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逆转录病毒介导 I F N
一

y 基因对胆管癌细胞株的影响
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提 要 目的
:

研究 人 IF N
一
丫基因对胆 管癌细胞株免疫原性 的影响

。

方法
:

构 建携带人 IF N
一

7 c
D N A 的

逆转 录病毒载体 p ZI P
一

IF N
一
丫

,

导人人胆 管癌 细胞 系 Q B C 93 9
,

运用 Wes t e
m lB ot 法分析 M H C I 类分子的表

达
,

体外混合淋巴 细胞
、

肿瘤细胞培养 ( M L T R ) 和淋巴 细胞 杀伤试验研究导人 IF N
一

y 基因的 Q B C 9 39 细胞免

疫原性的变化
。

结果
:

G 4 1 8 阳性 Q B C 9 3 9
一

I F N
一

7 细胞分泌 I F N
一
下 活性为每 4 8 h o ~ 9

.

5 I U / 1 0`
,

oS
u t h e r n

lB ot 和 lS ot lB ot 证实 了目的基因 的整合及表达
。

W es t e
nr lB ot 证明 M H C I 类分 子表达水平是未转基因亲本

瘤细胞的 1
.

78 倍
。

M L T R 证实该瘤苗能明显刺激胆 管癌病人外周血淋巴 细胞的增殖
,

并能增强 H L A A Z 位

点相 匹 配 的 胆管癌 病 人外 周血 淋 巴 细 胞 的杀 伤活性
。

结论
:

IF N
一

y 基 因修饰瘤苗 能 增 强 胆管 癌 细胞 系

Q B C 9 3 9 的免疫原性
。

关健词 胆管癌细胞系 ; 基因治疗
;
干扰素

一

介肿瘤疫苗
;
免疫 原性

中图法分类号 R 3 9 4 ;
R 7 3 5

.

8

肿瘤生物治疗是当今恶性肿瘤 四大主要疗法之

一
,

且越来越引起人们的重视
。

如何提高肿瘤的免疫原

性
,

增强机体特异性细胞毒性 T 淋 巴 细胞 的杀伤活

性
,

是当今肿瘤免疫基因治疗领域 的主要课题之一 lj[
。

本研究以逆转录病毒载体介导
,

将人干扰素守 ( I F N
一

y)

基因导人胆管癌细胞系
,

研究该基因修饰瘤苗免疫原

性的改变
。

1
.

3 D N A
、

蛋 白杂交及 P C R 分析

提 取 含 目的基 因 克 隆细 胞 D N A
、

R N A
,

用 地 高辛标 记

( OB
e h r

i
n g e r

M
a n n h e i m ) I F N

一
了基 因片断

,

进行 S o u t h e r n
B lo t

和 lS ot lB ot
。

P C R 法 扩增克隆细胞基 因组中新霉素抗性基 因

( N e 。 基 因 )的特 异性序 列
,

扩增 片段长 4 3 3 b p
,

引 物序列
:

上游

引 物
: 5气 T C C A T C A T G G C T G A T G C A A T G C G G C

一
3
’ ,

下游 引

物
:

5 气G A T A G A A G G C G A T G C G C T G C G A A T C G
一

3
’ 。

提 取
培养 细胞蛋 白质

,

行 w es et nr lB ot
。

多抗垂LA
一

BA c 单抗 购

1 材料与方法

1
.

1 逆转录病毒载体的构建及导入 包装细胞 系

质粒 p G E M
一

1
一

I F N
一
下携带人 IF N

一
7 C D N A

.

长 1
.

I K b
,

克隆

到 逆转 录病毒载体 p Z I P
.

N
e o

.

S V ( x ) l 的 B a阴 H l 位点 上
,

受

5气 L T R 控制
,

构成 p Z I p
一

I F N
一

荞
`

将此重组载体用 L i p o f e e t a
m in

( G I BC O )介导
,

导人单向性逆转 录病毒包装 细胞 系 平
一

2 细胞
,

经 G 4 1 8 ( G I B C O ) 筛选
,

克隆细胞上 清感染双 向性 逆转录病毒

包装细胞系 P A 31 7 细胞
,

G 4 18 筛 选
,

收集培养上清
,

存 一 8 0o C
。

1
.

