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[优先发表]

EBV-LMP2A肽诱导的特异性CTL对EBV阳性胃癌细胞的体外杀伤作用

杜娟，苏舒，孟凡岩，邵洁，徐秋萍，邹征云，刘宝瑞（南京大学医学院附属鼓楼医院 肿瘤中心暨南京大学临床肿

瘤研究所，江苏南京 210008）

[摘 要] 目的：探讨HLA限制性EB病毒（Epstein-Barr virus，EBV）表位肽EBV-潜伏膜蛋白2A (EBV-latent membrane protein

2A, EBV-LMP2A) 诱导的细胞毒性T淋巴细胞（CTL）对EBV阳性胃癌细胞的体外杀伤作用。方法：选用南京大学医学院附属肿

瘤医院肿瘤中心HLA-A2阳性胃癌患者外周血单个核细胞（PBMC）、人胃腺癌细胞株（AGS）和人EBV阳性胃腺癌细胞株（AGS-

EBV），通过改良的体外细胞培养技术用HLA-A2限制性的EBV-LMP2A抗原肽从人PBMC中诱导扩增出特异性CTL，采用四聚

体技术和流式细胞术检测抗原肽诱导产生的特异性CTL的含量，通过FITC-PI标记流式术检测EBV-CTL对EBV阳性和EBV阴

性的胃癌细胞的体外杀伤作用。结果：经改良的细胞培养技术和抗原肽双重刺激后EBV-LMP2A抗原肽可以诱导产生出高比例

的抗原特异性CTL[EBV-LMP2A-356特异性T细胞占CD8+T细胞的（47.1±5.2）%]；EBV-CTL对EBV阳性胃癌细胞的体外杀伤作

用较EBV阴性的胃癌细胞明显增强[（45.1±9.3）% vs（19.4±2.5）%，P<0.05]。结论：通过改良的细胞培养技术使用EBV-LMP2A

抗原肽能诱导产生高比例的EBV特异性CTL，其对EBV阳性胃癌细胞有较强的特异性杀伤作用。
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Cytotoxicity of specific CTL induced by EBV-LMP2A peptide on human EBV
associated gastric carcinoma cell in vitro

DU Juan, SU Shu, MENG Fanyan, SHAO Jie, XU Qiuping, ZOU Zhengyun, LIU Baorui（Comprehensive Cancer

Centre of Drum Tower Hospital, Medical School of Nanjing University & Clinical Cancer Institute of Nanjing

University, Nanjing 210008, Jiangsu, China）

[Abstract] Objective: To study the cytotoxicity of specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) induced by EBV-

LPM2A peptide on human EBV associated gastric cancer cells in vitro. Methods: The peripheral blood mononucle-

ar cells (PBMC) of HLA-A2 positive gastric cancer patients from Cancer Center of Drum Tower Hospital Affiliated

to Medical School of Nanjing University, human gastric adenocarcinoma cell line (AGS) and human EBV positive

adenocarcinoma cell line (AGS-EBV) were selected. By modified in vitro cell culture technique, specific CTL was

amplified from human PBMCs with the induction of HLA-A2 restricted EBV-LMP2A peptide; the content of specif-

ic CTL induced by peptide was detected by the method of tetramer and Flow cytometry; the in vitro cytotoxicity of

EBV-CTL on both EBV+ and EBV- human gastric cancer cells was detected by FITC-PI. Results: Modified cell cul-

ture technique and EBV-LMP2A peptide can induce a high proportion of antigen specific CTL (EBV-LMP2A-356

specific T cells accounted for [47.1±5.2]% of CD8+T cells）; the cytotoxicity of EBV-CTL on EBV+ gastric cancer

cells was significantly stronger than that of EBV- gastric cancer cells ([45.1±9.3]% vs [19.4±2.5]%，P<0.05). Con-

clusion: Using the modified cell culture technique, EBV-LMP2A antigen peptide can induce a high proportion of

EBV specific CTL, which has high specific cytotoxicity on EBV+ gastric cancer cells.
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胃癌（gastric carcinoma，GC）的发病率和病死率

