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[摘  要]  目的：探讨乙醛脱氢酶 1A1（ALDH1A1）mRNA负载树突状细胞（DC）疫苗体外诱导抗鼻咽癌干细胞免疫反应的能

力。方法：体外转录ALDH1A1 mRNA并电转染至人外周血DC，构建ALDH1A1-DC疫苗，转染EGFP mRNA为对照。流式细胞

术检测DC表型、淋巴细胞亚群、细胞毒性T 淋巴细胞（CTL）增殖和细胞因子分泌。分选ALDH+和ALDH- C666-1细胞，检测干细

胞标志物（CD24、CD133）和干性基因（OCT4、SOX2、Nanog）的表达水平，采用CCK-8法评估ALDH1A1-DC疫苗诱导的特异性免

疫杀伤能力。结果：EGFP-DC荧光表达率显著高于未转染DC（P < 0.000 1），ALDH1A1-DC抗原提呈分子HLA-ABC、共刺激分

子CD86、CD40和CCR7表达与未转染DC相比显著增强（P = 0.001 3、P = 0.005 9、P = 0.000 4及P = 0.001 9）。与单独淋巴细胞

组（T）及空载DC诱导的淋巴细胞组（DC-T）相比，ALDH1A1-DC诱导的CTL比例最高（均P < 0.000 1），分裂指数最高（P = 0.000 2、

P = 0.000 3），且 CD8+CD69+（P = 0.000 5、P < 0.000 1）和 CD8+ IFN-γ+（P = 0.012 6、P = 0.001 9）细胞亚群比例均显著提高。

ALDH1A1-DC-T细胞对ALDH+C666-1悬浮细胞球的杀伤效果显著优于ALDH-细胞球（P = 0.001 0），且与其他各组淋巴细胞相

比表现出较强的抗ALDH+C666-1悬浮细胞球的免疫效应（P = 0.001 0，P < 0.000 1）。然而，HLA-ABC阻断后其对ALDH+C666-1细

胞的特异性杀伤效应显著降低（P < 0.000 1）。结论：mRNA转染DC后可翻译蛋白并促进DC成熟，增强其诱导特异性CTL免疫

反应的能力。
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The specific immune response of dendritic cell vaccine pulsed with ALDH1A1 
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[Abstract]  Objective: To investigate the ability of dendritic cell (DC) vaccine loaded with aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1) 

mRNA to enhance anti-nasopharyngeal carcinoma stem cell immune responses in vitro. Methods: ALDH1A1 mRNA was transcribed in 

vitro and electroporated into human peripheral blood-derived DCs to construct ALDH1A1-DC vaccine; EGFP mRNA was used as a 

transfection control. Flow cytometry was employed to analyze DC phenotypes, lymphocyte subsets, cytotoxic T lymphocyte (CTL) 

proliferation, and cytokine secretion. ALDH+ and ALDH-C666-1 cells were sorted; expression of stem cell markers (CD24, CD133) and 

stemness-associated genes (OCT4, SOX2, Nanog) was analyzed. The specific cytotoxic capacity induced by ALDH1A1-DC was 

evaluated using the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay. Results: EGFP-DC exhibited significantly higher fluorescence expression than 

untransfected DCs (P < 0.000 1). Moreover, ALDH1A1-DC significantly enhanced the expression of antigen-presenting molecules 

HLA-ABC, co-stimulatory molecules CD86, CD40, and CCR7 compared to untransfected DCs (P = 0.001 3, P = 0.005 9, P = 0.000 4, 
P = 0.001 9). Compared with the T lymphocyte group (T) and the DC-T group (DC-induced T lymphocytes), ALDH1A1-DC-induced T 

lymphocytes (ALDH1A1-DC-T) exhibited the highest proportion of CTL (P < 0.000 1), the highest proliferation index (P = 0.000 2 and 

