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　　摘　要 :目的　探讨 tk 基因 (th ymidinekinase gene)治疗脑胶质瘤时的免疫反应与旁观者效应的关系。

方法　将 C6tk +与 C6tk2按 0%tk + ,10%tk + ,30%tk + ,50%tk + ,100%tk + 5种比例混合 ,接种于 SD鼠右

侧顶叶 ,7d后腹腔注射 GCV(更昔洛韦) ,剂量为 30mg/k g/d, 共 10d。细胞接种 3周后 ,处死动物 ,计算成瘤

率 ,作病理检查 ,并作 CD4+ 、CD8+ 的免疫组化染色。结果　50%及 100%C 6 tk +组的成瘤率明显小于其余

3组 ( P <0.05 ) ,病理检查发现 50%及 100%tk +组有淋巴细胞及浆细胞浸润。免疫组化显示每一组之间均

有差异 ,提示有免疫反应存在。结论　tk 基因治疗脑胶质瘤时 ,可激起机体内的免疫反应 ,增强抗肿瘤作

用 ,它是旁观者效应的作用机制之一。
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　　Abstract:Objective　Toinvesti gatetherelationbetweenimmuneres ponseandb ystandereffectwhenusin g

tk geneforthera pyof glioma. Methods　tk + andtk 2C6cellsweremixedattheratiosof0%tk + ,10%tk + ,

30%tk + ,50%tk + ,100%tk + .Themixedcellswereim planteddirectl ytotheri ght parietallobeoftheSDrats.

Sevenda ysaftercellim planted,allratswere givenGCV30m g/k g/dfor10da ys.Threeweeksaftercellim 2
plantedallratswerekilled.Therateoftumor growth,the patholo gicalandimmunohistolo gicalcharactersoftu 2
mortissuesweremeasured. Results　Therateoftumor growthof50%and100%C 6tk + groupsweresi gnificant2
lylowerthanthoseoftheotherthree groups ( P <0.05 ) .Patholo gicalstud yshowedasi gnificantTl ymphocytes

and plasmacytesinfiltration phenomenaintumortissuesof50%and100%C 6 tk + groups.Immunohistolo gical

analysisdis playedsi gnificantdifferencesamon gall groups. Conclusion　Immuneres ponsecanbeinducedinthe

tk/GCVthera pyof gliomaanditcanenhancetheefficienc yofantitumor.Itma ybeoneofthemechanismsof

bystandereffect.

　　Keywords: tk gene;Genethera py;Glioma;B ystandereffect;Immuneres ponse

　　脑胶质瘤的基因治疗是当前研究的热点课题之

一。用 tk 基因治疗脑胶质瘤时发现部分未经基因修

饰的肿瘤细胞也发生死亡 ,这一现象称为旁观者效应

(bystandereffect ) 。旁观者效应的机理不清楚 ,本研

究旨在探讨 tk 基因治疗脑胶质瘤的旁观者效应与免

疫反应的关系。

1　材料与方法

1.1 　材料 　STK 质粒由 MooltenFL 教授惠赠 ,大

鼠神经胶质瘤细胞 C6购自上海细胞所 ,PA317 细胞

由上海肿瘤研究所提供。大肠杆菌 DH5α为本实验

室保存。质粒提取纯化试剂盒、DMEM 培养基、

G418、DOSPER 、ClaI 、HandIII 为 Promega 公司产

品 ,新生小牛血清为亚法公司产品 ,MTT 为 Sigma公

司产品 ,GCV 由丽珠公司提供 ,山羊抗大鼠 CD4,

CD8抗体为博士德公司产品 ,SABC免疫组化染色试

剂盒为亚法公司提供。

1.2 　方法

1.2.1 　质粒的转化、鉴定、提取、纯化、病毒包装、病

毒感染和 tk +细胞筛 :用氯化钙法将 STK 转入大肠

杆菌DH5α中 ,在LB培养基中扩增阳性菌落 ,质粒提
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取纯化试剂盒提取纯化质粒 ,酶切鉴定。用脂质体转

