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摘要 目的：观察 HA纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF基因的 HepG2细胞疫苗体外抗肿瘤效应，为 hGM-CSF基因修饰的
HepG2细胞疫苗的临床应用提供依据。方法：HA纳米颗粒载体介导 hGM-CSF基因转染 HepG2细胞制备转 GMCSF基因的
HepG2细胞疫苗。密度梯度离心法分离人 PBMC，体外诱导人 PBMC。WST-1法测定 PBMC的增殖活性及对 HepG2细胞的杀伤
效应，流式细胞术分析 CD4+和 CD8+的阳性表达率，ELISA法测定 INF-γ的分泌。结果：WST-1结果显示，转基因 HepG2组疫
苗能诱导 PBMC增殖，其增殖率优于野生型疫苗（p<0.05）；其诱导的 PBMC对 HepG2的杀伤率高于各野生型疫苗组和各空白对
照组（p<0.05）。FCM结果显示，转基因 HepG2疫苗组 PBMC中 CD4+和 CD8+阳性表达率均高于各野生型疫苗组和各空白对照
组（p<0.05）。ELISA结果显示，转基因组 PBMC培养上清中 IFN-γ含量为 1989.76±254.21 pg/ml，高于各野生型疫苗组和各空
白对照组（p<0.05）。结论：HA纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF基因能增加 HepG2细胞疫苗的免疫原性，转 hGM-CSF基因
HepG2细胞疫苗可有效诱导 PBMC增殖、分化，增加 INF-γ的分泌，提高其对 HepG2细胞的杀伤作用。
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ABSTRACT Objective: To observe the HA Nanoparticles mediated transfection of hGM-CSF gene in HepG2 cells in vitro anti-tu-

mor effect of the vaccine for the hGM-CSF gene-modified vaccine HepG2 cells provide the basis for clinical application. Methods: HA
nanoparticles mediated gene transfer hGM-CSF preparation of HepG2 cells HepG2 cells transfected GMCSF gene vaccine. Density gra-
dient centrifugation were PBMC, in vitro induction of human PBMC. WST-1 method PBMC proliferation activity and killing effect on
HepG2 cells, flow cytometry analysis of CD4 + and CD8+ positive expression rates, ELISA determination of INF-γ secretion. Results:
WST-1 showed that transgenic HepG2 group of vaccine induced PBMC proliferation, the proliferation rate than wild-type vaccine (p <0.
05). The PBMC of the HepG2 induced high anti-vaccine groups in the wild type and the control group (p <0.05). FCM results showed
that transgenic HepG2 PBMC in the vaccine group CD4 + and CD8 + expression was higher than the wild-type vaccine group and con-
trol group (p <0.05). ELISA results showed that the transgenic group PBMC supernatants of IFN-γ content was 1989.76± 254.21 pg /
ml, higher than the wild-type vaccine group and control group (p <0.05). Conclusion: HA nanoparticles mediated transfection of
hGM-CSF gene can increase the immunogenicity of the vaccine HepG2 cells, transfected HepG2 cells in hGM-CSF gene vaccine can
effectively induce PBMC proliferation, differentiation, increased INF-γ secretion, increase its HepG2 cells in vitro.
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原发性肝癌（primary liver cancer，PLC）是我国常见、难治
性恶性肿瘤之一，其中 90％为肝细胞肝癌（hepatocellular carci-

noma，HCC），占我国恶性肿瘤死亡率的第 2位。手术切除为肝
癌治疗的首选方法，但其疗效仍欠满意，术后 5年复发率亦高
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达 60%-70%甚至更高[1]，肿瘤复发转移仍是函待解决的难题。
随着人们对肿瘤免疫的深入研究，将对机体免疫功能具有

