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ＩＦＮγ修饰的 ＤＣ对 Ｔ细胞增值及杀伤肿瘤细胞
作用影响的研究
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　　摘要：目的　探讨结肠癌细胞抗原致敏的 ＩＦＮγ修饰的树突状细胞（ＤＣ）对 Ｔ淋巴细胞增殖和分
化的影响，以及活化 Ｔ细胞对结肠癌 ＬｏＶｏ细胞的杀伤作用。方法　构建携带人 ＩＦＮγ基因的重组复制

缺陷型腺病毒载体（ＡｄＩＦＮγ），用其感染人外周血单个核细胞来源的 ＤＣ；以流式细胞仪检测 ＤＣ表型

的变化。用反复冻融裂解法提取的结肠癌 ＬｏＶｏ细胞抗原致敏 ＤＣ，将其与自身 Ｔ淋巴细胞共同培养，

观察 Ｔ细胞增殖和分化的情况以及活化 Ｔ细胞对 ＬｏＶｏ细胞的杀伤作用。结果　ＡｄＩＦＮγ转染后 ２４ｈ

内几乎不影响 ＤＣ的吞噬功能，ＤＣ自身表达的 ＩＦＮγ在一定程度上能促进 ＤＣ的成熟；ＩＦＮγ修饰的 ＤＣ

经 ＬｏＶｏ细胞抗原致敏后能明显促进 Ｔ淋巴细胞的增殖并使其向 Ｔｈ１细胞分化，Ｔｈ１细胞对结肠癌

ＬｏＶｏ有明显的特异性杀伤效应。结论　ＩＦＮγ修饰的 ＤＣ能增强促进 Ｔ淋巴细胞的增殖，诱导细胞免

疫，增强 Ｔ细胞的细胞毒作用，从而有效地杀伤肿瘤细胞。
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　　γ干扰素（ＩＦＮγ）又称免疫干扰素，具有抑制
病毒复制、抑制细胞分裂和免疫调节的作用，在机

体免疫应答和抗肿瘤免疫反应中有着极其重要的

意义。本文旨在探讨 ＩＦＮγ基因修饰对树突状细
胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）表型和功能的影响，以及 ＤＣ
作为佐剂对 Ｔ淋巴细胞增殖和分化的影响，活化
的 Ｔ细胞对结肠癌 ＬｏＶｏ细胞的免疫杀伤作用。

１　材料和方法

１．１　ＤＣ和 Ｔ淋巴细胞的分离和培养
取健康志愿者外周静脉血 ５０ｍＬ，用 Ｆｉｃｏｌｌ

ＰｌｑｕｅＴＭ Ｐｌｕｓ（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏ，Ｓｗｅｄｅｎ）和 ＣＤ１４标记
的免疫磁株（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）分离 ＣＤ１４＋

和 ＣＤ１４－的外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）。收集
ＣＤ１４＋细胞，取少量用 ＰＥＣＤ１４（ＢＤ．Ｐｈａｒｍｉｇｅｎ，
ＵＳＡ）标 记 后 流 式 细 胞 仪 检 测 纯 度。剩 余 的
ＣＤ１４＋细胞用含 ５％人 ＡＢ血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉
素，１００ μｇ／ｍＬ 链 霉 素，２ ｍｍｏｌ／Ｌ谷 氨 酰 胺
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），３０ｎｇ／ｍＬ重组人白细胞介素
４（ＩＬ４）和１００ｎｇ／ｍＬ重组人粒细胞巨噬细胞集落
刺激 因 子 （ＧＭＣＳＦ，ＰｅｐｒｏｔｅｃｈＩｎｃ．ＵＫ）的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）重悬成 ２×１０６ 细
胞／ｍＬ，于 ６孔培养板中（Ｆａｌｃｏｎ，ＵＳＡ），３７℃，
５％ ＣＯ２培养箱中诱导培养 ＤＣ。培养第 ３天半量
补充 ＩＬ４和 ＧＭＣＳＦ。

