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摘　要:【目的】探讨癌胚抗原重组痘苗病毒(CEA-rV)对癌胚抗原(CEA)阳性肿瘤的抑瘤机制。【方法】使用我室构建

的 CEA-rV 腹腔接种 C57BL/ 6 小鼠 3 次 , 6 周后 ,取其腹腔巨噬细胞(MΥs)转输给携带 CEA阳性肿瘤的受体小鼠 ,同时检测供

体 MΥs及受体脾细胞的体外细胞毒活性。【结果】供体 MΥs 体外细胞毒活性无明显增加 , 但体内却能明显抑制 CEA 阳性肿

瘤的生长 ,受体脾细胞对同一靶细胞的杀伤活性亦明显增强。【结论】经 CEA-rV 接种处理的小鼠 MΥs 可能通过其抗原提呈

作用 ,激活 T 淋巴细胞 ,进而通过 T 细胞的特异性抑瘤活性 , 杀伤 CEA阳性肿瘤细胞。
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Abstract:【Object ive】To explo re antitumor mechanism of carcinoembryonic antigen-recombinant vaccinia

vi rus(CEA-rV).【Methods】C57BL/6 mice were immunized three times w ith rV-CEA.Six w eeks later , the

macrophages(MΥs)f rom CEA-rV-immunized donors were adoptively transfered in CEA+-HePa-bearing recipi-

ents ,meanwhile , the antitumor effects of the donor MΥs and of the recipients splenocy tes in v itro were detected.

【Results】The antitumor ef fect in vi tro of the MΥs f rom CEA-rV-immunized donors was the same as those f rom

contrals statist ically .However , the MΥs expressed st rong anti tumor activi ty in CEA positive tumor-bearing re-

cipients , the antitumor ef fect in vi tro of the recipients splenocy tes w as statistically increased.【Conclusion】It

w as demonst rated that ant itumor activi ty induced by CEA-rV w as essentially mediated by antigen pressent cells

such as the MΥs which activated immune T cells by CEA-specific immune response to kill tumor cells.

Key words:carcinoembryonic ant igen;vaccinia virus;macrophage;CEA-positive tumor;antitumo r effect

　　目前 , 对癌胚抗原(carcinoembryonic antigen ,

CEA)阳性恶性肿瘤的治疗包括手术 、放疗 、化疗

等 ,效果不理想 。肿瘤的免疫治疗是近年来兴起的

一种治疗肿瘤的新模式。国外有学者构建了癌胚

抗原重组痘苗病毒(carcinoembryonic antigen- re-

combinant vaccinia virus , CEA-rV),并将其接种治

疗荷瘤动物
[ 1]
及进行 Ⅰ期临床试验

[ 2 ,3]
,治疗效果

是肯定的 。国内我室亦进行了类似的研究 ,证实了

CEA-rV 对疗效的确切性及安全性[ 4 ～ 6] 。但有关

rV-CEA抗瘤的机制尚不清楚 。巨噬细胞(MΥ)是

机体重要的免疫细胞之一 ,不仅有吞噬作用 ,还可

加工和提呈抗原给淋巴细胞 ,辅佐促进免疫应答 ,
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本研究通过将 CEA-rV 接种小鼠的 MΥ转输给携

