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Abstract:Objective 　Toinvesti gatetheimmunefunctionofdendriticcellsderivedfromchronicm yeloid

leukemia (CML2DC) . Methods　Themononuclearcellswerese paratedfromthe peripheralbloodofCML pa2
tientsandculturedwithGM 2CSFandIL 24toinduceDC.The phenot ypeofCML 2DCandtheanti 2tumoref 2
fectsofc ytotoxicTcellsinducedb yCML 2DCwereinvesti gated.ThelevelofIL 212andIFN 2γ insu pernate

weremeasuredb yELISA.CML 2DCswerecom paredwithnormalDCs. Results　Itwas provedthattheDCs

couldbederivedfromCML.Theex pressionratesofCD1a 、CD80andCD83ofCML 2DCwereobviousl ylower

thanthoseofnormal 2DC.Inmixedl ymphocytereaction,theavera gelevetofIL 212andIFN 2γofCML 2DC

wereobviousl ylowerthanthoseofnormal 2DC.CMLcellswereeffectivel yands pecificallydestro yedb yCTLs

inducedb yCML 2DCs. Conclusion　DCsderivedfromCMLhavetheimmunefunctionofanti gen2presentin g

cells,andhavetheabilit ytoinduceanti 2leukemiaeffect.
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摘　要 :目的　研究慢性髓性白血病来源的树突状细胞的免疫功能。方法　分离慢性期 CML患者外周

血单个核细胞 ( PBMNC) ,用细胞因子 GM2CSF及 IL24在体外诱导培养 DC,检测细胞表型 ,并观察其诱

导的 CTL 体外抗肿瘤效应。用酶联免疫 ( ELISA)方法测定 CML2DC混合淋巴细胞反应 (MLR)上清液

中 IL212及 IFN2γ的量 ,并与正常 DC进行比较。结果　联合 GM2CSF及 IL24可诱导 CML细胞分化为

CML2DC,CML 2DC的 CD1a、CD80、CD83表达率均低于正常 DC;CML 2DC混合淋巴细胞反应上清 IL212

及 IFN2γ含量均低于正常 DC;CML 2DC能诱导出对自身 CML细胞有特异性杀伤作用的 CTL。结论　

CML2DC具有抗原提呈细胞的免疫功能 ,能诱导抗白血病 CTL 反应。
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0　引言

树突状细胞 (DC)是目前已知的能激活未致敏

T细胞的专职抗原提呈细胞 (APC) ,可由各种来源

的造血干细胞 (CD34 + )或外周血单核细胞 (CD14 + )

诱导分化成熟。近年来研究发现 ,体外诱导慢性髓

系白血病 ( CML ) 细胞可分化为 DC。本研究将

CML来源 DC与正常 DC进行比较 ,来对 CML2DC

的免疫功能进行评价 ,从而为白血病细胞来源的DC

用于白血病免疫治疗进行初步探讨。

1　资料与方法

1.1 　临床资料

初诊慢性期 CML5 例 ,其中男 3 例 ,女 2 例 ,

BCR2ABL融合基因阳性 ,年龄 23～51岁 ,诊断和分

期见文献[1] 。以 5例本单位健康志愿者作为对照 ,

男 2例 ,女 3例 ,年龄 25～34岁。

1.2 　主要试剂

重组人粒 - 巨噬细胞集落刺激因子 ( rhGM2
CSF)由华北制药金坦公司惠赠 ,白细胞介素 ( IL24)

为美国 Pepprotech 公司产品 ,FITC 2CD1a、CD80,

PE2CD83单抗购自 B-D 公司 ,ELISA 试剂盒为上

海森雄科技实业有限公司产品。

1.3 　骨髓单个核细胞的分离和保存

初诊 CML患者分别采集骨髓 3ml, 经淋巴细胞

分离液梯度离心 (2000 r/min ) 30min, 获界面细胞 ,

用 PBS洗 2次 ,加冷冻保存液 -80 ℃保存备用。

1.4 　肿瘤抗原的制备

取生长良好的 K2562 细胞 1×107个 ,用生理盐

水洗涤 2遍 ,加入生理盐水 200μl, 分别在室温和 -
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80℃反复冻融 5 次 ,稀释至 1ml, 用微孔滤膜 (0.22