P = 0.000 3, respectively), the highest proportions of CD8+CD69+ cells (P = 0.000 5 and P < 0.000 1, respectively), and the highest 

proportions of CD8+ IFN-γ+ subsets (P = 0.012 6 and P = 0.001 9, respectively). CCK-8 assay demonstrated that ALDH1A1-DC-T exhibited 

significantly enhanced cytotoxicity against ALDH+ C666-1 suspension spheres compared to ALDH- spheres (P = 0.001 0). Furthermore, 

ALDH1A1-DC-T elicited the most potent anti-ALDH+ C666-1 immune response among all lymphocyte groups tested (P = 0.001 0 and 
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P < 0.000 1, respectively). However, HLA-ABC blockade significantly attenuated this specific cytotoxicity (P < 0.000 1). Conclusion: 

mRNA transfected into DCs can be translated into protein and promote the maturation of DCs and enhance the ability of DCs to induce 

specific CTL immune response.

[Key words]  cancer stem cell (CSC); aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1); dendritic cell (DC); cytotoxic T lymphocyte (CTL); 

nasopharyngeal carcinoma
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鼻咽癌放疗后约20%的患者出现复发或远处转

移，放射抵抗性是治疗失败的关键因素[1-2]。肿瘤干

细胞（cancer stem cell, CSC）具有自我更新、治疗抵抗

及休眠潜能，与肿瘤进展、复发转移及耐药密切相

关[3-4]，因而靶向CSC为提升治疗获益提供了方向[5]。

树突状细胞（dendritic cell, DC）是启动免疫应答的核

心枢纽，DC疫苗也在肿瘤免疫治疗中展现出良好的

安全性与有效性，但其应用受限于抗原特异性不足

与 细 胞 来 源 匮 乏[6]。 乙 醛 脱 氢 酶 1（aldehyde 

dehydrogenase 1, ALDH1）是 CSC 关键表面标志物，

其中ALDH1A1在多种实体瘤CSC中高表达，与CSC

自我更新、耐药性及致瘤潜能相关，且在正常组织中

表达水平低[7]。以ALDH1A1为DC疫苗靶点抗原，可

精准靶向CSC亚群以降低脱靶毒性。ALDH1A1作

为胞内抗原，可通过MHCⅠ类分子途径被DC有效

加工、提呈，进而高效激活细胞毒性 T 淋巴细胞

（cytotoxic T lymphocyte, CTL），诱导特异性抗肿瘤免

疫应答，从而有效清除具有CSC表型的肿瘤细胞[8-10]。

本研究采用 ALDH1A1 mRNA 转染 DC，体外评估

ALDH1A1-DC疫苗诱导抗鼻咽癌CSC免疫反应的能

力，为 DC 疫苗新型抗原负载策略探索提供实验依

据，同时为靶向鼻咽癌CSC的DC疫苗研发及临床转

化奠定研究基础。

1  材料与方法

1.1  主要试剂与仪器

人鼻咽癌C666-1细胞购自上海中乔新舟生物科

