
!论
!!

著!

W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞对
-7&"

细胞体内

外杀伤作用的实验研究"

沈
!

燕!程诗迪!张
!

萍!白凤霞!娄世锋#

"重庆医科大学附属第二医院血液内科
!

%"""#"

$

!!

摘
!

要"目的
!

研究
W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染细胞因子诱导的杀伤细胞"

/Ẁ

$对
-7&"

白血病细胞的杀伤作用%方法
!

应

用脂质体将融合基因
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞!酶联免疫吸附试验"

X7W.)

$和流式细胞术"

M/1

$法检测转基因前后
/Ẁ

分泌细胞因子能力及细胞表型的变化!

10.

法检测基因转染
/Ẁ

细胞对
-7&"

细胞细胞毒活性的变化!建立
-7&"

裸鼠模型!给

予
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞'空质粒转染
/Ẁ

细胞'未转染
/Ẁ

细胞及生理盐水!观察其对裸鼠移植瘤生长的抑制作用%

结果
!

通过脂质体成功将
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞!转染前后
/Ẁ

细胞的分泌细胞因子能力及细胞表型无明显变化!转染

后
/Ẁ

细胞对
-7&"

细胞的杀伤活性较空质粒转染
/Ẁ

细胞及未转染
/Ẁ

细胞明显提高!体内实验表明基因转染
/Ẁ

细胞可

明显抑制裸鼠皮下
-7&"

细胞移植瘤的生长%结论
!

W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染
/Ẁ

细胞能够明显抑制体内外
-7&"

细胞的生

长!同时不影响
/Ẁ

分泌细胞因子能力及细胞表型%

关键词"
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=<C<=C+G/Ẁ E@**?L<?9@C@KIF=@9N

>

@=a

>

I@,*F=V@9FIIB=+?+KN@=C<??<

>

$

X7W.)

&

$/

>

C+C+cFEFC

>
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<KF?+= LFCD=+=,CK<=?G@EC@9/Ẁ E@**?<=9CD+?@CK<=?G@EC@9N

>

@I

J

C

>

A@EC+K

#
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近年来#随着化疗(特异靶向治疗(造血干细胞技术的不断

提高#白血病的治疗效果日益改善#然而复发仍是困扰白血病

治愈的一个难题'白血病复发主要原因之一是由于体内微小

残留白血病$

1S2

&的存在#微小残留白血病是指白血病患者

经过治疗达到完全缓解$包括骨髓移植治疗&后体内残存少量

的白血病细胞的状态$

#"

'

!

#"

& 白血病细胞&

*

#

+

'随着肿瘤过

继免疫治疗的研究#采用细胞因子诱导的杀伤细胞$

/Ẁ

细胞&

介导的过继免疫治疗清除白血病残留病灶已日益引起人们的

重视#并在临床应用中取得一定的疗效#如何进一步增强这些

免疫活性细胞的抗肿瘤活性以提高疗效是关系到治疗成败的

关键因素之一*

!,%

+

'

前期工作中#本课题组构建了以人白细胞介素
'

$

W7,'

&作

为导向分 子#以 铜 绿 假 单 胞 菌 外 毒 素 $

8X

&的 活 性 片 段

8X'4̀ 2X7

作为细胞毒分子的融合蛋白
W7,',8X'4̀ 2X7

#对

高表达白细胞介素
'

受体$

W7,'S

&的白血病细胞有相对靶向杀

伤效应*

(,&

+

#当融合基因
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞后#发

现转染后的
/Ẁ

细胞能表达有细胞毒活性的融合蛋白
W7,',

8X'4̀ 2X7

'本研究拟探讨
W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染
/Ẁ

细胞后#

/Ẁ

细胞的生物学活性及对白血病细胞
-7&"

的杀伤

活性变化'

$

!

材料与方法

$$$

!

材料来源
!

质粒
J

E25)'$#

$

\

&

,W7,',8X'4̀ 2X7

由本

科室构建#

T)7T

"

E

裸鼠鼠龄
%

!

&

周#体质量
#&

!

!"

