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摘　要:肿瘤的免疫治疗是治疗肿瘤的新方法 ,它通过增强肿瘤抗原或肿瘤相关抗原的免疫原性 , 诱导机体产生肿瘤特

异性的免疫应答反应而杀伤肿瘤细胞。本系列研究采用同源重组方法构建了表达人癌胚抗原(carcino embryonic antigen ,

CEA)的重组痘苗病毒 , 经动物实验证明了其具有强免疫原性 、安全性和防治 CEA 阳性肿瘤的可靠性。
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Abstract:Immunotherapy is a new method to treat tumo rs.In this method , the tumor cells were killed by

means of improving the immunogenicity of tumor antigens or tumor associated antigens and inducing tumor spe-

cific cell-mediated immune response.In this series studies , the carcino embryonic antigen(CEA)-recombinant

v accinia virus w as const ructed by homologous recombination , and its strong immunogenici ty , safety and reliabil-

ity of t reatment and prevention on CEA-positive tumors were proved in animal experiments.
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　　癌胚抗原(carcino embryonic antigen , CEA)是

一种最常见的肿瘤相关抗原和目前国际上公认的

肿瘤标志物 ,由 Gold 和 Freedman于 1965 年首先

在人结肠癌和胰腺癌组织中发现。其基因定位于

人类 19号染色体长臂(19q13.1-13.2)。在大多

数人体上皮性恶性肿瘤中 CEA 呈阳性 ,这包括:

90%左右的胃肠道恶性肿瘤 、胰腺癌 , 80%以上的

非小细胞性肺癌和 50%左右的乳腺癌等。人们把

这类有 CEA 表达的肿瘤称为 CEA 阳性肿瘤。

CEA 阳性肿瘤在世界各地的发病率很高 ,是一类

严重危害人类健康的常见肿瘤[ 1 , 2] 。长期以来 ,放

疗 、化疗和手术是治疗恶性肿瘤的经典方法。手术

方法虽能有效去除肉眼可见的肿瘤 ,但无法解决术

后复发等问题;放疗和化疗除具有严重的毒副反应

外 ,还因耐受性的增多而使疗效不理想。肿瘤的免

疫治疗是近年来兴起的一种治疗肿瘤的新模式 ,它

通过相关的技术方法增强肿瘤细胞的免疫原性 ,进

而诱导机体产生肿瘤特异性的细胞免疫应答 ,达到

特异性攻击肿瘤的作用。由于痘苗病毒是一种有

效的真核表达载体 ,可将插入的外源基因得到有效

表达 ,并具有抗原提呈作用 ,因此本系列研究构建

了表达人 CEA 的重组痘苗病毒 、动物实验证实了

其安全性和对 CEA阳性肿瘤的有效防治 。

1　表达人癌胚抗原重组痘苗病毒
(CEA-rV)的构建
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1.1　pJ-CEA重组质粒的构建

构建表达外源基因的重组痘苗病毒(CEA-rV)

