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■背景资料
近年来, 随着肿瘤
免疫学和分子生
物学的发展, 针对
胰腺癌分子水平
的生物治疗技术
取得了快速的发
展, 为胰腺癌的治
疗提供了更新的
理论基础和实践
工具. 由于Hsp70
能同时激活机体
特异性免疫应答
和固有免疫应答, 
在抗肿瘤免疫中
发挥重要作用, 因
此以H s p 7 0为基
础的肿瘤疫苗受
到了学者的广泛
关注. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of recombinant ad-
enovirus Ad5-pCEA-Hsp70-mediated Hsp70 
gene expression on tumor growth in a rat xeno-
graft model of pancreatic cancer, and to analyze 
the underlying mechanism. 

METHODS: A rat xenograft model of pancreatic 
cancer was established, and model animals were 
randomly divided into three groups, which were 

given Ad5-pCEA-Hsp70, Ad5-control and PBS 
treatment, respectively. Antitumor effect was 
evaluated by comparing tumor size at differ-
ent time points among the three groups. ELISA 
was used to detect the peripheral blood levels of 
Hsp70 protein, INF-γ, TNF-α and IL-6. HE stain-
ing was used to detect lymphocyte infiltration. 
Animal spleen mononuclear cells were isolated 
to determine the proportion of CD83+ cells by 
flow cytometry. Cell-killing ability of spleen 
lymphocytes was observed in vitro.

RESULTS: At 4, 6, and 8 weeks after treatment, 
tumor volume in the Ad5-CEA-Hsp70 group 
was significantly lower than that in the Ad5-con-
trol group and PBS group (724.4 mm3 ± 81.6 mm3 
vs 901.3 mm3 ± 103.9 mm3, 987.5 mm3 ± 126.0 
mm3; 681.3 mm3 ± 64.9 mm3 vs 1 270.6 mm3 ± 
131.6 mm3, 1 398.5 mm3 ± 193.0 mm3; 648.0 mm3 
± 65.9 mm3 vs 1 487.0 mm3 ± 243.0 mm3, 1 660.0 
mm3 ± 167.0 mm3; all P < 0.01). The levels of 
Hsp70 protein and cytokines INF-γ, TNF-α and 
IL-6 in peripheral blood in the Ad5-pCEA-Hsp70 
group were significantly higher than those in the 
Ad5-control group and PBS group (all P < 0.01). 
Compared to the Ad5-control group and PBS 
group, Ad5-pCEA-Hsp70 group had more lym-
phocytic infiltration. The proportion of CD83+ 
cells in the Ad5-pCEA-Hsp70 group was signifi-
cantly higher than that in the Ad5-control group 
and PBS group (10.8% ± 1.3% vs 5.1% ± 0.6%, 
4.8% ± 0.6%; both P < 0.01). In the lymphocyte-
mediated CTL experiment, when the cell ratio 
of effect: target was 1:1, there was no significant 
difference in the cell killing ability among the 
three groups (P > 0.05), but with the increase in 
the effect: target cell ratio, the cell killing ability 
in the Ad5-pCEA-Hsp70 group was significantly 
increased (P < 0.05, P < 0.01).

CONCLUSION: Hsp70 gene expression medi-
ated by recombinant adenovirus Ad5-pCEA-
Hsp70 could inhibit tumor growth in a rat xeno-
graft model of pancreatic cancer via mechanisms 
that are related to the promotion of dentritic cell 
maturation, induction of cytokine secretion, and 
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■研发前沿
随 着 D N A 重 组
技术的应用和对
H s p 7 0基因的深
入研究, 使人类在
基因水平构建以
Hsp70为基础的肿
瘤疫苗成为现实. 
但如何控制Hsp70
基因治疗的安全
性、降低其对正
常细胞的不良反
应, 是目前人们关
心的主要问题. 

promotion of lymphocyte infiltration.

Key Words: Heat shock protein 70; CEA promoter; 
Recombinant adenovirus; Pancreatic cancer
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摘要
目的: 观察重组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70介导
的Hsp70基因表达对大鼠胰腺癌移植瘤生长
的影响, 并分析其相关机制. 