H

#购自

重庆医科大学实验动物中心'干扰素
.

$

WM5,

.

&购自上海凯茂

生物医药有限公司#

W7,!

购自北京双鹭药业股份有限公司#抗

/2'

单克隆抗体$

Ù 0'

&购自北京邦定生物医学技术有限公

司#

#&%"

培养基及胎牛血清$

MT.

&购自
-

>

E*+=@

公司#

7F

J

K+,

G@EC<IF=@!"""

转染试剂盒购自
W=AFCK+

H

@=

公司#

/2'

(

/2%

(

/24

及
/2(&

单抗购自
@TF+?E@=E@

(肿瘤坏死因子
,

(

$

05M,

(

&(

WM5,

.

酶联免疫吸附试验$

X7).)

&试剂盒购自北京四正柏生

)

:&&!

)

检验医学与临床
!"#:

年
3

月第
#%

卷第
#4

期
!

7<N1@9/*F=

!

.@

J

C@IN@K!"#:

!

R+*$#%

!

5+$#4

"

基金项目"重庆市自然科学基金项目$

/./0

#

!""3TT(!&&

&%重庆市科技攻关重点项目$

/.0/

#

!""3)T(!#(

&'

!!

作者简介"沈燕#女#主治医生#主要从事白血病的治疗研究'

!

#

!

通信作者#

X,I<F*

!

#'("4''#!#'

#

#&'$E+I

'



物科技有限公司%

10.

试剂购自
.F

H

I<

公司%重庆医科大学

MFE+**

淋巴细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技有限责

任公司%

-7&"

#

(̀&!

细胞株由本室保存'

$$/

!

方法

$$/$$

!

融合基因
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞
!

取健康献

血者新鲜外周血#常规
MFE+**

密度梯度离心法分离外周血单个

核细胞$

8T1/

&#用含
#"; MT.

的
S81W#&%"

完全培养基调

整细胞密度为
(6#"

&

"

I7

#加入
WM5,

.

#"""P

"

I7

#

':j

(

(;

/U

!

培养箱培养'

!%D

后添加抗
/2'

单克隆抗体
#""=

H

"

I7

#

W7,!#"""P

"

I7

'每
'

天调整细胞密度为
#6#"

&

"

I7

#

更换培养基#并补加
W7,!#"""P

"

I7

继续培养'将培养至第

3

天的处于对数生长期的
/Ẁ

细胞用无血清
S81W#&%"

培养

液洗涤两次#用转染缓冲液调整细胞密度为
(6#"

&

"

I7

#

)

组

$

W8,/Ẁ

&在每个培养孔的培养细胞中加入质粒
J

E25)'$#

$

,

&

,

W7,',8X'̀ 2X7

%

T

组$

A@EC+K,/Ẁ

&在每个培养孔的培养细胞中

加入空质粒
J

E25)'$#

$

,

&%

/

组为对照组$未转染组#仅加入

8T.

&#按
W=AFCK+

H

@=

公司
7F

J

K+G@EC<IF=@!"""

转染试剂盒说明

书操作步骤进行转染'转染后
&D

换液培养'

$$/$/

!

流式细胞术$

M/1

&分析基因转染后
/Ẁ

细胞表型的

变化
!

分别于第
3

(

#'

天用流式细胞仪检测
/Ẁ

细胞表面分

子的变化#方法如下!流式管中每管加入
/Ẁ

细胞悬液
#""

"

7

$大于
#"

( 个细胞&#加磷酸盐缓冲液$

8T.

&洗涤#

#"""K

"

IF=

离心
(IF=

#去上清液#加入不同组合的荧光素标记的
/2

分子

单抗#每种单抗加
(

"

7

#混匀#

%j

避光放置
'"IF=

#

8T.

洗
!

次#去上清液后加
'""

"

78T.

重悬细胞#流式细胞仪检测'

$$/$'

!

X7W.)

法检测基因转染后
/Ẁ

细胞分泌细胞因子水

平的变化
!

收集转染
%9

后$培养至第
#'

天&

/Ẁ

细胞$

W8,

/Ẁ

及
A@EC+K,/Ẁ

&培养上清液#用
X7W.)

