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Toll样受体-4表达对树突状细胞表型及功能的影响
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[摘 要] 目的：探讨Toll样受体-4（TLR-4）表达对树突状细胞(DC)表型及功能的影响及其机制。方法：以构建的含有TLR-4全基

因序列的pCDNA3.1质粒载体为模板，通过mMESSAGE mMACHINE T7 Kit体外转录获得TLR-4 mRNA，并采用脂质体法将其

转染健康人外周血PBMC来源的DC，用流式细胞术检测鉴定转染后DC表面功能性分子的表达及DC体外诱导细胞毒性T淋巴

细胞（CTL）分泌细胞因子的能力。结果：成功构建人TLR-4-pCDNA3.1质粒载体；体外扩增成功人TLR-4 和 EGFP mRNA片

段。TLR-4 mRNA转染后的DC表面趋化因子CCR7及功能性分子HLA-DR的表达显著高于control mRNA转染DC、转染前成熟

DC [CCR-7:（42.4±4.93）% vs（20.1±3.09）%、（17.1±4.33）%，P<0.05；HLA-DR:（62.1±7.23）% vs（17.7±6.01）%、（25.8±4.16）%，P<

0.05]，同时转染后的DC体外诱导CTL分泌 IFN-γ细胞因子的能力强于 control mRNA -DC、空载转染DC诱导的CTL及加入DC

前CTL[（66.5±3.58）% vs（41.1±4.27）%、（37.9±2.96）%、（3.2±2.03）%，P<0.05]。结论：TLR-4 mRNA转染DC可显著增强DC的功

能，提高了DC抗原提呈及诱导CTL的能力，为增强DC疫苗抗肿瘤效应提供实验依据。
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Effect of TLR-4 on phenotype and function of dendritic cells
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[Abstract] Objective: To investigate whether the expression of Toll like receptor-4 (TLR-4) has an effect on the

phenotype and function of dendritic cells (DCs) and the possible mechanism. Methods: pCDNA3.1 plasmid encod-

ing full TLR-4 gene sequence was constructed as a template to obtain TLR-4 mRNA through in vitro transcription us-

ing mMESSAGE mMACHINE T7 Kit; DCs from healthy human peripheral blood were transfected with TLR- 4

mRNA by liposomal transfection. The functional molecule expression on DC surface and the ability of DC inducing

cytotoxic T lymphocytes (CTL) to secrete cytokines in vitro were detected by Flow cytometry after transfection.

Results: Human TLR- 4- pCDNA3.1 plasmid was successfully constructed; human TLR- 4 and EGFP

mRNA fragments were successfully amplified. The Flow cytometry results showed that the expressions of

chemokine CCR7 and functional molecule HLA- DR on dendritic cell surface were significantly increased after

transfection with TLR- 4 mRNA compared with control mRNA transfection or pre- transfection (CCR7: [42.4 ±

4.93]% vs [20.1±3.09]%，[17.1±4.33]%，P<0.05; HLA-DR:[62.1±7.23]% vs [17.7±6.01]%，[25.8±4.16]%，P<0.05);
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and the ability of secreting IFN-γ from CTL induced by TLR-4 mRNA-DCS was significantly enhanced in vitro

compared with control mRNA-DC，empty-DC and PBMC ([66.5±3.58]% vs [41.1±4.27]%，[37.9±2.96]%，[3.2±

2.03]% ，P<0.05). Conclusion: The function of dendritic cells could be significantly enhanced by TLR- 4 mRNA

transfection. The ability of antigen presentation and inducing CTL of dendritic cell were improved, which would

provide an experimental basis for enhancing the anti-tumor effect of DC vaccines.

[Key words] dendritic cell; cytotoxic T lymphocyte(CTL); Toll-like receptor-4(TLR4); antigen presenting; immune

response
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树突状细胞（DC）是启动肿瘤特异性免疫应答的