与其它病毒载体有所不同 ,重组逆转录病毒或重组

腺病毒的构建是以质粒型病毒 DNA的形式进行。

由于痘苗病毒的基因组结构复杂 ,目前尚无质粒型

病毒 DNA 形式存在的痘苗病毒载体 ,因此重组痘

苗病毒的构建必须采用同源重组的方法 。

经电脑查找 CEA-cDNA全序列上限制性内酶

酶切位点 ,与含有痘苗病毒胸苷激酶(TK)基因和

启动子的特殊质粒 pJ120的多酶切位点进行比较 ,

pJ120质粒上可供插入 CEA cDNA 的切点只有

Xho Ⅰ位点 ,而 CEA cDNA 是从 p91023B-CEA-17

质粒经 EcoR Ⅰ酶切获得的。在 CEA cDNA 两端

没有 Xho Ⅰ位点 , 这就需要经过两个中间载体

pGEM72F(+)和 pBluescript SK ,利用 LacZ 作为选

择标记 ,这时在 CEA cDNA两端各接上一个 XhoⅠ位

点 ,即可将 CEA cDNA顺利插入 pJ120质粒 。

1.2　CEA-重组痘苗病毒的构建

重组痘苗病毒的构建通过脂质体共沉淀法在

细胞内经同源重组完成 。pJ-CEA 质粒和 tk1 和

tk2片段与同源的痘苗病毒的完整 tk片段转换 ,将

CEA 片段插入病毒的 tk片段 ,含有 CEA 的重组痘

苗病毒为 TK
-
,经含有 5-BUDR的培养液的筛选 ,

只有 TK-的重组病毒才能繁殖 ,再有 Lac Z 蓝斑进

行双重选择 ,即可获得 CEA-重组痘苗病毒[ 3 ,4] 。

1.3　CEA-重组痘苗病毒的鉴定

经 PCR扩增后重组病毒具有与 pJ-CEA 相同

的带型 , 说明重 组病毒含有 CEA 片段 。以

143TK-细胞作为宿主细胞 ,用放射性免疫法测定

证实 ,野生型痘苗病毒样品中无 CEA的表达;表达

的 CEA 只在转化细胞的细胞膜组分中检测到 ,而

其胞质组份和细胞培养液的上清液中均未能检测

到[ 3] 。

2　CEA-rV 免疫原性研究

2.1　兔接种后血清中 CEA水平

实验动物分为 3组:第 1组接种 CEA-rV;第 2

组接种野生型痘苗病毒(W-VV);第 3 组接种生理

盐水。每只动物接种 3 次 ,每次在背部皮下注射

0.7 mL 病毒液(滴度为 100×109 U/L)或生理盐

水 ,前 2次接种间隔 1周 、第 3 次 2 周。用放射免

疫法测定兔血清中CEA抗原的水平。结果为:第 1

组第 1次接种后 1周血清中即含有高水平的 CEA

(>80 ng/L),之后连续数周维持在高水平;而其它

组仅为(5.0±0.5)ng/L
[ 4 ,5]
　　。

2.2　接种后兔体内抗 CEA抗体的水平

以803胃癌细胞株作为抗原片 ,ABC免疫组化

法测定CEA抗体 ,第 1 组抗体滴度达 1∶100 ,而其

它两组未检测到抗体的产生[ 6] 。

3　CEA-rV 的安全性

3.1　兔各组织内 CEA的表达

免疫组化法比较接种兔和正常兔的肠 、肝和肾

组织 ,可见两组同类组织的染色情况完全相同 ,说

明接种过 CEA-rV 兔的非淋巴系统组织均未检测

到 CEA的表达[ 6] 。

3.2　电镜观察肾组织结构

电镜下可见接种后的兔肾单位结构清晰 、系膜

未见增厚 ,与正常对照的结构相同 。

上述结果证明 CEA-rV未侵入实体组织器官;

另观察接种兔的行为正常 ,未见毒副反应 ,说明

CEA-rV 是安全可靠的[ 6] 。

4　表达人 CEA 的小鼠肿瘤细胞模型

的建立

将 pLXSN-CEA 质粒用脂质体介导法导入小

鼠Hepa肝癌细胞内 ,经 G418 筛选后得到阳性克

隆。用放免法测定 CEA的表达情况。结果发现转

化的 Hepa肝癌细胞样品中的 CEA 值随细胞数的

增加而增加 ,且表达产物能与 CEA特异性抗体结

合;而未转化的 Hepa 肝癌细胞样品中未能测得

CEA的表达 。说明导入 CEA 基因后 ,细胞可表达

与天然CEA特性相同的产物
[ 7 , 8]