法检测
WM5,

.

和

05M,

(

的浓度#具体操作按试剂盒说明书进行'同时收集未

转染的
/Ẁ

培养至第
#'

天的
/Ẁ

细胞培养上清液作为对照'

$$/$1

!

W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染
/Ẁ

细胞杀瘤活性鉴定
!

采用
10.

方法检测'取转染后第
%

天的
W7,',8X'4̀ 2X7

基

因转染
/Ẁ

细胞$

W8,/Ẁ

&(空载体转染
/Ẁ

细胞$

A@EC+K,/Ẁ

&

和培养至
#'

天单纯
/Ẁ

细胞作为效应细胞#分别检测其对

-7&"

和
(̀&!

肿瘤细胞株的杀伤作用'效靶比分别为
#"k

#

(

!"k#

(

%"k#

#每组设
'

个复孔#

':j

(

(;/U

!

培养箱中孵

育
!%D

#每孔加入
10.!"

"

7

#孵育
!D

后检测
%3"=I

波长吸

光值$

3!

值&#计算杀伤活性'

杀伤率$

;

&

Y

#\

$效应细胞
[

靶细胞&组
3!\

单纯效应细胞组
3!

组

单纯靶细胞
3!

值 6#"";

$$/$2

!

转染前后的
/Ẁ

细胞对
-7&"

荷瘤裸鼠的抑制作用

!

裸鼠置于清洁级动物房由专人饲养#实验员具备重庆市动物

实验从业人员资质'实验在超净工作台内进行#收集对数生长

期的
-7&"

细胞#

8T.

洗两遍#用含
#";MT.

的
#&%"

完全培养

基稀释为
(6#"

:

"

I7

的单细胞液#接种裸鼠的右后肢外侧#使

其成为荷瘤鼠#待移植瘤长至
"$(EI

'

#随即分为
%

组#每组
%

只'第
#

组每只小鼠瘤旁注射转染
W7,',8X'4̀ 2X7

基因的

/Ẁ

细胞
#6#"

:

"

"$!I7

%第
!

组每只小鼠瘤旁注射转染空载

体的
/Ẁ

细胞
#6#"

:

"

"$!I7

%第
'

组每只小鼠瘤旁注射未转

染的
/Ẁ

细胞
#6#"

:

"

"$!I7

%第
%

组每只小鼠瘤旁注射
"$!

I7

生理盐水#

#

周
!

次$每周二(周五注射&#连续
!

周'第
'

周切除移植瘤测各组瘤重#按下面公式分别计算各组荷瘤鼠的

瘤重抑制率$

0ZW

&'

0ZW

$

;

&

Y

$对照组瘤重
\

用药组瘤重&"

对照组瘤质量
6#"";

'

$$'

!

统计学处理
!

采用
.8..!#$"

统计软件进行分析#计量

资料以
P_=

表示#组间比较采用
D

检验#以
M

%

"$"(

为差异有

统计学意义'

/

!

结
!!

果

/$$

!

基因转染
/Ẁ

细胞分泌
05M,

(

和
WM5,

.

的影响
!

用

05M,

(

和
WM5,

.

的
X7W.)

试剂盒检测#结果发现
)

组(

T

组

及
/

组培养上清液中
WM5,

(

和
05M,

.

的浓度无明显变化#两

者相比差异无统计学意义$

M

&

"$"(

&#见表
#

'

表
#

!!

W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染对
/Ẁ

细胞

!!!

分泌细胞因子的影响#

P_=

&

JH

'

I7

$

组别
WM5,

.

05M,

(

)

组$重组质粒转染组&

((!$:_&'$# !43$!_''$&

T

组$空载体转染组&

(3!$(_(3$' !&4$3_!3$'

/

组$未转染组&

(:4$'_(%$4 !:#$&_!4$:

/$/

!

/Ẁ

细胞表型的变化
!