染法将 STK 质粒转入 PA317 细胞 ,G418 筛选 ,收集

病毒上清 ,感染 C6细胞后 ,再用 G418筛选 ,将 C6tk +

细胞培养传代。

1.2.2 　将 C6、C6 tk +细胞传代 48h后用 2%胰蛋白酶

消化 ,计数后离心 ,用 PBS制成 2×106个/毫升细胞悬

液。将 C6 tk +与 C6混合 ,分别制成含有 10%、30%、

50%C 6tk +的细胞悬液 ,密度约为 2×106个/毫升。

1.2.3 　动物模型制备 40 只鼠 ,随机分为 5 组 ,每组

8 只 ,分别接种 C6、10%tk +、30%tk +、50%tk +、

100%C6tk +的细胞悬液 ,术后 7d, 腹腔注射 GCV30

mg/k g/da y,连续 10d。接种细胞后 3周处死动物 ,取

脑组织 ,部分作冰冻切片 ,部分作 HE染色。

1.2.4 　切片制备部分脑组织用石蜡包埋切片 ,片厚

4～5um,HE 染色光镜下观察。另一部分作冰冻切

片 ,片厚 12～15um, 纯丙酮固定 30min 后 ,室温干

燥 ,240℃低温冰箱保存。

1.2.5 　免疫组化将冰冻切片取出 ,用蒸馏水洗净 ,纯

甲醇加 H2O2至 0.5%, 室温浸泡 30min, 蒸馏水洗 3

次 ,抗原修复液处理 10min, 蒸馏水洗 2次 ,加正常血

清封闭液 (兔血清) ,室温 20min, 甩去多余液体 ,不

洗 ,分别滴入即用型的山羊抗大鼠 CD4抗体 ,CD8抗

体 ,37 ℃60min, 用 0.01MPBS 洗 2min ×3次 ,滴入生

物素化兔抗山羊抗体 ,37 ℃20min,0.01MPBS 洗

2min ×3次 ,滴入试剂 SABC,37 ℃20min,0.01MPBS

洗 5min ×4 次。DAB显色 ,苏木素轻度复染 ,脱水 ,

透明 ,封片。显微镜观察。以正常 SD大鼠淋巴结为

阳性对照 ,大鼠正常脑组织为阴性对照。未着色的为

阴性 ,深于阴性对照浅于阳性对照的为 1 个“ +”号 ,

与阳性对照相似的为 2个“+”号 ,深于阳性对照的为

3个“+”号。

1.2.7 　统计学方法用 SAS统计软件处理。

2　结果

2.1 　成瘤率 ,见表 1。C6、10%C 6 tk +和 30%C 6 tk +

组的成瘤率明显高于 50%C 6 tk +及 100%C 6 tk +组

( P <0.05 ) ,表明 tk +细胞的浓度对疗效有影响。
　　表 1 各组动物肿瘤成瘤率及 3周生存数

序号 组别 n 成瘤个数 3周生存数 成瘤率 ( %)

1 C6 8 8 4 100

2 10 %C 6 tk + 8 7 5 87.5

3 30 %C 6 tk + 8 7 6 87.5

4 50 %C 6 tk + 8 4 3 8 50.0

5 100 %C 6 tk + 4 1 3 4 25.0

　　经直接概率法分析 :1 与 4 P <0.05;1 与 5 P <0.05; 其

余各组之间差异均无显著性。

2.2 　病理改变 C6组肿瘤细胞在脑组织内呈浸润性

增长 ,有较多的病理性核分裂相 ,瘤细胞浸润血管 ,形

成瘤栓 ,几乎未见淋巴细胞。10%tk +及 30%tk +组

瘤组织与正常脑组织分界处有变性和坏死 ,血管周边

有肿瘤细胞浸润 ,可见淋巴细胞和浆细胞 ,瘤栓少见。

50%tk +和 100%tk +组瘤周、瘤内有大片坏死 ,血管

内壁有较多淋巴细胞 ,可见浆细胞。

2.3 　免疫组化染色结果 CD4+ 系列　除 10%C 6 tk +

与 30%C 6 tk + ,30%C 6 tk +与 50%C 6 tk +之间无显著

性差异。其余各组之间均有显著性差异 (10% 组对

C6和 50%C 6tk +组为 P <0.05,30%C 6 tk +和 50%C 6

tk +组对 C6组为 P <0.01 ) ,见表 2。CD8+ 系列 :

