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　　［摘要］　目的　探讨细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＣＩＫ细胞）作为人ＩＬ２１（ｈＩＬ２１）基因的载体
治疗肝癌的可行性。方法　构建携带ｈＩＬ２１、ＣｏｐＧＦＰ 基因的质粒ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ 并分别与ｐＡｄ５、
ｐＡｄ５Ｆ３５共转染 ＨＥＫ２９３细胞，包装表达ｈＩＬ２１、ＣｏｐＧＦＰ蛋白的 Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒。分离培养ＣＩＫ细胞并绘制生长曲线，

将携带ＣｏｐＧＦＰ基因的Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒以不同 ＭＯＩ（０、１、５、１０、５０、１００、１０００）感染ＣＩＫ细胞；将携带ｈＩＬ２１基因的Ａｄ５、

Ａｄ５Ｆ３５病毒以不同 ＭＯＩ（０、１、５、１０、２０、５０）感染ＳＭＭＣ７７２１细胞４８ｈ后检测ｈＩＬ２１蛋白的表达；将携带ｈＩＬ２１基因的

Ａｄ５Ｆ３５病毒以不同 ＭＯＩ（０、１、５、１０、５０、１００）感染ＣＩＫ细胞４８ｈ后检测ｈＩＬ２１蛋白的表达。皮下注射ＳＭＭＣ７７２１细胞致

裸鼠成瘤，以表达ｈＩＬ２１的ＣＩＫ细胞治疗荷瘤裸鼠，评价疗效。结果　成功构建出用于Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒的质粒；构建的质
粒与ｐＡｄ５、ｐＡｄ５Ｆ３５脂质体共转染 ＨＥＫ２９３细胞，包装出表达ｈＩＬ２１及ＣｏｐＧＦＰ蛋白的 Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒。携带ＣｏｐＧＦＰ
基因的Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒对ＣＩＫ细胞的感染实验表明Ａｄ５Ｆ３５腺病毒感染率更高；携带ｈＩＬ２１基因的 Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒对

ＳＭＭＣ７７２１细胞的感染实验表明ｈＩＬ２１表达量差异无统计学意义；携带ｈＩＬ２１基因的Ａｄ５Ｆ３５病毒以５０ＭＯＩ感染ＣＩＫ细

胞后ｈＩＬ２１的表达量较高；动物实验统计分析说明表达ｈＩＬ２１的ＣＩＫ细胞对荷瘤裸鼠疗效较好。结论　ｈＩＬ２１与ＣＩＫ细
胞在荷瘤小鼠体内联合发挥抗肿瘤作用。

　　［关键词］　白介素２１；细胞因子诱导的杀伤细胞；腺病毒；肝肿瘤
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　　肝癌是一种恶性程度高、预后差的恶性肿瘤。
目前许多治疗手段并不能从根本上改善肝癌患者的

预后。基因病毒治疗成为一种新的治疗手段开始
应用于肝癌的治疗。白介素（ＩＬ）在免疫应答和调节
中起到重要的作用，其中ＩＬ２１主要由活化的ＣＤ４＋

Ｔ细胞分泌，能增强效应Ｔ细胞及活化的自然杀伤
（ＮＫ）细胞的功能，从而有效增强机体的固有免疫以
及特异性免疫反应［１５］，对肝癌具有一定的治疗效
果［６８］。细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＣＩＫ细胞）是一种ＮＫ样非主要组织相容
性 复 合 体 （ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ，

ＭＨＣ）限制性细胞，同时兼具 Ｔ细胞的杀瘤作用。
故本课题选择具有促进Ｔ细胞增殖、抗肿瘤作用的

ＩＬ２１基因，利用腺病毒携带该基因并以ＣＩＫ细胞
为溶瘤病毒载体对肝癌进行治疗研究。

１　材料和方法

１．１　材料　人ＩＬ２１（ｈＩＬ２１）、ＣｏｐＧＦＰ 基因模板
质粒ｐＤＣ３１８ｈＩＬ２１、ｐＫＣＤＮＡＥＦ１ＧＦＰ，载体质粒

ｐＤＣ７５９，腺病毒骨架质粒ｐＡｄ５、ｐＡｄ５Ｆ３５，感受态
大肠杆菌ＤＨ５α均由第二军医大学东方肝胆外科医
院基因病毒治疗实验室构建保存。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂盒、细胞培养血清、培养液购于Ｇｉｂｃｏ
公司；人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３、肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１
由第二军医大学东方肝胆外科医院基因病毒治疗
实验室保存备用；ｈＩＬ２１ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购于

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；初步处理的外周血白细胞由第二
军医大学长海医院血库提供。４～６ 周龄雌性

