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　　摘　要：　目的　观察真核质粒ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ免疫小鼠后，鼠脾淋巴细胞对喉癌细胞模型Ｂ１６／ＭＡＧＥ
Ａ３的杀伤作用。方法　将葡萄球菌肠毒素 Ａ（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎＡ，ＳＥＡ）和喉癌来源的黑色素瘤抗原 Ａ３
（ｍｅｌａｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＡ３，ＭＡＧＥＡ３），构建成基因共表达的真核质粒ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ，用电转染的方法
免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠单侧股四头肌。末次免疫２周后，取脾分离淋巴细胞，与Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞共同培养，ＭＴＴ法
观察活化的淋巴细胞对Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３的杀伤作用。结果　ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ、ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３和 ｐＭＡＧＥＡ３
ＩＲＥＳＳＥＡ质粒组对Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞特异性杀伤率均高于空白质粒及生理盐水组（Ｐ＜０．０５）；ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳ
ＳＥＡ质粒组杀伤作用大于 ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ、ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３质粒组（Ｐ＜０．０５）。结论　构建的 ｐＭＡＧＥＡ３
ＩＲＥＳＳＥＡ真核质粒可通过电转染的方式输入到小鼠体内，诱导特异性细胞免疫，可提高杀伤 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞
的作用。为ＤＮＡ疫苗接种途径、方法及抗喉癌疫苗的研究提供了实验依据。

关　键　词：喉癌；葡萄球菌肠毒素Ａ；黑色素瘤抗原；体内免疫；体外实验；肿瘤细胞模型
中图分类号：Ｒ７３９．６５　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－１５２０（２０１５）０２－０１１９－０５

Ｉｎｖｉｔｒｏｅｆｆｅｃｔｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｒｏｍｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙｐｌａｓｍｉｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＭＡＧＥＡ３ａｎｔｉｇｅｎａｎｄｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎＡｏｎｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

ＬＩＮｉｎｇ，ＪＩＸｉａｏｂｉｎ，ＸＩＥＪｉｎｈｕａ，ＬＩＵＱｉｃａｉ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＣｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０１８０，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｒｏｍｓｐｌｅｅｎｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙｐｌａｓｍｉｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＭＡＧＥＡ３ａｎｔｉｇｅｎａｎｄｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎＡ（ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ）ｏｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｏｄｅｌ
ｏｆＢ１６／ＭＡＧＥＡ３．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｔｏｅｘｐｒｅｓｓｔｈｅＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎＡ
（ＳＥＡ）ａｎｄｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｇｅｎｅＡ３（ＭＡＧＥＡ３）ｆｒｏｍｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｈｅｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｕｎｉｌａｔｅｒａｌｈｉｎｄｌｉｍｂｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｓｏｆＢＡＬＢ／Ｃｍｉｃｅ．Ｔｗｏｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｎａｌｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ，ｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈＢ１６／ＭＡＧＥＡ３ｃｅｌｌｓｆｏｒ１２ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｏｄｅｌｏｆＢ１６／ＭＡＧＥＡ３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＭＴＴａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅ
ｏｆｔｈｅａｃｔｉｖａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（５７．７２％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｃａｎｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｉｎｔｏｍｉｃｅａｎｄｉｍｐｒｏｖｅ
ｋｉｌｌｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｏＢ１６／ＭＡＧＥＡ３ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒａｐｐｒｏａｃｈａｎｄ
ｍｅｔｈｏｄｏｆＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆａｎｔｉｌａｒｙｎｇｏｃａｒｃｉｎｏｍａｖａｃｃｉｎｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍａ；ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎＡ；Ｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ；Ｉｎｖｉｖｏｉｍ
ｍｕｎｅ；Ｉｎｖｉｔｒｏｔｅｓｔ；Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

·９１１·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２１卷　

　　近年，ＤＮＡ疫苗被普遍应用于肿瘤疾病防治研
究。它具有持续表达抗原，能诱导体液免疫和细胞

免疫，避免免疫逃逸等特点。ＤＮＡ疫苗研究的关键
是证实其在活体内能否有效的产生特异性抗肿瘤效

应［１］。在前期实验中，我们用真核表达质粒将葡萄

球菌肠毒素Ａ和喉癌来源的黑色素瘤抗原Ａ３构建
成基因共表达的真核质粒 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ。
该质粒能在 ２９３Ｔ细胞内有效表达 ＭＡＧＥＡ３及
ＳＥＡ基因［２］。但其能否在体内诱导对喉癌细胞的

