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应用Toll样受体激动剂促进DC成熟的研究
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摘要      树突状细胞(dendritic cell, DC)是目前被广泛认可的抗原提呈功能最强的专职抗原提

呈细胞(antigen presenting cell, APC), 成熟DC具有很强的诱导初始T细胞活化、激活免疫应答的功

能, 是固有免疫中巨噬细胞和适应性免疫中B细胞功能的100~1 000倍。树突状细胞–细胞因子诱

导的杀伤细胞(dendritic cells-cytokine induced killer cell, DC-CIK)联合放化疗治疗多种恶性肿瘤, 
对抑制肿瘤进展和转移、降低肿瘤负荷、提高患者生活质量及延长患者生存时间都有一定的意

义, 但目前临床应用的DC其成熟度与疗效所需的成熟度仍有差距, 这可能是限制DC-CIK疗效的原

因之一。该研究将贴壁法获得的DC用多聚次黄嘌呤胞嘧啶核苷酸[polyinosinic-polycytidylic acid, 
Poly(I׃C)]和传统刺激DC成熟的物质肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)刺激DC成熟, 
第8 d用流式细胞术检测成熟DC的表型, 发现与TNF-α相比, Poly(I׃C)能够更有效地促进DC成熟。

同时, 该研究还比较了Poly(I׃C)协同腺病毒对DC成熟的影响, 通过流式细胞术或ELISA检测成熟

DC的表型CD80、CD83、CD86、人类白细胞抗原-DR(human leukocyte antigen DR, HLA-DR)以及

白介素-12(interleukin-12, IL-12)的分泌, 发现腺病毒并不能协同Poly(I׃C)刺激DC的成熟。最后, 探
讨了不同成熟度的DC对初始T淋巴细胞活化程度的影响。结果表明, 成熟度较高的DC可更好地诱

导初始T淋巴细胞的活化, 并且大量分泌TNF-α和γ干扰素(inteferon-γ, IFN-γ)。
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Abstract       DCs (dendritic cells) are the most potent professional antigen presenting cells, which play a 
pivotal role in antigen-specific T cell immunity. Mature DCs have the capacity to induce T cell proliferation and 
differentiation into effect or T cells that are thousands folds compared with macrophages in inherent immunity and 
B cells in adaptive immunity. The DC-CIK (dendritic cells-cytokine induced killer cell) combined with radiotherapy 
and chemotherapy has been applied to treatment of various malignancies, and shows promising results in controlling 
the proliferation and metastasis of tumors, reducing tumor loading, improving patients life quality and prolonging 
the survival time. However, the current applications of DCs do not meet the clinical needs due to insufficient 
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手术是治愈多种恶性肿瘤的唯一希望, 但大多

数患者在确诊时已为晚期, 无手术适应症。综合性

治疗方案对改善患者生活质量、预防肿瘤复发、转

移、延长患者生存时间仍不理想。近年来, 过继性

免疫细胞治疗成为一种新型的肿瘤治疗模式, 并
且被认为是治愈恶性肿瘤新的希望[1]。目前, 树突

状细胞–细胞因子诱导的杀伤细胞(dendritic cells-
cytokine induced killer cell, DC-CIK)是过继性免疫

细胞治疗中应用最为广泛的一种[2]。

肿瘤细胞生长过程中会分泌不同的细胞因子, 
阻碍DC分化和成熟过程中不同信号转导通路, 导
致DC无法达到正常人体内DC成熟度水平, 甚至可

以直接诱导凋亡信号通路导致DC凋亡, 引起DC数
量减少和功能缺陷[3-4]。大多数肿瘤患者体内存在

DC数量减少和功能障碍的情况, 这提示我们, 体外

诱导足够数量、功能强大的DC有可能纠正患者的

免疫缺陷, 达到杀灭肿瘤细胞的目的。有研究显示, 
将正常人外周血单个核细胞 (peripheral blood mono-
nuclear cell, PBMC)来源的CIK和DC共培养后, DC
和CIK细胞数量较单独培养时显著增加、CIK细胞