将上述分离的 ＣＤ１４－的 ＰＢＭＣ用尼龙毛柱
（ｎｙｌｏｎｗｏｏｌｃｏｌｕｍｎ）分离出 Ｔ淋巴细胞，取少量细
胞用 ＰＥＣＤ３（ＢＤ．Ｐｈａｒｍｉｇｅｎ，ＵＳＡ）标记，流式细
胞仪检测 Ｔ细胞的纯度。剩余的 Ｔ细胞用含
２０Ｕ／ｍＬ重组人白细胞介素 ２（ＩＬ２，ＰｅｐｒｏｔｅｃｈＩｎｃ．
ＵＫ）和 ５％人 ＡＢ血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，
２５ｃｍ２培养瓶（Ｆａｌｃｏｎ，ＵＳＡ）中维持培养。
１．２　实验分组

ＡｄＩＦＮγ转染组（ＡｄＩＦＮγＤＣ）：用体外连接
法构建 ＡｄＩＦＮγ并鉴定［１］。

（１）收集培养第 ６天的 ＤＣ，无血清、无抗生素
ＲＰＭＩ１６４０重悬，按 ＭＯＩ（感染复数）＝５０，离心
法［２］转染 ＡｄＩＦＮγ。（２）病毒转染对照组（Ａｄ
ＬａｃＺＤＣ）：以 ＡｄＬａｃＺ（实验室保存，携带 β半乳
糖苷酶基因）作无关病毒对照。（３）非病毒转染
对照组（ＮＴＤＣ）：无血清、无抗生素 ＲＰＭＩ１６４０培
养液作非病毒转染对照。

１．３　观测指标
１．３．１　ＡｄＩＦＮγ转染对 ＤＣ吞噬功能和表型的影
响　转染后 ２４ｈ，收集各组细胞，用 ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ
摄取法检测 ＤＣ的吞噬功能。转染后 ４８ｈ收集各
组细 胞，分 别 用 ＦＩＴＣＣＤ８６，ＦＩＴＣＣＤ８３，ＦＩＴＣ
ＨＬＡＤＲ， ＦＩＴＣＣＤ１４，ＰＥＣＤ８０，ＰＥＣＤ１ａ，ＰＥ
ＣＤ１１ｃ和 ＰＥＣＣＲ７等荧光抗体（ＢＤ．Ｐｈａｒｍｉｇｅｎ，
ＵＳＡ）标记，流式细胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，ＵＳＡ）检
测 ＤＣ的表型。取 少量 ＦＩＴＣＣＤ８６标记的 Ａｄ
ＩＦＮγＤＣ，激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）观察 ＤＣ形
态和 ＣＤ８６表达的部位。
１．３．２　ＡｄＩＦＮγＤＣ中 ＩＦＮγ的表达和细胞因子
的分泌　ＡｄＩＦＮγ转染后 ４８ｈ，收集细胞培养上
清液，液相芯片法（ｌｉｑｕｉｄｃｈｉｐ，ＬｉｎｃｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．
ＵＳＡ）检测各组 ＤＣ培养上清液中 ＩＦＮγ，ＩＬ１２ｐ７０
和 ＩＬ１０的含量。
１．３．３　ＡｄＩＦＮγＤＣ对 Ｔ淋巴细胞的刺激作用　
收集转染后 ２４ｈ的 ＤＣ，用含 ＩＬ４和 ＧＭＣＳＦ的
培养基重悬细胞成 ５×１０５／ｍＬ，加入 ＬｏＶｏ全细胞
裂解物 １００μｇ／ｍＬ［３］，继续培养 ２４ｈ，加入丝裂霉
素 Ａ２５μｇ／ｍＬ，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。重悬 ＤＣ为
１×１０５／ｍＬ，与 Ｔ淋巴细胞在９６孔培养板中按 ＤＣ∶
Ｔ＝１∶２０混合培养，每组设 ３个复孔。９６ｈ后
３ＨＴｄＲ（上海原子能研究所）掺入法检测 Ｔ淋巴
细胞的增殖程度，计算刺激指数 ＳＩ＝（实验组 ｃｐｍ
机器本底 ｃｐｍ）／（对照组 ｃｐｍ机器本底 ｃｐｍ）。酶
联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测混合细胞培养上清液
中 ＩＬ２的浓度；半定量逆转录 －聚合酶链反应
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（ＲＴＰＣＲ）检测培养细胞中 Ｔｂｅｔ的表达。
１．３．４　ＡｄＩＦＮγＤＣ活化的 Ｔ淋巴细胞对 ＬｏＶｏ
细胞的杀伤作用　以结肠癌 ＬｏＶｏ细胞株为靶细
胞，用肿瘤细胞裂解物（以肝癌 ＨｅｐＧ２细胞裂解
物作非特异抗原对照）致敏的 ＡｄＩＦＮγＤＣ所活
化的 Ｔ细胞为效应细胞，按操作指南，以效靶比
（Ｅ∶Ｔ）分别为 ２０∶１和 ５０∶１，乳酸脱氢酶释放法
［（ｃｙｔｏｔｏｘ９６ ｎｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｋｉｔ），
Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ］检测 Ｔ淋巴细胞对 ＬｏＶｏ细胞的杀
伤效应，计算杀伤率［杀伤率 ＝（杀伤孔 ＯＤ效应
细胞自发 ＯＤ靶细胞自发 ＯＤ）／（靶细胞最大 ＯＤ
靶细胞自发 ＯＤ）］。
１．４　统计学处理