广泛调节作用的细胞因子基因转入肿瘤细胞后制成的肿瘤疫
苗在多项临床和实验研究中取得了令人鼓舞的效果[2-4]。本实验
采用 HA 纳米载体携带 GM-CSF 基因转染 HepG2 细胞，经
60Co间断照射灭活，制成转 hGM-CSF基因的 HepG2细胞疫
苗。分离人外周血单个核细胞（Peripheral blood mononuclear
cell，PBMC），将转基因疫苗与 PBMC 共同培养，体外诱导
PBMC，观察经其诱导后 PBMC的增殖、分化和杀伤效应，评价
其对机体免疫功能的影响，为转 hGMCSF基因的 HepG2细胞
疫苗的临床应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料
HepG2 细胞购于中国科学院上海细胞生物研究所。转

hGM-CSF基因 HepG2细胞由前期实验做成并冻存于南华大
学肿瘤所。新鲜人血由健康志愿者提供，年龄 24～3 5岁，平均
28岁，男性 3人，女性 2人。总 RNA提取试剂盒、RT试剂盒、
PCR试剂盒购于 Sigma公司。GAPDH、hGMCSF基因 PCR引
物均由上海生工公司合成。L谷氨酰胺购自北京鼎国生物技术
有限责任公司，重组人 GMCSF购于美国 PeproTech公司，重组
人 IL-2购于江苏金丝利药业有限公司；人外周血淋巴细胞分
离液 (比重 1.077 ) 购于天津灏洋生物公司；抗人 FITC-CD4
mAb、抗人 PE-CD8 mAb、IgG2-FITC/IgG1-PE购于 Ebioscience
公司；人 GMCSF ELISA检测试剂盒、人 INF-γ ELISA检测试
剂盒干扰素试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，WST-1
细胞毒性和增殖检测试剂盒购于碧云天公司。
1.2 方法
1.2.1 HA纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF基因的 HepG2细
胞疫苗制备与鉴定

HA纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF基因的 HepG2 细
胞[5]，再将其和野生型 HepG2细胞分别经亚致死剂量的放射线
间断照射后制备成转 GMCSF 基因的 HepG2 疫苗和野生型
HepG2疫苗。RT-PCR法对照射后转基因疫苗 hGMCSF-mRNA
的表达和整合进行鉴定，ELISA法测定培养液中 hGMCSF的
分泌及持续时间。
1.2.2 人 PBMC的分离

空腹无菌条件下抽取健康志愿者外周静脉血，密度梯度离
心法分离人 PBMC[6]，加入含 10%FBS的 1640完全培养基制成
细胞悬液，调整细胞密度为 1×10E6/ml，置入 CO2细胞培养箱
(37℃、5％CO2、95％湿度条件下)备用。
1.2.3 HepG2细胞疫苗诱导 PBMC增殖效应的观察

将照射后的转基因 HepG2疫苗和照射后的野生型 HepG2
疫苗用含 15%FBS的 1640培养基调成以 1640培养基调节细
胞浓度分别为 2×10E5/ml、1×10E5/ml、5×10E4/ml、2.5×
10E4/ml。加 1×10E6/ml PBMC于 96孔板，每孔 100μl。向每
孔加入上述各浓度的刺激细胞 100μl，使刺激细胞和 PBMC
细胞的比例分别为 1：40、1：20、1：10、1：5，每种比例各设 5复
孔，所有培养孔均补加 IL-2液（8000U/ml）0.5μl使其最终浓度
为 20U/ml。设空白对照孔两组各五复孔，均加入培养基

100μl，分别加入或不加入 IL-2液（8000U/ml）0.5μl。另设调零
孔五复孔，加入 200μl培养基。37℃、5% CO2培养箱共培养 3
天，在培养结束前 4小时小时加入 WST-1 20ul/孔，继续培养
4h后终止培养，把 96孔板置于摇床上摇动一分钟，以充分混
匀待检测体系。在酶联免疫检测仪 OD450nm处测量各孔的吸
光度（A）值。根据各吸光度 (A )值 ,计算 PBMC增殖率，以刺激
指数 ( SI) 表示 , SI =刺激细胞孔 A450值 /不加刺激细胞孔
A450值。
1.2.4 HepG2疫苗对 PBMC中 CD4和 CD8阳性表达率的影响

