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腺病毒介导的ＴＥＭ８抑制小鼠在体胶质瘤模型的血管生成作用
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　　［摘要］　目的　探讨基于ＴＥＭ８的腺病毒（ＡｄＴＥＭ８）对小鼠胶质瘤Ｇ４２２细胞系体内外模型的生长抑制及其抗血管的
生成作用。方法　连续皮下注射ＡｄＴＥＭ８使其激活小鼠免疫系统并收集小鼠脾淋巴细胞，将该细胞与Ｇ４２２细胞体外共培
养，检测Ｇ４２２细胞的生长抑制率，并应用ＥＬＩＳＯＴ检测该免疫激活淋巴细胞在体外分泌ＩＦＮγ的能力。另构建皮下荷Ｇ４２２

昆明小鼠在体肿瘤模型，并连续皮下注射ＡｄＴＥＭ８后检测肿瘤生长速度以及瘤内血管抑制效应。结果　ＡｄＴＥＭ８能有效
激发小鼠产生具有肿瘤生长抑制作用的毒性效应淋巴细胞，并分泌ＩＦＮγ。ＡｄＴＥＭ８皮下注射诱导的细胞毒性作用能有效

抑制在体Ｇ４２２肿瘤生长，产生明显的血管生成抑制作用。结论　ＡｄＴＥＭ８可诱导小鼠产生细胞毒性细胞、抑制在体和体
外肿瘤细胞生长，其在体抑制肿瘤生长作用机制之一可能是抑制肿瘤内血管生成。ＴＥＭ８可能成为抗胶质瘤血管生成治疗的

新靶标。
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　　胶质瘤是颅内最常见的恶性实体肿瘤之一，占

颅内肿瘤的４５％～５０％，由于其分化差、增殖快、侵

袭性强，手术治疗不能有效延长患者的生存时间，疗

效不理想［１３］。因此，寻找新的治疗方法显得尤为必

要。抗肿瘤血管生成是近年来肿瘤学领域的研究热

点，并已成功应用于临床［４５］。ＴＥＭ８是新近发现的

位于肿瘤血管内皮上的分子［６７］。ＴＥＭ８的 ｍＲＮＡ
和蛋白在肿瘤血管内皮上高表达，但在正常的血管

内皮上不表达［６７］。另外研究还发现ＴＥＭ８的表达

能刺激血管内皮细胞的黏附和增殖［８９］。因此，

ＴＥＭ８有望成为抗血管生成治疗的靶点。基于上述

研究，本实验采用重组ＴＥＭ８腺病毒，观察其对胶质
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瘤小鼠血管生成的影响，以探讨重组ＴＥＭ８腺病毒

治疗胶质瘤的可行性。

１　材料和方法

１．１　材料　小鼠神经胶质瘤细胞株Ｇ４２２由本实验

室保存（购自中科院细胞库），以含１０％小牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液于３７℃、５％ＣＯ２的环境下培养。

昆明小鼠，体质量１８～２２ｇ，购自福建医科大学实验

动物中心，合格证号：ＳＣＸ（闽）２００４００２，ＳＰＦ级条

件下饲养。重组 ＴＥＭ８腺病毒（ＡｄＴＥＭ８）和重组

ＬａｃＺ腺病毒（ＡｄＬａｃＺ）委托重庆百思特生物技术公

司构建。ＣＤ３１多克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，免疫组化检测试剂盒为北京中杉金桥公司产品。

１．２　动物免疫　将雄性昆明小鼠随机分为实验组、

对照组和空白对照组，每组１０只；实验组以 Ａｄ

ＴＥＭ８免疫，对照组以ＡｄＬａｃＺ免疫，空白对照组以

ＰＢＳ免疫；每次按含有１×１０９ＰＦＵ的１００μｌ腺病毒

行腹股沟皮下免疫，每隔１周免疫１次，连续免疫３
次。

１．３　效应细胞的制备　末次免疫后１周，断颈处死

小鼠，在无菌条件下取脾脏，用１００目筛网碾磨，收

集细胞悬液，用聚蔗糖泛影葡胺分层液密度梯度离

心法分离脾淋巴细胞，用含有质量百分浓度为１０％
的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液调节细胞密度为

