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［摘要］　目的：构建前列腺癌ＰＳＡ特异性树突状细胞（ＰＳＡＤＣ）瘤苗，并观察其体外免疫活性，为后续研究奠定基础。方

法：分离骨髓前体细胞，大量制备骨髓ＤＣｓ（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄＤＣ，ＢＭＤＣ）；分别以ＰＳＡ、癌细胞裂解产物（ｌｙｓａｔｅ，Ｌｙｓ）、无

关蛋白卵清蛋白（Ｏｖａ）冲击 ＤＣ制备 ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ、ＯｖａＤＣ瘤苗。ＥＬＩＳＡ 法检测 ＰＳＡＤＣ瘤苗培养上清中细胞因子

（ＩＬ１２ｐ７０和ＩＬ１β）水平的变化；观察ＰＳＡＤＣ瘤苗刺激抗原特异性Ｔ细胞增殖活性和诱导抗原特异性ＣＴＬ杀伤活性，并与

ＬｙｓＤＣ、ＯｖａＤＣ瘤苗及未加入抗原冲击的ＤＣ（ＮｏｎＤＣ）组作比较。结果：成功获得成熟ＤＣ，纯度可以达到＞９５％。ＥＬＩＳＡ
法检测结果表明，ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ和ＯｖａＤＣ组培养上清中ＩＬ１２ｐ７０和ＩＬ１β水平均较ＮｏｎＤＣ组明显升高（Ｐ＜０．０５）。混

合淋巴细胞培养（ＭＬＲ）显示：ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ组 ＤＣｓ刺激 ＣＤ４＋Ｔ细胞增殖的能力明显优于 ＯｖａＤＣ、ＮｏｎＤＣ组（Ｐ＜
０．０１）；ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ组培养上清中ＩＬ２、ＩＦＮγ水平明显高于后两者（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ１０和ＩＬ４水平下调（Ｐ＜０．０５）。

ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ组可产生针对ＰＳＡ和肿瘤裂解物的ＤＴＨ反应，而对无关抗原无效（Ｐ＜０．０５）。与ＯＶＡＤＣ、ＮｏｎＤＣ组相

比，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组体外诱导的ＣＴＬ细胞对ＬＮＣａＰ细胞的杀伤活性较强 （Ｐ＜０．０５），且具有抗原特异性。结论：利用

ＰＳＡ蛋白冲击ＤＣ可成功制备ＰＳＡ特异性ＤＣ瘤苗，该瘤苗体外具有较强的免疫活性，能有效杀伤ＬＮＣａＰ细胞。

［关键词］　树突细胞；前列腺特异抗原；前列腺癌；癌症疫苗；细胞毒性Ｔ淋巴细胞
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＯｖａＤＣｓａｎｄＮｏｎＤＣｓ（Ｐ＜０．０１）．ＨｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆＩＦＮγａｎｄＩＬ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＰＳＡＤＣｓａｎｄＬｙｓＤＣｓ

ｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１０ａｎｄＩＬ４ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＰＳＡＤＣｓａｎｄＬｙｓＤＣｓｅｎｈａｎｃｅｄＤＴＨｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ；
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ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＰＳＡＤＣｓａｎｄＬｙｓＤＣｓ，ｔｈｅＬＮＣａＰｃｅｌｌｌｉｎｅ（ＰＳＡｓｐｅｃｉｆｉｃ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｓｙｎｇｅｎｅｉｃｔａｒｇｅｔａｎｄｔｈｅＥ．Ｇ７ｃｅｌｌｌｉｎｅ（Ｈ
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［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ；ｐｒｏｓｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎ；ｐｒｏｓｔａｔｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃａｎｃｅｒｖａｃｃｉｎｅｓ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（３）：２６５２７０］

　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）在免疫调控方
面的中心作用引起了人们对以ＤＣｓ为基础设计瘤苗
的关注［１２］。前列腺特异抗原（ＰＳＡ）可限制性表达
于前列腺癌细胞和正常前列腺上皮细胞，且具

