
微囊化小鼠白介素１２基因工程细胞的长效抗肿瘤作用

孝作祥，郑 树，潘月龙

（浙江大学肿瘤研究所，浙江 杭州 ３１０００９）

摘要：目的 探讨通过微囊化能否获取长效抗肿瘤

的小鼠白介素１２（ｍＩＬ１２）基因工程细胞。方法 构

建ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２重组表达质粒，然后稳定转染
ＣＨＯ细胞，采用海藻酸钠微囊制作技术，将 ｍＩＬ１２
基因修饰的ＣＨＯ细胞包裹。观察微囊化 ｍＩＬ１２基
因工程细胞的ｍＩＬ１２释放，并将微囊化细胞植入荷
瘤小鼠体内，测定小鼠的抗肿瘤免疫功能及抑瘤效

应。结果 微囊化 ｍＩＬ１２基因工程细胞产生的
ｍＩＬ１２蛋白可自由透过微囊膜。植入荷瘤小鼠体内
２１ｄ后，微囊化ｍＩＬ１２基因工程细胞治疗组血清中
ｍＩＬ１２，ｍＩＬ２及 ｍＩＦＮγ水平分别为 （５４９±５３），
（１８０±２９）和（１００８±１５６）ｎｇ·Ｌ－１，而ｍＩＬ４，ｍＩＬ１０水
平则显著降低。脾脏细胞毒 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）活性
及自然杀伤细胞（ＮＫ）活性均显著增高，肿瘤生长受
到显著性抑制，荷瘤小鼠的存活期明显延长。结论

微囊化ｍＩＬ１２基因工程细胞在体内可持续、稳定地
释放ｍＩＬ１２，能激发机体产生持久而强大的抗肿瘤
免疫反应，对实验小鼠产生明显的抗肿瘤效应并延

长其生存期。
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白介素１２（ＩＬ１２）是最具有抗肿瘤应用前景的
细胞因子之一，但其在Ⅱ期临床实验中却可出现严

重毒副作用［１，２］。近年来 ＩＬ１２的基因治疗倍受重
视。ＩＬ１２基因治疗的关键是能否激发机体持久的
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抗肿瘤免疫反应。其中 ＩＬ１２表达的量和时间是重
要的影响因素，长期较高浓度地表达 ＩＬ１２，可以诱
导持久免疫［３］，进而产生强大的抗肿瘤效应。

微囊化细胞（ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓ）技术与基因
工程的结合可为 ＩＬ１２的基因治疗提供一条行之有
效的新途径。微囊化细胞是应用海藻酸钠等亲水性

高分子材料将细胞包裹所形成的的球囊，当植入在

体内后，囊内细胞可保持存活并防止细胞逸出囊外；

这一途径可使基因工程细胞产生的重组蛋白长时

间、稳定地释放，在体内持续发挥其功能［４］。

在本研究中，构建了重组表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍＩＬ１２，稳定转染中国仓鼠卵巢（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒ
ｏｖａｒｙ，ＣＨＯ）细胞，将可持续释放小鼠 ＩＬ１２（ｍｕｒｉｎｅ
ＩＬ１２，ｍＩＬ１２）的基因工程细胞进行微囊包裹，植入
荷瘤小鼠体内。观察微囊化 ｍＩＬ１２基因工程细胞
在体产生 ｍＩＬ１２的稳定性及其抗肿瘤免疫反应。
探讨对实验性肿瘤的治疗效果。

１ 材料与方法

１．１ 主要试剂及仪器

ＳｕｐｅｒｆｅｃｔＴＭ转染试剂和Ｇ４１８（ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ）购自美国
ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；ＲＰＭＩ１６４０购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；海藻
酸钠（ａｌｇｉｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ）、氯化钡（ＢａＣｌ２）及各种孔径的
微滤器均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。ｍＩＬ２，ｍＩＬ１２，ｍＩＬ
１４，ｍＩＬ１０和ｍＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自Ｅｎｄｏｇｅｎ
公司；细胞毒 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）活性检测试剂盒购
自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；双腔式微囊发生装置由本所
自行研制。

