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Abstract
AIM: To explore the enhancement of the anti-
tumor activity of tumor-draining lymph node 
(TDLN) cells induced by autologous dendritic 
cells (DCs) in vitro.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were separated from the patients with 
colonic adenocarcinoma and then induced with 
granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4) and TNF-α for 
maturation. Thereafter, the autologous tumor ly-
sate was used to sensitize DCs. TDLN cells were 
isolated from regional lymph nodes of the pa-
tients, purified, and incubated with interleukin-2 
(IL-2). Finally, the TDLN cells were activated by 
the sensitized DCs or autologous tumor lysate, 
respectively, and the TDLN cells without activa-
tion served as controls. The cytotoxic activity of 

the activated TDLN cells to colonic adenocar-
cinoma cell line LS174T and human melanoma 
cell line A375 were comparatively analyzed�.

RESULTS: The cytotoxicities of the DCs-activat-
ed TDLN cells to LS174T cells were significantly 
stronger than those of TDLN cells activated by 
autologous tumor lysate or without activation 
(56.13% ± 7.33% vs 42.46% ± 7.68%, 33.50% ± 
7.00%, P < 0.001, as the ratio of TDLN cells to 
tumor cells was 20∶1; 44.85% ± 6.50% vs 30.50% 
± 9.17%, 26.75% ± 8.88%, P < 0.001, as the ratio 
of TDLN cells to tumor cells was 10∶1). How-
ever, for A375 cells, the cytotoxic activities had 
no significant difference among the TDLN cells 
activated by DCs and autologous tumor lysate, 
and without activation�.

CONCLUSION: The specific anti-tumor activ-
ity of TDLN cells can be enhanced by autolo-
gous DCs in vitro.

Key Words: Tumor-draining lymph node cells; Den-
dritic cells; Anti-tumor activity; Colonic adenocarci-
noma

Peng Z,  Chen L,  Li  R,  Li  L,  Dong YF,  Zhang L. 
Autologous dendritic cells enhance anti-tumor activity 
of tumor-draining lymph node cells from colonic 
adenocarcinoma patients in vitro. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(18):1843-1846

摘要
目的: 探讨自体树突状细胞(DC)体外对结肠
腺癌患者肿瘤引流区淋巴结(TDLN)细胞抗肿
瘤活性的增强作用. 

方法:  分离肿瘤患者的外周血单个核细胞
(PBMC)经IL-4, GM-CSF和TNF-α诱导其成
熟, 并以自体肿瘤冻融抗原预致敏, 诱导其中
的DC. 另外, 分离结肠癌患者的TDLN细胞, 
在含有IL-2的培养体系中培养, 并将TDLN
细胞分为3组: 第1组为肿瘤抗原致敏的DC加
TDLN细胞(DC组); 第2组冻融的肿瘤抗原加
TDLN细胞(Ag组); 第3组不加DC及肿瘤抗原
作为对照组(L组). 比较3组TDLN细胞对结肠
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■背景资料
手术、放疗和化
疗等三大治疗模
式都着眼于直接
杀伤肿瘤细胞, 但
常难于彻底消灭
肿瘤细胞, 且易于
损伤正常组织, 特
别是伤害在抗肿
瘤机制中起重要
作用的免疫系统. 
因此肿瘤生物治
疗作为肿瘤治疗
的第四模式而引
起人们的普遍关
注. 肿瘤生物治疗
主要是通过肿瘤
宿主防御机制或
生物制剂的作用
以调节机体自身
的生物学反应, 从
而抑制或消除肿
瘤. 1986年, 第一
例从病人肿瘤获
得的自体CTL过
继免疫治疗的实
验, 开启了肿瘤免
疫治疗的新纪元.
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■研发前沿
关于CTL的研究
始终是过继性细
胞免疫治疗的重
点 ,  T 细 胞 过 继
免疫治疗的核心
问题是如何获得
CTL并进一步增
强T细胞的肿瘤特
异性杀伤效应.



腺癌细胞系LS174T和黑色素瘤细胞系A375的
杀伤作用. 