μl)过滤 ,4℃保存备用。

1.5 　DC的诱导培养

采集外周静脉血 10ml, 分离单个核细胞 ( PBM2
NC) ,实验组用 RPMI21640 全培养基 (含 10%胎牛

血清、IL2450μg/L 及 GM2CSF100μg/L )调节细胞

浓度为 5×105/ml, 接种于 24孔培养板中 ,于 37℃,

5%CO 2培养箱中培养 ;对照组 (细胞浓度 3 ×106/

ml)则先孵育 2h, 洗出悬浮细胞 ,再培养 ,共培养 9

天 ,每 2～3天半量换液 ,对照组在 7天时分为二组 ,

一组加入 K2562 的冻融抗原 50μl (负载组) ,一组加

入 50μl培养基 (未负载组) 。在倒置显微镜下观察

细胞生长的动态变化 ,采用直接免疫荧光标记、流式

细胞仪 ( FACSVanta ge,BD 公司)检测细胞表型。

1.6 　同种混合淋巴细胞反应 (allo2MLR)

取上述培养的 DC,以 25mg/L 丝裂霉素去增殖

后作为刺激细胞。分离健康人 PBMNC, 贴壁 2h 去

除贴壁细胞 ,作为效应细胞。按 1∶10 比例加入 24

孔板和 96孔板 (总体积 200μl/孔)培养 72h, 收集 24

孔板中的细胞作为 CTL, 上清用 ELISA 方法检测其

中 IL212和 IFN2γ的含量。96 孔板中加入四甲基

偶氮唑盐 ( MTT )( 5mg/ml,20 μl/孔)继续培养 4h,

490nm 检测 A 值。

1.7 　CTL 对肿瘤细胞的杀伤作用

以 K2562 细胞和复苏的 CML 细胞作为靶细

胞 ,采用乳酸脱氢酶 (LDH )法测定 CTL 活性 ,参照

文献 [2] 稍加修改 ,将上述制备的 CTL 细胞与靶细

胞以 20∶1混合 ,37 ℃、5%CO 2培养 6h, 以 Beckman

LX20 (美国)自动生化分析仪检测上清 LDH 活力

(U/L ) ,分析 CTL 对靶细胞的杀伤作用 ,公式如下 :

CTL 杀伤活性 ( %) = ( E/T-Es-Ts ) / ( Tm-

Ts) ×100%

E/T: 试验组 LDH 活力 ;Es: 靶细胞自然释放组

LDH 活力 ;Ts: 效应细胞自然释放组 LDH 活力 ;

Tm:靶细胞最大释放组 LDH 活力。

2　结果

2.1 　细胞形态与表型的变化

CML细胞呈球形 ,悬浮生长 ,加入 GM2CSF 及

IL24培养后 ,形状变为不规则形 ,部分细胞可见有

树突状突起 , 见图 1;对照组细胞开始呈贴壁生长 ,

培养后呈集聚趋势 ,簇状生长 ,并有部分细胞脱落 ,

细胞表面有许多毛刺 ,较实验组异形性更加明显 ,树

状突起多而长 ,见图 2。流式细胞术检测细胞表型 ,

CML2DC的 CD1a,CD80,CD83 表达均明显低于正

常对照组 ( P < 0.01 ) ,负载组与未负载组无显著差

异 ( P > 0.05 ) ,见表 1。

2.2 　DC刺激同种异体 T细胞增殖的能力

在混合淋巴细胞反应 (allo2MLR )中 ,以MTT法

测定增殖指数 ,刺激同种异体 T 细胞增殖的能力

CML2DC低于正常 DC,未负载 DC低于负载 DC,见

图 3。

表 1　DC的膜表面标志的表达水平(%, �x±s)

组别 CD1a CD80 CD83

CML2DC 10.53 ±2.64 11.64 ±1.71 23.91 ±3.06

DC(未负载组) 49.64 ±8.99 34.35 ±5.95 42.64 ±7.80

DC(负载组) 52.18 ±8.26 36.17 ±6.20 44.19 ±8.53

图 1　CML2DC( ×200未染色)

图 2　正常 DC( ×200未染色)

图 3　MTT法检测 allo2MLR的结果

2.3 　MLR 中 IL212和 IFN2γ的分泌水平
allo2MLR 上清用 ELISA 法测定 IL212 和 IFN2

γ的含量 (ng/L ) ,结果发现 CML2DC组 IL212,IFN 2
γ含量 (47.59 ±11.24 和53.14 ±15.86 )低于正常

DC未负载组 (70.67 ±16.96 和89.92 ±20.77 )( P <

0.05 )及正常 DC 负载组 (136.12 ±24.82 和138.99
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±29.31 )( P < 0.01 ) ,未负载组显著低于负载组 ( P