１．２ 动物及细胞株

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，♂，６～８周，购自上海西普尔必
凯动物有限公司；结肠腺癌细胞株 ＣＴ２６细胞及
ＹＡＣ１细胞由浙江大学免疫研究所提供；ＣＨＯ细胞
由本所常规传代培养。

１．３ 质粒构建

按文献［５］构建具有生物学活性的 ｍＩＬ１２双亚
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基ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２表达质粒。
１．４ ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２表达质粒转染 ＣＨＯ细胞
及ｍＩＬ１２释放水平测定

用转染试剂 ＳｕｐｅｒＦｅｃｔＴＭ将 ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２表
达质粒转入 ＣＨＯ细胞（按说明书操作），药物 Ｇ４１８
进行筛选，获得单克隆高分泌 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ
１２细胞。常规 ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％新生小牛
血清）中培养ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞，每隔２ｈ
收集培养上清，－２０℃保存，用ＥＬＩＳＡ方法检测 ｍＩＬ
１２表达量。
１．５ 微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞的制备
及ｍＩＬ１２释放测定

按改良的文献［６］中的方法进行，简述如下：将
海藻酸钠配置为１．５％ 溶液，分别用 １．２，０．８，０．４５
及０．２２μｍ的微滤器过滤、除菌。将 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ
３．１／ｍＩＬ１２细胞按比例 （０．５×１０９Ｌ－１海藻酸钠）混
合于海藻酸钠溶液中，用双腔式微囊发生装置将细

胞悬浮液喷射入４．９％的 ＢａＣｌ２溶液（ｐＨ７．４）中，１０
ｍｉｎ后，用 １×ＰＢＳ液洗涤 ３次，置于含 １０％小牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０中，孵箱中培养（３７℃５％ ＣＯ２）。镜
下动态观察囊内细胞的生存情况。每隔２ｈ收集培
养上清１次，－２０℃保存，用 ＥＬＩＳＡ方法检测 ｍＩＬ１２
的释放量，绘制释放曲线。

１．６ 荷瘤小鼠模型及其治疗

将处于对数生长期的 ＣＴ２６细胞用１×ＰＢＳ洗２
次，悬浮于无血清 ＲＰＭＩ１６４０中（２×１０９Ｌ－１），于小
鼠右后腿ｓｃ０．１ｍＬ，即２×１０５个ＣＴ２６细胞。ｄ２将
６０只荷瘤小鼠随机分为４组，每组１５只，分别给予
不同的治疗。于治疗 ２１ｄ后随机取每一组中的 ５
只小鼠处死。其余小鼠观察长期存活。

ＲＰＭＩ１６４０组：ｓｃＲＰＭＩ１６４０，每只小鼠０．２ｍＬ。
ＣＨＯ细胞微囊组：ｓｃＣＨＯ细胞微囊，每只 １×

１０５个细胞。
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞组：ｓｃＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／

ｍＩＬ１２细胞，每只１×１０５个细胞。
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞微囊组：ｓｃＣＨＯ／

ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞微囊，每只１×１０５个细胞。
１．７ 小鼠细胞毒 Ｔ淋巴细胞活性及自然杀伤细胞
活性检测

均采用４ｈ５１Ｃｒ释放法，检测自然杀伤细胞（ｎａｔ
ｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）活性时选用ＹＡＣ１细胞为靶细胞，效
／靶比为 ５０∶１；检测细胞毒 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏ
ｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬ）活性时以ＣＴ２６细胞作为靶

细胞，效／靶比为 ２０∶１。ＮＫ及 ＣＴＬ活性如下式计
算：

杀伤活性（％）＝（实验孔ｃｐｍ－自然释放孔ｃｐｍ）／（最大
释放孔ｃｐｍ－自然释放孔ｃｐｍ）×１００％

１．８ 小鼠血液中细胞因子的检测

小鼠被处死前摘眼球放血，采用ＥＬＩＳＡ方法（按
说明书操作）检测其血清中 ｍＩＬ２，ｍＩＬ１２，ｍＩＬ４，
ｍＩＬ１０及ｍＩＦＮγ水平。
１．９ 肿瘤大小及荷瘤鼠生存期观察