技有限公司，人ALDH1A1-pcDNA3.1（+）质粒及qRT-

PCR 引物均由上海生工公司合成/构建，EGFP-

pcDNA3.1（+）质粒、TRIzol及CFSE染色剂均购自美

国 Invitrogen 公司，SmaⅠ限制性内切酶购自德国

Qiagen公司，质粒提取试剂盒购自北京天根生化科

技有限公司，mMESSAGE mMACHINE® Kit 购自美

国Ambion公司，RPMI 1640及Opti-MEM培养基、胎

牛血清、0.25%胰酶均购自美国Gibco公司，Mogengel

基质胶购自厦门模基生物科技有限公司，一步法

PrimeScriptTM qRT-PCR试剂盒购自大连宝生物工程

公司，重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（rhGM-

CSF）、IL-4及TNF-α均购自美国Peprotech公司，IL-2

购自北京四环制药有限公司，CD3 单抗、GT-T551

培养基均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，

HLA-ABC-ECD、CD86-PE、CD40-PC5、CCR7-PC7、

CD3-PC5/CD8-ECD/CD4-PE/CD69-APC-H7、CD133-

FITC、CD24-PE流式荧光抗体及 IFN-γ细胞因子流式

检测试剂盒均购自美国BD公司，鼠抗人HLA-ABC抗体

购自美国Thermo公司，STEMCELL ALDEFLUORTM 

Kit 购自加拿大 STEMCELL Technologies 公司，Cell 

Counting Kit-8（CCK-8）试剂盒购自美国MCE公司，

ABI 7500 实时荧光定量PCR（RT-qPCR）仪购自美国

应用生物系统公司 ，NanoDrop 2000c 购自美国

Invitrogen 公司，4D-Nucleofector 细胞核转染仪购自

瑞士Lonza公司，BD FACSAriaⅢ流式细胞分选仪购

自美国BD公司。

1.2  人ALDH1A1-DC疫苗的构建及表型检测

1.2.1  人ALDH1A1 mRNA的体外扩增

按照质粒提取试剂盒说明书提取 ALDH1A1-

pcDNA3.1及EGFP-pcDNA3.1质粒。利用SmaⅠ酶切

位点将ALDH1A1-pcDNA3.1及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® Kit（Ambion 公司）进行

ALDH1A1和EGFP mRNA的体外扩增，采用LiCl回收

法进行mRNA纯化回收，琼脂糖凝胶电泳鉴定回收的

mRNA，分光光度计检测mRNA的浓度。

1.2.2  分离培养人外周血DC

抽取健康献血者50~100 mL外周静脉血（经福建医

科大学附属肿瘤医院伦理委员会审核批准，献血者均

签署知情同意书，伦理审批号：K2024-354-01），经Ficoll

密度梯度离心分离外周血单个核细胞（peripheral blood 

mononuclear cell, PBMC），加入GT-T551培养基，以密

度2 × 106个/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

浮淋巴细胞冻存备用。向贴壁细胞培养体系内加

入20 mL GT-T551 培养基（含 GM-CSF 500 ng/mL 、

IL-4 500 ng/mL），每隔1 d补液1次，并于培养第5天添

加TNF-α（50 ng/mL），于第6天收集DC进行转染。

1.2.3  ALDH1A1-DC及EGFP-DC的构建及质控

采用NeonTM电转染系统进行ALDH1A1 mRNA

转染。按照NeonTM Kit说明书操作，447 × g离心 5 min

收集培养至第 6 天的 DC。细胞沉淀用DPBS漂洗
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1 次，离心洗涤操作同上。按照 3 × 105个细胞/5 μg 

