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K-ras抗原致敏的DC诱导CTL对胰腺癌体内杀伤

活性的研究*

谭 广 徐 立① 方艳秋② 陶 钢③ 王忠裕 谭 岩②

摘要 目的：研究 K-ras 多肽的致敏树突状细胞（DC）活化的特异性细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL）对胰腺癌的体内外杀伤作

用。方法：联合应用粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子和白细胞介素-4诱导培养外周血DC。表达K-ras突变体的胰腺癌细胞株全

瘤、单纯K-ras突变体多肽和K-ras突变体表位肽阳离子纳米颗粒分别致敏DC。致敏DC刺激T淋巴细胞得到肿瘤抗原特异的细

胞毒性T淋巴细胞（CTL）。Patu8988、SW1990细胞系制备荷瘤裸鼠模型评价CTL体内抗肿瘤活性。结果：负载全瘤抗原的DC其

诱导产生的CTL对胰腺癌有较好的抑制，负载单纯K-ras（12-Val）突变体多肽、K-ras（12-Val）突变体表位肽阳离子纳米颗粒的

DC其诱导产生的CTL对表达K-ras（12-Val）突变体阳性（Patu8988）的胰腺癌有较特异的抑制作用，而对K-ras（12-Val）突变体阴

性（SW1990）的胰腺癌的抑制作用与对照组比较无显著性差异。结论：负载肿瘤抗原的DC诱导的CTL可显著提高对荷瘤裸鼠的

生存时间，抑制肿瘤的生长速度，并显示其可增加抗肿瘤特异性。
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Abstract Objective: To investigate the anti-tumor effect of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) activated by dendritic cells

(DCs) pulsed with K-ras antigen. Methods: DCs were generated from PBMC in the presence of GM-CSF and IL-4 in vitro.

DCs were sensitized with pancreatic cancer cell line expressing K-ras mutant，K-ras (12-Val) mutant peptide, K-ras (12-Val)

mutant peptide with the surface of cationic nanoparticle. The mature DCs were cocultured with autologous T cells to obtain

antigen specific CTL. The anti-tumor activity of CTL in vivo was evaluated in BALB/c nude mice bearing Patu8988 (K-ras+)

and SW1990 (K-ras-) pancreatic cancer. Results: CTLs cocultured with DCs with the whole tumor antigen significantly

inhibited the growth of transplanted pancreatic cancer (Patu8988 and SW1990) in nude mice. In vivo experiments showed

that DCs with K-ras (12-Val) mutant peptide and K-ras mutant peptide with the surface of cationic nanoparticle induced

killing activity of specific CTL aganist pancreatic cancer cell line Patu8988 (K-ras+) (P<0.05). Conclusion: CTL induced with

DCs pulsed with K-ras antigen can significantly improve the survival of nude mice with pancreatic cancer, through inhibiting

tumor growth.
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胰腺癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病

率占恶性肿瘤的 1%～5%。胰腺癌在西方国家肿瘤

的死亡率占第 4位，在世界范围占第 5位［1］。由于其

缺乏早期诊断方法，浸润生长，治疗措施有限，对放

疗及化疗不敏感，死亡率高［2］。传统的治疗方法主要

为手术，其5年生存率仅为1%～5%［3］，因此开展胰腺

癌的其它治疗方法具有深远的意义。DC是目前已知

的人体内功能最强大的抗原递呈细胞（antigen pre⁃
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senting cell，APC）［4，5］，DC是当前抗肿瘤免疫治疗研究

热点［6］。现研究认为胰腺癌 K-ras 基因突变率约为

90%［7］，这就为胰腺癌的早期诊断及免疫治疗提供了

广泛的前景。本文探讨应用不同的抗原负载DC促

进其成熟，同时探讨其体外诱导特异性CTL对荷瘤裸

鼠肿瘤的抑制作用。

1 材料与方法

1.1 材料

人胰腺癌细胞株 Patu8988（含 K-ras 突变体）、

SW1990 购于 ATCC；阳离子多聚物β（1，4）-2-氨

基 -2- 脱氧 -D- 葡聚糖购于 Sigma 公司；人重组

GM-CSF、人 重 组 IL-4 购 自 R&D 公 司 ；鼠 抗 人

CD80-PE、 CD83-PE、 CD86-PE、 CD40-FITC、
CD1a-FITC 单克隆抗体购于 Immunotech 公司；胎牛

血清（FCS）购于Hyclone公司；IMDM培养基购于Gib⁃
co公司；K-ras突变体表位肽KLVVVGAGGVGKSALT
上海生工生物工程技术服务公司合成；BALB/c裸鼠，

