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HA 纳米载体转 hGM-CSF 基因的 HepG2 疫苗的抗肿瘤活性研究 *
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摘要 目的：评价 HA 纳米载体转 hGM-CSF 基因的 HepG2 疫苗的抗肿瘤活性。方法：SCID 小鼠 20 只腹腔内注射健康志愿者外周

血淋巴细胞（1×107/ ml）1.0 ml，同时背部皮下接种人肝癌 HepG2 细胞 (1×107ml)0.2 ml。当皮下移植瘤体积长至 100 mm3 时，随

机分四组：Ⅰ组，60Co 照射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞组，Ⅱ组，60Co 照射的 HepG2 细胞组，Ⅲ组，生理盐水组，Ⅳ组，接种

前，每组 5 只。MTT 法检测各组小鼠脾细胞 CTL 活性，ELISA 法检测血清 IL-4 和 IL-12 的水平。结果：转染 GM-CSF 基因的

HepG2 疫苗组小鼠脾细胞 CTL 活性明显高于其余组（P<0.05）；同时血清 Th1 类细胞因子 IL-12 的水平明显升高（P<0.05），而 Th2
类细胞因子 IL-4 的水平无统计学意义（P>0.05）。结论：HA 纳米载体转 hGM-CSF 基因的 HepG2 疫苗可刺激机体产生特异性免疫

反应。
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The Anti-Tumor Activity of HepG2 Tumor Vaccine Transfected hGM-CSF
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ABSTRACT Objective: To investigate the anti-tumor effects and mechanism of HepG2 tumor vaccine transfected hGM-CSF gene
mediated by HA nanoparticles. Methods: Health human peripheral blood lymphocytes were isolated from peripheral blood of healthy
donors and intraperitoneal injected into SCID mice at 2×107/ ml. Simultaneously, hepatocellular carcinoma cells were intracutaneously
injected into SCID mouse at 2×107/ ml. When the xenografted to a 100 mm3, mice was randomly divided into 4 groups: Group 1,HepG2
cells transfected with GM-CSF Gene after 60Co irradiation group; Group 2, HepG2 cells after 60Co irradiation group; Group 3, normal
saline group: Group 4, uninjected group. Every group had 5 mice. Cytotoxic rates were detected by using MTT assay. The level of IL-12
and IL-4 in serum was detected by ELISA method. Results: The activaty of CTL were significantly higher in group HepG2 tumor vaccine
transfected hGM-CSF gene mediated by HA nanoparticles than those in other groups（P<0.05）; Serum level of Th1-type cytokine IL-12
increased after vaccination（P<0.05）, whereas Th2-type cytokine IL-4 showed no significant changes（P>0.05）. Conclusion: The HepG2
tumor vaccine transfected hGM-CSF gene mediated by HA nanoparticles can induce immune response.
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前 言

肝癌是严重威胁人类健康的一种疾病，目前，用肝癌细胞

制备肝癌疫苗的研究已成为热点，而诱导特异性免疫是其研究

的主要方面。但单纯的肿瘤细胞难以刺激有效的免疫反应，利

用基因修饰如细胞因子、刺激分子等，可增强机体的免疫应答，

而研究证实 GM-CSF 的作用最强[1]。GM-CSF 可以刺激 DC 的
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Group n Activaty of CTL（%） P

