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  [摘要] 目的 研究体外培养急性髓性白血病树突状细胞(AML-DC),并利用该细胞联合细胞因子诱导
脐血产生细胞毒性T淋巴细胞(CTL),观察CTL对急性白血病细胞的杀伤效应,探讨从AML-DC体外诱导产
生CTL的可行性O 方法 从急性髓性白血病细胞诱导AML-DC,联合细胞因子体外诱导脐血T细胞活化及增
殖,流式细胞术检测培养前后的T淋巴细胞亚群变化,利用LDH试剂盒检测诱导后T细胞对相应急性白血病
细胞的杀伤活性O 结果 可从人AML细胞中诱导出 AML-DC,脐血 T细胞在体外经过诱导培养后可获得增
殖,T淋巴细胞比例较培养前明显增高,其中在 AML-DC诱导组中,CD3+ T淋巴细胞亚群比例达到(79.7 1
3.70)%,该T淋巴细胞对相应急性白血病细胞的杀伤效率最高达(48.35 1l2.75)%,与培养前及培养后无
AML-DC刺激组相比,经过特异诱导培养的T细胞对相应白血病细胞杀伤作用大大加强(P<0.05)O 结论 
AML-DC联合细胞因子可以诱导活化脐血白血病细胞特异性细胞毒性T淋巴细胞(CTL),该细胞能对相应白
血病细胞产生特异性杀伤效应O
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   Abstract] Objective Toinvestigatethespecificanti-IeukemiaceIIeffectofcytotoxicTIymphocytes(CTL)
induced byacutemyeIoid Ieukemia-derived dendriticceIIs(AML-DC).Methods AcutemyeIoid IeukemicceIIswere
induced todifferentiateintoAML-DC.TceIIsfromumbiIicaIcord bIood wereactivated with thecytokinecombined
with AML-DC.TceIIswereidentified byfIowcytometer(FCM).Theanti-tumoractivityofTceIIswasassayed with
LDHmethod.Results HighIyreactiveanti-AMLTceIIsweregenerated and expanded.TheCD3+ TceIIsratewas
(79.7 13.7)% in thegroup afterstimuIation byAML-DCs.TheseTceIIscaused specificIysisof(48.35 1
l2.75)% targetAMLceIIs.And thedifferencewassignificantcompared with TceIIswithoutstimuIation ofAML-
DCs(P<0.05).Conclusion LeukemicceIIsofpatientswith acutemyeIoid IeukemiacouId bedifferentiated toDC-
IikeceIIspossessingtheabiIityofstimuIatinganti-Ieukemicimmuneresponse.
   Key words] Cord bIood; TceII; Cytokine; DendriticceII; AcutemyeIoid Ieukemia

  化疗和造血干细胞移植是治疗急性白血病的主
要手段,但微量残留病(MRD)是导致白血病复发的
根源,这主要与血液肿瘤缺乏特异性抗原及肿瘤细
胞低表达主要组织相容性抗原复合体(MHC)分子
以及缺乏共刺激信号和肿瘤细胞分泌细胞因子阻碍

树突状细胞(DC)的分化及抗原呈递,从而导致T细
胞对肿瘤免疫耐受而获得免疫逃逸有关 l] O 特异

性免疫治疗是根除 MRD的有效办法O DC为专职
抗原提呈细胞,在共刺激信号存在下能够活化 T细
胞O 已有研究指出,髓系白血病细胞能诱导分化为
白血病树突状细胞,呈递已知或未知的白血病抗原,
从而诱导产生T淋巴细胞的抗白血病效应 2,3] O 本
实验旨在从白血病细胞诱导出急性髓性白血病树突

