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摘  要 

目的：探讨卡介苗热休克蛋白70 (BCG HSP70)基因修饰的树突状细胞(DCs)疫苗体内抗瘤效应。方法：

从急性白血病患儿骨髓中培养未成熟树突状细胞(imDCs)，形态学观察及流式细胞术鉴定后，利用脂质

体2000将BCG HSP70基因转入imDCs细胞表面，免疫荧光单克隆抗体进行细胞表面修饰鉴定。取健康

BALB/C裸鼠，第0天皮下接种HL-60细胞，第7~10天可形成皮下结节的白血病裸鼠模型，将其随机分为

6组，移植瘤内分别接种PBS液、不做任何处理的imDC (imDC组)；空载体(pDisplay)转染的imDC 
(imDC-neo组)；重组载体(pDisplay-HSP70)转染的imDC (HSP70组)；rhTNF-α (20 ng/ml)诱导的imDC 
(TNF-α组)；以及pDisplay-HSP70转染 + rhTNF-α (20 ng/ml)诱导的imDC (HSP70 + TNF-α组)。每周1
次，共2次，于给药第14天处死裸鼠。观察各组肿瘤体积变化，绘制肿瘤生长曲线；计算裸鼠体重的变

化情况；以及HE染色观察肿瘤组织切片。结果：1) 骨髓培养的细胞形态特点及细胞表面标志均符合

imDCs特征。共聚焦显微镜观察检测证实BCG HSP70表达在转染后的imDCs细胞表面。2) HSP70 + 
TNF-α组HLA-DR、CD80、CD86阳性率分别为(78.42 ± 8.01)%，(83.00 ± 6.75)%和(88.51 ± 4.44)%，

明显高于HSP70组((55.13 ± 4.84)%，(59.93 ± 3.88)%和(62.33 ± 5.42)%)、TNF-α组((57.28 ± 5.63)%，

(60.31 ± 6.20)%和(63.70 ± 3.78)%)；HSP70组与TNF-α组比较无明显差异(p > 0.05)。3) 体内杀瘤效

应：HSP70-DC组肿瘤体积变化(40.94)明显小于PBS对照组、imDC组及imDC-neo组(185.72，181.16
和180.18)，但大于HSP70 + TNF-α组(17.60) (p < 0.05)。HSP70-DC组、TNF-α组及HSP70 + TNF-α组
肿瘤切片染色可见不同程度的核固缩、碎裂及溶解、空泡现象，以HSP70 + TNF-α组最明显。结论：BCG 
HSP70基因修饰的DC疫苗在小鼠体内可诱导出较强的杀瘤效应，且与细胞因子联合作用更强。 
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Abstract 
Objective: To investigate anti-tumor effects of dendritic cells (DCs) vaccines modified by heat shock 
protein 70 of BCG (BCG HSP70) gene. Methods: The immature DCs (imDCs) were cultured from 
bone marrow in children with acute leukemia and identified by the morphological observation 
and flow cytometry. Then BCG HSP70 gene was transfected onto the surface of imDCs by lipofec-
tamine 2000 and detected by fluorescence microscope. All of BALB/C nude mice were inoculated 
with HL-60 cells subcutaneously on day 0. After 7 to 10 days, leukemia xenografts in nude mice 
with formation of subcutaneous nodules were randomly divided into six groups: PBS, imDC (imDC 
without special processing), imDC-neo (imDCs transfected with pDisplay vector), HSP70 (imDCs 
transfected with pDisplay-HSP70 vector), TNF-α (imDCs induced with rhTNF-α), and HSP70 + 
TNF-α respectively. The DCs activated by different agents were intratumorally administered into 
nude mice. The changes in tumor volume were observed, the changes of mice weight rate were 
calculated and tumor sections were assessed by hematoxylin-eosin staining. Results: 1) The cul-
tured cells exhibited typical characteristics of surface markers and cell morphology consistent 
with imDCs. After BCG HSP70 gene transfection, the yellow-green fluorescence on the cells surface 
was observed under the confocal microscope. 2) The positive rates of HLA-DR, CD80 and CD86 of 
HSP70 + TNF-α group, which were (78.42 ± 8.01)%, (83.00 ± 6.75)% and (88.51 ± 4.44)%, were 
significantly higher than HSP70 group ((55.13 ± 4.84)%, (59.93 ± 3.88)% and (62.33 ± 5.42)%) 
and TNF-α group ((57.28 ± 5.63)%, (60.31 ± 6.20)% and (63.70 ± 3.78)%). There was no differ-
ence between HSP70 group and TNF-α group (p > 0.05). 3) Antitumor effects: The changes of tu-
mor volume in HSP70-DC group (40.94) were significantly smaller than PBS group, imDC group 
and imDC-neo group (185.72, 181.16 and 180.18), but greater than HSP70 + TNF-α group (17.60). 
The tumor cells in HSP70-DC group, TNF-α group and HSP70 + TNF-α group showed a large num-
ber of nuclear condensation, fragmentation and dissolution, among which HSP70 + TNF-α group 
was the most obvious. Conclusion: DC vaccine modified by BCG HSP70 gene could induce a stronger 
anti-tumor effect in vivo, and the combined application effect with cytokines is more obvious. 
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1. 引言 

