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CTP-BCR-ABL抗原肽负载树突状细胞体外致敏

T淋巴细胞靶向杀伤CML细胞
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摘要      BCR-ABL为慢性髓细胞白血病特异胞质抗原, 为良好的免疫治疗靶标。该研究选择

BCR-ABL融合位点的两段抗原肽SSKALQRPV(SS)、GFKQSSKAL(GF)为靶点, 与胞质转导肽融

合表达, 负载小鼠骨髓源性树突状细胞。在胞质转导肽介导下, SS、GF短肽进入树突状细胞并定

位于内质网, 具备了被树突状细胞识别为内源性抗原并以MHC I类分子递呈的条件。在体外培养

中, 用致敏的树突状细胞刺激脾脏CD8+ T淋巴细胞, 获得针对CML的细胞毒性T淋巴细胞, 同时检

测该细胞毒性T淋巴细胞体外抗CML的效应。结果证实, 胞质转导肽介导的GF抗原短肽负载的树

突状细胞能够诱导CD8+ T淋巴细胞增殖活化并产生针对CML的细胞毒性杀伤效应。因此, GF抗原

肽有望作为CML免疫治疗的靶点。该研究为鉴定出靶向CML细胞的T淋巴细胞表面的特异TCR序
列准备了条件, 进而为后续制备靶向CML的TCR-T细胞奠定了基础。
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Abstract       BCR-ABL is a specific cytoplasmic antigen of chronic myeloid leukemia, which is suitable to be a 
target for immunotherapy. In this study, the two antigen peptides, SSKALQRPV (SS) and GFKQSSKAL (GF), at the 
BCR-ABL fusion site were selected as targets. SS and GF were respectively fused with CTP (cytoplasmic transduction 
peptide). The fusion peptides were used to sensitize bone marrow-derived dendritic cells of Balb/c mouse. Under the me-
diation of cytoplasmic transduction peptide, CTP-SS and CTP-GF peptides smoothly entered the cytoplasm of dendritic 
cells and located in the endoplasmic reticulum, thus having the basic conditions to be recognized as endogenous antigens 
and be presented to the cell surface by MHC  I molecules. In vitro culture, the spleen CD8+ T lymphocytes were stimulat-
ed by dendritic cells sensitized with CTP-SS or CTP-GF to obtain cytotoxic T lymphocytes against chronic myelogenous 
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leukemia cells. Then, the effect of cytotoxic T lymphocytes against CML cells in vitro was tested. The results confirmed 
that dendritic cells loaded with CTP-GF antigen peptide could induce the proliferation and activation of CD8+ T lympho-
cytes and produce cytotoxic killing effects against CML cells. Therefore, the GF antigen peptide at the BCR-ABL fusion 
site is expected to be a well target for CML immunotherapy. This study prepares the conditions for identifying specific 
TCR sequences on the surface of T lymphocytes that target CML cells, and then lays the foundation for our subsequent 
preparation of TCR-T cells that target CML.

Keywords        dendritic cells; cytotoxic T lymphocytes; BCR-ABL; chronic myeloid leukemia; cytoplasmic 
transduction peptide

慢性髓细胞白血病 (chronic myeloid leukemia, 
CML)是一种恶性骨髓增生性疾病。其发病的根本

原因是由于t(9;22) (q34;q11)产生的bcr-abl融合基因, 
编码BCR-ABL融合蛋白, 激活STAT5、Akt、CRKL、
Erk等信号, 促使CML的发生发展[1]。目前针对CML
患者的治疗主要是应用酪氨酸激酶抑制剂 (tyrosine 
kinase inhibitors, TKIs), TKIs对CML疗效显著, 极大地

改善了CML患者的预后, 显著地延长了CML患者的

生存期。但依然有大约1/3的患者对TKIs耐药或不耐

受, 且TKIs对加速期和急变期患者疗效差, 以及CML
患者对TKIs的终身依赖性仍是亟待解决的难题 [2]。

因此, 仍需探索CML新的治疗手段。

引起我们关注的是, CML是适合应用免疫治疗的

疾病。首先, CML细胞有特异性抗原, 具备免疫靶向治

疗的基础条件。BCR-ABL癌蛋白是CML特征性的胞

质抗原, 它过表达于99%以上的CML细胞, 且其融合位

点两侧的序列只表达于CML细胞, 正常细胞中不表达, 
是CML的特异抗原。其次, 位于BCR-ABL融合位点

附近的抗原肽可以经MHC分子递呈至CML细胞表面, 
这就具备了被BCR-ABL特异性细胞毒性T淋巴细胞

(cytotoxic T lymphocytes, CTLs)识别的基础。据报道, 横
跨BCR-ABL融合位点的三段抗原肽SSKALQRPV(后
文简称SS)、KQSSKALQR、GFKQSSKAL(后文简称