均居中国恶性肿瘤中的第二位，2015年中国胃癌的

新发病例数约为679 100例，病死498 000例[1]；5年生

存率约 20%，其中Ⅳ期胃癌预后更差，5年生存率仅

为7%。免疫治疗是继手术、化疗、放疗之后恶性肿瘤

治疗胃癌的第4种治疗手段，以其高效、低毒的优势，

正在受到前所未有的关注[2]。2014年在Nature杂志

上发表的对胃癌综合性分子分析论文提出了一种新

的胃癌分子分型方案，将胃癌分为4个亚型：EB病毒

（Epstein- Barr virus，EBV）感染型、微卫星不稳定

（MSI）型、基因组稳定（GS）型、染色体不稳定（CIN）

型，该胃癌分子分型有助于胃癌个体化治疗药物的

筛选[3]。有研究[4]不断证实EBV在胃癌发生发展中的

作用，全球EBV相关胃癌（EBV-associated gastric car-

cinoma, EBVaGC）约占总胃癌的10%；EBV潜伏膜蛋

白 2A（latent membrane protein 2A, LMP2A）是 EBV

阳性肿瘤细胞免疫治疗较理想的靶抗原 [5]。EBV-

LMP2A表位 356、426抗原肽是HLA-A2相关的诱导

特异性抗肿瘤免疫反应理想的肿瘤抗原表位肽，其

在EBV阳性鼻咽癌及恶性淋巴瘤的抗肿瘤治疗中已

获得证实[6-7]。本研究拟通过EBV-LMP2A相关抗原

肽负载 DC 并诱导产生针对 EBV- LMP2A 特异性

CTL，观察所诱导免疫细胞的表型、检测抗原特异性

T细胞的含量，并评估其体外对EBV阳性胃癌细胞的

杀伤能力，为其进一步临床个体化治疗EBV阳性胃

癌提供客观实验依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源

采集 2014年 5月至 2016年 5月在南京大学医学

院附属鼓楼医院肿瘤中心住院治疗的 20例HLA-A2

阳性胃癌患者外周血；人胃腺癌细胞株（AGS）和

EBV阳性胃腺癌细胞株（AGS-EBV）由南京大学医学

院附属肿瘤研究所提供。

1.2 主要试剂

AIM-V无血清培养基（美国Life 公司），Human

IL-4、Human GM-CSF、Human TNF-α、IFN-γ（美国Pe-

proTech公司），Human IL-2、Human IL-7、Human IL-

15（美国 PeproTech公司），Human OKT-3 单抗（美国

eBioscience公司），大鼠抗人LMP2A抗体（美国Ab-

cam公司），HRP标记羊抗鼠/兔 IgG（北京中杉金桥生

物技术有限公司）。HLA-A2限制性的EBV-LMP2A

特异性表位 356、426抗原肽由上海强耀生物科技有

限公司合成，采用反相高压液相色谱仪（RP-HPLC）

鉴定其纯度达 95%以上；采用液相色谱/质谱技术

（LC/MS）鉴定其分子量为所需要目的多肽。抗原肽

序列为：LMP2A356-364 (FLYALALLL)，LMP2A426-

434 (CLGGLLTMV)。

1.3 人胃癌细胞株AGS及AGS-EBV的培养

人胃癌细胞株AGS及AGS-EBV置于含 10%胎

牛血清的RPMI 1640培养液中、于 37 ℃含 5%CO2的

湿润空气的恒温密闭式培养箱中培养。取对数生长

期的细胞接种于6孔板中，细胞接种密度为1×105个/

孔，继续培养48 h后进入对数生长期，用于实验。

1.4 流式细胞术检测胃癌细胞株的HLA分型

将对数生长期的AGS及AGS-EBV细胞各取 1×

106左右，用 PBS缓冲液洗涤 2次后加 0.5 ml PBS重

悬，再分别加入抗HLA-A2-PE和抗HLA-A24-FITC，

混匀后室温避光孵育 15 min，再小心用 PBS 洗涤 3

次，加 0.5 ml PBS缓冲液，上机检测。以Cell Quest-

Plot软件分析。

1.5 免疫组化法检测胃癌细胞株的EBV-LMP2A蛋

白表达

制作细胞爬片，按说明书的操作规范，用多聚甲

醛、PBS 等处理后依次加入一抗（LMP2A）和二抗

（poly peimidase-anti-rat IgG）等，最后用封片剂封片，

光学显微镜下观察、拍摄，检测有无EBV-LMP2A蛋