方法: 建立大鼠胰腺癌皮下移植瘤模型, 随机
分为3组, 分别给予Ad5-pCEA-Hsp70、Ad5-
control以及PBS进行治疗. 对比不同时间点
3组肿瘤大小, 评价抑瘤效果: 通过ELISA的
方法检测外周血Hsp70蛋白含量及细胞因子
INF-γ、TNF-α、IL-6的含量; 取动物的移植
瘤常规HE染色, 观察淋巴细胞浸润情况; 分
离动物脾脏单核细胞, 通过流式细胞仪检测
CD83+细胞比例, 并观察脾淋巴细胞对体外培
养的大鼠胰腺癌细胞的杀伤能力. 

结果: 治疗后第4、6、8周, Ad5-pCEA-Hsp70
组肿瘤体积分别与Ad5-control组及PBS组相
比(724.4 mm3±81.6 mm3 vs  901.3 mm3±103.9 
m m 3、9 8 7 . 5  m m 3±1 2 6 . 0  m m 3;  6 8 1 . 3 
mm3±64.9 mm3 vs  1270.6 mm3±131.6 mm3、

1398.5 mm3±193.0 mm3; 648.0 mm3±65.9 
mm3 vs  1 487.0 mm3±243.0 mm3、1 660.0 
mm3±167.0 mm3), 差异均具有统计学意义
(均P <0.01). Ad5-pCEA-Hsp70组动物外周血
Hsp70蛋白及细胞因子INF-γ、TNF-α、IL-6
的含量均显著高于Ad5-con t ro l组和PBS组
(均P <0.01). HE染色发现, 与Ad5-control组和
PBS组相比, Ad5-pCEA-Hsp70组有较多的淋
巴细胞浸润. 经流式细胞仪检测, Ad5-pCEA-
Hsp70组脾单核细胞中CD83+细胞比例显著
高于Ad5-control组及PBS组(10.8±1.3% vs  
5.1±0.6%、4.8±0.6%; 均P <0.01). 脾淋巴细
胞介导的CTL实验中, 当效靶细胞比为1∶1
时, 3组动物之间并无统计学差异(P >0.05), 但
随着效靶细胞比的增加, Ad5-pCEA-Hsp70组
对胰腺癌细胞的杀伤能力较Ad5-control组和
PBS组明显增加(P <0.05, P <0.01). 

结论: 重组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70介导的
Hsp70基因表达对大鼠胰腺癌动物模型的肿
瘤生长具有抑制作用, 其机制与促进树突状细

胞(dendritic cells, DC)的成熟、诱导细胞因子
INF-γ、TNF-α、IL-6的分泌、促进淋巴细胞
浸润有关. 

关键词: 热休克蛋白70; CEA启动子; 重组腺病毒; 
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0  引言