所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。应用
ｓｐｓｓ１１．５统计软件分析。各实验组之间的比较采
用单因素方差分析和多组均数间的多重比较。

Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＤＣ和 Ｔ淋巴细胞的分离和培养
ＣＤ１４＋的 ＰＢＭＣ纯度达 ９２．４％。ＤＣ诱导培

养第 ３天光镜下可见细胞形态不规则，大小不一
致，有部分细胞聚集成团，部分细胞边缘出现毛刺

状外观。培养第 ６天，有更多的细胞出现更为明
显的毛刺状外观，光镜下呈现出树突状细胞的典

型表现。尼龙毛柱分离纯化的 Ｔ淋巴细胞纯度达
９４．８％。
２．２　ＡｄＩＦＮγ转染后 ＤＣ的吞噬功能和表型

激光共聚焦显微镜观察 ＦＩＴＣＣＤ８６标记的
ＡｄＩＦＮγＤＣ，可见细胞膜上有明显的绿色荧光，
膜表面有明显的突起（图 １）

各 组 ＤＣ 的 吞 噬 能 力：ＡｄＩＦＮγＤＣ 组 为
（８０．８３± ７．９８）％， ＡｄＬａｃＺＤＣ 为 （８２．５７±
６．９５）％，ＮＴＤＣ为（８６．２３±４．９０）％，三者间差
异无统计学意义（Ｆ＝２．３１，Ｐ＝０．１３）（图 ２）。

各组 ＤＣ中共刺激分子 ＣＤ８０和 ＣＤ８６，主要
组织相容性复合物 ＨＬＡＤＲ以及 ＣＤ１１ｃ的表达均
维持在较高水平，ＣＤ１４则呈低表达。与其他两组
相比，ＡｄＩＦＮγＤＣ组中 ＣＤ８３和 ＣＣＲ７的表达明
显上调，而其 ＣＤ１ａ的表达则明显降低（Ｐ＜０．０５）
（图３）。上述改变在 ＡｄＬａｃＺＤＣ和 ＮＴＤＣ组间则
无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３　ＡｄＩＦＮγ转染后 ＤＣ对细胞因子分泌的影响

ＡｄＩＦＮγＤＣ组的 ＤＣ培养上清液中有 ＩＦＮγ的
高表达，且其表达量显著高于另两组（Ｐ＜０．０１）

（图 ４）。ＡｄＩＦＮγＤＣ组培养上清液中增强免疫
的细胞 因 子 ＩＬ１２ｐ７０的 表 达 也 明 显 高 于 Ａｄ
ＬａｃＺＤＣ组和 ＮＴＤＣ组；而抑制免疫的细胞因子
ＩＬ１０的表达则明显低于后两组（Ｐ＜０．０１）（图
４）。而 ＡｄＬａｃＺＤＣ组和 ＮＴＤＣ组的 ＩＬ１２ｐ７０和
ＩＬ１０的表达差异则无显著意义（Ｐ＞０．０５）。
２．４　ＡｄＩＦＮγＤＣ对 Ｔ细胞的刺激作用