白表达。

1.6 EBV-LMP2A多肽体外负载DC疫苗及诱导CTL

将EBV-LMP2A-356及EBV-LMP2A-426的抗原

肽用 PBS缓冲液按照 1 mg/ml的质量浓度溶解。按

常规方法培养DC和T细胞，5~7 d后，按终质量浓度

10 µg/ml将溶解的抗原肽分别加到DC培养瓶内，对

DC进行抗原肽负载4~6 h；然后收获DC，一部分按照

1∶10的比例与培养中的T细胞进行混合培养，刺激悬

浮T细胞以获得CTL；另一部分DC冻存备用。实验

分4组：第1组是负载EBV-LMP2A-356的DC与T细

胞混合；第2组是负载EBV-LMP2A-426的DC与T细

胞混合；第3组是未负载抗原肽的DC与T细胞混合；

第 4组是常规培养的CIK细胞。后续视细胞扩增情

况，补加完全培养液和 IL-2（100 U/ml）、IL-7（5 ng/

ml）、IL-15（5 ng/ml）继续培养。在首次负载抗原肽的

7 d后，将冻存的DC复苏再重复刺激T细胞一次，继

续培养5~7 d获得CTL，作为实验组效应细胞。未负

载抗原肽的DC按上述方法与T淋巴细胞共同培养

以及常规培养的CIK细胞作为对照组效应细胞。
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1.7 流式细胞术检测CTL表面分子

检测前用 PBS 调整 CTL 密度为 1×106/ml，加入

EP管，100 μl/管，再加入T细胞表面标记的抗体5 μl，

置室温暗处标记 15 min后，用PBS洗细胞 2次，细胞

悬于 100 μl PBS中，流式细胞仪检测细胞表面抗原

（CD3、CD4、CD8、CD16、CD56）的表达情况。以Cell

QuestPlot软件分析。实验重复3次。

1.8 四聚体技术检测EBV-LMP2A特异性CTL的含量

将诱导至第7天以及第14天的CTL吸出至离心

管，每管5×106个细胞，用PBS洗2次，加入PE标记的

LMP2A-356四聚体 5 μl，4 ℃避光孵育 20 min，加入

PBS洗 2次，加入PerCP-Cy5.5标记的抗人CD3流式

抗体 2.5 μl 以及 APC 标记的抗人 CD8 流式抗体 2.5

μl，4 ℃避光孵育 20 min，加入 PBS洗 2次，用 300 μl

PBS 重悬后流式细胞仪检测 EBV-LMP2A 特异性

CTL的含量。实验重复3次。

1.9 CFSE/PI标记流式术检测 EBV-LMP2A特异性

CTL的体外杀伤效应

取对数生长期的AGS、AGS-EBV两种细胞作为

靶细胞，按说明书用CFSE（终浓度为 4 nmmol/L）标

记备用。分别收集上述培养的CTL，按10∶1、20∶1效

靶比加入CTL和CFSE标记的靶细胞。在CO2培养

箱中37 ℃孵育细胞6 h后，离心细胞混合物以沉淀细

胞，再加入 PI（终质量浓度 50 μg/ml），4 ℃避光孵育

15 min。用流式细胞仪检测和分析结果。

1.10 统计学处理

采用Graphpad Prism 5.0统计软件，计量数据均

用 x̄±s 表示，组间比较采用 t 检验。以 P<0.05 或 P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 胃癌细胞株的HLA分型及EBV-LMP2A的蛋白

表达

流式细胞术检测结果（图1）显示，AGS胃癌细胞

为 HLA-A2 阳性（图 1A）、HLA-A24 阴性（图 1B），

AGS-EBV 胃癌细胞为 HLA-A2（图 1C）、HLA-A24

（图1D）双阳性。细胞免疫荧光术检测结果（图2）显

示，AGS 胃癌细胞中无 EBV-LMP2A 表达（图 2A），

AGS-EBV胃癌细胞中有EBV-LMP2A表达（图2B）。

图1 胃癌AGS和AGS-EBV细胞的HLA表型

Fig. 1 HLA phenotypes of AGS and AGS-EBV cells

图2 胃癌AGS（A）和AGS-EBV细胞（B）的

EBV-LMP2A蛋白表达（×200）

Fig. 2 Expressions of EBV-LMP2A protein in AGS (A)

