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　　提　要　目的: 探讨 B7-1基因修饰的肿瘤细胞作为瘤苗对小鼠胃癌的治疗效果。方法:在已建立高表达

B7-1分子的小鼠前胃癌细胞系 M FC-B7的基础上 ,观察 MFC-B7细胞体外激活脾淋巴细胞的能力 ,体内成

瘤性变化及作为瘤苗对荷瘤鼠胃癌的治疗效果。结果: MFC-B7细胞在体外能有效诱导脾淋巴细胞的活化增

殖和特异性 CTL ( Cyto tox ic T lymphocytes)活性的产生 ,在体内的成瘤能力明显下降 ,作为瘤苗接种对荷瘤

鼠胃癌有较好的治疗效果。结论: B7-1基因修饰的肿瘤细胞免疫原性明显增强 ,有希望作为瘤苗用于此类肿

瘤的治疗。
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　　 T细胞是机体的主要抗肿瘤效应细胞 ,而 T细胞

的有效活化至少需要两个信号
[1 ]
。 尽管多数肿瘤细胞

能够把抗原通过 MHC-Ⅰ 类分子呈递给 CD8
+
T细

胞 ,但由于肿瘤细胞本身缺乏 B7等辅助刺激分子或

其表达低下 ,不能为 T细胞活化提供所必需的辅助刺

激信号 ,而使 T细胞处于无反应状态 ,最终发生免疫

逃避 [2, 3 ]。 B7( B7-1, B7-2)是目前已知最重要的辅助刺

激分子 ,采用基因转染方法使肿瘤细胞表达 B7分子 ,

有可能通过增强或添加辅助刺激信号 ,有效地激发机

体的抗肿瘤免疫。 为此 ,我们在已建立高表达 B7-1分

子的小鼠前胃癌细胞系 MFC-B7的基础上 ,进一步探

讨了转染与表达 B7-1分子的胃癌细胞能否有效地激

发机体的免疫反应及作为瘤苗对荷瘤鼠胃癌的治疗

效果。

1　材料与方法

1. 1　细胞系
　　 615小鼠前胃癌细胞系 M FC,由中国医学科学院基础所提

供。 表达 B7-1分子的 MCF-B7细胞系 ,由本室建立并保存 [4 ]。

1. 2　动物
　　 615纯系小鼠 ,雌性或雄性 , 4～ 6周龄 , 18～ 20 g ,购自中国

医学科学院实验动物研究所。

1. 3　 MFC细胞特异性 CTL的诱导和细胞毒活性的

测定

　　 C TL的诱导 :采用肿瘤淋巴细胞混合培养法。 常规分离鼠

脾淋巴细胞 ,调细胞浓度至 4× 106 /ml,于 6孔培养板上分别加

入淋巴细胞 2. 5 ml及丝裂霉素灭活的肿瘤细胞 1 ml( 1× 106 )

培养 5 d,其间半量换液 1次 ,于第 3、 5天分别计数淋巴细胞 1

次。

　　 C TL细胞毒活性测定 [5]: 采用 LDH释放法 ,在 Beckman

全自动生化分析仪上用速率法测 LDH活性 ( IU /ml ) ,计算

C TL活性。 CTL活性 (% ) = (实验孔 LDH活性 - 自然释放孔

LDH活性 ) /(最大释放孔 LDH活性 -自然释放孔 LDH活性 )