结果: DC组对LS174T细胞系的杀伤作用明
显优于Ag组与L组(效靶比为20∶1时, 56.13%
±7.33% vs  42.46%±7.68%, 33.50%±7.00%, 
P <0.001; 效靶比为10∶1时, 44.85%±6.50% 
vs  30.50%±9.17%, 26.75%±8.88%, P <0.001); 
而对A375细胞, 各组细胞的杀伤作用没有明
显差异.

结论: 自体DC可明显增强结肠癌患者TDLN
细胞的杀伤作用.

关键词: 肿瘤引流区淋巴结细胞; 树突状细胞; 抗肿

瘤活性; 结肠腺癌
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0  引言

肿瘤引流区淋巴结(tumor-draining region lymph 
nodes, TDLN)作为体内抗肿瘤免疫发生的最初

也是最关键的场所, 在机体肿瘤免疫中具有重

要的作用[1]. TDLN细胞中的特异性CTL虽可被

肿瘤抗原刺激而致敏, 但由于缺乏协同激活信

号而处于“失能”状态, 不能有效地发挥其杀

伤肿瘤细胞的作用[2]. 肿瘤患者外周血及TDLN 
细胞中DC的数量明显减少, 并缺乏成熟DC的表

面标志, 其数量与质量与肿瘤患者的病理分期

及预后明显相关[3-5]. 因此, 我们推测在TDLN细

胞中添加高表达共刺激因子的成熟DC, 为T细
胞活化提供第二类信号, 有可能提高其特异性

杀伤活性. 

1  材料和方法

1.1 材料  2005-01/07在本科住院确诊为结肠腺癌

并行手术切除的患者20例, 术后病理证实为Duke 
B或C期, 均处于肿瘤进展期, 但仍限于局部而无

远位转移. 年龄26-55(平均47.6)岁, 男13例, 女7
例. 取外周血及TDLN标本. Hnaks液及RMPI1640
培养液为Gibco公司产品. 小牛血清购于浙江金

华生物制品厂. 淋巴分离液购自上海试剂二厂. 
IL-2、IL-4及TNF-α为Peprotech公司产品. GM-
CSF为Schering-Plough公司产品.  抗CD83、抗

CD86、抗CD1a及抗CD14mAb均为Immunotech 
Frunch公司产品. 抗CD3/抗CD4/抗CD8mAb为

Caltag公司产品. 抗CD3/抗CD16+56/抗CD45mAb
为B&D公司产品. MTT为Sigma公司产品. 结肠

癌细胞株LS174T及黑色素瘤细胞株A375均由解

放军总医院基础所免疫室提供. 无菌抽取患者外

周血10 mL, 用Ficoll密度梯度离心法直接分离和

纯化PBMC, 并以2 g/L台盼蓝染色计算活细胞的

百分率. 将手术获得的TDLN除去附着的脂肪, 以
含抗菌素的培基冲洗后, 剪碎、研磨、过筛并以

RPMI1640悬浮. 用淋巴细胞分离液进行密度梯

度离心(2 000 r/min×30 min), 即获得TDLN细胞. 
取肿瘤患者自体肿瘤组织机械剪碎, 置-80℃反复

冻融3次, 研磨、过筛. 加RPMI1640悬浮后, 以10 
000 r/min离心30 min, 取上清过滤除菌, 用紫外分

光光度计在波长280 nm及265 nm处测标本的蛋

白含量. 再以无血清RPMI1640调整蛋白浓度至

2 g/L, 置-4℃保存备用. 
1.2 方法 将所得PBMC计数后种入培养瓶中, 置
37℃, 50 mL/L CO2温箱中贴壁2 h. 轻微震荡后,
倒去上清及悬浮的细胞, 加入含50 mL/L小牛

血清的RPMI1640 6 mL, GM-CSF(终浓度1×106 
U/L)及IL-4(终浓度2×105 U/L). 置37℃, 50 mL/L 
CO2的温箱中培养7 d, 以刺激DC优势增殖. 于d4
时换液,  d6加入肿瘤冻融抗原100 mg/L,同时加

入TNF-α(终浓度2 mg/L), 促进DC成熟. d7收获

细胞并计数. 将TDLN细胞分为3组, ①DC组: 以
体外制备的自体DC诱导TDLN细胞活化. 即在

RPMI1640培养基中, 加入IL-2(终浓度2×105 U/
L), 将经DC定向扩增的细胞与TDLN细胞按1∶
50的比例混合后, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培

