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ＩＣＯＳ基因转染对 ＣＩＫ细胞杀伤
胆管癌细胞作用的研究

王坚　何敏　王颖　沙慧芳　冯久贤　施毓谦　陈涛　施维锦

　　【摘要】　目的　探讨转染可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）基因对细胞因子诱导杀伤
（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞杀伤胆管癌细胞的作用。方法　构建含ＩＣＯＳ基因的腺病毒载体并转染
给ＣＩＫ细胞（ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组），单纯ＣＩＫ及ＣＩＫＥＧＦＰ细胞为对照组，观察３组ＣＩＫ细胞体外增殖与凋亡
情况以及对胆管癌细胞的杀伤作用；ＥＬＩＳＡ法检测３组 ＣＩＫ细胞上清液中 ＩＦＮγ、ＩＬ２及 ＴＮＦα的表达。
建立胆管癌移植瘤的 ＳＣＩＤ小鼠模型，按随机数字表法将４０只 ＳＣＩＤ小鼠分为生理盐水对照组、ＣＩＫ、
ＣＩＫＥＧＦＰ、ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组，观察转染ＩＣＯＳ基因的ＣＩＫ细胞对小鼠胆管癌细胞的杀伤作用。结果　
ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组体外增殖明显强于ＣＩＫ及ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组；培养第２０天ＣＩＫＩＣＯＳ与ＣＩＫ细胞凋亡率分
别为０６９％和２９０％，第２３天分别为０８９％和４９２％；在不同效靶比 ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组杀伤效应均显著
高于ＣＩＫ与ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组（Ｆ＝１３．３７，６．４６，２５．５１，Ｐ＜０．０５）；ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组上清液中ＩＦＮγ的浓
度为 （４９５０±４７３）μｇ／Ｌ，显著高于 ＣＩＫ细胞组 （３０５３±３７３）μｇ／Ｌ及 ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组 （３０１２±
２６４）μｇ／Ｌ（Ｆ＝３８．８９，Ｐ＜０．０５）。ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组小鼠肿瘤生长速度明显低于ＣＩＫ与ＣＩＫＥＧＦＰ
细胞治疗组，肿瘤坏死面积明显大于 ＣＩＫ与 ＣＩＫＥＧＦＰ细胞治疗组，瘤内 ＣＩＫ细胞数量最多。结论　ＣＩＫ
细胞在体内外均具有杀伤胆管癌细胞的作用。转染 ＩＣＯＳ基因后，ＣＩＫ细胞体外存活时间延长、增殖能力
增强、ＩＦＮγ的表达增多，其在体内外抗胆管癌作用明显增强。
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　　目前肿瘤免疫治疗作为恶性肿瘤的辅助治疗方
法，在临床上已逐渐开始应用。细胞因子诱导杀伤

（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞作为一种新型的
过继免疫治疗细胞，能有效地杀灭残留的肿瘤细胞

及防止或延迟肿瘤的复发［１－３］。可诱导共刺激分子

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）主要在活化或记忆 Ｔ
细胞表面表达，能促进活化的 Ｔ细胞增殖、增加细
胞因子的分泌及提高Ｔ细胞抗肿瘤活性［４－６］。本研