HepG2 cells transfected with GM-CSF

Gene after 60Co irradiation group
5 （42.10±3.58）

HepG2 cells after 60Co irradiation group 5 （17.93±3.98） <0.05

Normal sline group 5 （11.45±2.69） <0.05

Uninjected group 5 （9.83±3.16） <0.05

表 1 各组小鼠脾细胞 CTL 活性

Table 1 Activaty of CTL in each group

增殖、成熟，而 DC 作为体内最为强大的抗原递呈细胞可以进

一步激活 CD4+ 和 CD8+T 细胞。本课题组前期研究发现 HA 纳

米颗粒载体介导转染 hGM-CSF 基因能增加 HepG2 细胞疫苗

的免疫原性，转 hGM-CSF 基因 HepG2 细胞疫苗可有效诱导

PBMC 增殖、分化，增加 INF-γ 的分泌，提高其对 HepG2 细胞

的杀伤作用[2]。而 GM-CSF 修饰的疫苗用于恶性黑色素瘤、前
列腺癌、非小细胞肺癌、肾癌等的治疗已经进入临床试验，结果

显示，该方法可以诱导抗肿瘤免疫反应[3-6]。SCID 鼠是一种严重

联合免疫缺陷小鼠，鼠体内植入人外周血淋巴细胞可模拟人免

疫系统的实验模型，是迄今为止最具说服力的用于评估生物治

疗的体内模型[7]。所以本研究利用 SCID 鼠肝癌模型，检测疫苗

接种后小鼠 CTL 活性及血清细胞因子水平，为肿瘤疫苗的临

床应用累计资料。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 试验细胞及动物 雄性 SCID 小鼠，4-6 周龄，体重 16-20
g,购自北京维通利华实验动物技术有限公司，所用水、饲料、垫
料均经过高温消毒；HepG2 细胞株由南华大学肿瘤研究所提

供；HA 纳米载体介导 GM-CSF 基因转染 HepG2 细胞株由本

课题前期试验做出并 -80℃保存；新鲜人血液由健康志愿者提

供。
1.1.2 主要仪器试剂 RMPI-1640 培养基购于美国 Meco 公司；

新生牛血清杭州四季清公司；胰蛋白酶 Gibco 公司；MTT 粉购

自长沙艾杰生物公司；人外周血淋巴细胞分离液（比重 1.077）
购自天津灏洋生物公司；小鼠 IL-12 及 IL-4 ELISA 检测试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司；钴 60 机由南华大学附属

南华医院提供。
1.2 方法

1.2.1 密度梯度离心法分离人淋巴细胞 （1）取健康志愿者肝素

抗凝外周静脉血 3 ml，与未添加小牛血清的 1640 培养液 1：1
混匀；（2）加于 4 ml 的淋巴细胞分离液之液面上；（3）2500 r/min
离心（半径 15 cm 水平转子）20 分钟；（4）弃去血浆，将淋巴细

胞层全部吸出至另一管；（5）无血清的 1640 培养液洗 2 遍后悬

于完全 RPMI 1640 中，配成 2×107/ ml。
1.2.2 疫苗的制备 将体外培养的转入 GM-CSF 基因的 HepG2
细胞和单纯 HepG2 细胞分别给予亚致死剂量的 60Co 照射，使

其成为疫苗。
1.2.3 Hu-PBL-SCID 小鼠模型的建立 SCID 小鼠 20 只，首先每

只 SCID 鼠给予 100 mg/kg 的环磷酰胺腹腔注射，然后每只

SCID 鼠接受腹腔内注射 2×107（1.0 ml）个人 PBL，最后每只

SCID 鼠背部皮下接种约 0.2 ml(2×107 ml)HepG2 细胞，每日观

察肿瘤形成情况。
1.2.4 试验分组及接种 当皮下移植瘤长至体积约 100 mm3 时，

随机分四组：Ⅰ组，60Co 照射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细

胞组，Ⅱ组，60Co 照射的 HepG2 细胞组，Ⅲ组，生理盐水组；Ⅳ

组，接种前，每组 5 只。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别于小鼠后肢内侧皮下注

射 60Co 照射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞 （2×107/ ml）
0.2 ml/ 只，60Co 照射的 HepG2 细胞 （2×107/ ml）0.2 ml/ 只，生