GF)能够在体外诱导健康供体和CML患者的外周血淋

巴细胞发生CTLs反应, 同时这些CTLs能够识别并杀伤

HLA匹配的BCR-ABL+的慢性髓细胞白血病细胞K562, 
说明这些肽能够被有效地天然加工和递呈[3-4]。再者, 
BCR-ABL蛋白为CML细胞存活所必需, 敲除bcr-abl的
CML细胞不能存活, 因而CML细胞不可能通过缺失

BCR-ABL发生免疫逃逸[5]。因此, BCR-ABL癌蛋白融

合位点附近的短肽具备理想靶抗原的所有条件, CML
适合应用免疫疗法。

通常情况下, 内源性抗原经MHC I类分子递呈

激活CTLs应答, 外源性抗原经MHC II类分子递呈激

活Th细胞应答。树突状细胞(dendritic cells, DCs)作
为体内功能最强大的抗原递呈细胞, 可在交叉递呈

外源性肿瘤抗原后刺激机体产生抗原特异性CTLs
应答。交叉递呈即在通常情况下经MHC II类分子递

呈的外源性抗原被DCs以MHC I类分子递呈的过程。

DCs将外源性抗原识别为内源性抗原是实现交叉递

呈的前提条件。在前期研究中, 我们将体外合成的

胞质转导肽(cytoplasmic transduction peptide, CTP)与
BCR-ABL融合位点的抗原短肽(以下简称CTP-BCR-
ABL)融合后, 负载DCs, 借CTP穿透细胞膜专性定位

于胞质的特性, 使CTP-BCR-ABL在DC内呈现明显

的胞质定位, 从而实现外源性BCR-ABL抗原肽被视

为内源性抗原而加工处理, DCs得以以MHC I类分子

交叉递呈途径将抗原肽递呈给CD8+ T细胞, T细胞借

表面的BCR-ABL抗原特异TCR识别CML细胞, 成功

诱导了CML特异CTLs应答[6]。然而, 之前的策略采

用的是体内活化方案, 步骤繁琐, 涉及的过程主要包

括从小鼠体内分离骨髓细胞制备DCs, 接着用CTP-
BCR-ABL抗原肽负载DCs后, 将其注入小鼠腹股沟

淋巴结, 连续注射两次, 历时3周, 刺激小鼠体内CD8+ 
T细胞活化, 随后分离小鼠脾脏淋巴细胞在体外扩增

1周后, 回输疾病模型鼠体内监测治疗效应。整个过

程可控性差, 且历时长。

为了更快速高效地获得针对CML细胞的特异

性CTLs, 本研究中我们探讨体外诱导的方法。我们

的方案为分离小鼠骨髓细胞, 体外诱导培养为DCs
后, 用CTP-BCR-ABL抗原融合肽进行负载, 负载后

的DCs与分离得到的小鼠脾脏CD8+ T淋巴细胞在体

外共培养3天, 同时补充一系列细胞因子, 进而获得

CTLs。本方案的优点为诱导周期短, 且诱导过程全

程可监测。同时我们比较了不同的CTP-BCR-ABL
抗原肽诱导CML特异性CTLs的效率, 为后期基于
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CTLs制备CML特异性TCR-T细胞奠定基础。

1   材料与方法
1.1   动物

6周龄Balb/c雄鼠购自重庆医科大学实验动物中

心。所有动物实验均符合美国国立卫生研究院关于实

验动物的护理和使用指南(NIH出版物第8023号, 1978年
修订), 并经重庆医科大学生物医学伦理委员会批准。

1.2   细胞

本研究实验中所用到的CML细胞均为鼠源性

慢性髓细胞白血病细胞株BaF3-P210(简称BP210), 
其由本课题组构建并按照常规方法传代培养。

BP210是利用逆转录病毒载体将 bcr-abl基因导入

小鼠前B淋巴细胞株BaF3中, 筛选得到的稳定表达

BCR-ABL的细胞株[7]。

1.3   主要试剂

BCR-ABL抗原肽、CTP-BCR-ABL抗原肽、

CTP-BCR-ABL-FITC及CTP肽购自上海生物工程

有限公司 ; 小鼠脾脏淋巴细胞分离液 (Ficoll)购自天

津灏洋生物制品科技有限公司; 重组鼠白细胞介

素 -4(recombinant mouse interleukin-4, rmIL-4)、重

组鼠白细胞介素-2(recombinant mouse interleukin-2, 
rhIL-2)、重组鼠粒细胞–巨噬细胞集落刺激因子

(recombinant mouse granulocyte macrophage colony-
stimulating factor, rmGM-CSF)和重组鼠肿瘤坏死

