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摘 要：【目的】探讨肾癌细胞抗原致敏白介素- 12（IL- 12）基因修饰的树突状细胞（DC）体外诱导、激活

细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）免疫杀伤肾癌细胞的效能及相关免疫机制。【方法】采用重组逆转录病毒介导 IL-

12基因修饰人外周血单个核细胞(PBMC)来源的 DC；超声细胞破碎法提取肾癌细胞粗提抗原（Ag）致敏经 IL-

12转染的 DC；ELISA法检测各组 DCs和各组 CTLs上清中 IL- 12、IFN-γ因子的分泌水平；流式细胞仪(FACS)

分析各组 DCs表面 CD83、CD86、HLA- DR的表达； MTT法检测 DC刺激同源 T淋巴细胞增殖的能力及 CTL免

疫杀伤肾癌细胞的效能；统计学分析比较各组间的差异。【结果】经 IL- 12基因修饰和抗原致敏后的 DC高表

达 CD83和 CD86分子分别为(65.9%±3.1%, 92.8%±3.4%），分泌高水平 IL- 12 (279.6 ±1.7)pg/mL及 IFN-γ(892 ±

31)pg/mL，刺激同源 T淋巴细胞增殖明显，诱导激活的 CTL上清中 IFN-γ水平(1146±31)pg/mL显著高于对照

组；CTL对肾癌细胞有强大的杀伤作用，显著高于各对照组。【结论】经 IL- 12基因修饰和抗原致敏后的 DC能

有效地诱导 CTL特异性抗肿瘤免疫应答。其机制可能与 IL- 12基因修饰和抗原致敏活化了 DC抗原提呈第二

信号，促进了 DC高分泌 IL- 12因子，激活了 T淋巴细胞致使 CTL分泌 IFN-γ的能力增强密切相关。
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Tumor Antigen- pulsed, Inter leukin- 12 Gene- modified Dendr itic Cells
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Abstract: 【Objectives】To investigate the effects of tumor antigen- pulsed and interleukin- 12 gene- modified

dendritic cells (DCs) in activating cytotoxic T lymphocyte (CTL) inducing specific anti- tumor immunity against renal

cell carcinoma (RCC) in vitro as well as the related immunological mechanisms. 【Methods】DCs were derived from

human peripheral blood mononuclear cells (hPBMCs), modified by recombinant IL- 12 retrovirus, and pulsed with

tumor antigen of RCC by ultrasonic cell- disintergrator. The IL- 12 and IFN-γlevels in culture supernatant of DCs

and CTLs were examined by ELISA. The expression of CD83 and CD86 molecules on DCs surface was measured by

FACS. Proliferation capacity of activating autologous T lymphocytes and cytotoxicity of CTL against RCC was

evaluated by MTT. 【Results】After being modified by IL- 12 gene and pulsed with tumor antigen, DCs produced

high level of IL- 12 [(279.6±1.7 ) pg/mL]and IFN-γ[(892±31) pg/mL], and increased the expression of CD83 and

CD86 molecules (65.9%±3.1%, 92.8%±3.4% respectively). Proliferation of autologous T lymphocytes was also

enhanced after stimulated by DC vaccine. DC vaccine could induce and activate CTL to produce high level of IFN-

γ[(1146±31)pg/mL]. “DC- IL- 12+Ag”could induce the strongest cytotoxicity of antigen- specific CTL against RCC,

significantly compared with other groups. 【Conclusion】After being modified by IL- 12 gene and pulsed with RCC

tumor antigen, DCs could effectively induce specific immune response against RCC. Owing to IL - 12 gene
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树突状细胞(dendritic cell, DC)是体内功能最

强的抗原提呈细胞，它能直接诱导、增殖、活化 T

淋巴细胞，产生特异性免疫应答[1]，在启动抗肿瘤

免疫反应中起关键作用[2]。研究表明癌组织中 DC

的数量是肿瘤预后的重要参数之一[3]，研究也发现

荷瘤宿主体内存在一定数量的 DC，但 DC的数

量、形态、表型异常，免疫能力差[4]。因此，构建一种

以 DC为基础的瘤苗，对 DC进行一定的修饰，籍

以增强 DC的免疫功能将能增强肿瘤患者的免疫

功能。本研究采用 786- 0肾癌细胞株粗提抗原致

敏和 IL- 12基因转染 DC，制备成 DC瘤苗，观察其

体外诱导自体 T淋巴细胞产生特异性抗肾癌免疫

的效能，并对结果进行分析。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 RPMI- 1640 购自 Gibco公司；