ＨＬＡＡ２限制性，因此也成为前列腺癌免疫治疗的
一个潜在的理想靶标［３］。本研究通过体外大量扩增
骨髓来源的 ＤＣｓ，再分别以ＰＳＡ、癌细胞裂解产物
（ｌｙｓａｔｅ，Ｌｙｓ）冲击ＤＣ制备前列腺癌ＰＳＡＤＣ瘤苗、
全细胞抗原瘤苗（ＬｙｓＤＣ），并观察其体外免疫活性，
为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及细胞株培养　重组小鼠粒巨噬细
胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）购自先灵葆雅中国公司
（效价１．１１×１０６Ｕ／ｍｇ），ＩＬ４购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司
（效价５×１０６Ｕ／ｍｇ）。细胞因子（ＩＬ１２、ＩＦＮγ、ＩＬ
４、ＩＬ１０、ＩＬ２）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购于Ｒ＆Ｄ公司。
淋巴细胞分离液ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ购自Ｓｉｇｍａ公司，
密度 （１．０７７±０．００１）ｇ／ｍｌ。生物级二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司。小鼠ＦＩＴＣ连接的抗

Ⅰａｂ单抗 、抗ＣＤ４０单抗及小鼠ＰＥ连接的抗Ｂ７．２
单抗和抗ＣＤ１１ｃ单抗购自 Ｒ＆Ｄ公司。ＥＬ４肿瘤
细胞株（Ｃ５７ＢＬ／６来源于胸腺瘤，Ｈ２ｂ）由Ｇｉｌｂｏａ医
生 （ＤｕｋｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＵＳＡ）馈赠。针对无关蛋白卵
清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，Ｏｖａ）特异性增生的 ＭＦ２．２Ｄ９
肿瘤细胞株为小鼠ＥＬ４Ｔ杂交瘤细胞株来源，具备

ＭＨＣⅡ方式（Ⅰａｂ）限制性。Ｅ．Ｇ７肿瘤细胞株
（ＯＶＡ的ｃＤＮＡ经逆转录病毒载体转入ＥＬ４肿瘤
细胞株，Ｈ２ｂ）。完全细胞培养液由 ＲＰＭＩ１６４０加
入１０％的灭活ＦＣＳ（购自 Ｇｉｂｃｏ公司）、２ｍｍｏｌ／Ｌ
谷氨酰胺、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素配
制。人前列腺癌细胞株ＬＮＣａＰ购自 ＡＴＣＣ公司，

ＰＳＡ融合蛋白由我们前期制备纯化所得。

１．２　骨髓来源ＤＣ的体外扩增和培养　８～１２周龄
雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ２ｂ）购于中国科学院上海实
验动物研究所。无菌取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠股骨骨髓细
胞，经ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ溶解红细胞，用包含大鼠抗小鼠

ＧＫ１．５（抗ＣＤ４单抗）、Ｂ２２０／ＣＤ４５Ｒ（抗Ｂ细胞单
抗）、Ｂ２１２（抗Ⅰａ单抗）、２．４３（抗 ＣＤ８单抗）及

ＦｃＲ单抗混合性抗体加新鲜兔血清制作的低毒性补
体在３７℃共孵育４５ｍｉｎ，以去除淋巴细胞和Ⅰａ阳性

细胞。将收获的骨髓细胞用ＲＰＭＩ１６４０洗２遍后，

按１×１０６细胞／ｍｌ密度悬于含有重组 ＧＭＣＳＦ（终
浓度为２５ｎｇ／ｍｌ）和ＩＬ４（终浓度为１ｎｇ／ｍｌ）的完
全细胞培养液，于１００ｍｍ组织平皿（购于Ｆａｌｃｏｎ公
司）进行贴壁，进一步去除单核细胞。３ｄ后，轻轻
晃动培养板，半量换液，加入半量含有等浓度重组

ＧＭＣＳＦ和ＩＬ４的新培养液。第７天，收集成簇生
长的ＤＣ或经 Ｍｅｔｒｉｚａｍｉｄｅ（购于Ｓｉｇｍａ公司）梯度
离心后收集。流式细胞仪ＦＡＣＳ（ＦＡＣＳｃａｎ，Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）分析ＤＣ的表型，纯度≥９５％的成
熟ＤＣ方能用于实验。

