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【摘) 要】目的：研究人 C12F5RD%+! 基因重组腺病毒转染人

脐血来源树突状细胞（CG）对其成熟状态及其凋亡水平的影

响/ 方法：用 TH15>8 系统构建人 C12F5RD%+! 基因重组腺病

毒；并通过增强离心法将其转染至人脐血来源 CG；流式细胞

仪分析转染后 CG 的成熟状态以及 CG 的凋亡水平/ 结果：成

功构建了人 C12F5RD%+! 基因重组腺病毒并高效转染 CG；人

C12F5RD%+! 基因重组腺病毒转染提高了 CGGC’+，L]T#CY 的

表达，并能显著抑制其凋亡水平/ 结论：人 C12F5RD%+! 基因

重组腺病毒转染 CG，促进 CG 的成熟并抑制其凋亡，将有效

地提高 CG 疫苗的抗原呈递能力/
【关键词】C12F5RD%+!；重组，遗传；腺病毒科；树突细胞；树突

细胞疫苗
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GH 引言

免疫治疗是肿瘤目前极有前景的治疗手段之一/
激活特异性细胞毒性 0 淋巴细胞（G0]）是实现肿瘤

主动免疫治疗的关键/ 树突状细胞（ H1:HE6F6= =122，
CG）能摄取特异性相关抗原、高水平的表达与抗原递

呈有关的 MLG#J，MLG#"分子、多种共刺激分子及黏

附分子，从而激活初始 0 淋巴细胞/ 肿瘤细胞通过分

泌一些免疫抑制因子来抑制 CG 的成熟及其功能，甚

至通过相关信号通路诱导 CG 细胞的凋亡［!］/ 具有

抑制细胞作用的 C12F5RD%+! 属于 D.+ 基因家族，其

在肺癌组织中表达量和阳性表达率明显升高，是肺癌

免 疫 治 疗 中 较 好 的 靶 点/ 我 们 拟 通 过 构 建

C12F5RD%+! 的重组腺病毒（5H1:9O6EB>，TH）并转染人

CG，使 C12F5RD%+! 在 CG 内稳定高表达、呈递，并探

讨 C12F5RD%+! 高表达对 CG 活化状态及凋亡水平的

影响/

IH 材料和方法

I/ IH 材料H 真核表达质粒 D=CRT+#C12F5RD%+!#LT
由意大利罗马大学 -1EE8 M126:9 教授和 W6:=1:^9 C1
25BE1:^6 博士惠赠，含 C12F5RD%+! 基因 =CRT 全长约

!%"" SD/ ZTH0E5=U#GMW，$&+0 细胞，8: ;1<$ \_.!’+，

CL.! 大肠杆菌由第三军医大学西南医院烧伤研究

所提供/ =>3J，?@0J，6A’J，60;J 限制性内切酶以及

0(CRT 连 接 酶（ R3\ 公 司）；脂 质 体 ]6D9@1=F546:1
$""" 转染试剂盒（ J:O6FE9;1: 公司）；大小量质粒提取

试剂 盒、琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒、YRT ZGY ‘6F
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（!"#"$" 公司）；人淋巴细胞分离液（%&’ 公司）；人

白细胞介素 ()*+，人粒*单核集落刺激因子 ,-*./0，

肿瘤坏死因子 !10*!（2345467389 公司）；:;7<*=: !">
-6?@3 A6;68B6;"B :;7<C6DE（:55BE>3; 公司）；!4<5?43
$3">3;7（ 百泰克生物公司）；-.*.3B)E7<8@ -"AA"B<";
.3BB 24673<; FG74"87<6; $3">3;7，%.: 蛋白质定量测定

试剂盒（ 上 海 申 能 博 彩 生 物 公 司）；>6"7 ";7<*A6?@3
(>, H =$2 二抗（%<6@E793@<@ 公司）；2F*";7<*.’I"，2F*
";7<*.’JK，2F*";7<*=):*’$ 及其同型对照（ 美国 %<6*
)3>3;D 公司）；2F*:;;3G<; L 凋亡试剂盒（ 晶美生物