根据 2.3 的结果确定各组刺激细胞和 PBMC 的比例，将
PBMC 分 为 五 组 ， 分 别 为 转 基 因 疫 苗 组（GM-
CSF-HepG2+IL-2）、野生型疫苗组 A(HepG2+IL-2)、野生型疫苗
组 B（HepG2+IL-2+GMCSF）、空白对照组 A（等量培养基
+IL-2）、空白对照组 B（等量培养基）。取 24孔板，每组 5孔，每
孔加入 PBMC1ml。将照射后的转基因 HepG2疫苗和野生型疫
苗，分别以 1640完全培养基调节细胞浓度分别为 5×10E4/ml。
再分别加入相应刺激细胞诱导 1ml。其中转基因 HepG2疫苗
组，加入 5×10E4/ml 转基因 HepG2 细胞疫苗 1ml；野生型
HepG2疫苗组 A、B，每孔加入 5×10E4/ml野生型 HepG2细胞
疫苗 1ml，野生型 HepG2 疫苗组 B 组每天另加入 10μl 的
hGMCSF溶液（1ng/μl）；空白对照组 A，加入 1ml培养基。以上
各组加入 IL-2液（8000U/ml）5μl，使其终浓度 20U/ml。空白对
照组 B，加入 1ml培养基，不加 IL-2液。共同培养 3天后，混匀
3000转 /分钟离心收集各组悬浮细胞，采用直接免疫荧光流式
细胞术检测各组 PBMC中 CD4+细胞比例和 CD8+细胞比例，
同时留取上清液 -20℃冰箱保存备用。
1.2.5 HepG2疫苗诱导 PBMC分泌 IFNγ

收集上述各组 PBMC 培养上清，ELISA 法测定培养液上
清中 IFNγ的浓度。
1.2.6 HepG2疫苗诱导 PBMC杀伤活性的观察

PBMC分组和诱导同 2.4，共培养五天。诱导结束前一天，
收集对数生长期的 HepG2细胞，用含 10%FBS的 1640完全培
养基调 HepG2 细胞浓度分别为 4×10E4/ml、2×10E4/ml 和
1×10E4/ml，分别接种于 96孔培养板，100ul/孔，每块 96孔培
养板间隔接种 5列，每列接种 5孔，边缘孔用无菌 PBS填充，
5%CO2，37℃孵育。次日待细胞贴壁后加入上述各组诱导好的
效应 PBMC细胞 100ul/孔，使 PBMC与 HepG2 细胞的比例
（即效靶比 E/T）分别为 12.5：1，25：1和 50：1。各实验组分为杀
伤组（E+T组，效应 PBMC和靶细胞）和效应细胞组（E组，只有
效应 PBMC，没有靶细胞）对照。同时设置靶细胞组（T组，只加
入靶细胞和完全培养基）和培养基组（只加入完全培养基），5%
CO2，37℃孵育 4小时。每孔加入 20ul WST-1溶液，继续培养
4h后终止培养，把 96孔板置于摇床上摇动一分钟，以充分混
匀待检测体系。在酶联免疫检测仪 OD450nm处测量各孔的吸
光值。各孔吸光值减去对应培养基孔吸光度值进行校正后，根
据公式计算杀伤率：细胞杀伤率 =[1-（效 /靶细胞组 A值 -效
应细胞组 A值）/靶细胞组 A值]×100%。
1.2.7 统计学方法

各组实验数据均用 X±S表示，采用 SPSS 18.0软件进行
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统计分析。两组均数的比较用 t检验；多组均数之间比较行方
差分析,方差后分析采取 LSD-t检验进行两两之间的比较。P
＜0.05为有统计学意义标准。

2 结果

2.1 HA纳米颗粒载体介导转染 hGM-CSF基因的 HepG2细胞
疫苗制备结果

成功制备转 hGM-CSF基因 HepG2疫苗和野生型 HepG2
疫苗。RT-PCR结果均可扩增出 410bp左右的条带，为内参照。
经 60Co间断照射的转基因 HepG2细胞和未经照射的转基因
HepG2 细胞均可扩增出 260bp 左右的特异性条带，表明有
hGM-CSF mRNA 的转录。而在经 60Co 间断照射的野生型
HepG2细胞和未经 60Co间断照射的未出现特异性 260bp 条
带（图 1）。ELISA 检测结果显示经 60Co 间断照射的转入
hGM-SF 基因的 HepG2 胞能稳定分泌 hGMCSF，分泌量为
197.28±38.53ng/10E6cells每 24 h。
2.2 HepG2疫苗诱导人 PBMC的增殖结果

