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　　［摘要］　目的　探讨细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＣＩＫ细胞）作为人ＩＬ２１（ｈＩＬ２１）基因的载体
治疗肝癌的可行性。方法　构建携带ｈＩＬ２１、ＣｏｐＧＦＰ 基因的质粒ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ 并分别与ｐＡｄ５、
ｐＡｄ５Ｆ３５共转染 ＨＥＫ２９３细胞，包装表达ｈＩＬ２１、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ｈＩＬ２１基因的Ａｄ５、

Ａｄ５Ｆ３５病毒以不同 ＭＯＩ（０、１、５、１０、２０、５０）感染ＳＭＭＣ７７２１细胞４８ｈ后检测ｈＩＬ２１蛋白的表达；将携带ｈＩＬ２１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ｈＩＬ２１蛋白的表达。皮下注射ＳＭＭＣ７７２１细胞致

裸鼠成瘤，以表达ｈＩＬ２１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ｈＩＬ２１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ｈＩＬ２１基因的 Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒对

ＳＭＭＣ７７２１细胞的感染实验表明ｈＩＬ２１表达量差异无统计学意义；携带ｈＩＬ２１基因的Ａｄ５Ｆ３５病毒以５０ＭＯＩ感染ＣＩＫ细

胞后ｈＩＬ２１的表达量较高；动物实验统计分析说明表达ｈＩＬ２１的ＣＩＫ细胞对荷瘤裸鼠疗效较好。结论　ｈＩＬ２１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

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．７　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）１０１０４５０６

ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈＩＬ２１ｏｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

ＣＨＥＮＷａｎｈｕａ１，ＬＩＵＨｕｉ１，ＷＡＮＧＹａｎｃｈｕｎ２，ＺＨＵＹａｎｇｙａｎｇ２，ＱＵＰｉｎｇｂｏ１，ＱＩＡＮＱｉｊｕｎ１，２

１．ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＶｉｒａｌａｎｄＧｅｎｅＴｈｅｒａｐｙ，Ｅａｓｔｅｒｎ ＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ Ｍｉｌｉｔａｒｙ ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８，Ｃｈｉｎａ

２．ＸｉｎｙｕａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＺｈｅｊｉａｎｇＳｃｉＴｅｃｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００１８，

Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０３３１　　　　［接受日期］　２０１２０８２９
［基金项目］　国家杰出青年科学基金（３０９２５０３７）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＤｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓ（３０９２５０３７）．
［作者简介］　陈晚华，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ａｗａｎ５２１＠１６３．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１３５０３０６７７，Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｑｊ＠１６３．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｕｓｉｎｇｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ（ＣＩＫ）ｃｅｌｌｓａｓｔａｒｇｅｔｅｄｖｅｈｉｃｌｅｔｏ

ｄｅｌｉｖｅｒｈＩＬ２１ｇｅｎｅｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＷｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１ａｎｄｐＤＣ７５９

ＣｏｐＧＦＰｆｏｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｐＡｄ５ａｎｄｐＡｄ５Ｆ３５ｗｈｉｃｈｃａｎｅｘｐｒｅｓｓｈＩＬ２１ａｎｄＣｏｐＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎｓｆｏｒｖｉｒａｌ

ｐａｃｋａｇｉｎｇ．ＷｅｉｓｏｌａｔｅｄＣＩＫｃｅｌｌｓａｎｄｐｌｏｔｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ．ＴｈｅｎＡｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰａｎｄＡｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ（０，１，５，１０，５０，１００，ａｎｄ１０００）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔＣＩＫｃｅｌｌｓ；Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１ａｎｄＡｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ（０，１，５，１０，２０，ａｎｄ５０）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｈＩＬ２１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙ
ＥＬＩＳＡａｓｓａｙ４８ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ（０，１，５，１０，５０，ａｎｄ１００）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔＣＩＫ

ｃｅｌｌｓａｎｄｈＩＬ２１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅａｌｓｏｅｘａｍｉｎｅｄ４８ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．ＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｔｏｎｕｄｅ

