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Abstract :Objective 　 To investigate antitumor effect s induced by dendritic cells (DCs) pulsed with com2
plex of tumor antigen f rom elemene2combo tumor cell vaccine2heat shock protein 70 of BCG ( H TA2
HSP70BCG) . Methods 　Tumor antigen peptides f rom elemene2combo Hca2F cell ( H TA ) combined with

HSP70BCG into H TA2HSP70BCG in vit ro . DCs were induced in medium with GM2CSF and IL24 and pulsed

with H TA2HSP70BCG , H TA and HSP70BCG , respectively. The proliferation stimulating effect s on un2sepa2
rated splenocytes and the cytotoxicity of the splenocytes activated with DCs were evaluated with M TT as2
say. The expression of CD40 and CD86 on the surface of DCs was assessed by flow cytometer. Results 　

Pulsing of H TA2HSP70BCG resulted in DCs maturation , characterized by up2regulation of CD86 and CD40 .

Proliferation index of un2separated splenocytes f rom H TA2HSP70BCG group was significantly increased as

compared with H TA group . Un2separated splenocytes f rom DCs pulsed with H TA2HSP70BCG revealed the

cytotoxicity agaist Hca2F , The H TA failed to reveal the cytotoxicity against Hca2F. Conclusion 　H TA2
HSP70BCG could induce DCs maturation and the mature DCs could activate splenocytes to generate more

potent specific antitumor effect .
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摘 　要 :目的 　观察体外构建的榄香烯复合瘤苗抗原2卡介苗热休克蛋白 70 复合物 ( H TA2HSP70BCG) 诱

导的树突状细胞疫苗的抗肿瘤效应。方法 　来源于小鼠的肝癌 Hca2F 榄香烯复合疫苗的抗原 ( H TA ) 与

卡介苗来源的 HSP70 ( HSP70BCG)在体外构建成 H TA2HSP70BCG复合物 ,用 GM2CSF 和 IL24 诱导树突状

细胞 (DCs) ,分别用 H TA2HSP70BCG、H TA和 HSP70BCG对其冲激。用 M TT 法检测该 DCs 刺激的全脾细

胞的增殖活性及被刺激的脾细胞的细胞毒活性。用流式细胞仪检测 DCs 表面 CD86 和 CD40 的表达。

结果 　体外构建 H TA2HSP70BCG可以诱导 DCs 成熟 ,表现为 DCs 表达 CD86 和 CD40 上调 ,该 DCs 可以

刺激全脾细胞增殖并使其产生特异性杀瘤活性 ,其强度明显大于 H TA 。结论 　体外构建 H TA2HSP70BCG

复合物可以诱导 DCs 成熟 ,该 DCs 可以激活脾细胞产生较强的特异性抗瘤效应。
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0 　引言

热休克蛋白 ( Heat shock proteins , HSPs) 是细

胞受到应激时新合成或合成增加的一组蛋白质 ,被

称为分子伴侣 ,在细胞抗原的加工和提呈方面起重

要作用[ 1 ] 。分枝杆菌 HSPs 与相关抗原形成融合蛋

白可诱导特异性 T 细胞反应 ,分枝杆菌 HSP70 富

含 T、B 细胞表位 ,是细胞免疫的重要靶点 ,可被用

来作为疫苗的载体[ 2 ] 。现已证明 ,从肿瘤细胞来源

的 HSPs2肿瘤肽复合物可诱导抗肿瘤免疫应

答[ 3 ,4 ] , HSP70BCG能通过树突状细胞 (Dendritic cell ,

DC)表面 TL R4 途径诱导 DC 成熟[ 5 ] 。本实验采用

榄香烯处理的 Hca2F 肿瘤抗原 ( Tumor antigen of

Hca2F t reated wit h elemene , HTA ) 在体外与卡介苗

热休克蛋白 70 ( HSP70BCG ) 构建成肿瘤疫苗 HTA2
HSP70BCG ,探讨其抗瘤效应及机制。
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1 　材料

1 . 1 　实验动物与瘤株

BALB/ C 近交系小鼠 ,引自中国医学科学院北

京药物研究所。Hca2F 肝癌细胞株由本校凌茂英教

授惠赠。L 929 小鼠成纤维细胞瘤细胞系 ,由中国医

学科学院肿瘤研究所张友会教授惠赠。

1 . 2 　主要试剂

RPMI 1640 ( GIBCO , U SA) ;胎牛血清、rm2IL2
4、rm2GM2CSF ( Sigm) ; FITC2抗小鼠 CD40、PE2抗
小鼠 CD86 抗体 ( San Diego , CA) ; ADP ( Trinity