公司）M 根据 ,3;%";N 中 ’3B7"15OK! 8’1: 的序列，

应用 24<A34 P 软件设计针对其的特异引物并由 (;*
Q<746>3; 公司合成M
!M "# 方法

IM RM IS 复制缺陷性腺病毒 :D*’3B7"15OK! 的构建S
复 制 缺 陷 性 腺 病 毒 :D*’3B7"15OK! 含 全 长 人

’3B7"15OK! 8’1:，由 我 科 通 过 :DF"@E 系 统 构 建M
PTU组织培养转染剂量法（!.(’PT）测得病毒的滴度

（-M VM (）为 RM P W ITII5X? H )M
IM RM RS 人脐带血来源 ’. 的分离培养S 经产妇同意

后，取剖腹产时新生儿脐带血（IRP W ITK Y H ) 肝素抗

凝），经人淋巴细胞分离液密度梯度离心法［R］分离出

单个核细胞，KOZ，PT A) H ) .VR 孵箱孵育M R 9 后转

移未贴壁细胞至另一离心管供分离 ! 细胞，贴壁细

胞更换含有细胞因子 ()*+（ITTT W ITK Y H )），,-*./0
（ITTT W ITK Y H )）的培养基继续培养M 间隔 I D 半量

更换培养基，补充细胞因子 ()*+，,-*./0M 第 [ 日收

获未成熟 ’.（ <AA"7?43 D3;D4<7<8 83BB@，<’.）；或者第

P 日换液时加入 !10*!（PT W ITK ;> H )），刺激 +J 9 后

即第 O 日收获成熟 ’.（A"7?43 D3;D4<7<8 83BB@，A’.）M
IM RM KS 重组腺病毒增强离心法转染 ’.S 参照文献

［K］，采用离心法增强腺病毒转染 ’.M
IM RM +S 转染后 ’. 中 ’3B7"15OK! 的表达S 收集 ’.，

腺病毒转染 +J 9 的 ’. H :D*’3B7"15OK! 以及对照组

的 ’. H :D*874BM $!*2.$ 分析 ’3B7"15OK! A$1: 水

平；\3@734; %B67 分析 ’3B7"15OK! 蛋白表达水平M
IM RM PS 转染前后 ’. 表面标志物的变化S 收集 ’.，

2%/ 洗涤细胞后，分别加入待检测的 .’I"，.’JK 及

=):*’$ 抗体及其 同 型 对 照；+Z 避 光 孵 育 KT A<;
后，2%/ 液洗涤 R 次后上机检测M
IM RM [ S ’. 凋 亡 水 平 的 变 化 S 转 染 O D 收 集

’3B7"15OK! 腺病毒感染的 ’.（ 对照组采用正常培养

’.，:D*F,02 转染的 ’.）；将细胞悬浮在 I W 结合缓

冲液中，调整密度为（R ] P）W ITJ H )；将细胞悬液和

2F 标记 :;;3G<; L 混合，室温孵育 IT A<;；离心，2%/

洗涤细胞；使用 I W 结合缓冲液重悬细胞；2( 染色细

胞（终浓度为 I W ITK "> H )），流式细胞仪分析M
统计学处理：用 /2//IIM T 软件分析数据；! ^

TM TP为差异显著，! ^ TM TI 为差异非常显著M

"# 结果

"$ !# %& 的分离# 在诱导培养 ’. 过程中，第 P 日在

光镜下即可见细胞呈半悬浮生长，胞膜向外延伸出树

枝状突起，.’I" _ 细胞约占 R‘U M 加入 !10*! 刺激

+J 9 后其突起明显增多M 培养 O D 时表型检测 .’JK
细胞约占 ‘IU，=):*’$ 表达约占 ‘RU，均较各自未

成熟组明显增多M 扫描电镜观察，胞质突起形成典型

的树枝状，并可见 ’. 的粗糙表面（图 I）M
"$ !# 重组腺病毒转染 %& 以及 %’()*+,-.! 的表达

# 采用 RTT -M VM ( 重组 ’3B7"15OK! 腺病毒有效转染

<’.（图 R）M 绝大部分细胞均出现绿色荧光的表达；

最佳 -M VM ( 根据转染过后的效率以及对 ’. 的细胞

毒性综合优化为 RTT（具体数据未列出）M $!*2.$ 及

\3@734; %B67 结果证实通过 RTT -M VM ( 重组腺病毒转

染 ’. 后，可以观察到 ’3B7"15OK! A$1: 及其蛋白在

’. 中的表达（图 K）M

:：光镜S W +TT；%：扫描电镜S W KTTTM

图 IS 人脐带血来源 ’. 的分离

"M .# 标志物的变化# 转染后的 ’. 表面分子 .’JK，

=):*’$ 均较 <’. 表达水平增加，接近 A’. 水平（图

+）M .’JK，=):*’$ 表达的上调在 :D*’3B7"15OK! 和

:D*874B 组间没有差异，提示 ’3B7"15OK! 对 ’. 表面

分子的表达没有明显作用M
"M /# 凋亡水平的改变# 重组腺病毒转染 ’. O D 后，

’3B7"15OK! 组 ’. 存活率显著高于另外两组；而正常

培养 ’. 以及空腺病毒载体转染组之间没有显著差

异M 同时，’3B7"15OK! 组 ’.@ 的存活率达（OIM T a
RM J）U，显著高于另两组；而正常培养 ’. 以及空腺
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病毒载体转染组之间没有显著差异（分别为（!"# ! $
%# &）’，（(!# ! $ "# !）’）#