ｍｉｃｅｆｏｒｔｕｍｏｒｆｏｒｍｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣＩＫｃｅｌｌｓｃａｒｒｙｉｎｇｈＩＬ２１ａｎｄｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐｌａｓｍｉｄｓｆｏｒｖｉｒａｌｐａｃｋａｇｉｎｇｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＡｆｔｅｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ，Ａｄ５ａｎｄ

Ａｄ５Ｆ３５ｗｈｉｃｈｃａｎｅｘｐｒｅｓｓｈＩＬ２１ａｎｄＣｏｐＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐａｃｋａｇｅｄ．Ａｄ５ａｎｄＡｄ５Ｆ３５ｗｈｉｃｈｃａｎｅｘｐｒｅｓｓ

ＣｏｐＧＦＰｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．ＩｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔＡｄ５Ｆ３５ｗａｓｓｕｐｅｒｉｏｒｔｏＡｄ５ｉｎＣＩＫｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｗｉｔｈｔｈｅｓｕｉｔａｂｌｅＭＯＩｂｅｉｎｇ
５０．Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１ａｎｄＡｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１ｈａｄｓｉｍｉｌａｒｅｆｆｅｃｔｏｎＩＬ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｉｍａｌ

ｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉｃｅｉｎｇｒｏｕｐＣＩＫ／ｈＩＬ２１ｈａｄａｂｅｔｔｅｒｃｕｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｈＩＬ２１ａｎｄＣＩＫｃｅｌｌｓｈａｖｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ

ａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇＨＣＣ．



·１０４６　 · 第二军医大学学报　２０１２年１０月，第３３卷

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１；ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ；ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ；ｌｉｖｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１０）：１０４５１０５０］

　　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ＩＬ２１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［１５］，对肝癌具有一定的治疗效
果［６８］。细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
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

ＩＬ２１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ＩＬ２１（ｈＩＬ２１）、ＣｏｐＧＦＰ 基因模板
质粒ｐＤＣ３１８ｈＩＬ２１、ｐＫＣＤＮＡＥＦ１ＧＦＰ，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ＳＭＭＣ７７２１
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；ｈＩＬ２１ＥＬＩＳＡ 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 ｐＤＣ３１８ｈＩＬ２１、

ｐＫＣＤＮＡＥＦ１ＧＦＰ 为 模 板 分 别 克 隆 ｈＩＬ２１、

ＣｏｐＧＦＰ基因，引物如下：ｈＩＬ２１上游引物５′ＡＣＧ
ＣＧＴＣＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＡＴＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧ
Ｃ３′，下游引物５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＧＡＡＴＣ
ＴＴＣ ＡＣＴ ＴＣＣ３′；ＣｏｐＧＦＰ 上 游 引 物 ５′ＣＧＣ
ＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＣ
３′，下游引物５′ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＧＡＧＡＴ
ＣＣＧＧＴＧＧＡＧＣ３′。对ｐＤＣ７５９和ｈＩＬ２１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ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ。

１．３　病毒包装、扩增和鉴定　利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００将质粒ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ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ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰ和Ａｄ３５ＲＣ。鉴
定正确的重组病毒分别命名为 Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１、

Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１；Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、Ａｄ５Ｆ３５／

ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ。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 ＧＴＴ５５１培养液中培养，在ＩＬ２、抗

ＣＤ３单克隆抗体、ｒＩＦＮγ、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ＩＬ２使其终浓度为５００ＩＵ／ｍｌ。ＳＭＭＣ７７２１、

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／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、

Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ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ＧＴＴ５５１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％ＦＢＳＧＴＴ５５１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ｈＩＬ２１蛋白的表达　分别用

ＲＰＭＩ１６４０培养液、ＧＴＴ５５１细胞培养液调节感染
后的ＳＭＭＣ７７２１细胞和ＣＩＫ细胞密度，以１×１０５／
孔铺 ２４ 孔板，２００μｌ／孔；Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１、

Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１ 分 别 感 染 ＳＭＭＣ７７２１ 细 胞，

ＭＯＩ分别为０、１、５、１０、２０、５０；Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ
２１感染ＣＩＫ细胞，ＭＯＩ分别为０、１、５、１０、５０、１００；
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每组设３个复孔，十字法摇匀；３７℃、５％ＣＯ２孵箱培
养２ｈ后，ＳＭＭＣ７７２１细胞补加５％ＦＢＳＲＰＭＩ
１６４０培养液，ＣＩＫ细胞补加含２％ＦＢＳ的ＧＴＴ５５１
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ｈＩＬ２１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＋ｈＩＬ２１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／ＡＡＶｈＩＬ２１组：瘤内
注射病毒，剂量为２×１０８ｐｆｕ／只；（４）ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１
组：尾静脉注射ＣＩＫ细胞，剂量为１０７／只，瘤内注射

Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１，剂量为２×１０８ｐｆｕ／只；（５）ＣＩＫ
ｈＩＬ２１ 组：尾 静 脉 注 射 Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１
（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ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１
经ＥｃｏＲⅠ，ＸｍａⅠ、ＮｈｅⅠ＋ＮｃｏⅠ、ＡｇｅⅠ＋ＰｓｔⅠ、ＡｇｅⅠ＋ＮｃｏⅠ
分别酶切后条带大小均正确（图１Ａ）。ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧ
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：ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；Ｂ：ｐＤＣ７５９ＣｏｐＧＦＰｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．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
ｈＩＬ２１、Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１、Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ、

Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ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／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ和Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧ

ＦＰ对ＣＩＫ细胞的感染能力　由图３可见Ａｄ５Ｆ３５／

ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 对 ＣＩＫ 细胞的感染能力远大于

Ａｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ对 ＣＩＫ 细胞的感染能力。随

着 ＭＯＩ值的增加，Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 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／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰ 对ＣＩＫ细

胞的感染率较好。

２．５　ＥＬＩＳＡ法检测不同 ＭＯＩ感染细胞后ｈＩＬ２１
蛋白的表达 　Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１、Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶ

ｈＩＬ２１对ＳＭＭＣ７７２１细胞株的感染能力差异无统

计学意义，在 ＭＯＩ为２０时ｈＩＬ２１蛋白的表达量较

高（图４Ａ）。Ａｄ５Ｆ３５／ＡＡＶｈＩＬ２１感染ＣＩＫ细胞

时随着 ＭＯＩ的增加表达量逐渐升高，当 ＭＯＩ为５０
时，ｈＩＬ２１蛋白的表达量较高（图４Ｂ）。

图２　ＣＩＫ细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　ＣＩＫｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ
ＡＥｉｎｄｉｃａｔｅＣＩＫｃｅｌｌｓｆｒｏｍｆｉｖｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

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

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｅｓ（Ａ）ａｎｄｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓ（Ｂ）

ｂｅｔｗｅｅｎＡｄ５Ｆ３５ａｎｄＡｄ５／ＡＡＶＣｏｐＧＦＰｉｎＣＩＫｃｅｌｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＭＯＩ＝５０；ＭＯＩ：Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＥＬＩＳＡ法检测不同 ＭＯＩ下ＳＭＭＣ７７２１（Ａ）和ＣＩＫ（Ｂ）细胞中ｈＩＬ２１蛋白的表达量

Ｆｉｇ４　ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｏｆｈＩＬ２１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＳＭＭＣ７７２１（Ａ）ａｎｄＣＩＫ（Ｂ）ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ
ＭＯＩ：Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＭＯＩ＝０，１，５ｏｒ１０ｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝２，珚ｘ±ｓ
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２．６　ＣＩＫｈＩＬ２１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／ＡＡＶｈＩＬ２１ 组
（０．５６１±０．０５５）ｃｍ３、ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组（０．５１６±
０．０４５）ｃｍ３、ＣＩＫｈＩＬ２１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ｈＩＬ２１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
ｈＩＬ２１组５．０％，ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组１３．４％，ＣＩＫ
ｈＩＬ２１组３９．０％，ＣＩＫｈＩＬ２１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，ＩＬ１５、ＩＬ２１、ＩＬ７等

