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  摘 要:目的 研究 HPV-16
 

E7抗原肽负载的树突状细胞(DC)与细胞因子诱导杀伤(CIK)细胞共培养

Ag-DC-CIK对人宫颈癌细胞siha的杀伤效应。方法 采集健康人外周血,分离提取单个核细胞(PBMC),分别

诱导生成DC和CIK细胞,观察细胞形态,流式细胞仪检测DC摄取能力及其表面分子CD83、CD86和CIK细

胞
 

CD3、CD8、CD56的表达。酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测白细胞介素-12(IL-12)、干扰素-γ(IFN-γ)的水

平。实验分为5组:效应细胞CIK、DC-CIK、Ag1-DC-CIK、Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK,分别与靶细胞siha共

培养,细胞计数试剂盒(CCK8)法检测效应细胞对siha活性的影响,乳酸脱氢酶(LDH)释放法检测效应细胞对

siha的杀伤效应。结果 DC成熟后,摄取能力减弱,CD86、CD83表达上调,上清液中IL-12水平增高;与DC
共培养的CIK细胞,CD3+CD8+、CD3+CD56+细胞比例提高,分泌IFN-γ能力增强;与CIK细胞、DC-CIK组相

比,Ag1-DC-CIK、Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK组均表现出对siha细胞更强的杀伤效应。结论 成功构建Ag-
DC-CIK共培养体系,获得两组有效的HPV-16

 

E7蛋白抗原肽,为治疗宫颈癌提供了新思路。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

killing
 

effect
 

of
 

HPV-16
 

E7-loaded
 

dendritic(DC)
 

cells
 

co-cultured
 

with
 

cytokine-induced
 

killing(CIK)
 

cells
 

on
 

cervical
 

carcinoma
 

cells.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

of
 

healthy
 

a-
dults

 

was
 

collected,and
 

the
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells(PBMC)
 

were
 

separated,then
 

DC
 

and
 

CIK
 

were
 

induced
 

and
 

cultured.The
 

cell
 

morphology
 

was
 

observed
 

under
 

microscope.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

uptake
 

capacity
 

and
 

surface
 

markers
 

CD86
 

and
 

CD83
 

of
 

the
 

DC,and
 

CD3,CD8
 

and
 

CD56
 

of
 

the
 

CIK.Levels
 

of
 

IL-12
 

and
 

IFN-γ
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay(ELISA).The
 

effec-
tor

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups:CIK,DC-CIK,Ag1-DC-CIK,Ag2-DC-CIK
 

and
 

AgM-DC-CIK,which
 

were
 

co-cultured
 

with
 

target
 

cells
 

siha
 

respectively.The
 

viability
 

of
 

siha
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

and
 

the
 

killing
 

effects
 

of
 

effector
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

LDH
 

release
 

method.Results The
 

uptake
 

capacity
 

of
 

mature
 

DC
 

was
 

weaken,but
 

the
 

surface
 

markers
 

CD86,CD83
 

were
 

up
 

regulated,and
 

the
 

levels
 

of
 

secreted
 

IL-12
 

in
 

the
 

super-
natants

 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

immature
 

DC.The
 

proportions
 

of
 

CD3+CD8+,CD3+CD56+were
 

significantly
 

elevated
 

in
 

DC-CIK,and
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

supernatants
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CIK
 

group.The
 

kill-
ing

 

effects
 

of
 

Ag1-DC-CIK,Ag2-DC-CIK
 

and
 

AgM-DC-CIK
 

were
 

obviously
 

higher
 

than
 

CIK
 

and
 

DC-CIK.
Conclusion The

 

co-culture
 

system
 

of
 

DCs-CIKs
 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

two
 

effective
 

HPV-16
 

E7
 

antigen
 

peptides
 

were
 

obtained,which
 

provides
 

an
 

experimental
 

basis
 

for
 

therapy
 

of
 

cervical
 

carcinoma.
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  宫颈癌是严重威胁女性健康的恶性疾病之一,在
生殖系统中发病率仅次于乳腺癌,且近年来发病率和

致死率均逐年上升[1]。流行病学调查分析发现,髙危

型人乳头瘤病毒(HR-HPV)持续感染是导致宫颈癌
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发生、发展的主要原因,不同型别的HPV致癌作用差

别很大,其中HPV-16是目前所发现的最重要的致癌

性HPV,感染人数占宫颈癌病例总数的1/2。HPV-
16

 