30%C 6tk +和 50%C 6 tk +组对 C6组差异有显著性 ( P

<0.01 ) ,50%C 6tk +组对 10%C 6tk +组差异有显著性

( P <0.05 ) ,见表 3。说明 tk +细胞比例高组的免疫

反应的程度高于 tk +细胞比例低组。
　　表 2CD4+ 免疫组化染色结果

序号 组别 n
染色阳性程度

2 + ++ +++

1 C6 4 4 0 0 0

2 10 %C 6 tk + 3 5 1 4 0 0

3 30 %C 6 tk + 3 3 6 0 3 3 0

4 50 %C 6 tk + 3 3 8 0 1 3 4

　　经AVWC(累积2权重2方差分析)法 , F =30.22, P <0.01, 表

明不同组的染色程度不同 ,2vs4 P <0.01, 差别有高度显著性。

　　表 3CD8+ 免疫组化染色结果

序号 组别 n
染色阳性程度

2 + ++ +++
F P

1 C6 4 4 0 0 0

2 10 %C 6 tk + 3 5 2 3 0 0

3 30 %C 6 tk + 3 3 6 0 3 3 0 19.99　<0 .01

4 50 %C 6 tk + 3 3 8 0 2 3 3

　　经 AVWC 法 , P <0.01, 差别有高度显著性 ,且两两比较

1与 4组 F =12.05,2 与 4 组 F =5.62, P <0.01 。即 C6与

30%C 6tk 和 50%C 6 tk +染色阳性程度不同。C6染色阴性 ,而

后两组均为阳性。

3　讨论

　　由于肿瘤细胞缝隙连接的表达水平不一[1] ,且

只在肿瘤局部起作用 ,所以在增加自杀基因系统的疗

效方面作用有限。免疫反应不仅能在局部直接杀伤

肿瘤细胞 ,还能诱发机体回忆应答 ,预防复发。而研

究免疫效应则可以另辟蹊径 ,为增强 tk/GCV 系统的

旁观者效应提供了新的思路。

　　本实验结果表明 50%C 6 tk +组与 100%C 6 tk +组

无显著性差异说明 tk +肿瘤细胞被 GCV杀死的同

时 ,部分 tk2肿瘤细胞也被杀死 ,这就是所谓的旁观者

效应。CD4+ 和 CD8+ 细胞属于 T细胞亚群 ,它们在
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免疫调节中起重要作用。T细胞免疫应答又称细胞

介导的免疫应答 ,通过抗原诱导、活化等一系列中间

过程的作用后 ,被激活的 CD4+ 亚群参与炎症反应 ,

CD8+ 亚群则参与细胞毒作用直接破坏表述 MHCI

抗原的靶细胞 ,这种效应在抗肿瘤免疫中起主要作

用。本实验免疫组化结果表明 CD4+ 系列与 CD8+

系列染色结果趋势相似 ,均表现为含 tk +细胞比例高

组较 tk +细胞比例低组阳性程度高 ,如 50%C 6tk +组

和 30%C 6 tk +对 C6组和 (或) 10%C 6tk +组差异有显

著性。镜检发现 tk2组很难见到淋巴细胞。10%C 6

tk +组与 30%C 6tk +组可见血管及管周中有淋巴细胞

浸润 ,每个高倍视野下 ( ×400)有 1～2 个浆细胞 ,

50%C 6tk +组有淋巴细胞浸润 ,每高倍视野下有 3～5

个浆细胞。说明不同浓度的 tk +组经 GCV治疗后 ,

免疫反应的强弱不同 ,它参加了旁观者效应。炎症反

应使血管通透性增高有利于抗原提呈细胞和淋巴细

胞进入肿瘤微环境[2,3] 。抗 CD染色阳性说明存在细

胞免疫 ,浆细胞的出现说明同时有体液免疫。产生免

疫反应的具体机制还有待进一步研究。

4　结论

　　本研究结果表明体内免疫反应是旁观者效应的

机制之一 ,通过提高机体免疫力可增强旁观者效应。
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示 ,在肝癌组织中 ,有 HC56 和 HC71 基因的杂合子

性缺失和表达异常。把 HC56 和 HC71 转染原发性

肝癌细胞株 SMMC7721 细胞 ,可明显抑制肿瘤细胞

的集落形成[5,6] 。

　　我们用脂质体介导的基因转染方法显示 ,HC56

和 HC71基因产物可明显抑制 Jurkat 细胞的活力 ,其

中尤以 HC56基因产物的作用更为明显 ;而 HC90基

因产物对 Jurkat 细胞活力的抑制不很明显。

　　我们的结果提示 ,HC56 和 HC71基因 ,除了抑制

肝癌细胞的生长以外 ,对淋巴瘤细胞的活力也有明显

的抑制 ,因此 ,HC56 和 HC71基因可能为候选的抑瘤

基因 ,其基因产物对淋巴瘤/白血病细胞的增殖和凋

亡的作用 ,值得进一步研究。
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