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摘要院目的 观察人外周血单核细胞来源树突状细胞渊DCs冤经重组腺相关病毒渊rAAV冤载体介导乙肝表面抗原渊HBsAg冤
基因感染后的功能改变遥方法 采用 ELISA 试剂盒检测感染 rAAV-HBsAg 后的 DCs 渊rAAV-HBsAg-DC冤分泌 IL-12 水平

以及 rAAV-HBsAg-DCs 与淋巴细胞共孵育后上清中 酌- 干扰素渊IFN-酌冤的含量曰采用混合白细胞反应渊MLR冤检测rAAV-
HBsAg 感染前后 DCs 刺激同种异体淋巴细胞的增殖能力曰用 FACSort 流式细胞仪检测 rAAV-HBsAg-DCs 表面分子

CD80尧CD83尧CD86 和 HLA-DR 的变化遥结果 rAAV-HBsAg 感染可促进 DCs 分泌 IL-12(P<0.05)袁感染后的 DCs刺激淋

巴细胞分泌 IFN-酌的水平显著提高渊P<0.01冤袁感染前后的 DCs 刺激同种异体淋巴细胞增殖能力及其特征性表面分子

无明显改变遥结论 rAAV 介导 HBsAg 基因感染的 DCs 能诱发淋巴细胞朝 Th1 型细胞分化袁且不明显改变DCs 的表型和

刺激淋巴细胞增值的功能袁rAAV 载体介导 HBsAg 基因体外遗传修饰的 DCs可以进一步用于乙型肝炎的免疫治疗研究遥
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Abstract: Objective Toobservethechangesinthefunctionsofhumanperipheralbloodmonocyte-deriveddendriticcells
(DCs) afterhepatitisBvirussurfaceantigen(HBsAg)geneinfectionmediatedbyrecombinantadeno-associatedvirustype2
(rAAV). Methods Thelevelsofbothinterleukin(IL)-12inthesupernatantof in vitro cultured DCsinfectedwithrAAV-Hb-
sAgandinterferon 酌(IFN-酌)inthesupernatantofthelymphocytepopulationsco-culturedwithDCsweredeterminedbyELISA.
ThefunctionsoftherAAV-HbsAg-infectedDCswereassessedbymixedleukocytereaction (MLR), andthechangesofthe
surfacemarkers(includingCD80,CD83,CD86andHLA-DR)inresponsetotheinfectionweredetectedbyflowcytometry.
Results AfterrAAV-HBsAginfection,theIL-12secretionofDCswassignificantlyenhanced(P<0.05),whileIFN-酌produc-
tionbythelymphocytepopulationsco-culturedwithrAAV-HbsAg-infectedDCswasreduced(P<0.01).rAAV-HBsAginfec-
tionofDCsdidnotaffectthesurfacemarkerexpressionsandstimulationabilityoftheDCsinallogeneiclymphocytesreaction.
Conclusion DCsinfectedbyrAAV-HBsAgaremoreefficientthannaiveDCsinelicitingthedifferentiationofthelympho-
cytestowardThelpertypeIcells,butthefunctionsandthesurfacemarkersofDCsremainunaffectedaftertheinfection,sug-
gestingtheapplicabilityofrAAVasapotentiallyusefulvectorforHBsAggenetransferintotheDCsforHBVimmunotherapy.
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树突状细胞渊dendriticcells, DCs冤作为专职的抗

