
书书书

·论　　著·

重组腺病毒介导Ｈｓｐ７０基因表达对胰腺癌荷瘤小鼠的免疫功能影响
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　　摘　要：目的　观察重组腺病毒介导热休克蛋白质７０（Ｈｓｐ７０）基因表达对胰腺癌荷瘤小鼠的治疗作用及其对免疫功能的影

响。方法　建立胰腺癌荷瘤小鼠动物模型，随机分为荷瘤组、对照组和治疗组，对比不同时间点三组肿瘤大小，评价抑瘤效果。通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植瘤组织Ｈｓｐ７０蛋白表达，流式细胞仪检测脾单核细胞中ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋细胞比例，ＥＬＩＳＡ检测血清中细胞

因子ＩＬ２、ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＩＬ１０的含量。结果　与荷瘤组和对照组相比，治疗组肿瘤生长受到明显抑制（犘＜０．０５或犘＜０．０１），脾单

核细胞中ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞比例明显增加（犘＜０．０１）。治疗组血清中细胞因子ＩＬ２、ＩＮＦγ含量较荷瘤组和对照组明显增加（犘＜

０．０１），ＩＬ１０含量则明显减少（犘＜０．０１）。结论　重组腺病毒介导的 Ｈｓｐ７０基因表达对荷瘤小鼠胰腺癌动物模型的肿瘤生长具

有抑制作用，其机制与激发免疫系统功能有关。
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　　热休克蛋白质７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，Ｈｓｐ７０）是一类广

泛存在于各种生物体内的进化上高度保守的细胞应激蛋白。

研究已证实，肿瘤细胞来源的 Ｈｓｐ７０不仅可作为抗原提呈的

辅助分子参与肿瘤抗原肽的加工和处理，增强肿瘤抗原的稳定

性和免疫原性，而且可作为抗原呈递分子直接将肿瘤抗原肽递

呈给Ｔ细胞，特别是细胞毒性Ｔ细胞，从而诱导机体产生强大

的抗肿瘤免疫效应［１３］。近年来，以 Ｈｓｐ７０为基础的肿瘤疫苗

受到了学者的广泛关注，本研究利用前期构建的表达 Ｈｓｐ７０

基因的重组腺病毒治疗胰腺癌荷瘤小鼠动物模型，观察该重组

腺病毒对荷瘤小鼠移植瘤生长的抑制作用及其对免疫功能的

影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人胰腺癌细胞株ＢｘＰＣ３为长海医院消化内科实

验室保存，ＢｘＰＣ３细胞在含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液，

３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培养，培养液中含青霉素、链霉素各１０

Ｕ／ｍＬ。表达 Ｈｓｐ７０基因的重组腺病毒 Ａｄ５ｐＣＥＡＨｓｐ７０以

及对照病毒 Ａｄ５ｃｏｎｔｒｏｌ为本研究前期所构建
［４］。小鼠抗人

Ｈｓｐ７０单克隆抗体购自Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ公司；ＦＩＴＣ标记的抗小鼠

ＣＤ４、ＣＤ８单克隆抗体为ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品；ＩＬ２、ＩＮＦγ、

ＩＬ４、ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自ＢＤ公司，清洁级健康雄性

的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２４只，体质量（２０±２）ｇ，６～８周龄，购于上海

中科院斯莱克动物中心，第二军医大学动物实验中心饲养。

１．２　方法

１．２．１　胰腺癌荷瘤小鼠动物模型的建立　常规培养ＢｘＰＣ３

细胞，收集处于对数生长期的细胞，调整细胞浓度，将总量为

５×１０６ 的细胞接种于Ｃ５７ＢＬ／６小鼠腹部皮下。每周两次观察
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荷瘤小鼠皮下瘤的生长情况，以游标卡尺测量瘤体的长径和短