mRNA的比例，取适量的ALDH1A1或EGFP mRNA

至1.5 mL无菌微量离心管中，将DC重新悬浮于适量

Buffer R溶液中并加入含有mRNA的管中，轻轻混

匀，用NeonTM吸头将所有样品吸入电极杯底部，置于

电击台上，电转电压 230 V，按照操作说明进行电转

染，转染EGFP mRNA作为转染的阳性对照组。将电

转后DC样品转移到 6孔板中，并补充DC完全培养

基（含500 ng/mL GM-CSF、500 ng/mL IL-4、50 ng/mL 

TNF-α），使最终体积为3 mL。

1.2.4  流式细胞术检测转染前后DC表型

转染24 h后，在荧光显微镜下观察EGFP mRNA

转染DC的效率（EGFP-DC），收集细胞，采用流式细

胞术检测荧光强度。离心收集ALDH1A1 mRNA转

染的 DC（ALDH1A1-DC）及未转染的 DC，PBS 洗涤

细胞 2次，按照每 1 × 106个细胞加入 10 μL抗体工作

液的配比，加入荧光标记抗体 HLA-ABC-FITC、

CD86-PE及CCR7-FITC，避光孵育 20 min后，PBS洗

涤细胞2次，用1 mL PBS重悬标记后的细胞，流式细

胞仪检测各组DC表型。

1.3  ALDH1A1-DC诱导特异性免疫反应的功能鉴定

1.3.1  流式细胞术检测DC诱导前后淋巴细胞亚群变化

将 1.2.2节中冻存的悬浮淋巴细胞复苏后，加入

GT-T551完全培养基（含CD3 5 μg/mL、IL-2 1 000 U/mL、

IFN-γ 1 000 U/mL）培养 72 h后，以 1∶20的比例加入

ALDH1A1-DC（ALDH1A1-DC-T 组）及未转染 DC

（DC-T组）共培养 72 h后，离心收集细胞，按 1.2.4节

中的方法进行CD3-PC5/CD4-PE/CD8-ECD流式荧光

抗体标记，流式细胞术检测各组中淋巴细胞亚群的

变化，以未加入DC诱导的淋巴细胞（T组）及未经刺

激的淋巴细胞作为对照。

1.3.2  淋巴细胞增殖试验

DPBS 洗涤分离的 PBMC 3 次，用含 5%FBS 的

DPBS重悬细胞并调整各组细胞浓度为 1 × 106/mL，

按照每 mL 细胞加入 5 μmol/L CFSE 的配比，对

PBMC 进行标记，37 ℃下反应 5 min 后离心收集细

胞，DPBS洗涤细胞3次，用含10% FBS的GT-T551培

养基洗涤、离心，将细胞重悬于GT-T551培养基（含

10% FBS及1 000 U/mL IL-2），按照1∶20的比例分别

加 入 未 转 染 DC（DC-T 组 ）及 ALDH1A1-DC

（ALDH1A1- DC-T组），未加入DC的淋巴细胞（T组）

作为对照，培养72 h后离心收集各组细胞，按照上述

1.3.1 方法加入 CD3-PC5/CD4-PE/CD8-ECD/CD69-

APC-H7流式荧光抗体标记细胞，流式细胞术检测各

组淋巴细胞亚群及CD8+ T细胞增殖和活化情况，以

CFSE 染色的初始 T 细胞作为阳性对照，采用 FCS 

Express 7软件进行细胞增殖数据拟合分析。

1.3.3  细胞因子分泌检测

用细胞因子检测试剂盒检测各组CD8+ T细胞 IFN-γ

分泌水平。按照试剂盒说明书操作，步骤如下：各组淋

巴细胞在1.5%植物血凝素M（phytohemagglutinin-M, 

PHA-M）作用下培养48 h。收集各组淋巴细胞，分别加

入 10% 血清封闭 Fc 受体，采用 CD8-电子耦合染料

（electron coupled dye, ECD）抗体进行细胞表面染色

20 min，固定、破膜后，加入IFN-γ-APC抗体染色20 min，

洗涤、离心后，用100 μL PBS重悬细胞，流式细胞仪检

测各组淋巴细胞 IFN-γ分泌情况。

1.4  C666-1细胞悬浮细胞球培养及CSC特性鉴定

1.4.1  ALDH+细胞分选

将对数生长期的C666-1细胞调整至 1 × 106个/

mL，分为2管，向对照管中加入5 μL二乙氨基苯甲醛

（diethylaminobenzaldehyde, DEAB）（ALDH酶活性特

异性抑制剂）并混匀，另一管加入等体积 PBS溶液。

然后向每管中加入 2.5 μL活化的ALDEFLUORTM试

剂并立即混匀，反应 30 min后，离心收集细胞，并以

PBS重悬细胞，流式细胞仪分析ALDEFLUOR（FITC

通道）。上述标记后的细胞利用流式细胞仪对其进

行分选并分别收集 ALDH+（ALDEFLUOR 阳性）及

ALDH-（ALDEFLUOR阴性）细胞。分选收集的细胞

