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Ｍ蛋白致敏树突状细胞诱导的抗骨髓瘤细胞效应
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（南京医科大学附属淮安第一人民医院血液科，淮安２２３３００）

［摘要］　目的：探讨 Ｍ蛋白致敏树突状细胞（ＤＣ）诱导激活的自体 Ｔ细胞对骨髓瘤细胞特异性免疫杀伤效应。方法：取多

发性骨髓瘤（ＭＭ）患者外周血单核细胞经ＧＭＣＳＦ、ＩＬ４和ＴＮＦα体外联合诱导生成ＤＣ，用ＤＥＡＥ纤维素提取法自 ＭＭ 患

者血清中分离、纯化 Ｍ蛋白。以 Ｍ蛋白冲击致敏ＤＣ（同时设未致敏的ＤＣ为对照），流式细胞术分析 ＤＣ免疫表型，并与自体

Ｔ淋巴细胞进行混合淋巴细胞反应。５１Ｃｒ释放法测定Ｔ细胞对不同靶细胞（患者骨髓瘤细胞、Ｕ２６６细胞）的杀伤活性。结果：

经 Ｍ蛋白致敏的ＤＣ激发自体Ｔ细胞增殖的能力明显强于未致敏的ＤＣ（Ｐ＜０．０５）；同时负载 Ｍ蛋白ＤＣ激活的 Ｔ细胞杀伤

活性也明显强于对照组（Ｐ＜０．０１），而两组Ｔ细胞对Ｕ２６６细胞均无明显杀伤活性。结论：Ｍ 蛋白致敏ＤＣ能有效诱导自体

Ｔ细胞对骨髓瘤细胞的特异性杀伤作用。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是浆细
胞恶性增殖性疾病。大剂量化疗加造血干细胞移植
虽可延长 ＭＭ患者的无病生存期，但都不能有效阻
止疾病的复发［１］。为此，新的治疗方法有待探索。
树突状细胞（ＤＣ）是目前已知功能最强的专职抗原
提呈细胞，在抗肿瘤免疫反应中具有非常重要的作
用，许多实验显示［２，３］，负载有肿瘤抗原的ＤＣ能有
效地诱导抗肿瘤免疫反应，以ＤＣ为中心的免疫治
疗是肿瘤生物学治疗的主要方向之一。本实验将

ＭＭ患者血清中的 Ｍ 蛋白在体外与自体ＤＣ共同
培养，研究其介导的特异性抗骨髓瘤效应，为制备这
种新的抗骨髓瘤ＤＣ疫苗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　标本　１２例 ＭＭ患者均为我院血液科住院患
者，其中男５例，女７例，平均年龄５２．５（３６～６８）

岁，诊断标准参照文献［４］，且符合下列条件：（１）骨髓
中浆细胞＞２０％；（２）血清中有大量 Ｍ 蛋白（ＩｇＧ＞
３５ｇ／Ｌ、ＩｇＡ＞２０ｇ／Ｌ）。按免疫球蛋白分型ＩｇＧ型

９例，ＩｇＡ型３例。临床分期ⅢＡ期８例，ⅢＢ期４
例。所有患者均签署知情同意书。

１．２　细胞株、试剂及仪器　骨髓瘤细胞株 Ｕ２６６细
胞由苏州大学医学院血液研究所提供并传代培养。

ｒｈＧＭＣＳＦ、ｒｈＩＬ２、ｒｈＩＬ３、ｒｈＩＬ４、ｒｈＩＬ６、ｒｈＴ
ＮＦα购自邦定生物公司；ＣＤ１ａＰＥ、抗ＣＤ１４ＦＩＴＣ、
抗ＣＤ８６ＦＩＴＣ和抗 ＨＬＡＤＲＦＩＴＣｍＡｂ为 Ｂｕｒ
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ｌｉｎｇａｍｅ公司产品；抗 ＣＤ３ＦＩＴＣ，抗 ＣＤ４ＰＥ，抗

ＣＤ８ＰＥｍＡｂ为Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司产品；Ｎａ２５１ＣｒＯ４
为Ａｍｅｒｓｈａｎ公司产品；［３Ｈ］ＴｄＲ（中科院上海核
技术公司）；淋巴细胞分离液 （Ｆｉｃｏｌｌ相对密度

１．０７７）为上海生物有限公司产品；完全培养基包括

ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司产品）、胎牛血清、２ｍｍｏｌ／

Ｌ谷氨酰胺、１×１０５ Ｕ／Ｌ青霉素、１００ｇ／Ｌ链霉素；
液闪 仪 为 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ 公 司 （美 国）产 品；