能够起到一定的抗肿瘤作用［９１２］；ＩＬ１５能够刺激Ｔ
细胞的快速增殖［１３］；ＩＬ７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ＩＬ２１的抗肿瘤作用研究较多，ＩＬ２１
能够刺激不同时期的Ｂ细胞、Ｔ细胞、ＮＫ细胞的增

殖，促进ＩＦＮγ的释放，从而起到对肿瘤细胞的杀伤

作用［１５２０］。与此同时，ＩＬ２１与ＩＬ２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［２３２５］。

　　本实验成功构建包装了携带ｈＩＬ２１及ＣｏｐＧ

ＦＰ 基因的腺病毒质粒 ｐＤＣ７５９ｈＩＬ２１、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ｈＩＬ２１基因的

Ａｄ５、Ａｄ５Ｆ３５病毒感染ＳＭＭＣ７７２１细胞，ｈＩＬ２１
的表达量差异无统计学意义。因此在后续裸鼠

ＳＭＭＣ７７２１细胞移植瘤实验中，选用携带ｈＩＬ２１
基因的 Ａｄ５病毒进行基因治疗，而用携带ｈＩＬ２１

基因的 Ａｄ５Ｆ３５病毒感染的 ＣＩＫ 细胞（ＣＩＫｈＩＬ

２１）进行细胞治疗。

　　裸鼠ＳＭＭＣ７７２１细胞移植瘤实验肿瘤体积生

长数据结果显示，ＣＩＫｈＩＬ２１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／ＡＡＶｈＩＬ２１组、ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组、ＣＩＫｈＩＬ

２１组。ＣＩＫｈＩＬ２１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。ＣＩＫｈＩＬ２１组

效果较ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组强，可能是ｈＩＬ２１在 ＣＩＫ细

胞表达，刺激ＣＩＫ增殖，联合并增强ＣＩＫ杀伤肿瘤

细胞。ＣＩＫ＋ｈＩＬ２１组效果较 Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１
组强说明联合治疗效果较好。Ａｄ５／ＡＡＶｈＩＬ２１
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／

ＡＡＶｈＩＬ２１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／ＡＡＶｈＩＬ２１ 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。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

［参 考 文 献］

［１］　ＯｎｏｄａＴ，ＲａｈｍａｎＭ，ＮａｒａＨ，ＡｒａｋｉＡ，ＭａｋａｂｅＫ，Ｔｓｕｍｏｔｏ

Ｋ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＣＤ４＋ ｃｅｎｔｒａｌａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｒｍｅｍｏｒｙＴｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｄｕｃｅＩＬ２１：ｅｆｆｅｃｔｏｎｃｙｔｏｋｉｎｅｄｒｉｖｅｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋

Ｔｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２００７，１９：１１９１１１９９．
［２］　ＳａｒｒａＭ，ＰａｌｌｏｎｅＦ，ＭａｃｄｏｎａｌｄＴＴ，ＭｏｎｔｅｌｅｏｎｅＧ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１ｉｎｉｍｍｕｎｅｍｅｄｉａｔｅｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇ

Ｔａｒｇｅｔｓ，２０１０，１１：６４５６４９．
［３］　ＹｏｏｎＪＳ，ＮｅｗｔｏｎＳＭ，ＷｙｓｏｃｋａＭ，ＴｒｏｘｅｌＡＢ，ＨｅｓｓＳＤ，

ＲｉｃｈａｒｄｓｏｎＳ Ｋ，ｅｔａｌ．ＩＬ２１ｅｎｈａｎｃｅｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

ｗｉｔｈｏｕｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔＴｃｅｌｌｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＳéｚａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００８，１２８：

４７３４８０．
［４］　ＡｓａｏＨ．［Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇａｍｍａｃｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｙｔｏｋｉｎｅｓｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ］［Ｊ］．ＲｉｎｓｈｏＢｙｏｒｉ，２００７，５５：５１５８．
［５］　ＮｕｒｉｅｖａＲ，ＹａｎｇＸＯ，ＭａｒｔｉｎｅｚＧ，ＺｈａｎｇＹ，ＰａｎｏｐｏｕｌｏｓＡＤ，