and AGS-EBV cells (B)（×200）

2.2 活化的CTL的表型分型

自体 PBMC经EBV-LMP2A特异性表位抗原肽

负载DC的刺激后，所诱导的CTL于第 14天经流式

细胞检测显示，表达 CD3+、CD3+CD4+、CD3+CD8+、

CD16 + CD56 +分子阳性细胞的比例分别为（97.5 ±

10.2）%、（10.8±2.1）%、（88.9±11.1）%和（2.3±0.4）%。

另外，CTL中含(0.1±0.03)%的CD19+细胞。

2.3 EBV-LMP2A抗原肽诱导出高比例的特异性CTL

通过 EBV-LMP2A-356 四聚体流式术检测结果

（图3）发现，诱导后的第14天，EBV-LMP2A-356特异

性T细胞占CD8+T细胞的比例较诱导后的第 7天的

细胞高 [(47.1 ± 5.2)% vs (4.6 ± 0.6)% , t=59.7830, P<

0.01]。可见，通过用自体DC负载EBV-LMP2A-356

抗原表位肽联合细胞因子 IL-7、IL-15刺激T细胞的

方法能够诱导出一定比例的EBV-LMP2A-356特异

性T细胞，且随着培养时间的递增及两次DC刺激，

抗原特异性T细胞的数量明显增加。

2.4 EBV-CTL对EBV阳性胃癌细胞具有较强的杀

伤活性

将靶细胞（AGS及AGS-EBV胃癌细胞）与效应

细胞（LMP2A- 356 和 LMP2A- 426 分别致敏的 DC-
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CTL及DC诱导的CTL、CIK细胞）共培养，光镜下可

见肿瘤细胞周边逐渐被淋巴细胞包围，4 h后观察到

部分肿瘤细胞崩解。6 h后CFSE/PI法检测各组淋巴

细胞对肿瘤细胞的杀伤能力，结果见图 4，DC +

LMP2A-356 致敏组、DC+LMP2A-426 致敏组及 DC

组的杀伤能力均明显高于单纯CIK组（DC+LMP2A-

426 vs CIK, t=6.9201, P<0.01; DC + LMP2A- 356 vs

CIK, t=7.3365, P<0.01; DC-CTL vs CIK, t=2.1120, P<

0.05）；DC+LMP2A-426致敏组的杀伤能力亦明显高

于 DC+LMP2A-356 致敏组及 DC 组（DC+LMP2A-

426 vs DC + LMP2A- 356, t = 5.4195, P<0.01; DC +

LMP2A- 426 vs DC- CTL, t = 4.6946, P<0.01）。经

EBV-LMP2A 特异性抗原肽刺激的 DC-CTL 对表达

EBV-LMP2A的AGS-EBV细胞的杀伤率明显强于不

表达 EBV-LMP2A的AGS细胞，且各组细胞的杀伤

率随着效靶比的增高而增强。

图3 EBV-LMP2A抗原肽诱导出高比例的特异性CTL

Fig. 3 EBV-LMP2A antigen peptide induced a high proportion of specific CTL

E/T ratio
*P<0.05，**P<0.01 vs CIK group；△△P<0.01 vs DC-LMP2A-356

or DC-CTL group；▲▲P<0.01 vs AGS group

图4 不同效应细胞对各种肿瘤细胞的杀伤效应（%）

Fig. 4 Cytotoxicity of different effector cells on

various tumor cells（%）

3 讨 论

EBV为Ⅳ型人类疱疹病毒，是一种嗜淋巴细胞

病毒，属双链DNA病毒，据统计，世界人口的90％成

年以前都暴露于该病毒。EBV与恶性肿瘤的发生发

展密切相关，如鼻咽癌、霍奇金病或伯基特淋巴瘤。

利用EBV作为抗原治疗EBV阳性的鼻咽癌、恶性淋

巴瘤等免疫治疗技术已经在临床上取得成功，但治

疗EBV相关的胃癌尚未见报道[8-10]。EBV呈潜伏Ⅱ

型感染，EB 相关肿瘤细胞的抗原表达主要局限在

EBNA1、LMP1和LMP2上[11]。EBNA1和LMP1不具

有成为肿瘤免疫治疗靶抗原的优势。LMP2A在所有

感染的细胞中都可以表达，是肿瘤细胞稳定表达的

少数EBV保守抗原之一;其本身不是致癌基因，且序

列相对保守，具有潜在的T细胞激活表位，能介导杀

伤性 T 细胞发挥作用。越来越多的研究 [12]表明，

LMP2A是EBV相关性胃癌治疗的最理想的靶抗原

之一。已经有学者鉴定了不同HLA表型的LMP2A

的 CTL 表位，序列相对保守，为 LMP2A 成为 EB-

VaGC治疗的靶抗原提供了理论依据[6,13]。
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与非EBVnGC相比，EBVaGC对化疗药物如多西