特优级胎牛血清(FBS)购自 Hyclone 公司；重组人

粒细胞-巨噬细胞集落群体刺激因子 (rhGM- CSF),

重组人白细胞介素- 4(rhIL- 4)，重组人白细胞介素-

2 (rhIL- 2) 购自 Peprotech 公司；人 IL- 12p70 和

IFN-γELISA检测试剂盒购自晶美公司；FITC标

记 的 鼠 抗 人 HLA - DR、CD83 、CD86 抗 体 均 为

PharMingen 及 caltag公司产品；淋巴细胞分离液

（Ficoll- Hypaque）为上海试剂二厂；流式细胞仪为

美国 BECKMAN- COULTER(贝克曼-库尔特)公司

产品；酶标仪为荷兰 MULTISKAN MK3公司产品；

超声细胞破碎仪为美国 SONICS&MATEIALS公司

产品。

1.1.2 病毒载体和细胞系 PA317- IL- 12重组逆

转录病毒由北京大学深圳医院李宝金博士后惠

赠，其病毒滴度为 1.1×105～1.4×105 CFU/mL；786- 0

肾癌细胞株购自上海中国科学院细胞库。

1.2 实验分组设计

1.2.1 DC分组 ①实验组：抗原致敏 IL- 12基因

修饰 DC 组(DCIL- 12+Ag)；②对照组：抗原致敏 DC组

(DCAg)；③对照组：IL- 12 基因修饰 DC组 (DCIL- 12)；

④DC对照组(DCnaive)。各组样本数均为 6。

1.2.2 CTL分组 ①实验组：抗原致敏 IL- 12基因

修饰 DC刺激组 (CTLDC- IL- 12+Ag)；②对照组：抗原致

敏 DC刺激组 (CTLDC+Ag)；③对照组：IL- 12基因修

饰 DC刺激组 (CTLDC- IL- 12)；④对照组：DC刺激组

(CTLDC- naive)；⑤T细胞对照组（Tnaive）。各组样本数均

为 6。

1.3 方法

1.3.1 树突状细胞的体外诱导和培养 外周血来

自临床血库新鲜全血 300 mL，每次取 50 mL，用淋

巴细胞分离液分离，收集单个核细胞(PBMC)，用无

钙镁 PBS液（pH 7.2）洗 2～3 遍，调整细胞浓度为

106 cells /mL，接种在两 6孔板上贴壁，每孔加 2

mL，4 h后吸去悬浮的淋巴细胞(冻存备后用)，留下

贴壁细胞 (DC前体细胞)加入含 GM- CSF（1000 U/

mL）、IL- 4（500 u/mL）和 10% FBS的 RPMI- 1640

完全培养液，在 37 ℃、5% CO2孵箱中培养，每 2

d～3 d更换培养液，培养 7 d～9 d收集 DC和上清。

1.3.2 树突状细胞的表型检测 收集 DC并计数，

按分组设计，每管细胞数约 105个细胞，采用流式

细胞仪检测 DC表面CD83、CD86、HLA- DR的表达。

1.3.3 肿瘤抗原的制备 常规培养并收集 786- 0

肾癌细胞，显微镜下计数，根据细胞数的多少按

106 /mL比率用 PBS重悬，用超声细胞破碎仪 30%

强度 (输出功率为 20 kHz) 破碎细胞 4～5 min，离

心收集上清即为肿瘤粗提抗原，过滤除菌，- 80 ℃

保存备用。

1.3.4 树突状细胞的转染和致敏 DC培养至第

6天，按 DC分组设计，用 PA317- IL- 12 (MOI 100)

常规对 DC转染 4 h，PBS液洗涤去除游离病毒后

重悬，经 IL- 12基因转染过的 DC（DC- IL- 12）在上

述条件完全培养液中继续培养，同时加入 786- 0

肾癌细胞抗原悬液 (抗原细胞∶DC约为 10 ∶1) 混

合培养致敏 DC 72 h (为减少实验误差，未转染组

在第 4天时也弃上清重悬)。于转染后第 3天收集

各组 DC培养上清，ELISA法检测上清中 IL- 12、

IFN-γ的分泌水平；收集的 DC计数用于诱导、刺激

T淋巴细胞增殖实验和进行流式细胞检测。

modification and tumor antigen pulsed, the second signal of antigen presenting of DCs was activated, the functions

of IL- 12 excretion and T cell activation of DCs was promoted, the capacity of CTL excreting IFN-γwas enhanced,

which are relevant to the immune mechanism.

