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基因修饰的树突状细胞体外免疫功能的初步研究

孔练花!李!军!韩亚萍!刘!源!黄祖瑚

!!!摘要"!目的!制备转染乙型肝炎病毒核心抗原""#$%&#基因$人外周血单个核细胞"'#()#来

源的树突状细胞"*)#疫苗%观察"#$%&的表达效率%检测其在体外诱导的细胞毒性 +淋巴细胞"$,-./

-.01$+2,345.$,-67%)+8#对"649:;:;<= 细胞的杀伤效应& 方法!体外诱导并培养 *)'将 "#$%&基因

导入*)%检测"#$%&的表达率'将基因转染后的 *)与自体淋巴细胞混合培养%(++法检测其对

"649:;:;<= 细胞的杀伤毒力& 结果!成功培养了人外周血 '#()来源的 *)%并通过脂质体的方法获

得表达"#$%&的特异性*)疫苗%脂质体转染后*)的的形态未发生明显变化%)*>? 表达增加%与对照

组比较有显著性差异& "#$%&基因转染*)后 @: 5的"#$%&表达率为 ==;>A'(++法检测特异性细胞

毒作用结果显示%试验组效靶比为 <BC<$:BC<$DBC< 的杀伤率分别为"E:;= FD;>#A$"@<;> F=;?#A$

"><;= F=;B#A%与空转组$未转组比较%均有统计学差异"均!GB;B=#& 结论!应用阳离子脂质体能有

效地将 "#$%&基因转染到人 '#()来源的 *)%转染 "#$%&基因的 *)具有诱导 )+8体外杀伤

"649:;:;<= 细胞的作用&

!关键词"!树突状细胞'基因转染%脂质体'+淋巴细胞%细胞毒性
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!!树突状细胞"N6ONL1-1$$6227%*)#是迄今所知作
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作者简介% 孔练花"<I></#%女%江苏盐城人%硕士%医师%从

事病毒性肝炎的免疫学研究

作者单位% :<BB:I 江苏南京%南京医科大学第一附属医院
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通讯作者% 李!军%W/3M12* NL[21\SO]P14J<E?;$.3

用最强的抗原提呈细胞 "MO-1&6O 4L676O-1O&$622%

%')#%能够刺激并致敏 +淋巴细胞%产生细胞毒性

+淋巴细胞%从而启动人体的早期免疫反应(</:)

& 但

是%在慢性乙型肝炎")"##患者中 *)的功能却是

低下的(?)

%因此%*)功能的异常可能导致抗原提呈

功能失调%引起体液和细胞免疫紊乱%最终导致患者

病情迁延不愈& 本研究旨在研究以阳离子脂质体为
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载体将"#$%&基因转染入 *)%研究其抗原的表达

效率%以及其刺激的自体淋巴细胞对 "649:;:;<=

细胞的杀伤能力%为今后基于 "#$%&基因修饰的

*)疫苗的临床研究提供实验基础%现将研究结果报

告如下&

>?材料与方法

>@>?研究对象!<= 例慢性乙型肝炎来自江苏省人

民医院肝炎门诊及住院患者%诊断符合乙型病毒性

肝炎诊断标准& 患者均未经过免疫治疗及抗病毒治

疗%并排除其他肝炎病毒混合感染%其中男 I 例%女

E 例& 年龄 :? a=B 岁%平均 ?E;= 岁&

>@A?主要材料!重组人白细胞介素/D"V8/D#购自

'64L.-6$5 公司%重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因

子"9(/)TU#购自华北制药厂%无血清 %V(/_培养

基$胎牛血清$四甲基偶氮唑盐"(++#及 9D<> 购自

美国91R$.公司& 单克隆荧光抗体 )*?$)*>$"8%/

*H$)*>E$)*>?$)*<M$)*>B$)*DB$羊抗鼠单克隆

抗体购自美国#*公司& 含有乙肝核心抗原基因的

4 b̂D?B?c"#$质粒及空质粒 4 b̂D?B? 由本科室实

验室保存%质粒抽提试剂盒购自dV%9Ẁ 公司%脂质

体转染试剂购自 9+T 公司& "#_*̀ %荧光定量

')H试剂购自深圳匹基生物工程股份有限公司%

"#_血清标志物 W8VT%诊断试剂盒购自北京万泰

生物药业有限公司&

>@B?*)的培养及鉴定!新鲜采集慢性乙型肝炎患

者抗凝外周血%按文献方法(D/=)分离单个核细胞%以

无血清培养基"%V(/_#调整细胞浓度至 = e<B

E

c32%

接种于 E 孔培养板%?@f =A )g

:

孵育 : 5后移去非

贴壁细胞%补充内含 9(/)TU<BBB hc32%V8/D <:B

hc32的无血清培养基继续培养%<;= 32c孔%隔天换

液 < 次& 取培养第 = 天的*)%用鼠抗人单克隆抗体

标记的UV+)或 'W的 "8%/*H$)*>E$)*<M$)*>B$

)*>?$)*DB 染色后流式细胞仪进行检测&

>@C?脂质体介导细胞转染及转染后 *)表面分子

的检测!收集培养第 = 天的 *)进行计数%用无血

清培养基调整细胞浓度为 < e<B

E

c32接种于 E 孔培

养板%< 32c孔%加入转染液%转染液为脂质体质粒

"4 b̂D?B?c"#$#复合物%脂质体终浓度为 E

!

&c32%

"#$%&基因与脂质体比例为 <C=& 转染后 :D 5换含

<BA胎牛血清的 %V(/_培养基& 收集转染后 D> 5

的*)%加入标记有 UV+)或 'W的鼠抗人单克隆抗

体 "8%/*H$)*>E$)*<M$)*>B$)*DB$)*>? 各 <B

!

2%不同荧光素标记的抗体两两组合成 < 管%避光反

应 ?B 31O& 细胞反应完成后%'#T洗两遍%重悬后立

即上流式细胞仪进行检测& 转染 *)" 4 b̂D?B?c

"#$/*)#称为试验组%空质粒转染组"4 b̂D?B?/*)#

称为空转组和未转染*)组称为未转组&

>@D?"#$%&表达率的测定!收集转染 @: 5 的*)%

离心去上清%经 DA的多聚甲醛固定后以'#T 洗涤%

用 B;<A皂素破膜%加鼠抗人单克隆抗 "#$%&的抗

体 :

!

2%?@f反应 :B 31O%'#T 洗 : 遍%加带有 UV+)

荧光的羊抗鼠单克隆抗体 :

!

2%?@f避光反应 :B

31O%'#T洗 : 遍后重悬%立即用流式细胞仪检测%获

取?B BBB个细胞%以)622dS67-软件分析数据&

>@E?肝癌细胞系 "649:;:;<= 的培养基鉴定 !肝

癌细胞系"649:;:;<= 由上海第二军医大学缪晓辉

教授馈赠%它整合了 "#_全基因组%可分泌 "#7%&

和"#6%&%培养在含 <BA胎牛血清以及 ?>B

!

&c32

9D<> 的H'(V/<EDB 的培养基中%? aD N 换液 < 次%

长到覆盖瓶底 @BA a>BA时以含 B;:=A胰酶与

B;B:AW*+%"乙二胺四乙酸盐#的磷酸盐缓冲液

"'#T#消化分瓶& 荧光定量 ')H方法检测培养上

清中的"#_*̀ %含量%乙肝两对半试剂盒检测细

胞分泌的抗原情况&

>@F?(++法检测*)疫苗体外诱导)+8对"649:;:;<=

细胞的杀伤作用!收集转染后 D> 5的各组*)作为

刺激细胞%复苏自体 +淋巴细胞作为反应细胞%将

反应细胞与刺激细胞按 <BC< 比例混合接种于 :D 孔

培养板%< 32c孔%于 =A)g

:

孵箱 ?@f培养 = N%隔

天半量换液 < 次& 以对数生长期的 "649:;:;<= 细

胞作为靶细胞%将效应细胞与靶细胞按 DBC<$:BC<$

<BC< 比例混合接种于 IE 孔板中%终体积为 :BB

!

2%

培养 :D 5后加入 = 3&c32的(++:B

!

2%继续培养 D

5后收集细胞%离心 <B 31O"?BBB 转c31O%离心半径

> $3#%弃去上清%加入 <=B

!

2的*(Tg振荡 <B 31O%

在酶标仪上检测各组的 %

DIBO3

值%)+8杀伤效率 i

(< j"靶细胞 %

DIBO3

值/效应细胞 %

DIBO3

值#c靶细胞

%

DIBO3

值) e<BBA&

>@G?统计学处理!采用 T'TT <<;B 统计软件包进

行统计学分析%数据以均数F标准差"HF?#表示%组

间比较采用:检验%!GB;B= 为差异有统计学意义&

A?结?果

A@>?*)的形态!第 < 天细胞呈规则贴壁生长%加

刺激因子后%细胞逐渐增大$形态逐渐不规整& 第 ?

