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【摘要】背景与目的：研究 QP#OOR, QP#OO R;S:EJ ! 即 F1#&0 配体 2 转基因小鼠结肠癌细胞瘤苗体外诱导细胞毒性 3 淋巴细胞

,F=KCKC?;D 3 5=9IBCD=K4H !F3R2特异性杀伤活性及刺激淋巴细胞产生细胞因子的作用。 材料与方法：采用脂质体介导法将真核表达质

粒 ITUV3E4C W QP#OOR 导入小鼠结肠癌 DC5CE%( 细胞 ! 经 XQ#7 筛选后获得 QP#OOR 高表达克隆 ! 用丝裂霉素 F,TTF2处理后 !制成肿瘤细

胞瘤苗 ! 与经体外诱导的同系小鼠 F3R 共同培养 ! 测定对 F3R 特异性杀伤活性及对脾细胞产生细胞因子 , VRP%、VRPQ 和 VY-P!2 的影

响。 结果：转染 QP#OOR 的 DC5CE%( 细胞高表达 QP#OOR 蛋白 ! 将该细胞经 TTF 处理后制成的瘤苗，与野生型 DC5CE%( 细胞相比 ! 对

F3R 特异性杀伤亲本肿瘤细胞的作用明显增强 , & Z ’/ ’#2 !但 F3R 对非亲本肿瘤细胞的杀伤作用无明显影响 , & [ ’/ ’*2 + 该瘤苗在体

外能显著增强脾细胞分泌细胞因子 , VRP%、VRPQ 和 VY-P!2 的能力 , & Z ’/ ’#2。 结论：QP#OOR 转基因小鼠结肠癌细胞瘤苗能有效诱导抗

结肠癌免疫反应。
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【 ’() *+%,#】 QP#OO 5;S:EJ + D=KCKC?;D 3 5=9IBCD=K4 + D=KC<;E4 + K]9CG ^:DD;E4H

QP#OOR,QP#OO R;S:EJ ! 即 F1#&0 配体 2是肿瘤坏死

因子配体超家族的成员之一 ! 它所介导的协同刺激信

号可促进 3 细胞的活化、增殖和分化 ! 在免疫应答、免

疫调节以及肿瘤的免疫治疗等方面发挥着重要的作

用。本文对 QP#OOR 转基因的小鼠结肠癌细胞瘤苗体外

诱导细胞毒性 3 细胞 , D=KCKC?;D 3 5=9IBCD=K4H ! F3R2 特
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异性杀伤活性及刺激淋巴细胞产生细胞因子的能力进