的杀伤活性也明显增强[5-6]。此外, 研究者发现, 效应

细胞的数量是影响免疫效能的关键, 只有当CIK细胞

数大于1×109时其杀伤活性才能抑制肿瘤的进展[7]。

DC作为适应性免疫应答的起始者, 是功能最强

的专职抗原提呈细胞(antigen presenting cell, APC), 可
识别肿瘤细胞表面的抗原, 增强肿瘤细胞的免疫原性

而有效避免免疫逃逸, 同时, 分化为成熟DC后表现出

高效的抗原提呈功能和诱导初始T细胞活化参与免

疫应答的功能[8-9]。未成熟DC多存在于外周血和各

组织中, 其摄取抗原、迁移、吞噬的能力较强。研

究发现, 未成熟DC由于功能缺陷, 其表面表型的表

达和白介素-12(interleukin-12, IL-12)分泌量较低, 
无法将抗原肽有效提呈给免疫细胞, 从而无法激活

有效的免疫应答, 在肿瘤微环境中诱导的是免疫耐

受, 而非免疫激活[10]。未成熟DC摄取抗原后, 在病

原体携带脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、γ干扰素

(inteferon-γ, IFN-γ)刺激下逐渐分化为成熟DC。成

熟DC高表达主要组织相容性复合物 I类分子(major 
histocompatibility complex-I, MHC-I)和CD80、CD83、
CD86等表型[11], 同时摄取、处理抗原, 迁移、吞噬的

能力下降, 但向免疫细胞提呈抗原、诱导初始T细胞

活化为CD8+T细胞或CD4+T细胞、分泌IL-12的能力

增强[12]。DC诱导免疫激活的前提是需要足够数量的

高度成熟DC, 及表达足够量的抗原肽和分泌大量细

胞因子, 才能有效地诱导免疫应答, 发挥临床疗效。

Toll样受体 (Toll-like receptor, TLR)是果蝇Toll
受体的同源物, 可存在于不同细胞的细胞表面和细

胞内, 是模式识别受体(pattern recognition receptors, 
PRR)家族中的一员, 通过识别并结合病原体相关

分子模式 (pathogen-associated molecular patterns, 
PAMP)[13], 起始信号转导通路, 刺激产生不同类型的

免疫应答并发生协同作用, 起到了将天然免疫和适

应性免疫应答联系在一起的作用。目前已经确定的

人类Toll样受体家族成员有13个(TLR1~13)。它们

分布于不同的免疫细胞表面或细胞内, 如单核细胞、

巨噬细胞、NK细胞、树突状细胞等。自从发现Toll
样受体3(TLR3)的配体可以作为干扰素诱生剂后, 国
内外开始大量探索TLR的功能并证实TLR的配体可

作为免疫佐剂, 有刺激DC成熟的作用, 而且当2种
TLR的配体联合作用时, 联合组DC的IL-12分泌量明

显高于单一刺激组, 且DC表型的表达也明显升高, 

enforcement of DCs immunogenicity, which may be one of the reasons for limiting the efficacy of DC-CIK. In this 
study, the DCs obtained by the adherent method were stimulated with Poly(I׃C) (polyinosinic-polycytidylic acid) 
and TNF-α (tumor necrosis factor-α), and the phenotypes of mature DCs were detected by FCM (flow cytometry) on 
the 8th day. It was found that Poly(I׃C) could promote DCs maturation more effectively. We also explored the effect 
of Poly(I׃C) combined with adenovirus on the maturation of DCs, and the levels of CD80, CD83, CD86, HLA-DR 
(human leukocyte antigen DR) and IL-12 (interleukin-12) were detected by flow cytometry or ELISA. As a result, 
Poly(I׃C) and adenovirus couldn’t synergistically stimulate the maturation of DCs. Finally, we investigated the effect 
of different maturity of DCs on stimulating naive T cell activation. The results showed that DCs with higher maturity 
level could better induce naive T lymphocyte activation, and promote the secretion of TNF-α and IFN-γ (inteferon-γ).
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提示TLR配体联合使用时能够协同刺激DC成熟, 对
增强免疫效果有更好的作用[14]。

