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树突状细胞与细胞因子诱导的杀伤细胞抗前列腺癌细胞的免疫效应

匡幼林，邓远忠，梁思敏，苟　欣△

（重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨树突状细胞（ＤＣ）与细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ）共培养后抗前列腺癌细胞的免疫效应。方法　采集

健康人外周血单个核细胞，用含重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｒｈＧＭＣＳＦ）和重组人白细胞介素４（ｒｈＩＬ４）的培养基培养

诱导ＤＣ产生，用含干扰素γ（ＩＦＮγ）、ＣＤ３单克隆抗体和重组人白细胞介素２（ｒｈＩＬ２）的培养基诱导细胞因子诱导的杀伤细胞

（ＣＩＫ）产生，然后将ＤＣ与ＣＩＫ共培养，制备成ＤＣＣＩＫ细胞。实验分ＤＣ组、ＤＣＣＩＫ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ组。酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测各组细胞培养上清液中的ＩＦＮγ和白细胞介素１２（ＩＬ１２）水平，流式细胞仪（ＦＣＭ）检测ＣＤ３、ＣＤ８和ＣＤ５６等细胞

表型变化，细胞计数试剂盒ＣＣＫ８法检测ＤＣＣＩＫ对前列腺癌细胞的体外杀伤活性。结果　ＤＣＣＩＫ组细胞培养上清液中ＩＬ１２

和ＩＦＮγ的含量分别为（１０５．１４±２．１６）、（７２６．２８±２１．３５）ｐｇ／ｍＬ，明显高于其他３组（犘＜０．０５）。ＤＣＣＩＫ组细胞表达ＣＤ３
＋／

ＣＤ８＋（６０．９±１．２８）％、ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋（２７．８±１．０１）％也明显增加（犘＜０．０５），而ＣＤ３表达与ＤＣＴ组和ＣＩＫ组差异无统计学意

义。比较各组免疫细胞对前列腺癌细胞的杀伤活性，ＤＣＣＩＫ组为（５２．３１±２．１４）％，相比 ＤＣ组（１１．１４±１．０２）％、ＤＣＴ组

（１４．１９±１．６３）％和ＣＩＫ组（３４．４３±２．０１）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＤＣＣＩＫ在体外可诱导明显的抗前列腺癌免

疫效应，为前列腺癌的免疫治疗奠定实验和理论基础。
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　　前列腺癌是老年男性常见的恶性肿瘤之一，近年来，我国

前列腺癌发病率呈上升趋势，前列腺根治性切除术和放疗是治

疗早期前列腺癌的有效手段。但对于局部进展期或有远处转

移的前列腺癌患者，目前却没有令人满意的治疗方法［１］。众多

研究表明肿瘤患者的免疫功能低下，肿瘤细胞可通过多种机制

逃避机体的免疫系统识别［２］。树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）

是目前发现的功能最强的抗原提呈细胞，可以诱导抗肿瘤的细

胞毒Ｔ淋巴细胞免疫反应。细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏ

ｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｓ，ＣＩＫ）是一种经多重细胞因子诱导的，增殖能

力强、高效杀灭肿瘤细胞的免疫活性细胞。研究表明，ＤＣ和

ＣＩＫ联合使用，能提高肿瘤患者的Ｔ淋巴细胞免疫能力，达到

抗肿瘤免疫的作用。同时，ＤＣＣＩＫ对很多肿瘤细胞的杀伤活

性较相同条件下单纯ＣＩＫ细胞明显增强
［３］。本研究通过探讨

ＤＣＣＩＫ体外作用于前列腺癌细胞的免疫效应，为前列腺癌免

疫治疗提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　重组人白细胞介素２（ｒｈＩＬ２）、重组人白细胞介

素４（ｒｈＩＬ４）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、重组人粒细胞巨噬细胞集落

刺激因子（ｒｈＧＭＣＳＦ）购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，白细胞介素１２

（ＩＬ１２）和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司；

ＣＤ３单克隆抗体、异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙｎａｔｅ，

ＦＩＴＣ）标记的抗人ＣＤ３抗体、藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标
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记的 ＣＤ８和 ＣＤ５６抗体均购自德国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司；