１．３　前列腺癌细胞株培养　ＬＮＣａＰ细胞株在含

２０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中置３７℃、体积
分数为５％ＣＯ２培养箱中孵育，每３ｄ更换培养液１
次。倒置生物显微镜观察细胞贴壁生长情况。细胞
生长至铺满瓶底时吸净上清液，０．２５％胰蛋白酶消
化５ｍｉｎ，振荡后加入含２０％小牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液终止消化。收集细胞：将细胞悬液置离
心管中，低速离心（１５０００×ｇ），弃上清液，生理盐水
漂洗２次后再次低速离心，弃上清液，加生理盐水混
悬调整浓度，将培养细胞制成细胞悬液，重悬均匀后
立即吸细胞少许，不稀释或加生理盐水后混匀。从血
球计数板边缘滴１滴该细胞悬液，使之充满计数板和
盖片间隙中，镜下计算四角大方格内的细胞数，按下
列公式计算：细胞数／ｍｌ＝（四大格细胞总数／４）×稀
释倍数×１０４。

１．４　全肿瘤细胞冻融抗原的制备　取对数生长期
的肿瘤细胞（２×１０７／ｍｌ），用０．２５％的胰酶消化３～
５ｍｉｎ后终止消化，离心肿瘤细胞。ＰＢＳ冲洗３遍。
细胞悬液装入冻存管，经４２℃水浴加热１ｈ后，６０℃
水浴继续加热１ｈ。将冻存管迅速浸入液氮速冻，１０
ｍｉｎ后取出，放入室温融化，反复５次。将肿瘤细胞
裂解物加入１５ｍｌＦａｌｃｏｎ离心管，４００×ｇ离心２０
ｍｉｎ，收取上清。将含有肿瘤细胞冻融抗原的上清液
经０．２μｍ一次性无菌滤器过滤除菌。用ＢＣＡ法测
定蛋白浓度。将所制备的冻融抗原分装备用。

１．５　ＰＳＡ、冻融抗原ＤＣ瘤苗的制备　收取培养至第

７天的ＤＣ，用含１０％ＦＣＳ、重组ＧＭＣＳＦ２５ｎｇ／ｍｌ、重
组ＩＬ４１ｎｇ／ｍｌ的新鲜完全培养基调成２×１０７／ｍｌ的
细胞悬液，分别加入不同抗原共孵育１６ｈ，ＰＢＳ冲洗３
次，加入ＴＮＦα继续培养ＤＣ，培养３２ｈ后，收获成熟

ＤＣ细胞。每组细胞加入４０ｍｌ无菌生理盐水，２００×ｇ
离心１０ｍｉｎ洗涤，连续３次。收集细胞即为抗原冲击
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的ＤＣ。实验依据不同抗原成分冲击ＤＣ分为４组：
（１）未加入抗原组（ＮｏｎＤＣ）；（２）１０μｇ／ｍｌＯｖａ蛋白冲
击组（ＯｖａＤＣ）；（３）１０μｇ／ｍｌＰＳＡ融合蛋白冲击组
（ＰＳＡＤＣ）；（４）肿瘤裂解物（肿瘤细胞ＤＣ＝３１）冲
击组（ＬｙｓａｔｅＤＣ，ＬｙｓＤＣ）。

１．６　双向混合淋巴细胞反应（ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＬＲ）检测抗原特异性增生

１．６．１　共培养　用含有ＰＳＡ以及肿瘤裂解物１００

μｇ的弗氏完全佐剂０．２ｍｌ经足垫免疫Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠３次，时间分别为０、７、１４ｄ，于第１８天以同等剂
量腹腔加强１次。于加强后的第３天，收获Ｃ５７ＢＬ／

６小鼠纯脾细胞，过尼龙毛柱收获Ｔ细胞，用ＣＤ４单
抗包裹的磁珠分离ＣＤ４＋Ｔ细胞，用作反应细胞。将

Ｃ５７ＢＬ／６来源的ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ、ＰＳＡＤＣ和Ｌｙｓ
ＤＣ经３０００ｒａｄ放射线灭活（不灭活细胞留作双向

ＭＬＲ），用１０％ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基悬浮，用
作刺激细胞。将刺激细胞加入９６孔板（２×１０５／
孔），用１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基补足２００μｌ
反应总体积，设３复孔。与反应细胞在３７℃、５％
ＣＯ２的饱和湿度条件下混合培养９６ｈ。刺激细胞与
反应细胞梯度比分别为１２、１５、１１０和１２０。
于培养结束前 １８ｈ于每孔中加入３．７×１０４ Ｂｑ
［３Ｈ］ＴｄＲ（２０μｌ，特异性比活性为１．８５×１０