用流式细胞仪检测在培养过程中

细胞表型的变化#结果随着培养时间的延长#

/2'

[ 细胞和

/2'

[

/2(&

[细胞的百分率均呈明显上升趋势#培养至第
#'

天时分别达到$

43$!_($4

&

;

和$

!%$#_%$"

&

;

#

/Ẁ

细胞的主

要效应细胞
/2'

[

/2(&

[细胞得到了显著扩增'培养至第
3

天时将
W7,',8X'4̀ 2X7

基因及空载体转入
/Ẁ

细胞#再培养

%9

后#与培养相同时间的未转基因组相比
/Ẁ

细胞
/2'

[

(

/2'

[

/2(&

[的细胞比例无明显改变#两者相比差异无统计学

意义$

M

&

"$"(

&#见表
!

'

表
!

!!

/Ẁ

细胞表型变化#

P_=

&

;

$

组别
/2'

[

/2'

[

/2%

[

/2'

[

/24

[

/2'

[

/2(&

[

)

组$重组质粒转染组&

43$!_($4##$:_%$& (3$'_:$( !%$#_%$"

T

组$空载体转染组&

44$&_%$'#!$%_&$! &"$!_($% !'$3_#$:

/

组$未转染组&

43$4_($'#!$"_!$" (:$4_'$( !%$'_!$4

/$'

!

基因转染
/Ẁ

细胞的抗白血病效应
!

转染前后的
/Ẁ

细胞均对
-7&"

及
(̀&!

细胞有很强的杀伤作用#并表现为明

显的效靶比依赖性'

W8,/Ẁ

细胞对
-7&"

的细胞毒性高于

A@EC+K,/Ẁ

细胞及未转染
/Ẁ

细胞#差异有统计学意义$

M

&

"$"(

&#

A@EC+K,/Ẁ

及未转染
/Ẁ

细胞对
-7&"

细胞的杀伤作

用差异无统计学意义$

M

&

"$"(

&%转染前后的
/Ẁ

细胞对

(̀&!

细胞的杀伤作用无变化$

M

&

"$"(

&#见表
'

'

表
'

!!

不同效靶比时各组
/Ẁ

细胞的杀伤活性比较#

P_=

$

组别 效靶比
抑制率$

;

&

)

组$

W8,/Ẁ

&

T

组$

A@EC+K,/Ẁ

&

/

组$未转染
/Ẁ

&

-7&" #"k# !($:&_'$&# #:$3&_%$(" #:$#!_($(4

!"k# '3$#!_($%' !3$!&_'$#& !4$4!_'$3(

%"k# &'$'3_%$:# %'$'"_!$%! %&$%%_&$#3

(̀&! #"k# #4$!(_%$'4 #($'!_($!: #($4%_'$(!

!"k# '"$!#_($!3 !&$3!_%$4' !($&4_&$"!

%"k# %3$3'_!$3: %'$&%_($!% %%$'3_'$:#

)

4&&!

)

检验医学与临床
!"#:

年
3

月第
#%

卷第
#4

期
!

7<N1@9/*F=

!

.@

J

C@IN@K!"#:

!

R+*$#%

!

5+$#4



/$1

!

基因转染
/Ẁ

细胞对
-7&"

移植瘤的抑制作用
!

%

组小

鼠分别予瘤旁注射
W8,/Ẁ

(

A@EC+K,/Ẁ

(未转染
/Ẁ

细胞及生

理盐水#测各组瘤重#计算抑瘤率'

%

组小鼠肿瘤在瘤重(瘤体

积及瘤重抑制率的比较见表
%

'输注
W8,/Ẁ

(

A@EC+K,/Ẁ

及未

转染
/Ẁ

细胞的抑瘤率高于生理盐水对照组$

M

%

"$"(

&#但

W8,/Ẁ

细胞组抑瘤率明显高于
A@EC+K,/Ẁ

及未转染的
/Ẁ

细

胞组$

M

%

"$"(

&#

A@EC+K,/Ẁ

及未转染的
/Ẁ

细胞组的抑瘤率

和生存时间差异无统计学意义$

M

&

"$"(

&'

表
%

!!