Biotech ,Ireland) 。

2 　方法

2 . 1 　H TA2HSP70BCG的体外构建

按本室常规方法制备榄香烯复合瘤苗 ,细胞浓

度调至 1 ×108 / ml ,用电动匀浆器研磨制成细胞匀

浆 ,超速离心100 000g ,取上清组分作为粗制肿瘤抗

原 ( HTA ) 。超声碎 BCG 菌 ,超速离心后取上清 ,用

ADP 亲和层析法[ 6 ] 分离卡介苗 HSP70 ,提取物经

SDS2PA GE 电泳和 Western blot 鉴定。分别用考

马斯亮蓝法测定蛋白质含量。按比例将两类成分混

合加 ADP ,使之相互作用形成复合物。

2 . 2 　DC 的诱导及冲激

按本室常规方法获得小鼠骨髓细胞 ,用含 15 %

胎牛血清的 RPMI 1640 (含 20ng/ ml IL24 和 20ng/

ml GM2CSF) 培养液将其浓度调到 1 ×106 / ml ,在

37 ℃、5 %CO2条件下培养 ,第 3 天换液 ,第 6 天收集

不粘附细胞为骨髓树突状细胞 (不成熟树突状细

胞) , 将 其 浓 度 调 至 1 × 106 / ml , 分 别 加 入

HSP70BCG 、H TA 、H TA2 HSP70BCG至终浓度 25μg/ ml ,

培养 24h ,收集细胞做细胞表型分析和冲激全脾细

胞。

2 . 3 　DC 对全脾细胞的刺激作用

按本室常规方法获取全脾细胞 ,全脾细胞浓度

调至 4 ×106 / ml ,不同处理的 DC 浓度为 4 ×105 /

ml ,各取 100μl 加入 96 孔板培养 ,于 72h 以 M T T

法测定增殖活性 ,以刺激指数为指标 ,其计算公式

为 :刺激指数 (SI) = 实验组 OD595 / 对照组 OD595

2 . 4 　刺激后的脾细胞的细胞毒活性

将不同处理的 DC (浓度为 4 ×105 / ml) 与全脾

细胞 (浓度为 4 ×106 / ml) 共同培养 5 天 ,收集该细

胞为效应细胞 ,细胞浓度调为 4 ×106 / ml ,以 Hca2
F、L 929 为靶细胞 ,细胞浓度调为 4 ×105 / ml ,各取

100μl 加入 96 孔板 ( E∶T = 10∶1) ,并设单纯效应细

胞和靶细胞组 , 培养 72h ,在终止实验前 4h , 加

M T T (5μg/ ml) 20μl ,于 OD595测光密度值 ,计算细胞

毒效应 :细胞毒效应 ( %) = 〔1 - ( ODE + T - ODE/

ODT )〕×100 %

2 . 5 　统计学处理

实验数据均用 ( �x ±s) 表示 ,采用 SPSS 11 . 5软

件处理 ,进行 t 检验。

3 　结果

3 . 1 　DC 经 HSP70BCG 、H TA 、H TA2 HSP70BCG冲激后

表型的变化

骨髓细胞经 GM2CSF 和 IL24 诱导 6 天获得

DC (不成熟 DC) , 该 DC 经 HSP70BCG 和 HTA2
HSP70BCG冲激后 ,其表面 CD86、CD40 表达上调 ,但

HTA冲激仅 CD86 上调 ,对 CD40 影响不大 ,见图 1。

CD40 + cells are in the upper right quandrant ;

CD86 + cells are in the upper lef t and right quandrant s.

图 1 　DCs 的 CD86 和 CD40 的表达

3 . 2 　冲激后的 DC 对脾淋巴细胞的刺激作用

将不同 DC 与小鼠脾淋巴细胞培养 3 天 , HTA2
HSP70BCG和 HSP70BCG冲激的 DC 加脾细胞组的增

殖指数大于 HTA冲激的 DC 加脾细胞组 ( P < 0 . 05) ,

见表 1。

表 1 　全脾细胞与不同 DC培养 72h时的细胞增殖活性测定

Treatment Stimulation Index (SI ±SD)

H TA 1 . 21 ±0 . 14 △

HSP70BCG 1 . 78 ±0 . 10 3

H TA2HSP70BCG 1 . 88 ±0 . 07 3

　　△ P > 0 . 05 ,compared with control ; 3 P < 0 . 05 ,compared
with H TA

3 . 3 　刺激后脾细胞的细胞毒作用

脾淋巴细胞经 H TA冲激的 DC 刺激后 ,对 Hca2
F 和 L 929细胞无明显杀伤作用 (与各自对照相比 P

> 0 . 05) , HSP70BCG冲激的 DC 致敏的脾淋巴细胞均

能杀伤 Hca2F 和 L 929 细胞 (与各自对照相比 P <
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0 . 01) 。而经 H TA2HSP70BCG复合物冲激的 DC 刺激

