
γ.干扰素基因修饰 AS49 细胞瘤苗研究 长

于晓虹刘祥麟马洁羽

(浙江大学医学院肿瘤基因研究组杭州 310031) 

随着分子生物学与分子免疫学研究的进展，肿

瘤的基因治疗已受到人们广泛的重视。 增强肿瘤细

胞的免疫原性，让免疫系统自己去识别肿瘤疫苗

(Vaccine)策略已成为肿瘤生物治疗中的重要于段。

γ-干扰素( Interferon-γ)具有多方面的抗肿瘤效应，

大量实验资料表明，经该基因修饰的肿瘤细胞，免疫

原性有较大的增强[ 1 .2] 。 更重要的是，这种经基因

修饰的肿瘤细胞注射入动物体后，可引起机体对未

经修饰的原肿瘤细胞产生较强的排斥能力，这为基

因修饰肿瘤细胞作为瘤茵的免疫治疗开辟了一条新

途径。

本研究将克隆的人源 IFN-γ 基因导人人肺癌

细胞株 A549 中制成转基因疫苗，观察其免疫原性

的改变及对荷瘤动物的治疗作用 。

材料与方法

1.试剂

各种工具酶，ELISA 试剂盒 ， lipofect-am时， 1640 培养基

等分别购自华美生物工程公司，晶美生物技术公司， Pharma­

cia GIBCO- BRL 等公司 。

2. 实验动物模型

小鼠肿瘤 S180 引自中科院上海药物研究所。

3. 质粒和细胞株

PA317/pLXSN 质粒和人 γ-干扰素基因由中科院生物化

学研究所郑仲承教授惠赠。 人肺癌细胞株A549 购自中科

院上海细胞所细胞库。 A549- IFN-γ 细胞株的构建为本实验

室利用逆转录病毒载体将人源 IFN-γ 基因转入到A549 细

胞株中，并经G418 筛选出可稳定表达 IFN-γ 的克隆化的细

胞株。

4. A549-IFr呼吁细胞株基因表达的测定

取对数生长期细胞， 1640 元血清培养液洗三次，收集细

胞，计数，每个细胞株分成 2 组，每组细胞浓度为 1 X 106
/ 

mL。 于 37'C无血清培养液中培养 24 小时，用 ELISA 试剂

盒分别测定A549 细胞株和A549- IFN-γ 细胞株的 IFN白γ 总

的表达量和细胞外的分泌量。

s. IFN-γ 基因转导对 A549 细胞 R但IC- 1 和l\1HC-II 抗

原表达的影晌

分别收集A549 细胞株和A549- IFN-γ 细胞株，用 FITC

标记的鼠抗人单克隆抗体，流式细胞仪测定两株细胞的

MHC- I 和 h征lC- II 抗原表达。

6. 肿瘤细胞裂解物及细胞因子

取小鼠 S180 肿块组织，按体积比 J : 5 加生理盐水冻融

三次，离心得上清，测其蛋白含量，置- 20't冰箱保存备用;