近年来, 胰腺癌的发病率在世界范围内依然呈

上升趋势, 胰腺癌患者的生存率和死亡率无显

著降低[1]. 考虑到单独外科手术治愈率低, 迫切

需要通过一些辅助治疗来提高生存率. 在众多

治疗手段中, 基因治疗被认为是继手术、放疗

和化疗等传统疗法之后胰腺癌治疗的新模式[2,3]. 
热休克蛋白70(heat shock protein70, Hsp70) 是一

类广泛存在于各种生物体内的进化上高度保守

的细胞应激蛋白. 研究证实, Hsp70可结合肿瘤

细胞表达的多肽类抗原, 通过内源性途径传递

给MHCⅠ类分子, 引发特异性的细胞毒性T细胞

反应, 诱导机体产生强大的抗肿瘤免疫效应[4-6]. 
因此, 利用携带Hsp70基因的载体将其导入肿瘤

细胞, 使其在细胞内稳定表达, 从而增强和诱导

机体的抗肿瘤免疫反应, 已成为目前肿瘤免疫

基因治疗研究的热点之一[7-9]. 
研究显示, CEA在正常胰腺组织中不表达, 

而在胰腺癌组织中则有高频率的阳性表达率, 
提示CEA基因表达与胰腺癌密切有关, 是胰腺

癌基因治疗比较广谱的分子靶标[10,11]. 因此, 利
用胰腺癌细胞内特异的反式作用因子的激活作

用, 采用CEA基因启动子控制Hsp70基因, 可以

达到靶向胰腺癌特异性表达Hsp70, 从而发挥抗

肿瘤免疫反应, 并能降低对正常细胞的作用. 本
研究通过建立胰腺癌动物模型, 利用前期构建

的CEA启动子驱动下靶向表达Hsp70基因的重

组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70, 观察该重组腺病毒

对移植瘤生长的抑制作用并分析其相关机制, 
为该肿瘤疫苗的临床转化应用提供理论基础和

实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂有免疫力的4周龄Lewis大鼠26
只, 体质量100-150 g, SPF级, 购于上海中科院斯

莱克动物中心, 中国人民解放军第二军医大学
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■相关报道
R e n 等 通 过 溶
瘤 性 腺 病 毒 将
H s p 7 0基因导入
到肿瘤细胞, 在溶
瘤性腺病毒裂解
肿瘤细胞的同时, 
释 放 H s p 7 0 ,  激
发肿瘤特异性的
CTL反应. 

表  1  各组动物血清生化指标比较

     
分组

                 生化指标

  ALT(U/L)   AST(U/L) BUN(mmol/L) Cr(μmol/L)

PBS 55.1±7.7 33.1±6.4   4.5±1.3 33.6±8.4

Ad5-control 53.7±6.8 33.3±5.2   4.7±1.1 32.1±5.6

Ad5-pCEA-Hsp70 54.0±6.4 34.6±6.8   5.2±1.2 32.0±7.5

动物实验中心饲养; 适应性饲养1 wk后开始实

验; 实验前24 h禁食, 自由饮水. 大鼠胰腺癌细胞

株DSL-6A/C1以及人胚肾细胞系HEK293细胞

为本实验室保存. DSL-6A/C1细胞在含100 mL/
L FBS的Waymouth's MB 752/1培养液, 37 ℃ 50 
mL/L CO2条件下培养, 培养液中含青霉素、链

霉素各10 000 U/L. HEK293细胞用含100 mL/L 
FBS的DMEM培养基进行常规传代培养. CEA
启动子驱动下靶向表达Hsp70基因的重组腺病

毒Ad5-pCEA-Hsp70以及对照病毒Ad5-control
为本实验室所构建并保存[12]. Hsp70 ELISA检测

试剂盒购自Stressgen公司; IL-6、TNF-α和IFN-γ 
ELISA检测试剂盒购自BD公司; FITC标记的

CD83抗体为eBioscience公司产品; Cytotox96 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay试剂盒以及

淋巴细胞分离液均为Promega公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 重组腺病毒的扩增和滴度测定: 以重组腺

病毒Ad5-pCEA-Hsp70以及对照病毒Ad5-control
分别感染HEK293细胞, 收获病变细胞反复冻

融以释放病毒 ,  经半数组织培养感染剂量法

(TCD50法)测定病毒滴度, 得到重组腺病毒Ad5-
pCEA-Hsp70的滴度为2.5×1010 PFU/mL, 对照

病毒Ad5-control的滴度为2.2×1010 PFU/mL, 置
于-80 ℃冰箱中保存备用. 
1.2.2 大鼠胰腺癌皮下移植瘤模型的建立: 常规

培养大鼠胰腺癌细胞株DSL-6A/C1, 收集处于对

数生长期的细胞, 调整细胞浓度为2.5×107/mL, 
将总量为5×106(0.2 mL)的细胞接种于Lewis大
鼠皮下, 待皮下移植瘤形成后, 切除移植瘤, 并
将移植瘤剪成1 mm3肿块, 接种于Lewis大鼠腹

部皮下. 每周2次观察荷瘤大鼠皮下瘤的生长情

况, 以游标卡尺测量瘤体的长径和短径, 通过

a×b2/2(a为长径, b为短径)计算移植瘤的大小[13]. 
1.2.3 重组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70对大鼠胰