免疫细胞治疗是继化疗、骨髓移植(bone marrow transplantation, BMT)后治疗急性白血病的一种新方

法，在清除微小残留病(minimal residual disease, MRD)中被寄予很大希望[1] [2]。树突状细胞(dendritic 
cells, DCs)是目前所知抗原提呈能力最强的抗原提呈细胞(antigen presenting cells, APCs)，在体内外均可

以诱导特异性细胞毒性 T 淋巴细胞(Cytotoxicity T lymphocyte, CTL)的生成，使机体得以抵御肿瘤的入侵

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2023.134977
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


吴晓娟 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2023.134977 6988 临床医学进展 
 

或消灭现存的肿瘤[3]。白血病患儿自身 DCs 数量减少和/或功能缺陷，不能有效递呈肿瘤抗原，是白血

病细胞逃避机体免疫攻击的重要机制之一。 

卡介苗(Bacille Calmette-Guérin, BCG)能直接诱导 DCs 的成熟，有效激活 DCs 为主的 APCs 对肿瘤抗

原的递呈能力增强，进而激活细胞毒性 T 淋巴细胞(Cytotoxicity T lymphocytes, CTLs)针对肿瘤细胞的特

异性免疫反应[4]。然而，严重的不良反应阻碍了 BCG 的临床应用；而且 BCG 在传代和减毒过程中因发

生菌株变异导致免疫效果不稳定。热休克蛋白 70 (heat shock protein70, HSP70)是 BCG 的主要抗原成分，

具有免疫优势抗原特性，可强烈刺激免疫系统针对肿瘤抗原的免疫反应，而不需要其他的免疫佐剂[5] [6]。
现本文就 BCG HSP70 基因转染到急性白血病儿童骨髓来源的未成熟 DCs (immature DCs, imDCs)细胞表

面，观察其体内抗瘤作用。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

重组人粒细胞–巨噬细胞集落刺激因子(recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, rhGM-CSF) (Peprotech Asia 公司，150 μg，Catalog#: 300-03)；重组人肿瘤坏死因子-α (recombinant 
human tumor necrosis factor-α, rhTNF-α) (Peprotech Asia 公司，100 μg，Catalog#: 300-01)；重组人白细胞

介素(Recombinant human interleukin, rhIL)-2 (Peprotech Asia 公司，50 μg，Catalog#: 200-02)，rhIL-4 (Pe-
protech Asia 公司，100 μg，Catalog#: 200-04)；FITC anti-human CD80 (BioLegend 公司，20 μg，Catalog#: 
305303)；FITC anti-human HLA-DR (BioLegend 公司，20 μg，Catalog#: 307603)；FITC anti-human CD86 
(Bioscience 公司，20 μg，Catalog#: 305306)；HSP70 mAb (mouse) (Cambridge bioscience (GmbH)公司，