接种ＣＴ２６结肠腺癌细胞造模后，仔细观察小鼠
生存情况和肿瘤的生长。每 ２ｄ用游标卡尺测量 １
次肿瘤大小（最大径＋垂直径／２）。每组 １０只荷瘤
鼠用于观察生存时间，所有存活小鼠观察到 ６０ｄ
止。

１．１０ 统计学处理

应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理，以成组样本 ｔ检
验，分析各组之间差异。以 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ过程分析
来检测各组荷瘤鼠的生存时间。

２ 结果

２．１ 微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞培养上
清ｍＩＬ１２释放水平

将 ｍＩＬ１２基因转染 ＣＨＯ细胞（ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ
３．１／ｍＩＬ１２）包裹成直径约为０．５ｍｍ的海藻酸钠微
囊（图１）。将微囊化ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞与
非微囊细胞体外培养，用 ＥＬＩＳＡ方法检测培养上清
中ｍＩＬ１２的含量。结果显示２×１０５个微囊化ＣＨＯ／

Ｆｉｇ１． ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏ
ｃａｐｓｕｌｅｓ，ｓｈｏｗｉｎｇｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ．

·９４３·中国药理学与毒理学杂志 ２００２年１０月；１６（５）



ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞与非微囊细胞培养上清中平
均ｍＩＬ１２浓度为２４ｈ达５．５６和５．６２μｇ·Ｌ

－１，最高

表达量为２４ｈ达５０．１和５１．２ｎｇ。将测定培养上清
中的ｍＩＬ１２浓度绘制分泌曲线，两组之间无明显差
别（图２）。表明ｍＩＬ１２蛋白能够自由通透海藻酸钠
微囊膜。

２．２ 细胞毒Ｔ淋巴细胞活性及自然杀伤细胞活性
测定

微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞治疗组的
ＮＫ及ＣＴＬ活性分别为（５９．３±８．２）％和（６０．９±

Ｆｉｇ２． ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｏｆｍＩＬ１２ｆｒｏｍｍｉｃｒｏｅｎｃａｐ
ｓｕｌａｔｅｄＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ．（○）ＣＨＯ／ｐｃＤ
ＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ，ｎｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ，（●）ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ．ＭｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．
１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍａｔａｄｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ２×１０５ｃｅｌｌｓｐｅｒｗｅｌｌ．Ｔｈｅｍｅｄｉｕｍｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｅｖｅｒｙ
２ｈａｎｄａｓｓａｙｅｄｆｏｒｍＩＬ１２ｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ．ＭｅｄｉｕｍｆｒｏｍＣＨＯ／ｐｃＤ
ＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｅｌｌｓｗａｓｕｓｅｄａｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｉｓ
ｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｍＩＬ１２ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｌｄｒｅｌｅａｓｅｆｒｅｅｌｙｆｒｏｍｔｈｅｍｉ
ｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ．

Ｔａｂ１． Ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ（ＮＫ）ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（ＣＴＬ）ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ
Ｇｒｏｕｐ ＮＫ／％ ＣＴＬ／％

ＲＰＭＩ１６４０ １７．３±３．０ ２１．１±２．２

ＣＨＯｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ １９．０±１．５ ２２．８±３．６

ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ

１９．７±２．２ ２１．６±１．７

ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ
１２ｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ

５９．３±８．２ ６０．９±１１．２

ＴｈｅＹＡＣ１ａｎｄｔｈｅＣＴ２６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓｆｏｒｔｈｅＮＫ
ｏｒＣＴＬａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ａｔｅｆｆｅｃｔｏｒ：ｔａｒｇｅｔ（Ｅ∶Ｔ）ｒａｔｉｏｓｏｆ５０∶１（ｆｏｒＮＫ）ａｎｄ２０∶１（ｆｏｒ
ＣＴＬ）ｂｙａｓｔａｎｄａｒｄ４ｈ５１Ｃｒｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜
０．０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．