腺癌皮下移植瘤生长抑制作用: 待大鼠皮下形

成约50-70 mm3移植瘤后, 随机将大鼠分为PBS
组、Ad5-pCEA-Hsp70组以及Ad5-control组, 每

组共8只动物. 其中PBS组皮下瘤内注射PBS 100 
μL, 1次/2 d, 共注射3次; Ad5-pCEA-Hsp70组皮

下瘤内注射溶于100 μL PBS的重组腺病毒Ad5-
pCEA-Hsp70 5×108 PFU, 1次/2 d, 共注射3次. 
Ad5-control组皮下瘤内注射溶于100 μL PBS的
重组腺病毒Ad5-control 5×108 PFU, 1次/2 d, 共
注射3次. 每周2次观察荷瘤大鼠的皮下瘤的生

长情况, 评价抑瘤效果. 于治疗后第8周以3%戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉各组实验动物, 通过心

脏取血后处死动物, 分析腺病毒介导的Hsp70基
因表达抑制大鼠胰腺癌皮下移植瘤生长的相关

机制. 
1 .2 .4  血清中H s p70蛋白含量以及细胞因子

TGF-β、INF-γ、IL-6的含量的测定: 取各组实

验动物的血清, 采用ELISA的方法检测外周血

Hsp70蛋白以及细胞因子TGF-β、INF-γ、IL-6
的含量, 具体步骤按说明书进行操作. 
1.2.5 脾脏CD83+细胞比例的检测: 无菌取出大

鼠脾脏, 制备脾细胞单细胞悬液, 加入 FITC标

记的C D83抗体孵育后, 流式细胞仪进行检测

CD83+细胞比例. 
1.2.6 脾淋巴细胞介导的CTL活性检测: 分离实

验动物的脾脏淋巴细胞, 以脾淋巴细胞为效应

细胞(E)、以大鼠胰腺癌细胞DSL-6A/C1为靶细

胞(T), 应用乳酸脱氢酶(LDH)释放法检测CTL
的活性, 采用Promega公司的Cytotox96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay试剂盒, 具体步骤

按说明书进行操作. 细胞杀伤率 = (实验组A值-
效应细胞自发释放组A值-靶细胞自发释放组A
值)/(靶细胞最大释放组A值-靶细胞自发释放组

A值)×100%. 
1.2.7 重组腺病毒对实验大鼠肝肾功能的影响: 
采用酶法通过HITACHI-7150型自动生化分析仪

测定各组动物血清门冬氨酸氨基转移酶(AST), 
丙氨酸氨基转移酶(ALT)、尿素氮(BUN)以及肌

酐(Cr)含量. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用t检验与方差分析进行统计分析, 方差不齐采



www.wjgnet.com

18                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月8日    第20卷    第1期

■创新盘点
本研究以腺病毒
为载体, 采用CEA
基因启动子控制
H s p 7 0 基 因 ,  可
以达到靶向胰腺
癌特异性的表达
Hsp70, 从而发挥
抗肿瘤免疫反应, 
抑制胰腺癌移植
瘤的生长, 并减轻
对其他正常细胞
的影响. 

用秩和检验. 所有数据均采用SPSS11.0统计软件

进行分析, P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 腺病毒介导的Hsp70基因表达对大鼠胰腺

癌皮下移植瘤生长抑制作用 治疗后第4、6、
8周, Ad5-pCEA-Hsp70组肿瘤体积为分别为

724.4 mm3±81.6 mm3、681.3 mm3±64.9 mm3、

648.0 mm3±65.9 mm3, 分别与Ad5-control组
(901.3 mm3±103.9 mm3、1270.6 mm3±131.6 
mm3、1487.0 mm3±243.0 mm3)及PBS组(987.5 
mm3±126.0 mm3、1 398.5 mm3±193.0 mm3、

1 660.0 mm3±167.0 mm3)相比, 差异均具有统计

学意义(P <0.01). 而Ad5-control组与PBS组相比, 
各个不同时间点均无统计学差异(图1). 
2.2 血清中H s p70蛋白以及细胞因子I N F-γ、
TNF-α、IL-6含量的测定 Ad5-pCEA-Hsp70组
动物外周血Hsp70蛋白含量为5 718.4±1 076.3 
ng/L, 与Ad5-control组(1 034.8 ng/L±154.1 ng/
L)及PBS组(875.6 ng/L±174.4 ng/L)相比, 差异