径，通过ａ×ｂ２／２（ａ为长径，ｂ为短径）计算移植瘤的大小
［５］。

１．２．２　实验分组及处理　待小鼠皮下形成直径约０．５ｃｍ的

移植瘤后，随机将小鼠分为荷瘤组、对照组和治疗组，每组共８

只动物。其中荷瘤组不作任何治疗；对照组给予腹腔注射溶于

１００μＬＰＢＳ的对照病毒２×１０
８ＰＦＵ，每隔１ｄ１次，共注射５

次；治疗组给予腹腔注射溶于１００μＬＰＢＳ的重组腺病毒２×

１０８ＰＦＵ，每隔１ｄ１次，共注射５次。

１．２．３　抑瘤效果和抑瘤率的评价　每周两次观察荷瘤小鼠的

皮下瘤的生长情况，绘制肿瘤生长曲线，评价抑瘤效果。当荷

瘤组肿瘤体积长至约１０００ｍｍ３ 时，以３％戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉各组实验动物，通过摘除眼球取血后处死动物，剥离皮

下移植瘤，电子天平称质量，计算肿瘤抑制率。抑瘤率＝［（荷

瘤组平均瘤质量－治疗组平均瘤质量）／荷瘤组平均瘤质量］×

１００％。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植瘤组织 Ｈｓｐ７０蛋白表达　用

ＲＩＰＡ裂解液制备移植瘤组织蛋白，蛋白分析系统（ＢｉｏＲａｄ）测

定蛋白浓度，上样于２０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转染到硝酸纤维

膜。室温下用含５％脱脂奶粉的１×ＰＢＳ封膜２ｈ。加入

Ｈｓｐ７０单克隆抗体，４℃孵育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔二抗，室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显影。结果

用凝胶图像软件分析系统对胶片扫描，与内参照βａｃｔｉｎ进行

比较，计算其比值。

１．２．５　脾指数测定　摘取小鼠的脾脏，用滤纸吸干残血后，电

子天平称质量，计算脾脏指数。脾脏指数＝［脾脏质量（ｍｇ）／

小鼠体质量（ｇ）］×１００％。

１．２．６　流式细胞仪检测脾单核细胞中ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋ 细胞比

例　分离小鼠脾脏，制备单细胞悬液，经ＦＩＴＣ标记的抗小鼠

ＣＤ４、ＣＤ８单克隆抗体标记后，通过流式细胞仪检测 ＣＤ４＋、

ＣＤ８＋细胞比例。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ测定外周血中细胞因子的含量　取各组实验

动物的外周血，离心后收集血清，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行

操作，检测细胞因子ＩＬ２、ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＩＬ１０的含量。

１．２．８　酶法检测各组动物肝、肾功能　采用酶法通过 ＨＩＴＡ

ＣＨＩ７１５０型自动生化分析仪测定各组动物血清天冬氨酸转氨

酶（ＡＳＴ），丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、尿素氮（ＢＵＮ）以及肌酐（Ｃｒ）

含量。

１．３　统计学处理　所有数据均应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行

分析，计量资料以狓±狊表示，两组间均数比较采用狋检验，多

组均数比较采用单因素方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　重组腺病毒对荷瘤小鼠皮下移植瘤的生长抑制作用　