。

5　CEA-rV 对小鼠 CEA 阳性肿瘤的

预防作用

将40只 KM 鼠分成 4 组 ,每组 10只 、雌雄各

半。第 1 、2组背部皮下注射 10 μL 22×106 PFU

的W-VV ,第 3 、4组接种等剂量的 CEA-rV;每隔

14 d接种一次 ,共 3 次。在第 3次接种后第 7 天 ,

第 1 、3 组鼠颈背部皮下注射 0.26 ×106 未转染

pLXSN-CEA 的 小 鼠 Hepa 肝 癌 细 胞 (Hepa-
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CEA-);第 2 、4 组注射等剂量的转染 pLXSN-CEA

的小鼠 Hepa肝癌细胞(Hepa-CEA
+
)。结果:第 4

组在观察的第 6周期间内未见肿瘤形成;而其它 3

组均有肿瘤形成 ,并以相近速率快速生长 。接种小

鼠在实验过程中未见有任何毒副反应 。说明 CEA-

rV 能有效地预防 CEA 阳性肿瘤的发展[ 8] 。

6　CEA-rV 对小鼠 CEA 阳性肿瘤的

治疗作用

将40只 KM 鼠分成 4 组 ,每组 10只 、雌雄各

半。第 1 、2 组颈背部皮下注射 0.26 ×106 Hepa-

CEA-细胞;第 3 、4组注射等剂量的 Hepa-CEA+细

胞。7 d后 ,第1 、3组背部皮下注射 10 μL 2.2×106

PFU的W-VV ,第 2 、4组接种等剂量的 CEA-rV;每

隔14 d接种一次 ,共 3次 。结果:第 4组小鼠在观察

的 6周期间内肿瘤生长趋向缓慢 ,而其它 3组小鼠

肿瘤生长迅速 ,肿瘤体积与第 4组比有显著差异。

说明 CEA-rV 能有效地治疗 CEA阳性肿瘤[ 9] 。

7　展　望

本系列研究利用我国曾用于预防天花的疫苗

株—痘苗病毒天坛株 761 , 将外源基因(CEA-cD-

NA)插入其非必需区(tk 基因区)构建了 CEA-rV ,

经动物实验证明了其具有强免疫原性 、安全性和防

治 CEA 阳性肿瘤的可靠性 ,为进入临床试验奠定

了基础。
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·新成果·

准分子激光屈光性角膜手术系列研究

课题负责人　王　铮等
(中山医科大学眼科中心 , 广东 广州　510060)

本研究针对准分子激光屈光性角膜切削术(PRK)和准分子激光原位角膜磨镶术(LASIK)的手术适应症 、手术技术 、手术

参数及切削安全极限 、角膜创面愈合机制等问题进行了系统的研究 , 取得了满意的成果:①首次用动物实验方法证实类固醇

激素可有效减少 PRK 术后上皮下多种细胞外间质的沉积 , 减少术后屈光回退和角膜雾状混浊发生。 ②在国内最早开展

LASIK 临床研究 , 并率先通过多种指标的观察 、分析和研究 , 全面系统地评价了手术疗效 , 建立了准确的手术参数。 ③创造性

地提出“瓣下冲洗”的手术方法 ,大大降低了手术合并症 。④前瞻性地比较了 PRK 和 LASIK 对中 、低度近视的治疗效果 , 发现

LASIK 也能有效地矫正低中度近视 , 拓展了 LASIK适应症。 ⑤首次报告对 LASIK 后屈光回退和欠矫的再手术治疗 , 提出可

采用简单的翻开角膜瓣的方法。 ⑥最先研究 LASIK 后角膜后表面曲率的变化 ,提出了 LASIK 手术切削的安全极限为角膜床

厚度不低于 250μm。目前 ,每年开展 LASIK 2000 多例 ,现已开展 7 000 多例 ,据国内领先 , 达到满意效果。本研究已经为国

内 30 几家医院培养了 LASIK 手术的专业医师 ,为我国能够高起点的开展 LASIK 作出了贡献。该成果于 1999 年荣获国家科

技进步三等奖。

(陈丽芳)
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