腺病毒 (adenovirus, Ad)是Toll样受体9(TLR9)
的配体, 关于腺病毒转染在促进DC成熟和激活作用

上的作用目前尚无统一结论, 有文献报道腺病毒转染

能够促进DC的成熟[15], 但也有人持相反观点[16]。多聚

次黄嘌呤胞嘧啶核苷酸[polyinosinic-polycytidylic acid, 
Poly(I׃C)]是一种人工合成的高效干扰素诱生剂, 是Toll
样受体3的配体, 可作为免疫佐剂。Poly(I׃C)与许多

疫苗联合应用时可显著增强疫苗的免疫原性[17], 促进

DC的成熟, 上调人类白细胞抗原-DR(human leukocyte 
antigen-DR, HLA-DR)、CD80、CD86和CD83的表达, 
从而提呈抗原, 激活活化的CTL发挥免疫应答的功

能。本研究比较了Poly(I׃C)和TNF-α在促进DC成熟方

面的功能, 同时还比较了Poly(I׃C)协同腺病毒空载体

对DC成熟的影响, 最后探讨了不同成熟的DC对初始

T淋巴细胞活化程度的影响。

1   材料与方法
1.1   实验材料

患者外周血单核细胞(PBMC)由东方肝胆外科

医院提供。腺病毒空载体(Ad-blank)由本实验室构

建并保存。

1.2   实验试剂

AIM-V培养液和FBS购自Gibco公司; GM-CSF、
IL-4、Poly(I׃C)、IL-2、INF-γ、TNF-α购自Pepro Tech
公司; anti-CD80-PE、anti-CD83-PECy5、anti-CD86-
PE、anti-HLA-DR-PE、anti-TNFα-PE、anti-IFNγ-PE
流式抗体购自BECKMAN公司; IL-12 ELISA检测试

剂盒购自达科为生物技术有限公司; Cell Stimulation 
Cocktail购自eBioscience公司; IntraPrep Permeabilization 
Reagent购自Immunotech公司; IgG1-PE同型、anti-
CD28-PE、anti-CD137-PE、anti-CD107a-PECy5流式抗

体购自BD公司; Anti-CD3-FITC购自BioLegend公司。

1.3   DC的制备和培养

利用Ficoll密度梯度离心法分离人外周血单个

核细胞, 将分离的PBMC置于6孔板中, 在37 °C、含

5% CO2的培养箱中培养2~4 h。收集未贴壁的细胞

并且冻存, 以便后期和DC共培养, 6孔板中贴壁的为

DC。向6孔板中加入3 mL/孔无血清AIM-V培液和

100 ng/mL GM-CSF、100 ng/mL IL-4(记为第0 d), 第
4 d补加上述细胞因子。第6 d分组, 根据实验所需按

感染复数(multiplicity of infection, MOI)=5加入实验

室构建的腺病毒空载体。第7 d向实验组中加入3 μL
促成熟因子Poly(I׃C), 对照组加入15 μL TNF-α刺激

DC成熟, 同时设1组不加任何物质的空白对照, 观
察细胞形态的变化, 并收集细胞上清, 用ELISA试剂

盒检测DC的IL-12分泌量。第8 d收集成熟的DC和
细胞上清, 用流式细胞术(flow cytometry, FCM)检测

DC的表型, 并用ELISA试剂盒检测第8 d细胞上清

中IL-12的分泌量。第9 d再次收集细胞上清, 检测

IL-12的分泌量。

1.4   流式细胞术检测DC的表型

第8 d收集受促成熟因子Poly(I׃C)刺激的实验

组、受TNF-α刺激的对照组以及不受任何物质刺激

的空白对照组的DC, 平均分成5份, 加入到5个1.5 mL 
EP管中, 用生理盐水洗涤1次, 3 000 r/min离心5 min, 
弃上清, 分别加入2 μL的同型对照抗体、anti-CD80-
PE、anti-CD83-PECy5、anti-CD86-PE、anti-HLA-
DR-PE流式抗体, 避光孵育30 min, 用PBS洗涤1次, 
上机检测。