ＢＢ５０６０／ＢＢ１６ＣＯ２孵箱 （Ｈｅｒａｅｕｓ），流式细胞仪
（ＥＰＩＣＳＸＬ型 ）为Ｃｏｕｌｔｅｒ公司产品。

１．３　Ｍ蛋白的分离、纯化及检测　取 ＭＭ 初诊患
者外周血，静置凝固收集血清，通过紫外分光光度仪
检测 Ｍ蛋白浓度，用ＤＥＡＥ纤维素提取法分离、纯
化 Ｍ蛋白。具体方法参照文献［５］。用蛋白电泳法
检测 Ｍ蛋白纯度。

１．４　靶细胞制备［６］　经骨髓穿刺抽取初诊 ＭＭ 患
者骨髓细胞，用淋巴细胞分离液分离出单个核细胞
（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＭＮＣ），调整细胞密度为２×
１０６／ｍｌ，放置含２０％小牛血清、ＩＬ２、ＩＬ３、ＩＬ６及

ＴＮＦα（终浓度均为２００Ｕ／ｍｌ）的ＲＰＭＩ１６４０液中，

３７℃培养并收集骨髓瘤细胞（悬浮细胞）作靶细胞。

－８０℃下保存。

１．５　效应细胞制备　采集 ＭＭ 患者缓解期外周
血，用Ｆｉｃｏｌｌ分离获得 ＭＮＣ，用ＲＰＭＩ１６４０洗涤２
次，用含１０％小牛血清（ＦＣＳ）的ＲＰＭＩ１６４０制成密
度为１×１０６／ｍｌ细胞悬液，加入１２孔培养板中，在

５％ＣＯ２、３７℃条件下培养２ｈ，调整洗出的悬浮细胞
密度至５×１０７／ｍｌ，与绵羊红细胞（ＳＲＢＣ，经１０ｇ／Ｌ
ＡＥＴ处理１ｈ）按１１００混合，在３７℃、５％ＣＯ２条
件下培养１ｈ，轻轻加在Ｆｉｃｏｌｌ上离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ），取ＳＲＢＣ层细胞洗涤收获Ｔ细胞并行流式
细胞仪分析ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８免疫表型，－８０℃下保
存。

１．６　ＤＣ的培养、鉴定及致敏　取 ＭＭ患者缓解期
外周血，经Ｆｉｃｏｌｌ离心（２０℃，１５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），
取界面层细胞，置５０ｍｌ离心管中，用生理盐水悬浮
细胞，离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）２次，用含体积分
数为１０％的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基悬
浮细胞，加入９孔培养板，每孔２．０×１０６／ｍｌ，３７℃、

５％ＣＯ２培养箱孵育２ｈ，洗弃培养上清，用预热的完
全培养基轻洗培养板，去除非贴壁细胞即获贴壁的
单核细胞，每孔加入完全培养基、ｒｈＧＭＣＳＦ（２００
Ｕ／ｍｌ）、ｒｈＩＬ４（５０Ｕ／ｍｌ），每２ｄ半量换培养液１
次，同时补充细胞因子，光镜下观察细胞形态。于第

６天取等量细胞（５×１０５／ｍｌ，１００μｌ／孔）分成两组，

Ｍ蛋白致敏组加入 Ｍ蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ，５０μｌ），未致
敏组加入免疫球蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ，５０μｌ），两组均同
时加入ＴＮＦα（１００Ｕ／ｍｌ），继续培养３ｄ，应用流式
细胞仪检测ＤＣ的特异性表面标志［６］ＣＤ１ａ、ＣＤ１４、

ＨＬＡＤＲ及共刺激分子ＣＤ８６。

１．７　负载抗原ＤＣ的混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）　
取培养９ｄ的ＤＣ，加入丝裂霉素２５μｇ／ｍｌ，入培养
箱灭活４５ｍｉｎ，洗涤计数，用含１０％ＦＣＳ的１６４０液
调整细胞密度为１×１０５／ｍｌ，取１００μｌ分别加入冷
冻复苏的Ｔ细胞（ＤＣ与 Ｔ细胞之比为１５０，１

１０），于含ＩＬ２３０ｋＵ／Ｌ的１０％ＦＣＳＲＰＭＩ１６４０培
养于９６孔板。终止培养前１６～１８ｈ，每孔掺入
［３Ｈ］ＴｄＲ３１７×１０４Ｂｑ，再培养１８ｈ，收集洗涤细
胞，作液闪计数。按以下公式计算刺激指数（ＳＩ）：