)：光镜* + ,%%；-：倒置荧光显微镜* + ,%%#

图 .* 重组腺病毒转染后 /0 镜下特征

)：123401 分 析 /56789:&"! ;19) 的 表 达# "38<7=>：内 参；,：/?
.%%%；.：)@3<7A6 转染的 /0；"：)@3/56789:&"! 转染的 /0# -：B5C75A>
-6D7 分析带 E) 标签的 /56789:&"! 蛋白的表达情况# ,：蛋白分子质

量；.：)@3<7A6 转染的 /0；"：)@3/56789:&"! 转染的 /0#

图 " * F# G# H .%% 的 /56789:&"! 重 组 腺 病 毒 转 染 /0 后

/56789:&"! 的表达

!" 讨论

/0 是启动免疫反应最关键的抗原呈递细胞，但

由于 /0 具有高度不均质性，其分化以及功能很容易

受外界因素的影响；且恶性肿瘤可以通过分泌一系列

的免疫抑制因子，致使 /0 功能失调，从而系统的影

响免疫抗瘤效应# 我们采用在体外诱导培养 /0，经

含全长 /56789:&"! 基因重组腺病毒修饰，探讨 /0 功

能变化及进一步用于抗瘤的可行性#
首先，肿瘤可以干预 /0 的成熟状态；而重组腺

病毒转染可促进 /0 的活化# 从多种肿瘤患者肿瘤中

分离的 /0，其共刺激分子 0/I%，0/IJ 等均低表达，

即表型主要为未成熟表型，其 2 细胞刺激能力明显

减弱，体外诱导同源 0/( K 2 细胞无力；是否诱导 2
细胞 的 死 亡［(］# 未 成 熟 /0 对 成 熟 刺 激 因 子 LF3
0MN，29N3! 或 0/(%? 均呈低反应性，提示并非缺乏

成熟刺激因子，可能是肿瘤相关产物抑制了其成熟#
我们的实验结果显示 /56789:&"! 对 /0 的成熟并没

有直接的影响，但重组腺病毒的转染，可以显著提高

相 关 共 刺 激 分 子 的 表 达，促 进 /0 的 成 熟；而

/56789:&"! 的表达，却显著地诱导了 E?)3/1 的表

达，提示 /0 高效表达 FE0 H 类和 FE0 HH 类分子，为

下一步的有效抗原呈递提供了基础#

图 (* )@3/56789:&"! 转染 =/0 (I O 后表型分析

* * 其次，肿瘤患者体内易发生 /0 的自发性凋亡以

及 2 细 胞、肿 瘤 细 胞 介 导 的 /0 凋 亡［!］；而

/56789:&"! 重组腺病毒转染可抑制 /0 的凋亡，提高

其生存率# 相比于 =/0，;/0 更容易发生自发性凋

亡［J］# /0 与 0/( K 2 细胞发生抗原特异性作用后，

/0 立即进入凋亡过程；该过程部分受 0/P!30/P!?
（即 N8C3N8C?）信号通路的调节# 已经证实 /0 的生存

期显著影响着在体 /0 诱导 2 细胞聚集增殖能力以

及维持有效抑瘤免疫学效应的能力［&］# 通过 29N 受

体修饰 /0，可以显著抑制 /0 的自发性凋亡，使其生

存期 长 于 正 常 对 照 /0 以 及 空 病 毒 载 体 转 染 的

/0［I］# 瘤内注射表达抗凋亡分子 -0?3Q? 的 /0 疫

苗可以诱导更强的抗瘤效应；并证实与 /0 生存期延

长相关［P］# 本研究 /0 的生存率明显高于正常对照

/0 以及含 RLN4 病毒转染的 /0，亦即 /56789:&"!
可以抑制 /0 细胞的自发性或诱导性凋亡，这将提高

/56789:&"! 修饰 /0 的 2 细胞聚集增殖能力以及有

效抑瘤免疫反应能力#
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!" 引言" 应急卫生防疫保障信息是指在应急状态下，一切与