PBS洗涤 3次后，PBS重悬细胞沉淀，置于 37 ℃水浴

30 min 以恢复细胞内 ALDH 酶活性，重新利用

ALDEFLUORTM试剂进行孵育染色，并利用流式细胞

仪检测分选后的细胞纯度。

1.4.2  C666-1悬浮细胞球的培养及形态观察

基质胶解冻后，适当混匀，使用预冷的培养基稀

释至 1 mg/mL。向 6孔细胞培养板表面加入基质胶

（50 μL/cm2），平铺均匀，避免产生气泡，并将培养板

在 37 ℃下放置 24 h形成凝胶。向收集的ALDH+及

ALDH−细胞中分别加入RPMI 1640无血清培养基，

调整细胞密度至1 × 105个/mL。吸去凝胶上清液，每

孔加入上述细胞各 1 mL，并补充 1 mL RPMI 1640无

血清培养基，6 孔板置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培

养，观察悬浮细胞球大小。

1.4.3  鉴定C666-1悬浮细胞球的干性特性

10 d后，收集悬浮细胞球，0.25%胰酶消化后并

经细胞筛网过滤以制成单细胞悬液，按照上述方法

在收集的细胞中加入CD24-PE/CD133-FITC荧光标

记抗体进行标记，流式细胞术检测ALDH+及ALDH−

细胞来源的悬浮细胞球表型。

采用qRT-PCR评估SOX2、OCT4及Nanog干性基

因的表达。使用TRIzol试剂提取ALDH+及ALDH−细胞

来源悬浮细胞球的总RNA。参照PrimeScriptTM qRT-PCR

·· 488



谢云青, 等 . ALDH1A1 mRNA负载树突状细胞疫苗体外诱导抗鼻咽癌干细胞免疫反应

试剂盒说明书，于25 µL反应系统中进行qRT-PCR。引

物序列见表1。SRY盒转录因子2（SRY-box transcription 

factor 2, SOX2）、POU 类 5 同源框 1（POU class 5 

homeobox 1, OCT4）及Nanog同源框（Nanog homeobox, 

Nanog）的表达水平以GAPDH为内参进行标准化，并采

用2 −ΔΔCt法分析。每个实验均重复3次。

表1  qRT-PCR引物序列

基  因

SOX2
OCT4
Nanog
GAPDH

上游引物

5'-GGATAAGTACACGCTGCCCG-3'
5'-AACCCACACTGCAGCAGATCA-3'
5'-CAATGGTGTGACGCAGGGAT-3' 
5'-CCCTCCGCTTCGCCCTCCGCTTCG-3'

下游引物

5'-ATGTGCGCGTAACTGTCCAT-3'
5'-TCTCGTTGTGCATAGTCGCT-3'
5'-TGCACCAGGTCTGAGTGTTC-3' 
5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'

1.5  检测ALDH1A1-DC-T细胞抗ALDH+ CSC的特

异性免疫效应

采用CCK-8法检测ALDH1A1-DC-T细胞靶向特

异性抗原的免疫杀伤效应。ALDH+及ALDH− C666-1悬

浮细胞球经0.25%胰酶消化并经细胞筛网过滤以制成

单细胞悬液，离心收集细胞，分别以每1 × 104个/孔的密

度接种于96孔板作为靶细胞，按20∶1的效靶比分别加

入ALDH1A1-DC-T、DC-T及T组淋巴细胞作为效应细

胞（每孔效应细胞总量为2 × 105个），每组设3个复孔。

另设单独的效应细胞孔和靶细胞孔为对照。培养24 h

后，每孔加入20 µL CCK-8试剂反应2 h，测定450 nm波

长处的光密度（D）值，计算细胞杀伤率。细胞杀伤率 =

[1 − （实验孔D值 − 单独效应细胞孔D值）/单独靶细胞

孔D值] × 100%。

ALDH+ C666-1 细胞悬浮球经上述方法处理并

加入 96 孔板后，将鼠抗人 HLA-ABC 抗体加入孔

中（10 mg/mL），室温反应30 min，再按20∶1的效靶比

加入ALDH1A1-DC-T细胞作为效应细胞。以未阻

断HLA-ABC的 ALDH+ C666-1 细胞为对照。采用

CCK-8法检测效应细胞杀伤率。

1.6  统计学处理

采用SPSS软件处理数据，符合正态分布的计量

资料以 x̄ ± s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比

较采用单因素方差分析（ANOVA），以 P < 0.05或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  ALDH1A1/EGFP mRNA 体外扩增鉴定及转染