原呈递细胞在机体的免疫应答过程中居中心地位袁其

在恶性肿瘤尧慢性感染性疾病和自身免疫性疾病等的

免疫治疗中的作用已得到广泛关注遥
目前袁用病毒载体将抗原基因导入 DCs 并使之

持续表达被认为是最有效的基因转移的方法之一袁但

有研究咱1~3暂显示部分病毒或病毒载体因可缩短 DCs 寿

命尧阻止 DCs 成熟和抑制 DCs 表面分子的表达等而

影响 DCs 抗原呈递功能遥
重组腺相关病毒(rAAV)是目前基因治疗的常用

载体系统之一袁被其感染的 DCs 是否会出现上述功

能变化有待验证遥基于此袁本研究观察了 rAAV 载体

介导 HBsAg 基因感染人外周血单核细胞渊peripheral
bloodmononuclear cells, PBMC冤来源 DCs 后的功能

改变情况袁旨在为 rAAV 载体广泛用于基于 DCs 的

免疫治疗提供理论依据遥
1 材料与方法

1.1 载体与细胞

携带乙肝表面抗原主蛋白基因的 rAAV渊rAAV-
HBsAg冤由中国预防医学科学院病毒学研究所基因工

程国家重点实验室构建尧包装和纯化袁滴度为 5伊1011
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表 2 淋巴细胞与 DCs 共孵育后上清中 IFN-酌含量

Tab.2 Production of IFN-酌(pg/106 cells) by the
lymphocyte populations co-cultured with the dendritic cells

Timepost-co-incubation(d)
ContentsofIFN-酌(pg/106 cells)

N-DCs rAAV-HBsAg-DCs

3 9.97依2.04 10.87依3.45

5 18.41依4.02# 30.76依1.38*#

7 26.09依4.45# 47.49依5.52*#$

*P<0.02vs N-DCs; #P<0.01vs 3d ; $P<0.01vs 5 d

表 1 经与未经 rAAV-HBsAg 感染的 DCs 中 IL-12 含量

Tab.1 Contents of IL-12 in the dendritic cells infected
with or without rAAV-HBsAg

N-DCs:unmodifieddendriticcells;rAAV-HBsAg-DCs:dendritic

cellsinfectedwithrAAV-HBsAg;*P<0.05

Timepost-incubation(d)
ContentsofIL-12(pg/106 cells)

N-DCs rAAV-HBsAg-DCs

1 23.85依3.10 24.63依3.14

3 29.10依4.36 33.1依2.98

5 33.16依4.53* 45.48依6.04*

7 37.43依6.09 46.71依9.42

CFU/ml袁具体方法参见文献咱4暂曰人白细胞购自北京

市北太平庄血站遥
1.2 主要试剂

AIM-V 培养液购自 Gibco 公司曰白介素 -12渊p70冤
渊IL-12冤检测试剂盒尧白介素 -2渊IL-2冤尧白介素 -4渊IL-4冤尧
肿瘤坏死因子 琢渊TNF琢冤和粒细胞巨嗜细胞集落刺激

因子渊GM-CSF冤购自深圳晶美公司曰淋巴细胞分离液

购自北京宝芝林公司曰酌- 干扰素渊IFN-酌冤ELISA 检测

试剂盒购自北京天象人公司渊Gibco 原装冤遥
1.3 人外周血 DCs 的分离和培养尧病毒的感染

参照文献咱5袁6暂并略作改进院贴壁 2 h袁弃悬浮细

胞后立即在六孔板中分别加入感染复数渊multiplicity
of infection, MOI冤为 5伊106 CFU/ml 的 rAAV-HBsAg
和 AIM-V 培养液渊感染 rAAV-HBsAg 和未感染 DCs
组袁简称 rAAV-HBsAg-DCs 和 N-DCs冤袁总体积为500
滋l袁3 h 后弃去各孔液体袁加入含 GM-CSF渊1000U/ml冤
和 IL-4渊400U/ml冤的 AIM-V3ml 培养液继续培养遥
1.4 培养 DCs 上清中 IL-12渊p70 亚单位冤含量检测

按试剂盒说明书提供的方法于培养后 1尧3尧5尧7 d
检 测 rAAV-HBsAg-DCs 和 N-DCs 上 清 中 IL-12
渊p70冤含量袁各时相点均设 3 复孔遥
1.5 淋巴细胞与 DCs 共孵育后上清中 IFN-酌含量的