究通过细胞与动物实验，探讨 ＣＩＫ细胞在抗胆管癌
方面的作用；将 ＩＣＯＳ基因转染给 ＣＩＫ细胞，探讨
ＩＣＯＳ基因对ＣＩＫ细胞的增殖、细胞因子的分泌以及
对胆管癌细胞杀伤作用的影响。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂
　　ＩＣＯＳ的一抗及二抗分别购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公
司及Ｋｉｒｋｅｇａｒｒｄ＆ＰｅｒｒｙＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；细胞因子
ＩＬ２、ＩＦＮγ及 ＴＮＦα的 ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海元
象医疗器械有限公司；凋亡试剂盒 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
Ｋｉｔ购自奥地利 ＢｅｎｄｅｒＭｅｄｓｙｓｔｅｍｓ公司。ＣＩＫ细胞
由上海胸科医院惠赠；人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由上
海同济大学生命科学院提供。４０只雌性ＳＣＩＤ小鼠，
体质量（２５±５）ｇ，由上海市肿瘤细胞研究所提供。
１．２　ＩＣＯＳ基因病毒上清液的制备
　　ＲＴＰＣＲ获得 ＩＣＯＳ基因的 ｃＤＮＡ，分别以 ５′
ＴＧＴＧＡＡＧＡＴＣＴＴＧＡＣＣＡＡＴＧ３′及５′ＧＣＴＣＴＡＴＡＣＴ
ＧＣＡＡＡＴＧＣＴＡ３′作为上游及下游引物进行 ＰＣＲ扩
增，多种酶切酶及连接酶作用后获得质粒 ｐＳＧ５０２
ΔＣＲ２ＩＣＯＳ，与含有 ５型腺病毒右臂的质粒 ＰＢＨ
ＧＥ３通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００共转染至２９３细胞，经
超速离心后裂解２９３细胞，获得含ＩＣＯＳ基因的病毒
上清液，含荧光蛋白的ＥＧＦＰ基因作为对照基因。
１．３　ＩＣＯＳ基因的转染及鉴定
　　ＩＣＯＳ基因的病毒上清液与 ＣＩＫ细胞在无血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液中共同培养２ｈ（病毒滴度为
１．１４×１０１３／Ｌ）进行转染，培养环境 ３７℃，５％的
ＣＯ２培养箱，离心弃去上清液，获得含 ＩＣＯＳ基因的
ＣＩＫ细胞作为 ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组，单纯 ＣＩＫ细胞和
ＣＩＫＥＧＦＰ细胞作为对照组。将含不同基因的 ＣＩＫ
细胞分别与 ＩＣＯＳ基因的一抗及二抗混合后，行二

氨基联苯胺染色，观察胞质及胞核的染色情况。用

１ｍｌＴｒｉｚｏｌ抽提获得ＣＩＫＩＣＯＳ细胞总ＲＮＡ，取１０μｌ
ｍＲＮＡ加入１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ５．０μｌ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）５．０μｇ
等进行ＲＴＰＣＲ。
１．４　ＣＩＫ细胞凋亡检测
　　培养第２０天用流式细胞仪检测 ＣＩＫ细胞的凋
亡情况，每组ＣＩＫ细胞数为５×１０５个。
１．５　细胞毒作用检测
　　以 ＣＩＫＩＣＯＳ、ＣＩＫＥＧＦＰ及 ＣＩＫ细胞作为效应
细胞，以胆管癌细胞作为靶细胞，在效靶比分别为

２０∶１、１０∶１、５∶１时，用 ＭＴＴ法测定细胞毒作用［７］。

公式：细胞杀伤活性＝［１－（实验组ＯＤ值－效应细
胞ＯＤ值）／靶细胞ＯＤ值］×１００％，实验组ＯＤ值为
靶细胞与效应细胞共同培养值。

１．６　ＣＩＫ细胞分泌细胞因子检测
　　３组 ＣＩＫ细胞培养３ｄ，提取上清液，用 ＥＬＩＳＡ
试剂盒检测 ＩＬ２、ＴＮＦα及 ＩＦＮγ３种细胞因子的
浓度。

１．７　动物实验
　　４０只ＳＣＩＤ小鼠按随机数字表法分为生理盐水
对照组、ＣＩＫ、ＣＩＫＥＧＦＰ及 ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组，
每组１０只。每只以 ３×１０６个胆管癌细胞皮下致
瘤。致瘤后第７天注射２ｍｌ经 ＤＩＬ荧光标记的不
同ＣＩＫ细胞（细胞浓度为１×１０６／ｍｌ），隔天观察肿
瘤的生长变化，９ｄ后取出移植瘤。用荧光显微镜
观察瘤内ＣＩＫ细胞的存活情况，病理检查观测肿瘤
细胞的坏死情况，比较治疗前后肿瘤大小的变化（肿