具有统计学意义(P <0.01). Ad5-pCEA-Hsp70组
动物外周血血清细胞因子INF-γ、TNF-α、IL-6
的含量分别为193.9 ng/L±8.0 ng/L、534.8 ng/
L±82.71 ng/L、2 195.8 ng/L±414.4 ng/L, 分别

与Ad5-control组(139.0±16.4、220.8±28.1、
452.8±81.8) n g/L及P B S组(144.3±24.6、
192.5±39.5、382.3±54.9) ng/L相比, 差异具有

统计学意义(P <0.01, 图2). 
2.3 移植瘤HE染色 Ad5-pCEA-Hsp70组可见有

较多细胞坏死和淋巴细胞浸润, 而Ad5-control和
PBS组仅见少量或未见明显坏死区和淋巴细胞

浸润(图3). 
2.4 脾细胞中CD83+细胞比例 Ad5-pCEA-Hsp70

组C D83+细胞比例为10.8%±1.3%, 与A d5-
control组(5.1%±0.6%)及PBS组(4.8%±0.6%)相
比, 差异具有统计学意义(P <0.01); 而Ad5-control
组与PBS组相比, 则无统计学差异(图4). 
2.5 脾淋巴细胞所介导的CTL分析 当效靶细胞

比为1∶1时, 3组动物之间并无统计学差异, 但
随着效靶细胞比的增加, Ad5-pCEA-Hsp70组
的杀伤能力较Ad5-control组和PBS组明显增加

(P <0.05, P <0.01); 而Ad5-control和PBS组之间则

无明显差别(图5). 
2.6 血清ALT、AST、BUN以及Cr测定 各组动

物之间血清中ALT、AST、BUN以及Cr均无显

著性差异(表1). 

3  讨论

肿瘤在发生发展过程中, 由于肿瘤细胞的异质

性和基因多样性, 加上肿瘤抗原肽自身稳定性

差、易降解和低免疫原性等特点, 常常逃避了

机体免疫系统的识别, 导致免疫耐受. 如何增强

肿瘤的免疫原性, 提高机体对肿瘤的免疫作用

是目前的研究热点[14,15]. 研究表明, Hsp70不仅可

作为抗原提呈的辅助分子参与肿瘤抗原肽的加

工和处理, 增强肿瘤抗原的稳定性和免疫原性, 
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图  1  腺病毒介导的Hsp70基因表达对大鼠胰腺癌皮下移植
瘤生长抑制作用. bP<0.01 vs  Ad5-control组; dP<0.01 vs  PBS组.

图  2  各组动物血清中Hsp70蛋白及细胞因子INF-γ、
TNF-α、IL-6的含量测定. A: Hsp70蛋白含量的测定; B: 细胞

因子INF-γ、TNF-α、IL-6的含量测定. bP <0.01 vs  Ad5-

control组; dP<0.01 vs  PBS组.
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而且可作为抗原呈递分子直接将肿瘤抗原肽递

呈给T细胞, 特别是细胞毒性T细胞, 从而激发机

体的抗肿瘤特异性免疫反应[16-18]. 我们的研究也

发现, 经重组的腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70治疗后, 
可对大鼠胰腺癌移植瘤的生长产生明显的抑制

作用; 与PBS以及对照病毒相比, 治疗组大鼠的

脾淋巴细胞具有更强的CTL活性, 移植瘤内有较

多的淋巴细胞浸润, 表明Hsp70在诱导T细胞对

肿瘤细胞的杀伤过程中起着重要的作用. 
根据细胞因子产生的不同和生物学功能的

不同, 可将Th细胞主要分为Th1和Th2两大类, 
Th1细胞产生IFN-γ、TNF-β和IL-2, 参与细胞

介导的免疫反应; 而Th2细胞产生IL-4、IL-5、
IL-10和IL-13, 参与体液介导的免疫反应. 机体

的抗肿瘤效应, 主要依靠Th1类细胞因子的作

用. 肿瘤患者体内Th2类细胞因子多处于优势状

态, 易产生免疫耐受, 成为肿瘤逃避免疫攻击的

机制之一. 因此, Th1/Th2类型细胞因子之间的漂

移对肿瘤免疫具有重要的影响[19-21]. Todryk等[22]