状细胞(AML-DC),致敏脐血 T细胞后生成细胞毒
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性T淋巴细胞(CTL>,检测 CTL杀伤相应急性白血
病细胞的能力,从而为化疗或造血干细胞移植后的
细胞过继免疫治疗~移植物抗白血病效应(GVL>及
防治恶性肿瘤复发等提供实验依据O
1 材料与方法
1.1 脐血单个核细胞分离 脐血取自本院足月妊
娠的健康产妇(均征得产妇本人知情同意>,用含
CPAD28 mI抗凝保护液的无菌采血袋采集,充分混
匀,8 h 内进行单个核细胞(MNC>分离,将标本与
6%羟乙基淀粉以 411 混匀后静置 30 ~45 min,取上
层澄黄色液体,用 FicoII-hyPague分离液 (比重为
1.077,Pharmacia,UppSaIa,Sweden>密度梯度离心法
分离MNCS,用PBS洗涤 2 次,备用O
1.2 白血病细胞制备 急性髓性白血病(AML>原
代细胞 10 例(男 5 例,女 5 例,年龄 21 ~65 岁,平均
年龄 41.5 岁>,均为新诊断病例O 所有白血病标本
均按FAB标准进行诊断及分型,其中急性单核细胞
白血病(AML-M5>5 例,急性髓细胞白血病部分分化
型(AML-M2>2 例,急性早幼粒细胞白血病(AML-
M3>3 例O AML标本采集均征得患者或家属同意O
于患者初诊时无菌留取外周血及骨髓,羟乙基淀粉
沉淀去除红细胞后,FicoII-hyPague分离MNCS,洗涤
后制成MNC悬液备用O 以标记CD3 单抗的免疫磁
珠(MiItenyi,德国>阳性分选 MNC,阴性部分作为白
血病细胞(形态学辨认率>95%>培养,部分以 10%
二甲基亚砜(DMSO>低温冻存备用O
1.3 AML-DC培养 取上述分选出的AML细胞,接
种于无血清培养基 StemSpan中(StemceII公司>,接种
浓度为 2 X106/mI,分别加入 50 ng/mIIL-4,100 ng/mI
GM-CSF培养 3 d 后加入 100 ng/mITNF-!,于第 7
天收集DC细胞用于诱导脐血CTLO
1.4 脐血 T淋巴细胞培养及诱导 将上述脐血
MNCS加入无血清培养液AIM-V培养液(Invitrogen>
中,脐血 MNC浓度为 2 X106 /mI,分别加入 CD3 单
抗和CD28 单抗各 10 ng/mI,d3 开始加入IL-2(Pep-
roTech 公司>20 U/mI培养O 对照组 d3 开始只加
IL-2 培养,不加丝裂霉素处理的 AML-DCO 特异性
刺激组(实验组> d3 开始每隔 5 d 加入丝裂霉素
(MMC50 "g/mI,Sigma>处理的 AML-DC细胞,共 3
个刺激周期,脐血细胞种入 6 孔培养板(Corning,美
国>,3 mI培养体系O 置37 C,体积分数为5%的CO2
全湿培养箱中培养,根据细胞生长状况每 2 ~4 d 半
量换液,细胞培养 4 W后进行实验分析O
1.5 细胞计数及活力分析 用血球计数板和台盼

蓝染色法确定,在脐血细胞培养前后进行细胞计数,
用台盼蓝染色法进行细胞活率检测O
1.6 T淋巴细胞亚群变化检测 用流式细胞术检
测培养前后T淋巴细胞亚群变化,所有单克隆抗体
均为美国 Pharmingen 公司产品,包括异硫氰酸
(FITC>荧光标记的抗 CD3 单克隆抗体,藻红蛋白
(PE>标记的抗CD4 单克隆抗体及藻红蛋白(PE>标
记的抗 CD8 单克隆抗体O 取培养前后的脐血
MNCS,用PBS洗涤 2 次后分别加入以上抗体 10 "I,
充分混匀后避光孵育 30 min,再用 PBS 洗涤 2 次后
用流式细胞仪(美国 BD公司 FACS Vantage产品>
进行检测,使用 CeIIOueSt软件系统上机进行分析,
分析 1 X104 个细胞的相应标记阳性表达率,每个样
本都用FITC和PE标记同型IgG作为相应的阴性对
照O
1.7 杀伤性分析 细胞毒性(CTL活性>试验用
LDh检测试剂盒(Roche公司>进行,操作按产品手
册进行,实验分 3 组O A组 脐血 MNC效应细胞 +
急性白血病细胞/ShI细胞株 B组 培养 4 w后 T
效应细胞 +急性白血病细胞/ShI细胞株 C组 培
养后特异性T效应细胞+急性白血病细胞/ShI细胞
株O 通过预实验,确定效靶比为 3011,EIX-800 酶标仪
中测定反应值,测定波长 490 nm,参考波长 630 nmO
CTL活性计算方法为 CTL活性=(效靶细胞释放值-
靶细胞自发释放值-效应细胞自发释放值>/(靶细
胞最大释放值-靶细胞自发释放值> X100%O
1.8 统计学方法 应用 SPSS11.0 统计软件进行数
据分析,计量资料以均数1标准差(!x1s>表示,两组
培养前后比较采用重复测量资料两因素两水平的方