5～8周龄，雌性，购于中国科学院上海动物中心，在

SPF级动物合格环境下饲养。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 胰腺癌细胞株 Patu8988、SW1990
培养于 37℃、5% CO2含 10%小牛血清的 IMDM 培养

基中，以2% EDTA胰酶消化。

1.2.2 肿瘤抗原制备 将人胰腺癌细胞株Patu8988、
SW1990细胞调整为2×107/mL，用液氮反复冻融3次，

离心（100 000r/min）5min，过滤除菌，备用。

1.2.3 K-ras突变体表位肽阳离子纳米颗粒制备 阳

离子多聚物β（1，4）-2-氨基-2-脱氧-D-葡聚糖0.2%
（w/v）溶解于 25mM、pH 5.0的醋酸钠溶液中，加入化

学合成的 K-ras 突变体表位肽 KLVVVGAGGVGK⁃
SALT，预热至 50℃～55℃，磁力搅拌迅速振荡混匀，

过滤除菌，备用。

1.2.4 分离单核细胞 取正常献血员空腹静脉血用

淋巴细胞分离液分离单核细胞，以含10%胎牛血清的

IMDM培养基悬浮细胞，终浓度为2×106/mL于培养瓶

内，置37℃、5% CO2培养箱孵育2h后，洗去非黏附细

胞；收集黏附细胞备用。

1.2.5 mDC诱导及抗原负载 上述黏附细胞按终浓

度加入 rhGM-CSF 1 000μ/mL、rhIL-4 500μ/mL，隔日

加上述 1/2浓度的细胞因子，培养第 5d分别加入：1）
肿瘤细胞抗原（瘤细胞与 DC 之比1：10）；2）单纯

K-ras 突变体抗原表位肽（2.5μg/mL、5μg/mL、10μg/
mL、20μg/mL）；3）K-ras突变体抗原表位肽阳离子纳

米颗粒（2.5μg/mL、5μg/mL、10μg/mL、20μg/mL）。于

37℃ 5% CO2继续培养2d，加TNF-α（10μg/mL），继续

培养48h，收集细胞。

1.2.6 流式细胞仪检测 DC 表面标志 收集细胞以

1 500r/min离心10min，取细胞沉淀，PBS液洗3次，置

37℃孵育 30min，PBS 洗 1 次。加入 FITC-鼠抗人

CD80、CD83、CD86、CD1a、HLA-DR 及表面 K-ras 突
变体肽，以同种型荧光染色的 Ig作为对照，以PBS作

为阴性对照。

1.2.7 成熟 DC 诱导的 CTL 细胞 外周血来自同一

供血员。将 4mL自体抗凝血加入T淋巴细胞分离液

的离心管，分层离心，吸取单核细胞。将2×105/mL的

单核细胞分别与负载不同抗原的DC共同培养5d，去
除贴壁细胞备用。

1.3 CTL杀伤实验［8］

1.3.1 动物实验 荷瘤小鼠模型的建立：常规培养

人胰腺癌细胞系Patu8988、SW1990，于对数生长期细

胞用生理盐水制成 5×106、1×107、2×107/0.2mL的细胞

悬液，接种 5～8w雌性BALB/c裸鼠背部皮下接种肿

瘤细胞，观察荷瘤裸鼠的存活时间。

1.3.2 实验分组 接种10d后随机分为4组，每组10
只，1）全抗原组，每次注射全肿瘤抗原诱导的CTL；2）
阳离子肽组，每次注射负载K-ras突变体抗原表位肽

阳离子纳米颗粒诱导的CTL；3）单纯肽组，每次注射

负载单纯K-ras突变体抗原诱导的CTL；4）空白对照

组，每次注射生理盐水。腹腔注射，从注射肿瘤第

10d开始，隔日 1次共 10次注射 2×106个CTL，注射前

测量肿瘤的长径 a 和横径 b，按 A=a×b，估算肿瘤的

大小。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 10.0统计软件进行统计分析，计量资

料以 x±s表示，对原始数据作方差齐性检验后作 t检
验和方差分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同抗原负载DC细胞表面分子标志的表达

肿瘤细胞全抗原负载DC的CD1a、CD80、CD83、
HLA-DR表达水平明显高于成熟DC（P<0.001）；单纯

K-ras突变体抗原表位肽与K-ras突变体抗原表位肽

阳离子纳米颗粒负载的DC之间，各组细胞表面标志

的表达水平无明显差异（P>0.05）；肿瘤细胞全抗原负

载 DC 的 CD1a、CD80、CD83、HLA-DR 表达水平明显

高于单纯K-ras突变体抗原表位肽和K-ras突变体抗

原表位肽阳离子纳米颗粒组（P<0.05）；单纯K-ras突
变体抗原表位肽与K-ras突变体抗原表位肽阳离子

纳米颗粒负载 DC 的 CD1a、CD80、CD83、HLA-DR 表

达水平明显高于成熟DC（P<0.05）；但各组之间CD86
的表达水平无显著性差异（P>0.05），见表1。
2.2 流式细胞仪分析DC细胞上的K-ras突变体抗原