天时可见数量不等的贴壁细胞聚集%呈单个或簇样

生长%并出现毛刺状突起%第 = 天细胞胞体继续增

大%胞质突起逐渐丰富清晰%并逐渐呈悬浮生长&

A@A?"649:;:;<= 细胞培养上清的 "#_*̀ %定量
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以及两对半结果!收集 "649:;:;<= 细胞的培养上

清%荧光定量 ')H方法检测 "#_*̀ %结果显示

"=;= FB;E# e<B

=拷贝c32%两对半结果为 "#7%&

" k#%"#6%&" k#%而"#7%R$"#6%R$"#$%R"/#&

A@B?转染 4 b̂D?B?c"#$后的形态及其细胞表面分

子!转染*)与未转染 *)在倒置显微镜下的形态

无明显变化%见图 <'转染 4 b̂D?B?c"#$组 "8%/

*H$ )*>E$)*<M$)*>B $)*DB$)*>? 的表达率分别

为*"@<;EB F?;:E#A$"I=;>E F<;IE#A$"?E;D? F

?;?<#A$ " >E;@B F?;<I #A$ " @B;<? F<;@> #A$

"EE;@B F:;=< #A%未转染组分别为* " @?;<= F

?;::#A$ " ID;>? F?;?E #A$ " ?I;?= F?;DD #A$

"@@;@? F:;?< #A$ " @:;@? FD;>= #A$ " ?B;E? F

?;DI#A'转染后的 )*>? 比未转染组表达增高%差

异有统计学意义"!iB;BB@#%其余的表面分子的表

达无明显差异&

A@C?)622dS67-软件分析 "#$%&的表达率 !@: 5

"#$%&的表达率为 ==;>A%见图 :&

A@D?)+8反应测定结果!(++结果表明不同效靶

条件下试验组能诱导出高特异性的 )+8杀伤活性%

其杀伤能力与效应细胞数量成正相关"9iBJ>I?#%

试验组显著高于空转组和未转组%差异均有统计学

意义& 见表 <&

表 <!不同效靶比时)+8对"649:;:;<=的杀伤率比较#A$

组别
效靶比

<BC< :BC< DBC<

未转组 <EJ< F?J? ??JE F=J: DDJB F?J@

空转组
<IJ= F<J=

!!

?EJ> F?JB

!!

D?J> FDJD

!

试验组
E:J= FDJ>

""

@<J> F=J?

"

><J= F=JB

"

!注*与未转组比较%

!

!GB;B=%

!!

!GB;B<' 与空转组比

较%

"

!GB;B=%

""

!GB;B<

图 <!*)在倒置显微镜下的形态 # eDBB$&左图为未转染*)&右图为转染后*)

图 :!转染"#$%&@:5的*)与未转染的*)在流式细胞仪上以)622dS67-软件叠加#.P6L2M,$的结果&无填充色的代表未转染

*)&有填充色的代表转染*)
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B?讨?论

慢性乙型肝炎患者在"#_持续感染的状态下%

%')无法识别内源性抗原%无法完成抗原摄取及提

呈功能%因而不能启动抗原特异性免疫应答%改善

*)功能以打破慢性"#_感染形成的免疫耐受(E/@)

&

在打破机体的免疫耐受中%增强 *)介导的特异免

疫反应就有可能终止慢性 "#_感染& 肝炎病毒抗

原基因转染的*)疫苗因其能够直接在 *)中表达

抗原蛋白%提供更多更有效的可供识别的抗原表位

递呈给+淋巴细胞%而且可以在体内较长期表达目

的蛋白%持续刺激免疫系统%诱导产生更为有效的抗

病毒特异性免疫应答%因而有可能成为最具有发展

前途的慢性病毒性肝炎的免疫治疗手段&

鉴于以上的设想%本研究采用脂质体的方法转

染"#$%&基因至人 *)%构建人 "#$%&核酸 *)疫

苗& 通过观察其活化自身+淋巴细胞对"649:;:;<=

细胞的杀伤情况%研究慢性乙型肝炎患者自体核酸

*)疫苗诱导产生特异性细胞免疫应答的能力%探索

慢性乙型肝炎免疫治疗的新策略& 本课题以

"649:;:;<= 为靶细胞%研究显示"#$%&基因转染后

的*)%可明显增强自身 +淋巴细胞对 "649:;:;<=

细胞的杀伤活性%最大杀伤率可达 ><;=A%其杀伤

活性显著高于转染空质粒组的 *)及未转染的 *)