因子 -α(recombinant mouse tumor necrosis factor-α, 
rmTNF-α)购自北京义翘神州生物技术有限公司; 内
质网红色荧光探针(ER-Tracker Red)购自上海碧云

天生物技术有限公司; CD3、CD28抗体、流式抗

体CD11c-PE、CD80-FITC、CD86-PE-cy7、MHC 
I-efluor 450、MHC II-APC、CD8a-FITC、CD69-
APC及对应的同型对照均购自美国Ebioscience公
司; CD8+磁珠分选试剂盒购自德国美天旎生物技术

公司 ; CCK8试剂盒购自博士德生物工程有限公司 ; 
RPMI 1640培养基及胎牛血清购自美国Gibco公司。

1.4   肽段合成

我们将BCR-ABL融合位点的两段抗原肽 : SS、
GF与CTP进行融合表达即CTP-BCR-ABL抗原肽, 以
下简称CTP-SS、CTP-GF。为了方便肽段的定位, 
我们在肽段序列中融合表达了FITC。具体序列见表

1。
1.5   树突状细胞的体外诱导培养

取6周龄Balb/c雄鼠的股骨和胫骨, 用无血清

RPMI 1640培养基将骨髓细胞从骨腔中冲出, 裂解

红细胞后 , PBS洗涤3遍 , 用含有10 ng/mL rmIL-4、
20 ng/mL rmGM-CSF的RPMI 1640完全培养基重悬, 
调整骨髓细胞浓度为2.5×106个/mL, 铺至6孔板, 第3
天全量换液去除悬浮细胞, 隔天半量换液, 同时补充

细胞因子, 第7天加入10 ng/mL TNF-α, 以促进树突

状细胞成熟。具体实验方法见参考文献[8]。
1.6   树突状细胞表面分子检测

收集刚刚分离的小鼠骨髓细胞以及培养至第8
天的树突状细胞, 调整细胞浓度为1.0×106个/mL, 加
入CD11c-PE、CD80-FITC、CD86-PE-cy7、MHC I-
efluor 450、MHC II-APC抗体, 同时设置同型对照组, 
避光室温孵育30 min, 用流式细胞仪进行检测。

1.7   抗原肽负载树突状细胞

在培养的第8天, 调整细胞浓度为1.5×106个/mL, 铺

表1   BCR-ABL融合位点抗原肽及胞质转导肽序列

Table 1   The sequences of antigen peptides at the fusion site of BCR-ABL and cytoplasmic transduction peptide
简称

Abbreviation
氨基酸序列

Amino acid sequence

SS SSKALQRPV

GF GFKQSSKAL

CTP GGRRARRRRRRK

CTP-SS SSKALQRPV-GGRRARRRRRRK

CTP-GF GFKQSSKAL-GGRRARRRRRRK

SS-FITC FITC-Acp-SSKALQRPV

GF-FITC FITC-Acp-GFKQSSKAL

CTP-SS-FITC FITC-Acp-SSKALQRPV-GGRRARRRRRRK

CTP-GF-FITC FITC-Acp-GFKQSSKAL-GGRRARRRRRRK

Acp为氨基己酸, 可有效保护FITC荧光标记多肽的稳定性。

Acp is aminocaproic acid, which can effectively protect the stability of FITC fluorescent labeled polypeptides.
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至12孔板中 , 分为三组 : CTP组、CTP-GF组、CTP-
SS组, 分别加入相应的抗原肽至终浓度为10 μmol/L, 
负载20 h后即为致敏的树突状细胞, 经全量换液, 同
时补充含10 ng/mL rmIL-4、20 ng/mL rmGM-CSF的
RPMI 1640完全培养基继续培养, 以备后续实验(后
文提及的致敏树突状细胞均为此方法处理所得)。
1.8   免疫荧光技术检测抗原肽在树突状细胞中的

定位

将培养成熟的树突状细胞分为四组(CTP-SS组、SS
组、CTP-GF组、GF组), 调整细胞浓度为1.5×106个/mL, 相
应肽段负载1 h后,  收集细胞, 调整细胞浓度为1×105个/mL, 
PBS洗5遍, 按照说明书配制内质网红色探针工作液, 
重悬细胞并于37 °C避光孵育30 min, PBS洗3遍, 每组