表位肽提呈

422



2010年第37卷第8期

当 K-ras 突变体抗原表位肽阳离子纳米颗粒为

5μg/mL 时，即可使 DC 提呈达到饱和状态，最高达

55.85%；单纯 K-ras 突变体抗原表位肽为 10μg/mL
时，才能使DC提呈达到饱和状态，最高达48.4%。上

述结果表明，K-ras突变体抗原表位肽阳离子纳米颗

粒诱导DC负载抗原的能力优于单纯K-ras突变体抗

原表位肽（图1）。

分组

mDC组

DC（tumor，T：DC=1：10）组
DC（K-ras+peptide，10μg/mL）组
DC（K-ras+peptide-CNP，5μg/mL）组

CD1a

22.6±3.6
55.2±4.5
35.1±4.3
38.4±3.7

CD80

49.4±3.2

82.6±4.9

62.2±5.8

67.5±4.7

CD83

38.5±4.6

76.3±5.1

51.1±4.9

58.4±6.3

CD86

72.6±6.6

80.9±5.7

74.4±5.2

75.3±4.8

HLA-DR

66.5±4.6

93.2±5.8

82.4±4.4

86.1±5.3

表1 不同抗原负载DC细胞表面分子标志的分析 %，x±s，n=6
Table 1 Surface markers of DCs induced by different antigens

图 1 不同浓度的K-ras+ peptide和K-ras+peptide-CNP对DC负载抗

原的影响

Figure 1 Effect of K-ras+ peptide and K-ras+ peptide-CNP on antigen
loading of DCs

2.3 CTL毒性实验检测

检测负载不同抗原的DC诱导的肿瘤特异性CTL

对靶细胞 Patu8988（K-ras+）、SW1990（K-ras-）细胞

系的杀伤作用见图2。图2A结果表明，负载Patu8988
（K-ras+）全肿瘤抗原的 DC 诱导的 CTL 对 SW1990
（K-ras-）肿瘤细胞有明显杀伤作用，与其他各组相比

有显著性差异（P<0.05），而负载K-ras突变体抗原表

位肽阳离子纳米颗粒、负载单纯K-ras突变体抗原组

及照组对 SW1990（K-ras-）肿瘤细胞无明显杀伤作

用。图 2B 结果表明，负载不同抗原组的 DC 诱导的

CTL对Patu8988（K-ras+）均有明显杀伤作用，与对照

组相比有显著性差异（P<0.05）。其中，负载Patu8988
（K-ras+）全抗原组对Patu8988杀伤作用最强，与另外

两组相比有显著性差异（P<0.05），而负载K-ras突变

体抗原表位肽阳离子纳米颗粒及单纯K-ras突变体

抗原组之间无明显差异（P>0.05）。上述两组实验结

果说明，K-ras 突变体抗原表位肽诱导的 CTL 对 Pa⁃
tu8988（K-ras+）肿瘤细胞在体外有特异性杀伤作用。
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Figure 2 Effect of DC loading different antigens on induction of tumor-specific CTL cytotoxicity against SW1990（A）and Patu8988（B）
cells in vitro
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2.4 不同浓度瘤细胞对裸鼠存活时间的影响

分别将 5×106、1×107、2×107/0.2mL 的 Patu8988、
SW1990肿瘤细胞悬液接种于裸鼠背部皮下，观察对

裸鼠的存活时间的影响（图3，4）。实验结果可见，随

着接种肿瘤细胞数的增加，裸鼠的存活时间明显缩

短，接种Patu8988及SW1990在1×107个肿瘤细胞组，
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荷瘤鼠的平均存活时间高于 30d，适合本实验的条

件，以后实验均选用这一条件。

图3 皮下接种Patu8988细胞对BALB/C裸鼠存活时间的影响

Figure 3 Survival of BALB/C nude mice inoculated subcutaneously with
Patu8988 cells