检测

在 12 孔板中将感染后培养 7 d 的 rAAV-HB-
sAg-DCs尧培养同样长时间的 N-DCs 分别与自身淋巴

细胞按 1颐20 的比例混合袁加入含 IL-2 渊100 U/ml冤
AIM-V 培养液 1.5ml袁以不加 DCs 只含相同总细胞

数的淋巴细胞为对照组袁各组均设 3 个复孔袁于共孵

育后的第 3尧5 和 7 d 按试剂盒说明书提供的方法检

测上清中 IFN-酌含量遥
1.6 MTT 法检测混合白细胞反应渊MLR冤

MLR 检测所选用的 T 淋巴细胞与 DCs 分别来自

不同的健康献血者袁取培养 7 d 的 rAAV-HBsAg-DCs
和培养同样长时间 N-DCs 用 25 滋g/ml 的丝裂霉素 C
在 37 益水浴中作用 30min袁1000r/min 离心 10min袁
弃上清袁沉淀细胞用 PBS 洗 3 次袁悬浮于 AIM-V 培

养液中遥分别以 1伊105/ 孔尧2伊103/ 孔尧1伊104/ 孔尧2伊104/
孔尧1伊103/ 孔将 DC 加入 96 孔板中袁以 T 淋巴细胞供

者自身的 PBMC 为对照组袁每组 3 个复孔遥每孔均加

入 1伊105 的 T 淋巴细胞袁终体积 200 滋l袁37 益尧5%
CO2 培养 9 6 h遥终止培养前 6 h 加入 MTT 200 滋l渊5
mg/ml冤袁培养终止后加酸化异丙醇 100 滋l袁充分混匀袁
静置数分钟后在波长 570nm 处测 D570 值遥刺激指数

渊SI冤= 实验孔 D(姿)均值 / 对照孔 D(姿)均值袁以 SI 反

映 DC 刺激后同种异体淋巴细胞增殖的能力遥
1.7 流式细胞仪检测 DCs 表面标记

收集感染后 7 d 的 rAAV-HBsAg-DCs 以及培养

7 d 的 N-DCs袁分别取 500 滋l 细胞悬液加入各测定管

中袁用 PE 或 FITC 标记的抗体孵育 30min袁PBS 洗 2
遍袁在 FACSort 流式细胞仪渊BectonDickinson冤上检

测 DCs 表面标记遥
1.8 统计处理

本实验所得计量资料用 SPSS10.0 软件进行方差

分析或 t 检验遥

2 结果

2.1 培养 DCs 上清中 IL-12渊p70冤含量检测

在培养的第 5 天袁rAAV-HBsAg-DCs 的 IL-12 分

泌水平显著高于 N-DCs(P<0.05)曰随着培养时间的延

长袁rAAV-HBsAg-DCs 和 N-DCs 逐渐成熟袁其 IL-12
的分泌水平有逐步提高的趋势渊表 1冤遥

2.2 淋巴细胞与DCs 共孵育后上清中 IFN-酌含量检测

对照组上清中未能检测到 IFN-酌遥在第 5 和第 7
天袁rAAV-HBsAg-DCs 组 IFN-酌含量明显高于N-DCs
组渊P<0.02冤曰两组分泌 IFN-酌的水平均随着共孵育时

间的延长而提高渊P<0.01袁表 2冤
2.3 rAAV-HBsAg 感染后 DCs 刺激同种异体淋巴细

胞增殖能力的变化

rAAV-HBsAg 感染和未感染的 DCs 在不同的刺

激细胞 / 应答细胞渊stimulator/responder袁S/R冤比值时

均可刺激同种异体淋巴细胞增殖袁感染和未感染的

DCs 刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力无显著差异

渊表 3冤遥
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图 1 经与未经 rAAV-HBsAg 感染的 DCs 的表

面标记表达结果

Fig.1 Surface marker expressions in
rAAV-HbsAg-infected and naive dendritic cells

Stimulator/responder(S/R) Stimulationindex(SI)
N-DCs rAAV-HBsAg-DCs

1颐1 9.78依0.97 10.33依1.34
1颐5 6.39依0.87 6.02依0.65
1颐10 4.34依0.68 4.68依0.59
1颐50 3.36依0.35 3.22依0.36
1颐100 1.85依0.32 2.02依0.32

表 3 经与未经 rAAV-HBsAg 感染的 DCs 刺激同种异体淋

巴细胞增殖反应的能力

Tab.3 Stimulation abilities of rAAV-HbsA-infectected and
naive dendritic cells in allogeneic lymphocyte reaction