CEA 阳性肿瘤的受体 ,观察其体内外抑瘤效应 ,探

讨其作用方式。

1　材料与方法

1.1　CEA-rV 及天坛株痘苗病毒(wild-vaccinia

virus ,W-VV)的大量制备

W-VV 由我室保存 , CEA-rV 由我室构建
[ 4]
。

将W-VV及 CEA-rV 感染 80%成片生长的人成纤

维细胞 2 h ,再加入培养液继续培养 24 h 后收集细

胞离心 ,加生理盐水反复冻融 3次 ,再用 TGL-16G

冷冻离心机离心(5 000 r/min , 10 min)后留上清 ,

并作病毒滴度测定。

1.2　痘苗病毒免疫接种及腹腔巨噬细胞的制备

取雌性 6 ～ 8周龄的 C57BL/6小鼠 30只 ,分 3

组(10鼠/组),分别接种 CEA-rV 、W-VV(10×106

PFU/鼠)或等体积的 Hanks液 ,每隔 2周(W)接种

1次 ,共 3次 。并于第 3次接种后的第 10天 ,给每

鼠腹腔注射 10 g/L 硫代乙酸钠+30 g/L 蛋白胨

(分别称取 1.0 g 硫代乙酸钠和 3.0 g 蛋白胨各溶

于约 40 mL 的三蒸水中 ,然后将两者混合 ,并补水

至总体积为 100 mL)1.2 mL ,第 14天取接种鼠的

腹腔 MΥ用于过继免疫研究 ,并作 MΥ体外杀伤活

性检测。腹腔 MΥ的制备 ,详见文献[ 7] 。

1.3　巨噬细胞对肿瘤生长的作用及肿瘤生长态势

观察

另取 C57/BL 小鼠(雌性 , 6 ～ 8 周龄 , 15 ～ 18

g/只)48只 ,分为 6组 , 8 鼠/组 ,第 1 ～ 3组每只小

鼠颈背部皮下注射 CEA+-HePa肝癌细胞[ 5] 3×105

个 ,同时分别尾静脉注射供体正常 MΥ(normal

MΥ)、W-VV MΥ(W-VV MΥ)或 CEA-rV MΥ(CEA-

rV MΥ)50×10
6
细胞/鼠 ,第 4 ～ 6组的每只小鼠颈

背部皮下注射 CEA
-
-HePa细胞 0.3×10

6
个 ,同时

分别尾静脉注射供体 normal MΥ、W-VV MΥ或

CEA-rV MΥ50×10
6
细胞/鼠。接种癌细胞后观察

动物反应和皮下肿瘤的出现 ,并每隔 7 d测量 1次

肿瘤的长径(l)和宽径(b),计算肿瘤体积(V),

公式为:V (mm3)=1/2[ b /(mm)2× l /(mm)] [ 1] 。

1.4　用 MTT法[ 8]测定腹腔接种 CEA-rV 后小鼠

巨噬细胞的细胞毒活性

取接种了 CEA-rV 或W-VV 的小鼠腹腔 MΥ,

接种于 96 孔板中(0.1×10
6
细胞/孔),加 CEA

+
-

HePa或 CEA--HePa 细胞[ 10×103 细胞/孔] ,置

37 ℃、体积分数 5%CO2 24 h ,加四甲基偶氮噻唑

蓝(MTT)、避光 、置 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养

箱培养 4 h ,加分析纯二甲基亚砜(DMSO)终止反

应 ,用 590 nm 波长分光光度计测定各孔吸光度

(A )值 ,计算脾细胞的细胞毒活性。

细胞毒活性=(1-
A(实验组)-A(空白对照组)
A(靶细胞)-A(空白对照组)

)×100%

1.5　受体脾细胞的细胞毒活性检测

取接种了 MΥ及肿瘤细胞后第 14天的小鼠脾

细胞 , 接种于 96 孔板中 [ 50 ×103 细胞/孔] , 加

CEA
+
-HePa 或 CEA

-
-HePa 细胞[ 10×10

3
细胞/

孔] ,置 37 ℃、体积分数 5%CO2 24 h ,用 MTT 法

测脾细胞毒活性 。

1.6　统计学处理

各组肿瘤生长比较及细胞毒活性比较采用完

全随机设计资料的方差分析 ,每两均数间的比较采

用 q检验 。

2　结　果

2.1　CEA-rV小鼠巨噬细胞对受体小鼠 CEA阳性

肿瘤生长的影响

分别取腹腔接种 CEA-rV 、W-VV 的小鼠腹腔

MΥ或正常鼠腹腔 MΥ过继免疫治疗荷 CEA 阳性

肿瘤的受体小鼠 ,并以荷 CEA 阴性肿瘤鼠作对照。

结果见图 1 ,接受W-VV MΥ处理的荷CEA阳性肿

瘤小鼠与接受正常 MΥ处理的荷CEA阳性肿瘤小

图 1　rV-CEA小鼠巨嗜细胞对 CEA 阳性肿瘤

的过继免疫治疗作用

Fig.1　Effect of Adoptive Transfer of Immune MΥ

on CEA Positive Tumor Growth

A.CEA +-HePa/ rV-CEA MΥ(n =8);B.CEA +-HePa/ W-

VV MΥ(n =8);C.CEA +-HePa/ Normal M Υ(n =8);D.CEA --

HePa/ rV-CEA M Υ(n =8);E.CEA--HePa/W-VV MΥ(n =8);

F.CEA --HePa/Normal MΥ(n =8)
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鼠 ,其肿瘤生长情形相似(q =1.08 , P >0.05)

(图 1B 、C 组),而接受 CEA-rV 脾细胞处理的荷

CEA 阳性肿瘤小鼠 ,瘤体积小 ,与其它组肿瘤大小

存在明显差异(q =37.36 , P <0.01),而且 CEA-

rV 脾细胞只对 CEA阳性肿瘤有明显抑制作用(图

1A 、B 、C 组),同时无论 W-VV 或 CEA-rV 对 CEA

阴性肿瘤均无抑制作用(q =0.41 , P >0.05)(图

1D 、E 、F 组)。

2.2　巨噬细胞细胞毒活性

取接种痘病毒后的各组小鼠腹腔 MΥ,测其细

胞毒活性。结果表明 ,接种了 CEA-rV 的腹腔 MΥ

体外细胞毒活性无明显增加 , 较接种 W-VV 或

Hanks液组无显著差异(表 1)。

表 1　接种痘病毒后各组巨噬细胞的体外细胞毒活性

Table 1　Cytotoxicity of MΥafter vaccine virus immunization 1)

MΥ

Cy totoxicity(%,  x ± s , n =8)

CEA+-HePa cell CEA --HePa cell

CEA-rV 30.36±7.31 2) 32.85±6.15 2)

W-VV 28.29±6.34 2) 29.11±7.28 2)