１１Ｂｑ／

ｍｍｏｌ）。另于混合培养７２ｈ，从每组培养细胞的姊
妹孔收获上清１００μｌ，冻存于－８０℃，留作细胞因子
检测。

１．６．２　ＣＤ４＋Ｔ细胞活力测定　培养结束后，用细
胞收集器将细胞吸附在玻璃纤维滤纸片上，生理盐
水充分洗涤，洗去游离的［３Ｈ］ＴｄＲ。滴加５％三氯
醋酸１～２ｍｌ固定细胞，滴加无水乙醇脱水、脱色。
将滤纸片烘干，用液闪计数仪 （购于 Ｗａｌｌａｃ公司）测
量待测细胞的［３Ｈ］ＴｄＲ掺入。

１．６．３　ＥＬＩＳＡ检测细胞因子水平　按说明，分别用

ＥＬＩＳＡ检测试剂盒对ＤＣ和ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞的混
合培养上清（ＭＬＲ）中细胞因子ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＬ２和

ＩＦＮγ的分泌进行测定。

１．７　ＤＣ瘤苗诱导ＤＴＨ反应检测　于第０、１２天，
以各组１×１０６ＤＣ皮下接种于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠背部，
于第７、１４天在小鼠右足垫皮下接种用含有ＰＳＡ以
及肿瘤裂解物１００μｇ的弗氏完全佐剂０．２ｍｌ，左侧
注射ＰＢＳ作为对照。于第８、１５天以千分尺测量皮
垫厚度，计算肿胀程度（右侧足垫厚度减去左侧对
照）。

１．８　体外ＤＣ瘤苗诱导抗原特异性ＣＴＬ杀伤活性
检测　收集上述各组ＤＣ，用ＰＢＳ调整细胞密度为

２×１０６／ｍｌ，于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠右肩背部分别皮下注
射各组ＤＣ０．２ｍｌ或ＰＢＳ０．２ｍｌ，７ｄ后处死小鼠，
采用尼龙毛柱法分离脾脏Ｔ细胞。取ＬＮＣａＰ作为
刺激细胞，以Ｅ．Ｇ７为刺激细胞对照，加入５０μｇ／ｍｌ
的丝裂霉素Ｃ，３７℃灭活３０ｍｉｎ。将脾脏Ｔ细胞和
刺激细胞以１０１混合培养于２４孔板，每孔加入重
组ＩＬ２（１００Ｕ／ｍｌ），于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２孵
育箱培养。收集共培养５ｄ的活Ｔ细胞作为效应细
胞。将ＬＮＣａＰ细胞作为靶细胞，以Ｅ．Ｇ７为刺激细
胞对照，靶细胞用３．７×１０６Ｂｑ的５１Ｃｒ常温下标记

３０ｍｉｎ。将标记的靶细胞洗３遍，洗去残存的５１Ｃｒ，
以５×１０３ 个／孔的细胞密度接种于９６孔板，然后，
加入效靶比（ＥＴ）为４０１、２０１和１０１的２倍
稀释的效应细胞，每孔培养液终体积为２００μｌ。设
单一靶细胞、单一效应细胞及空白对照，共孵育４ｈ。
经２５０×ｇ离心１ｍｉｎ，收获１００μｌ上清，特异性

５１Ｃｒ
的释放用闪烁计数仪进行γ射线测定。用１％ＮＰ４０
介溶细胞作最大释放。设最大释放孔为６复孔，自
发释放孔为６复孔。特异性杀伤活性的计算公式如
下：杀伤率（％）＝［实验释放（ｃｐｍ）－自发释放
（ｃｐｍ）］／［最大释放（ｃｐｍ）－自发释放（ｃｐｍ）］（１
ｃｐｍ＝６．１７×１０８Ｂｑ）。

１．９　统计学处理　统计学分析采用方差分析，以

珚ｘ±ｓ表示，ｔ检验比较处理前后是否有统计学差异，

Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　抗原冲击前后ＤＣ生物学特征变化

２．１．１　ＤＣ表型的变化　培养第５天ＣＤ４０、ＣＤ８０、

ＣＤ８６、Ⅰａ 表达量较低，为未成熟 ＤＣ。通过ＦＡＣＳ
分析，与正常第７天的ＤＣ相比，不同抗原成分冲击
致敏和受到 ＴＮＦα刺激后ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、Ⅰａ