瘤体积＝１／２ａ×ｂ２，ａ为肿瘤长径，ｂ为肿瘤宽径）。
１．８　统计学分析
　　应用 ＳＡＳ６．１２统计软件对所得数据进行单因
素方差分析，数据采用 珋ｘ±ｓ表示。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　ＩＣＯＳ基因的表达
　　ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组的胞核、胞质及胞膜均呈现明
显棕色（图 １ａ），ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组则显示为蓝色
（图１ｂ）。这提示 ＣＩＫＩＣＯＳ细胞中检测到 ＩＣＯＳ基
因蛋白的表达。ＰＣＲ显示６００ｂｐ条带，与设计合成
ＩＣＯＳ基因时的条带一致（图１ｃ）。
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ａ：ＣＩＫＩＣＯＳ细胞　（二氨基联苯胺染色　×４００）；ｂ：ＣＩＫＥＧＦＰ细胞　（二氨基联苯胺染色　×４００）；ｃ：ＣＩＫＩＣＯＳ细胞ＰＣＲ检测

图１　可诱导共刺激分子基因的表达

２．２　ＣＩＫ细胞体外增殖及凋亡
　　从培养第４天起，ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组的体外增殖
数量为１．１５×１０６，明显多于 ＣＩＫ细胞组（０．９８×
１０６）和ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组（１．０１×１０６）。培养第２０
天，ＣＩＫ与ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组的凋亡率分别为２９０％
和０６９％，第２３天两组分别为４９２％和０８９％。
２．３　ＣＩＫ细胞体外杀伤胆管癌细胞的作用
　　在不同的效靶比，ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组杀伤活性均
显著高于其余两组（表１）。

表１　３组ＣＩＫ细胞在不同效靶比对胆管癌细胞的
杀伤活性（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ５∶１ １０∶１ ２０∶１

ＣＩＫ细胞组 ３２．６０±２．１５ ３７．１０±２．１８ ４０．９０±４．８２

ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组 ３３．１０±２．６５ ３６．８０±１．０３ ４１．２０±１．７５

ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组 ３９．６０±２．９８ａｂ ４１．４０±３．５５ａｂ ５４．１０±３．７１ａｂ

Ｆ值 １３．３７ ６．４６ ２５．５１

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＩＫ细胞组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＩＫＥＧＦＰ

细胞组比较

２．４　ＣＩＫ细胞分泌的细胞因子表达
　　ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组上清液中 ＩＦＮγ的表达量为
（４９５０±４７３）μｇ／Ｌ，显著高于其余两组；ＩＬ２及
ＴＮＦα的表达 ３组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２。

表２　３组ＣＩＫ细胞分泌的细胞因子表达（珋ｘ±ｓ，μｇ／Ｌ）

组别 ＩＦＮγ ＩＬ２ ＴＮＦα

ＣＩＫ细胞组 ３０．５３±３．７３ ４０．２５±３．８９ ３３．２６±２．７５

ＣＩＫＥＧＦＰ细胞组 ３０．１２±２．６４ ４２．１８±４．１６ ３４．３５±３．５３

ＣＩＫＩＣＯＳ细胞组 ４９．５０±４．７３ａｂ ４１．５６±４．０２ ３２．１８±３．２６

Ｆ值 ３８．８９ ０．６１ １．０３

Ｐ值 ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５与ＣＩＫ细胞组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＩＫＥＧＦＰ

细胞组比较

２．５　小鼠移植瘤模型观察ＣＩＫ细胞的抗肿瘤作用
　　３组ＣＩＫ细胞治疗组的肿瘤生长速度显著低于
生理盐水对照组（Ｐ＜００５）；ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组
肿瘤生长速度显著低于其余两组（Ｐ＜００５）。见表３。
　　ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组瘤体内带荧光的 ＣＩＫ细
胞数量明显多于其余两组（图２）。病理检查发现，
ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组胆管癌移植瘤坏死面积最大
（图３）。