< 0.05 ) 。

2.4 　CTL 对靶细胞的杀伤活性

结果显示在 20∶1的效靶比时 ,CML2DC诱导出

的 CTL 对自身 CML 细胞具有特异性杀伤作用

(52.35% ) ,对异体 CML 细胞及 K2562 细胞杀伤作

用很弱 (12.30% 和7.52% ) ;负载组正常 DC诱导出

的 CTL 对 K2562 细 胞 有 明 显 的 杀 伤 作 用

(68.57% ) ,对 CML 细胞杀伤作用较弱 (14.71% ) ;

未负载组正常 DC 诱导出的 CTL 对 CML 细胞及

K2562 细胞均无明显杀伤作用 (10.19% 和8.26% ) 。

3　讨论

肿瘤的免疫治疗是当今众所关注的热点之一 ,

特异性抗肿瘤免疫治疗有赖于功能性抗原提呈细胞

(APC)对肿瘤抗原的有效提呈。DC是目前已知的

功能最强的 APC, 目前围绕 DC进行实体瘤免疫治

疗已进入临床研究阶段[3] 。白血病细胞由于缺乏

特异抗原 ,而全细胞抗原有瘤细胞污染的危险 ,因此

给 DC用于白血病的治疗带来困难 ,近年研究发现 ,

白血病细胞特别是 CML 细胞在体外可以直接诱导

分化为 DC,Choudhur y 等将 CML 患者 PBMNC 体

外培养获得 DC, 分子生物学检测 t (9,22 )阳性 ,证

实为 CML来源 ,并可激发出抗 CML 免疫反应[4] 。

若白血病来源 DC免疫功能得到肯定 ,它就有可能

在白血病免疫治疗方面开辟一个崭新的领域。

本研究发现 ,联合 GM2CSF 及 IL24 可诱导

CML细胞分化为 DC, 阳性表达 CD1a,CD80,CD83

等免疫分子 ,能够刺激同种异体 T细胞增殖 ,证实

了 CML2DC具有类似正常 DC的功能。DC能分泌

多种细胞因子如 IL212、IL21β、IL215等[5] ,来激活其

他免疫细胞 ,诱导出高效而特异的免疫应答反应。

IL212是细胞免疫调节中关键的细胞因子 ,具有激

活 NK 细胞、T细胞 ,促进 T细胞分泌 IFN2γ和抑
制肿瘤血管生成等功能。IFN2γ则能抑制肿瘤细胞
的生长 ,能引发巨噬细胞的杀瘤效应 ,增强 CTL 和

NK 细胞杀伤靶细胞的能力 ,并可抑制 Th2 细胞增

殖。在 allo2MLR 中 ,DC为产生 IL212 的主要细胞 ,

T细胞为产生 IFN2γ的主要细胞 ,我们的研究证实

CML2DC具有分泌 IL212和协助与促进 T细胞分泌

IFN2γ的作用。同时也发现 ,CML 2DC 与正常 DC

存在差异 ,表面免疫分子表达、分泌 IL212 和协助与

促进 T细胞分泌 IFN2γ均低于正常 DC, 这在一定

程度上会影响 CML2DC的功能。其原因可能为 :一

方面体外诱导培养只能使一部分 CML 细胞分化为

DC, 其诱导分化率明显低于正常细胞 ,另一方面

CML细胞自身可能分泌一些细胞因子如血管内皮

生长因子 (VEGF )等 ,抑制了 DC的分化和成熟。

我们的研究发现 ,CML2DC及负载抗原 DC激

活的 CTL 对靶细胞具有较强杀伤作用 ,与未负载肿

瘤抗原的 DC共同培养的 T细胞对靶细胞杀伤作用

很弱 ,说明 CML2DC 能够递呈自身肿瘤抗原 ,激发

的 CTL 的细胞毒活性是特异性的。因此白血病来

源的 DC有望用于体外肿瘤特异性 CTL 的扩增并

用于过继性回输患者 ,或灭活后作为疫苗回输 ,体内

激发肿瘤特异性 CTL, 增强机体特异性的肿瘤免疫

能力。
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