养3 d. ②Ag组: 以肿瘤抗原诱导TDLN细胞活化. 
即在RPMI1640培养基中, 加入IL-2(终浓度2×
105 U/L), TDLN细胞与冻融的肿瘤抗原25 mg/L
混合, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养3 d. ③L
组: 单纯用IL-2刺激TDLN细胞. 即在RPMI1640
培养基中, 加入IL-2(终浓度2×105 U/L), TDLN
细胞于37℃、50 mL/L CO2条件下培养3 d. 用流

式细胞仪分别测定上述3组细胞中CD4+, CD8+及

CD16+56+细胞的数量. 关于DC与TDLN细胞混合

的比例, 根据国内文献[6-8]和我们前期研究结果[9]

确定将DC定向扩增的PBMC贴壁细胞与TDLN
细胞按1∶50的比例混合. 分别以结肠癌细胞系

LS174T及黑色素瘤细胞系A375作为靶细胞包板, 
每孔的细胞数为1×104. 用各组TDLN细胞作为

效应细胞, 按10∶1及20∶1的比例与靶细胞混合. 
每组3个复孔, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养

72 h. 以MTT比色法[10]检测TDLN细胞的杀伤活
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■创新盘点
TDLN中的特异性
CD8 +前效应T细
胞已经肿瘤抗原
的长期致敏, 具备
了针对肿瘤细胞
的敏感性或者很
容易被疫苗致敏, 
但由于肿瘤环境
的影响, 使得CTL
激活信号转导功
能发生障碍, 处于
“失能”状态. 我
们设想根据“双
信号激活理论”, 
在TDLN细胞中添
加高表达共刺激
因子的树突状细
胞(DC), 从而为已
致敏的T细胞提供
激活所需要的第
二类信号, 提高其
特异性杀伤能力.



性, 结果以A 590 nm表示. 杀瘤率(%) = [1-实验孔A
值/(靶细胞A值+效应细胞A值)]×100%.

统计学处理 应用STATA 7.0软件法进行分

析. 3组中CD8+, CD16+56+细胞的百分比采用单

因素方差分析, CD4+细胞的百分比因为方差不

齐采用多样本秩和检验(Kruskal-Wallis检验), 然
后分别进行组间检验, 其中DC组与Ag组、DC
组与L组进行单因素方差分析,  Ag组与L组进行

Wilcoxon-Mann-Whitney检验. 3组CD4＋/CD8＋T
细胞的相对比也采用多样本秩和检验, 然后分别

进行组间检验, 其中DC组与L组、DC组与Ag组
采用Wilcoxon-Mann-Whitney检验, Ag组与L组
采用单因素方差分析. 3组细胞对两种靶细胞的

杀伤结果首先采取多因素方差分析, 研究TDLN
细胞的不同激活方法、效靶比及靶细胞对3组
TDLN细胞的杀伤率的影响, 以及各因素之间有

无交互影响. 然后采取两因素方差分析方法分别

分析分组及效靶比因素对每种靶细胞的杀伤率

的影响. 最后, 采取单因素方差分析方法分别分

析效靶比为10∶1和20∶1时各组TDLN细胞对

LS174T细胞系的杀伤率的差异性. P <0.05时认

为有差异性显著.

2  结果

2.1 C D4.1 C D41 C D4+、C D8+、C D16+56+细胞数  D C组

中C D8 +细胞与A g组、L组均存在显著差异

(P <0.01), 而Ag组、L组之间无统计学差异(P  = 
0.612, 表1). CD4+细胞在3组间比较时显示存在

显著差异(P <0.05), 组间比较显示DC组与L组存

在显著差异(P <0.01), 而DC组与Ag组, Ag组与L
组之间无统计学差异(P >0.05). CD16+56+细胞在

3组间比较时无统计学差异(P >0.05). 对于CD4+/
CD8+T细胞的相对比, 3组间比较时显示存在显

著差异(P <0.001), 组间比较显示DC组与L组、

DC组与Ag组均存在显著差异(P <0.001), 而Ag组
与L组之间无统计学差异(P = 0.95).
2.2 对靶细胞的杀伤率结果 TDLN细胞的激活

方法、效靶比及靶细胞的差异对3组TDLN细胞

的杀伤率的存在显著性影响, 而且激活方法与

靶细胞、效靶比与靶细胞之间存在交互影响(P  
<0.001, 表2). 说明各组TDLN细胞对LS174T细
胞系与A375细胞系的杀伤率存在显著差异, 各
组TDLN细胞对LS174T细胞系的杀伤率均大于