细胞用PBS重悬后制备细胞涂片, 待干燥后4%多聚

甲醛室温固定30 min, PBS洗3遍, 内质网红色探针染

液复染15 min, PBS洗3遍, DAPI染核15 min, PBS洗3
遍, 甘油封片, 用激光共聚焦显微镜观察。

1.9   磁珠分选脾脏淋巴细胞及流式细胞术鉴定

取 6周龄Balb/c雄鼠的脾脏 , 放至装有RPMI 
1640不完全培养基的研钵中研磨, 将获得的细胞悬

液移至无菌试管中, 另取无菌试管加入小鼠脾脏淋

巴细胞分离液, 将上述细胞悬液缓慢加至分离液上

层, 分离液与细胞悬液体积比为1000 2 ,1׃ r/min离心

20 min。吸取白膜层细胞, PBS洗3遍, 加入3倍体积红

细胞裂解液裂解红细胞, PBS洗3遍, 即为脾脏淋巴细

胞。计数, 每107个细胞加入10 μL CD8+磁珠及90 μL缓
冲液, 重悬后4 °C孵育10 min, 在磁力架上过柱, 阳性

分选, 吸附在柱子上的即为CD8+ T淋巴细胞。调整

收集的CD8+ T淋巴细胞的浓度为1.0×106个/mL, 加入

CD8a-FITC抗体, 同时设置同型对照, 避光室温孵育

30 min, 用流式细胞仪进行检测。

1.10   体外活化同种异体Balb/c小鼠脾脏淋巴细胞

收集各组致敏的树突状细胞及CD8+ T淋巴细胞, 
用含有10 ng/mL rmIL-2、10 ng/mL  rmIL-4、20 ng/mL 
rmGM-CSF、1000 1׃稀释的CD3、CD28抗体的RPMI 
1640完全培养基调整细胞浓度为1.0×106个/mL, 按照

1的比例铺至6孔板中, 在37 °C、5% CO2培养箱中׃1

培养3天, 即为细胞毒性T淋巴细胞。

1.11   流式细胞术检测CD8+ T淋巴细胞活化分子

的表达情况

肽段负载后的树突状细胞与CD8+  T淋巴细胞共

培养24 h后, 收集细胞, 调整细胞浓度为1.0×106个/mL, 

加入CD8a-FITC及CD69-APC抗体, 设置同型对照

组, 避光室温孵育30 min, 用流式细胞仪进行检测。

1.12   CCK8实验评价致敏树突状细胞刺激CD8+ T
淋巴细胞增殖的能力

采用CCK8检测试剂盒测定各组致敏树突状细

胞刺激CD8+ T淋巴细胞增殖的能力。将致敏树突

状细胞与磁珠分选得到的CD8+ T淋巴细胞, 按101׃、
 100的效靶比加入96孔板中, 于37 °C、5%׃1、10׃1、1׃1
CO2培养箱中共孵育, 同时设置各效靶比下未致敏树

突状细胞与CD8+ T淋巴细胞共孵育作为阴性对照组, 
单独培养基孔作为空白对照组, 72 h后每孔加入1/10
体积的CCK8溶液, 继续孵育2 h, 酶标仪测450 nm的

吸光度(D)值, 并计算刺激指数(stimulate index, SI), 
SI=(D实验组–D空白组)/(D阴性对照组–D空白对照

组)。
1.13   CCK8实验评价CD8+ T淋巴细胞对BP210
细胞的CTL效应

采用CCK8检测试剂盒测定CTLs对正常细胞

BaF3及CML细胞株BP210的毒性。将CTLs和正常细

胞BaF3或CML细胞株BP210, 按201׃80、1׃40、1׃的
效靶比加入96孔板, 于37 °C、5% CO2培养箱中共孵

育, 同时设置单独靶细胞及不同效靶比下单独CTLs
对照组, 5 h后每孔加入1/10体积的CCK8溶液, 继续

孵育2 h, 酶标仪测450 nm的吸光度(D)值, 并计算杀

伤率。杀伤率=[1–(D实验组–D效应细胞组)/D靶细

胞组]×100%。实验组是效应细胞+靶细胞, 不同效

靶比的实验组中, 靶细胞的数量一样, 效应细胞的数

量不一样。通过将各个效靶比下实验组的吸光度值

减去相应的单独CTLs组的吸光度值, 得到的就是靶

细胞BaF3或BP210的吸光度值, 能够反映CTLs对靶

细胞的杀伤效应。

1.14   统计学分析

各实验均独立重复三次, 使用GraphPad Prism 5.0
软件进行统计学分析。定量资料结果数据以均数±标
准差(x

_
±s)表示, 两组间数据比较采用t检验, 多组间数

据比较采用方差分析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   体外诱导培养小鼠骨髓细胞获得树突状细胞