20ug，Catalog#: ABIN457460)。 
重组载体 pDisplay-HSP70 已由本课题组成功构建并进行基因序列测定，鉴定正确[7]。 

2.2. 方法 

2.2.1. 骨髓 imDCs 的分离和培养 
急性淋巴细胞性白血病患儿诊断和疗效均按血液病诊断及疗效标准，所有患儿均顺利完成化疗并完

全缓解达 6 个月以上，无复发及其它并发症。住院当日无菌采集骨髓 5 ml，肝素抗凝(20 U/ml)，Ficoll-paque
法分离单个核细胞(mononuclear cells, MNCs)，含 10%胎牛血清(fetal calf serum，FCS)的 RPMI1640 培养

液调整细胞浓度，37℃、5% CO2孵箱中贴壁 3 h。吸弃上清液，加入含 GM-CSF (100 ng/ml)、IL-4 (100 ng/ml)
的 10% FCS RPMI1640 培养液继续培养，隔天半量换液及全量补充细胞因子。 

第 6 天收集所有悬浮细胞，倒置显微镜观察 imDCs 细胞形态。调整细胞浓度至少为 1 × 106/ml 后分

别加入抗 HLA-DR、抗 CD80、抗 CD86 及阴性对照(鼠抗人 IgG1/FITC)，4℃避光静置 30 分钟，离心洗

涤后 1%多聚甲醛固定，流式细胞术分析荧光强度。 

2.2.2. 基因转染及细胞表面修饰鉴定 
按照说明书，利用 lipofectamine2000 将重组载体 pDisplay-HSP70 转染到上述 imDCs 细胞表面。收集

转染后的细胞，先后加入一抗 HSP70 mAb (mouse)和二抗羊抗鼠 IgG/FITC，DAPI 染色液作用后，取 1
滴滴于载玻片，盖玻片轻盖后于共聚焦显微镜下观察。 

2.2.3. 移植性人白血病小鼠模型建立 
60 只 BALB/c 裸鼠(3 周龄，雄性，体重 10~12 g)，购于中国科学院上海实验动物中心，饲养于 PF 

(specific pathogen free condition)动物实验室。人早幼粒细胞性白血病胞标准细胞株 HL-60 细胞购自 ATCC
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细胞库，以含 10% FBS 的 RPMI1640 培养液于 37℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中孵育，隔天半量换

液。 
收集对数生长期的 HL-60 细胞悬液，生理盐水调整细胞浓度 1 × 107/0.2 ml。裸鼠右侧肩背部皮肤用

碘伏消毒后，在无菌条件下采用皮下注射方式将 HL-60 活细胞注入裸鼠皮下，隔日观察体重增减、皮下

瘤节形成情况。约接种后 7~10 天于注射部位皮下可触及直径约 4~5 mm × 4~5 mm 小瘤节，成瘤率可达

100%。 

2.2.4. DCs 疫苗体内抑制瘤试验 
分组：1 组：PBS 对照组；2 组：不做任何处理的 imDC (imDC 组)；3 组：空载体(pDisplay)转染的

imDC (imDC-neo 组)；4 组：重组载体(pDisplay-HSP70)转染的 imDC (HSP70-DC 组)；5 组：rhTNF-α (20 
ng/ml)诱导的 imDC (TNF-α组)；6 组：pDisplay-HSP70 转染 + rhTNF-α (20ng/ml)诱导的 imDC (HSP70 + 
TNF-α组)。各组细胞均在 37℃、5% CO2孵箱中培养，第 8 天收集所有悬浮细胞，倒置显微镜观察 DCs
细胞形态，流式细胞术分析 HLA-DR、CD80 及 CD86 阳性率。 

肿瘤表面局部消毒后，分别瘤内注射上述 6 组细胞(1 × 107/0.2ml/只)，每周一次，共两次，继续严格

无菌饲养，给药后第 14 天均处死。 

2.2.5. 观察指标 

1) 肿瘤体积的动态变化 
隔 2 天测量皮下移植瘤的长度及宽度，根据 V (mm3) = 0.4 × 长(mm) × 宽 2 (mm2)计算肿瘤体积，绘

制移植瘤生长曲线。实验结束时剥离瘤体，测量肿瘤长度及宽度，计算肿瘤体积同上，根据以下等式计

算肿瘤体积变化。 
体积变化 = (V14 − V1)/V1，其中 V14 为给药后第 14 天处死裸鼠时肿瘤体积；V1 为给药当天的肿瘤

体积。 
2) 裸鼠体重的变化情况 
实验开始及结束时称重，期间每隔 2 天称量体重，了解瘤内注射后裸鼠体重变化情况。体重增加幅

度 = 结束时体重 − 开始时体重；净体重增加幅度 = 体重增加幅度 − 瘤重。 
3) 病理标本的处理及观察 
所有裸鼠处死后，剥离局部移植瘤，常规 HE 染色，显微镜下观察肿瘤内细胞形态和凋亡情况。 