各组
/Ẁ

细胞对
-7&"

荷瘤裸鼠的作用#

P_=

$

组别
'

瘤质量$

H

& 瘤体积$

EI

'

& 抑瘤率$

;

&

W8,/Ẁ % #$:!_"$#' "$(%_"$#! %($'3_&$(%

A@EC+K,/Ẁ % !$!3_"$#: "$43_"$!' !:$'"_'$4!

未转染
/Ẁ % !$'&_"$'( "$4(_"$!# !($#'_%$'3

生理盐水
% '$#(_"$!& #$4#_"$#3

'

!

讨
!!

论

!!

目前#急性白血病的治疗主要依靠联合化疗及造血干细胞

移植#但是通过以上治疗后仍有部分患者因体内残存的白血病

细胞而复发#而应用肿瘤的生物治疗可以改善这些患者的预

后'肿瘤的过继免疫治疗$

)/W

&是肿瘤生物治疗中最活跃的

研究领域之一#除干细胞移植后供者淋巴细胞输注外#

/Ẁ

细

胞以其更高的增殖活性和更强的细胞毒活性越来越被重视'

/Ẁ

细胞最初是指在健康人体外周血中只占
#;

!

(;

的

/2'

[

/2(&

[的
0

淋巴细胞'目前国内外制备的用于过继免

疫治疗的
/Ẁ

细胞#实际上是在多种细胞因子如
W7,!

(

WM5,

.

及单克隆抗体的刺激下#由从外周血(骨髓或脐血中分离出来

的单个核细胞在体外培养扩增的一组具有细胞杀伤活性的

5̀

样细胞#具有非
1-/

限制性(增殖速度快(杀瘤活性高(

杀瘤谱广等独特的优势#其免疫表型特征为
/2'

[

/2(&

[

*

4

+

'

同时
/Ẁ

细胞对肿瘤存在一定靶向性#

0D+K=@

等*

3

+发现#预先

将病毒育苗转染入
/Ẁ

细胞#可以利用
/Ẁ

细胞在肿瘤组织

中滞留而将病毒靶向分布至肿瘤组织'

/Ẁ

细胞对肿瘤组织

的靶向性可能由一组
5̀

配受体介导'

/Ẁ

细胞表达
5̀ Q!2

受体#而肿瘤细胞表面可存在
5̀ Q!2

配体#该受配体对
/Ẁ

细胞聚集于实体肿瘤组织可能有重要作用*

#",##

+

'

/Ẁ

细胞对急性髓细胞白血病$

)17

&细胞有溶解毒性#

在小鼠白血病模型中体现出抗
)17

效应#且不诱导移植物抗

宿主病*

#!

+

'将
/Ẁ

细胞在急性白血病患者化疗后第
#

天回

输#化疗联合自体
/Ẁ

细胞治疗
)17

的持续
/S

率明显优于

单纯化疗#疗效与疗程有关#疗程大于或等于
'

个患者的疗效

优于疗程小于
'

个的患者*

#'

+

#采用异基因干细胞移植序贯输

注供者
/Ẁ

细胞治疗
3

例复发"难治性血液肿瘤患者#发现患

者均顺利造血重建#移植后均获得完全缓解#但
/Ẁ

的杀伤效

应仍受细胞数量的限制#对
)17

细胞最适比例在
%"k#

$效应

细胞
k

靶细胞&#可获得
(";

细胞毒性#如何提高
/Ẁ

细胞肿

瘤杀伤活性是需要进一步解决的问题*

#%

+

'研究表明将
W7,!

(

W7,:

(

W7,!%

转染
/Ẁ

细胞后能明显提高
/Ẁ

细胞的肿瘤杀伤

活性*

#(,#:

+

'

前期工作中本课题组利用基因转染的方法成功将
W7,',

8X'4̀ 2X7

融合基因转入
/Ẁ

细胞#转染后的
/Ẁ

细胞能表

达有杀伤活性的融合蛋白
W7,',8X'4̀ 2X7

'在本研究中#发

现
W7,',8X'4̀ 2X7

转染后的
/Ẁ

细胞分泌
05M,

(

(

WM5,

.