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠皮下接种ＢｘＰＣ３细胞后，５～７ｄ后可以看见并

能触及瘤结节，成瘤率１００％。荷瘤组和对照组瘤体生长迅

速，两组之间各个时间点肿瘤体积均差异无统计学意义；治疗

组肿瘤生长则受到明显抑制，与荷瘤组和对照组各个时间点肿

瘤体积相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１），见图

１。实验终止时，治疗组的肿瘤质量为（０．６２±０．１８）ｇ，显著低

于荷瘤组和对照组［（１．３２±０．２７）ｇ，（１．２７±０．２９）ｇ；犘＜

０．０１］；治疗组的肿瘤抑制率为５３．１％，而对照组的肿瘤抑制

率为３．７９％。

２．２　重组腺病毒对荷瘤小鼠皮下移植瘤 Ｈｓｐ７０蛋白表达的

影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图２），重组腺病毒能够较好的

介导 Ｈｓｐ７０蛋白在荷瘤小鼠皮下移植瘤表达，治疗组 Ｈｓｐ７０

蛋白相对表达量为０．９７±０．１８，显著高于对照组与荷瘤组

（０．３１±０．０９，０．２７±０．０７；犘＜０．０１）。

图１　　重组腺病毒对胰腺癌荷瘤小鼠皮下

移植瘤生长的影响

　　１：荷瘤组；２：对照组；３：治疗组

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈｓｐ７０蛋白表达

２．３　重组腺病毒对荷瘤小鼠脾指数和ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋细胞比例

的影响　治疗组脾指数为１２．４±２．６，显著高于荷瘤组和对照

组（犘＜０．０５）。治疗组脾单核细胞ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞比例分别

为（１７．３±２．５）％和（２０．５±３．２）％，与荷瘤组和对照组相比，

差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。见表１。

表１　　重组腺病毒对荷瘤小鼠脾指数和ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋细胞

　　　　　比例的影响（狓±狊）

组别 狀 脾指数 ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％）

荷瘤组 ８ ９．６１±１．８ １１．８±２．８ ９．８±２．１

对照组 ８ １０．５０±２．１ １２．１±２．６ １０．９±１．９

治疗组 ８ １２．４０±２．６ａｃ １７．３±２．５ｂｄ ２０．５±３．２ｂｄ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与荷瘤组相比；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与

对照组比较。

２．４　重组腺病毒对荷瘤小鼠血清Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子水平的

影响　经重组腺病毒治疗后，与荷瘤组和对照组相比，治疗组

血清中细胞因子ＩＬ２、ＩＮＦγ含量明显增加（犘＜０．０１），ＩＬ１０

含量则明显减少（犘＜０．０１），而ＩＬ４含量无明显变化，见图３。

图３　　重组腺病毒对荷瘤小鼠血清Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞

　　　　因子水平的影响

２．５　重组腺病毒对荷瘤小鼠肝、肾功能的影响　与荷瘤组和
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对照组相比，经重组腺病毒治疗后，各组小鼠之间的肝、肾功能