ＡｄＩＦＮγＤＣ促进 Ｔ细胞增殖的能力明显强
于 ＡｄＬａｃＺＤＣ和 ＮＴＤＣ（Ｐ＜０．０１）（图 ５）。后两
者之间则无明显差异（Ｐ＞０．０５）。ＡｄＩＦＮγＤＣ
刺激的 Ｔ细胞表达 Ｔｂｅｔ的水平明显高于 Ａｄ
ＬａｃＺＤＣ和 ＮＴＤＣ刺 激 的 Ｔ细 胞 （Ｐ＜０．０１）
（图５）；ＡｄＩＦＮγＤＣ刺激的 Ｔ细胞分泌 ＩＬ２的
能力明显高于 ＡｄＬａｃＺＤＣ和 ＮＴＤＣ刺激的 Ｔ细胞
（Ｐ＜０．０１）（图 ５）。以上 ＤＣ刺激 Ｔ细胞的能力
在 ＡｄＬａｃＺＤＣ 和 ＮＴＤＣ 组 之 间 无 明 显 差 异
（Ｐ＞０．０５）。
２．５　肿瘤抗原致敏的 ＡｄＩＦＮγＤＣ激活的 Ｔ淋

巴细胞对结肠癌 ＬｏＶｏ细胞的杀伤作用
以 ＬｏＶｏ细胞抗原致敏时，ＡｄＩＦＮγＤＣ活化的

Ｔ细胞对 ＬｏＶｏ细胞的杀伤率在 Ｅ∶Ｔ＝２０∶１和 Ｅ∶
Ｔ＝５０∶１时分别为（４２．１５±２．７０）％和（５１．３２±
５．０１）％，显著高于 ＡｄＬａｃＺＤＣ和 ＮＴＤＣ组（Ｐ＜
０．０１）（图 ６）；而以 ＨｅｐＧ２细胞抗原致敏时，Ａｄ
ＩＦＮγＤＣ活化的 Ｔ淋巴细胞对 ＬｏＶｏ细胞的杀伤
率在 Ｅ∶Ｔ＝２０∶１和 Ｅ∶Ｔ＝５０∶１时分别为（６．１１
±１．８２１）％和（６．６２±１．９８）％，与 ＡｄＬａｃＺＤＣ
和 ＮＴＤＣ组相比无显著差异（Ｐ＞０．０５）（图 ６）。
此外，ＬｏＶｏ细胞抗原冲击时，各组的杀伤率均明
显高于 ＨｅｐＧ２细胞抗原冲击时（Ｐ＜０．０１）（图
６）。

图 １　ＦＩＴＣＣＤ８６标记的培养第 ８天的 ＤＣ（ＬＳＣＭ×
２００；右上角 ×４００）
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图６　肿瘤细胞裂解物致敏的ＡｄＩＦＮγＤＣ活化的Ｔ细胞对ＬｏＶｏ细胞的杀伤作用

３　讨　论

ＤＣ是体内功能最强大的专一性抗原递呈细
胞，它通过其摄取、加工和递呈抗原给淋巴细胞

而引起和维持原发免疫反应，从而使其成为肿瘤

免疫治疗（肿瘤疫苗）的最佳选择［４］。体外分离

和增殖 ＤＣ技术的发展，可将 ＤＣ作为一种佐剂刺
激抗原特异性 Ｔ淋巴细胞的活化，并引起抗肿瘤
免疫反应成为可能［５］。

ＤＣ的分化要经历从前体 ＤＣ到未成熟 ＤＣ再
到成熟 ＤＣ的过程。一般来说，从未成熟 ＤＣ到成
熟 ＤＣ需 要 一 些 刺 激 物 如 肿 瘤 坏 死 因 子 α
（ＴＮＦα），ＩＬ１β，ＩＦＮα，ＩＦＮγ 和 前 列 环 素 Ｅ２
（ＰＧＥ２）等的刺激。本实验显示，转染 ＡｄＩＦＮγ
后，ＩＦＮγ蛋白能在 ＤＣ中得到高水平的表达，同时
ＡｄＩＦＮγＤＣ表 面 有 高 水 平 的 ＣＤ８０，ＣＤ８６，
ＣＤ１１ｃ和 ＨＬＡＤＲ表达，成熟 ＤＣ的标记物 ＣＤ８３
和 ＣＣＲ７在其表面的表达也有明显的上调。提示
ＤＣ分泌的 ＩＦＮγ蛋白能够作为一种自分泌因子，
在一定程度上促进 ＤＣ的表型成熟。此结果与其
他学者的研究———ＩＦＮγ能介导 ＤＣ成熟的结论相
一致［６］。这种 ＡｄＩＦＮγ的转染能上调 ＤＣ表面共
刺激分子和主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）表达
及促进 ＤＣ成熟的能力，将有助于 ＤＣ向 Ｔ淋巴细
胞传递抗原信息（第一信号）和第二信号，有利于