表达均可见上调（表１）。用ＣＤ１１ｃ作为检测ＤＣ纯
度的标志，发现ＤＣ的纯度可以达到＞９５％。

表１　不同抗原致敏和加入ＴＮＦα作用下ＤＣ表型的变化

Ｔａｂ１　ＰｈｅｎｏｔｙｐｅａｓｓａｙｏｆＤＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒ

ａｎｔｉｇｅｎｐｕｌｓｉｎｇａｎｄｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＴＮＦα

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ４０ Ｂ７．１ Ⅰａ Ｂ７．２

ＮｏｎＤＣ ３６．０６ ２６．７６ １０９．４５ ４４．２６
ＯｖａＤＣ ５７．６７ ４４．２６ ４５１．５０ ６８．５４
ＬｙｓＤＣ ６４．２４ ６９．３１ ６６２．３３ １１０．９２
ＰＳＡＤＣ ７２．１３ ５４．４２ ４９３．４３ １１２．１６

２．１．２　ＤＣ分泌细胞因子的变化　ＥＬＩＳＡ 法检测
各实验组加入抗原或ＴＮＦα前后ＤＣ培养液上清中
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细胞因子的变化，结果（图１）表明：ＯｖａＤＣ、ＰＳＡ
ＤＣ、ＬｙｓＤＣ组ＩＬ１２ｐ７０和ＩＬ１β均较 ＮｏｎＤＣ组
有明显的增加（Ｐ＜０．０５），ＯｖａＤＣ、ＰＳＡＤＣ、Ｌｙｓ
ＤＣ组间比较未见明显差异（Ｐ＞０．０５）。说明ＤＣ在
接触抗原后，可被抗原信号刺激活化，并分泌Ｔｈ１类
细胞因子和前炎症细胞因子，通过这些细胞因子分
泌进一步激活免疫反应，促进免疫应答。ＰＳＡＤＣ
组和ＬｙｓＤＣ组与ＮｏｎＤＣ组相比，ＩＬ２水平也存在
差别，但无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图１　抗原冲击各组ＤＣ细胞因子的分泌

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｋｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙＤＣｓ

ｐｕｌｓｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｇｅｎｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｎＤＣｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　抗原特异性混合淋巴细胞反应

２．２．１　Ｔ淋巴细胞增殖反应　结果（图２）可见，

ＮｏｎＤＣ尽管未经抗原刺激活化，但仍然具有刺激Ｔ
淋巴细胞能力；而经活化的ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ刺激

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞增殖的能力明显优于负荷无关抗
原ＯｖａＤＣ组（Ｐ＜０．０１），这一结果表明ＤＣ可诱导
抗原特异性ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞增殖。

图２　抗原冲击各组ＤＣ诱导抗原特异性Ｔ细胞增殖反应

Ｆｉｇ２　Ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ（ＭＬＲ）

ａｓｓａｙｏｆＤＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＮｏｎＤＣｇｒｏｕｐ；１ｃｐｍ＝６．１７×１０８Ｂｑ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２．２　培养上清细胞因子水平　结果表明，与

ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组相比，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组 Ｔｈ１
亚群细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ水平明显升高（Ｐ＜０．０１，
图３）；Ｔｈ２亚群细胞因子ＩＬ１０、ＩＬ４水平无变化
（图３）。结果说明，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ可促进Ｔｈ１亚

群的增生反应，诱导ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１亚群偏移，
而不是Ｔｈ２亚群。ＰＳＡＤＣ组刺激ＣＤ４＋Ｔ细胞向

Ｔｈ１亚群偏移的能力较ＬｙｓＤＣ组稍强（图３），但无
统计学差异（Ｐ＞０．０５），提示全抗原刺激ＤＣ活化的
能力可能弱于单一特异性抗原。

图３　ＭＬＲ增殖反应中各组Ｔｈ１、

Ｔｈ２类细胞因子的分泌水平

Ｆｉｇ３　ＡｓｓａｙｏｆＴｈ１ａｎｄＴｈ２ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｂｅｔｗｅｅｎＤＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮｏｎＤＣｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＤＴＨ反应　ＰＳＡＤＣ和ＬｙｓＤＣ可体内致敏