图4 皮下接种SW1990细胞对BALB/C裸鼠存活时间的影响

Figure 4 Survival of nude mice inoculated subcutaneously with SW1990
cells

2.5 负载不同肿瘤抗原诱导的CTL对荷瘤裸鼠肿瘤

生长速度的影响

将2×106个不同抗原负载DC诱导的肿瘤特异性

CTL细胞腹腔注射荷瘤裸鼠，观察对荷瘤裸鼠肿瘤的

生长速度的影响。观察第 30d 荷瘤（Patu8988）鼠的

肿瘤直径，其中全抗原组、阳离子肽组、单纯肽组治

疗组与对照组的肿瘤直径分别为（12.69±4.5）mm、

（17.1±2.5）mm、（22.1±3.7）mm、（32.6±3.0）mm，各组之

间比较有显著性差异（P<0.05）。荷 SW1990 肿瘤裸

鼠，第 30d全抗原组、阳离子肽组、单纯肽组治疗组、

对照组的肿瘤直径分别为（17.06±4.5）mm、（27.7±
2.5）mm、（28.0±3.7）mm、（31.6±3.0）mm，全抗原组与

其它各组相比有显著性差异（P<0.05），其余各组之间

无差异（P>0.05）。上述两组实验结果说明，K-ras突
变体抗原表位肽诱导的 CTL 能够特异性地抑制 Pa⁃
tu8988（K-ras+）在荷瘤裸鼠体内的生长速度。

2.6 负载不同肿瘤抗原诱导的CTL对荷瘤裸鼠肿瘤

存活时间的影响

应用不同抗原负载DC诱导的CTL 2×106细胞腹

腔注射，观察对荷瘤裸鼠存活时间的影响。对荷瘤

（Patu8988）存活时间的影响见图5，全抗原组、阳离子

肽组、单纯肽组与对照组相比有显著性差异（P<
0.01），小鼠存活时间明显延长，其中全抗原组延长最

为明显，与另其它两组相比有显著性差异（P<0.05），

阳离子肽组与单纯肽组两组之间无显著性差异（P>
0.05）。对荷瘤（SW1900）存活时间的影响见图 6，全
抗原组与阳离子肽组、单纯肽组及对照组相比，小鼠

存活时间明显延长（P<0.01），其它各组之间无显著性

差异（P>0.05）。上述两组实验结果说明，应用K-ras
突变体抗原表位肽诱导的 CTL 能够明显延长 Pa⁃
tu8988（K-ras+）荷瘤裸鼠的存活时间。

图 5 负载不同抗原的 DC 诱导肿瘤特异性 CTL 对荷瘤（Pa-

tu8988-K-ras+）裸鼠存活时间的影响

Figure 5 Survival of nude mice inoculated subcutaneously with Patu8988

cells after immunotherapy with DC loading different antigens induced

CTLs

图 6 负 载 不 同 抗 原 的 DC 诱 导 肿 瘤 特 异 性 CTL 对 荷 瘤

（SW1990-K-ras-）裸鼠存活时间的影响

Figure 6 Survival of athymic mice inoculated subcutaneously into the

back with SW1990 cells after immunotherapy with CTLs induced by DC

loading different antigens induced CTLs

3 讨论

正常情况下体内大部分DC处于非成熟状态，表

达较低水平的共刺激因子和黏附因子，但其具有极

强的抗原吞噬能力，在受抗原或某些因素刺激时即

可分化为成熟 DC，获得高表达共刺激因子和黏附

因子。

DC细胞在针对肿瘤治疗时往往需要在体外进行

不同形式的修饰，如裂解的肿瘤抗原、抗原多肽、肿
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瘤核酸致敏、凋亡的肿瘤细胞、细胞因子的修饰、热

休克蛋白等，以活化DC细胞，提高其抗原提呈能力

从而提高机体的抗肿瘤能力，有些方法已应用于临

床试验阶段［9］。

本实验应用三种不同的抗原负载于DC，其表面

成熟分子表达增加，诱导的CTL对靶细胞的杀伤能力

增强。体外三种抗原诱导的CTL都能够有效地杀伤

靶细胞，且K-ras突变体抗原表位肽阳离子纳米颗粒

和单纯 K-ras 突变体抗原肽致敏的 CTL 对靶细胞的

特异性更强，K-ras突变体抗原表位肽阳离子纳米颗

粒致敏优于单纯K-ras突变体抗原肽。体内试验显

示，抗原负载的DC诱导的CTL可明显延长荷瘤裸鼠

的存活时间，降低肿瘤的生长速度，具有明显的抑瘤

作用，并且这种抑瘤作用具有抗原特异性。目前应

用特异的肿瘤抗原肽致敏的DC，在前列腺癌、黑色素

瘤、恶性淋巴瘤、结直肠癌中已取得了疗效，是有广

泛前景的免疫治疗方法［10］。本研究的体内、外实验

结果也支持这种观点，为今后胰腺癌DC疫苗的研制

奠定了基础。
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