促进 Ｔ细胞的增殖和活化。
此外，转染 ＡｄＩＦＮγ后 ２４ｈ内，腺病毒的转

染及其所携带基因的表达均不明显影响 ＤＣ的吞
噬功能，此结果为在病毒转染后 ２４ｈ给予 ＤＣ抗
原冲击提供了依据。

在既往的研究中，笔者发现结肠癌 ＬｏＶｏ细胞
全细胞裂解物致敏的 ＤＣ所活化的 Ｔ细胞对该肿
瘤细胞有明显的杀伤效应（另文发表）。因此在

本研究中，笔者再次将 ＬｏＶｏ细胞株的全细胞裂解
物用以致敏被 ＩＦＮγ修饰的 ＤＣ。结果发现，Ａｄ
ＩＦＮγ转染能显著提高抗原冲击的 ＤＣ分泌细胞因
子 ＩＬ１２ｐ７０，同时也能显著减少 ＩＬ１０的分泌。
ＩＬ１２是一种具有促进炎症和免疫调节功能的多
效细胞因子，能增强 Ｔ细胞和自然杀伤（ＮＫ）细
胞的增殖和毒性，诱导 ＩＦＮγ，ＴＮＦα，ＩＬ２，ＩＬ３，
ＩＬ８以及集落刺激因子（ＣＳＦ）的生成，并能刺激
造血前细胞和 Ｂ淋巴细胞；它是一种强有力的Ⅰ
型免 疫 反 应的 诱导剂，能直 接和 间接地诱 导

ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋的Ⅰ型细胞增殖，进而启动特异性
Ｔ淋巴细胞反应并抑制 Ｔｈ２细胞的生成［７］。而

ＩＬ１０则能阻碍 ＤＣ的分化成熟，抑制 ＤＣ在肿瘤
内聚集，下调 ＩＬ１２的产生以及共刺激分子、黏附
分子和 ＭＨＣⅡ的表达，并能抑制 Ｔｈ１型细胞因子
的产生和 Ｔ细胞的增殖。有报道，ＩＬ１０还能抑
制抗肿瘤免疫反应［８］。综上所述，ＡｄＩＦＮγ能诱
导 ＤＣ分泌 ＩＬ１２ｐ７０，抑制 ＤＣ分泌 ＩＬ１０；提示
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ＡｄＩＦＮγ的修饰可诱导免疫反应向 Ｔｈ１型分化，
增强 Ｔ细胞的溶细胞活性。

本研究发现，ＡｄＩＦＮγＤＣ能明显促进 Ｔ淋巴
细胞的增殖。这一结果可能是由 ＤＣ表达的 ＩＦＮγ
蛋白直接引起的，也可能是 ＩＦＮγ促进 ＤＣ成熟或
上调 ＩＬ１２ｐ７０等细胞因子分泌而导致的。此外，
ＡｄＩＦＮγＤＣ能上调 Ｔ细胞对 Ｔｂｅｔ和 ＩＬ２的表
达，进一步提示其能使 Ｔ细胞向 Ｔｈ１分化，有利
于诱导出强有力的细胞免疫。

本研究还发现，携带肿瘤抗原信息的 Ａｄ
ＩＦＮγＤＣ活化的 Ｔ淋巴细胞对肿瘤细胞有明显的
特异性杀伤作用，该作用强于 ＡｄＬａｃＺＤＣ组和
ＮＴＤＣ组。提示 ＡｄＩＦＮγＤＣ作为免疫佐剂可有
效提高 Ｔ细胞的抗肿瘤免疫反应，这为进一步研
究其在体功能和临床应用提供了依据。
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