１×１０６个／ｍｌ，作为效应细胞。

１．４　５１Ｃｒ释放实验　实验采用标准４ｈ５１Ｃｒ释放

试验测定效应细胞的杀伤力。稳定转染了ＴＥＭ８的

Ｇ４２２靶细胞与５１Ｃｒ（１００μＣｉ／１０
６个细胞，Ａｍｅｒ

ｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＵＫＬｉｍｉｔｅｄ，美国）在３７℃水浴箱

内共同温育２ｈ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞３次，

用ＲＰＭＩ１６４０重悬并按不同效靶比（２５∶１、５０∶１、

１００∶１）与效应细胞混合，每组复种３孔，以每分钟

脉冲数（ｃｐｍ）表示，结果均以３复孔ｃｐｍ的平均值

表示。孵育４ｈ后收获上清，用γ放射免疫计数器

（ＦＪ２２０２１型，中国）测定各孔的每分钟计数（ｃｐｍ）

值。特异性杀伤率采用公式计算：（实验组的ｃｐｍ
平均值－自释放的ｃｐｍ平均值）／（最大释放的ｃｐｍ
平均值－自释放的ｃｐｍ平均值）×１００％。

１．５　ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＯＴ检测　ＥＬＩＳＰＯＴ（ＩＦＮγ）

试剂盒购于法国ＤＩＡＣＬＯＮＥ公司，参照使用说明进

行检测。调整细胞密度为１×１０６个／ｍｌ，于９６孔培

养板中每孔加入１００μｌ细胞悬液，各设３个复孔，温

育时间为４８ｈ。由 ＤＩＡＣＬＯＮＥ公司用 ＥＬＩＳＰＯＴ

分析仪检测色斑数目作为最终结果。

１．６　重组 ＴＥＭ８腺病毒抑制胶质瘤 Ｇ４２２的生

长　将胶质瘤Ｇ４２２细胞消化重悬，取０．１ｍｌ接种

于昆明小鼠的右侧皮下，约１×１０６细胞。１周后，随

机分组实验，每组７只，共分为３组：ＡｄＴＥＭ８治

疗组，ＡｄＬａｃＺ对照组和ＰＢＳ对照组，按１．２项下方

法进行免疫。每５ｄ用游标卡尺测量肿瘤长、短径两

次。肿瘤体积：Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２（Ｌ为肿瘤长径；Ｗ 为

肿瘤短径）。

１．７　肿瘤内血管密度的检测　免疫结束１周后，取

各组新鲜肿瘤组织浸泡于中性甲醛溶液中固定、石

蜡包埋切片。免疫组化用 ＣＤ３１一抗，ＤＡＢ显色。

在２００倍视野下随机选取３个不重复的视野，计数

血管内皮细胞，以３个视野的平均值作为最终结果。

１．８　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ

１１．０统计软件，先进行方差齐性检验，方差齐者组间

比较用方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　重组ＴＥＭ８腺病毒诱导脾淋巴细胞的细胞毒

活性　由图１可见，ＡｄＴＥＭ８能有效诱导小鼠脾淋

巴细胞的细胞毒效应，在效靶比为２５∶１、５０∶１和

１００∶１时，对靶细胞均能产生杀伤作用。而对照组

ＡｄＬａｃＺ和ＰＢＳ均不能有效诱导杀伤靶细胞的细胞

毒性 Ｔ淋巴细胞（Ｐ＜０．０５）。研究结果证实 Ａｄ

ＴＥＭ８能有效激发脾淋巴细胞产生细胞毒作用，对

Ｇ４２２有较强的特异性杀伤作用。

图１　ＡｄＴＥＭ８诱导的脾淋巴细胞对

Ｇ４２２细胞的细胞毒作用

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＡｄＴＥＭ８ｉｎｄｕｃｅｄ
ｓｐｌｅｎｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｎＧ４２２ｃｅｌｌｓ

Ｐ＜０．０５ｖｓＰＢＳａｎｄＡｄＬａｃＺｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　重组ＴＥＭ８腺病毒激发脾淋巴细胞分泌ＩＦＮ

γ　以ＥＬＩＳＰＯＴ检测各实验组脾淋巴细胞所形成

的斑点数目，结果如图２所示：ＡｄＴＥＭ８激发脾淋

巴细胞分泌ＩＦＮγ的斑点数目明显高于对照组
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（Ｐ＜０．０５）。结果提示 ＡｄＴＥＭ８具有较好的免疫