对A375细胞系的杀伤率, 而且以DC组在高效靶

比对LS174T细胞系的杀伤效果最佳(P <0.001). 
对于A375细胞的杀伤能力各组细胞间没有明显

差异, 而且在不同效靶比时的杀伤率也没有明显

差异(P >0.05). 对LS174T细胞系的杀伤率的分析

显示, 总体上各组TDLN细胞在不同效靶比时杀

伤率均存在显著性差异(P <0.001). 但对不同效靶

比进行分析则发现, 在效靶比为10∶1时DC组与

Ag组、L组均存在显著差异(P <0.001), 而Ag组与

L组之间无统计学差异(P >0.05); 效靶比为20∶1
时三组间均存在显著差异(P <0.001).

3  讨论

过继性细胞免疫治疗 ( a d o p t i v e  c e l l u l a r 
immunotherapy, ACI)是通过输注免疫活性细

胞增强肿瘤患者的免疫功能达到抗肿瘤的效

果. 已经证实CD8+CTL是主要的抗肿瘤效应细

胞. 因此, 关于细胞毒性T细胞的研究始终是过

继性细胞免疫治疗的重点, T细胞过继免疫治疗

的核心问题是如何获得CTL并进一步增强T细
胞的肿瘤特异性杀伤效应. 用于杀伤性T细胞来

源的细胞主要有外周血单个核细胞(PBMC)、
肿瘤浸润淋巴细胞(T I L)及肿瘤引流区淋巴结

(T D L N)细胞, 其中对P B M C和T I L研究较多. 
TDLN细胞作为过继性细胞免疫治疗的细胞来

源, 具备一些独特的优势: (1)与PBMC相比有更

强的特异性. TDLN中的T细胞已经肿瘤抗原长

期致敏, 具备针对自体肿瘤细胞特异性的识别

能力. TDLN细胞是由个体肿瘤直接致敏, 所以

对个体化的肿瘤细胞具有更好的特异性; (2)与
TIL相比TDLN细胞的来源及数量与TIL相比更

为广泛; (3)TDLN作为体内抗肿瘤免疫的主要场

所, 从其中提取的各种细胞比率更接近于外周

免疫系统的比率, 对于免疫系统而言, 发挥抗肿

瘤效应并非是有一种细胞起决定性的作用, 而
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■应用要点
TDLN细胞在体外
经短期激活和扩
增就能用于治疗, 
虽然用TDLN细胞
进行过继免疫治
疗目前在临床应
用仍然很少, 但因
为其具有良好的
抗肿瘤活性, 可以
作为抗肿瘤效应
细胞的一种很好
来源, 具备较好的
发展前景. 

       

表  1  CD4+，CD8+，CD16+56+细胞百分比及CD4+/CD8+T细
胞的相对比 (mean±SD）

 DC组
 Ag组
 L组

48.43±5.45
48.50±7.55
53.12±3.78

分组           CD4+ (%)      CD8+ (%)      CD4+/CD8+   CD16+56+(%)          

22.00±4.46
15.67±4.63
17.09±4.49

2.27±0.48
3.32±0.99
3.30±0.81

1.88±0.82
1.76±0.83
1.89±0.98

       

表  2  TDLN细胞对不同靶细胞杀伤率的组间比较 (mean±
SD,%)