E6、E7是诱导细胞恶变的主要蛋白,也是治疗宫

颈癌的理想靶蛋白,如果能破坏体内表达 HPV
 

E6、
E7蛋白的细胞,就能阻止肿瘤的发生、发展,其中E7
蛋白抗原性更强[2-5]。近年来细胞免疫治疗已成为继

手术、放疗、化疗之后治疗肿瘤的又一重要方法,尤其

是特异性细胞免疫治疗已成为国际研究热点,目前树

突状细胞(DC)联合细胞因子诱导的杀伤(CIK)细胞

在多种肿瘤的治疗中取得了较好的疗效[6-9]。因此,
本研究拟通过用 HPV-16

 

E7蛋白抗原肽负载DC,再
与CIK细胞共培养,观察其对siha细胞的杀伤作用,
为治疗宫颈癌提供新的治疗方案。
1 材料与方法

1.1 材料 人外周血淋巴细胞分离液购自北京索莱

宝,RPMI1640培养基购自sigma,胎牛血清购自Gib-
co公司,重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(rh-
GM-CSF)、重组人白细胞介素-4(rhIL-4)、重组人肿

瘤坏死因子-α(rhTNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)、重组人

白细胞介素-1α(rhIL-1α)、重组人白细胞介素-2(rhIL-
2)、白 细 胞 介 素-12(IL-12)ELISA 试 剂 盒、IFN-γ

 

ELISA试剂盒购自美国Pepro
 

Tech
 

公司,流式抗体

CD83、CD86、CD3、CD8、CD56购自美国 BD 公司,
FITC-dextran购自santacruz,CCK8试剂购自Ther-
mo,LDH释放检测试剂盒购自Promega,宫颈癌siha
细胞购自中科院上海细胞库。
1.2 方法

1.2.1 HPV-16
 

E7抗原肽的设计与合成 以 HPV-
16

 

E7为标准,在 UniProtKB 蛋 白 库 中,利 用 Ex-
PASy-ProtScale、Antibody

 

epitope
 

prediction抗原表

位预测网站及Cn3D软件,分析推测出可能成为抗原

表位的氨基酸序列,最终根据亲水性、抗原性及表面可

能性选取两条抗原肽,分别为Ag1(HPV-16
 

E738-54):
CDGPAGQAEPDRAHYNN;Ag2(HPV-16

 

E714-27):
SLQPETTDLNCYEQ,由吉尔生化(上海)合成。
1.2.2 DC培养 分离健康人单个核细胞(PBMC),
磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3次,用含10%胎牛血清