ＣＣＫ８购自日本同仁化学研究所；ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清培

养液购自Ｇｉｂｉｃｏ公司；淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ）购自中国医学

科学院血液病研究所；人前列腺癌细胞株 ＰＣ３购自中国科

学院。

１．２　ＤＣ和ＣＩＫ的体外诱导　采集健康志愿者的外周血８０

ｍＬ左右，用淋巴细胞分离液分离并收集单个核细胞（ＰＢＭＣ），

再用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，并调整细胞

浓度为６×１０６／ｍＬ，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养２ｈ。收获

未贴壁的细胞，取部分重悬于含有１０００Ｕ／ｍＬＩＦＮγ的完全

培养基中培养，２４ｈ后添加５００Ｕ／ｍＬ的ｒｈＩＬ２和５０ｎｇ／ｍＬ

的ＣＤ３单克隆抗体，每隔３ｄ半量换液１次，培养第７天，收获

ＣＩＫ细胞；另取部分细胞培养于含有５０ｎｇ／ｍＬＣＤ３单克隆抗

体的完全培养基，每隔３ｄ半量换液１次，培养第７天即为Ｔ

细胞。将贴壁细胞用含有１０ｎｇ／ｍＬ的ｒｈＧＭＣＳＦ和１０ｎｇ／

ｍＬ的ｒｈＩＬ４完全培养基继续培养，隔天半量换液１次，培养

第７天收获ＤＣ细胞。

１．３　ＤＣＣＩＫ共培养　收获培养第７天的ＤＣ，调整细胞浓度

为１×１０６／ｍＬ，按１∶１０的比例和ＣＩＫ细胞共培养，用含５００

Ｕ／ｍＬ的ｒｈＩＬ２完全培养基隔天半量换液１次，共培养７ｄ。

１．４　ＩＬ１２和ＩＦＮγ的检测　分别取培养第７天的ＤＣ组、

ＤＣＣＩＫ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ组培养上清液１００μＬ，按照ＩＬ１２

和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒的操作要求，分别检测各组培养上清

液中的ＩＬ１２和ＩＦＮγ含量。

１．５　ＦＣＭ 检测细胞表型　分别离心收集培养第７天的ＤＣ

组、ＤＣＣＩＫ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ组细胞，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤３次后，分别添加ＦＩＴＣ标记的

人ＣＤ３抗体及ＰＥ标记的ＣＤ８、ＣＤ５６抗体，４℃避光孵育３０

ｍｉｎ后，流式细胞仪检测。

１．６　细胞毒效应检测　收集ＰＣ３细胞，调整细胞浓度至５×

１０５／ｍＬ，并接种至９６孔培养板中，作为检测细胞毒效应的靶

细胞。分别取培养第７天的 ＤＣ组、ＤＣＣＩＫ 组、ＤＣＴ组和

ＣＩＫ组细胞，作为效应细胞。将效应细胞按１０∶１、２０∶１、

５０∶１接种到靶细胞孔中进行混合培养。２４ｈ后，采用ＣＣＫ８

法检测各孔吸光度值，按公式计算效应细胞对靶细胞的杀伤效

应。杀伤活性（％）＝［（靶细胞对照组Ａ值－实验组Ａ值）／靶

细胞对照组Ａ值］×１００％。

１．７　统计学处理　数据用ＳＰＳＳ１３．０软件处理，计量资料以狓

±狊表示，采用狋检验和方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＩＬ１２和ＩＦＮγ的检测　用ＩＬ１２和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂

盒分别检测细胞培养上清液中的ＩＬ１２和ＩＦＮγ的浓度，结果

表明：ＤＣＣＩＫ组细胞分泌的ＩＬ１２、ＩＦＮγ浓度分别为（１０５．１４

±２．１６）、（７２６．２８±２１．３５）ｐｇ／ｍＬ，较ＤＣ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ

组均显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　细胞表型分析　ＦＣＭ 分析显示：ＤＣＣＩＫ组、ＤＣＴ组和

ＣＩＫ组细胞均高表达 ＣＤ３，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＤＣＣＩＫ 组 ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋ 和 ＣＤ３＋／ＣＤ８＋ 细 胞 数 分 别 为

（２７．８０±１．０１）％、（６０．９０±１．２８）％，较ＤＣＴ组和ＣＩＫ组均

明显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　细胞毒效应评价　以ＰＣ３细胞为靶细胞，ＤＣ组、ＤＣ