Normal 31.87±7.88 30.82±5.36

　　1)F =0.44 , P =0.81;2)Compared with all other groups , P

>0.05

2.3　脾细胞细胞毒活性

取接种了腹腔 MΥ后的各组受体小鼠脾细胞 ,

测其细胞毒活性 。结果表明 ,只有接种了 CEA-rV

MΥ的脾细胞体外杀伤 CEA阳性肿瘤细胞的作用

显著增加 ,对 CEA阴性肿瘤细胞的杀伤作用与W-

VV 的无显著差异(表 2)。

表 2　接种巨噬细胞后各组受体脾细胞的体外细胞毒活性

Table 2　Cytotoxicity of splenocy tes after MΥinocuba tion
1)

Splenocy tes
Cy totoxicity(%,  x ± s , n =8)

CEA+-HePa cell CEA --HePa cell

CEA-rV 68.25±5.91 2), 3), 4) 32.85±6.15 5)

W-VV 33.92±6.78 5) 31.71± 7.28 5)

Normal 34.37±7.45 30.97±5.36

　　1)F =72.26 , P =0.00;2)Compared w ith rV-CEA/CEA --

HePa cell group , q =20.78 , P <0.01;3)Compared w ith W-VV/

CEA +-HePa cell group, q =19.99 , P <0.01;4)Compared wi th

normal/ CEA +-HePa cell group , q =19.73 , P <0.01;5)Compared

w ith W-VV or normal groups , P >0.05

3　讨　论

国外及本实验室已报道 ,CEA-rV 对 CEA阳性

肿瘤具有免疫杀伤效应[ 1 , 5 , 6] ,且国外己进行了 Ⅰ

期临床试验[ 2 ,3] ,但 CEA-rV 的抑瘤机制仍不太清

楚。本研究在小鼠身上建立过继免疫治疗模型 ,旨

在从过继免疫治疗角度探讨 CEA-rV 治疗 CEA 阳

性肿瘤的机制 。我们的实验结果表明 , CEA-rV 主

动免疫小鼠的 MΥ过继免疫给荷 CEA 阳性肿瘤鼠

能产生明显的抑瘤效应 ,而且只对 CEA 阳性肿瘤

有抑制作用 ,对 CEA 阴性肿瘤无抑制作用 , 提示

CEA-rV 的抑瘤效应是通过 CEA 特异的免疫反应

来实现的;对靶细胞有特异性 。

本实验结果提示 , CEA-rV 接种小鼠后 , 腹腔

MΥ就可以摄取 ,并加工处理 CEA-rV ,以备提供抗

原给 T 淋巴细胞 。因此 ,当转输该 MΥ到携 CEA

阳性肿瘤的受体小鼠时 ,可迅速激活受体内的 T 淋

巴细胞从而杀伤 CEA 阳性肿瘤细胞 ,脾细胞细胞

毒活性的测定结果亦支持这个观点 。MΥ体外细胞

毒活性检测表明 ,CEA-rV 接种小鼠的 MΥ体外细

胞毒活性并无明显增强 ,但当其转输至受体小鼠后

即可激活受体效应细胞达到杀伤 CEA阳性肿瘤细

胞的目的 。推测 MΥ的功能可能主要还是充当一

个抗原提呈细胞的角色 ,而受体脾细胞体外细胞毒

活性结果提示 , T 淋巴细胞才有可能是主要的杀瘤

效应细胞。MΥ在摄取 CEA-rV后为什么可以增强

受体杀伤 CEA阳性肿瘤的效应呢 ?推测 MΥ在摄

取加工处理 CEA-rV 中利用了痘苗病毒的强免疫

原性及协同抗原提呈作用 ,增强 CEA抗原表位的

暴露 ,致 CEA免疫原性增强 ,也有可能是通过增强

抗原提呈细胞表面第二信号的表达 ,并借助 MΥ的

抗原递呈功能 ,激活 T 细胞从而达到杀伤 CEA 阳

性肿瘤细胞的目的。

Hodge等[ 9]证明 ,CEA-rV 与 rV -B7联合应用

可致抑瘤反应更强 , Lorenz等[ 10]亦证实 , CEA-rV

与 rV -CD70联合应用抑制 CEA 阳性肠癌细胞生

长的作用较 CEA-rV 单独使用的效果更好 ,提示

CEA-rV 很可能是起到增强第一信号的作用 ,即可

能加强了 CEA 抗原表位的暴露再通过 APC 的作

用而达到增强 T 细胞激活 ,进而杀伤肿瘤细胞的目

的.具体机制有待进一步探讨 。
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肌细胞增殖是 CMV 致动脉粥样硬化的组织基

础[ 4 ,5] ,是导致心 、肺移植失败的重要原因 。CMV

感染骨髓基质细胞后 ,虽然可以诱导成纤维细胞增

殖 ,但细胞分泌功能紊乱 ,促进造血的细胞因子分

泌减少 ,抑制造血的细胞因子分泌增多[ 1] ,因此支

持造血的能力仍降低 。CMV 感染所致骨髓基质成

纤维细胞增殖是否是某些恶性血液病骨髓纤维化

的原因之一 ,目前还不清楚 ,有待于进一步研究。
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