Key words: renal cell carcinoma; tumor antigen; interleukin- 12; dendritic cell; tumor vaccine
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1.3.5 树突状细胞诱导自体 T淋巴细胞增殖与活

化 复苏前述冻存的淋巴细胞，尼龙毛柱法分离

纯化，获得 T淋巴细胞，按分组设计，按 DC ∶淋巴

细胞=1 ∶10 比例，将 DC和淋巴细胞在含 IL- 2

(200 U/mL)、10% FBS的 RPMI- 1640培养液中，37

℃、5% CO2条件下混合培养，每 2～3 d加入少量更

高浓度 IL- 2因子的培养液，不更换原培养液以免

丢失细胞，第 6天收集各组细胞(CTL)和培养上清，

ELISA检测上清中IL- 12、IFN-γ因子的分泌水

平；MTT法测定各组淋巴细胞增殖情况，按公式

计算刺激指数（SI）。SI= [（反应组 A值-淋巴细胞

组 A值- DCs组 A值）/ 淋巴细胞组 A值 ]；对照组

T淋巴细胞增殖指数= [（淋巴细胞组 A值-增殖前

淋巴细胞组 A值）/ 增殖前淋巴细胞组 A值]。

1.3.6 细胞毒实验 以 5 组 CTL 为效应细胞，

786- 0肾癌细胞为靶细胞，效靶比均设计为 50∶1，

25∶1和 10∶1进行细胞毒实验，MTT法测定细胞毒

性，计算杀伤率。效应细胞对靶细胞的杀伤率=

[（靶细胞 A值+相应效应细胞 A值-效靶混合细胞

A值）/靶细胞 A值 ] ×100 %

1.4 统计学分析

所有变量均表示为表示，采用 SPSS11.0软件

包，各组之间比较用单因素方差分析(ONEWAY

ANOVA)，各组间比较用最小差异法(LSD)，与实验

组比较用 DUNNETT法比较，以双侧 P< 0.05为有

统计学意义。

2 结 果

2.1 DC 体外培养和表型检测

每 50 mL 外周血收集到的 PBMC 经 rhGM-

CSF与 rhIL- 4细胞因子体外共培养 7 d后，DC呈

集落增殖，由 2.5×105增至约 2.0×106，倒置显微镜

下可观察到细胞有大量的星状、树枝状突起，细胞

形态大小不一，为悬浮生长，具有典型的 DC特征。

未经任何处理的 DC第 7 天仍处于非成熟状态，

CD83表达低(10.0%±1.1%)，经 IL- 12 基因修饰和/

或抗原致敏后的 DC第 7天表现成熟，抗原提呈能

力增强，其表面的成熟标志分子 CD83及共刺激分

子 CD86高表达，其中以 DCIL- 12+Ag组最高 (分别为

65.9%±3.1% 和 92.8%±3.4%)，CD83、CD86各组间比

较具有统计学差异(表 1)。

2.2 抗原致敏和 IL - 12 基因修饰促进 DC 分泌

IL- 12、IFN-γ

ELISA检测结果显示，按 1×106 DCs /mL计

算，经 IL- 12基因修饰、抗原致敏后的 DC能高分

泌 IL- 12和 IFN-γ因子，其中以 DCIL- 12+Ag组最高，

各组间比较具有统计学差异，P < 0.01 (表 2)。

2.3 抗原致敏和 IL- 12基因修饰的 DC 诱导、促

进 T 淋巴细胞增殖

经抗原致敏和 IL- 12 基因修饰的 DC明显诱

导、促进 T淋巴细胞增殖，以 DCIL- 12+Ag组最显著，T

淋巴细胞增殖刺激指数为 9.88，未经刺激的 T淋

巴细胞在 IL- 2培养条件下也能少量增殖，增殖指

数为 1.16，组间比较差异有统计学意义（表 3）。

2.4 抗原致敏和 IL - 12 基因修饰的 DC 促进

CTL 分泌 IFN-γ，DC 继续分泌 IL- 12

ELISA检测结果显示，经 IL- 12基因修饰、抗

原致敏后的 DC能有效地诱导 T淋巴细胞活化，

促进 CTL分泌高水平的 IFN-γ因子，DC瘤苗仍

继续高分泌 IL- 12因子，其中以实验组最高，分别

为(1 146±31)pg/mL和(215±25)pg/mL，与其他组比

表 1 抗原致敏、IL- 12修饰对 DC表面分子的影响

Table 1 The expression of CD83, CD86, HLA- DR molecules

on DCs surface (x±s, %)