ＣＩＫ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ组细胞分别作为效应细胞，ＣＣＫ８法

检测淋巴细胞杀伤效应。结果显示：ＤＣＣＩＫ组细胞对ＰＣ３细

胞产生高细胞杀伤率（５２．３１±２．１４）％，相比ＤＣ组（１１．１４±

１．０２）％、ＤＣＴ 组 （１４．１９±１．６３）％ 和 ＣＩＫ 组 （３４．４３±

２．０１）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

表１　　ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清液中ＩＬ１２和ＩＦＮγ

　　　　的浓度（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ１２ ＩＦＮγ

ＤＣ组 ２３．３４±３．０７ １２１．３６±１１．４９

ＤＣＴ组 ３４．２８±１．３３ １５２．２８±１４．９１

ＣＩＫ组 ５９．１７±１．１３ ３４８．１５±１７．３３

ＤＣＣＩＫ组 １０５．１４±２．１６ ７２６．２８±２１．３５

　　：犘＜０．０５，与ＤＣ、ＤＣＴ、ＣＩＫ组比较。

表２　　细胞表型检测（狓±狊，％）

组别 ＣＤ３＋ ＣＤ３＋／ＣＤ８＋ ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋

ＤＣ组 ０ ０ ０

ＤＣＴ组 ８２．１０±０．１９ ２９．９０±１．４１ ５．９０±０．１１

ＣＩＫ组 ８７．９０±１．１５ ４０．３０±０．８２ ２１．１０±０．６４

ＤＣＣＩ组Ｋ ８８．３０±０．８１ ６０．９０±１．２８ ２７．８０±１．０１

　　：犘＜０．０５，与ＤＣ、ＤＣＴ、ＣＩＫ组比较。

　　：犘＜０．０５，与ＤＣ组、ＤＣＴ组和ＣＩＫ组比较。

图１　　前列腺癌细胞杀伤活性检测

３　讨　　论

前列腺癌是老年男性的常见恶性肿瘤之一，前列腺根治性

切除术和放疗是治疗早期前列腺癌的有效手段。但对于局部

进展期或有远处转移的前列腺癌患者，目前却没有令人满意的

治疗方法［１］。为此，本研究探讨以ＤＣＣＩＫ为基础的免疫途径

抗前列腺癌的作用。

ＤＣＣＩＫ细胞作为免疫效应细胞在抗肿瘤治疗中因其增

殖能力强、杀瘤活性高的广谱抗瘤免疫等优势越来越引起人们

的关注。目前，以自体ＤＣＣＩＫ细胞免疫疗法来治疗骨肉瘤、

淋巴瘤等恶性肿瘤已显示出良好的应用前景［４］。研究发现，利

用ＤＣＣＩＫ治疗自体造血干细胞移植（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＨＳＣＴ）后复发的９例淋巴瘤患者，有２例患者

部分缓解，２例患者病情稳定，其中１例持续了１８个月
［５］。龚

奕等［６］在对５０例急性髓细胞白血病进行自体ＤＣＣＩＫ细胞回

输治疗中，发现患者总体生存率、无病生存率均高于对照组。

尽管如此，ＤＣＣＩＫ细胞毒性增强的免疫效应机制目前尚未完

全明了。

ＤＣ是目前发现最有效的抗原提呈细胞，可摄取、加工、处
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理抗原，通过高表达主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍ

ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）分子、共刺激分子、细胞黏附因子１

（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）以及淋巴细胞

功能相关抗原（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ１，ＬＦＡ

１）等细胞表面分子，在体内外能有效激发初始和继发性Ｔ细

胞免疫应答效应，同时可分泌辅助性Ｔ细胞１型细胞因子ＩＬ

１２，诱导Ｔ细胞和自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）产生ＩＦＮ

γ和增强激活 ＮＫ细胞的细胞毒活性。ＣＩＫ细胞是由多种细

胞因子如ＩＬ２、ＩＦＮγ和ＣＤ３单克隆抗体等诱导的一种免疫

活性细胞，兼有Ｔ淋巴细胞强大的抗瘤活性与 ＮＫ细胞的非

主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）限制性杀瘤特点，并通过分泌

高水平的ＩＬ１２、ＩＦＮγ等辅助性Ｔ细胞１类细胞因子，以调节

体内其他细胞因子的分泌达到促进ＣＩＫ对肿瘤细胞杀伤作用

的敏感性，起到抑制肿瘤和杀伤肿瘤的作用［７］。将具有强大肿

瘤抗原提呈能力的ＤＣ与具有高效杀瘤活性的ＣＩＫ细胞共培

养，二者可分别通过识别抗原、激活获得性免疫系统和发挥自

身的细胞毒活性、分泌细胞因子协同杀伤肿瘤细胞，从而形成

高效能的免疫效应。本研究证实ＤＣＣＩＫ组培养上清液中ＩＬ

１２、ＩＦＮγ浓度水平明显高于ＣＩＫ组及其他两组。可见，大量

分泌细胞因子是ＤＣＣＩＫ细胞抗肿瘤免疫效应的重要机制。

本研究通过体外诱导扩增 ＤＣ和ＣＩＫ细胞，将其一起培

养，观察共培养物ＤＣＣＩＫ细胞对前列腺癌细胞的杀伤作用。

结果显示ＤＣＣＩＫ细胞能产生强大的抗前列腺癌效应，比同条

件下单纯ＣＩＫ细胞抗肿瘤活性增强，与方慧云等
［８］报道的ＤＣ

ＣＩＫ细胞抗鼻咽癌免疫应答效果一致。同时也证实 ＤＣＣＩＫ

细胞具有比ＣＩＫ细胞更强的抗肿瘤活性。ＣＩＫ细胞属于异质

细胞群，其抗肿瘤作用与ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细

胞及分泌细胞因子的水平密切相关。同时ＣＩＫ细胞又是具有

ＮＫ活性的Ｔ细胞，具有Ｔ细胞的抗肿瘤活性和ＮＫ细胞的非

ＭＨＣ限制性杀瘤优点
［９］。本研究结果表明，ＤＣＣＩＫ细胞具

有高表达ＣＤ８＋ 细胞和ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋ 细胞，即产生了大量的

ＮＫ细胞样淋巴细胞和细胞毒性淋巴细胞，使抗前列腺癌细胞

的免疫效应进一步增强。同时 ＤＣ的抗原提呈作用能促使

ＣＩＫ细胞分泌ＩＦＮγ的时间延长，分泌量增加，进一步增强对

肿瘤细胞的细胞毒活性。本研究结果显示，ＤＣＣＩＫ细胞作为

一类强大的抗肿瘤免疫效应细胞，可作为一种抗前列腺癌的免

疫治疗方法。
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ｔｅｄｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒＧａｓｔｒｏ

ｅｎｔｅｒｏｌＮｕｔｒ，２００８，４７（４）：４８１４８５．

［１１］ＧｏｎｚａｌｅｚＱｕｉｎｔｅｌａＡ，ＭａｌｌｏＮ，ＭｅｌｌａＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｌｅｖ

ｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１８（ｔｉｓｓｕｅｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉ

ｇｅｎ）ｉｎｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＬｉｖｅｒＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００６，２６

（１０）：１２１７１２２４．

［１２］ＧｉｌｂｅｒｔＳ，ＬｏｒａｎｇｅＡ，ＤａｉｇｌｅＮ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｐｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

ｋｅｒａｔｉｎｓ８ａｎｄ１８ｐｒｏｖｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＦａｓｍｅｄｉａｔｅｄａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｃｃｕｒｓｔｈｒｏｕｇｈａｒｅｃｅｐｔｏｒｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００１，１５４（４）：７６３７７３．

［１３］ＭａｌｉｋＲ，ＣｈａｎｇＭ，ＢｈａｓｋａｒＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｕｔｉｌｉｔｙｏｆ

ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓａｎｄｔｈｅｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓＣＲＮｌｉｖｅｒ

ｂｉｏｐｓｙｓｃｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙ

ｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２００９，２４（４）：

５６４５６８．

［１４］ＤｉａｂＤ，ＹｅｒｉａｎＬ，ＳｃｈａｕｅｒＰ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１８，ａ

ｍａｒｋｅｒｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｓｕｓｐｅｃ

ｔｅｄｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒＧａｓｔｒｏ

ｅｎｔｅｒｏｌＮｕｔｒ，２００８，４７（４）：４８１４８５．

［１５］胡卫东．针灸治疗非酒精性脂肪性肝炎的临床观察［Ｊ］．

中国针灸，２００５，２１（９）：５８．

（收稿日期：２０１３１００８　修回日期：２０１４０１１０）
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