ＳＩ＝（实验组ｃｐｍ值－本底ｃｐｍ值）／（空白对照组

ｃｐｍ值－本底ｃｐｍ值）。空白对照为３０ｋＵ／ＬＩＬ２
培养的Ｔ细胞。

１．８　Ｔ细胞对靶细胞杀伤活性的检测　冻存的自
体骨髓细胞复苏后在含有１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中培养２４ｈ，用Ｆｉｃｏｌｌ分离
液去除死细胞，再用ＲＰＭＩ１６４０完全培养液调整细
胞密度为２×１０８／Ｌ作为靶细胞用，经负载 Ｍ 蛋白
的ＤＣ激活的Ｔ细胞为效应细胞（Ｍ 蛋白致敏组），
对照组以负载免疫球蛋白的ＤＣ激活的Ｔ细胞为效
应细胞（未致敏组），用Ｎａ２５１ＣｒＯ４标记靶细胞（骨髓
瘤细胞和Ｕ２２６细胞）１ｈ，采用１００１、５０１、２０

１、１０１不同的效靶比，用５１Ｃｒ４ｈ释放法检测Ｔ细
胞杀 伤 活 性。杀 伤 活 性 （％）＝ （ｃｐｍ实验孔 －
ｃｐｍ自然释放孔）／（ｃｐｍ最大释放孔－ｃｐｍ自然释放孔）×１００％。

１．９　统计学处理　结果用珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ
１０．０软件进行配对ｔ检验或方差分析。

２　结　果

２．１　Ｍ蛋白的浓度、纯度　１２例 ＭＭ 患者中，９例

ＩｇＧ型 Ｍ蛋白浓度为（４５．５±５．４）ｇ／Ｌ，３例ＩｇＡ型

Ｍ 蛋白浓度分别为２８．７、３８．５、４１．２ｇ／Ｌ，经ＤＥＡＥ
纤维素提取法可使 Ｍ 蛋白浓度达（６２０．８±１２０．６）

ｇ／Ｌ，纯度均达９８％以上。

２．２　Ｔ细胞免疫表型分析　经Ｅ花环形成分离法
获取 的 Ｔ 细 胞 流 式 细 胞 仪 检 测，表 达 ＣＤ３、

ＣＤ３ＣＤ４、ＣＤ３ＣＤ８ 的 淋 巴 细 胞 分 别 为 （９２．６±
８．３）％、（６４．１±４．９）％、（２８．４±５．３）％，ＣＤ３ＣＤ４／

ＣＤ３ＣＤ８为２．２７±０．３５。

２．３　ＤＣ的形态观察和表面标志　贴壁细胞经体外
诱导培养２４ｈ，倒置显微镜下可见细胞开始聚集生
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长，至第４天渐呈分散状态，疏松贴壁生长，胞膜向
外延伸刺状突起，为典型的ＤＣ形态。培养至第６
天大部分悬浮不贴壁，第９天取少量悬浮细胞用

ＦＡＣＳ分析其表型特性，９０％的细胞表达 ＨＬＡＤＲ
及其共刺激分子ＣＤ８６，部分表达ＣＤ１ａ，无细胞表达

ＣＤ１４。

２．４　ＤＣ对自体Ｔ细胞扩增能力　由表１可见，Ｍ
蛋白致敏 ＤＣ和未致敏 ＤＣ的ＳＩ在刺激比例（Ｔ
ｃｅｌｌｓＤＣｓ）为５０１时，分别为８．７±０．６和５．４±

０．２（Ｐ＜０．０５）；在刺激比例为１０１时，分别为

１１．２±０．７和６．５±０．４（Ｐ＜０．０５）。

２．５　Ｔ细胞对靶细胞的杀伤活性　Ｍ 蛋白致敏

ＤＣ诱导的Ｔ细胞比未致敏ＤＣ诱导的Ｔ细胞对患
者骨髓瘤细胞杀伤率高，不同效靶比时两组均有显
著差异（Ｐ＜０．０５）。而两种蛋白诱导的 Ｔ细胞对

Ｕ２２６细胞的杀伤率低，与对骨髓瘤的杀伤率相比差
异显著（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　Ｍ蛋白致敏ＤＣ诱导的Ｔ细胞对骨髓瘤细胞的杀伤活性

Ｔａｂ１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｇａｉｎｓｔａｕｔｏｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｍｙｅｌｏｍａｐｒｏｔｅｉｎｐｕｌｓｅｄＤＣ（ＭＤＣ）
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，％）

Ｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓ
Ｒａｔｉｏｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓｔｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ

１０１ ２０１ ５０１ １００１
Ｕ２２６ ＤＣ ４．２±０．３ ７．４±０．８ １３．４±１．４ １８．５±１．６

ＭＤＣ ５．４±０．３ ８．３±０．５ １２．７±０．９ ２０．４±２．１
Ｍｙｅｌｏｍａ ＤＣ １８．５±１．０△△ ２５．４±１．８△△ ３９．５±３．０△△ ６２．７±５．６△△