中枢细胞，在肿瘤免疫治疗中起着关键性的作用。

自 1996年Hsu等 [1]首次在Nature Medicine上报道了

利用DC肿瘤疫苗回输治疗滤泡B细胞淋巴瘤以来，

国内外在DC肿瘤疫苗的开发和临床应用取得了重

大进展，并显示了良好的安全性[2-4]。但肿瘤DC疫苗

实际治疗效果尚不如预期的理想[5]。如何提高DC的

免疫原性，增强DC抗原提呈及诱导免疫应答功能，

是开发以DC为基础的肿瘤免疫治疗需要解决的关

键问题。DC的抗原提呈能力是DC疫苗活化抗肿瘤

免疫反应的关键因素。因此，DC疫苗的改进策略便

聚焦在DC抗原提呈能力的调节上[6-8]。Toll样受体-4

（Toll-like receptor-4，TLR-4）是DC表面存在的调节

非特异性免疫反应的细胞受体，其持续表达可以有

效地维持 TLR 和 JAK-STAT 通路的活化状态，促进

DC表面B7、CD83等功能性分子的表达，增强DC的

抗原提呈功能，形成一种肿瘤抗原特异性的免疫耐

受突破，获得有效抗肿瘤能力[9-10]。因此，本课题通过

TLR-4基因mRNA转染DC的方法，增强TLR-4在DC

表面表达，以期提高DC的免疫原性，增强DC抗原提

呈及诱导细胞毒性T淋巴细胞（CTL）的免疫应答的

能力。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（rhGM-CSF，

150 μg/支)、IL-4、IFN-γ及TNF-α购自Peprotech公司，

GT-T551 H3培养基购自北京宝日医生物技术有限公

司，淋巴细胞分离液购自美国General Electric公司。

流式细胞仪（Beckman Coulter FC500）、CD8/CD80/

CD83/HLA-DR/CCR7流式抗体及细胞因子检测试剂

盒均购自Beckman公司，人TLR-4全长表达载体pC-

MV3-ORF-TLR4 购自 Sino Biological 公司。EGFP-

pCDNA3.1(+)质粒购自北京华越洋生物公司，pCDNA3.1

(+)质粒为福建省肿瘤生物治疗重点实验室保存。

1.2 DC的培养

抽取健康献血者 50~100 ml 外周静脉血，经 Fi-

coll密度梯度离心分离出单个核细胞（PBMC），加入

GT-T551 H3培养基，以密度 2×106/ml铺入 75 cm2的

细胞培养瓶，摇匀后平放入37℃、5%CO2培养箱培养

2 h后，收集上清悬浮淋巴细胞冻存。贴壁细胞加入

20 ml GT-T551H3培养基（含GM-CSF 500 ng/ml、IL-

4 500 ng/ml），隔天补液1次，于第7天收集成熟DC进

行转染。

1.3 人TLR-4-pCDNA3.1(+)质粒载体的构建

将含TLR-4全长基因的pCMV3-ORF-TLR4质粒

用Kpn Ⅰ和Not Ⅰ双酶切，TLR-4酶切产物回收后定向

克隆至 pCDNA3.1(+)质粒上，构建人TLR-4-pCDNA

3.1(+)质粒载体，转化后，挑取阳性克隆提取质粒，并

进行质粒PCR鉴定。TLR-4引物由大连宝生物公司

合成，正向引物序列为 5'-ATATAAGCTTTGCCAG-

GATGATGTCTGC- 3', 反向引物序列为 5'- ATATG-

GATCCGAACAAGTGTTGGACCCAG-3'。

1.4 人TLR-4 mRNA的体外扩增

利用 Sma I 酶切位点将人 TLR- 4- pCDNA3.1、

EGFP-pCDNA3.1质粒线性化，回收酶切后的线性化

质粒，以此为模板，通过 mMESSAGE mMACHINE

T7 Kit进行TLR-4、EGFP mRNA的体外扩增，并采用

Licl回收的方法进行mRNA纯化回收，1%甲醛变性

凝胶电泳鉴定回收的mRNA，NANODROP 2000c分

光光度计检测mRNA的浓度。

1.5 EGFP、TLR-4 mRNA转染人外周血DC

采用LipofectamineTM 2000试剂盒进行mRNA的

转染。TLR-4 mRNA 3 μg与脂质体按 1 : 2 的比例混

合入 1 ml 无抗生素培养基，混匀后，室温静置 30

min，以 2 000 × g 离心 5 min 收集培养 7 d 后的悬浮

的成熟DC，用上述 1 ml 脂质体混合物重悬细胞，加

入 12孔板（1×106个细胞/孔），37℃、5%CO2静置 6 h

后，加入 1 ml GT-T551H3培养基（含GM-CSF 500 ng/

ml, IL-4 500 ng/ml、TNF-α 500 ng/ml）。EGFP mRNA

以同样方式转染DC作为阳性对照。24 h后，荧光显

微镜下观察细胞，并收集转染后的 DC，加 CD80/

CD83/HLA-DR/CCR7抗体进行荧光标记，流式细胞

仪检测转染后 DC 的表型。用试剂盒中 pTRI-Xef
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control mRNA 转染 DC 以验证 mRNA 转染对 DC 是