卫生防疫保障有关的或者能为卫生防疫保障提供有效服务的

消息、数据、文字、程序和情报等: 应急卫生防疫保障信息作

为应急卫生防疫保障的基础和关键因素，其对应急卫生防疫

保障的影响集中体现在信息的处理过程，对采取保障措施时

间的影响，从而影响卫生防疫保障的效果: 我们以突发公共

卫生事件的案例分析为基础，提出应急卫生防疫保障信息时

效性的观点，并对其影响要素作以简要分析:

#" 案例分析" 6IB6 年霍乱流行案例［6］: 此次霍乱的流行过

程是 6IB64>B4>L ] 6IB64>L467，事件持续的时间较长: J 月份发

病人数达到 ?L@ 例，J ^ 67 .0 期间，发病人数逐渐增多，至 67
月份发病人数达 ?@6K 例: 虽然在 J 月上旬，防疫部门得到疫

情信息，采取了紧急措施，但发病人数仍然呈上升趋势，未能

遏制疫情的蔓延: J 月份的死亡率为 66: 7B_，此后至 67 月份

死亡率有所下降，为 I: I?_ : J 月 L 日事发地阳江县才将疫情

信息上报，卫生防疫部门接到信息后，立即奔赴现场，于 J 月 B
日赶抵事发现场，立即采取措施，展开全面封锁患者或带菌者

所在的村庄、街道，禁止出售可能传播霍乱的任何食品，对阳

性水体进行消毒并严禁使用，预防接种等一系列应对措施:
但是，采取紧急措施的时间距离第一例病例发病时间已相隔

约 6 .0，由于时间间隔较长，虽然防疫人员竭尽全力，仍未查

清该次霍乱是由什么渠道，由何处出入事发地，对于 B 月 L 日

以前是否还有同类患者发生，也无从调查和确认: 在此次霍

乱的大流行中，由于疫情信息迟报 6 ‘ .0，即使防疫部门在接

到信息后立即反应，采取各种应急措施，也无法遏制疫情的蔓

延和发展:
因井水污染引发的食物型 V6@I 霍乱暴发［6］: 首发病例时

间 7>>?4>L4>? 早上 L：@>，于 L 日早上 7 点入院，I：?L 疑似霍

乱疫情信息报至防疫部门，至 L 月 6> 日疫情即告平息: 该案

例疫情发现及时，传递迅速，应急处理得当，使得疫情被迅速

扑灭:

$" 讨论

7: 6[ 应急卫生防疫保障信息时效性的基本观点[ 信息的时

效性是指在一定的时间范围内，信息是有价值的，但随着时间

的推移，信息可利用的价值就可能失去，从而变成过时的信

息: 应急卫生防疫保障的整个过程依赖于信息的传递和处

理，及时、准确、完整的信息在应急卫生防疫保障中起着沟通、

协调、组织的作用: 突发事件的突发性、公共性、危害性、复杂

性、多变性的特点就决定了其信息在短时间内大量涌现、瞬息

万变，有效信息可能在很短的时间内失去价值，变成过时信

息，即应急卫生防疫保障信息具有明显的时效性:
7: 7[ 应急卫生防疫保障信息时效性的影响因素[ 对信息时

效性的影响因素主要从信息传递者、信息接收者、信息传递渠

道［7］方面分析: 信息传递者专业素质低或不具备专业素质、

对信息收集和传递的重要性没有认识、对应急卫生防疫保障

不了解，就无法获取信息的潜在价值，对预示性的信息视而不

见，不能及时完整的收集和传递信息或使用错误的收集和传递

方法都会严重的影响信息的时效性，导致信息的失真、失效:
信息传递渠道是信息由传递者到接收者的惟一通道，其

对信息时效性的影响通常由于组织内部机构庞杂、层次繁多，

信息传递渠道迂回曲折或信息传递系统不健全、分工不明确，

这不仅影响传递速度，而且容易造成信息传递中断:
信息接收者是信息传递的最终接受者，信息作用的发挥、

价值的体现，很大程度上依赖于信息接受者对信息的接收和

利用程度，无论信息传递多么及时、完整，如果信息接收者对

其不重视，反应不及时，信息应有的作用没有发挥，也谈不上

信息的时效性:
另外，其时效性还受到应急卫生防疫保障外部环境的影

响，例如技术条件、政策支持、组织机构和经费支持等:
应急卫生防疫保障信息的时效性的论证和提出，对应急

卫生防疫保障中信息及时、有效的传输和处理提供依据和支

持，信息的时效性特点就要求我们在应急处理中重视信息的

传输，减少干扰因素的影响，保证其时效性，使卫生防疫保障

得以顺利完成:
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