杀伤作用，尚不明确。前期在小鼠体内外特异性免

疫反应实验中，为了避免种属差异带来的排斥现象

及非特异性免疫造成的实验误差，我们构建了具有

表达人喉癌 ＭＡＧＥＡ３抗原的小鼠 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３
细胞模型。本研究中，我们通过电转染的方式将

ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ免疫小鼠一段时间后提取小
鼠脾脏淋巴细胞，与喉癌模型 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞
作用，判断小鼠体内表达的 ＳＥＡ超抗原和 ＭＡＧＥ
Ａ３肿瘤特异性抗原能否刺激体内免疫系统产生活
化细胞毒性Ｔ细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ），观
察活化的淋巴细胞对 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞的杀伤
作用。

１　材料与方法

１．１　实验质粒及试剂
ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３重组质粒、ｐｔｋＩＲＥＳ

ＳＥＡ重组质粒及 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核表达质
粒、Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞均已在广州医科大学实验医
学研究中心构建，质体转染试剂盒ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ
及Ｐｌｕｓ试剂、ＯＰＴＩＭＥＭ培养基为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产
品，Ｇ４１８购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ＥＺＳｅｐＴＭＭｏｕｓｅ１×淋巴细
胞分离液购自深圳达科为生物技术有限公司。

１．２　实验动物和分组
ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠购于广东省医学实验动物中心

（编号ＳＹＸＫ２０１０－０１０４），雄性，４～６周龄，体重１２
～１５ｇ，均为ＳＰＦ级，饲养于广州医科大学实验动物
中心。取 ２５只，随机分为 ５组，每组 ５只：①ｐｔｋ
ＩＲＥＳＳＥＡ重组质粒组；②ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３
重组质粒组；③ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核表达质粒
组；④空质粒组；⑤生理盐水组。
１．３　实验器材及电转染方法

用多功能电融合／电穿孔仪 ＥＣＭ２００１进行电
转染实验。戊巴比妥钠按５ｍｇ／１００ｍｇ比例腹腔注
射麻醉小鼠，固定。在小鼠右侧股四头肌处，分别注

射５０μｌ对应的１μｇ／μｌ浓度质粒，随即在肌肉注射
针孔的两侧沿肌纤维纵轴方向，插入电击仪的两根

电极针。电极针相距５ｍｍ。停顿约５ｓｅｃ后拔出注
射针头，然后启动电击仪开始电击。电穿孔设置：选

择模式为ＬＶ，电压为１００Ｖ，脉冲时间为５０ｍｓ，脉冲
次数为正反各３次，间隔时间为１ｓｅｃ。每隔２周用相
同剂量相同浓度的质粒溶液免疫１次，共免疫３次。
１．４　小鼠脾淋巴细胞的分离

末次免疫后２周，断颈处死小鼠，浸泡于７５％
的乙醇中５ｍｉｎ。在超净台解剖出小鼠脾脏，置于
２００目网筛上，网筛下方用３５ｍｍ培养皿支撑。在
脾脏表面加１ｍｌＥＺＳｅｐＴＭＭｏｕｓｅ１×淋巴细胞分离
液，保持脾脏湿润。脾脏在筛网上反复研磨，同时滴

淋巴细胞分离液，研磨时间控制在５ｍｉｎ内。完成
后，将下方收集的悬有脾脏细胞的分离液立即转移

到１５ｍｌ离心管中，保持分离液总量５ｍｌ。用移液
器取５００μｌ的１６４０培养基小心覆盖在分离液表
面。保持两者液面分界明显。室温条件下，水平离

心机８００×ｇ离心３０ｍｉｎ。设置加速度和减速度都
为第３档。离心结束后见离心管中分四层，从上往
下依次为：１６４０培养基层、脾淋巴细胞层、分离液
层、红细胞及破裂细胞碎片层。吸出淋巴细胞层，再

加入１０ｍｌ１６４０培养基，颠倒洗涤。室温，２５０ｇ离
心１０ｍｉｎ收集细胞。倾倒上清液，用含双抗和１０％
胎牛血清的 ＲＰＭＬ１６４０培养液重悬细胞，细胞计
数。

１．５　测脾淋巴细胞杀伤率（ＭＴＴ法）
用含有双抗和１０％胎牛血清的 ＲＰＭＬ１６４０调

整Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞，接种到９６孔板，每孔接种３
０００个细胞，作为靶细胞，同时设靶细胞对照组（不
与效应细胞反应）。在３７℃、５％ＣＯ２孵箱培养２ｈ。
脾淋巴细胞作为效应细胞，按效应细胞：靶细胞为