否可引起非特异性激活。

1.6 流式细胞术检测CTL的细胞因子分泌水平

将转染后的DC与1.2中收集的淋巴细胞以1: 20

的比例进行混合，培养24 h后，收集细胞，10%血清封

闭Fc抗体，CD8-PC5抗体进行细胞表面染色20 min，

固定、破膜后，加入 IFNγ-FITC抗体染色 20 min, 洗涤

离心后, 100 μl PBS重悬细胞，进行流式检测。

1.7 统计学处理

采用 SPSS 18.0 统计软件，计量数据以 x̄ ±s 表

示，组间比较采用 t检验，以P<0.01或P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建人TLR-4-pCDNA3.1质粒载体

鉴定结果（图1）显示，所扩增TLR-4 mRNA片段

长度约为 2.0 kb, 与预估片段大小相符。

M：DL2504 DNA marker；1,2：TLR-4 PCR products

图 1 TLR-4-pCDNA3.1 PCR鉴定

Fig. 1 TLR-4- pCDNA3.1 was identified by

PCR amplification

2.2 体外扩增成功人TLR-4和EGFP mRNA片段

利 用 mMESSAGE mMACHINE T7 Kit 进 行

mRNA 体外扩增结果（图 2）显示，所扩增的 TLR-4

mRNA 片段大小约为 2.0 kb，EGFP mRNA片段约为

1.2 kb，与预估片段大小相符。

M：RNA marker；1：TLR-4 mRNA；2：EGFP mRNA

图2 体外扩增的TLR-4和EGFP mRNA片段

Fig. 2 TLR-4 and EGFP mRNA fragments amplified

in vitro by mMESSAGE mMACHINE T7 Kit

2.3 mRNA转染后DC的形态及表型

流式细胞术检测 EGFP mRNA 转染后 DC 的荧

光强度结果（图 3）显示，转染后DC的EGFP mRNA

表达率为（43.1±6.34）%。

图3 EGFP mRNA转染24 h后DC的形态（A）及

绿色荧光强度（B）

Fig. 3 DC Morphology (A) and green fluorescence intensity

(B) after EGFP mRNA transfection for 24 h

流式细胞术检测结果（图 4）显示，TLR-4 mRNA

转染后的DC表面CCR7、HLA-DR的表达显著高于

control mRNA 转染 DC、转染前 DC[CCR7:（42.4 ±

4.93）% vs（20.1 ± 3.09）% 、（17.1 ± 4.33）% ，t=8.99、

4.76，均 P<0.05；HLA- DR:（62.1 ± 7.23）% vs（17.7 ±

6.01）%、（25.8±4.16）%，t=5.72、19.56，P<0.05]，CD83

的表达率与 pTRI-Xef control mRNA转染的DC相比

差异无统计学意义[（93.5±5.12）% vs（91.2±7.32）%，

t=1.81, P>0.05]，而与转染前成熟 DC 相比差异明显

[（93.5 ± 5.12）% vs（82.1 ± 2.03）% ，t=4.44, P<0.05];

CD80的表达与 control RNA转染DC及转染前成熟

DC 相比没有明显差异 [（96.6 ± 2.75）% vs（93.2 ±

4.14）%、97.0±2.25）%，t=1.66、3.27，均P>0.05）。

2.4 TLR-4 mRNA转染后DC体外促进CTL的细胞因

子分泌功能

流式细胞术检测结果（图5）显示，TLR-4 mRNA

转染的DC体外诱导后的CTL的分泌 IFN-γ的表达率

显著高于 control mRNA转染后DC、空载DC诱导的

CTL 及加入 DC 前 CTL[（66.5 ± 3.58）% vs（41.1 ±

4.27）%、（37.9±2.96）、（3.2±2.03）%，t=11.01、14.83、

35.1，均P<0.05）。
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TLR-4-mRNA transfection pTRI-Xef control mRNA transfection Before transfesfection