的脾细胞对 Hca2F 细胞有较强的杀瘤活性 (与对照

和 H TA相比 P < 0 . 01) ,对 L 929细胞仅有微弱的杀伤

活性 (与对照和 HTA相比 P < 0 . 05) ,见表 2。

表 2 　DC刺激的全脾细胞的细胞毒作用

Group s
Cytotoxicity ( %)

Hca2F L 929

Control 12 . 38 ±2 . 33 30 . 53 ±2 . 71

H TA 15 . 12 ±1 . 79 △ 30 . 29 ±3 . 11 △

HSP70BCG 47 . 66 ±4 . 13 3 3 51 . 97 ±4 . 65 3 3

H TA2HSP70BCG 49 . 08 ±3 . 15 3 3 38 . 57 ±3 . 78 3

　　△ P > 0 . 05 ,compared with control ; 3 P < 0 . 05 ,compared
with control and H TA ; 3 3 P < 0 . 01 , compared with control
and H TA

4 　讨论

肿瘤细胞由于主要组织相容性复合体 ( major

histocompatibility complex , M HC)2Ⅰ类分子表达

低下及共刺激分子的缺乏 ,导致自身提呈抗原能力

低下 ,肿瘤特异性 T 细胞的激活必需依赖于抗原提

呈细胞的帮助。DC 是体内最重要的抗原提呈细

胞 ,能够有效摄取、加工肿瘤抗原 ,再经 M HC2Ⅰ类

分子、M HC2Ⅱ类分子提呈给 T 细胞使之激活 ,产生

特异性的抗肿瘤免疫反应[ 7 ] ,它在免疫系统中占有

中心枢纽的作用[ 8 ] 。肿瘤抗原肽是一类小分子物

质 ,难以被 DC 捕获。热休克蛋白作为一种分子伴

侣 ,可以结合抗原肽 ,在 DC 膜表面有其高亲和力受

体 ,可将抗原肽提呈给 DC[ 9 ] 。这些发现为在体外

构建肿瘤抗原肽 —热休克蛋白疫苗提供了理论基

础。

我们从榄香烯处理的 Hca2F 肝癌细胞提取肿

瘤 抗 原 ( H TA ) , 从 卡 介 苗 中 提 取 HSP70

( HSP70BCG) ,根据 HSP70 与蛋白质/ 多肽结合与解

离的特性 ,在 HTA 与 HSP70BCG混合物中加入 ADP

使它们形成 H TA2HSP70BCG复合物 ,以期 HSP70BCG

能将 H TA提呈给 DC ,再由 DC 将 HTA 加工、处理后

提呈给 T 细胞 ,并使之激活 ,产生特异性杀瘤效应。

结果显示 , HTA 与 HSP70BCG 结合成复合物 HTA2
HSP70BCG后 ,可以诱导 DC 成熟 ,表现为 CD86 和

CD40 的上调 ,该 DC 可进一步活化淋巴细胞 ,使淋

巴细胞产生增殖反应并诱导出杀瘤活性 ,在体外证

实了 H TA2HSP70BCG抗肿瘤的有效性。选择肿瘤抗

原肽携载物具有重要意义 , HSPs 是一组进化上高

度保守的蛋白质 ,是病原微生物的重要抗原之一 ,可

为宿主的免疫系统识别 ,是一个较为理想的抗原肽

携载物。卡介苗 (BCG)在临床上早已广泛用于结核

病的预防和肿瘤的非特异性免疫治疗 ,其安全性和

有效性均有保障 ,因而 HSP70BCG优于其他微生物来

源的 HSPs。HSP70BCG组淋巴细胞对 Hca2F 和 L 929

细胞均产生较强的细胞毒性 ,其机制可能在于 HSP

可起超抗原的作用 ,把抗原直接提呈给γδΤ细胞 ,

使其活化、增殖、发挥细胞毒功能[ 10 ,11 ] ,是一种非特

异性的免疫应答。而 HTA2HSP70BCG对 Hca2F 细胞

有较强的杀伤能力 ,对 L 929细胞有微弱的杀伤能力 ,

其机制可能由于 HSP70BCG结合了 Hca2F 细胞中的

肿瘤抗原肽所引起的特异性免疫应答 (这是主要方

面) ,不排除由于该复合物中含有 HSP 引起一定程

度的非特异性的免疫应答成分 , HTA2HSP70BCG组对

Hca2F 细胞有较强的杀伤能力及对 L 929 细胞有微弱

的杀伤能力 (明显低于 HSP70BCG组) 支持此推断。

该机制不仅为 HSP70BCG的非特异性抗瘤机制提供

实验室依据 ,还为应用 HSPs 作为载体在体外构建

具有 M HC 非限制性的 HSP 多肽疫苗 ,诱导机体特

异性免疫打下理论基础。
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