2.4 rAAV-HBsAg 感染后 DCs 的表面标记变化

rAAV-HBsAg 感染 7 d 和未感染培养 7 d 的 DCs
表达 CD80尧CD86 和 HLA-DR 的细胞占受检细胞总

数的 74%以上袁较少的细胞表达 CD83 和 CD14袁感染

和未感染的 DCs 的表面标记分子无明显改变渊图 1冤遥

3 讨论

为达到最佳免疫治疗效果袁基于 DCs 的免疫治

疗方案使用病毒载体常需综合考虑感染效率尧转基因

表达持续时间尧稳定性和对 DCs 自身功能的负面影

响等多种因素遥rAAV 作为一种活病毒载体具有稳定

表达尧定点整合尧安全性较高袁且不表达任何病毒自身

蛋白基因等优点袁是基因治疗研究应用较广泛的载体

系统之一遥目前虽已有研究咱5袁6暂表明用表达 HPV-16E6
和 HPV-16E7 抗原的 rAAV 体外感染 DCs 能激发 E6
和 E7 特异性细胞毒性淋巴细胞 渊CTL冤的产生袁但

rAAV 介导抗原基因感染的 DCs 功能变化状况如何

有待研究遥
业已证明袁IL-12 是 Th1 产生必需的细胞因子袁

在启动细胞介导的免疫反应过程中起重要作用袁它可

刺激静止或激活的淋巴细胞产生 Th1 型细胞因子

IFN-酌遥本实验结果显示袁rAAV-HBsAg 感染能提高

DCs 的 IL-12 的分泌水平袁感染后的 DCs 刺激淋巴细

胞产生 IFN-酌能力增强袁提示 rAAV 介导 HBsAg 基

因感染的 DCs 能诱发淋巴细胞朝 Th1 型细胞分化袁
从而激发抗原特异性的 CTL 产生遥出人意料的是袁本

实验中未感染的 DCs 在培养末期 IL-12 分泌也增多袁

同时也可促进淋巴细胞产生 IFN-酌袁这可能与培养液

中高浓度的 GM-CSF尧IL-2 等有关袁有待进一步探讨遥
DCs 表面具有特征性表面标记要白细胞分化群

渊CD冤袁高水平表达的有 CD40尧CD80尧CD83尧CD86 和

II 型主要组织相容性复合体渊MHCII冤等咱7暂遥我们分离

的 DCs 高水平表达 HLA-DR尧共刺激分子 CD80 和

CD86袁低水平表达 CD14渊单核细胞标记冤和 CD83
渊成熟 DCs 标记冤袁表明本研究所采用的方法能获得

较高纯度的 DCs袁但处于非成熟状态曰rAAV-HBsAg
感染与否并不明显影响 DCs 表面标记的表达曰此外袁
无论是被 rAAV-HBsAg 感染还是未被感染的 DCs
均表现出较强的刺激淋巴细胞增值的能力袁两者之间

并无明显的区别遥从这些方面来看袁rAAV 介导外源

基因感染并不会干扰 DCs 的正常功能遥
总之袁本实验的结果显示 rAAV 介导外源基因感

染 DCs 能诱发淋巴细胞朝 Th1 型细胞分化袁同时并

不影响 DCs 的表型和刺激淋巴细胞增值的能力袁表

渊下转 701 页冤
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渊上接 698 页冤
明在基于 DCs 的免疫治疗方案渊研究冤中袁rAAV 载体

是介导外源基因体外遗传修饰 DCs 较为理想的载

体袁如能通过其它措施促进 DCs 的成熟袁在恶性肿瘤

和乙型肝炎等慢性感染性疾病的免疫治疗方面将大

有作为遥
致谢院感谢北京大学人民医院血液科王卉医师在流式细胞仪

检测细胞表面标记实验中给予的帮助遥

参考文献院
咱1暂KruseM,RosoriusO,KratzerF, et al. Maturedendriticcellsinfected

withherpessimplexvirustypeIexhibitedT-cellstimulatorycapaci-

ty咱J暂.JVirol,2000,74(15):7127-36.