1.5   ELISA检测DC外IL-12的分泌水平

(1)根据实验孔(空白和标准品)数量, 确定所需

的板条数目; (2)加入样品(经样品稀释液适当稀释)
及标准品(经稀释液倍比稀释), 每孔100 μL, 设复孔; 
(3)加检测抗体: 加入50 μL/孔Biotinylated antibody工
作液, 混匀后盖上封孔膜, 室温(18~25 °C)孵育3 h; 
(4)洗板: 倒掉孔内液体, 每孔加入300 μL 1×洗涤液, 
洗涤3次, 每次1 min, 拍干; (5)加入100 μL/孔酶标二

抗, 盖上封板膜, 室温孵育20 min; (6)重复步骤4; (7)显
色: 加入100 μL/孔TMB, 室温避光孵育10~20 min, 当
孔内颜色为深蓝色时终止反应; (8)终止反应: 迅速加

入100 μL/孔终止液终止反应, 在酶标仪上用450 nm的

波长测D值, 最后绘制标准曲线, 算出样品的表达量。

1.6   活化T细胞的制备

收集第8 d实验组和对照组的DC, 计数, 作为

刺激细胞, 加入到6孔板中(实验组和对照组DC数相

同)。复苏第0 d冻存的初始T细胞, 计数, 按T细胞׃ 
DC=201׃的比例往DC中加入初始T淋巴细胞。加入

500 IU/mL IL-2, 置于37 °C、含5% CO2的培养箱中

培养, 4 d后收集活化的T细胞。

1.7   活化T细胞CD28、CD137和CD107a表达水

平的检测

(1)将收集的活化T细胞, 平均分成5份, 加入到5
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个1.5 mL EP管中, 3 000 r/min离心5 min, 弃上清; (2)加
入1 mL生理盐水, 洗涤1次, 3 000 r/min离心5 min, 弃
上清; (3)分别加入2 μL同型对照抗体, 即anti-CD28-
PE+anti-CD3-FITC、anti-CD137-PE+anti-CD3-FITC、
anti-IgG2a-PECy5同型抗体和anti-CD107a-PECy5+anti-
CD3-FITC, 混匀, 4 °C避光孵育30 min; (4)生理盐水洗

涤1次, 上机检测。

1.8   流式细胞术检测活化T细胞内IFN-γ、TNF-α
的水平

将实验组和对照组细胞按2 μL/mL培养基加入

细胞因子刺激剂, 置于37 °C、含5% CO2的培养箱

中培养4~6 h。(1)收集实验组和对照组的细胞, 平均

分成3份, PBS洗涤1次, 弃上清; (2)每管加入100 μL 
IntraPrep Permeabilization Reagent试剂盒里的溶液1, 
剧烈震荡后室温孵育15 min; (3)加入1 mL PBS, 洗涤1
次, 1 200 r/min离心5 min, 弃上清; (4)每管加入100 μL
溶液2, 勿涡旋震荡, 室温孵育5 min; (5)加入5 μL流式

细胞术检测抗体TNF-α-PE、IFN-γ-PE、IgG1-PE(同
型), 室温避光孵育30 min; (6)生理盐水洗涤1次, 上机

检测。

2   结果
2.1   Poly(I׃C)刺激DC的成熟及鉴定

2.1.1   人PBMC来源的DC培养过程中在光镜下的形

态      贴壁法获得DC, 第0 d, 细胞均匀散落在6孔板

底, 无聚团, 细胞大都呈圆形或接近圆形, 小且无突

触。IL-4、GM-CSF促分化后, 培养第4 d, 细胞散落

不均匀, 体积较第0 d长大, 呈椭圆形、蝌蚪型或不

规则形状, 部分细胞长出较短的突起。细胞因子刺

激成熟后, 培养第8 d, 6孔板中大多数细胞呈半悬浮

状态, 细胞体积较第4 d大, 细胞形态多不规则, 胞质

饱满, 有多个突起突出, 为成熟DC。通过对比第8 d 
Poly(I׃C)的实验组、TNF-α的对照组以及空白对照组

发现, 实验组细胞生长情况明显要比对照组好, 细胞

数多, 体积较大, 并且大部分细胞有多个突起(图1)。
2.1.2   Poly(I׃C)能够更好地刺激DC成熟      应用流

式细胞术检测第8 d Poly(I׃C)实验组、TNF-α对照组以

及空白对照组的DC表型CD80、CD83、CD86、HLA-
DR水平 , 发现Poly(I׃C)实验组CD80、CD83、CD86
和HLA-DR的水平分别为99.5%、64.7%、93.8%和

