DCs抗原

提呈能力十分有限[7I。因此，如何获得足量DCs

在体外进行诱导、扩增，并负载相应的肿瘤抗原，

然后再回输体内，是肿瘤过继免疫治疗的关键步

骤，这也是当前研究的热点。脐血中造血干细胞

含量丰富，加入相应细胞因子诱导分化后，Dcs获

得率较其他来源高；且脐血来源广泛、采集容易、

费用低廉、供需双方无痛苦、移植物抗宿主发生率

低，因此在自体DCs数量不足以进行有效治疗时，

可考虑采用脐血Dcs【8i。我们用食管癌抗原肽负

载脐血DCs后诱导食管癌特异性CrIL，结果显示其

对食管癌T．Tn细胞株的杀伤率可高达78．5％，提

示脐血DCs可有效地捕获、提呈食管癌抗原并诱

导出食管癌抗原特异性CTL，产生高效的抗食管癌

效应；实验同时显示该特异性CTL对其他类型的

肿瘤细胞株HepG2无显著杀伤作用，提示对食管

癌具有高度特异性。这对临床食管癌疫苗的应用

提供了一个思路。另外，实验结果显示，单纯食管

癌特异性抗原肽未经DCs提呈而直接刺激T淋巴

细胞，其诱导的T淋巴细胞对T．Tn无显著杀伤作

用，且与未经抗原诱导的T淋巴细胞对T．Tn以及

无关肿瘤细胞HepG2的杀伤作用相似，说明未经

DCs提呈抗原就不能诱导出有效的肿瘤特异性

CTL而发挥抗瘤效应，充分显示了Dcs在抗瘤免

疫反应中的重要地位和广阔的应用前景。

1)本研究采用弱酸洗脱法获得了特异性的食

管癌抗原肽，解决了食管癌抗原获取难的实际问

题，使食管癌生物治疗得以有效启动。

2)肿瘤患者体内DCs数量有限，且功能受到

抑制。本研究采用脐血来源Dcs，具有得率高、费

用低、痛苦小等特点。为食管癌的生物治疗提供

了稳定的细胞来源。

3)由负载食管癌抗原肽的脐血DCs诱导的特

异性CIL对食管癌细胞株T．Tn显示出高效的杀

伤作用，充分证明了本研究方法的科学性和有效

性，有望为食管癌的免疫治疗开辟一条新的途径。

4)本研究由于样本量较少，尚需进一步研究

论证并逐步降低费用，为早日应用于I|缶床作必要

的准备。
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