后DC表型分析

琼脂糖凝胶法检测结果（图 1A）显示，扩增的

ALDH1A1 mRNA序列长约2.0 kb，EGFP mRNA片段

大小约1.2 kb，与两种基因CDS序列理论长度相符。

荧光显微镜下观察结果（图 1B）显示，转染 24 h

后EGFP-DC显示绿色荧光，流式细胞术检测其绿色

荧光表达率为（49.5 ± 6.81）%，与未转染DC相比显

著提高（P < 0.001）。流式细胞术检测DC表型，结果

（图1C）显示，与未转染DC组相比，ALDH1A1-DC表

面 CC 趋化因子受体 7（C-C chemokine receptor 7, 

CCR7）的表达显著升高[（32.34 ± 4.04）% vs （10.21 ± 

3.42）%，P = 0.002]，抗原提呈分子HLA-ABC、共刺激

分子 CD86、CD40 表达率较未转染 DC 也显著升高

[HLA-ABC：（96.29 ± 1.83）% vs （67.24 ± 6.00）%，

P = 0.001 3；CD86：（94.48 ± 2.16）% vs （68.89 ± 

8.00）% ，P = 0.005 9；CD40：（91.39 ± 3.13）% vs 

（67.37 ± 2.14）%，P = 0.000 4]。

2.2  ALDH1A1-DC诱导的免疫反应能力检测

流式细胞术检测鉴定各组淋巴细胞亚群结果（图

2A）显示，CD3单抗刺激后，T、DC-T及ALDH1A1-DC-

T组中CD3+ T细胞的比例与初始淋巴细胞相比均显著

提高[（88.77 ± 3.43）%、（91.73 ± 1.60）%、（94.37 ± 2.01）% 

vs （25.12 ± 5.45）% ，均 P < 0.000 1]，而 T、DC-T 及

ALDH1A1-DC-T组之间差异无统计学意义（P = 0.228 0、

P = 0.148 4、P = 0.063 0）。同时ALDH1A1-DC-T组中

CTL（CD3+CD8+ T细胞）比例显著高于DC-T、T及初始

淋巴细胞组 [（82.90 ± 3.37）% vs （47.27 ± 3.67）%、

（34.2 ± 3.60）%、（14.63 ± 7.08）%，均 P < 0.000 1）]，

DC-T组中CTL占比显著高于T组（P = 0.007）。

CFSE染色法检测CTL增殖情况，拟合数据结果

（图 2B）显示，ALDH1A1-DC-T 组中 CTL 分裂指数

（divide index）显著高于 DC-T 组与 T 组 [（22.56 ± 

1.43） vs （10.42 ± 0.76）、（6.28 ± 2.00），P = 0.000 2、

P = 0.000 3]，而DC-T组中CTL的分裂指数与T组相

比也有显著变化（P = 0.028）。

流式细胞术检测各组CD8+ T细胞表面活化标志物

CD69及分泌 IFN-γ的能力，结果（图2C）显示，与DC-T

及T组相比，DC负载ALDH1A1 mRNA后，其诱导的

ALDH1A1-DC-T中CD8+ T细胞表面CD69表达率显著

提高 [（61.56 ± 3.53）% vs（28.70 ± 4.52）%、（11.50 ± 

3.06）%，P = 0.000 6、P < 0.000 1]，且分泌 IFN-γ 的水

平显著提高 [（58.43 ± 4.84）% vs （42.02 ± 5.53）%、

（29.21 ± 4.75）%，P = 0.012 6、P = 0.001 7]，而DC-T组

与T组分泌 IFN-γ的水平没有显著差异（P = 0.059 6）。
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A：甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增的mRNA（M：RNA分子量标准；1：ALDH1A1 mRNA；2：EGFP mRNA）；B：荧光倒置显微镜下