■应用要点
本研究表明, 以腺
病毒介导Hsp70基
因靶向表达, 可对
大鼠皮下胰腺癌
移植瘤的生长产
生明显的抑制作
用, 且对肝肾功能
无明显的影响, 为
该肿瘤疫苗的临
床转化应用提供
了理论基础和实
验依据. 
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图  3   移植瘤HE染色(×100). A: PBS组仅见少量淋巴细胞

浸润; B: Ad5-control组仅见少量淋巴细胞浸润; C: Ad5-

pCEA-Hsp70组可见较多淋巴细胞浸润.
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B: Ad5-control组; C: Ad5-pCEA-Hsp70组; D: 各组间CD83+

细胞比例的比较. bP<0.01 vs  Ad5-control组; dP<0.01 vs  PBS组. 
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研究发现, Hsp70表达可以使T细胞、巨噬细胞

及树突状细胞(dendritic cells, DC)浸润肿瘤组织, 
诱导Th1细胞产生细胞因IFN-γ、TNF-α、和IL-
12, 进而加强了T细胞介导的肿瘤免疫. 动物实

验已证明, 肿瘤来源的Hsp70对荷瘤小鼠Th1型
细胞因子有明确的诱升作用, 进而诱导机体产

生并维持有效的抗肿瘤免疫效应[23]. 我们的研究

也表明, 重组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70可增加荷

瘤大鼠体内IFN-γ、TNF-α的含量, 抑制大鼠皮

下抑制瘤的生长. 
DC是目前已知人体内功能最强的抗原递

呈细胞(APC), 参与抗原识别、加工处理和提

呈. 近年来, 越来越多的证据表明, 由DC激活的

细胞免疫, 尤其是CTL介导的免疫反应, 在机体

抵御恶性肿瘤中发挥着十分重要的作用[24-26]. 研
究表明, CD83是成熟DC所特有膜标志分子[27]. 
Rouard等[28]发现, 在DC培养早期不表达CD83
分子, 只有当DC分化成熟时才表达CD83分子, 
此时激活T细胞功能最强. 由于肿瘤患者成熟

DC的低水平表达, 从而不能进行有效的抗原提

呈, 致使T细胞处于无能状态, 导致机体的免疫

系统不能将肿瘤细胞清除, 是肿瘤免疫耐受原

因之一[29]. 我们的研究发现, 应用重组腺病毒

Ad5-pCEA-Hsp70治疗后, 荷瘤大鼠在Hsp70分
泌增加的同时, 脾细胞CD83分子表达增加, 表明

Hsp70在诱导DC成熟过程中发挥着重要的作用. 
Kuppner等[30]发现, 重组的Hsp70可刺激DC的成

熟, 增加CD40、CD86、CD83等分子的表达, 增
强DC激活抗原特异性T淋巴细胞的能力, 而重

组的HSC70却不能诱导DCs表型的改变以及功

能的增强. Chen等[31]发现, 热处理肿瘤细胞所产

生的Hsp70, 通过与DC表面的TLR4受体结合后, 
可促进DC的成熟与趋化至肿瘤细胞, 并可刺激

IL-2、IFN-γ、TNF-α等细胞因子的分泌. 

通过本研究我们发现, 以腺病毒介导Hsp70
基因靶向表达, 可对大鼠皮下胰腺癌移植瘤的

生长产生明确的抑制作用, 其机制与促进T淋巴

细胞浸润、DC的成熟以及IFN-γ、TNF-α等细

胞因子的分泌有关. 通过对肝肾功能检测, 我们

未发现重组腺病毒有明显的毒副反应, 表明重

组腺病毒Ad5-pCEA-Hsp70是一种具有良好抑

瘤作用的肿瘤疫苗. 但关于Hsp70诱导机体抗肿

瘤免疫的确切机制尚有待于进一步明确; 很多

宿主体内存在抗腺病毒抗体, 可以中和或清除

腺病毒, 降低疗效. 如何进一步解决上述问题, 
提高Ad5-pCEA-Hsp70腺病毒对肿瘤的疗效和

安全性, 将是我们今后研究的主要方向. 
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