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摘要  目的：制作B7.1/GM-CSF修饰的DC融合疫苗，并观察其在体外的特异性抗肿瘤免疫效应。方法：制备完整表达GM-CSF的PC3细胞，从前列腺癌患者外周血中分离DC，应用电融合法融合DC和GM-CSF-PC3，构建B7.1/GPI蛋白并锚定于融合细胞表面；应用免疫荧光观察融合细胞形态及锚定稳定性；流式细胞进行融合细胞表形测定；ELISA试剂盒检测IFN-γ分泌情况；MTT及LDH试剂盒测定融合细胞刺激同源异体T淋巴细胞增殖和细胞毒性效应。结果：成功制备GM-CSF-PC3细胞及B7.1/GPI蛋白， 成功分离DC并表达DC分子标记；B7.1/GM-CSF融合疫苗高表达DC分子标记及前列腺癌标记；T细胞增值实验证明融合疫苗具有强烈的免疫刺激活性；细胞毒性实验证明了融合细胞具有比对照组更有效的肿瘤杀伤作用。 结论：电融合技术可成功诱导DC与GM-CSF-PC3融合，体外试验中特定修饰的融合疫苗可显著的提升抗肿瘤免疫效应。
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PC3-DC fusion vaccines modified by B7.1 / GM-CSF and the experimental study on antitumor effect of fusion vaccines in vitro
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Abstract Objective: To construct the fusion vaccine with dendritic cells and prostate cancer cells (PC3) and modify it by B7.1/GM-CSF, and test the anti-tumor immunological reaction of the fusion vaccine in vitro. Methods: Fusion cells was electrofusioned by DC and GM-CSF-PC3, and B7.1/GPI protein was constructed and anchored to the fusion cell surface; Cell morphology and anchoring stability were determined by immunofluorescence, and fusion cell phenotypic were determined by flow cytometry; fusion vaccines stimulated homologous proliferation and cytotoxic effect of allogeneic T lymphocytes were determined by MTT and LDH kit. Results: B7.1/GM-CSF fusion vaccine highly expressed DC molecular markers and prostate cancer markers; B7.1/GM-CSF fusion vaccines strongly promoted the proliferation of T cells and induced a significantly tumor-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) response and killed the PC3 cells effectively in vitro. Conclusion: the DC and GM-CSF-PC3 can be successfully fused by electrical fusion technique, and the specific modified fusion vaccine can significantly enhance the anti-tumor immune effect in vitro.