Ｔ淋巴细胞，引起针对肿瘤抗原的免疫反应（图４）。

ＤＴＨ反应随着重复接种得到加强，可引起８０％～
９５％的小鼠足垫明显水肿，而对无关抗原则无明显

ＤＴＨ效应（Ｐ＜０．０５）。

图４　首次（Ａ）及加强（Ｂ）免疫接种条件下

各组ＤＣ致敏小鼠体内产生的ＤＴＨ反应

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｆｉｒｓｔｃｈａｌｌｅｎｇｅ（ｄａｙ７，Ａ）ａｎｄ

Ｓｅｃｏｎｄｃｈａｌｌｅｎｇｅ（ｄａｙ１４，Ｂ）ＤＴＨｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＤＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｎＤＣｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　抗原特异性ＣＴＬ反应　与 ＯｖａＤＣ、ＮｏｎＤＣ
组相比，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组体外诱导的杀伤性 Ｔ



第３期．徐丹枫，等．前列腺癌ＰＳＡ特异性树突状细胞瘤苗的构建及其体外免疫活性的观察 ·２６９　　 ·

细胞对ＬＮＣａＰ细胞显示出较强的杀伤活性（Ｐ＜
０．０５，图５Ａ）。ＰＳＡＤＣ、ＮｏｎＤＣ及 ＬｙｓＤＣ组对

Ｅ．Ｇ７细胞的ＣＴＬ杀伤反应均较低，ＯｖａＤＣ组ＣＴＬ
杀伤Ｅ．Ｇ７活性明显高于前３组（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。
结果说明抗原冲击的ＤＣ在体外诱导ＣＴＬ生成，且
具有抗原特异性。此特征提示特定抗原冲击制作的

ＤＣ瘤苗体外具有杀伤分泌相关抗原的肿瘤细胞能
力，提示经此方法制作的瘤苗具有进一步应用前景。

图５　不同抗原冲击的ＤＣ体外诱导

ＣＴＬ杀伤ＬＮＣａＰ（Ａ）、Ｅ．Ｇ７（Ｂ）细胞活性

Ｆｉｇ５　ＣＴＬｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆ

ＡｇｐｕｌｓｅｄＤＣｓｔｏＬＮＣａＰ（Ａ）ａｎｄＥ．Ｇ７（Ｂ）ｃｅｌｌｌｉｎｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｎＤＣｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　与巨噬细胞、Ｂ细胞等相比，ＤＣ可以极其高效
地摄取、处理、加工和提呈抗原。ＤＣｓ在天然免疫和
获得性免疫中都发挥着极其重要的作用［４］，能直接
激活初始型 Ｔ细胞［５］。ＤＣｓ以 ＭＨＣⅠ、Ⅱ类肽结
合物的形式递呈抗原给Ｔ细胞受体（ＴＣＲ），协同其
表面共刺激分子Ｂ７１、Ｂ７２、ＩＣＡＭ１和ＣＤ４０等的
表达，和Ｔ细胞表面对应的配体（如ＣＤ４０Ｌ）相互交
联激活Ｔ细胞。ＤＣｓ与 Ｔ细胞结合后可分泌大量
的ＩＬ１２，ＩＬ１２可强有力地诱导Ｔ细胞、ＮＫ细胞和

ＬＡＫ细胞产生大量ＴＮＦγ、穿孔素和颗粒酶，增强

ＣＴＬ、ＮＫ对靶细胞的溶解作用［６］。

　　本研究通过小鼠骨髓前体细胞，在 ＧＭＣＳＦ＋
ＩＬ４作用下可以成功在体外培养、大量扩增 ＤＣｓ。

ＤＣｓ的表型检测和细胞因子分析以及细胞株检测抗
原提呈功能等实验，均证实为成熟ＤＣｓ。本研究证
实与ＮｏｎＤＣ组相比，ＰＳＡ／Ｌｙｓ冲击组ＤＣ分子表

面的 ＭＨＣⅠ类（Ⅰａ）、ＣＤ８０、ＣＤ４０表达水平明显升
高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１２细胞因子分泌水平升高（Ｐ＜
０．０５）。

　　但应该看到，多数肿瘤细胞的免疫原性弱，不表
达或低表达 ＭＨＣ类分子，同时也缺乏共刺激分子
的表达，因而不能有效地激活 Ｔ 淋巴细胞，这是肿
瘤逃避免疫监视而生长转移的重要原因之一［７］。有
关研究［８］也指出，肿瘤微环境决定ＤＣ功能，肿瘤抑
制性微环境可调控 ＤＣｓ诱导 Ｔ 细胞无能或抑制