行了研究，为明确 ./*001 免疫调节机制以及通过免疫

调控来治疗肿瘤提供实验依据。

! 材料与方法

!" ! 主要试剂 2#34567(、2#34567( 8 ./*001 重组

质粒 9,: 分别由日本千叶县癌中心病理研究部田川雅

敏教授和日本齿科大学 ;<=7( >$?<@$ 教授惠赠。小鼠结

肠癌细胞株 A()(6-B 和 C*DE 由本室保存培养。FG#4*B.E
培养基、H.*D 购自华美生物工程有限公司。脂质体

1<2(I7A@$J<67-EEE 转染试剂盒购自 46K<@%(?76 公司。藻红蛋

白 L 2MNA(7%N@M%<6，GOP 标记大鼠抗小鼠 ./*001 单克隆抗

体购自 0<()7?76= 公司。小鼠 41/-、41/. 和 4Q,/! O14C: 检

测试剂盒购自晶美生物公司。丝裂霉素 RLJ<@(JNA<6，

##RP为江苏恒瑞制药公司产品。

!" # 实验动物 0:10 8 A 小鼠 .E 只，均为雌性，B
周龄，体重约 -E ?，购自河北医科大学实验动物中心，合

格证号：SEDE*E。

!" $ 实验方法

!" $" ! 脂质体介导的基因转染 按 1<2(I7A@$J<67-EEE

试剂盒说明书，分别将 2#34567( 和 2#34567( 8 ./*001 质粒

9,: 转 染 A()(6-B 细 胞 。 转 染 -. M 后 ， 加 入 H.*D
L BEE"? 8 J)P 进行筛选。获得的 H.*D 抗性细胞，分别为

A()(6-B 8 2#34567( 和 A()(6-B 8 ./*001 细胞。

!" $" # 流式细胞仪检测 %&!’’( 蛋白表达 收集野

生型 A()(6-B、A()(6-B 8 2#34567( 和 A()(6-B 8 ./*001 细胞，

G0C 洗涤 -次后，按试剂说明书操作，分别用 GO 标记大

鼠抗小鼠 ./*001 单克隆抗体进行标记后，用流式细胞仪

检测 ./*001 表达 T. U。

!" $" $ 肿瘤细胞瘤苗的制备 收集对数生长期

的 A()(6-B、A()(6-B 8 2#34567( 和 A()(6-B 8 ./*001 细胞，用

G0C 洗涤 - 次，调整细胞浓度为 S V *EB 8 J)，加入终浓度

为 *EE"? 8J) 的 ##R，WX Y、SZR[- 培养箱中作用 *M !
用 G0C 洗涤 W 次。

!" $" % )*( 的诱导 无菌取小鼠脾脏制备脾细

胞悬液 T* U，裂解红细胞后调整细胞浓度为 S V *EX 8 J)，加

入 -. 孔板中 L *EE") 8 孔 P，共分 W 组，每组 D 孔，各组再

分 别 加 入 ##R 处 理 的 A()(6-B、 A()(6-B 8 2#34567( 和

A()(6-B 8 ./*001 细胞 L S V *EB 8 J) ! 每孔 *EE") P 及终浓度

为 SE \ 8 J) 的重组 41/-! WX Y、SZ R[- 培养箱中培

养 S =，收集细胞后，用 G0C 洗 - 次，台盼蓝染色后计

数活细胞，用含 SZ 胎牛血清 LQRCP 的 FG#4 *B.E 培养

液调整细胞浓度为 - V *EB 8J)。
!" $" + )*( 杀伤活性的测定 用含 SZ QRC 的

FG#4 *B.E 培养液调整靶细胞 A()(6-B 浓度为 - V *ES 8
J)，加入 +B 孔培养板中，每孔 SE") ! 设 W 个复孔，每孔

再加入经上述诱导的 R51 细胞，每孔 *EE")，使效应细

胞 ] 靶细胞 LO ] 5P 为 -E ] *，同时设空白对照组 L只加

FG#4 *B.E 液 P、靶细胞对照组 L只加 A()(6-B 细胞 P、效

应细胞对照组 L只加 R51 细胞 P，每组均设 W 个复孔，每

孔终体积 *SE")，WX Y、SZR[- 中培养 -. M，培养结束

前 . M，每孔加入 S J? 8 J) #55 *E")，培养结束后，*
SEE % 8 J<6 离心 S J<6 ! 弃上清，加入 *EE") 二甲基亚砜

震荡至蓝紫色沉淀溶解。用酶标仪测定 SXE 6J 吸光度

值 L:P。R51 杀伤活性按以下公式计算：

R51杀伤活性 LZ P ^ * _ : LO ‘ 5 P _ :O( ):5 V *EEZ

R51 对靶细胞 C*DE的杀伤活性测定方法同上。

!" $" , 脾细胞细胞因子的产生及测定 将 ##R
处理的 A()(6-B、A()(6-B 8 2#34567( 和 A()(6-B 8 ./*001 细胞

分别加入 +B孔板，各设 W个复孔，每孔加入 *EE") 细胞

悬液，细胞数为 * V *ES；每孔再分别加入小鼠脾细胞悬

液 *EE")，脾细胞数为 - V *EB，WX Y、SZR[-培养箱中

培养 -. M，分别收集各孔培养上清，按 O14C: 试剂盒说

明书操作，测定 41/-、41/. 和 4Q,/!的含量。

!" % 统计学方法 结果采用 CGCC**& S 统计软件

进行方差分析，,7aJ$6/37b)c 法进行两两比较 ! 检验水

准#^ E& ES。

# 结 果

#" ! 转染前后细胞中 %&!’’( 表达

与野生型 A()(6-B 细胞和转染空载体的 A()(6-B 8
2#34567( 细胞相比，转 ./*001 基因的 A()(6-B 8 ./*001 细

胞，./*001 的表达差异有统计学意义 L & d E& ESP，结果

见表 *。

#" # %&!’’( 修饰瘤苗对 )*( 杀伤活性的影响

经 A()(6-B 8 ./*001 瘤苗诱导的 R51，与经 A()(6-B 和

A()(6-B 8 2#34567( 瘤苗诱导的 R51 相比，其特异性杀伤

亲 本 瘤 细 胞 A()(6-B 能 力 的 差 异 有 统 计 学 意 义

L & d E& ESP，但对 C*DE 细胞的杀伤能力的差异无统计学

意义 L & e E& ESP !结果见表 -。

R%(b2 Of2%7cc<(6 %$@7 L ’( g ) ! Z P
R()(6-B

R()(6-B 82#345 67(

R()(6-B 8 ./*001

*E& -+ g *& SB
*.& XX g -& W*
+X& .. g B& D.!

表 + 转染前后细胞中,-+../的表达率

’0123 + ’43 35673889:; :< ,-+../ :; =70;8<3>=3? 0;? @;=70;8<3>=3?
>3228

R(J2$%7= a<@M A()(6-B $6= A()(6-B 82#345 67( * !& d E& ES&

! " ! #
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’()*+ ’,-)-)./0/-, -) 0)1)2%3 ’,-)-)./0/-, -) 4#56
’)1)2%3

’)1)2%3 7+89:; 2<)

’)1)2%3 7 =>#??@

A=B #% C %B =&
A6B $D C #B $3
35B =# C #B D=!