２０∶１，将效应细胞加入９６孔细胞培养板中，每孔终
体积为１００μｌ。每组设６个复孔，同样设效应细胞
对照组（孔内无靶细胞）。３７℃、５％ ＣＯ２孵箱培养
１２ｈ后，每孔加入１０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ），继续
培养４ｈ。３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清。每孔加入
１００μｌＤＭＳＯ，置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物
充分溶解。酶标仪测４９０ｎｍ处的ＯＤ值。

杀伤率（％）＝１－［ＯＤ（效应细胞＋靶细胞）－
ＯＤ（效应细胞）］／ＯＤ（靶细胞）×１００％
１．６　统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ软件统计处理，组间比较采用
ｔ检验，Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。
·０２１·
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２　结果

观察真核质粒 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ在小鼠体
内诱导特异性抗 ＭＡＧＥＡ３的免疫反应发生的情
况。结果显示在效靶比为２０∶１共同培养１２ｈ时，
ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ、ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３ 和 ｐＭＡ
ＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ质粒组对Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞特异
性杀伤率均高于空白质粒及生理盐水组（Ｐ＜
０．０５）；ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ质粒组杀伤作用大于
ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ、ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３ 质 粒 组
（Ｐ＜０．０５）。表明 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核表达
质粒能诱导小鼠脾淋巴细胞抗 ＭＡＧＥＡ３特异性
ＣＴＬ产生，杀伤活性能力较 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥ
Ａ３、ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ质粒强（表１、图１）。

表１　各组小鼠免疫后脾淋巴细胞对Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３
细胞杀伤活性比较（％，珋ｘ±ｓ）

分组 只数
对肿瘤细胞的杀伤率

（Ｅ∶Ｔ＝２０∶１）
ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ重组质粒组 ５ ３５．１８±２．３８＃

ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３重组质粒组 ５ ２８．４５±２．１２＃

ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核表达质粒组 ５ ５７．７２±３．４３

空质粒组 ５ １３．８５±０．９５
生理盐水组 ５ １３．６５±１．３５
　　注：＃、与其他组相比Ｐ＜０．０５；与＃相比Ｐ＜０．０５
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图１　免疫小鼠后脾淋巴细胞杀伤活性的比较

３　讨论

３．１　ＤＮＡ疫苗的构建情况
ＤＮＡ疫苗是指人工克隆一段编码肿瘤特异性

抗原的ＤＮＡ，通过质粒等方式注入机体，使其在体

内细胞中有效表达蛋白而成为肿瘤特异性抗原。这

种抗原模仿了外源蛋白等抗原的递呈方式，解除了

免疫耐受，诱导机体产生特异性抗肿瘤免疫应答，以

达到控制和杀灭肿瘤细胞的目的［３］。ＤＮＡ疫苗在
宿主体内表达抗原过程与肿瘤细胞表达过程相似，

可以克服ＭＨＣ限制性，诱导ＭＨＣ间交叉的ＣＴＬ应
答，使得细胞免疫效果更强。并且ＤＮＡ疫苗只含有
部分原癌基因序列，不会像瘤苗灭活不彻底而导致

疾病的发生。本研究验证了 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ
真核表达质粒对人喉癌具有ＤＮＡ疫苗的免疫功能。

ＭＡＧＥＡ３在多种类型的肿瘤组织中都有较高
程度的表达，喉癌中表达率为５１．９２％［４］，但在正常

组织中不表达（除睾丸生殖细胞），由于睾丸生殖细

胞不表达 ＭＨＣⅠ／Ⅱ类分子，因而不能递呈 ＭＡＧＥ
抗原，因此，表达 ＭＡＧＥ抗原的生殖细胞不会诱导
体内的免疫应答［５］。其存在肿瘤特异性，被认为是

肿瘤特异性免疫治疗的靶点［６］。

ＳＥＡ是细菌编码的具有免疫刺激作用并可致病
的蛋白质分子，不需要 ＡＰＣ的处理，以完整的蛋白
质分子形式直接与ＡＰＣ膜上ＭＨＣⅡ类分子抗原结
合槽外侧结合，导致带有特异性 Ｖβ节段的 Ｔ细胞
大量活化增殖，其活化的 Ｔ细胞数是普通抗原的数
千倍乃至数万倍［７］。