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购于中国科学院实验动物中心（动物
合格证号：２００７０００５２２１３９）。

１．２　 载体质粒构建 　 以质粒 ｐＤＣ３１８ｈＩＬ２１、

ｐＫＣＤＮＡＥＦ１ＧＦＰ 为 模 板 分 别 克 隆 ｈＩＬ２１、

ＣｏｐＧＦＰ基因，引物如下：ｈＩＬ２１上游引物５′ＡＣＧ
ＣＧＴＣＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＡＴＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧ
Ｃ３′，下游引物５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＧＡＡＴＣ
ＴＴＣ ＡＣＴ ＴＣＣ３′；ＣｏｐＧＦＰ 上 游 引 物 ５′ＣＧＣ
ＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＣ
３′，下游引物５′ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＧＡＧＡＴ
ＣＣＧＧＴＧＧＡＧＣ３′。对ｐＤＣ７５９和ｈＩＬ２１进行

ＳａｌⅠ与ＢａｍＨⅠ酶切反应，电泳回收６２６０ｂｐ和

４８９ｂｐ的片段做连接反应；对ｐＤＣ７５９和ＣｏｐＧＦＰ
进行ＥｃｏＲⅠ与ＳａｌⅠ酶切反应，电泳回收６２５４ｂｐ
和７５９ｂｐ的片段做连接反应。连接体系经转化后

挑取阳性克隆，抽提质粒进行酶切鉴定，鉴定正确的
质粒送北京六合华大基因有限公司测序；命名正确
的质粒为ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ。

１．３　病毒包装、扩增和鉴定　利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００将质粒ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ与腺病
毒骨架质粒ｐＡｄ５、ｐＡｄ５Ｆ３５共转染 ＨＥＫ２９３细胞，获
得所需病毒颗粒。用ＱｉａｎｇｅｎＤＮＡＫｉｔ提取重组腺病
毒ＤＮＡ，对病毒基因组进行ＰＣＲ鉴定，阳性对照为质
粒ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ和Ａｄ３５ＲＣ。鉴
定正确的重组病毒分别命名为 Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１、

Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１；Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、Ａｄ５Ｆ３５／

ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ。病毒扩增纯化后，采用ＴＣＩＤ５０（半数
组织培养感染剂量）法测定病毒滴度。

１．４　ＣＩＫ细胞培养及生长曲线的绘制　５０ｍｌ外周
血白细胞经淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ配制）分离获得
外周血单核细胞 （ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）后于含２％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅ
ｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＧＴＴ５５１培养液中培养，在ＩＬ２、抗

ＣＤ３单克隆抗体、ｒＩＦＮγ、纤维连接蛋白诱导刺激下
促进其向ＣＩＫ细胞分化。培养至第４天，转入ＧＴ
Ｔ６１０细胞培养袋中培养，转袋后每隔１ｄ对ＣＩＫ细
胞计数，通过增减培养液体积调节细胞生长密度，加
入ＩＬ２使其终浓度为５００ＩＵ／ｍｌ。ＳＭＭＣ７７２１、

ＨＥＫ２９３细胞均采用添加１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养
液培养。所有细胞于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。记
录转袋后细胞密度、袋内体积变化参数并绘制ＣＩＫ
细胞生长曲线。

１．５　病毒感染实验　用 Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、

Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ感染ＣＩＫ细胞对比两者感染效
率。收集培养７～９ｄ的ＣＩＫ细胞，锥虫蓝染色法计
数。用ＧＴＴ５５１培养液调节细胞密度，使初始每孔
的液体量为２００μｌ，１×１０

６／孔铺６孔板。随后按感
染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）１、５、１０、５０、

１００、１０００分别进行感染，饥饿感染２ｈ后，每孔补
加２％ＦＢＳＧＴＴ５５１培养液至终体积为３ｍｌ。荧光
显微镜下观察感染４８、９６ｈ时的荧光强度。

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测ｈＩＬ２１蛋白的表达　分别用

ＲＰＭＩ１６４０培养液、ＧＴＴ５５１细胞培养液调节感染
后的ＳＭＭＣ７７２１细胞和ＣＩＫ细胞密度，以１×１０５／
孔铺 ２４ 孔板，２００μｌ／孔；Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１、

Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１ 分 别 感 染 ＳＭＭＣ７７２１ 细 胞，

ＭＯＩ分别为０、１、５、１０、２０、５０；Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ
２１感染ＣＩＫ细胞，ＭＯＩ分别为０、１、５、１０、５０、１００；