GM-CSF 购自厦门特宝生物公司(批号 :9808) 。

7. A549 - IFN-γ 瘤茵的制备

分别收集对数生长期的A549 及A549-IFN-γ 细胞，用元

血清培养基洗细胞数次，分别计数，再添加肿瘤细胞裂解物及

细胞因子，分装，使每 0.2ml 注射液中分别含细胞 1 X 106 、肿

瘤细胞裂解物蛋白 1吨、细胞因子 GM-CSF45 单位， C涵。 照射

( l00rad x 50min) 。 注射计量为 0 . 2ml/只收(i. p) 。

8. 瘤茵对动物的致瘤性

实验裸鼠由中科院上海实验动物中心提供，雄性 ， 18 -

20g，分为三组，每组 7 只于背部皮下接种对数生长期的细

胞，每只接种量为 8 x 106 10 . 2时，第一组接种A549 细胞 ;第

二组接种均49- IFN-γ 细胞;第 三组接种经Co60 照射

(100rad x 50min)的A549- IFN-γ 细胞，观察三组细胞在裸鼠

身上的致瘤性，共 50 天 。

9. 瘤茵的抑瘤性实验

实验动物 : N旧纯种小鼠购自浙江大学医学院动物中心

(合格证:医动字 22 - 9601018) ，雄性，健康 ，体重为 18 - 20g 

随机分为 6 组，每组 6 只 。 每组于第 ld ， 6d ， 14d 分别进行三

次预防注射，于第 15d 接种 S180 ， 每只小鼠右前胶皮下接种

0 .5 X 104 S180 肿瘤细胞/0.2ml 生理盐水液。 第 21d 和第

28d 进行两次治疗注射。

10. M口法观测接种瘤茵的小鼠淋巴细胞对肺癌细胞

的特异杀伤作用

将A549 细胞和A549- IFNγ 细胞和 Hela 细胞以 8 X

104 /孔量接种于 96 孔板上，37't培养 24hr ，作为靶细胞。 实

验小鼠(NIH)接种三次瘤苗 ，对照组小鼠注射生理盐水，分

别于第 15d 、 27d 、45d 取其脾脏，常规淋巴细胞分离法得效应

细胞，将效应细胞加到上述三种靶细胞中，效靶比为 10 : 1 , 

同时设效应细胞和靶细胞的空白对照。

11. 统计学方法

方差分析 ; t-检验。

结果

1. A549-IFN-γ 细胞株表达 IFN

用 ELISA 试剂盒分别测定A549 细胞株和

A549- IFN-γ 细胞株 IFN-γ 总的表达量和细胞外的

本文 2002 年 4 月 18 日收到 ， 7 月 15 日接受。

曾杭州市科委 (991l3A07 )和杭州市卫生局(招 9801)资

助项目 。

E-mail: xiaoh严J 65@yah∞. ∞m.cn 
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分泌量(见表 1) 。第 1 组冻融三次，离心取上清液，

分别测A549 细胞株和 A549-IFN-γ 细胞株 IFN-γ

总表达量;第 2 组取细胞外培养液，分别视~ A549 细

胞株和A549-IFN-γ 细胞株细胞培养液中 IFN-γ 的

含量(IFN-γ 细胞外分泌量)。结果表明未转基因的

对照组A549 细胞 IFN-γ 表达为阴性，转基因A549-

IFN-γ 细胞株培养液和细胞冻融液都有较高的

IFN-γ 浓度被测出 。 提出转人A549 细胞的 IFN-γ

基因能进行正常的表达，并且可以向细胞外分泌。

表 1 A549 细胞株和A549-IFN-γ 细胞株

E'N-γ 含量的测定·

细胞外分泌量 | 总表达盘

A549-IFN-y 

A459 

10pg/ ml 

.为一式三份的平均数。

45pg/ml 

2. IFN-γ 基因转导对 A549 细胞 MHC- 1 和

MHC- 1I抗原表达的影晌

对A549-IFN-γ 细胞株及A549 细胞株 MHC- I

和 MHC- II 抗原表达的测定(为 3 次测定的平均数，

见表 2)表明，经 IFN-γ 基因转染后的A549 肺癌肿

瘤细胞可明显增强 MHC- I 和 MHC- II 抗原的表

达，其中 MHC- II 的升高尤为明显为 8.5 倍。

表 2 IFN-γ 基因转导 AS49细胞对 R但1ιI 和 R础C-II 表达

的影晌

组 | 阳'1C- 1 (%Ga时) I MHc- n (%G苗时)
M49 I 80 . 66 I 0 . 12 

A549-IFN-γ90.88 I 1 但

3. 转基因瘤苗致瘤性

经 50 天观察，接种A549 细胞的第一组于第 21

天至 28 天在接种位点全部长出肿瘤;接种A549-

IFN-γ 细胞和接种经Co60 照射(100rad X 50min) 的

A549-IFN-γ 细胞的第二组和第三组在实验观察的

50 天内均未发现肿瘤。该结果显示，本实验室所建

立的 A549-IFN-γ 细胞株较原 A549 细胞株的致瘤

性明显降低。

4. 转基因痊苗免疫小鼠后不同时间取样测脾

淋巴细胞对 A549 细胞的特异杀伤作用

用转基因细胞疫苗免疫小鼠三次后，分别于第

15 天、第 27 天 、第 38 天取实验小鼠的脾淋巴细胞

对A549 细胞进行特异杀伤实验结果显示杀伤率都

大于 50% ， 三次无明显差别(表 3) ，表明转基因细胞

疫苗确实能引起小鼠免疫系统对A549 细胞的特异

免疫杀伤;虽经过 38 天后其免疫能力并没有下降，

提示该疫苗经三次注射免疫后，可在机体内诱导激

发并维持较长时间的针对肺癌细胞的特异性强杀伤

能力。

表 3 免疫后不同时间的小鼠淋巴细胞对 A549

细胞的特异杀伤作用 (MIT 法)