他赛、5-氟尿嘧啶等的治疗更易耐药[14-15]；但EBVaGC

较EBVnGC有更好的预后，且预后与淋巴细胞的浸

润相关；EBVaGC伴有更明显的免疫应答相关基因的

扩增，有明显的细胞趋化因子水平的改变，能更多地

吸引 T 淋巴细胞的浸润，有特征性的高频基因突

变[16]。因而推测，EBVaGC这一亚类有望成为胃癌中

免疫治疗的优势人群。

成功的个体化精准免疫治疗的前提条件是准确

的HLA分型。肿瘤抗原肽表位的HLA特异性是免

疫治疗时诱导特异性免疫反应的基础。已证实肿瘤

抗原的提呈必须先经APC降解为短肽，然后与主要

组织相容复合物（MHC）分子结合，形成肽 -MHC-

TCR复合物后提呈在细胞表面，才能为T细胞识别，

并激发特异性 T 杀伤细胞反应 [17]。有研究 [18]表明，

HLA-A2和HLA-A24是最常用的以多肽为基础的肿

瘤疫苗的HLA类型。本研究中，选取免疫原性较强

的EBV-LMP2A的HLA-A2相关的两条肽段LMP2A-

356和LMP2A-426[6,12]。然后通过流式术鉴定了胃癌

细胞株的 HLA 类型，通过免疫组化技术鉴定了其

EBV-LMP2A蛋白表达水平，结果显示HLA匹配的且

肿瘤细胞表达相关抗原的个体化抗原肽为精准化的

免疫细胞治疗提供了基础。

不同位点的肿瘤抗原肽的免疫原性不同，所以

设计肿瘤抗原肽时首先要看其与HLA的亲和能力，

其次要看其能否诱导出抗原特异性的杀伤细胞。本

实验采用既往文献报道过的 2条HLA-A2相关的抗

原肽各自诱导出了EBV-LMP2A特异性的CTL。两

者均有较强的免疫原性，且LMP2A-426-CTL的体外

杀伤功能比LMP2A-356-CTL的体外杀伤功能还要

强，说明LMP2A-426抗原肽的免疫原性更好。

抗原特异性免疫效应细胞是杀伤肿瘤细胞的根

本。目前主要有两种诱导抗原特异性CTL的方法：

一是应用确定的CTL多肽或病毒抗原直接注射人体

以诱发免疫反应；二是可回输在体外被激活的CTL

细胞进行治疗，即过继性免疫治疗。因此，在过继性

免疫治疗中如何诱导出高比例的特异性免疫效应细

胞是提高免疫治疗效果的关键。文献中常用的技术

有磁珠分离法、流式分选法等，分选后再行细胞培养

扩增，以达到一定数量的抗原特异性免疫效应细

胞[19]。由于以上技术的成本都比较高，本研究使用改

良的细胞培养技术，在不同时间段先后给予两次抗

原负载，再联合 IL-7、IL-15等细胞因子诱导出了较高

比例的抗原特异性CTL细胞，经四聚体检测技术证

实抗原特异性细胞的比例可达总的 CD8+T 细胞的

(47.1±5.2)%，为个体化过继性免疫细胞治疗提供了

更为经济、便捷的技术。

本研究用CFSE/PI技术证实了抗原特异性免疫

细胞的高效体外杀伤活性，结果表明LMP2A抗原肽

负载的DC在体外激发的特异性CTL能特异性杀伤

EBV阳性的胃癌细胞。本研究为进一步开展EBV相

关胃癌的临床个体化免疫治疗奠定了理论基础，也

为其他病毒相关性恶性肿瘤的精准免疫细胞治疗研

究提供了实验依据。
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