(FBS)的RPMI1640完全培养基混匀,接种至12孔

板,37
 

℃
 

5%
 

CO2 培养3
 

h。将悬浮细胞转至T25培

养瓶,进行CIK细胞诱导培养,剩余的贴壁细胞加入

细胞因子进行 DC诱导培养,其中rhGM-CSF
 

100
 

ng/mL、rhIL-4
 

30
 

ng/mL,隔天半量换液,第5天在

相应孔中分别加入 HPV-16
 

E7抗原肽,终浓度为50
 

μg/mL,分别标记为 Ag1-DC、Ag2-DC、AgM-DC(两
条抗原肽1∶1混合)进行抗原负载,第6天加入

1
 

000
 

U/mL
 

rhTNF-α促进DC分化成熟,第8天得

到成熟DC。
1.2.3 CIK细胞培养 将悬浮细胞转移至T25培养

瓶后,加入1
 

000
 

U/mL
 

IFN-γ,37
 

℃
 

5%
 

CO2 培养箱

中培养,24
 

h后加入50
 

ng/mL
 

CD3单抗、1
 

000
 

U/

mL
 

IL-2、1
 

000
 

U/mL
 

IL-1α,每3天换液1次,并添

加相应浓度的IL-2,第8天收获CIK细胞。

1.2.4 DC-CIK共培养 分别将未加抗原负载的成

熟DC、Ag1-DC、Ag2-DC、AgM-DC 与 CIK 细 胞 以

1∶10比例共培养,每两天补充含10%血浆、100
 

ng/

mL
 

rhGM-CSF、1
 

000
 

U/mL
 

IL-2的RPMI1640培养

基,7
 

d后收获DC-CIK、Ag1-DC-CIK、Ag2-DC-CIK、

AgM-DC-CIK。

1.2.5 流式细胞术检测细胞表型 将需检测的细胞

用PBS洗涤重悬,分别加入相应抗体,混匀后室温避

光孵育20
 

min,流式细胞仪检测DC摄取能力及表型

(CD83、CD86)、CIK细胞表型(CD3、CD8、CD56)。

1.2.6 ELISA 法 检 测 细 胞 因 子 取 未 成 熟 DC
(iDC)、成熟 DC(mDC)细胞上清液,ELISA 法检测

IL-12 水 平;取 CIK 细 胞、DC-CIK、Ag1-DC-CIK、

Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK细胞上清液,检测IFN-γ
水平。

1.2.7 CCK8法检测效应细胞对siha细胞活性的影

响 实验分为5组,取对数生长期的siha细胞,接种

于96孔板,1×104 个/孔,贴壁后,将效应细胞CIK、

DC-CIK、Ag1-DC-CIK、Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK
分别加入靶细胞siha培养体系中(效靶比5∶1、10∶
1、20∶1),培养72

 

h,加入CCK8
 

10
 

μL/孔,于培养箱

中孵育2
 

h,在450
 

nm处检测吸光度值(A 值),取3
个平行复孔的平均值。

1.2.8 LDH释放法检测效应细胞对siha细胞的杀

伤率 将对数生长期的siha细胞接种于96孔板,1×
104 个/孔,同时将效应细胞 CIK、DC-CIK、Ag1-DC-
CIK、Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK分别加入siha细胞

培养体系中(效靶比5∶1、10∶1、20∶1),并设置自然

释放孔、最大释放孔,在490
 

nm处检测A 值,计算各

组细胞杀伤率,杀伤率(%)=(实验组A 值-自然释

放组A 值)/(最大释放组A 值-自然释放组A 值)×
100%。

1.3 统计学处理 采用SPSS17.0
 

软件进行数据分

析。计量资料以x±s表示,两组间均数比较采用t
检验,多组间均数比较采用单因素方差分析,P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 DC、CIK细胞形态学观察 外周血PBMC贴壁

细胞经细胞因子诱导后,体积增大,呈悬浮或半悬浮

状态,形态不规则,成熟后细胞表面有毛刺样突起,为
典型的DC(图1A);CIK细胞与DC共培养后,增殖较

快,呈集落生长(图1B)。
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  注:A表示
 

mDC(×400);
 

B表示
 

DC-CIK(×100)。

图1  成熟DC、DC-CIK共培养形态

2.2 DC、CIK细胞表型鉴定 流式细胞仪检测未成

熟 DC(iDC)、成 熟 DC(mDC)细 胞 摄 取 能 力 及

CD83+、CD86+的表达水平,结果表明,DC成熟后,摄
取能力降低,CD83+、CD86+表达率升高,差异有统计

学意义(P<0.05),见表1;DC-CIK细胞表面CD3+

CD8+、CD3+CD56+表达水平高于CIK细胞,差异有

统计学意义(P<0.05),见表2。
表1  DC成熟前后摄取率及表型的变化(%,x±s)

项目 CD83+ CD86+ 摄取率

iDC 66.60±1.03 27.60±0.92 51.00±1.15

mDC 82.20±0.91* 60.30±1.01* 18.20±1.05*

  注:与iDC比较,*P<0.05。

表2  与DC共培养后CIK细胞表型的变化(%,x±s)

项目 CD3+CD8+ CD3+CD56+

CIK 54.60±0.97 4.90±0.17

DC-CIK 77.40±1.08# 12.20±0.21#

  注:与CIK比较,#P<0.05。

2.3 DC、CIK细胞分泌细胞因子能力比较 ELISA
结果显示,与iDC[(141.30±2.12)pg/mL]相比,
mDC上清液中IL-12[(235.20±3.58)pg/mL]增多,
差异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05)。与 CIK 细 胞

[(328.60±5.41)pg/mL]相比,DC-CIK[(472.90±
4.17)pg/mL]、Ag1-DC-CIK[(502.30±5.64)pg/
mL]、Ag2-DC-CIK[(527.60±5.44)pg/mL]、AgM-
DC-CIK[(538.20±4.93)pg/mL]细胞上清液中IFN-
γ增多,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.4 效应细胞对siha细胞活性的影响 5组效应细

胞对siha细胞均有抑制作用,但与CIK组相比,其余

4组抑制作用更强,且经HR-HPV-16
 

E7蛋白抗原肽

负载的3组效应细胞,在效靶比为10∶1、20∶1时,
抑制作用均高于DC-CIK组,差异有统计学意义(P<
0.05),见图2。
2.5 效应细胞对siha细胞的杀伤效应 与CCK8结