免疫后
OD570nm 杀伤率( %) 

天数
A549 

A549(靶细胞)
+ SL ' - y(效应细胞)

15d 0 . 543 士 0.004 0. 250::!:: O. 002 54.0 

27d O. 650 ::!:: 0 . 013 0.270::!:: O. 002 51. 8 

38d 0.168::!:: O. 001 0.077::!:: O. 001 53.6 
L一一一一

注: SL' (spleen lymphocytes) , SL-γ(效应细胞)为注射转

基因疫苗的小鼠脾淋巴细胞。

5. 接种疫苗第 27 天后小鼠淋巴细胞对 A549 、

A549-IFN-γ、 Hela 细胞株特异杀伤性比较

为进一步观察转基因疫苗特异性抗肿瘤作用，

分别以 A549 、 A549-IFN-γ 、 Hela 为靶细胞，接种转

基因疫苗的小鼠淋巴细胞为效应细胞，注射生理盐

水的小鼠的淋巴细胞为对照效应细胞，进行淋巴细

胞特异杀伤实验。结果发现，接种转基因疫苗的小

鼠淋巴细胞不仅对 A549 、 A549-IFN-γ 细胞有较强

的特异杀伤分别为 51 . 8% 和 69.6% ，而对异种的

Hela 细胞也有一定的杀伤作用，杀伤率为 14% ，但

其抑瘤作用比前两者为低(表的，对此现象的解释

是由于肿瘤细胞可能具有共同抗原l3] ，或是转基因

疫苗引起的非特异抑瘤作用所致。 本实验研究结果

明显提示接种本转基因疫苗可激起机体强烈地针对

疫苗肿瘤细胞的特异性抑制 。

表 4 转基因疫苗免疫小鼠淋巴细胞对不同的靶细胞杀伤性比较

靶细胞 A549 A549-IFN-γ Hela 

效应细胞 +SL-y +SL-NC +SL-γ +SL-NC +SL-y 十 SL - NC

OD570 0.65 ::!::O. 013 O. 27::!:: O. 002 O. 53::!:: O. 012 O. 23::!:: O. 003 0.08 士 0.001 0.22 士 0.003 0.71 ::!:: 0.001 0.61 ::!:: 0.005 O.68::!::0.003 

杀伤率% 51. 8 3.6 69.6 4.5 14 2.8 

t- 检验 P<O.OI P<O.Ol P< O.Ol 

注:效应细胞 SLγ为注射转基因细胞小鼠的淋巴细胞;SL-NC为注射生理盐水的对照组小鼠的淋巴细胞。
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6. IFN-γ 基因转入 A549 细胞后对小鼠 S180

肿瘤的抑制作用

实验动物分为三组 :NO.l 组:注射 A549 细胞

为阴性(未转基因)对照组 ;NO.2 组注射 A549-IFN­

γ细胞为转基因的实验组;NO.3 组注射生理盐水

(N. S)为空白对照组。 结果(表 5) ，正常 A549 细胞

疫苗组 5/6 动物长肿瘤，而转基因 A549-IFN-γ 细胞

疫苗组只有 1 /6 动物长肿瘤，后者约为前者的 4.9

倍，两者有显著差异(P<O.OI) 。 而正常 A549 细胞

疫苗组与 NO . 3 生理盐水对照组一样都为 5/6 动物

出现肿瘤。 但从中可以看出两者在体重和脾重间还

是存在差异的。 NO.1 的体重比 NO. 3 要轻，但其

脾重大大高出 NO.3 ，约是它的1. 67 倍。 提示 NO.