&&B % C #B &5
&AB # C %B D3
&#B $ C #B $=

表 + !"#$$%基因修饰瘤苗对!’,杀伤活性的影响 - &’ . (，/0
’1234 + ’54 466478 96 !"#$$% 8:1;<64784= 8>?9: 7433< 9; !’,- &’ . (，/0

’)E+F(<G H/-I 0)1)2%3 F2G 0)1)2%3 7+89:; 2<) ! !& ’ 6B 6AB

!" # $%&’’( 修饰瘤苗对小鼠脾细胞产生细胞因

子的影响

经 0)1)2%3 7 =>#??@ 瘤苗诱导的小鼠脾细胞培养上

清中细胞因子 J :@>%、:@>= 和 :KL>!M的含量，与 0)1)2%3 和

0)1)2%3 7 +89:;2<) 瘤苗诱导组相比差异有统计学意义

J & N 6B 6#M，结果见图 #。

# 讨 论

大量研究已证实，肿瘤免疫逃逸的重要原因之一是

肿瘤细胞低表达或不表达共刺激分子，从而不能有效激

活机体的免疫应答反应，应用基因转染技术将共刺激分

子基因导入低表达或不表达该基因的肿瘤细胞并使其

表达，能显著提高肿瘤细胞的免疫原性，将其作为肿瘤疫

苗免疫机体后，对亲本肿瘤的发生有显著治疗作用 O# P。

=>#??@ 属于肿瘤坏死因子 J -*E)( 2<0()Q/Q RF0-)( !
;LKM 配体超家族成员，是"型跨膜糖蛋白，与 ;LK 家族

胞膜外区有 %6S的同源性。=>#??@ 主要表达于活化的

抗原提呈细胞表面，包括巨噬细胞、? 细胞和树突状细

胞 O% T& P，某些病毒感染的细胞及肿瘤细胞表面也可表达

=>#??@ O= P，但不表达于静止或活化的 ; 细胞。=>#??@ 7
=>#?? 是继 ’U%5 7 ?D 之外的另一对重要的共刺激分

子。=>#??@ 所介导的协同刺激信号可有力刺激免疫细

胞的增殖、分化，并提高其免疫杀伤能力，因此，应用

=>#??@ 诱发机体的抗肿瘤反应有重要的研究意义。

本实验通过流式细胞技术分析结果显示，小鼠结肠

癌细胞 0)1)2%3表面 =>#??@ 的表达很低，而采用脂质体介

导法将 =>#??@ 基因导入 0)1)2%3细胞后，获得的 0)1)2%3 7
=>#??@ 细胞能高表达 =>#??@ 蛋白。该细胞经 88’ 处理制

备成肿瘤疫苗，诱导产生的 ’;@ 对野生型 0)1)2%3亲本瘤

细胞的杀伤活性比野生型细胞瘤苗诱导的 ’;@ 对亲本瘤

细胞的杀伤活性显著提高，但对异源肿瘤细胞的杀伤作

用无明显影响。该结果提示 ! =>#??@ 作为共刺激分子能

协助诱导 ; 细胞的活化 !激发特异性抗肿瘤免疫反应。

’F22)2Q 等 OA P报道 =>#??@ 可同时引起 ’U= V和 ’U5 V

; 细胞增殖、分化及增强效应功能。机体抗肿瘤免疫反

应主要由 ’U5 V ; 细胞发挥作用，而 ’U= V ; 细胞的活

化对维持 ’;@ 的杀伤活性和免疫记忆功能具有重要作

用。文献报道 O3 P，’U5 V ; 细胞可依赖 =>#??@ 产生 :@>%
和 :KL>!；’U= V ; 细胞可依赖 =>#??@ 产生 :@>% 和 :@>=。

在同样条件下，这些细胞因子分泌量增加可间接反映 ;
细胞的活性。此外，:@>% 和 :KL>!本身具有一定的抗肿瘤

作用，是机体抗肿瘤细胞因子的重要组成成分。

总之，=>#??@ 基因转染的 0)1)2%3 细胞瘤苗能显著

提高 ’;@ 对野生型 0)1)2%3 细胞的特异性杀伤活性，将

0)1)2%3 7 =>#??@ 瘤苗在体外与脾细胞共培养，其培养上清

中 :@>%、:KL>!和 :@>= 水平明显升高，提示 =>#??@ 可能通

过提高 ’;@ 活性、刺激免疫细胞分泌杀肿瘤细胞因子及

调节免疫细胞间相互作用等多种途径实现抗肿瘤作用。
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