11.9%, 显著高于对照组CD80(66.6%)、CD83(28.6%)、
CD86(67.2%)、HLA-DR(2.7%)的水平 , 空白对照组

CD80、CD83和CD86的水平分别为48.8%、1.7%和

59.3%, 显著低于Poly(I׃C)实验组和TNF-α对照组(图
2)。此结果显示, Poly(I׃C)实验组比TNF-α实验组能更

好地刺激DC的成熟。

2.1.3   Poly(I׃C)诱导DC分泌更多的IL-12      在第

7、8、9 d连续3 d收集实验组和对照组细胞上清, 然

Day 0 Day 4

Day 8 Poly(I׃C) Day 8 TNF-α Day 8 unstimulated control

100 μm

100 μm 100 μm
100 μm

100 μm

图1   在光镜下不同实验组DC的形态

Fig.1   The morphology of DCs in different groups under light microscope
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后用IL-12的ELISA试剂盒检测实验组和对照组DC
分泌到细胞外的IL-12的含量。结果表明, Poly(I׃C)
实验组IL-12的分泌量在第8 d达到最高, 第9 d已明

显下降, 约为第8 d分泌量的一半, 提示DC在体外培

养的第8 d成熟度最高, 而TNF-α对照组在第7 d和第

9 d几乎不分泌IL-12, 空白对照组在第7 d、第8 d和
第9 d都检测不到IL-12, Poly(I׃C)实验组IL-12的分

泌量在第7、8、9 d时均高于对照组(图3), 这说明

Poly(I׃C)刺激DC成熟的能力较TNF-α强。

2.2   Poly(I׃C)协同腺病毒对DC成熟的影响及鉴定

2.2.1   在光镜下培养过程中DC的形态      IL-4、
GM-CSF促分化培养4 d后, 大部分细胞仍贴壁生长, 
只有少量的细胞悬浮, 长出较短的突起; 第7 d分别加

入促成熟因子Poly(I׃C)、Ad-blank和Poly(I׃C)+Ad-
blank; 培养第8 d, 6孔板中大多数细胞呈半悬浮状

态, 细胞成团生长, 胞质饱满, 有多个突起, 为成

熟DC。第 8 d通过对比用 Poly(I׃C)、Ad-blank和
Poly(I׃C)+Ad-blank刺激成熟的DC发现, Poly(I׃C)组
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图2   流式细胞术检测DC的表型

Fig.2   The phenotypes of DCs detected by FCM 

图3   实验组和对照组IL-12的分泌量

Fig.3   The secreted contents of IL-12 in the experimental group and the control group 
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和Poly(I׃C)+Ad-blank组不规则状细胞数量相当, 大
多数细胞成团生长, 且细胞表面可见明显突起, 而
Ad-blank组细胞数相对较少, 细胞较分散(图4)。
2.2.2   Poly(I׃C)协同腺病毒对DC成熟的影响      用流

式细胞术检测采用不同促成熟因子刺激后第8 d DC的
表型CD80、CD83、CD86和HLA-DR水平。结果显示, 
Ad-blank组CD80(43.6%)、CD83(2.5%)、CD86(56.5%)
的水平均低于Poly(I׃C)组和Poly(I׃C)+Ad-blank组
CD80(99.2%, 97.1%)、CD83(41.7%, 40.3%)、CD86 
(90.0%, 86.1%)的水平。然而我们发现, Poly(I׃C)组和

Poly(I׃C)+Ad-blank组CD80、CD83、CD86和HLA-DR
的水平均无明显差异, 说明Poly(I׃C)和腺病毒空载体

并不能协同促进DC的成熟(图5)。
2.2.3   不同促成熟因子刺激后DC的IL-12分泌水平      
通过ELISA试剂盒检测不同促成熟因子刺激后第

8 d DC分泌到细胞外 IL-12的量 , 发现Poly(I׃C)组
和Poly(I׃C)+Ad-blank组 IL-12的分泌量均高于Ad-
blank组, 提示Poly(I׃C)能够有效刺激DC分泌IL-12, 
而Poly(I׃C)组 和Poly(I׃C)+Ad-blank组IL-12的 分 泌