第１０期．陈晚华，等．表达人ＩＬ２１的细胞因子诱导的杀伤细胞对裸鼠肝癌的治疗研究 ·１０４７　 ·

每组设３个复孔，十字法摇匀；３７℃、５％ＣＯ２孵箱培
养２ｈ后，ＳＭＭＣ７７２１细胞补加５％ＦＢＳＲＰＭＩ
１６４０培养液，ＣＩＫ细胞补加含２％ＦＢＳ的ＧＴＴ５５１
培养液至每孔终体积为１ｍｌ；３７℃、５％ＣＯ２孵箱培
养，于培养４８ｈ吸取上清，ＥＬＩＳＡ法检测ｈＩＬ２１蛋
白的表达量。

１．７　荷瘤小鼠肿瘤治疗　给小鼠皮下注射肿瘤细
胞，７ｄ后即成瘤。将荷瘤小鼠随机分为 ５ 组，

ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组５只，其余组均４只。（１）ＰＢＳ对照
组：尾静脉注射ＰＢＳ液；（２）ＣＩＫ组：尾静脉注射ＣＩＫ
细胞，剂量１０７／只；（３）Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１组：瘤内
注射病毒，剂量为２×１０８ｐｆｕ／只；（４）ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１
组：尾静脉注射ＣＩＫ细胞，剂量为１０７／只，瘤内注射

Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１，剂量为２×１０８ｐｆｕ／只；（５）ＣＩＫ
ｈＩＬ２１ 组：尾 静 脉 注 射 Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１
（ＭＯＩ＝５０）感染２ｈ的ＣＩＫ细胞，剂量为１０７／只。
两次治疗间隔１ｄ，共治疗５次；治疗后每周１次记
录肿瘤的长、短径。计算肿瘤体积，记录８周数据。
同时记录小鼠生存数据。实验结束后绘制肿瘤增长

曲线、生存分析图，评价疗效。肿瘤体积按照公式
（ａ×ｂ２）／２估算（其中ａ为最长直径，ｂ为最短直径），
肿瘤体积单位为ｃｍ３。计算肿瘤生长抑制率，肿瘤
抑制率（％）＝（对照组肿瘤体积增长平均值×治疗
组肿瘤体积增长平均值）／对照组肿瘤体积增长平均
值×１００％；治疗完成后计算生命延长率，生命延长
率（％）＝（治疗组平均生存时间－对照组平均生存
时间）／对照组平均生存时间×１００％。

１．８　统计学处理　统计处理应用ＳＰＳＳ１８．０统计
软件包完成，采用方差分析进行组间差异性检验，最
小显著差（ＬＳＤ）ｔ检验进行两两比较，检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

２．１　质粒鉴定结果　电泳结果表明ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１
经ＥｃｏＲⅠ，ＸｍａⅠ、ＮｈｅⅠ＋ＮｃｏⅠ、ＡｇｅⅠ＋ＰｓｔⅠ、ＡｇｅⅠ＋ＮｃｏⅠ
分别酶切后条带大小均正确（图１Ａ）。ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧ
ＦＰ经ＰｓｔⅠ，ＸｍａⅠ、ＮｃｏⅠ、ＫｐｎⅠ、ＸｈｏⅠ分别酶切后条带
大小均正确（图１Ｂ）。

图１　质粒酶切电泳图

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｐｌａｓｍｉｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ａ：ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；Ｂ：ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１′：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏＲⅠ （４２９

ｂｐ＋６３２９ｂｐ）；２′：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｍａⅠ （１１ｂｐ＋２６１ｂｐ＋３０２７ｂｐ＋３４４８ｂｐ）；３′：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｈｅⅠ＋ＮｃｏⅠ （１０９１ｂｐ＋５６６７ｂｐ）；４′：Ｄｉ

ｇｅｓｔｅｄｂｙＡｇｅⅠ＋ＰｓｔⅠ （１８１１ｂｐ＋４９９７ｂｐ）；５′：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＡｇｅⅠ＋ＮｃｏⅠ （１０８５ｂｐ＋５６７３ｂｐ）；１：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＰｓｔⅠ （１５０１ｂｐ＋５５２１

ｂｐ）；２：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｍａⅠ （１１ｂｐ＋２６１ｂｐ＋３２９１ｂｐ＋３４４６ｂｐ）；３：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏⅠ （３０ｂｐ＋４２３ｂｐ＋９００ｂｐ＋５６６９ｂｐ）；４：Ｄｉｇｅｓｔｅｄ

ｂｙＫｐｎⅠ （６３７ｂｐ＋１５３９ｂｐ＋４８４６ｂｐ）；５：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏⅠ （２８８５ｂｐ＋４１３７ｂｐ）