差分析,均数间两两比较采用 SNK-g 检验,P<0.05
为差异有统计学意义O
2 结果
2.1 倒置显微镜下细胞生长情况变化观察结果 
(1>树突状细胞形态变化 急性白血病细胞与细胞
因子共培养 48 h后细胞逐渐变得不规则,胞体逐渐
拉长,突起逐渐增多,部分细胞聚集成团,7 d 后细
胞胞体增大,形态不规则,有明显的树突状突起,多
数为悬浮细胞(见图 1>O (2>淋巴细胞形态变化 
对照组及实验组脐血细胞培养前 3 d 无明显增加,
细胞仍呈单个散在分布 约 7 d 后,倒置显微镜下可
见细胞数增多,细胞透亮,折光性好,上清中可见葡
萄串状细胞群,14 d 时细胞较前明显增加,细胞团
明显增多,细胞活性好 传代培养 28 d 时细胞状态
依然很好,细胞活力>95%(见图 2>O
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图 1 树突状细胞形态变化!10 >10" 图 2 淋巴细胞形态变化!10 >10"

2.2 脐血MNC诱导培养前及诱导培养后T淋巴细
胞亚群的变化比较 脐血 MNC培养前 T淋巴细胞
亚群与培养后相比存在差异 对照组及实验组脐血
MNCCD3 +及 CD8 +细胞比例培养前均低于诱导培
养后 其中特异性刺激组 实验组 CD3+细胞比例培

养后为 79.7 :3.70 % CD8+细胞比例为 48.74 :
8.72 % 与培养前相比 差异有统计学意义 P<
0.05  而 CD4+细胞比例培养后以对照组为高
 43.64 :12.92 % 高于培养前及实验组 P<0.05  
见表 1 

表 1 两组诱导培养前后的脐血淋巴细胞亚群变化比较#!!X:S"$%%

组 别 状态 CD3 + CD4 + CD8 +

对照组
 Z=10 

培养前 45.26 :14.91 32.81 :9.86 26.74 :9.60

培养后 67.76 :9.68" 43.64 :12.92# 33.93 :13.51

实验组
 Z=10 

培养前 45.26 :14.91 32.81 :9.86 26.74 :9.60

培养后 79.7 :3.70" 29.61 :9.22# 48.74 :8.72"#

F - 16.324 8.943 11.654

P - 0.003 0.031 0.142

 注 组内与培养前比较 #P<0.05 "P<0.01 与对照组培养后比较 #P<0.05

2.3 脐血MNC诱导前及诱导后淋巴细胞杀伤性比
较 用 AML-DC刺激诱导培养后的特异性 T效应
细胞对相应急性白血病细胞的杀伤效率最高 为
 48.35 :12.75 % 与其他各组比较差异有统计学
意义 P<0.05  培养后T效应细胞对急性白血病
细胞也有一定的杀伤性 但杀伤效率并不高 培养后
T效应细胞及特异性T效应细胞对 SHI细胞株杀伤
效率均比培养前的 T淋巴细胞高 P<0.05  见
表 2 
表 2 不同组脐血淋巴细胞的抗白血病细胞效应#!!X:S"$%%