咱2暂EngelmayerJ,LarssonM,SubkleweM,et al.Vacciniavirusinhibits
thematurationofhumandendriticcells: anovelmechanismofim-

muneevasion咱J暂.JImmunol,1999,163(12):6762-8.

咱3暂JenneL,HauserC,ArrighiJF, et al. Poxvirusasavectortotransduce
humandendriticcellsforimmunotherapy: abortiveinfectionbutre-
ducedAPCfunction咱J暂. GeneTher,2000,7(18):1575-83.

咱4暂吴小兵, 董小岩, 伍志坚, 等. 一种快速高效分离和纯化重组腺病

毒伴随病毒载体的方法咱J暂. 科学通报(SicBull),2000 , 4 5(19):
2071-5.

咱5暂LiuY,Chiriva-InternatiM,GrizziF, et al. Rapidinductionofcyto-
toxic T-cellresponcelymphocytesagainstcervicalcancercellsby
humanpapillomavirustype16E6antigengenedeliveryintohuman
dendriticcellsbyanadeno-associatedvirusvector咱J暂.CancerGene
Ther,2001,8(12):948-57.

咱6暂Chiriva-InternatiM,LiuY,SalatiE, et al.Efficientgenerationofcy-
totoxicTlymphocytesagainstcervicalcancercellsbyadeno-associ-
atedvirus/humanpapillomavirustype16E7antigengenetransduc-
tionintodendriticcells咱J暂.EurJImmunol,2002,32(1):30-8．

咱7暂BanchereauJ,SteinmanRM.Dendriticcellsandthe control ofim-
munity咱J暂. Nature,1998,392(6673):245-52.

RF:Respiratoryfrequency;HR:Heartrate;*P<0.05vs pre-wound

表 2 对照组和实验组呼吸频率和心率的比较渊x依s, 次 /min冤
Tab.2 Comparison of the respiratory frequencies and

heart rates between the 2 groups (Mean依SD, t imes/min)
Group Pre-wound HHEExposure

n RF HR n RF HR

EG 18 28.56依18.30 72.61依20.51 40 54.28依26.39* 94.00依35.49*

CG 19 22.26依13.50 75.47依20.51 39 58.88依20.73* 112.51依28.21*

t -1.443 -2.358 2.470 2.562

P 0.169 0.240 0.023 0.012

应袁如血浆 茁-EP 浓度的升高遥其中血浆茁-EP 浓度与疼

痛的感受度有关袁急性疼痛可使血浆 茁-EP 含量增高袁
但经过疼痛干预如使用麻醉尧针灸尧止痛药物后袁血浆

茁-EP 含量较治疗前可明显下降 咱5袁6暂遥
本研究结果显示袁采用密闭性功能敷料护理创面

后袁动物各时间段的血浆 茁-EP 浓度变化显著低于对

照组袁且在损伤后 2 4 h与损伤前无统计学意义遥说明

密闭性功能敷料具有明显降低血浆 茁-EP 的高峰值袁
能促进某些负反馈尧保持机体的衡态袁对镇痛起协同

作用袁与王学敏咱7暂报道的术后镇痛结果一致遥
心率尧呼吸频率不是对疼痛应激反应的一个敏感

指标袁但仍是对机体的应激反应的体现遥组织创伤后袁
细胞破坏时释放或产生激肽尧缓激肽袁P 物质和 5- 羟

色胺袁酸性代谢的产物和乙酰胆碱等物质袁当这些物

质达到一定浓度后就会刺激感觉神经引起伤口剧烈

急性疼痛袁导致血压升高袁呼吸袁心率加快咱3暂遥本研究

观察到湿热环境下实验组和对照组的创伤前与热暴

露时呼吸频率尧心率明显增快袁但实验组增加幅度小

于于对照组遥可见含有清热尧凉血尧活血祛

淤尧止痛功效的密闭性功能敷料能直接作用

于感觉神经和提高水解致痛物质酶活性袁使

致痛物质迅速分解袁浓度降低而达到止痛效

果袁减轻损伤后应激反应遥
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