刺激的+细胞' *)刺激+细胞增殖的活性随着*)

量的增加而提高&

由此可见%转染 "#$%&基因后的 *)能够有效

的活化自身的+淋巴细胞%产生针对病毒的特异性

细胞毒性 +淋巴细胞反应%对 "649:;:;<= 细胞有

显著的杀伤作用%同时也可增强自身 +淋巴细胞产

生细胞因子的功能%因而推测其诱导的 )+8抗病毒

免疫机制可能包括直接攻击受感染的细胞或与细胞

因子"如V8/<:$V8/: 和VÙ/

"

等#的联合作用来清除

病毒& 机体清除乙型肝炎病毒的最重要方式之一是

通过依赖于 "8%/

#

$

$

类分子限制的 )*> 细胞

)+8介导的细胞免疫应答%而在"#_慢性感染者体

内)+8介导的免疫应答往往是低下的& 本研究结

果提示脂质体转染 "#$%&基因后促使 *)成熟

")*>? 表达增加#%产生有效的 )+8应答反应发挥

清除病毒的作用%该研究结果将为治疗性核酸 *)

疫苗的临床应用奠定了良好的实验基础&

总之%肿瘤*)疫苗的基础研究和临床免疫治

疗所获得的可喜结果%也为慢性感染性疾病的治疗

性*)疫苗的研究和应用展示了诱人的前景& 以

"#$%&基因转染构建自体核酸 *)疫苗%将有可能

改善慢性乙型肝炎患者的 *)功能%打破患者的特

异性免疫耐受%而成为慢性肝炎治疗的新策略(>)

&

'参考文献(

(<)!8S U(%l5SMO&"J(MOM&636O-.Q564M-1-17#1O )51OM( )̂J

)51O(6N %̂:BBI%<::"<#*?/DJ

(:)!冯晓霞%王!磊%邢练军J树突状细胞在慢性乙型肝炎发病中

的研究进展( )̂J实用肝脏病杂志%:BBI%<:":#*<DD/<D@J

(?)!%L13MT%%YRMLT(%(1$51-MYMm%6-M2JV34M1L6N QSO$-1.O .QMO-1/

&6O/4L676O-1O&N6ONL1-1$$62271O 4M-16O-7X1-5 $5L.O1$564M-1-17#*

8.$M21nM-1.O .Q"#_*̀ %MON "#_H̀ %1O R2..N *)R,1O 71-S

5,RL1N1nM-1.O( )̂JVO-̂ (.2(6N%:BB?%<<":#*<EI/<@DJ

(D)!韩亚萍%刘!源%章莉莉%等J不同方法分离外周血单个核细胞

对树突状细胞增殖的影响( )̂J放射免疫学杂志%:BBD%<@

"D#*?<=/?<EJ

(=)!韩亚萍%李!军%刘!源%等J外周血树突状细胞免疫治疗体外

培养条件的优化( )̂J中华检验医学杂志%:BB=%:> ">#*>=:/

>=DJ

(E)!%YRMLT(%".L11Y6̀ %gO\1(JV33SO6-56LM4,1O$2SN1O&N6ONL1-1$

$622RM76N -56LM4,1O $5L.O1$564M-1-17#P1LS71OQ6$-1.O( )̂Jb.L2N

9̂M7-L.6O-6L.2%:BBE%<:"<>#*:>@E/:>>?J

(@)!UM\MLN./(.76L(%#6Ln62T%(.22"J(6$5MO1737.QN6ONL1-1$$622/

RM76N PM$$1OM-1.O M&M1O7-1OQ6$-1.O( )̂JVO-̂ (6N (1$L.R1.2%:BB>%

:I>"</:#*<</:BJ

(>)!汪茂荣J解读+:BB> 亚太肝病研学会慢性乙型肝炎防治指南,

( )̂J东南国防医药%:BB>%<B"D#*:D</:D:J

"收稿日期*:B<</<B/B>'修回日期*:B<</<B/:?#

!!"本文编辑#潘雪飞$!英文编辑#王建东%

!D>D! 东南国防医药 :B<< 年 << 月第 <? 卷第 E 期!(121-ML,(6N1$M2̂.SLOM2.QT.S-56M7-)51OM%_.2J<?% .̀JE% .̀PJ:B<<