量无统计学差异, 进一步说明Ad-blank并不能协同

Poly(I׃C)促进DC分泌更高水平的IL-12(图6)。
2.3   不同成熟度DC对T细胞活化程度的影响及其

活性分析

2.3.1   DC和T细胞共培养过程中T细胞在光镜下的

形态      在DC培养第8 d时, 重悬第0 d冻存的初始T细
胞, 按DC׃T=120׃的比例共培养, 同时加入500 IU/mL 
IL-2。共培养第4 d, 光学显微镜下观察T细胞的形

态, 发现大多数初始T细胞被活化, 细胞成团生长, 散
落不均匀, 细胞体积明显较初始T细胞大, 同时观察

到细胞形态呈不规则形, 胞质饱满, 但是Poly(I׃C)组
比TNF-α组一个视野内活化T细胞更多, 胞质更饱满

(图7)。
2.3.2   流式细胞术检测活化T细胞CD28、CD137、
CD107a的水平      在初始T细胞与DC共培养4 d
后 , 用流式细胞术检测了CD3+T细胞表面CD28、
CD137、CD107a的水平, 发现Poly(I׃C)组CD3+T细胞

表面CD28、CD137、CD107a的水平分别为71.2%、

12.6%和10.8%, 均高于TNF-α组T细胞CD28(47.1%)、
CD137(2.5%)、CD107a(3.1%)的水平(图8)。这说明, 
成熟度较高的DC能够更好地诱导初始T细胞的活化。

2.3.3   活化T细胞内IFN-γ、TNF-α的水平      在初始

T细胞与DC共培养4 d后, 按2 μL/mL培养基的量加

入细胞刺激剂, 37 °C培养箱孵育4 h后收集细胞, 根
据IntraPrep Permeabilization Reagent试剂盒的步骤

进行固定、破膜处理。然后通过流式细胞术检测细

胞内IFN-γ、TNF-α的水平, 发现Poly(I׃C)组IFN-γ和
TNF-α的平均水平分别为22.1%和73.0%, 而对照组

IFN-γ和TNF-α的平均水平分别为15.5%和50.2%(图

Day 8 Poly(I׃C)+Ad-blank Day 8 Poly(I׃C)

Day 8 Ad-blankDay 4

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

图4    在光镜下促成熟因子刺激后DC的形态

Fig.4   The morphology of DCs stimulated by maturation promoting factor
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Fig.6   The expression level of IL-12 after DCs were stimulated by different maturation promoting factor

图5   Poly(I׃C)协同腺病毒对DC表型的影响

Fig.5   Effect of Poly(I׃C) combined with adenovirus on surface protein level in DCs
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胞(APC), 也是唯一能刺激初始T细胞活化的APC, 
对起始机体免疫应答和调节免疫系统稳定、增强

免疫功能有重要意义。目前用于刺激DC成熟的物

质有TNF-α、IFN-γ、LPS等, 它们可在一定程度上

刺激DC成熟, 但仍无法得到与临床所需疗效相匹

配的高度成熟DC。本研究通过比较Poly(I׃C)和传

统物质TNF-α对DC成熟的影响, 并通过流式细胞

9), 并且二者间有统计学差异。这进一步说明, 成熟

度较高的DC刺激T细胞活化的能力更强。

3   讨论
在特异性免疫应答中, 效应细胞CTL的活化需

要高度成熟的DC向初始T细胞提呈抗原, 并诱导其

活化。成熟DC是抗原提呈功能最强的抗原提呈细
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图7   在光镜下与DC共培养后T细胞的形态

Fig.7   The morphology of T cells after co-culture with DCs
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图8   DC和T细胞共培养后流式细胞术检测活化T的表型

Fig.8   The phenotypes of activated T cells after co-culture with DCs detected by FCM 