表３　小鼠移植瘤模型ＣＩＫ细胞组抑制胆管癌细胞
生长情况（珋ｘ±ｓ，ｃｍ３）

　　组别 肿瘤体积

　　生理盐水对照组 ２．１２７±０．６８０

　　ＣＩＫ细胞治疗组 ０．１４３±０．１４１ａ

　　ＣＩＫＥＧＦＰ细胞治疗组 ０．１３５±０．１３３ａ

　　ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组 ０．００７±０．００２ａｂ

　　Ｆ值 ５７．６９

　　Ｐ值 ＜０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＩＫ

及ＣＩＫＥＧＦＰ细胞治疗组比较

３　讨论
３．１　ＣＩＫ细胞对胆管癌细胞的杀伤作用
　　淋巴因子活化性杀伤细胞、肿瘤浸润淋巴细胞
及 ＣＩＫ细胞等在延长晚期肿瘤患者生存期及提高
生活质量有一定的作用［８－１０］。ＣＩＫ细胞因其增殖
能力强、杀瘤活性高、体外获取便捷、对患者无明显

毒副作用等特点，被认为是免疫效应最强的过继免

疫治疗细胞。Ｚｈａｎｇ等［１１］报道用 ＣＩＫ细胞联合树
突状细胞治疗肺癌转移灶能明显抑制肿瘤的生长。

Ｌｅｅｍｂｕｉｓ等［１２］报道 ＣＩＫ细胞在治疗复发性霍奇金
及非霍奇金淋巴瘤有很强的作用。本研究通过离体

细胞与移植瘤模型实验均证实 ＣＩＫ细胞能有效杀
伤胆管癌细胞。ＣＩＫ细胞杀伤肿瘤细胞的机制主要
是通过细胞间直接接触、分泌穿孔素对肿瘤细胞直
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ａ：ＣＩＫ细胞治疗组；ｂ：ＣＩＫＥＧＦＰ细胞治疗组；ｃ：ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组

图２　不同治疗组荧光观察结果（红色荧光代表瘤体内ＣＩＫ细胞　×１００）

ａ：ＣＩＫ细胞治疗组；ｂ：ＣＩＫＥＧＦＰ细胞治疗组；ｃ：ＣＩＫＩＣＯＳ细胞治疗组

图３　不同治疗组病理检查结果（表示坏死区域）　（苏木精伊红染色　×１００）

接杀伤及通过表达 ＦａｓＬ与肿瘤细胞表面的 Ｆａｓ结
合，诱导肿瘤细胞凋亡。另外，ＣＩＫ细胞还能通过分
泌ＩＬ２、ＴＮＦα及 ＩＦＮγ等来进一步促进 ＣＩＫ细胞
的增殖，上调主要组织相容性复合物Ⅰ、Ⅱ类分子的
表达以刺激自身免疫应答，并通过诱导多种凋亡相

关因子促进肿瘤细胞的凋亡。本研究发现在 ３组
ＣＩＫ细胞上清液中均能测量到ＩＬ２、ＴＮＦα及ＩＦＮγ
等细胞因子，与文献报道一致［１３］。但ＣＩＫ细胞存在
体外存活时间有限的缺点。因此，能否延长 ＣＩＫ细
胞的存活时间，延缓凋亡进程对提高其临床应用有

重要意义。

３．２　ＩＣＯＳ的共刺激作用
　　ＩＣＯＳ作为共刺激分子家族的成员，在Ｔ细胞的
增殖、活化及增强其免疫效应方面具有重要意义。

在Ｔ细胞激活的早期，主要通过ＣＤ２８／Ｂ７产生共刺
激作用为其提供第二信号，而随着 ＣＤ２８的负反馈
抑制因子 ＣＴＬＡ４表达增多，其作用被竞争性抑制，
此时若缺乏共刺激作用，则 Ｔ细胞逐渐凋亡或处于
无功能状态，其免疫效应也随之降低。ＩＣＯＳ由于与
ＣＴＬＡ４配体不同，故不会受其负反馈抑制。在ＣＤ２８
的共刺激作用受抑制后继续刺激 Ｔ细胞增殖，调节
细胞因子分泌，并启动后阶段的免疫反应，在 Ｔ细