图4 转染前后成熟DC表面CCR-7、HLA-DR、CD80和CD83的表达

Fig.4 Expression of CCR-7, HLA-DR, CD80 and CD83 on the surface of mature DC before and after transfection

图5 DC诱导24 h后CTL胞内细胞因子分泌水平

Fig. 5 Cytokine secretion levels in CTL cells induced by DCs for 24 h

3 讨 论

DC是启动肿瘤特异性免疫应答的中枢细胞，在

机体的抗肿瘤免疫中发挥着极为重要的作用。尽管

近二十多年来关于肿瘤DC疫苗的临床研究显示了

良好的安全性，但Anguille等[5]指出，基于DC的免疫

治疗的客观反应率很小，在黑色素瘤患者中为8.5%、

前列腺癌为 7.1%、肾细胞癌为 11.5%、神经胶质瘤为

15.6%。因此寻找DC的优化策略，是发展新一代DC

疫苗和提高其临床疗效的关键。

负载肿瘤抗原的 DC 具有双向免疫调节作用，

DC 成熟状态决定了其诱导的免疫反应类型和程

度。成熟DC主要诱导免疫激活，体外研究[11]显示，成

熟DC与T细胞共培养上清，IL-2、IFN-γ的水平明显

增加，通过致敏DC活化的CTL能显著的杀伤肿瘤细

胞，并随着效靶比的增加杀伤作用增强。在体内，DC

必须通过迁移至T淋巴细胞富集的二级淋巴器官，才能激

活针对肿瘤抗原的特异性CTL抗肿瘤免疫反应[12]。

DC功能成熟的主要标志是CD80、CD86等共刺

激分子和趋化因子受体的表达上调及 IL-12分泌的

增加[13]。CD80、CD86等共刺激分子可调节T细胞的

功能，而趋化因子可增强DC的移行能力，在DC成熟

·· 916



谢云青,等 .Toll样受体-4表达对树突状细胞表型及功能的影响

后向二级淋巴器官的归巢和定居过程中具有关键作

用[14-15]。因此，增强DC疫苗的抗原提呈及迁移能力，

是优化DC疫苗的主要策略之一。TLR-4是DC表面

存在的调节非特异性免疫反应的细胞受体，DC通过

膜表面表达的TLR4受体，活化NF-kB启动核内相关

基因转录，从而合成 IL-6、IL-8、IL-l2、TNF-α及 IFN-γ

等细胞因子并释放到胞外，引起粒细胞、巨噬细胞趋

化聚集，毛细血管通透性增高，淋巴细胞浸润等炎症

反应，发挥早期免疫应答的效应[16-17]。

本研究以编码TLR-4分子的mRNA转染DC，与

其他抗原负载方式相比具有明显的优势：如无需进

行抗原表位的鉴定，可跨越MHC分子的障碍从而解

决了新抗原表位的限制性，且可同时向DC转染多个

抗原mRNA分子；同时，mRNA容易降解，且不会整

合至宿主细胞基因组，无安全隐患；更为重要的是应

用 mRNA转导的方式有利于延长抗原在DC中持续

的时间[18]。本研究结果显示，转染后的DC不仅显著

提高了表面共刺激分子CD83、HLA-DR及表面趋化

因子CCR7的表达，而且在体外可显著增强诱导T淋

巴细胞分泌细胞因子的能力，此结果与有关报道[19]结

果相符。但是，本研究结果显示，control mRNA 转染

的DC组CD83的表达率也显著增强，是否为mRNA非特

异性激活的结果有待增加检测次数来进一步验证。

本研究证实了可通过体外扩增的方法获得携带

肿瘤抗原信息的mRNA，并在转染DC后，能成功在

DC表面表达其携带的信息，这为解决负载DC的抗

原来源的局限性提供了一种解决途径。同时以TLR-

4 mRNA转染DC后能提高DC的免疫原性，增强DC

抗原提呈功能及诱导CTL抗肿瘤效应的能力，是DC

增效的重要手段。本研究可为DC疫苗临床转化应

用的优化策略提供思路，并为将来进一步设计抗原

特异性DC疫苗提供更安全、便捷、有效的抗原负载

方式奠定实验基础。
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