理盐水 0.2 ml/ 只，每七天重复一次，共三次。同时设接种前组

作为对照。
1.2.5 小鼠脾细胞 CTL 活性检测 取小鼠脾脏，机械研磨法制

备小鼠脾细胞悬液，以低渗法除去红细胞，并以完全 RPMI
1640 配成 2×106/ ml 作为效应细胞，以 HepG2 为靶细胞。按效

/ 靶 =20：1，先加入密度为 2×105 的 HepG2 细胞 50 μl/ 孔，再

加入小鼠脾细胞各 100 μl/ 孔。设立靶细胞对照组、效应细胞对

照组。各组均设三复孔。以 RPMI 1640 加至各孔总体积 200 μl。
37℃ 5 %CO2 孵育 4 小时后 MTT 法测定 CTL 活性。CTL 活性

=[1-（效 - 靶细胞的 A 值 - 效应细胞的 A 值）/ 靶细胞的 A 值]
X100 %。
1.2.6 ELISA 法检测血清白细胞介素 12（IL-12）和白细胞介素

4（IL-4）水平 分别收集接种前组及其余三组第 3 次免疫接种

后小鼠血清，检测 IL-12 和 IL-4 分泌水平。将标准品和待测样

品加入相应反应孔，混匀 30 S，封住孔板，37℃反应 30 min。洗

板 5 次，加入酶标试剂，37℃反应 30 min，洗板 5 次，加入显色

剂 A、B，37℃显色 10 min，加入终止液。15 分钟之内在酶标仪

上读取 A450 值。以 A450 值为纵坐标，以标准品浓度为横坐

标，绘制标准曲线，根据血清样品的 A 值，计算其浓度。
1.3 统计学方法

数据以 x±s 表示，采用 SPSS 13.0 软件做统计学分析，以 t
检验比较组间均数差异，以 P<0.05 为有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠脾细胞 CTL 活性

在 效 / 靶 比 =20：1 的 情 况 下 ， 接 种 60Co 照 射 的 转 染

GM-CSF 基因的 HepG2 细胞组的小鼠 CTL 活性为 (42.10±
3.58) %，明显高于 60Co 照射的 HepG2 细胞组、生理盐水组及接

种前的杀伤活性（P<0.05，表 1）。

2.2 疫苗治疗后小鼠血清 IL-12 和 IL-4 水平 接种 60Co 照射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞组后，
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Group N Level of IL-4（pg/ml） P

HepG2 cells transfected with GM-CSF Gene

after 60Co irradiation group
5 （26.20±2.78）

HepG2 cells after 60Co irradiation group 5 （25.92±3.42） >0.05

Normal sline group 5 （25.04±2.23） >0.05

Uninjected group 5 （24.54±2.91） >0.05

Group N Level of IL-12（pg/ml） P

HepG2 cells transfected with GM-CSF Gene

after 60Co irradiation group
5 （224.22±20.04）

HepG2 cells after 60Co irradiation group 5 （37.02±5.45） <0.05

Normal sline group 5 （33.07±5.03） <0.05

Uninjected group 5 （31.20±7.05） <0.05

小 鼠 血 清 Th1 类 细 胞 因 子 IL-12 水 平 为 （224.22±20.04）
pg/ml，明显高于 60Co 照射的 HepG2 细胞组的 （37.02±5.45）
pg/ml、生理盐水组的（33.07±5.03）pg/ml，接种前的（31.20±
7.05）pg/ml（P<0.05 ，表 2）。各组小鼠血清 Th2 类细胞因子

IL-4 水平分别为 （26.20±2.78）pg/ml、（25.92±3.42）pg/ml、
（25.04±2.23）pg/ml、（24.54±2.91）pg/ml，无明显变化，且与其