但 ＳＥＡ的毒副作用限制了其应用。Ｉｌｂｃｋ
等［８］曾用ＳＥＡ和抗结肠癌抗原Ｃ２１５单克隆抗体构
建成融合蛋白进行了动物体内试验，结果表明该融

合蛋白保持了ＳＥＡ激活Ｔ细胞的能力，同时大大降
低了ＳＥＡ的毒副作用。ＳＥＡ结构的改变能降低与
ＭＨＣⅡ分子的亲和力致使其毒性下降。为了使
ＭＡＧＥＡ３基因质粒抗原表达量增多来增强机体免
疫反应，同时 ＳＥＡ与 ＭＡＧＥＡ３融合后 ＳＥＡ结构改
变降低ＳＥＡ抗原性，避免其激活全身大量 Ｔ细胞引
发免疫性疾病，我们将这两种基因序列整合到真核

表达载体 ＩＲＥＳ序列的上、下游，成功构建 ｐＭＡ
ＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核表达质粒。该质粒在前期试
验中已证实能有效地在２９３Ｔ细胞中表达ＭＡＧＥＡ３
和ＳＥＡ蛋白［２］。在基因工程中，ＤＮＡ疫苗常用人
工构建的质粒作载体，构建多种有用的特征于一

体［９］。Ｗａｎｇ等［１０］利用ＭＡＧＥＡ３与热休克蛋白７０
基因，将两者整合到真核表达质粒上，构成 ＤＮＡ疫
苗。疫苗免疫小鼠两周后，皮下接种表达ＭＡＧＥＡ３
的ＴＣ１瘤细胞，结果显示接种合成 ＤＮＡ疫苗的小
鼠肿瘤的总体积是对照组的 １／３。黄亚渝等［１１］利

用ＭＡＧＥｎ与Ｔ淋巴细胞表面表达 ＣＤ８０抗原基因
·１２１·
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构建ＤＮＡ疫苗，免疫构建的小鼠的平均生存时间为
６２ｄ，生命延长率为７５．１４％；明显高于对照组。杨
广民等［１２］利用ＭＡＧＥ１与ＩＬ８共表达ＤＮＡ疫苗在
小鼠体内诱导特异性免疫应答能力，免疫小鼠脾细

胞的特异性杀伤率约７０％，明显高于对照组。我们
将ＭＡＧＥＡ３与ＳＥＡ整合在同一质粒上，发现其对
肿瘤细胞的杀伤率为５７．７２％。
３．２　Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３喉癌细胞模型

小鼠黑色素瘤 Ｂ１６细胞最初自发产生于 Ｊａｃｋ
ｓｏｎ实验室Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的耳部皮肤［１３］，后发展形

成实验动物移植性肿瘤、可在体外生长的传代培养

细胞系。由于其基因背景清楚、成瘤率高，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠的Ｂ１６移植瘤模型在肿瘤研究中较常用［１４］。

Ｂ１６细胞也能表达小鼠 Ｍａｇｅ抗原。本研究是在小
鼠体内进行 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ质粒抗人喉癌
ＭＡＧＥＡ３抗原的研究，为了更好地模拟表达人
ＭＡＧＥＡ３抗原的小鼠喉癌模型，避免鼠淋巴细胞作
用人喉癌细胞造成的种属差异诱发免疫排斥现象的

发生及非特异性免疫造成的实验误差，我们在前期

试验中构建了黑色素瘤 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞，将从
人喉癌组织中扩增的 ＭＡＧＥＡ３基因片段构建的真
核表达质粒 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３，通过脂质体
法转染到Ｂ１６细胞中，通过 Ｇ４１８筛选出稳定表达
ＭＡＧＥＡ３的Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞，在保留 Ｂ１６细胞
Ｍａｇｅ抗原的同时，增加ＭＡＧＥＡ３抗原的表达，使得
模型细胞ＭＡＧＥＡ３特异性更强。对模拟人喉癌相
关ＭＡＧＥＡ３基因实验模型提供细胞株，保留了Ｂ１６
细胞株能在小鼠体内种植的特征，建立小鼠体内喉

癌相关ＭＡＧＥＡ３基因肿瘤模型，这为在动物体内
实验研究 ＭＡＧＥＡ３与喉癌相关的生物学功能、致
病机制、免疫治疗方面，提供了材料。

３．３　疫苗对肿瘤细胞的杀伤效应
本实验利用电穿孔技术结合肌肉注射的方式给

药，前期试验也验证了其有效性［１５］。ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ
质粒能诱导小鼠体内免疫反应，对 Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３
细胞产生一定的杀伤，杀伤性较 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／
ＭＡＧＥＡ３高。在ＳＥＡ的直接刺激下，大量 ＣＴＬ细
胞被激活，各Ｔ细胞亚类被激活并分泌出各种细胞
因子，从而表现出对肿瘤细胞的明显杀伤作用。许