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前列腺癌是男性泌尿系统常见的肿瘤[1]，晚期及复发前列腺癌患者几乎全部发展为去势抵抗性前列腺癌（CRPC），目前针对CRPC的药物为阿比特龙，恩扎鲁胺等[2-3]，但部分患者已经表现出了对这些药物的抵抗作用[4]，生物治疗作为新型的肿瘤综合治疗模式，受到了越来越多的关注[5]，其中，肿瘤疫苗是近年来国内外研究的热点之一。最近研究表明，由于肿瘤患者的DC存在不同程度的功能效应缺陷[6]，如MHC-II、B7.1分子和GM-CSF因子的表达降低，而且越来越多的原因表明肿瘤微环境使DC不能有效递呈肿瘤抗原活化初始型T淋巴细胞[7, 8]，其中B7.1是肿瘤免疫过程中重要的共刺激分子之一，它通过与T细胞表面的CD28受体结合传导第二信号，促进调节免疫反应的发生[9]，GM-CSF不仅能维持DC活性，促进DC在体外分化发育，还能增强DC抗原递呈能力和刺激T细胞增值方面起关键作用。因此本实验对前列腺癌-DC融合细胞进一步进行修饰，包括共刺激信号B7.1的重建和GM-CSF基因的修饰，从而提高融合疫苗诱导抗肿瘤免疫应答的效力。
1材料和方法
1.1材料  前列腺癌患者外周血由天津医科大学第二医院泌尿外科提供；仓鼠胚胎DHFR缺陷型细胞（CHO/DHFR、上海中科院细胞库）；PSV2-DHFR质粒（天津佑极生物科技有限公司）；磁珠分选试剂盒（Miltenyi-Biotec公司）；胎牛血清(HyClone公司)； 高糖DMEM 培养液；RPMⅠ-1640 完全培养基；0 .25 %胰酶消化液；D-Hank's 液；0 .02 %EDTA (乙二胺四乙酸)；LDH试剂(华美生物有限公司)；鼠抗人CD80、CD86抗体；兔抗人GM-CSF、G250抗体；羊抗兔、羊抗鼠抗体（abcom公司）, FITC，ITITC 标记的羊抗鼠，羊抗兔抗体(exalpha公司, 美国)；免疫荧光试剂盒；Taq DNA聚合酶体系和DNA Marker(DL2000 MA RK , 日本Takala公司)；Ficoll淋巴细胞分离液(美国Pharmacia Biotech公司)；红细胞裂解液(美国Becton Dickinson 公司)；RNA提取试剂盒（Omega公司）；T4连接酶试剂盒；G418试剂，ECM 2001型细胞融合仪，Mini MACS磁性分离仪；CytoFLEX 流式细胞仪。
1.2方法
1.2.1GM-CSF质粒及B7.1/GPI质粒构建  无菌状态下采集正常人体静脉血50 mL，应用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，通过RNA提取试剂盒获得总RNA，并逆转录为cDNA，保存于-80°。运用Primer Premier软件设计GM-CSF、B7.1、B7.1胞外区、GPI引物，应用PCR、酶切、PCR连接、T连接获得PCDNA3.1-GM-CSF质粒及PCDNA3.1-B7.1/GPI质粒，转染于DH5α菌株中获得质粒的大量表达。
1.2.2构建稳定表达GM-CSF的PC3细胞   PC3细胞培养于含 10％胎牛血清的 RPMI-1640 培养基，应用罗氏转染试剂盒将PCDNA3.1-GM-CSF质粒转染入PC3细胞中，通过G418筛选出稳定表达GM-CSF的PC3细胞。应用western blot及免疫荧光验证PC3细胞中GM-CSF的稳定表达。
1.2.3B7.1/GPI蛋白的制备  应用康为转染试剂盒将PCDNA3.1-B7.1/GPI质粒和PSV2-DHFR质粒共转染入CHO/DHFR细胞中，培养于DMEM：F12=1：1的培养基（10％胎牛血清、G418为1×10-6 mol/L）中，筛选出稳定表达B7.1/GPI的CHO/DHFR细胞，于培养基中添加MTX（1×10-8 mol/L）加压筛选,10日后MTX剂量翻倍，40日后获得大量B7.1/GPI蛋白，应用western和免疫荧光验证CHO/DHFR细胞中B7.1/GPI的表达。
1.2.4外周血DC的分离培养及验证  无菌状态下采集前列腺癌患者静脉血50 ～ 80 mL，采用淋巴细胞分离液分离单个核细胞, 于RPM I 1640 培养液（10%小牛血清、 37 ℃、5% CO2孵箱）中培养24 h后, 吸去上清液获得贴壁单核细胞，于培养基中加入人重组粒细胞巨噬细胞集落刺激因子GM-CSF（100 g /L）,IL-4（50 g /L）, 7 d后收集悬浮细胞。分别标记DC的表面抗体CD1a ，MHC-I ，CD80，CD86，HLA-DR及同型对照，应用流式细胞仪检测表面抗原。