作用，能有效激发脾淋巴细胞分泌ＩＦＮγ。

２．３　重组ＴＥＭ８腺病毒抑制胶质瘤 Ｇ４２２的生长

实验　将胶质瘤Ｇ４２２细胞接种于昆明小鼠的右侧

皮下，１周后随机分组注射重组腺病毒。由图３可

见，在ＰＢＳ和ＡｄＬａｃＺ组中，接种肿瘤后，肿瘤体积

迅速增大。与之相比，ＡｄＴＥＭ８组的肿瘤体积增长

缓慢，在 第 １０ 天 开 始 差 异 具 有 统 计 学 意 义

（Ｐ＜０．０５）。

２．４　肿瘤内血管密度的检测　为了证实ＡｄＴＥＭ８
抑制肿瘤内的血管生成，实验在治疗结束１周后，取

各组新鲜肿瘤组织，在２００倍视野下随机选取３个

不重复的视野，观察血管内皮细胞的平均数。由图４
可见，ＰＢＳ组中血管内皮细胞数为（５８±９）个／ｍｍ２，

ＡｄＬａｃＺ组中血管内皮细胞数为（５３±８）个／ｍｍ２，

ＡｄＴＥＭ８组中血管内皮细胞数为（２５±４）个／ｍｍ２，

ＡｄＴＥＭ８组与另外两组相比差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），证明ＡｄＴＥＭ８能有效抑制肿瘤内的血

管生成。

图２　ＡｄＴＥＭ８诱导的脾淋巴细胞分泌ＩＦＮγ水平

Ｆｉｇ２　ＩＦＮγｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＡｄＴＥＭ８ｉｎｄｕｃｅｄ

ｓｐｌｅｎｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＰＯＴ
Ｐ＜０．０５ｖｓＰＢＳａｎｄＡｄＬａｃＺｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　不同组别的肿瘤生长曲线图

Ｆｉｇ３　Ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＰＢＳａｎｄＡｄＬａｃＺｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

图４　不同组别肿瘤内血管密度的检测

Ｆｉｇ４　 Ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ）ａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＰＢＳａｎｄＡｄＬａｃＺｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　胶质瘤是神经系统最常见的恶性实体肿瘤之

一，发展快、预后差，严重危害人类的身体健康。继

手术、放疗、化疗后，生物治疗已经成为胶质瘤综合

治疗的重要组成部分。近年来，由于血管内皮细胞

的基因稳定性，抗血管生成治疗策略受到广泛的关

注，以血管内皮细胞为靶点的治疗在多种肿瘤细胞

中得到广泛研究。

　　ＴＥＭ８最初被报道为炭疽毒素的受体，随后，越

来越多的实验证明 ＴＥＭ８特异表达在肿瘤血管内

皮细胞上［１０１１］。以上研究提示 ＴＥＭ８能为肿瘤的

抗血管治疗提供理想的靶点。有科研人员将ＴＥＭ８
的ＤＮＡ疫苗或融合蛋白免疫小鼠，发现能诱发抗

肿瘤血管生成的免疫应答［１２１３］。因此，ＴＥＭ８可有

效打破耐受，可作为一种理想的抗原应用到抗肿瘤

免疫中。

　　腺病毒载体系统具有宿主范围广、感染率高、包

装容量大、繁殖滴度高、不发生整合及安全性好、性

质稳定、载体制备较容易等特点，目前已成为继反
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转录病毒载体后被广泛应用的载体系统。病毒载体

可以稳定地将外源基因导入受体细胞并表达，而且

效率高，基因转移过程中不易受ＤＮＡ酶的降解，因

而是十分具有发展前途的转基因方法。

　　为了证实腺病毒介导的 ＴＥＭ８应用于抗胶质

瘤血管生成的可行性，研究制备了 ＴＥＭ８的腺病

毒，免疫移植了胶质瘤Ｇ４２２的昆明小鼠，并观察对

胶质瘤 Ｇ４２２的血管抑制效应。结果显示，ＴＥＭ８
腺病毒能有效诱导ＣＴＬ分泌ＩＦＮγ和产生细胞毒

效应，对表达 ＴＥＭ８的靶细胞具有杀伤作用，结果

证实ＴＥＭ８腺病毒诱发了淋巴细胞的免疫活性。

其次，研究观察了ＴＥＭ８腺病毒对胶质瘤Ｇ４２２和

肿瘤血管的生长抑制作用。研究结果进一步提示

ＴＥＭ８腺病毒能有效抑制胶质瘤 Ｇ４２２的血管生

成，并能降低胶质瘤的平均生长速度。

　　综上所述，ＴＥＭ８腺病毒能有效激活抗血管生

成的免疫应答，明显抑制胶质瘤Ｇ４２２的血管生成，

为胶质瘤的抗血管治疗提供了理论可行性，并为胶

质瘤的综合治疗提供了理想策略。
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