１１．２）％，与其他各组比较差异明显升高（表１）。表
明微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞植入体内后
能有效地激活小鼠的细胞免疫活性。

２．３ 治疗后荷瘤鼠血清中各细胞因子水平

经微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞治疗后
２１ｄ，荷瘤小鼠血清中ｍＩＬ１２，ｍＩＬ２及ｍＩＦＮγ呈高
水平，分别为（５４９±５３），（１８０±２９）和（１００８±１５６）

ｎｇ·Ｌ－１；而ＩＬ４，ＩＬ１０则明显降低。与其他各组比
较，差异均有显著性意义（表２）。
２．４ 对小鼠移植瘤的抑制作用及小鼠存活期的影

响

微囊化ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞移植后，肿
瘤生长受到显著抑制，与其他各组比较，差异有显著

意义（Ｐ＜０．０１，图３）。每组荷瘤鼠１０只用于观察
生存时间。对所有存活鼠至少监测６０ｄ，结果显示

Ｔａｂ２． Ｃｙｔｏｋｉｎｅｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｏｄｅｌ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｙｔｏｋｉｎｅｌｅｖｅｌｉｎｓｅｒｕｍ／ｎｇ·Ｌ－１

ｍＩＬ１２ ｍＩＬ２ ＩＦＮγ ｍＩＬ４ ｍＩＬ１０

ＲＰＭＩ１６４０ ９５±２４ ４５±１４ １６２±２９ ９６±１４ ９０±１７

ＣＨＯｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ ８５±３２ ４２±１１ １６９±３１ １０５±１８ １０５±１５

ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ

８７±２２ ３９±１２ １７６±２８ ８９±１１ ９２±１０

ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ

５４９±５３ １８０±２９ １００８±１５６ ２５±１０ ２７±８

Ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｔ２１ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｂｙＥＬＩＳＡ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

·０５３· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００２ Ｏｃｔ；１６（５）



Ｆｉｇ３． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｂｙｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕ
ｌａｔｅｄＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ．Ｔｗｏｄａｙｓａｆｔｅｒｔｕ
ｍｏｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｓｃｗｉｔｈＲＰＭＩ１６４０（○），
ＣＨＯｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ（●），ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ（△）ａｎｄ
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ（▲），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｕｍｏｒ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｗｅｒｅｍａｄｅｗｉｔｈｃａｌｉｂｅｒｓｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙａｆｔｅｒｔｕｍｏｒ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞治疗组较其他
各组小鼠存活期显著延长（Ｐ＜０．０５，图４）。

Ｆｉｇ４． Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｏｄｅｌ．Ｔｗｏｄａｙｓａｆｔｅｒｔｕｍｏｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｓｃｗｉｔｈＲＰＭＩ１６４０（○），ＣＨＯｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ（●），
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２ｃｅｌｌｓ（△）ａｎｄＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２
ｃｅｌｌｃａｐｓｕｌｅ（▲），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｅｎｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ（ｎ＝１０）
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ．Ａｌｌｓｕｒｖｉｖｉｎｇ
ｍｉｃｅｗｅｒｅｍｏｎｉｔｏｒｅｄｆｏｒａｔｌｅａｓｔ６０ｄ．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３ 讨论

本研究显示应用微囊化ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２
细胞植入体内后，囊内细胞可保持存活并防止细胞