× 100%。

1. 4　 MFC-B7细胞体内致瘤能力的观察

　　取 12只 4～ 6周龄的 615小鼠 (雄性 ) ,随机分为 2组 ,分别

于右侧背部皮下注射 M FC、 M FC-B7细胞各 2× 106 ( 0. 2 m l)。

种瘤后每天观察记录肿瘤生长情况 (触诊法 ) ,待肿瘤结节长至

约 2 mm时 (约 6～ 10 d) ,每隔 3 d用游标卡尺测量一次肿瘤最

大面积处的长径和短径 ,取二者平均值为肿瘤的直径。 同时记

录荷瘤鼠的存活时间。

1. 5　 MFC-B7细胞瘤苗治疗实验

　　荷瘤鼠制备: 于每只鼠背部右侧皮下接种 2× 106个 MFC

细胞 ( 0. 2 m l) (共 24只鼠 ,雌性 ) ,待肿瘤结节长至 2～ 3 mm

时 ,开始治疗实验。 瘤苗制备: 收获对数生长期的 M FC和

M FC-B7细胞 ,调浓度至 5× 106 /ml,用 100μg /ml丝裂霉素灭

活 2 h ,洗去丝裂霉素 ,用无血清 RPM I-1640调浓度至 2× 107 /

ml,备用。瘤苗治疗及效果观察: 接种亲本 M FC细胞 6 d时 ,肿

瘤直径已长至 2 mm左右 ,将 24只小鼠随机分为 3组 ( M FC-

B7瘤苗治疗组、 M FC瘤苗治疗组和对照组 , 8只 /组 ) ,于左侧

背部皮下分别注射 4× 106个 M FC-B7细胞、 4× 106M FC细胞

和 0. 2 ml RPM I 1640培养液 ,共治疗 2次 ,间隔 1周 ,治疗开

始后每天观察记录肿瘤生长情况。

1. 6　统计学处理
　　采用 t检验。
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2　结果

2. 1　 M FC-B7细胞对脾细胞的活化增殖和特异性

CTL活性的诱导作用
　　在肿瘤淋巴细胞混合培养实验中 , MFC-B7细胞能有效地

刺激鼠脾淋巴细胞的活化增殖 ,培养 5 d后 ,鼠脾细胞平均增殖

2. 3± 0. 65倍 ,并产生了特异性的 CTL活性 ,而 M FC细胞无

此效应 ,见表 1。

表 1　MFC-B7细胞对脾细胞 MFC特异性 CTL

活性 (% )的诱导作用

Tab 1　 The inductive ef fect of MFC-B7 cells on the

specific CTL of spleen cells

Effect cel ls ( E∶ T= 25∶ 1)
Target cell s

Navie S. C. MFC-activ ated S. C. M FC-B7-activ ated S. C.

H22 10. 7± 3. 1a ND 14. 4± 4

MFC 9. 6± 1. 3 12± 2b 38± 6*

* : P < 0. 05 vs a o r b; E: Effect cell; T: Ta rg et cell;