1.2.5细胞融合       将前列癌患者的DC与GM-CSF-PC3细胞或普通PC3细胞于5%葡萄糖中重悬，按照1：1比例混合，将重悬细胞悬液转入融合槽，应用100V/cm交流电10 s将细胞排列接触，调节为高压直流电1 000v/cm作用25μs，打破细胞膜融合细胞，应用100V/cm的交流电10 s促进融合，于1640培养液（10%胎牛血清、500 ng/mL GM-CSF）中培养1 d，于培养基中加入0.1mmol/L 的HAT,第14 d后获得了完整融合细胞PC3-DC及GM-CSF-PC3-DC，应用磁珠筛选获得2种融合细胞。
1.2.6 B7.1/GPI对融合细胞的锚定  将2组融合细胞重悬于RPMI 1640培养基中，细胞浓度为5×10^6个/mL，之后加入B7.1/GPI蛋白（10 ug/mL），于37°孵育4 h并间断震荡，之后将该细胞种于24孔板中培养，分别获得B7.1-PC3-DC及B7.1/GM-CSF-PC3-DC融合细胞，于锚定后12、24、48、72 h进行免疫荧光监测及流式分析，观察B7.1/GPI锚定于融合细胞表面的情况。
1.2.7流式细胞测定细胞表形       收集培养的PC3-DC3、GM-CSF-PC3-DC、B7.1-PC3-DC、B7.1/GM-CSF-PC3-DC 4种融合细胞，用PBS洗涤稀释细胞浓度为1×106 /mL。分别将4种细胞在含有CD1a、CD1a、MHC-Ⅰ、CD80、CD86、HLA-DR 及E-cadherin的抗体中孵育15 min，通过流式细胞仪检测组管中CD1a、MHC-I、CD80、CD86、HLA-DR 及E-cadherin的阳性率。
1.2.8免疫荧光测定细胞相关蛋白表达   将4种细胞用多聚甲醛固定后，在GM-CSF 一抗和B7.1-GPI 一抗混合下孵育过夜，添加FITC标记羊抗兔二抗及TRITC标记羊抗鼠二抗，通过DAPI复染核，置于荧光显微镜下观察2种细胞种相关蛋白表达。
1.2.9融合细胞诱导T淋巴细胞增殖能力  应用尼龙毛柱法从前述非贴壁细胞中获得同源T淋巴细胞，用RPMI-1640 培养基调整细胞浓度为1×106 /mL，将4种融合细胞与T细胞按照1：1，1：10及1：50的比例混合，培养于96孔板中（37°，5%CO2），另设DC组及空白培养液对照组，培养72 h后每孔加入MTT溶液，最终浓度为5 mg/mL,孵育4 h，酶标仪于570 nm波长测吸光度OD值，SI=（反应组OD值—刺激细胞对照组OD值）/淋巴细胞组OD值。
1.2.10  IFN-γ的检测  调节前述T淋巴细胞为1×106 /mL，铺入24孔板中，每孔1mL。将4种融合细胞，DC，及空白对照组的浓度调节为1×105/mL，分别加入各个含有T淋巴细胞孔内，每孔1mL，共培养3 d，用ELISA试剂盒检测IFN-γ的分泌量。
1.2.11诱导CTL杀伤PC3细胞的细胞毒性反应         将4种融合细胞及DC细胞与T细胞按照1：1的比例混合培养72 h，调节混合细胞密度为2×106 /mL，制定有效的效应细胞组，将混合细胞与PC3细胞按照40：1，20：1和5：1的比例混合培养48 h（实验组），另设各组效应细胞，pc3细胞组（样品对照组）及无细胞培养液组（背景空白对照组），及用于后续裂解的PC3细胞(样品最大酶活性对照组)，在细胞培养48 h后在用于后续裂解的PC3细胞组中加入LDH释放试剂，之后在培养1 h，将各组实验细胞通过离心机400×g离心5 min，取上清夜分装于96孔板中，随机进行样品测定，计算PC3细胞死亡率%=（实验组吸光度—效应细胞吸光度—PC3细胞吸光度）/（最大酶活性细胞组吸光度—PC3细胞组吸光度）*100%，得到各个实验组的细胞杀伤率。
1.3统计学方法        所有数据用均数 ±标准差 (x ±s)表示 。采用SPSS 10. 0软件进行 t检验及相关分析, 以 P <0. 05为差异有统计学意义 。
2结果
2.1GM-CSF-PC3细胞及B7.1/GPI-CHO/DHFR细胞的验证  将稳定筛选出的GM-CSF-PC3细胞及B7.1/GPI-CHO/DHFR细胞，通过western可观察到PC3细胞表达GM-CSF蛋白，而同型对照组为阴性。B7.1/GPI-CHO/DHFR细胞表达B7.1/GPI蛋白，同型对照为阴性（图1）。免疫荧光显微镜下可观察到GM-CSF-PC3细胞明显红色荧光，B7.1/GPI-CHO/DHFR为绿色荧光，而对照组细胞并无荧光（图1）。
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A：表达GM-CSF的PC3细胞的western结果验证和免疫荧光；B：表达B7.1/GPI的CHO/DHFR细胞的western结果和免疫荧光