２．２　病毒滴度测定结果　鉴定正确的 Ａｄ５／ＡＡＶ
ｈＩＬ２１、Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１、Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、

Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ在ＨＥＫ２９３细胞中反复扩增
纯化，ＴＣＩＤ５０法测定病毒滴度分别为１．０５×１０１０、

２．６５×１０１０、５．１５×１０９、７．１×１０９ｐｆｕ／ｍｌ。

２．３　ＣＩＫ细胞生长曲线　选取５个正常人（Ａ～Ｅ）
的白细胞进行ＰＢＭＣｓ分选培养，绘制ＣＩＫ细胞生
长曲线（图２），可见ＣＩＫ细胞在培养的第１０天以后

开始快速增殖，细胞状态良好，增殖速度可出现倍增
现象，培养至２０ｄ以后细胞数目增长停滞，以后开
始出现细胞死亡现象。

２．４　Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ和Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧ

ＦＰ对ＣＩＫ细胞的感染能力　由图３可见Ａｄ５Ｆ３５／

ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 对 ＣＩＫ 细胞的感染能力远大于

Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ对 ＣＩＫ 细胞的感染能力。随

着 ＭＯＩ值的增加，Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 对ＣＩＫ
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细胞的感染能力逐渐增强，荧光强度有所下降，ＭＯＩ
为５０的条件下 Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 对ＣＩＫ细

胞的感染率较好。

２．５　ＥＬＩＳＡ法检测不同 ＭＯＩ感染细胞后ｈＩＬ２１
蛋白的表达 　Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１、Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶ

ｈＩＬ２１对ＳＭＭＣ７７２１细胞株的感染能力差异无统

计学意义，在 ＭＯＩ为２０时ｈＩＬ２１蛋白的表达量较

高（图４Ａ）。Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１感染ＣＩＫ细胞

时随着 ＭＯＩ的增加表达量逐渐升高，当 ＭＯＩ为５０
时，ｈＩＬ２１蛋白的表达量较高（图４Ｂ）。

图２　ＣＩＫ细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　ＣＩＫｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ
ＡＥｉｎｄｉｃａｔｅＣＩＫｃｅｌｌｓｆｒｏｍｆｉｖｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

图３　Ａｄ５Ｆ３５及Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ感染ＣＩＫ细胞的绿色荧光（Ａ）与明视野（Ｂ）图对比

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｅｓ（Ａ）ａｎｄｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓ（Ｂ）

ｂｅｔｗｅｅｎＡｄ５Ｆ３５ａｎｄＡｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰｉｎＣＩＫｃｅｌｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＭＯＩ＝５０；ＭＯＩ：Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＥＬＩＳＡ法检测不同 ＭＯＩ下ＳＭＭＣ７７２１（Ａ）和ＣＩＫ（Ｂ）细胞中ｈＩＬ２１蛋白的表达量

Ｆｉｇ４　ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｏｆｈＩＬ２１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＳＭＭＣ７７２１（Ａ）ａｎｄＣＩＫ（Ｂ）ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ
ＭＯＩ：Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＭＯＩ＝０，１，５ｏｒ１０ｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝２，珚ｘ±ｓ
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２．６　ＣＩＫｈＩＬ２１对荷瘤裸鼠的治疗效果　肿瘤体
积生长曲线见图５Ａ，第８周较第１周的体积增加均
值分别为：ＰＢＳ对照组（１．７７０±０．１４７）ｃｍ３、ＣＩＫ
组（１．５９８±０．０１２）ｃｍ３、Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１ 组
（０．５６１±０．０５５）ｃｍ３、ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组（０．５１６±
０．０４５）ｃｍ３、ＣＩＫｈＩＬ２１组（０．２８４±０．２３７）ｃｍ３。
统计分析表明，５组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

说明携带治疗基因ｈＩＬ２１的治疗组与ＣＩＫ组、ＰＢＳ
组相比具有更强的肿瘤抑制能力。在各个处理对裸
鼠的生存期的影响中，５组差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图５Ｂ）。同ＰＢＳ组相比各治疗组均能延长生
存期，各组生命延长率：ＣＩＫ组２２．６％，Ａｄ５／ＡＡＶ
ｈＩＬ２１组５．０％，ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组１３．４％，ＣＩＫ
ｈＩＬ２１组３９．０％，ＣＩＫｈＩＬ２１组的效果更明显。