分离6周龄Balb/c雄鼠的股骨和胫骨, 用无血清

培养基将细胞从骨腔冲出, 裂解红细胞后即为小鼠

骨髓细胞, 如图1A所示, 刚刚分离出的小鼠骨髓细
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A: 体外诱导培养的小鼠骨髓源性树突状细胞在光镜下的形态, 箭头所示为诱导培养产生的典型的树突状细胞; B: 流式细胞术检测诱导前骨髓

细胞表面分子CD11c、CD80、CD86、MHC I、II类分子的表达情况, 实验重复三次, 此为其中一次的结果; C: 流式细胞术检测经诱导后树突状

细胞表面分子CD11c、CD80、CD86、MHC I、II类分子的表达情况, 实验重复三次, 此为其中一次的结果; D: 流式细胞术检测诱导前后骨髓细

胞表面分子CD11c、CD80、CD86、MHC I、II类分子表达情况的统计结果, 实验重复三次, ***P<0.001, 与诱导前相比。

A: the morphology of mouse bone marrow-derived dendritic cells induced in vitro was observed under inverted microscope, the arrows showed typical 
dendritic cells after induction; B: the expression of molecules on the surface of bone marrow cells before induction detected by flow cytometry, includ-
ing CD11c, CD80, CD86, MHC I and II. Each experiment was repeated for three times and this was the result of one representative experiment; C: the 
expression of molecules on the surface of dendritic cells after induction detected by flow cytometry, including CD11c, CD80, CD86, MHC I and II. 
Each experiment was repeated for three times and this was the result of one representative experiment; D: the statistical results of the expression of the 
molecules CD11c, CD80, CD86, MHC I and II on the surface of bone marrow cells before and after induction detected by flow cytometry, ***P<0.001 
compared with the before induction.

图1   体外诱导培养小鼠骨髓细胞获得树突状细胞

Fig.1   Induction and culture of mouse bone marrow cells in vitro to obtain dendritic cells
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胞大小均匀, 细胞较小, 细胞表面圆润光滑, 接着我

们在培养基中补充rmIL-4、rmGM-CSF细胞因子, 
在细胞因子存在下, 培养第3天时, 骨髓细胞开始产

生集落, 集落周围隐约可见毛刺样突起, 同时骨髓细

胞逐渐向树突状细胞分化, 细胞体积变大, 培养第5
天时, 集落增多, 细胞周围毛刺样突起增多。培养

第7天加入成熟因子TNF-α后, 集落散开, 镜下大部

分细胞形状不规则, 毛刺样突起明显, 似蜘蛛状, 与
文献报道的典型的树突状细胞形态相符[9-11]。刚刚

分离出的骨髓细胞, 我们检测其表面与树突状细胞

相关的表面分子CD11c、CD80、CD86、MHC I、
MHC II类分子的表达情况, CD11c与CD1a、CD83
一起被认为是DCs特征性标记分子; CD80、CD86
和MCH6分子是DCs表面的共刺激分子, 当其呈高

表达状态标志着DCs的活化成熟; MHC I类分子在

DCs表面高表达, 证明DCs具备递呈内源性分子的

能力。如图1B、图1D所示, 刚分离的骨髓细胞表

面CD11c表达量为 (6.26±1.16)%, CD80表达量为

(5.9±1.25)%, CD86表达量为 (7.36±1.22)%, MHC I

类分子表达量为 (8.4±1.44)%, MHC II类分子表达

量为(9.39±0.85)%, 均为低表达。经过7天的诱导

分化 , 收集细胞 , 用流式细胞术检测此时细胞表面

CD11c、CD80、CD86、MHC I、MHC II类分子

的表达情况, 如图1C、图1D所示, 体外诱导后的树

突状细胞表面分子CD11c达(85.2±5.37)%, CD80达
(65.34±4.67)%、CD86达(85.62±10.63)%, MHC I类分

子达 (95.65±2.16)%, MHC II类分子达 (77.3±6.49)%, 
与诱导前相比均呈现高表达, 证明诱导方法有效, 已
诱导出成熟的树突状细胞, 具备加工递呈抗原的能