ＭａＬ，ｅｔａｌ．ＥｓｓｅｎｔｉａｌａｕｔｏｃｒｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙＩＬ２１ｉｎｔｈｅｇｅｎ

ｅｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００７，４４８：４８０

４８３．
［６］　ＰａｎｇＹＬ，ＺｈａｎｇＨＧ，ＰｅｎｇＪＲ，ＰａｎｇＸ Ｗ，ＹｕＳ，ＸｉｎｇＱ，ｅｔ

ａｌ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｈｅｐａｔｏ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２００９，５８：

８７７８８６．
［７］　程明荣，李　清，洪晓武，叶　桃，何　秉，程志俭，等．重组质粒

ｐＩＲＥＳＧＭＣＳＦＩＬ２１的构建及其治疗小鼠肝癌移植瘤的疗

效［Ｊ］．中华肿瘤杂志，２０１１，３３：６６１６６５．
［８］　ＣｈｅｎｇＭ，ＬｉＱ，ＷａｎＴ，ＨｏｎｇＸ，ＣｈｅｎＨ，ＨｅＢ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｇａｌａｃｔｏｓｙｌａｔｅｄｃｈｉｔｏｓａｎａｓ

ａｇｅｎｅｃａｒｒｉｅｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＭａｔｅｒＲｅｓＢ

ＡｐｐｌＢｉｏｍａｔｅｒ，２０１１，９９：７０８０．
［９］　ＫｉｎｔｅｒＡＬ，ＧｏｄｂｏｕｔＥＪ，ＭｃＮａｌｌｙＪＰ，ＳｅｒｅｔｉＩ，ＲｏｂｙＧＡ，

Ｏ’ＳｈｅａＭＡ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｃｏｍｍｏｎγｃｈａｉｎｃｙｔｏｋｉｎｅｓＩＬ２，ＩＬ７，

ＩＬ１５，ａｎｄＩＬ２１ｉｎｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１

ａｎｄｉｔｓｌｉｇａｎｄｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，１８１：６７３８６７４６．
［１０］ＳｔｅｅｌＪＣ，ＷａｌｄｍａｎｎＴＡ，ＭｏｒｒｉｓＪＣ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１５ｂｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄｉｔｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏｌ

Ｓｃｉ，２０１２，３３：３５４１．
［１１］ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＡ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＭＫ，ＨａｒｒｉｓＷｈｉｔｅＭ，ＨｕａｎｇＭ，Ｚｈｕ

Ｌ，ＥｌａｓｈｏｆｆＤ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆＣＸＣＲ３ｌｉｇａｎｄｓｉｎＩＬ７／ＩＬ７Ｒａｌ

ｐｈａＦｃｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，１７：３６６０３６７２．
［１２］ＬａｉＬ，ＪｉｎＪ，ＧｏｌｄｓｃｈｎｅｉｄｅｒＩ．Ｉｎｖｉｖｏａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ７／ＨＧＦｂｅｔａｈｙｂｒｉｄｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓ，２０１１，７１：６１６７．
［１３］ＬｏｄｏｌｃｅＪＰ，ＢｏｏｎｅＤＬ，ＣｈａｉＳ，ＳｗａｉｎＲＥ，ＤａｓｓｏｐｏｕｌｏｓＴ，

ＴｒｅｔｔｉｎＳ，ｅｔａｌ．ＩＬ１５ｒｅｃｅｐｔｏｒｍａｉｎｔａｉｎｓｌｙｍｐｈｏｉｄｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ

ｂｙｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｈｏｍｉｎｇａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｍｍｕ

ｎｉｔｙ，１９９８，９：６６９６７６．
［１４］ＷａｎｇＪ，ＰａｅＭ，ＭｅｙｄａｎｉＳＮ，ＷｕＤ．Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ３ｇａｌｌａｔｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒｓｆｏｒＴｃｅｌｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

ａｎｄｔｈｅｉｒｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｍｏｕｓｅＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｎｕｔｒ，２０１２，１４２：５６６５７１．
［１５］ＬｉｕＺ，ＹａｎｇＬ，ＣｕｉＹ，ＷａｎｇＸ，ＧｕｏＣ，ＨｕａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＩＬ２１

ｅｎｈａｎｃｅｓＮＫｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｉｎｄｕｃｅｓ

Ｔｈ１７ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｉｎ

ｆｌａｍｍＢｏｗｅｌＤｉｓ，２００９，１５：１１３３１１４４．
［１６］ＳｐｏｌｓｋｉＲ，ＷａｎｇＬ，ＷａｎＣＫ，ＢｏｎｖｉｌｌｅＣＡ，ＤｏｍａｃｈｏｗｓｋｅＪＢ，

Ｋｉｍ Ｈ Ｐ，ｅｔａｌ．ＩＬ２１ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｉｍｍｕｎｅｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｔｏｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，１８８：

１９２４１９３２．
［１７］ＨｓｉｅｈＣＬ，ＨｓｕＳＣ，ＳｈｅｎＣＲ，ＣｈｅｎＭＹ，ＬｉｕＳＪ，ＣｈｏｎｇＰ，ｅｔ

ａｌ．ＩｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ２１ｒｅｄｕｃｅｓｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｂｙ

ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｓｔａｔｕｓｏｆｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌ，２０１１，２１６：４９１４９６．
［１８］ＢｈａｖｅＮＳ，ＣａｒｓｏｎＷＥ３ｒｄ．Ｉｍｍｕｎｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｔｅｒｌｅｕ

ｋｉｎ２１［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，２００９，１１８２：３９４６．
［１９］ＳｏｎｄｅｒｇａａｒｄＨ，ＳｋａｋＫ．ＩＬ２１：ｒｏｌｅｓｉｎｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＡｎｔｉｇｅｎｓ，２００９，７４：４６７４７９．
［２０］ＳｐｏｌｓｋｉＲ，ＬｅｏｎａｒｄＷＪ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１：ｂａｓｉｃｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｉｍｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃａｎｃｅｒａｎｄａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，

２００８，２６：５７７９．
［２１］陈国兵，窦　骏，陈峻崧，赵枫姝，褚莉莉，唐　权．瘤体内直接

注射ｍＩＬ２１基因抑制小鼠实验性淋巴瘤生长及其机制的初

步研究［Ｊ］．中华微生物学和免疫学杂志，２００４，２４：６３１．
［２２］ＬｉｎｎＹ，ＨｕｉＫＭ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ：ＮＫｌｉｋｅＴｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｃｙｔｏｔｏｌｙｔｉｃｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｇａｉｎｓｔｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＬｅｕｋＬｙｍｐｈｏ

ｍａ，２００３，４４：１４５７１４６２．
［２３］刘　洋，包尔宁，杨　波，卢学春，朱宏丽，韩为东，等．自体ＣＩＫ

细胞输注治疗老年骨髓增生异常综合征的临床研究［Ｊ］．中国

血液学杂志，２０１１，１９：７８７７９２．
［２４］ＫｉｍＨ Ｍ，ＫａｎｇＪＳ，ＬｉｍＪ，ＫｉｍＪＹ，ＫｉｍＹＪ，ＬｅｅＳＪ，ｅｔａｌ．

Ａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅ

ｍｏｕｓｅｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰｈａｒｍ Ｒｅｓ，２００９，３２：７８１

７８７．
［２５］王少扬，刘海周，马卫闽，谢志红．ＣＩＫ 细胞治疗慢性乙型肝炎

的疗效观察［Ｊ］．传染病信息，２０１１，２４：１０３１０５．
［２６］ＩｓｓａＰＣ，ＭａｃＬａｒｅｎＲＥ．Ｎｏｎｖｉｒａｌｒｅｔｉｎａｌｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ：ａｒｅ

ｖｉｅｗ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１２，４０：３９４７．

［本文编辑］　尹　茶