图５　肿瘤生长曲线（Ａ）与裸鼠生存期分析（Ｂ）

Ｆｉｇ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ（Ｂ）

Ｐ＜０．０５ａｍｏｎｇｔｈｅ５ｇｒｏｕｐｓ

３　讨　论

　　近年来，随着对ＩＬ抗肿瘤作用的深入研究，人

们发现在ＩＬ家族众多成员中，ＩＬ１５、ＩＬ２１、ＩＬ７等

能够起到一定的抗肿瘤作用［９１２］；ＩＬ１５能够刺激Ｔ
细胞的快速增殖［１３］；ＩＬ７能够维持Ｔ细胞干性，在

保持记忆性杀伤 Ｔ细胞的增殖作用中起到重要作

用［１４］。目前对ＩＬ２１的抗肿瘤作用研究较多，ＩＬ２１
能够刺激不同时期的Ｂ细胞、Ｔ细胞、ＮＫ细胞的增

殖，促进ＩＦＮγ的释放，从而起到对肿瘤细胞的杀伤

作用［１５２０］。与此同时，ＩＬ２１与ＩＬ２具有较高的同

源性，其本身也具备直接抑制肿瘤细胞增殖的作

用［２１］。ＣＩＫ细胞是一种ＮＫ样的杀伤细胞［２２］，细胞

因子的刺激对其抗肿瘤机制起到重要作用。相对于

基因治疗来讲，ＣＩＫ细胞治疗所能够带来的生存期

延长比较理想［２３２５］。

　　本实验成功构建包装了携带ｈＩＬ２１及ＣｏｐＧ

ＦＰ 基因的腺病毒质粒 ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９

ＣｏｐＧＦＰ，通过携带ＣｏｐＧＦＰ 基因的 Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５
病毒对ＣＩＫ细胞的感染，发现Ａｄ５Ｆ３５病毒对ＣＩＫ
有良好的感染能力；实验用携带ｈＩＬ２１基因的

Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒感染ＳＭＭＣ７７２１细胞，ｈＩＬ２１
的表达量差异无统计学意义。因此在后续裸鼠

ＳＭＭＣ７７２１细胞移植瘤实验中，选用携带ｈＩＬ２１
基因的 Ａｄ５病毒进行基因治疗，而用携带ｈＩＬ２１

基因的 Ａｄ５Ｆ３５病毒感染的 ＣＩＫ 细胞（ＣＩＫｈＩＬ

２１）进行细胞治疗。

　　裸鼠ＳＭＭＣ７７２１细胞移植瘤实验肿瘤体积生

长数据结果显示，ＣＩＫｈＩＬ２１组抑瘤效果较好。肿

瘤体积生长最快为 ＰＢＳ对照组，其次为 ＣＩＫ 组、

Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１组、ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组、ＣＩＫｈＩＬ

２１组。ＣＩＫｈＩＬ２１组肿瘤生长相对其余４组较慢，

且出现荷瘤小鼠肿瘤消退的现象。ＣＩＫｈＩＬ２１组

效果较ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组强，可能是ｈＩＬ２１在 ＣＩＫ细

胞表达，刺激ＣＩＫ增殖，联合并增强ＣＩＫ杀伤肿瘤

细胞。ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组效果较 Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１
组强说明联合治疗效果较好。Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１
组效果较ＣＩＫ组好，可能是局部范围基因治疗可集

中杀伤肿瘤细胞，而注射ＣＩＫ细胞需克服血液循环

到达肿瘤位置，加上ＣＩＫ细胞数目有限导致疗效较

弱。

　　肿瘤生长曲线与生存曲线显示ＰＢＳ对照组生

存率很低，短期内即出现荷瘤小鼠死亡，Ａｄ５／

ＡＡＶｈＩＬ２１组疗效在控制肿瘤生长上较好，但生

存率相对较低，故携带治疗基因的腺病毒基因治疗

虽可减小肿瘤体积但其延长生存期并不明显。肿瘤

生长曲线与生存曲线显示使用携带治疗基因的腺病

毒，即 Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１ 以 ５０ ＭＯＩ感染的

ＣＩＫ细胞的治疗方案对肿瘤生长有明显的抑制作

用，与此同时延长了荷瘤裸鼠的生存时间，肯定了
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ＣＩＫ细胞联合携带治疗基因的治疗对于肿瘤治疗的

作用和意义。

　　目前，腺病毒作为基因治疗载体［２６］存在的问题

包括：静脉注射会被血清的抗体中和、免疫相关细胞

对其进行免疫清除反应、血液循环路程遥远很难到

达肿瘤靶点；瘤内直接注射虽然能够直接达到靶点

但是只能存在于注射部位的肿瘤而不能发生肿瘤浸

润。溶瘤病毒细胞载体的研究为高效靶向肿瘤部位

提供了新的途径，可能会弥补腺病毒的不足，具有更

好的前景。
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