他各组间差异亦无统计学意义（P>0.05 表 3）。

表 2 各组小鼠血清 IL-12 水平

Table 2 The level of IL-12 in serum in each group

表 3 各组小鼠血清 IL-4 水平

Table 3 The level of IL-4 in serum in each group

3 讨 论

GM-CSF 是一种强烈刺激巨噬细胞和 DC 等抗原递呈细

胞的增殖、分化、活化、成熟及趋化的细胞因子。GM-CSF 基因

修饰的肿瘤细胞被放射线灭活后往体内注射，可增加局部炎症

反应，大量多核细胞、巨噬细胞和 DC 浸润，促进肿瘤抗原呈

递，能够诱导强烈的抗肿瘤免疫反应。GM-CSF 修饰的疫苗用

于恶性黑色素瘤、前列腺癌、非小细胞肺癌、肾癌等的治疗已经

进入临床试验。结果显示，该方法可以诱导抗肿瘤免疫反应[3-6]。
本试验所用的肿瘤疫苗为 HA 纳米载体介导 GM-CSF 基

因转染 HepG2 细胞经辐射制成。HA 纳米颗粒作为一种新出现

的基因转移工具，具有无免疫原性、无遗传毒性、可介导外源基

因在宿主染色体中的整合而获得基因的长期稳定表达[8]。本课

题组前期研究发现 HA 纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF 基因

能增加 HepG2 细胞疫苗的免疫原性，转 hGM-CSF 基因 HepG2
细胞疫苗可有效诱导 PBMC 增殖、分化，增加 INF-γ 的分泌，提

高其对 HepG2 细胞的杀伤作用[2]。
SCID 鼠是一种严重联合免疫缺陷小鼠，鼠体内植入人外

周血淋巴细胞可模拟人免疫系统的实验模型，是迄今为止最具

说服力的用于评估生物治疗的体内模型[7]。本试验通过建立具

有人免疫系统及人肝癌的复合动物模型，为肝癌疫苗免疫治疗

研究提供很好的试验模型。我们利用 SCID 鼠肝癌模型，检测

疫苗接种后小鼠 CTL 活性及血清细胞因子水平，为肿瘤疫苗

的临床应用累计资料。
分别取免疫前及免疫后各组小鼠脾细胞为效应细胞，以

HepG2 细胞作为靶细胞进行杀伤试验。结果表明，接种 60Co 照

射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞组的小鼠 CTL 活性明

显高于 60Co 照射的 HepG2 细胞组、生理盐水组及接种前。即转

染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞疫苗可刺激体内淋巴细胞对肿

瘤细胞的特异性杀伤活性。
Th1/Th2 细胞是免疫应答调节中的关键环节，正常情况

下，Th1/Th2 细胞处于平衡状态。当这个平衡失调并向 Th1 或

Th2 转化时，称为 Th1/Th2 的偏移[9]。大量研究表明，Th1 型细

胞因子具有重要的抗肿瘤作用[10-12]。进展期肿瘤患者外周血中

通常 Th2 优势状态，且随着肿瘤恶性程度增加 Th2 漂移更加

明显[13-14]，而在抗肿瘤免疫中起重要作用的 Th1 免疫却受到抑

制，因而逆转 Th1/Th2 漂移方向，增强 Th1 免疫，是肿瘤免疫治

疗的重要手段[15]，将为肿瘤的免疫治疗提供一种新的方法[16]。
研究 Thl/Th2 细胞亚群漂移, 为肿瘤的免疫治疗提供一个新型

的方案,己成为当前的研究热点[17-19]。IL-12 是 Th1 细胞分泌的

细胞因子中抑制局部肿瘤形成的作用最强，而 IL-4 是 Th2 细

胞分泌的最特异细胞因子[20]，所以 IL-12 及 IL-4 水平可很好评

价机体 Th1/Th2 细胞状态。分别收集接种前组及免疫后各组小

鼠免疫接种后血清，检测小鼠 IL-12 及 IL-4 水平。结果显示：接

种 60Co 照射的转染 GM-CSF 基因的 HepG2 细胞组后，小鼠血

清 Th1 类细胞因子 IL-12 水平明显高于其余各组，即其可诱导

产生 Th1 漂移。小鼠血清 Th2 类细胞因子 IL-4 水平并无明显

变化，且与其他各组间差异亦无统计学意义，即无 Th2 漂移现

象，因此诱导 Th1 漂移将有利于抗肿瘤免疫应答[21]。
总之，转染 GM-CSF 基因的 HepG2 疫苗可以诱导抗原特

异性免疫，具有良好的应用前景。
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