ＤＣｓ引发的肿瘤特异性反应。因此，活化直接针对
肿瘤的ＤＣｓ可能不足以产生抗肿瘤效应。从肿瘤微
环境以外培育针对肿瘤相关抗原（ｔｕｍｏｒｒｅｌａｔｅｄａｎ
ｔｉｇｅｎ，ＴＡＡ）的活化ＤＣｓ有可能改善抗肿瘤免疫反
应。以肿瘤抗原冲击ＤＣｓ，重新输入ＤＣｓ可建立特
异性肿瘤免疫［９］。

　　本研究采用ＰＳＡ和肿瘤裂解物作为抗原体外
刺激ＤＣｓ的方法，将ＤＣｓ与ＰＳＡ／肿瘤裂解物致敏
的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞作混合淋巴细胞培养（ＭＬＲ），
发现ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ组ＤＣｓ可明显刺激ＣＤ４＋Ｔ
细胞增殖，而无关抗原ＯｖａＤＣ和ＮｏｎＤＣ组虽具刺
激Ｔ细胞的能力，但Ｔ细胞增殖水平明显低于前两
组（Ｐ＜０．０１）。实验组 ＭＬＲ 反应中培养上清中

Ｔｈ１型细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ水平明显高于无关抗
原ＯｖａＤＣ和ＮｏｎＤＣ组 （Ｐ＜０．０１）；各组 Ｔｈ２型
细胞因子ＩＬ１０、ＩＬ４水平均处低水平。体内实验显
示，ＰＳＡＤＣ、ＬｙｓＤＣ可产生针对ＰＳＡ和肿瘤裂解
物的 ＤＴＨ 反应，无关抗原则无 ＤＴＨ 效应（Ｐ＜
０．０５）。本实验通过分泌ＰＳＡ的ＬＮＣａＰ细胞和分泌

Ｏｖａ的Ｅ．Ｇ７肿瘤细胞作了杀伤对比实验，发现与

ＯｖａＤＣ、ＮｏｎＤＣ对照组相比，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组
体外诱导的ＣＴＬ对ＬＮＣａＰ细胞显示出较强的杀伤
活性（Ｐ＜０．０５）；而ＯｖａＤＣ组ＣＴＬ则具有明显的
杀伤Ｅ．Ｇ７肿瘤细胞的能力（Ｐ＜０．０５）。

　　由于目前肿瘤特异性抗原或相关抗原得到明确
鉴定的为数甚少，因而予以瘤细胞全部抗原表位修
饰ＤＣ成为最简便而有实效的一种方法［１０］。缺点是
所需要的瘤细胞数量多，非相关抗原量大且可能含
有自身抗原，易诱发自身免疫病［１１］。除ＰＳＡ外，前
列腺细胞和前列腺癌细胞均能分泌前列腺酸性磷酸

酶（ＰＡＰ）和前列腺特异性膜抗原（ＰＳＭＡ），均可产
生特异性针对前列腺细胞或癌细胞的主动细胞免

疫［１２］。但是，单一表位的抗原多肽容易诱导免疫耐
受，若要诱导出高水平、持久的抗肿瘤免疫反应，需
反复多次体内致敏宿主。一个可能的策略是进一步
研究新的ＤＣｓ表面表达的目标分子为靶标。为此需
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要建立ＤＣｓ有关的抗原多肽库，以设计尽可能小的
多肽仅限于结合ＤＣｓ而不是其他细胞［１３１４］。

　　总之，本方法制备的ＰＳＡ／肿瘤裂解物ＤＣ瘤苗
具有体外特异性抗前列腺癌活性。

　　（志谢　本研究得到张江高科技园区彭燕博士
后、陈建鹤博士的大力支持和帮助，在此一并表示感
谢！）
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《乳腺疾病钼靶Ｘ线诊断图谱》已出版

　　本书由韩本谊、陈允硕、赵亚娥等主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８２３７，１６开，定价９８．００元。

　　乳腺疾病尤其是乳腺癌的发病率快速上升，严重影响着女性身心健康。防治乳腺癌的最有效办法是早期诊断和早期治

疗。乳房钼靶Ｘ线摄片不仅安全、简便、廉价，且诊断正确率高，是乳腺疾病检查或常规乳腺体检的最佳选择。

　　本书共分１４章，包括钼靶Ｘ线的基本原理、乳腺的生长发育、各时期正常乳腺的图片特征、各种乳腺疾病（均由临床病理

证实）的图片特点。资料收集历时数十年，内容详实，是放射科医师和乳腺外科医师不可多得的临床参考资料。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５
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