Groups

DCIL-12+Ag

DCAg

DCIL-12

DCnaive

P

n

6

6

6

6

CD83

65.9±3.1

52.8±2.3

34.1±1.8

10.0±1.1

< 0.01

CD86

92.8±3.41)

85.1±2.82)

68.8±2.8

55.3±2.3

< 0.01

HLA- DR

93.9±1.9

91.7±2.5

93.2±3.0

91.5±4.2

>0.05

CD：cluster of differentiation antigen；HLA- DR：human leukocyte

antigen (locus) DR；1) compared with 2), P < 0.05

表 2 抗原致敏、IL- 12 修饰的 DC 培养上清中 IL- 12,

IFN-γ含量

Table 2 The IL- 12 and IFN-γlevels in culture supernatant

of DCs (x±s, pg/mL)

Groups

DCIL-12+Ag

DCAg

DCIL-12

DCnaive

P

n

6

6

6

6

IL- 12

279.6±1.7

105.8±4.2

217.1±1.6

31.5±3.1

< 0.01

IFN-γ

892±31

512±22

684±20

212±15

< 0.01

DCs：dendritic cells
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较具有统计学差异(表 4)。 2.5 细胞毒实验

经转染、致敏后的 DC能诱导 CTL对肾癌细

胞发挥强烈的杀伤作用，杀伤率随效靶比的升高

而增强，其中以 DCIL- 12+Ag组最强；DCnaive组也表现

有一定的杀伤作用，而且比单纯 T细胞对照组强，

可能是 DC在体外未受到肿瘤环境的长期抑制作

用；T细胞对照组在效靶比高时也表现有一定的

杀伤力，可能为非特异性免疫杀伤作用(表 5)。

3 讨 论

DC是人体内最重要的专职抗原提呈细胞，在

启动抗肿瘤免疫反应中起关键作用[2，5]。以 DC为基

础的各种形式的 DC多价瘤苗已经广泛研究[6- 9]，并

取得了初步成效。白细胞介素 12 (IL- 12) 由 p35

(IL- 12A)及 p40(IL- 12B)两条多肽链组成，是一种

重要的细胞因子，有明显的抗肿瘤免疫作用，主要

由 DC、Mφ等抗原提呈细胞分泌产生，具有激活

NK细胞、促进 T细胞增殖分化、促进 CD40+TH0细

胞分化为 TH1细胞，可诱导静息的和激活的 T淋

巴细胞产生 IFN-γ，促进 IFN-γ、IFN-α和 IL- 2合

成，同时可上调 CD80、CD86等多种共刺激分子的表

达，从而增强 DC提呈抗原能力，诱导 CTL产生特

异性免疫应答[10- 12]。

本研究以 786- 0肾癌细胞株肿瘤抗原体外致

敏 IL- 12基因修饰的 DC，制备成 DC疫苗，观察到

其能诱导 CTL特异性杀伤 786- 0细胞效能显著，

明显强于对照组。实验结果显示 DCIL- 12+Ag组 DC高

表达成熟分子标记 CD83和共刺激分子 CD86，提示

DC提呈抗原能力增强；DCIL- 12+Ag组上清中 IL- 12、

IFN-γ水平高于对照组，而 IL- 12对 CD4+T细胞、

NK细胞有促进作用，这也解释了实验中 DCIL- 12+Ag
组和 DCIL- 12组对 T淋巴细胞的增殖作用强于其他

组，这种 DC- IL- 12+Ag瘤苗持续分泌 IL- 12，IL-

12 持续刺激 T细胞增殖、活化，发挥强大的抗肿

瘤免疫。综合其免疫机制可能是 DC- IL- 12+Ag瘤

苗综合了对照组 DCIL- 12、DCAg疫苗的优点，又保持

了 DC本身的特点，即在增强了抗原提呈能力，增

强了诱导激活 CTL发挥特异性抗肿瘤细胞免疫，

同时又持续高分泌 IL- 12、IFN-γ因子发挥非特异

性抗肿瘤体液免疫，从而起到协同抗肿瘤作用。另

外，在荷瘤宿主中，肿瘤细胞能释放一些免疫抑制

因子，如转化生长因子 (TGF)、血管内皮生长因

表 3 DCs刺激 T淋巴细胞增殖反应

Table 3 The proliferation of autologous T lymphocytes after

stimulated by DCs (x±s)