力。

2.2   胞质转导抗原肽显著定位于胞质

SS、GF抗原肽被CTP转导入DCs胞质中 , 是
DCs将抗原肽视为内源性抗原进而通过MHC I类分

子递呈给CD8+ T淋巴细胞的基础。我们用细胞免

疫荧光技术检测抗原肽的胞内定位并用激光共聚焦

显微镜观察, 由图2可见, 相比于单独的抗原肽(GF、
SS), 在CTP介导下, CTP-GF、CTP-SS抗原肽呈显

著的胞质定位(FITC标记), 并与内质网呈现共定位

DAPI染细胞核; ER即ER-Tracker-Red, 染内质网; FITC标记抗原肽。

DAPI stains nucleus; ER represents ER-Tracker-Red, stains endoplasmic reticulum; FITC labels antigen peptides.
图2   免疫荧光技术检测胞质转导肽向胞内输送抗原肽的能力

Fig.2   The ability of cytoplasmic transduction peptide to deliver antigen peptides into cells 
detected by immunofluorescence technology
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现象(ER-Tracker-Red标记)。内源性抗原正是通过

被DCs输送至内质网腔进行加工才得以以MHC I类
分子递呈途径被递呈。综上, 我们的实验结果证实, 
CTP成功将SS、GF抗原肽带入至DCs细胞内部, 同
时DCs细胞将SS、GF抗原肽视为内源性抗原在内质

网加工处理, 因而具备了通过MHC I类分子途径递呈

给CD8+ T淋巴细胞的条件。

2.3   分离制备高纯度的CD8+ T淋巴细胞

CD8+ T淋巴细胞也被称为细胞毒性T淋巴细胞

或杀手T细胞, 是体内对靶细胞发挥特异性杀伤效应

的细胞[12], 分离制备出高纯度CD8+ T淋巴细胞是后续

制备CML特异性CTLs的基础。我们分离出Balb/c小
鼠的脾脏, 经研磨、过滤、密度梯度离心获取白膜层

小鼠脾脏淋巴细胞之后, 将小鼠脾脏淋巴细胞进行磁

珠分选。用流式细胞术检测磁珠分选前后的小鼠脾

脏淋巴细胞中CD8+ T淋巴细胞的频率, 结果如图3所
示: 分选前脾脏淋巴细胞CD8+ T淋巴细胞百分比为

(13.4±1.19)%, 分选后脾脏淋巴细胞CD8+ T淋巴细胞

百分比高达(90.05±3.62)%, 可满足后续实验的要求。

2.4   CTP-GF可有效刺激CD8+ T淋巴细胞

CD69分子是T淋巴细胞被激活后通过TCR信号

通路活化的最早表达于T细胞表面的活化标记, 又
称活化诱导分子(activation inducer molecule, AIM)。
CD69在静息的T淋巴细胞表面呈低表达趋势, 而受

到刺激后在细胞表面的表达增强, 且具有较高的敏

感性[13]。我们用流式细胞术检测经各组致敏树突状

细胞刺激后, CD8+ T淋巴细胞表面活化分子CD69的
表达情况。结果显示, CTP-GF组致敏树突状细胞刺

激的CD8+ T淋巴细胞表面活化分子CD69显著上升, 
高达(42.25±1.42)%; CTP-SS组致敏树突细胞刺激的

CD8+ T淋巴细胞表面活化分子CD69仅轻微上调, 为
(14.41±2.13)%; CTP致敏树突状细胞刺激的CD8+ T
淋巴细胞表面活化分子CD69表达情况与对照组(未
经肽段负载的DCs与CD8+ T淋巴细胞共培养)相比无

差异(图4A和图4B)。
在受到抗原递呈细胞的有效刺激后, CD8+ T淋

巴细胞表面的T细胞受体(T cell receptor, TCR)传递

的信号将介导T细胞活化, 最明显的表现为细胞数量

快速增加[12]。因此, 负载CTP-SS、CTP-GF抗原肽的

树突状细胞能否刺激CD8+ T淋巴细胞增殖, 是CD8+ 

T淋巴细胞活化较为直观的标志。我们采用CCK8
实验检测各组致敏树突状细胞(即经CTP-SS或CTP-

A: 流式细胞术检测CD8磁珠阳性分选前后小鼠脾脏淋巴细胞表面CD8的表达情况, 实验重复三次, 此为其中一次的结果; B: 流式细胞术检测

CD8磁珠阳性分选前后小鼠脾脏淋巴细胞表面CD8表达情况的统计结果。***P<0.001, 与分选前相比。

A: detection of the expression of CD8 on the surface of mouse spleen lymphocytes before and after CD8 magnetic bead positive sorting by flow cytom-
etry. Each experiment was repeated for three times and this was the result of one representative experiment; B: the statistical results of the expression of 
CD8 on the surface of mouse spleen lymphocytes before and after CD8 magnetic bead positive sorting detected by flow cytometry. ***P<0.001 com-
pared with the before sorting.