ＭＤＣ ２４．１±１．１△△ ３７．５±２．３△△ ６３．４±３．９△△ ８９．７±７．１△△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＤＣａｇａｉｎｓｔｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＵ２２６ｃｅｌｌｓｂｙｔｈｅｓａｍｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　树突状细胞（ｄｅｎｔｒｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是目前发现的
功能最强的抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，

ＡＰＣ），在抗肿瘤免疫反应中具有非常重要的作用，
许多研究［７～９］显示，负载有肿瘤抗原的ＤＣ能有效地
诱导抗肿瘤免疫反应。目前，临床上已有多种形式
的肿瘤抗原负载ＤＣ用于各类肿瘤的辅助治疗，并
获得良好效果。利用ＤＣ治疗肿瘤时，可以先从骨
髓、外周血或脾脏中获取其前体细胞，经体外诱导扩
增，并用肿瘤特异性抗原或肿瘤提取物等冲击致敏

ＤＣ，或通过肿瘤抗原基因转染使ＤＣ致敏；再回输
给患者，以触发较强的特异性抗肿瘤免疫反应。目
前转基因技术尚未成熟，临床上主要是通过肿瘤特
异性抗原（ＴＳＰ）或肿瘤相关性抗原（ＴＡＰ）冲击致
敏ＤＣ。因此，利用 ＤＣ治疗肿瘤的先决条件有两
个：一是要找到能有效冲击致敏 ＤＣ 的 ＴＳＰ 或

ＴＡＰ，二是要获取大量能有效识别、摄取、处理和提
呈抗原的ＤＣ。

　　ＭＭ 是一种浆细胞恶性增殖性疾病，能分泌 Ｍ
蛋白，这种Ｉｇ上的独特型（ｉｄｉｏｔｙｐｅ，Ｉｄ）决定簇是一
种公认的ＴＳＰ［１０，１１］，已经有人用之诱导出特异性杀
骨髓瘤细胞的免疫效应［１２，１３］。Ｍ 蛋白在 ＭＭ 患者
血浆中始终存在，且较容易大量获得，这为其ＤＣ的
免疫疗法提供了良好的物质基础。尽管 ＭＭ 患者
血浆中有 Ｍ蛋白大量存在，但由于其体内ＤＣ数量

减少、功能缺陷，在体内并不能有效地被ＤＣ吞噬、
加工、提呈并激活初始Ｔ细胞［１４，１５］。而经体外诱导
培养 ＭＭ患者来源的ＤＣ在表型、功能上与正常人
来源的无明显差异［１６］。近年来，国外已率先将其用
于 ＭＭ的治疗［１７，１８］，国内尚未有类似报道。

　　本研究采用ＤＥＡＥ纤维素提取法从 ＭＭ 初诊
患者血清中分离出高纯度的 Ｍ 蛋白，而且由患者缓
解期外周血单核细胞体外经诱导培养ＤＣ，其形态、
免疫表型及功能均符合典型ＤＣ特征。实验观察发
现，经 Ｍ蛋白致敏的ＤＣ刺激患者自体Ｔ细胞增殖
的能力较未致敏ＤＣ明显要强，考虑可能有两方面
的因素：（１）Ｍ蛋白中含有肿瘤抗原肽，可被ＤＣ的

ＭＨＣ分子提呈激活相应Ｔ细胞并使其增殖；（２）Ｍ
蛋白致敏的ＤＣ还有助于ＤＣ的成熟，促使ＤＣ表达
共刺激分子协同激活Ｔ细胞。同时，本结果还显示
两种ＤＣ激活的Ｔ细胞对患者骨髓瘤细胞均有杀伤
作用，而 Ｍ 蛋白致敏组明显强于对照组，但其激活
的Ｔ细胞只能杀伤患者骨髓瘤细胞，而对异体骨髓
瘤细胞（Ｕ２６６细胞）的杀伤率很低，说明这种杀伤效
应具有特异性。邓晓辉等［１９］用骨髓瘤冻融物致敏

ＤＣ，发现当效靶比为２０１时，骨髓瘤细胞冻融物
致敏的ＤＣ加ＩＬ２诱导的自身Ｔ细胞对骨髓瘤细
胞有明显的溶解作用。本研究针对性选用 Ｍ 蛋白
这种骨髓瘤细胞特异性的肿瘤抗原物致敏ＤＣ，去除
骨髓瘤冻融物中非肿瘤抗原物质，在相同剂量时能
获得更强的抗骨髓瘤效果，而且这种抗原物来源更
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为丰富和便利。提示 Ｍ蛋白致敏ＤＣ能有效诱导自
身Ｔ细胞的抗骨髓瘤免疫，值得进一步研究。
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