观察EGFP-DC（标尺= 50 µm）及流式细胞术检测绿色荧光表达；C：流式细胞术检测ALDH1A1-DC及未转染DC表型。**P < 0.01，
***P < 0.001。

图1  体外扩增的ALDH1A1、EGFP mRNA及mRNA转染后DC鉴定

 A：各组淋巴细胞亚群分析；B：各组CTL增殖数据拟合；C：各组CD8+ T细胞中CD69及 IFN-γ表达水平分析。
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图2  流式细胞术检测T淋巴细胞亚群及细胞因子分泌水平
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2.3  C666-1细胞的CSC特性分析

C666-1细胞采用ALDEFLUOR试剂染色后，流式

细胞术检测结果（图3A，左）显示，有（4.61 ± 0.63）%的

细胞表达ALDH，标记为ALDH+细胞。分选出ALDH+

及ALDH−的C666-1细胞再次利用ALDEFLUOR试剂

染色鉴定分选纯度，结果（图3A，右）显示纯度均达到90%

以上，证实流式分选技术可行。

倒 置 显 微 镜 下 观 察 悬 浮 细 胞 球 ，可 见

ALDH+-C666-1细胞来源的悬浮细胞球结构紧致，而

ALDH−-C666-1细胞来源的悬浮细胞球则较松散（图

3B，左）。流式细胞术检测 2 种悬浮细胞球表面

CD24、CD133干细胞标志物的表达，结果（图3B，右）

显示 ALDH+-C666-1 细胞形成的悬浮细胞球表面

CD24、CD133的表达率均显著高于 ALDH−-C666-1

悬 浮 细 胞 球 [CD24：（17.34 ± 2.06）% vs （5.04 ± 

1.09）%，P < 0.001；CD133：（85.6±5.36）% vs （40.27 ± 

3.25）%，P < 0.001]。qRT-PCR比较两组细胞球中干

性基因 SOX2、OCT4 及 Nanog 表达，结果（图 3C）显

示，ALDH+细胞球中 3种基因的表达水平均升高，分

别是ALDH−细胞球的（2.78 ± 0.55）、（2.71 ± 1.06）和

（7.07 ± 1.11）倍。

A：流式细胞术分选及鉴定ALDH+及ALDH--C666-1细胞；B：倒置显微镜下观察ALDH+及ALDH--C666-1悬浮细胞球并采用流式

细胞术鉴定CSC表型（标尺 = 50 μm）；C：qRT-PCR检测ALDH+及ALDH--C666-1悬浮细胞球干性基因的表达。*P < 0.05。

图3  ALDH活性细胞分选与CSC特性鉴定

2.4  ALDH1A1-DC-T 细胞诱导的特异性免疫杀伤

效应检测

CCK-8法检测结果（图4）显示，相比于DC-T及T组，

ALDH1A1-DC-T 细胞对于 ALDH+ C666-1 悬浮细胞

的杀伤效应最强[（66.06 ± 3.19）% vs （32.21 ± 3.77）%、

（24.75 ± 2.92）%，P = 0.001、P < 0.001]。而ALDH1A1-

·· 491



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2026, 33(5)