图3   流式细胞术检测磁珠分选小鼠脾脏淋巴细胞的效率

Fig.3   The sorting efficiency of magnetic beads to mouse spleen lymphocytes detected by flow cytometry
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GF处理的DCs)对CD8+ T淋巴细胞增殖能力的影响。

结果显示, 当刺激细胞(致敏树突状细胞)与靶细胞

(CD8+ T淋巴细胞)比例为11׃时, 刺激效果最明显, 并
且CTP-GF抗原肽致敏的树突状细胞表现出了出色

的刺激靶细胞增殖的能力, 但CTP-SS致敏的树突状

细胞并未表现出对靶细胞明显的刺激效应(图4C)。
活化后的CD8+ T淋巴细胞能否发挥杀伤作用, 

是制备CML特异性CTLs的关键。我们通过CCK8
实验检测各组CTLs杀伤正常细胞BaF3及靶细胞

BP210的效率。结果如下, 与对照组相比, 各组CTLs
对正常细胞BaF3杀伤效率均无差异(图4D), 证明我

们制备的CTLs对正常细胞没有杀伤作用 , 而对于靶

细胞BP210, 与对照组相比CTP致敏CTLs组、CTP-
SS致敏CTLs组杀伤效率均无显著差异; 在效靶比

1时, CTP-GF致敏CD8+ T淋巴细胞杀伤率׃80、1׃40

分别达(41.34±1.74)%、(53.99±3.02)%, 与对照组相

比差异显著(图4E, P<0.001)。
以上实验结果说明, CTP-GF负载的DCs能有效

刺激CD8+ T淋巴细胞活化, 活化后的CD8+ T淋巴细

胞能够产生针对CML细胞(BP210)的杀伤效应, 证实

体外诱导方案有效。

3   讨论
在本研究中, 我们将BCR-ABL融合位点附近两

A: 流式细胞术检测各组致敏树突状细胞刺激CD8+ T淋巴细胞表面活化分子CD69的表达情况, 实验重复三次, 此为其中一次的结果; B: 流式

细胞术检测各组致敏树突状细胞刺激CD8+ T淋巴细胞表面活化分子CD69的表达情况的统计结果; C: CCK8实验检测各组致敏树突状细胞刺

激CD8+ T淋巴细胞增殖的能力; D: CCK8实验检测各组CTLs杀伤正常细胞BaF3的情况; E: CCK8实验检测各组CTLs杀伤靶细胞BP210的情况; 
Control: 未经肽段负载的树突状细胞刺激的CD8+ T淋巴细胞; CTP: 经CTP致敏树突状细胞刺激的CD8+ T淋巴细胞; CTP-GF: 经CTP-GF致敏树

突状细胞刺激的CD8+ T淋巴细胞; CTP-SS: 经CTP-SS致敏树突状细胞刺激的CD8+ T淋巴细胞。n.s.: P>0.05, *P<0.05, ***P<0.001, 与对照组相

比。

A: the expression of CD69 on the surface of CD8+ T lymphocytes stimulated by sensitized dendritic cells in each group detected by flow cytometry. 
Each experiment was repeated for three times and this is the result of one representative experiment; B: statistical results of the expression of CD69 on 
CD8+ T lymphocytes stimulated by sensitive dendritic cells detected by flow cytometry; C: the ability of sensitized dendritic cells to stimulate the pro-
liferation of CD8+ T lymphocytes detected by CCK8 experiment; D: the killing effects of CTLs on normal cells BaF3 detected by CCK8 experiment; E: 
the killing effects of CTLs on target cells BP210 detected by CCK8 experiment. Control represented the group which CD8+ T lymphocytes stimulated 
by dendritic cells without peptide loading; CTP represented the group which CD8+ T lymphocytes sensitized by dendritic cells loaded with CTP; CTP-
GF represented the group which CD8+ T lymphocytes sensitized by dendritic cells loaded with CTP-GF; CTP-SS represented the group which CD8+ T 
lymphocytes sensitized by dendritic cells loaded with CTP-SS. n.s.: P>0.05, *P<0.05, ***P<0.001 compared with the control group.