l 的动物经正常 A549 细胞免疫后产生了免疫应答，

而 NO.3 元此效应。 转基因的 NO.2 组，脾重最重，

约是 NO.3 组 2 . 1 倍。 这表明转基因疫苗明显提高

了实验小鼠的免疫应答和抗肿瘤能力 。

7 . 在转基因疫苗中添加 S180 肿瘤细胞裂解物

和细胞因子后对小鼠 S180 的抑瘤观察

实验动物分为三组， NO.l: 注射 A549-IFN-γ

细胞为对照组;NO.2: 注射A549-IFN-γ 细胞+抗

原(S180 裂解物); NO. 3A549-IFN-γ 细胞+抗原

(S180 裂解物) + GM - CSFo NO.2 组是在转基因

细胞基础上添加了 S180 肿瘤细胞裂解物免疫实验

小鼠，其肿瘤抑制率较 NO. l 组提高达到了 100% ; 

NO.3 组是在 NO. 2 组的基础上又添加了 GM-CSF ，

结果肿瘤抑制率同 NO.3 亦为 100% ，比 NO.l 组有

提高;脾重 NO.3 组 >NO . 2 组 >NO.l; 三组体重

没有明显差异(P<O. 05) (表的 。 提示添加特异性

肿瘤细胞裂解物可有利于转基因疫苗发挥其特异性

抑瘤效能，而添加 GM-CS 作为免疫佐剂可协同提

高实验小鼠机体的免疫能力(脾重为三组中最高。 )

表 5 A549 细胞和A549-JFN-γ 细胞作为瘤茵对小鼠 S180 肿瘤的抑制作用

S180 肿瘤 第 37 天处理平均
组 NO 注射类型 注射部位 动物数

发生数 抑制率 体重(g) 脾重(g)

A549 细胞 IP 6 5 5/6 29.0 :t O. 004 0.225 士 0.001

2 A549- IFN-γ 细胞 IP 6 1 116 31. 6 :t O. 004 0.288 :t O. 004 

3 N.S IP 6 5 5/6 36 . 5 :t O. 003 0.135 :t O. 002 

表 6 添加 S180 肿瘤细胞裂解物和细胞因子对小鼠 S180 的抑制作用

组 NO 注射类型 注射部位 动物数

l A549-IFN-γ 细胞 IP 6 

2 A549-IFN-γ 细胞+抗原 IP 6 

3 A549- IFN-γ细胞+抗原+GM-(SF IP 6 

讨论

γ-干扰素是细胞分泌的一类功能性蛋白，具有

抗病毒、抑制细胞分裂、诱导细胞分化、增强细胞吞

噬功能、诱导细胞特定基因表达及调节免疫反应等

作用。 本研究是以人 γ-干扰素基因转导人人肺腺

癌 A549 细胞中，以稳定表达 γ-干扰素的 A549 细胞

株为转基因疫苗，该疫苗可从两方面激活机体对肿

瘤细胞的免疫能力，首先，当该疫苗被注射入机体

后，可在瘤苗周围分泌 γ-干扰素，形成免疫微环境

吸引和激活机体的免疫因子和各种免疫细胞[叫 ，
从而构成攻击肿瘤细胞的免疫网络，极大地增强机

体的免疫水平和状态，以利于抑制肿瘤生长;另外，

S180 肿瘤 第 37 天处理平均

发生数 抑制率(%) 体重(g) 脾重(g)

l 83 .3 31. 6 :t O. 004 0.288 :t O. 004 

。 100 29. 8 :t O. 005 0. 307 :t O. 002 

。 100 30.8 :t O. 003 0.320 :t O. 004 

已知肿瘤细胞逃避免疫系统攻击的一个重要途径是

下调 MHC分子表达，使限制性的淋巴细胞免疫识

别能力降低。 有文献报道转导 γ-干扰素基因后可

使细胞的 MHC- I 和 MHC- ll 类分子表达增高[6 - 8 J 。

我们的测定亦证实 A549 细胞株在转人 γ-干扰素基

因后其 MHC 1 , II 分子表达明显上调，而其致瘤性

显著下降。 由于 A549 细胞株是人肺腺癌细胞株，

因而无对应的动物实验模型，考虑到肿瘤细胞存在

共同抗原的可能性，我们选用了小鼠 S180 为实验动

物模型，为提高瘤苗专一性抗瘤作用，在用转基因疫

苗治疗小鼠荷瘤时，特意添加了 S180 裂解物(提供

抗原物质) ，结果表明，该瘤苗组合有较好的抑制肿

瘤作用。 淋巴细胞杀伤实验显示，被该转基因疫苗
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免疫后的小鼠淋巴细胞对原A549 细胞株有较强的