2 犯细胞的感染及靶细胞培养上清 IF N
一

y 的 活性

浏定

将上述 培养上清感染胆管癌 细胞 系 Q B C 9 3 9( 本科 室王曙

光博士建立并惠赠 )
,

G 4 18 筛选 阳性 克隆并扩增培养
。

用 干扰

家的抗病毒活性来检测 I F N
一

y 的生物学 活性
。

V S V (水泡性 口

炎病毒 )和 W IS H 细胞由军事医学科学院五所 王汝璐教授提供
。
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自华美公司 ( l : 5 0 稀释 )
,

H R P
一

标记 兔抗 鼠 I g G ( l : 1 5 0 0 稀

释 )由军科院肿瘤分 子生 物学室 自建
,

显色底物 为二 氨基联 苯

胺 ( D A B )
。

杂交 结果 用激光扫描仪进行定量分析
。

1
.

4 混合淋 巴 细胞
、

肿 瘤细 胞培养 ( M i x e d l y m p h o -

e y t e a n d t u m o r e e l l r e a t i o n ,

M I
J

T R ) [2〕和淋 巴细

胞杀伤功 能实验 3j[

取 胆管癌病 人外周 血
,

用 淋 巴 细胞 分离 液 分离 出淋 巴 细

胞
,

培 养 Z h 以 去 掉贴 壁 的单 核 细 胞
,

未 贴壁 的 淋 巴 细 胞 与

Q B C 9 3 9
一

I F N
一

y 细胞或 Q B C 9 3 9 细胞 (均 用 5 0 0 0 r a d s ` O C o y 线

照 射 )共 同培养 s d
, 3

H
一

T d R (中国 原子能研 究院 )渗人 法测培

养细胞的 鞠 值
。

胆管瘤病人外周血 淋巴 细胞及 Q B C 9 39 细胞

均用微 量淋 巴细胞毒法进行 H L A 分型 (上海 市血液中心产血

清盘 )
。

H L A A Z位点相 匹配者行 C T L 杀伤实验
,

效应细胞为

已 培养 7 d 的胆管癌病人外周血淋巴细胞
,

靶 细胞为未转基因

的 Q B C 9 3 9 细胞
,

采用 M T T ( F lu k a )比色法测定
。

1
.

5 统计学处理

采用 t 检验
。

2 结果

2
.

1 重组逆转录病毒载体的酶切鉴定

重组质粒用 aB m H I 醉切
,

产生 1
.

1 k b 和 10
.

2 k b 两个片

断
,

表明重组连接成功
。

用 月矛
”

d l 酶切重组质粒
,

产生 3
.

2 k b
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①积极脱水降颅压
,

减轻脑水肿
,

并处理好与低血压
、

低血

容量之间的矛盾
。

为避免脱水所致血压波动和血容量不足
,

采

用 了人体白蛋 白与血浆交替脱水 的疗法
,

并加大 补液量
。

临床

治疗效果佳
。

②控制好血压
,

保证脑灌流
。

本例患者血压低
,

血

容最不足
,

为避免低血容量所致脑灌流不足
,

脑 损伤加重
,

在加

大补液量的同时
,

予多巴胺
,

阿拉明升血压
,

保持血压稳定在适

当范围内
。

③积极预防和治疗肺部感染
。

患者为老年人
,

先后合

并肺部细菌
、

真菌感染
,

予舒普深
、

泰 能抗炎
、

大蒜素抗霉 菌等

治疗后
,

复查胸部 C T 提 示右上肺浸 润性肺结 核
,

并 予 口 服抗

疥药物治疗
,

病情复杂 危重
,

救 治及时
.

从本 例患者 治疗 中体

会
,

我们只有早期联合用药
,

并注意舒普深
、

泰 能等强抗生 素用

药 3 d 都会出现霉菌感染
.

才能有效控制肺 部感染
。

④积极控制

血搪并处理好胰岛素用量 的问题
。

患者虽为高血糖状态
,

在救

治中仍要适当补充糖水和能量
。

高血糖状态易致酸碱平衡失调

而加重脑细胞损害
,

也 可发生酮症酸 中毒 而导致死 亡
。

故控制

好血糖具有极 为重要 的意义
。

胰岛素用量不足
,

仍 为高血糖状

态
,

胰岛素用量过 大
,

易致低 血糖 昏迷加重 脑损伤
,

这 就要求胰

岛素用量 个体 化
.

在用药 的同 时不断监 测患者 血糖变 化
,

随时

调整剂 量
,

以保证血糖控制在适当范围
。

⑤加强营养支持
,

维持

机体水
、

电解质和酸碱的平衡
.

保证脑部内环境 的稳定
。

关键词 脑干 出血
;
治疗

中图法分类号 R 7 4 3
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