果相似,5组效应细胞对siha细胞均有杀伤作用,但
效靶比为10∶1和20∶1时,共培养的4组效果明显

强于CIK组,且经抗原肽负载的3组效应细胞 Ag1-
DC-CIK、Ag2-DC-CIK、AgM-DC-CIK杀伤能力强于

DC-CIK组,在5∶1、10∶1、20∶1范围内,随效靶比

升高,杀伤作用也越强,差异有统计 学 意 义(P<
0.05),见图3。

  注:与CIK组比较,*P<0.05;与DC-CIK组比较,#P<0.05。

图2  各组效应细胞对siha细胞活性的影响

  注:与CIK组比较,*P<0.05;与DC-CIK组比较,#P<0.05。

图3  各组效应细胞对siha细胞的杀伤率

3 讨  论

宫颈癌在全球女性恶性肿瘤发病率中居第2位,
严重威胁着女性的健康和生命[2-4]。据世界卫生组织

统计,每年新发病例中,发展中国家所占比例高达

80%,而我国宫颈癌发病率和病死率约占全世界的

1/3,并且有年轻化趋势[5]。因此防治宫颈癌及改善

患者预后的工作极为重要。目前对于宫颈癌的治疗

主要以手术与放疗为主,化疗为辅,但由于常见的胃

肠道反应、肾毒性、骨髓抑制等缺点,限制了化疗在临

床的长期应用[10-11]。病因学和流行病学研究表明,
HR-HPV持续感染是宫颈癌及其癌前病变的主要病

因[12],其中,HPV-16是目前发现的最重要的致癌性

HPV,感染人数占宫颈癌病例总数的1/2。HPV基

因组中一般含8个可读框(ORF),其中E6、E7是主要

致瘤蛋白。E7主要与pRb特异性结合,改变细胞周

期,从而引起细胞的恶性转化和无限增殖,导致细胞

永生化[13-15]。
DC是目前发现的体内最经典的抗原提呈细胞,

能够将抗原加工处理后呈递给
 

CD8+T
 

细胞,促使T
细胞增殖分化为细胞毒性

 

T
 

淋巴细胞,从而对抗恶性

肿瘤。CIK细胞主要来源于T细胞,是一组细胞群,
不仅具有T细胞强大的抗肿瘤活性,还具有NK细胞

非 MHC限制性杀死肿瘤细胞的优势。而DC和CIK
细胞共培养,CIK细胞促使DC进一步成熟,成熟DC
又会加快CIK细胞释放IFN-γ等有效因子,DC、CIK
细胞的这种相互作用使培养的细胞获得了对肿瘤细
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胞更强的杀伤能力[6-8]。已有研究表明,DC处理肿瘤

抗原,然后与CIK细胞共培养,可以提高对特定靶细

胞的杀伤能力。DC-CIK对乳腺癌[6]、肺癌[9,16]、卵巢

癌[17]等均能有效控制,不良反应作用小,不损伤正常

组织,能有效改善患者的免疫功能。
大部分肿瘤没有特异性抗原,只能反复冻融肿瘤

细胞来负载DC,但其特异性和有效性受到了限制,且
可能对正常细胞也会进行攻击。宫颈癌发病机制明

确,因此,根据 HPV-16特性,设计并合成了E7蛋白

抗原肽作为特异性抗原负载DC。实验结果表明,DC-
CIK共培养可以提高抗肿瘤T淋巴细胞百分比,分泌

更多的IFN-γ,在效靶比为10∶1、20∶1时,对靶细胞

siha的杀伤效应高于CIK细胞,而经 HPV-16
 

E7抗

原肽负载的DC与CIK细胞共培养,表现出对靶细胞

更加强大的杀伤作用,并随效靶比升高而增强。将两

条抗原肽等比例混合负载DC与CIK细胞共培养,与
单条抗原负载的DC-CIK相比,杀伤效果比较差异无

统计学意义(P>0.05),但明显强于单纯CIK细胞和

DC-CIK,这对于指导治疗宫颈癌有重要意义。
4 结  论

本研究设计的两条 HPV-16
 

E7抗原肽,负载DC
后,能进一步激活CIK细胞,增强对宫颈癌siha细胞

的杀伤效应,为临床宫颈癌的治疗提供了理论依据,
但尚需进一步的体内实验加以证实,其具体机制也有

待进一步研究。
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