S. C: spleen cells; ND: No t det ermina te

2. 2　 MFC-B7细胞在体内的成瘤能力

　　皮下接种 2× 106个 M FC和 MFC-B7细胞后 ,肿瘤出现的

时间分别为 ( 3. 83± 1. 33) d和 ( 6. 33± 3. 20) d,二者差异不明显

( P > 0. 05)。但 MFC-B7肿瘤在体内生长增速度明显慢于亲本

M FC肿瘤 ( P < 0. 05) ,见图 1,而且荷 M FC-B7瘤小鼠的存活

期明显延长 ( P < 0. 05) ,并有 3只荷瘤鼠在 30 d左右时肿瘤

完全消退并长期存活 (观察 3月 )。此结果说明 M FC-B7细胞在

体内的成瘤能力明显下降。

图 1　MFC-B7和亲本 MFC细胞在体内生长能力的评价

Fig 1　 Assessment of growth kinet ics of MFC-B7 cells

and parental MFC cells in v ivo

2. 3　 MFC-B7细胞瘤苗接种对荷瘤鼠胃癌 ( M FC)的

治疗作用
　　经 M FC-B7瘤苗治疗后 ,肿瘤生长明显减慢 ,荷瘤鼠的存

活期明显延长 ,并有 37. 5% ( 3 /8)长期存活 (观察 3个月 ) ,而

M FC细胞瘤苗未显示出任何治疗作用 ( P < 0. 05) ,见图 2、 3。

图 2　经 MFC-B7细胞瘤苗治疗后荷瘤鼠肿瘤的生长曲线

Fig 2　 Curve of the therapeutic potential of B7-1-

transfected MFC cells ( MFC-B7) f or mice

bearing established parental MFC tumors

图 3　经 MFC-B7细胞瘤苗治疗后荷瘤小鼠的存活期

Fig 3　 Survival period of mice bearing established

parental MFC tumors treated by vaccine of

MFC-B7 cells

3　讨论

　　近年来的研究认为 ,多数肿瘤细胞存在有肿瘤特

异性抗原和 /或肿瘤相关抗原 ,但仍能逃避免疫监视 ,

其重要原因之一是: 肿瘤细胞缺乏 B7等辅助刺激分

子 ,不能为 T细胞活化提供所必需的第二信号
[2, 3 ]。若

能使肿瘤细胞表达 B7分子 ,则可能逆转这种免疫无

能状态而诱导肿瘤排斥反应。已有研究发现将人乳头

状瘤病毒的 E7基因 (其表达产物作为抗原 )和 B7-1

基因导入黑色瘤细胞系 K1735,可使其致瘤性丧失 ,作

为瘤苗接种可治愈 40%早期荷瘤鼠的肿瘤 [ 6]。许多研

究都得到了类似的结果 [7～ 10 ] ,但这些研究仅局限于黑
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色素瘤、血液肿瘤等几种肿瘤。

　　在本实验中 ,我们将 B7-1基因转染甲基苄基亚硝

胺诱导的低分化、高转移的小鼠胃癌细胞株 MFC,发

现 B7-1
+
M FC细胞免疫性明显增强 ,在体外不仅能诱

导淋巴细胞活化增殖 ,还能诱导出特异性 CTL活性 ,

在同系鼠中成瘤性明显降低 ,作为瘤苗接种对早期荷

瘤鼠的肿瘤有明显的治疗作用 ,表现为肿瘤生长变慢、

生存期延长 ,甚至消退。这充分说明了 B7-1基因转染

的 MFC细胞免疫原性增强 ,能启动并诱导机体产生

强烈的抗肿瘤免疫反应 ,同时提示其对胃癌的转移也

可能有抑制作用。

　　比较不同学者的实验结果 ,我们还发现 ,转染 B7-

1基因的肿瘤细胞所诱导的抗肿瘤免疫反应强弱程度

相差很大 ,这可能是因为所选择的细胞系及实验条件

不同所致 [6～ 10 ]。 不同的肿瘤细胞免疫原性强弱、 M HC

分子和辅助刺激分子 (如 ICAM-1、 LFA-3)表达水平

不同 ,可能是导致所诱导免疫反应存在差别的主要原

因。 B7基因只有转染有免疫原性肿瘤细胞 ,才能诱导

机体产生有效的抗瘤免疫反应 ,而且只有在肿瘤发生

的早期 (一般种瘤后 1周以内 )及肿瘤负荷较小时用瘤

苗治疗才会收到较好的效果。

　　以上说明 B7-1基因转染的肿瘤细胞能够启动并

诱导机体产生抗肿瘤免疫反应 ,以此作为瘤苗用于防

治人类此类肿瘤很可能有潜在的应用价值 ,值得进一

步探索。
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Antitumor ef fects of B7-1 gene-modif ied tumor cells on gastric cancer in

mice
Yang Jinliang , Fang Dianchun, Huang Jing sheng , Liu Weiw en ( Depa rtment of Gastro entero lo gy , Southw est Hospital,

Third M ili ta ry Medica l Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the ther apeutic effects of the vaccine, B7-1 gene-modified tumo r cells,

on gastric cancer in mice. Methods: Afte r th e M FC-B7 cell line wa s established by t ransfection of B7-1 gene,

the capacity of MFC-B7 cells to ac tiv a te spleen lymphocytes w as determined in v itro and the ther apeutic ef-

fects o f the cells being used as vaccine on ga stric cancer w ere investiga ted in mice. Results: B7-1 gene-modi-

fied M FC cells effectiv ely induced the activa tion and pro lifera tion of the spleen cells and the pr oduction of

C TL cy to to xicity in v itro. Th e tumo rogenicity o f M FC-B7 cells wa s rema rkably low ered in v ivo. The cells

could exer t g ood effects on ga stric cancer in the mice. Conclusion: The immunogenicity of B7-1 gene-modified

tumo r cells is incr eased and can effec tively inhibit th e gr ow th o f ga stric cancer in the host. The refo re, they

might be used to trea t patients with gastric cance r.

　　 Key words　 B7-1 gene; ga stric cancer; immunother apy; g ene therapy
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