2.2.6. 统计学处理 
应用 SPSS17.0 统计学软件进行数据处理，数据用均数 ± 标准差( x  ± S)表示，多组比较采用方差

分析，组间比较采用 t 检验。p < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 细胞形态学观察 

所有细胞均呈悬浮生长，imDCs 细胞呈圆形或类圆形，表面有少量突起，且突起的长度短细；mDCs
细胞形态不规则，表面伸出多量树枝样突起，粗细不均，较长。 

3.2. 基因转染 imDCs 

共聚焦显微镜下观察，转染后的细胞核呈蓝色，表面呈黄绿色荧光，提示 BCG HSP70 成功转染到细

胞膜表面，见图 1。 
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Figure 1. Fluorescene microscopy of imDCs transfected by HSP70 gene (400×)  
图 1. 荧光显微镜下观察膜表面表达 HSP70 的细胞疫苗(400×) 

3.3. 细胞免疫表型测定 

培养 d6 的 imDCs：HLA-DR、CD80 及 CD86 阳性率分别为 11.2%、9.6%及 8.3%，符合其特点。 

培养 d8 的各组细胞：HSP70 + TNF-α组 HLA-DR、CD80、CD86 阳性率分别为(78.42 ± 8.01)%，(83.00 
± 6.75)%和(88.51 ± 4.44)%，明显高于 HSP70 组((55.13 ± 4.84)%，(59.93 ± 3.88)%和(62.33 ± 5.42)%) (F = 
38.63，p < 0.01)；(t = 8.05、3.86、16.27，p < 0.05)和 TNF-α组((57.28 ± 5.63)%，(60.31 ± 6.20)%和(63.70 
± 3.78)%) (t = 5.14、6.05、10.36，p < 0.05)；HSP70 组与 TNF-α组比较无明显差异(t = 1.00、0.08、0.50，
p > 0.05)。 

3.4. 肿瘤体积变化 

计算肿瘤体积，绘制移植瘤生长曲线(图 2)。瘤内注射前，所有裸鼠肿瘤体积无显著性差异；注射后，

HSP70-DC 组肿瘤体积变化明显小于 PBS 对照组、imDC 组及 imDC-neo 组，但大于 HSP70 + TNF-α组；

HSP70 组与 TNF-α组比较无明显差异。 
 

 
Figure 2. Change in size of tumor following the time 
图 2. 移植瘤生长曲线 

 

给药后第 14 天处死裸鼠时各组肿瘤体积分别为(9336.17 ± 872.77) mm3，(9108.83 ± 844.62) mm3，
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(9059.25 ± 852.38) mm3，(2097.58 ± 554.87) mm3，(2060.92 ± 521.03) mm3，(930.58 ± 368.17) mm3，

HSP70-DC 组明显小于 PBS 组、imDC 组及 imDC-neo 组，但大于 HSP70 + TNF-α组；HSP70 组与 TNF-α
组比较无明显差异(F = 138.72，p < 0.01)。HSP70-DC 组、TNF-α组及 HSP70 + TNF-α组肿瘤体积变化分

别为 40.94，40.20，17.60，明显低于 PBS 组、imDC 组及 imDC-neo 组(分别为 185.72，181.16，180.18)，
以 HSP70 + TNF-α组的变化最小。 

3.5. 裸鼠体重的变化情况 

从实验开始至结束，所有组的裸鼠体重均增加，但无一定规律。但体重增加幅度减去瘤重后，显示：

HSP70 + TNF-α组平均净体重增加幅度最大(1.78 g)，以下依次为 TNF-α组(0.72 g)，HSP70-DC 组(0.69 g)，
而 PBS 组、imDC 组及 imDC-neo 组均约 0.2 g~0.3 g。 