逸出囊外。通过长时间、稳定地释放有活性的重组

蛋白，在体内持续发挥其功能，从而诱导强有力的抗

肿瘤免疫反应，并对鼠结肠癌模型有显著疗效。

近年来研究表明，通过 ＩＬ１２基因工程细胞治
疗激发的局部免疫反应，可增强全身性的抗肿瘤免

疫效应、减少全身性的毒副作用［７，８］。最近已有Ⅰ

期临床试验的报道［９］。这些基因治疗应用自体或同

系的成纤维细胞或肿瘤细胞为 ＩＬ１２基因的载体细
胞，经体外培养、转染及筛选后直接注入体内。由于

基因工程细胞在体内存活时间短，不能长时间、持续

地产生 ＩＬ１２活性蛋白，影响了抗肿瘤疗效的提高。
而自体体细胞或肿瘤细胞需经体外长时间培养、转

染及筛选等操作的困难也不利于临床的应用。与此

不同，微囊化 ＩＬ１２工程细胞可在体内长时间、持续
分泌 ＩＬ１２活性蛋白的特性，有希望为 ＩＬ１２治疗肿
瘤提供一条行之有效的途径。

由于海藻酸钠微囊的半通透性、“免疫隔离”特

性和良好的组织相容性，既能保持微囊化细胞在体

内长时间存活又可重复进行体内治疗［１０］。已有不

少报道证实微囊化细胞技术已成功用于其他疾病的

治疗［６，１０，１１］。本实验结果显示，体外培养的微囊化

ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞与非微囊化细胞的
ｍＩＬ１２最高表达量２４ｈ可达５０．１和５１．２ｎｇ。囊内
的ｍＩＬ１２蛋白可自由透过微囊膜，从而保证了微囊
化细胞移植入体内后可充分发挥其生物效应；在微

囊化ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞ｓｃ２１ｄ后，荷瘤鼠
血清中 ｍＩＬ１２，ｍＩＬ２及 ｍＩＦＮγ呈显著性高水平，
而ＩＬ４，ＩＬ１０则明显降低。表明持续稳定的ｍＩＬ１２
蛋白表达促进了 Ｔｈ０向 Ｔｈ１的分化，使荷瘤鼠体内
以Ｔｈ２细胞因子占优势状态（肿瘤免疫逃逸的机理
之一）转变为以 Ｔｈ１细胞因子占优势；同时，微囊化
ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞治疗组的细胞毒 Ｔ淋
巴细胞活性及自然杀伤细胞活性明显升高。这些结

果显示微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞产生的
ｍＩＬ１２能有效地诱导 ＩＦＮγ产生、增强自然杀伤细
胞活性、促进细胞毒 Ｔ淋巴细胞活性分化和 Ｔｈ１的
分化，这与文献报道的 ＩＬ１２产生抗肿瘤活性的主
要机理一致［１２］。

值得指出的是应用微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／

·１５３·中国药理学与毒理学杂志 ２００２年１０月；１６（５）



ｍＩＬ１２细胞治疗后，产生显著抗肿瘤效应的同时，未
观察到严重的毒副作用，如毛发凌乱皱缩、懒散无生

气等这些在应用 ＩＬ１２重组蛋白全身治疗时常出现
的副作用。而微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞
治疗组荷瘤鼠的生存期显著延长。这表明此治疗途

径与应用 ＩＬ１２重组蛋白全身治疗相比较，表现出
更好的耐受性和安全性的优势。

以上抗瘤免疫效应是由１０５个ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍＩＬ１２细胞经微囊化包裹后所产生的。较文献报道
的ｍＩＬ１２肿瘤疫苗以及电穿孔法将 ＩＬ１２质粒导入
机体正常组织的方法更能有效地发挥其抗瘤免疫效

应［１３，１４］。此作用的产生是由于微囊化细胞在体内

像“细胞工厂”一样可持续而稳定地分泌 ｍＩＬ１２，长
时间维持较高血水平的 ｍＩＬ１２，从而激发持久而强
大的抗肿瘤免疫反应，达到抗肿瘤的生物效应。

综上所述，微囊化 ＣＨＯ／ｐｃＤＮＡ３．１／ｍＩＬ１２细胞
在荷瘤鼠体内可长时间持续产生并释放 ｍＩＬ１２，从
而激发机体产生持久的抗肿瘤免疫反应，对小鼠移

植瘤有显著的抑制作用而无严重毒副作用。本实验

研究为应用细胞因子基因治疗恶性肿瘤提供了一条

有效途径。
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