DC-T 组对ALDH− C666-1 悬浮细胞的杀伤活性与

DC-T 组细胞相比无显著差异（P = 0.052），与T效应

细胞相比显著升高 [（46.24 ± 2.42）% vs （26.75 ± 

2.78）%，P = 0.001 0]。比较ALDH1A1-DC-T细胞对

ALDH+-C666-1及ALDH−-C666-1悬浮细胞的杀伤率，

结果显示其对 ALDH+-C666-1 悬浮细胞的杀伤率更

高[（66.06 ± 3.19）% vs （46.24 ± 2.42）%，P = 0.001 4]。

阻断 HLA-ABC 分子后，ALDH1A1-DC-T 组细胞对

ALDH+-C666-1 悬浮细胞的杀伤显著降低[（23.65 ± 

2.62）% vs （65.67 ± 3.23）%，P < 0.000 1]。

**P < 0.01，****P < 0.000 1；ns：P > 0.05。

图4  CCK-8法检测各组淋巴细胞抗CSC免疫反应功能

3  讨  论

放疗是鼻咽癌的主要治疗方法。然而，固有的

或获得性的放射抵抗可能导致鼻咽癌远处转移或复

发。CSC的适应性可能有助于其对放疗产生抗性，

因此，靶向CSC的治疗策略被视作改善肿瘤疗效的

潜在途径[11-12]。

鉴于CSC对常规方法的敏感性较低，且免疫系

统（包括固有免疫和适应性免疫）具有显著调控的作

用，多种基于免疫疗法的 CSC 靶向策略应运而生。

El-Ashmawy等[13]从CSC样表型的耐药癌细胞中提取

抗原用于负载DC，制备的CSC靶向DC疫苗联合低

剂量顺铂可显著抑制CSC增殖。然而，DC疫苗的临

床应用常受限于抗原的特异性及来源匮乏。采用

mRNA负载DC的疫苗策略具有以下优势[14-16]：首先，

mRNA负载方式安全灵活，能够避免基因组整合风

险，编码全长抗原激发广泛特异性 T 细胞应答，且

mRNA技术成熟，易于合成与质量控制；其次，mRNA

负载促进DC成熟与抗原提呈，内源性表达抗原并激

活CD8+和CD4+ T细胞，诱导协同抗肿瘤效应；优化

mRNA结构可提高稳定性和翻译效率。最后，mRNA

可增强DC活化、迁移及免疫调控。因此，mRNA负

载DC的方式为缺乏肿瘤组织的患者提供了标准化

可及的肿瘤特异性抗原来源。

ALDH1是CSC的一个关键表面标志物，是多种

肿瘤的潜在治疗靶点[17]。本研究以线性重组

ALDH1A1-pcDNA3.1质粒（含ALDH1A1 CDS序列）

为模板体外合成mRNA，确保其包含以下关键元件：

5'帽结构（对mRNA的稳定和翻译启动至关重要[18]），

5'和3'非翻译区（UTR，调控mRNA的稳定性、定位和

翻译效率[19]），约 200 nt的 poly（A）尾巴（维持mRNA

稳定性和翻译调节[20]），以及启动蛋白质翻译的起始

密码子（AUG）。

本研究结果显示，EGFP mRNA转染DC 24 h后

可有效表达荧光蛋白，证实mRNA结构具有一定稳

定性，并可在 DC 内被翻译为蛋白。 ALDH1A1 

mRNA 负载 DC 后可促进 DC 成熟表型，其诱导的

ALDH1A1-DC-T 中 CTL 的比例显著提高且活性增

强。ALDH1A1 mRNA负载的DC疫苗与空载的DC

相比具有更强的诱导靶向表达ALDH活性的鼻咽癌

CSC的免疫应答能力。值得注意的是，虽然DC-T组

中CTL的比例及分裂指数比T组中具有显著差异，

但其 IFN-γ分泌水平并无差异，提示活化程度类似，

同时，DC-T与T组对ALDH活性阳性CSC的免疫杀

伤活性并无显著差异。该研究结果与既往文献一

致[21]，提示空载的成熟DC作为专职抗原提呈细胞可

有效促进CD8⁺ T细胞扩增，但DC对“增殖/数量”和

“效应功能（IFN-γ）”是两条独立调控通路，肿瘤抗原

负载后的DC可能通过 IL-12等细胞因子促进CTL分

泌 IFN-γ。这些发现为未来的研究提供了重要方向，

后续工作可深入探索这些潜在机制，以期揭示更为

全面且精细的免疫应答网络。

ALDH1A1 mRNA转染的DC疫苗能够高效诱导

特异性免疫应答，从而发挥针对鼻咽癌CSC的显著

抗肿瘤效应。本研究不仅为体外制备靶向 CSC 的
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DC疫苗提供了新的思路，同时也为基于mRNA技术

的DC疫苗在临床转化应用方面提供了实验基础。
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