图1  Western验证和免疫荧光观察GM-CSF-PC3细胞和B7.1/GPI-CHO/DHFR细胞

Fig 1  GM-CSF-PC3 and B7.1/GPI-CHO/DHFR cells were observed by immunofluorescence and Western

2.2 DC的形态特点及表型测定   培养于2 d时大部分细胞贴壁生长，细胞边缘光滑，4 d时细胞边界粗糙，出现细胞集落。7 d时大部分细胞悬浮生长，细胞体积进一步增大，边缘可见明显毛刺样突起（图2）。流式细胞术分析时，前列腺癌病人DC的功能相关抗原表达为：CD1a 48.85%，MHC-I  52.36%，CD80  47.23%，CD86  49.19%，HLA-DR 60.33% 而前列腺相关抗原E-cadherin表达为阴性。
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A：培养于第2天时不成熟DC形态; B：培养于第7天时成熟DC形态

图2 显微镜观察DC生长形态

Fig 2  DC growth morphology was observed by microscope
2.3各类融合细胞的形态特点及表型测定  将培养24 h后的融合细胞置于倒置显微镜下观察，可见细胞形态不规则，镜下可见两个或多个细胞融合在一起，其内可见2个或多个核。其中4种融合细胞均可见红色及绿色荧光标记，而B7.1修饰的融合细胞与未修饰融合细胞相比，绿色荧光明显加强，并且于12、24、48、72 h时绿色荧光未见明显改变。
   4种融合细胞及DC的功能相关抗原表达如表1、图3、图4所示：与单纯DC相比，融合细胞提升了表面抗原表达（P<0.05），而B7.1修饰的融合细胞与未修饰融合细胞相比，CD1a、MHC-I、CD86、HLA-DR、E-cadherin 的表达并无统计学差异，而CD80的表达明显增高（P<0.05），GM-CSF修饰组与未修饰组相比，各类表面抗原明显升高（P<0.05）。B7.1修饰细胞于12、24、48、72 h时测定的CD80无统计学差异，证明了B7.1/GPI蛋白锚定的稳定性。
表1  4组融合细胞和DC表面各种抗原表达百分比

Tab 1 The surface antigen expression percentages of DC and 4 groups of fusion cells 
	Group      CD1a      MHC-I     CD80     CD86      HLA-DR    E-cadherin

	A      58.63±1.7  62.16±2.1  55.13±0.9  60.78±1.4  69.32±0.8  46.21±1.5

B      68.73±0.8  70.25±1.7  64.85±1.4  71.25±2.2  80.64±1.2  58.76±1.0   

C      57.80±0.9  63.43±0.8  87.38±1.0  59.36±0.7  70.21±2.0  47.10±2.1

D      68.42±1.1  71.41±1.4  90.24±2.3  69.41±2.4  78.00±1.4  59.78±0.7

DC     48.85±1.3  52.36±1.0  47.23±0.8  49.19±0.9  60.33±1.4   阴性
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A． 融合细胞中GM-CSF的表达；B.融合细胞中B7.1的表达；C. 融合细胞两种荧光合为黄色

图3 荧光显微镜下融合细胞中GM-CSF和B7.1的显影

Fig 3  Image of GM-CSF and B7.1 in fusion cells under fluorescence microscopy
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图4   A(PC3-DC3)、B(GM-CSF-PC3-DC)、C(B7.1-PC3-DC)、D(B7.1/GM-CSF-PC3-DC) 4种融合细胞和DC于流式细胞仪下各类表面抗原CD1a、MHC-Ⅰ、CD80、CD86、HLA-DR 及E-cadherin的表达比率

Fig 4 The surface antigen expression percentages of DC and 4 groups of fusion cells

2.4各类融合细胞的生长曲线         培养的PC3前列腺癌细胞生长迅速，呈现克隆样生长，而ABCD各类融合细胞增殖能力明显减弱，培养期间细胞数量处于较稳定状态，与DC类似，见图5。
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图5    PC3细胞、DC、和融合细胞的生长曲线

Fig 5  Growth curves of PC3 cells, DC, and fusion cells

2.5各类融合细胞对T细胞的增值能力  如表2图6所示，与DC相比融合细胞刺激T细胞增值能力较强，证明融合细胞可加强T细胞增值能力，经过B7.1修饰后，可明显增强融合细胞对T细胞的增值能力（P<0.05），证明B7.1修饰可明显加强融合细胞对T细胞的增值能力，GM-CSF的修饰可明显提升融合细胞对T细胞的增值能力（P<0.05），证明GM-CSF修饰在增强融合细胞的免疫能力方面起着重要作用。与T淋巴细胞共培养后，各组细胞上清液中IFN-γ的分泌量见图6（P<0.05）。
表2  4组融合细胞及DC于不同效靶比下对T细胞的增值能力的刺激指数SI
     Tab 2  Stimulation indexes of 4 groups of fusion cells and DC on the ability of T cells under different target ratio