杀伤作用，并且该杀伤作用可维持较长时间 ; 同时，

我们设了一组以 He!a 细胞为靶细胞的对照组，被转

基因疫苗免疫的小鼠淋巴细胞对其也有一定的杀伤

作用(与生理盐水注射的小鼠淋巴细胞为效应细胞

对照组有显著区别)。这进一步证明该转基因疫苗

的确能提高机体的免疫力，引起机体对未经修饰的

原肿瘤细胞产生较强的抑制能力，这为该转基因瘤

苗作为肿瘤生物治疗的手段提供了实验依据。

本项研究是为临床提供一种通用的人肺腺癌转

基因疫苗而设计的，因而我们选用了将人 γ-干扰素

基因转人人肺腺癌 A549 细胞株作为瘤苗 ， 这避免

因采用病人自身肿瘤细胞再转基因的时间耽搁，也

为该转基因瘤茵的产业化生产提供了可能性 ; 同时，

为提高该瘤茵的抑瘤专一性和高效性，在注射转基

因瘤苗时添加了被治疗肿瘤的相关抗原和细胞因

子，得到了良好的抑瘤效果，可见我们设计的该转基

因瘤苗有可能用于肺癌术后的辅助治疗，可防止肿

瘤转移和复发，对于不同病人的个体差异，我们考虑

可通过添加病人自己的肿瘤细胞裂解物来提供特异

性抗原，增强针对性治疗的同时提高疗效。 本项研

究只完成了实验室的部分工作，后续将对该瘤茵进

行更加详细的理化性质和生物学方面的测定[9] ，如

该转基因细胞株 γ-干扰素的生物学活性的测定，大

量、系统的针对肺癌的实验动物模型的治疗工作等，

为该瘤苗的临床应用提供更加完备的数据。

摘要

本文研究了将人 IFN -γ 基因重组入 pLXSN

载体 ，用 pA317 包装后转人人肺腺癌细胞株 A549

中 ，经 G418 筛选获得稳定表达 IFN 一 γ 的转基因的

A549- IFN-γ 细胞株。经测定，该转基因的细胞表面

MHC- 1 , II 分子表达显著提高。接种动物表明致

· 瘤性下降，制成瘤茵可诱导产生较强的细胞毒 T 淋

巴细胞的抑瘤能力 ;经放射线照射的瘤苗，在添加肿

瘤特异抗原和细胞因子后，在动物肿瘤模型上显示

出良好的抑瘤效果。 提示，经 IFN 一 γ 基因转导的

人肺腺癌A549 细胞株可产生较强的抗肿瘤效果，

这为该瘤茵的临床应用提供了实验依据。

关键词 :γ·干扰素 主要组织相容性复合物(1\但IC)

人肺腺癌细胞株 A549 转基因瘤茵
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STUDY ON VACCINATION OF A549 CELL LINES 

TRANSDUCED 矶'1TH HUMAN IF-γGENE 
YU Xiao Hong LJOU Xiang Lin MA Jie YU 

(Sc.缸刀l of Medical Sciences ZhejiaTlg UTlive:l响

ABSTRACf 

We transduced the hurnan interferon-γ( IFN-γ) gene inlO A549 cells , a human 1 ung aden∞arcinorna cell line , using retroviral vector 

pLXSN as a gene transfer vehicle. A high level of IFN-γwas 民creted by lFN-γgene- transduced A549 cells (A549 - IFN-γ ). The cells 

showed increased 1\征，C- 1 , n molecule expression after l FN-γgene transfer. The gene-modified t山101' cells had a very lower tumorigen ­

esis than its parental tur丑or cells. The spleen cells of mice were transplanted with A549 - 1FN-γce lls exhibited high cytotoxic activity ∞m­

pared to th岱e from mice were transplanted with A549 cells and from untreated mice . The vaccine was iπadiated byγ-ray radiation , and 

then immunialized mice. Five out of six mice were treated with the trru毡geneic without tumor ap阳arance. Th巳e results indicated that the 

human IFN-γgene- transduced lung αncer cells is a promising stra鸣y for inducing antitun10r immunity in the treatrnent of lungαncer. 

Key WOJ由: Interferon-γ(IFN-γ)gene 1\但IC Molecules Lung adenocarcinoma cell line A549 Transgene vaccine 
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