 靶细胞 脐血MNC
效应细胞

培养后
T效应细胞

特异性
T效应细胞

急性白血病细胞 3.58 :1.53 9.85 :4.43a 48.35 :12.75ab

SHI细胞株 4.11 :2.23 13.43 :6.78a 11.54 :5.32a

 注 组内与脐血MNC效应细胞比较 aP<0.05 组内与培养后T效

应细胞比较 bP<0.05

3 讨论
3.1 脐血来源丰富 容易收集 所以作为干细胞及
淋巴细胞来源已越来越受人们重视 但脐血中 T淋
巴细胞免疫原性弱 处于一种未接触 未成熟状
态 4 5  研究表明 脐血中CD3 +细胞数与骨髓及外
周血比较差异无统计学意义 但脐血中成熟型 T淋
巴细胞亚群的数量显著低于骨髓及外周血 6  对T
细胞的功能研究发现 通过选择诱导 T细胞成熟和
增殖的细胞因子环境可诱导产生功能不同的 T淋
巴细胞 研究指出 从脐血来源的 CTL 较外周血
来源的CTL 更具肿瘤特异性细胞毒性 其机制未
明 可能与脐血成分中所包含的树突状细胞比外周
血的树突状细胞具更好的抗原呈递作用 从而增加
CTL介导的抗肿瘤细胞毒性相关 7  脐血 T细胞
除可对肿瘤抗原产生反应外 与成人来源 T细胞相
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比,其诱导的同种异体效应更低[8] ,因此,本实验取
脐血细胞进行T淋巴细胞诱导培养0
3.2 白血病患者自身往往存在细胞免疫功能障碍,
不能有效产生针对白血病细胞相关抗原的白血病细

胞特异性CTL0 因此,体外活化并扩增白血病特异
性CTL的过继性细胞免疫治疗是迄今为止最有希
望和最有效的增强 GVL(移植物抗白血病>效应的
方法0 DC是目前所知机体内功能最强的抗原提呈
细胞,能够显著刺激初始型 T细胞增殖,其受 MHC-
#或$类分子限制,能向CD4 +或CD8 +淋巴细胞提
呈抗原0 已有研究指出,髓系白血病细胞能诱导分
化为白血病树突状细胞,呈递已知或未知的白血病
抗原,从而诱导产生 T淋巴细胞的抗白血病效应,
有望在临床上用于过继性免疫治疗,特别是用于移
植后复发的患者0 但也有研究认为,白血病树突状
细胞与正常人的树突状细胞其基因和功能有不同特

征0 因此,白血病树突状细胞在产生抗肿瘤免疫反
应效能方面可能不足[9] 0 本研究利用 AML-DC联
合细胞因子体外诱导脐血 T细胞活化及增殖,对培
养前后的脐血T淋巴细胞表面标记分析提示,培养后
脐血中CD3+细胞比例明显高于培养前(!<0.05>,
其中以AML-DC特异性刺激组比例最高,达(79.7 1
3.70>%0 CD8 +是细胞毒性T淋巴细胞(CTL>的重
要表面标志,CD8 +细胞通过细胞裂解或凋亡直接杀
伤靶细胞0 经过培养后,急性白血病细胞特异性刺
激组脐血中 CD8 +细胞比例明显增高,与培养前及
用IL-2 +CD3/CD8 单抗非特异诱导培养组相比差
异具有统计学意义(!>0.05>0 通过杀伤试验证
实,经过体外诱导扩增后脐血 T淋巴细胞的杀伤效
应要比培养前好(!<0.05>,其中特异性诱导增殖的
T细胞对相应白血病细胞的杀伤效应要比培养前及
非特异性诱导培养的 T淋巴细胞效应要好(!<

0.05>,提示经过体外特异性诱导增殖,可诱导产生
针对该白血病细胞的特异性 CTL,有望在临床上用
于化疗或造血干细胞移植后的细胞过继免疫治疗以

及移植物抗白血病效应 (GVL>,防止恶性肿瘤
复发0
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