胞的后续活化中发挥重要作用。

３．３　ＩＣＯＳ对增强ＣＩＫ细胞免疫杀伤效应的作用
　　本研究发现 ＩＣＯＳ基因转染至 ＣＩＫ细胞后，在
ＣＩＫ细胞的胞核、胞质与胞膜上均有 ＩＣＯＳ的表达。
这与ＩＣＯＳ基因转染初期存在过表达有关。随着时
间的推移，其表达主要集中在细胞膜而发挥作用。

我们发现转染ＩＣＯＳ基因后，ＣＩＫ细胞体外增殖能力
明显增强。细胞凋亡减少，同时在离体细胞与移植

瘤模型中转染ＩＣＯＳ基因后，ＣＩＫ细胞杀伤胆管癌细
胞的免疫效应也得到明显增强。这与 ＩＣＯＳ发挥共
刺激作用有关。ＩＣＯＳ的共刺激作用与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ及
ＥＲＫ两条信号转导途径有关。通过与抗原递呈细
胞表面的配体结合后，上述信号通路被激活，Ｔ细胞
增殖能力增强。同时，通过抑制下游多个凋亡基因，

抑制活化的Ｔ细胞凋亡。另外，上述两种信号转导
通路的活化，还能促进多种细胞因子如ＩＬ１０、ＩＦＮγ
等的表达［１４］。本研究发现转染 ＩＣＯＳ基因后的 ＣＩＫ
细胞表达ＩＦＮγ的量显著高于其余两组。而 ＩＦＮγ
不仅可以直接抑制肿瘤细胞生长，还可以通过提高

ＣＩＫ细胞的免疫活性来增强其抗肿瘤细胞的作用。
这证实了ＩＣＯＳ基因在增强 ＣＩＫ细胞抗胆管癌细胞
作用中的重要意义。
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（收稿日期：２００８０３１４）

（本文编辑：陈敏）

·读者·作者·编者·

本刊读者问卷调查获奖名单

　　为了进一步提高杂志的学术质量，更好地为读者服务。《中华消化外科杂志》读者问卷调查表从２００８年１月１８日通过邮

寄、Ｅｍａｉｌ等形式开始发放，截至２００８年３月２６日，共收回读者问卷调查表１９３５份。我们采取公开、公正的方式，从中抽取

了１１２名读者进行奖励。现将获奖读者名单公布如下。奖品将于近期寄出。衷心感谢广大读者的大力支持和积极参与！

北京市　曹克宁　张　珂　李　强　杨　光　侯文英　王亚军　焦华波　初向阳　李　坪　上海市　沈英皓　沈志勇

崔　龙　陈大伟　陈晓军　赵登秋　胡贵辰　廖范丰　天津市　邓靖宇　重庆市　戚跃勇　李　琼　何渝军　韩继明

邓晓艳　杨　驰　文　灿　孙　刚　龚建平　庞　勇　钱天慧　江苏省　李俊生　嵇　武　高　健　陶国全　于　仁

李德春　李瑞红　徐庆祥　唐　理　葛恒发　山东省　朱金明　刘利东　崔　艺　栗洪升　江四锋　龙厚勇　宋　炜

王玲君　李　鹏　湖北省　何　凡　曾少波　董朝富　谢　涛　菅志远　张　敏　杨盛力　刘利平　胡绪凌　福建省

杨爱国　周彦明　涂小煌　邱明链　林科灿　李　灵　李　仲　朱代全　四川省　黎冬暄　张光全　张　林　薛　刚

陈安平　肖仕明　姜淮芜　吴　宸　广东省　赵晓雷　梁启廉　邱奕雁　陈晓东　吕会增　龚　瑾　李　玺　辽宁省

杨　波　张雪峰　卜献民　孟　强　鹿晓理　凌光烈　山西省　刘立新　张骞骞　郭晓红　王英斌　浙江省　李曙光

金　平　陆　贝　安徽省　茆家定　韩文秀　孙登群　湖南省　陈晚平　邓宏军　何建军　云南省　樊献军　谭黄业

耿协强　陕西省　张丰　郑　鑫　河南省　朱长举　王　涛　甘肃省　李　斌　吉林省　孙立波　江西省　王　建

广西壮族自治区　陈右江　内蒙古自治区　乔建梁　新疆维吾尔族自治区　周黎黎
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