及

细胞表型与转染前相比无明显差异#其抗肿瘤效应强于空质粒

转染
/Ẁ

及未转染
/Ẁ

细胞#对
W7,'

受体$

/2#!'

&阳性的

-7&"

细胞的杀伤活性明显高于
W7,'

受体阴性的
(̀&!

细

胞*

#4

+

#说明
W7,',8X'4̀ 2X7

转染后的
/Ẁ

细胞本身抗肿瘤效

应没有受到损害#且其表达的
W7,',8X'4̀ 2X7

融合蛋白可以

杀伤
W7,'

受体阳性的
-7&"

细胞#故抗肿瘤效应高于空载体

转染
/Ẁ

及普通
/Ẁ

细胞#由于
(̀&!

细胞不表达
W7,'

受体#

融合毒素对其杀伤作用有限#故
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细

胞对
(̀&!

细胞的抑制率低于
-7&"

细胞#空载体转染的
/Ẁ

细胞不表达
W7,',8X'4̀ 2X7

融合蛋白#其抗肿瘤效应与未转

染
/Ẁ

细胞相同'在动物实验中也证实了
W7,',8X'4̀ 2X7

转染
/Ẁ

细胞的抑瘤率明显高于空质粒转染
/Ẁ

和未转染

/Ẁ

细胞#差异有统计学意义$

M

%

"$"(

&'

以上研究表明#将
W7,',8X'4̀ 2X7

基因转染到
/Ẁ

细

胞#通过分泌融合毒素#可相对选择性杀伤
/Ẁ

细胞不能杀伤

的
)17

细胞#实际上大大提高
/Ẁ

细胞的效应"靶细胞比%同

时
W7,',8X'4̀ 2X7

融合毒素对
)17

细胞有相对靶向性#

/Ẁ

细胞通过
5̀

受"配体等机制可能在肿瘤细胞丰富区域滞留#

两者结合可能进一步增强其靶向作用#可提高
/Ẁ

细胞的抗

)17

效应#对清除
)17

残余病灶(提高根治率有重要意义'
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他莫拉菌的总检出率#冬季检出率最高#秋季最低$

M

%

"$""#

&#与王淑会等*

#"

+报道一致#提示季节是影响其检出率的

因素#原因可能是寒冷刺激卡他莫拉菌#通过延长信使
S5)

半衰期使其主要黏附分子普遍存在的表面蛋白
#

表达增加#进

而使其黏附呼吸道上皮细胞能力增加#毒力增强*

##

+

'

由于儿童是个特殊群体#部分抗菌药物的不良反应如氯霉

素会导致儿童灰婴综合症(四环素引起四环素牙(磺胺类的肝

肾毒性(氨基糖苷类的肝肾耳毒性(喹诺酮类造成关节软骨组

织损伤#所以即便这些药物敏感性高#也使得这些药物用于治

疗儿童受限'儿科用药多使用青霉素类(头孢菌素类(大环内

酯类抗菌药物*

#!

+

'

-

,

内酰胺酶可水解青霉素类抗菌药物#它

主要可分为
TSU,#

(

TSU,!

及
TSU,'

#为染色体基因编码的脂

蛋白#且耐药基因易于通过接合在细菌间转移*

#'

+

'本研究卡

他莫拉菌产酶率为
4:$(;

与袁少伟等*

4

+报道
4($:#;

较一致#

其高产酶率提示青霉素类药物不能作为治疗其感染的首选'

而卡他莫拉菌对阿莫西林"克拉维酸和头孢噻肟敏感率大于

3(;

#对头孢克洛和头孢呋辛敏感率大于
(";

#因此治疗卡他

莫拉菌感染#阿莫西林"克拉维酸和头孢噻肟等第三代头孢类

抗菌药物可作为在药敏结果未报告之前的经验首选#在药敏结

果报告后根据实际菌株的耐药情况调整用药'

综上所述#儿童是感染卡他莫拉菌的高危人群#特别是冬

季和小于
'

岁的儿童下呼吸道感染#应及时行培养(鉴定(药敏

试验#合理选择抗菌药物控制病情'
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