图9   活化T细胞内IFN-γ、TNF-α的水平

Fig.9   The levels of IFN-γ and TNF-α in activated T cells
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术和ELISA检测两种物质刺激后DC的表型CD80、
CD83、CD86、HLA-DR水平以及IL-12的分泌, 发
现Poly(I׃C)较传统刺激DC成熟物质TNF-α能更有效

地刺激DC成熟, 这为临床上提高DC-CTL的疗效提

供了新方法。

关于腺病毒转染在促进DC成熟和激活的作用

上目前尚无统一结论, 有人认为腺病毒转染能够促

进DC的成熟, 有人则持相反的观点。本研究比较了

Poly(I׃C)协同腺病毒空载体对DC成熟的影响, 发现

Poly(I׃C)组和Poly(I׃C)+Ad-blank组DC的表型CD80、
CD83、CD86、HLA-DR水平以及IL-12分泌没有明

显差异, 说明Ad-blank并不能协同Poly(I׃C)促进DC的
成熟。

DC与T细胞共培养, 刺激T细胞活化后分泌大

量的IFN-γ, IFN-γ反过来又促进MHC类限制性分子

高表达, 然后提高DC的抗原提呈能力, 同时又能分

泌多种与细胞凋亡有关的细胞因子, 以增强Fas介导

的凋亡信号通路。成熟DC分泌的细胞因子的主要

功能是协同活化NK细胞和CD8+T细胞等各种效应

细胞, 以协助增强免疫效能达到最大的抗病毒、抗

肿瘤作用[18]。同时, 成熟DC分泌大量的IL-12, 研究

发现, DC分泌IL-12的水平与CTL分泌IFN-γ的水平

呈正比, 而IFN-γ的分泌水平可作为CTL活化程度的

标志。此外, IL-12可以促进T细胞向CD8+T细胞分化, 
同时增强NK、NKT、CTL等细胞的活化能力[19-20]。

本实验在初始T细胞与DC共培养4 d后, 通过流式细

胞术检测活化T细胞表面CD28、CD137、CD107a
及细胞内TNF-α和IFN-γ的水平。结果显示, 实验

组细胞因子TNF-α和IFN-γ的水平显著高于对照组, 
Poly(I:C)刺激的实验组CD28、CD137和CD107a的
水平也明显高于对照组。这说明, 实验组T细胞的活

化程度明显高于对照组, 成熟度较高的DC刺激T细
胞活化的能力更强。

机体内免疫系统失衡和肿瘤的发生发展密切

相关。肿瘤细胞在生长过程中分泌的大量细胞因子

会导致免疫细胞损伤甚至凋亡。肿瘤患者自身免疫

系统紊乱提示低表达CD4+、CD3+CD56+细胞, 高表

达CD8+细胞[21-22]。目前应用于治疗肿瘤的免疫疗法

有TIL、NK细胞、DC-CIK等, 但除了DC-CIK外, 这
些细胞均存在着不同的缺陷, 无法大规模应用于临

床。DC-CIK在多种肿瘤中得到广泛应用, 但疗效十

分有限, 虽然DC-CIK可以适用于多种肿瘤, 但对晚

期肿瘤患者效果较弱, 且大多为联合治疗。对此, 我
们考虑其原因之一可能是DC成熟度不够, 本研究发

现, Poly(I׃C)较TNF-α刺激的DC成熟度更高, 且能够

更好地诱导T细胞活化。而我们所有实验的最终目

的是应用于临床, 缓解病人痛苦, 延长生存时间, 达
到抗肿瘤的作用。在正常的CTL活化和增殖过程中, 
需要活性正常的初始T细胞、一定数量的成熟DC以
及DC内一定量的抗原和共刺激信号。成熟DC的数

量和DC所提呈的抗原数量是影响CTL活化和增殖

的直接因素。

综上所述, 本研究证实, Poly(I׃C)比TNF-α能更

好地促进DC的成熟, 并且DC的成熟度和初始T细胞

的活化程度呈正相关, 成熟度较高的DC刺激T细胞

活化的能力更强。同时, 我们也发现, 腺病毒空载体

和Poly(I׃C)没有协同促进DC的成熟。
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