指标差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　重组腺病毒对荷瘤小鼠肝肾功能的影响（狓±狊）

组别 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

荷瘤组 ８ ２１．４±３．２ ５９．４±７．２ ４．３±１．５ ４５．９±７．７

对照组 ８ ２２．５±３．５ ６１．５±５．９ ４．８±１．７ ４７．３±６．９

治疗组 ８ ２３．０±２．８ ６３．７±７．５ ５．５±２．２ ４６．２±６．３

３　讨　　论

近年来，随着分子生物学和肿瘤免疫学的发展，免疫基因

治疗已成为胰腺癌综合治疗的研究方向一。由于 Ｈｓｐ７０能同

时激活机体特异性免疫应答和固有免疫应答，在抗肿瘤免疫中

发挥重要作用，因此以 Ｈｓｐ７０为基础的肿瘤疫苗受到了学者

的广泛关注［６９］。近年来，随着 ＤＮＡ 重组技术的应用和对

Ｈｓｐ７０基因的深入研究，使人类可在基因水平构建以 Ｈｓｐ７０

为基础的肿瘤疫苗成为现实，促进了 Ｈｓｐ７０肿瘤疫苗进行广

泛应用的可能性。本研究利用前期构建的表达 Ｈｓｐ７０基因的

重组腺病毒治疗胰腺癌荷瘤小鼠，结果显示，治疗组的肿瘤生

长受到明显抑制，且对肝、肾功能无明显影响，表明本研究所构

建的重组腺病毒是一种较好的治疗胰腺癌的肿瘤疫苗。

目前关于 Ｈｓｐ７０诱导机体抗肿瘤免疫反应的确切机制尚

未完全明确，多数研究认为，Ｈｓｐ７０可与肿瘤细胞内的抗原多

肽结合，进而通过与抗原递呈细胞相作用，激活特异性的免疫

应答。Ｈｓｐ７０可与抗原递呈细胞表面的特异性高亲和受体相

结合，介导抗原肽进入抗原提呈细胞，然后抗原肽与细胞内

ＭＨＣ分子形成复合物，并在抗原提呈细胞表面呈现，通过该

复合物所递呈的抗原激活特异的免疫应答，活化 ＣＤ４＋ 和

ＣＤ８＋Ｔ细胞，特别是细胞毒性杀伤细胞，激发抗肿瘤细胞特异

性反应［１０１１］。本研究也显示，经重组腺病毒治疗后，荷瘤小鼠

脾指数以及脾单核细胞中ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞比例均明显增加，

证实 Ｈｓｐ７０在诱导机体特异性的抗肿瘤免疫中具有重要的

作用。

Ｔｈ细胞根据功能和产生细胞因子的不同可分为 Ｔｈ１和

Ｔｈ２两大类，其中Ｔｈ１细胞产生ＩＦＮγ、ＴＮＦβ和ＩＬ２，参与细

胞介导的免疫反应；而Ｔｈ２细胞产生ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１０和ＩＬ

１３，参与体液介导的免疫反应。机体的抗肿瘤效应，主要依靠

Ｔｈ１类细胞因子的作用。肿瘤患者体内Ｔｈ２类细胞因子多处

于优势状，易产生免疫耐受，成为肿瘤逃避免疫攻击的机制之

一。因此，Ｔｈ１／Ｔｈ２类型细胞因子之间的漂移对肿瘤免疫具

有重要的影响［１２１４］。本研究发现，重组腺病毒介导的 Ｈｓｐ７０

表达，可增加荷瘤小鼠体内Ｔｈ１类细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ的含

量，降低Ｔｈ２类细胞因子ＩＬ１０的水平，从而抑制荷瘤小鼠皮

下移植瘤的生长。Ｃｈｅｎ等
［１５］研究也发现，热处理肿瘤细胞后

所产生的 Ｈｓｐ７０，可促进巨噬细胞以及树突状细胞趋化至肿瘤

细胞，并可刺激ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＴＮＦα等细胞因子的分泌，从而

发挥抗肿瘤免疫反应。

本研究发现以腺病毒介导 Ｈｓｐ７０表达可对胰腺癌荷瘤小

鼠皮下移植瘤的生长具有明确的抑制作用，其机制与增加

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞比例，促进ＩＬ２、ＩＦＮγ并抑制ＩＬ１０的分泌有

关。但关于Ｈｓｐ７０诱导机体抗肿瘤免疫的确切机制尚有待于

进一步明确；很多宿主体内存在抗腺病毒抗体，可以中和或清除

腺病毒，降低疗效。如何进一步解决上述问题，提高该重组腺病

毒治疗胰腺癌的疗效和安全性，将是今后研究的主要方向。
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白通过多种途径杀灭肿瘤细胞，其中最重要的就是增加细胞凋

亡［１８］。因此，本实验将低浓度丙戊酸盐和ＶＣＲ联用后流式检

测细胞凋亡的变化，结果发现：与未处理组相比，单独丙戊酸盐

或ＶＣＲ处理细胞均可诱导凋亡但比例较低，而两药联用时耐

药细胞ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞的凋亡率明显增加。因此，丙戊

酸盐通过抑制去乙酰化酶增加乙酰化组蛋白（如 ＡｃＨ３）的表

达，进而通过一系列机制促进细胞凋亡逆转耐药。

目前，许多组蛋白去乙酰化酶抑制剂类药物进入了临床实

验和一线治疗，如 ＭＳ２７５、他地那兰、ｂｅｌｉｎｏｓｔａｔ、ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ、帕

比司他等，均显示了较好的抗肿瘤效果［１９］。作为一种新型非

细胞毒的广谱抗肿瘤药物，ＨＤＡＣｉ具有良好的临床应用前景

和价值，作为其中的一种，由于丙戊酸盐作用时间长、安全范围

大等特点，特别是联合其他化疗药物时对化疗疗效的促进作

用，将会使其应用得到越来越多的重视。
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ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｎｇｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｖｉａＴＬＲ４ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＩｍ

ｍｕｎｏｌ，２００９，１８２（３）：１４４９１４５９．

（收稿日期：２０１２０２０９　修回日期：２０１２０６１２）
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