 DC组
 Ag组
 L组

56.13±7.33
42.46±7.68
33.50±7.00

                           LS174T 	                A375        

44.85±6.50
30.50±9.17
26.75±8.88

19.00±11.70
19.15±10.93
17.30±9.84

17.17±8.78
17.23±8.44
15.22±8.57

分组 
     E∶T = 20∶1   E∶T=10∶1  E∶T=20∶1  E∶T = 10∶1        



是多种细胞相互协调、相互制约共同形成一个

免疫网络系统, 从而是免疫效应产生最合理的

效益并控制负面作用的程度[11-12]. 
流式细胞仪检查结果表明 ,  D C诱导的

TDLN细胞中CD8+T细胞的比率高于肿瘤抗原

联合IL-2或单纯使用IL-2冻融肿瘤抗原诱导的

TDLN细胞, CD4+/CD8+比例也有显著差异, 而
后两者之间无明显差异, 即以DC诱导时可产生

更多的CTL. 对于CD4+T细胞, 只在DC诱导和

单纯使用IL-2诱导之间存在差异, 而DC诱导与

冻融肿瘤抗原的诱导、冻融肿瘤抗原的诱导与

单纯使用IL-2诱导之间却无存在差异, 推测DC
对于CD4+T细胞和CD8+T细胞的影响可能有所

不同. 未能显示出统计学的差异. CD16+56为自

然杀伤细胞(natural killer cells, NK细胞)的表

面标志, 在淋巴结中NK细胞所占比例很小, 在
我们的实验中各组CD16+56+细胞比例均值小

于2%且不同诱导方法间不存在显著差异 .  这
也说明了TDLN细胞中起杀伤作用的主要是以

CD8+T细胞为主体的CTL. 
我们在T D L N细胞加I L-2培养体系的基

础上, 分别用负载肿瘤抗原的D C刺激与用肿

瘤冻融抗原刺激的方法进行对比, 比较了3组
TDLN细胞对LS174T细胞系和A375细胞系杀

伤的作用. 结果表明, 3组TDLN细胞对LS174T
细胞系杀伤率均高于对A375细胞系的杀伤率, 
提示TDLN细胞可能在患者体内已被结肠癌细

胞预致敏, 具有一定特异性. 3组TDLN细胞对

LS174T细胞系的杀伤率存在明显差异, 在较低

效靶比时, 肿瘤冻融抗原刺激对杀伤率的影响

不显著, 但在高效靶比例的情况下, 肿瘤冻融

抗原刺激的TDLN细胞的杀伤率也有显著提高. 
说明对结肠腺癌患者的TDLN细胞来说肿瘤抗

原联合IL-2的激活效果也优于单纯使用IL-2的
方法. 我们既往的研究结果显示对胃腺癌患者

TDLN细胞冻融肿瘤抗原刺激则无此效果, 两
者差异可能与结肠癌细胞的抗原性强于胃癌

细胞有关[13]. DC刺激的TDLN细胞对LS14T细
胞的杀伤率高于其他两组, 说明以自体成熟的

DC激活TDLN细胞的方法, 优于肿瘤抗原联合

IL-2或单纯使用IL-2的方法, 各组TDLN细胞

对A375细胞的杀伤率相似. 说明TDLN细胞对

LS174T细胞的杀伤作用具有一定的特异性. 有
研究证实人实体肿瘤内的肿瘤浸润树突状细

胞(T IDC)的研究发现其表型特征与功能成熟

的DC明显不同, 大多数TIDC不表达或低表达

共刺激因子B7-1(CD80)和B7-2(CD86), 而且与

正常DC不同的是IL-4, GM-CSF, TNF-α等细胞

因子不能解除肿瘤浸润对DC在B7分子表达上

的抑制. 这可能是TIDC不能有效激活CTL的原

因之一[3,14]. 以体外培养并以自体冻融的肿瘤抗

原致敏的DC, 代替TDLN细胞中受肿瘤抑制的

DC, 可增强TDLN细胞的抗肿瘤活性, 其效果优

于肿瘤抗原联合IL-2或单纯使用IL-2的方法. 
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■同行��评价
本文采用患者自
体 树 突 状 细 胞
( D C ) 在 体 外 对
结肠腺癌患者肿
瘤引流区淋巴结
(TDLN)细胞抗肿
瘤活性作用的影
响 结 果 表 明 D C
具有明显增强对
结 肠 腺 癌 细 胞
LS174T细胞系的
杀伤作用, 其作用
比融冻的肿瘤抗
原为强, 且其作用
亦比对黑色素瘤
细胞系A375的杀
伤 作 用 为 强 .  实
验进一步对其作
用机制进行了探
讨. 这一研究为临
床应用过继性细
胞免疫治疗选用
TDLN细胞作为细
胞来源提供了理
论依据. 故本文具
有临床参考价值.