图4   CTP-GF致敏树突状细胞刺激CD8+ T淋巴细胞产生CML特异性杀伤效应

Fig.4   CTP-GF-sensitized dendritic cells stimulate CD8+ T lymphocytes to produce specific killing effect on CML cells
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段抗原短肽(GF、SS)与CTP融合表达后, 负载Balb/c
小鼠骨髓源性树突状细胞, 并在体外致敏Balb/c小鼠

脾脏CD8+ T淋巴细胞, 随后检测了致敏的小鼠CD8+ 
T淋巴细胞在体外的抗慢性髓细胞白血病细胞的效

应。通过流式细胞术检测经致敏树突状细胞刺激后

的CD8+ T淋巴细胞表面CD69的表达、CCK8实验检

测各组致敏树突状细胞对CD8+ T淋巴细胞增殖能力

的影响、CCK8实验检测各组CTLs杀伤靶细胞情况, 
我们的实验结果证实, CTP-GF负载的DCs能有效刺

激CD8+ T淋巴细胞活化, 活化后的CD8+ T淋巴细胞

能够产生针对CML细胞(BP210)的杀伤效应, 证实成

功制备出CML特异性CTLs。这说明我们的体外诱

导方案有效, 可代替体内诱导方案用于后续TCR-T
细胞的研发。体内诱导方案耗时数月, 而体外诱导

方案缩减为数日, 大大地缩短了实验周期。

本实验中, 我们利用CTP专性定位于胞质的特

点, 采用将CTP与抗原肽融合表达的策略, 以期实现

将抗原肽输送至树突状细胞内部从而以内源性抗原

递呈给CD8+ T淋巴细胞。我们的免疫荧光实验结果

证实, CTP-SS、CTP-GF抗原肽在DCs中呈现显著的

胞质定位并与内质网共定位(图2), 这说明树突状细

胞已将其视为内源性抗原并转运至内质网进行加工

处理。但在后续的CTLs效应实验中, 只有CTP-GF负
载的树突状细胞表现出良好的促进CD8+ T淋巴细胞

活化的作用(图4B)以及促进CD8+ T淋巴细胞增殖的

作用(图4C), 并且经过负载CTP-GF的DCs刺激后的

CD8+ T淋巴细胞表现出明显的杀伤靶细胞作用(图
4E)而对正常细胞无杀伤作用(图4D), 证明GF肽段适

合作为CML免疫治疗的靶点, 且体外诱导方案确实

有效。而经CTP-SS负载的DCs刺激的CD8+ T细胞未

表现出杀伤效应, 我们考虑可能的原因有, 首先我们

是在Balb/c小鼠细胞中进行验证, 虽然这两段短肽

已被证实能够被人HLA分子递呈, 但在小鼠细胞中, 
SS肽可能并不能被小鼠MHC I类分子递呈, CD8+ T
淋巴细胞也就无法识别。其次, CTP-SS肽段能够使

CD8+ T淋巴细胞活化分子CD69轻微上调, 活化程度

相比于CTP-GF弱很多, 且CTP-SS的促增殖效应不

明显, 可能由于CTP-SS的免疫原性不如CTP-GF所
致, 具体机制仍待探讨。最后, 我们考虑即使SS可以

被小鼠MHC I类分子递呈, 可能在BP210细胞表面被

递呈的SS的数量不如GF的数量多, 相应地, 被CTP-
SS诱导的CD8+ T淋巴细胞的效应也就不如CTP-GF

所诱导的CD8+ T淋巴细胞。具体的GF、SS肽段效

应还需在人体细胞中进一步探究。为何刺激细胞与

靶细胞比例为101׃时, 刺激效果反而不好(图4C), 我
们分析, 可能是由于刺激细胞与靶细胞大小悬殊所

致, 致敏树突状细胞的大小比CD8+ T淋巴细胞的大

小大了将近10倍, 在培养空间体积一定、T细胞数量

相同的情况下, 当树突状细胞比例过大时, CD8+ T淋
巴细胞并不能与树突状细胞更好地接触, 反而树突

状细胞争夺了T细胞生长所需的营养和空间。

综上所述, 我们证明了胞质转导肽CTP在体

外诱导树突状细胞疫苗中的作用, 证实CML BCR-
ABL融合位点的抗原肽GF能够在体外诱导CTLs应
答。这为今后开发基于BCR-ABL融合位点抗原肽

的TCR-T细胞提供了初步的实验依据, 为CML的治

疗提供了一种新的思路。
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