	Group                           刺激指数SI

1：1                   1：10                  1：50

	A          2.65±0.24                 1.83±0.20              1.67±0.13

B          3 .21±0.23                2 .48±0.16              1.99±0.12   

c          3.58±0.32                 2.74±0.18              2.12±0.10

D          4 .31±0.30                3 .24±0.21              2.43±0.21  

DC         1.89±0.21                 1.57±0.24               1.24±0.18


[image: image6.png]1500,

<mo0od

BED

A

2
8 8
S

(uyBd)y 4-3NI

SN

1:50

110

11




图6    A(PC3-DC3)、B(GM-CSF-PC3-DC)、C(B7.1-PC3-DC)、D(B7.1/GM-CSF-PC3-DC) 4种融合细胞及DC在不同效靶比下对T细胞的增值能力(A)及促进I NF-γ分泌的能力(B)
Fig 6 Stimulation indexes and INF-γ secretion capacity of 4 groups of fusion cells and DC on the ability of T cells under different target ratios
2.6各类融合细胞诱导的T细胞对PC3细胞的杀伤效应       通过LDH法各类融合细胞体外激活T淋巴细胞对PC3细胞于不同效靶比的杀伤率如表3所示，结果证明融合细胞刺激效应细胞对PC3 的杀伤活性明显高于单纯的DC组，而经过B7.1修饰后，可明显增强融合细胞的杀伤能力（P<0.05），GM-CSF的修饰可明显提升融合细胞的杀伤能力（P<0.05）。
表3  4组融合细胞及DC于不同效靶比下对PC3细胞的杀伤率
Tab 3  The killing rates of 4 groups of fusion cells and DC on PC3 cells under different target ratios
	Group                           细胞杀伤率
5：1                   20：1                  40：1

	A          27.3±3.1                 42.1±3.6               54.6±5.3

B          34.5±4.6                  50.1±6.1              62.3±5.8    

C          35.9±5.0                 51.8±5.4               61.6±6.1

D          44.5±2.6                  60.7±5.1              73.5±7.0   

DC         14.9±2.0                  33.3±3.9               42.5±3.8
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图7    A(PC3-DC3)、B(GM-CSF-PC3-DC)、C(B7.1-PC3-DC)、D(B7.1/GM-CSF-PC3-DC) 4种融合细胞及DC在不同效靶比下对PC3细胞的杀伤能力

Fig 7  The killing rates of 4 groups of fusion cells and DC on PC3 cells under different target ratios
3  讨论
     DC作为最有效的抗原提呈细胞，在细胞免疫中发挥着重要作用。以DC为基础的肿瘤疫苗是近年来研究较多的一种免疫疗法。但目前以DC为基础的研究并未取得预期的效果，考虑为:（1）已知肿瘤抗原较少，甚至部分肿瘤缺乏特异性抗原;（2）DC细胞表面MHC分子或复制蛋白缺失导致抗原递呈能力降低;（3）肿瘤免疫抑制微环境抑制DC[10]。而将DC与肿瘤融合构建融合细胞，可以提供肿瘤全部抗原信息，将识别的和尚未识别的抗原同时被内源性加工处理并得以表达，使树突状细胞提呈更丰富的抗原肽，表达更多共刺激分子，从而诱导一系列多克隆 CTL 的抗肿瘤免疫效应。最近的研究中发现在前列腺癌组织中DC明显少于正常的前列腺组织，且只有少数处于激活状态，提示前列腺癌患者可以抑制单核细胞分化为DC并抑制其成熟，因此增强DC摄取抗原及抗原递呈能力成为本实验的主要目标。
     因患者自体肿瘤细胞原代培养的不确定性及各种治疗方法处理后肿瘤组织有可能失去体外培养可能，肿瘤细胞均选择成熟细胞系PC3，其具有获取方便，无限传代及生长良好等特点。融合细胞采用电穿孔的方法进行融合，其融合效率较化学融合法较高并且对细胞毒性小。通过对融合细胞与单纯DC的对比发现其在促进T细胞增值及诱导T细胞杀伤效应方面有明显提升。
      因患者本身的肿瘤免疫抑制微环境抑制免疫细胞，失去表面的MHC分子和粘附因子，从而抑制DC将抗原递呈给T淋巴细胞。B7.1作为MHC-I类抗原激活T细胞的共刺激因子，在激活T细胞诱导CTL机制中起了重要作用，因此在融合细胞表面粘附B7.1蛋白，成为一种增强融合细胞抗原递呈的方法。在既往的研究中发现GM-CSF可促进DC在体外分化发育和T细胞的增值，提高机体抗肿瘤及抗感染免疫力，因此使融合细胞高表达GM-CSF可以从各个方面促进机体的抗肿瘤能力。本实验检测到GM-CSF修饰可以增强融合细胞DC表面抗原表达，而B7.1作为一种表面抗原，与GM-CSF联合应用可明显增强融合细胞促进T细胞增值，提高IFN-γ的分泌，增强融合细胞诱导T细胞的杀伤效应。
      综上所述，应用人前列腺癌细胞（PC3）和前列腺癌患者来源树突状细胞（DC）制造的融合细胞, 并用B7.1/GM-CSF修饰，结果证明该特定修饰的融合疫苗是一种很好的肿瘤免疫治疗手段，而B7.1/GM-CSF的特定修饰，对其他肿瘤的免疫治疗提供了新的方法。
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