A：absorbances；SI：simulation index；1) compared with the control

groups, P< 0.01

Groups

CTLDC- IL- 12+Ag

CTLDC+Ag

CTLDC- IL- 12

CTLDC-naive

Tnaive

DCIL-12+Ag

DCAg

DCIL-12

DCnaive

Tcells

A value

1.0823 ±0.0154

0.8374 ±0.0097

0.8805 ±0.0105

0.5744 ±0.0647

0.0412 ±0.0025

0.1129 ±0.0832

0.1095 ±0.0521

0.1107 ±0.1109

0.0986 ±0.0453

0.0981 ±0.0038

SI

9.881)

7.17

7.64

4.34

1.16

-

-

-

-

-

表 4 抗原致敏、IL- 12 修饰的 CTL 培养上清中 IL- 12,

IFN-γ含量

Table 4 The IL- 12 and IFN-γlevels in culture supernatant

of CTLs (x±s, pg/mL)

Groups

CTLDC- IL- 12+Ag

CTLDC+Ag

CTLDC- IL- 12

CTLDC-naive

Tnaive

P

n

6

6

6

6

6

IL- 12

215±25

78±25

171±19

28±3

-

< 0.01

IFN-γ

1146±31

762±22

817±26

387±16

266±16

< 0.01

CTLs：cytotoxic T lymphocytes

表 5 肿瘤特异性 CTL对肾癌细胞的杀伤效能

Table 5 The cytotoxicity against RCC of antigen - specific

CTL (x±s, %)

CTLDC- IL- 12+Ag

CTLDC+Ag

CTLDC- IL- 12

CTLDC-naive

Tnaive

P

6

6

6

6

6

50 ∶1

79.1±5.3

54.3±1.81)

48.6±2.61)

30.7±1.4

12.6±3.0

< 0.01

25 ∶1

70.0±5.1

41.8±3.42)

34.5±2.12)

22.7±3.0

7.9±4.2

< 0.01

10 ∶1

31.8±1.9

20.5±2.23)

18.3±2.43)

10.0±2.9

3.1±3.4

< 0.01

Effective cells to target cells
nGroups

Compared between 1)，P< 0.05；Compared between 2)，P< 0.05；

Compared between 3)，P >0.05
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(VEGF)和白细胞介素 4(IL- 4)，可降低 DC细胞表

面的 MHC分子和共刺激分子 B7的表达，使其分

泌 IL- 12能力下降，从而不能有效激活 T细胞杀

伤肿瘤细胞[13]。也有研究发现，肿瘤细胞不仅可以

诱导 DC细胞凋亡，而且可以抑制 DC细胞产生和

成熟，导致肿瘤微环境中 DC缺失功能表达[4]。为

此，有针对性地改变 DC所处肿瘤微环境相关细胞

因子的浓度，可以提高 DC抗原呈递和抗肿瘤免疫

效应。DC- IL- 12+Ag瘤苗因能持续高分泌 IL- 12

因子，从而可以解除宿主因肿瘤释放的 IL- 10、IL-

4、VEGF等多种因子对 DC功能的抑制作用，这为

DC- IL- 12+Ag瘤苗回输体内发挥抗肿瘤作用提供

了理论依据。

临床上肾癌的表现具有隐蔽性，出现 “三联

征”大部分已是晚期[14]，晚期肾癌根治术并不能达

到根治的目的。肾癌对放疗和化疗均不敏感，由于

肾癌是一种免疫原性很强的肿瘤，所以对晚期肾

癌的治疗上免疫治疗有其独特的优势，这为 DC疫

苗开辟了前景。本研究虽为体外实验，但为进一步

深入临床应用，探索肾癌的免疫治疗提供了重要

的依据。
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