3.6. 移植瘤病理学变化 

3.6.1. 移植瘤大体形态学变化 
瘤体早期表现为圆形或椭圆形，后期表面凹凸不平呈多个结节融合。剥离瘤体时，与皮下组织分界

较清楚，浸润性粘连较少，质地坚硬，瘤体剖面血管丰富。 

3.6.2. HE 染色 
光学显微镜下观察，对照组肿瘤细胞呈多角形或圆形，大小不一，排列紊乱，分裂像多见；而HSP70-DC

组、TNF-α组及 HSP70 + TNF-α组可见不同程度的核固缩、碎裂及溶解、空泡现象，以 HSP70 + TNF-α
组最明显。 

4. 讨论  

白血病复发的根源主要在于 MRD，是当前治愈白血病的主要障碍[8]。通过相关的技术方法增强白血

病细胞的免疫原性，进而诱导机体产生肿瘤特异性的细胞免疫应答消除肿瘤细胞，可望达到治愈白血病

的目的。在机体的抗肿瘤免疫反应中，细胞免疫发挥主要的效应，CTLs 是有效的抗肿瘤细胞免疫的核心。

研究表明，肿瘤细胞无法被 T 细胞识别、杀伤是由于荷瘤宿主的 DCs 数量减少和/或功能缺陷，无法有

效提呈肿瘤抗原、激发特异性 CTL 反应所致[9] [10] [11] [12] [13]。 
DCs 是目前所知抗原提呈能力最强的 APCs，具有独特的抗原递呈和激活功能，作为免疫反应的核心

和关键，在肿瘤细胞和 T 淋巴细胞的相互作用中起桥梁和枢纽作用，其表面 HLA 和共刺激因子(如 CD80，
CD86 等)的表达增强，自身合成并分泌重要的细胞因子如 IL-12、IFN-γ等，激活多种免疫相关细胞，由

此启动 MHC-I 类限制的 CTL 和 MHC-II 类限制的 CD4 + Th1 反应。大量实验证明，mDCs 可以诱导机体

特异性免疫反应的发生，使机体得以抵御肿瘤的入侵或消灭机体现存的肿瘤[9] [10]。BCG 能有效增强

DCs 对肿瘤抗原的递呈能力，进而激活 CTLs 针对肿瘤细胞的特异性免疫反应；诱导肿瘤细胞和局部免

疫细胞产生 IL-1、IL-6、IL-8、IL-12、INF-γ等细胞因子，发挥直接抗肿瘤作用、免疫细胞网络调节效应

和放大免疫细胞抗肿瘤活性[14] [15] [16]。但是其对白血病的治疗缺乏特异性。要实现针对所有类型急性

白血病的个体化、特异性免疫治疗问题的最佳途径是采用基因修饰的细胞疫苗。HSP70 是 BCG 的重要抗

原成分，免疫原性强，具有分子佐剂和载体效应，能够与细胞表面的 CD40 分子结合，诱导和增强机体

体液免疫和细胞免疫的发生，进而激发强大的特异性免疫反应[5] [6]。 
本实验首先将 BCG HSP70 基因转染到急性白血病儿童骨髓来源的 imDCs 细胞表面，随后建立裸鼠

皮下 HL-60 移植瘤模型，瘤内多点注射不同诱导方式获得的 DCs 悬液，了解基因修饰 DC 疫苗体内抗肿

瘤作用。结果表明：1) HSP70 基因转染后能诱导出成熟的 DCs，且 HSP70 成功表达于细胞表面。2) HSP70
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基因修饰的 DCs 疫苗在小鼠体内可诱导出较强的杀瘤效应，表现为肿瘤生长受到显著抑制，小鼠净体重增

加幅度提高，以及肿瘤切片中可见核固缩、碎裂及溶解、空泡现象。上述作用与细胞因子联合作用更强。 
因此，BCG HSP70 基因修饰可有效激活 DCs 对肿瘤抗原的递呈能力增强，产生有效的体内抗白血病

特异性免疫反应，为提高急性白血病患儿长期无瘤生长提供了最佳治疗途径。 
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