多实验证实ＳＥＡ的抗肿瘤活性，如Ｒｏｓｅｎｄａｌ［１６］给小
鼠接种 Ｃ２１５＋Ｂ１６黑色素瘤，肺部出现微转移灶
后，连续４ｄ注射 Ｃ２１５ＦａｂＳＥＡ，８５％ －９９％肿瘤生
长受到抑制，血清 ＩＬ２、ＴＮＦＡ和 ＩＦＮＣ水平增高，
ＣＴＬ活性增强。吉晓滨等［１７］曾利用金黄色葡萄球

菌肠毒素Ａ与人淋巴细胞混合培养，激活淋巴细胞
后与人喉鳞状细胞癌 Ｈｅｐ２细胞作用，喉癌细胞的
抑制率为４２．６８％。

ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核质粒能有效地在小
鼠体内表达，刺激小鼠免疫系统，产生针对 ＭＡＧＥ
Ａ３抗原的特异性ＣＴＬ细胞，对Ｂ１６／ＭＡＧＥＡ３细胞
有特异性杀伤：①其产生的对肿瘤细胞的杀伤作用
明显较 ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ、ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＭＡＧＥＡ３质
粒高，说明 ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ真核质粒中的
ＭＡＧＥＡ３和ＳＥＡ在小鼠体内能同步表达，表达蛋
白中包含两种编码蛋白的氨基酸序列，具有 ＭＡＧＥ
Ａ３和ＳＥＡ抗原性，能被 ＭＨＣⅠ、Ⅱ类抗原提呈细
胞识别，激活细胞免疫，较单独ＭＡＧＥＡ３或ＳＥＡ抗
原激活的体内免疫效应强。②ｐＭＡＧＥＡ３ＩＲＥＳＳＥＡ
真核质粒较ｐｔｋＩＲＥＳＳＥＡ质粒、空白质粒及生理盐
水组杀伤效率高，表明 ＳＥＡ能提高 ＭＡＧＥＡ３抗原
性，激活细胞免疫的作用较等量的 ＭＡＧＥＡ３质粒
较强，具体机制可能是 ＳＥＡ激活免疫细胞的同时，
也将ＭＡＧＥＡ３抗原特征信息传递给了 ＣＴＬ细胞，
使ＭＡＧＥＡ３的特异性 ＣＴＬ细胞大量被 ＳＥＡ激活。
而这种特异性ＣＴＬ细胞具有靶向性。

本课题将 ＭＡＧＥＡ３与 ＳＥＡ结合构建 ＤＮＡ疫
苗，通过电穿孔转染技术，能很好地诱导动物体内免

疫反应，产生抗肿瘤细胞效应。可见构建双基因的

真核表达质粒，通过有效地途径，能在动物体内共表

达，表达产物能保持各基因编码蛋白的抗原性。细

菌蛋白的基因通过载体，能有效地在动物体内表

达［１８］，并且产生相对应的免疫应答，这些也为 ＤＮＡ
疫苗的设计提供了条件。
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度不宜作为喉咽鳞癌转移及预后的独立判断指标。

同时，ＭＶＤＣＤ１０５值随喉咽鳞癌组织的病理学分级
升高而相对降低（Ｐ＜０．００１）；伴有淋巴结转移的实
验组 ＭＶＤＣＤ１０５高于无转移组。提示，ＭＶＤ
ＣＤ１０５与喉咽鳞癌的临床特征具有相关性，可以评
估肿瘤的预后。喉咽鳞癌组织中，ＣＤ１０５与临床多
因素相关，在进行新生血管标记方面，明显优于

ＣＤ３４，更具特异性及实际意义。
由此可见，ＣＤ１０５作为一种特异性较高的新生

血管标记物，在喉咽鳞癌中表现优于 ＣＤ３４，与肿瘤
的进展、转移、预后等具有密切关系。对于我们在进

行喉咽鳞癌基础研究工作中，标记肿瘤新生血管具

有很重要的指导意义。同时，进一步研究显示 ＣＤ
１０５可能作为肿瘤治疗的新靶点，临床已经在逐步试
用ＣＤ１０５单抗联合药物射线及生物毒素等进行靶
向抗肿瘤治疗，这也成为一种新的抗肿瘤途径。
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