在 3天的培养过程结束时，两空白对照 PBMC的 A值分

别为 0.398±0.008和 0.375±0.010，两者的差异无统计学意义
（P＞0.05)，表明 20 U/mL的 IL-2不能单独诱导 PBMC增殖。
在诱导细胞（Inducer，I)和效应细胞（Effector，E)比例（I：E）分别
为 1：40、1：10、1：20、1：5 时，在加入 IL-2（20 U/mL)的条件下，
转基因 HepG2 疫苗和野生型 HepG2 疫苗刺激细胞诱导
PBMC增殖的结果如下（表 1）（图 2）。

图 1不同 HepG2细胞的 hGMCSF基因表达的 RT-PCR分析
Figure 1 HepG2 cells hGMCSF different gene expression RT-PCR analysis

M: DNA maker (600bp); 1. Co60 interrupted by the irradiated transgenic

HepG2; 2. Without intermittent exposure to 60Co transgenic HepG2; 3. By

Co60 irradiation of wild-type HepG2 cells. 4. Co60 irradiation without the

wild-type HepG2 cells

* With wild-type HepG2 group of vaccine, P <0.05

表 1 HepG2疫苗刺激 PBMC增殖活性测定（X±S，n=5）
Table 1 HepG2 determination of vaccine to stimulate PBMC proliferation（X±S，n=5）

group
SI

1：40 1：20 1：10 1：5

transgenic HepG2 group of vaccine 2.90±0.10* 3.24±0.06* 3.16±0.05* 3.03±0.04*

wild-type HepG2 group of vaccine 2.19±0.07 2.94±0.06 2.84±0.08 2.66±0.10

图 2 HepG2疫苗刺激 PBMC的增殖曲线图
Figure 2 HepG2 vaccine stimulated PBMC proliferation curve

从上我们可以看出，在不同浓度的刺激细胞诱导下，转基
因 HepG2疫苗组细胞刺激 PBMC增殖的作用均高于野生型疫
苗 A组细胞，其增殖率差异均有统计意义（均 P＜0.05），表明
转入 hGMCSF 基因后 HepG2 疫苗免疫原性增强，其诱导
PBMC增殖的能力增强。在 I：E值为 1：20时，转基因 HepG2
疫苗和野生型 HepG2疫苗诱导 PBMC增殖的能力均有最大效
应，故选择之为以下各组疫苗诱导 PBMC的浓度比。
2.3 HepG2疫苗对 PBMC中 CD4和 CD8阳性表达率的影响

在 3天的培养过程结束时，经流式细胞术分析，空白对照
组 A和空白对照组 B 中 CD4+细胞百分比分别为（32.07±
2.53)%、（30.44±2.02)%，CD8+ 细胞百分比分别为（23.25±
2.11)%、（23.03±2.48)%，均 P＞0.05，表明 20 U/mL的 IL-2 不
能单独诱导 PBMC中 CD4+细胞和 CD8+细胞百分比变化。转
基因疫苗组、野生型疫苗组 A、野生型疫苗组 B中 PBMC中
CD4+ 细胞百分比分别为（58.72±2.55)%、（43.43±2.29)%、
（50.07±3.20)%，CD8+ 细胞百分比分别为（35.14±2.05)%、
（29.41±1.73)%、（32.17±1.58)%，其百分比均高于空白对照组
A中的相应细胞的比例，均 P＜0.05。且转基因疫苗组 PBMC
中 CD4+细胞阳性比和 CD8+细胞阳性比均高于野生型疫苗
组 A和野生型疫苗组 B中相应细胞的比例，均 P＜0.05（表 2）
（图 3）。
2.4 HepG2疫苗诱导 PBMC后对 INFγ分泌的影响

在 3天的培养过程结束时，两空白对照组 PBMC培养上
清中 IFN-γ 的含量为 757.25±131.91pg/ml 和 692.87±
129.24pg/ml，P＞0.05，两者的差异没有统计学意义，表明 20
U/mL的 IL-2不能单独诱导 PBMC分泌 IFN-γ。而转基因疫
苗组、野生型疫苗组 A、野生型疫苗组 B中 PBMC培养上清中
IFN-γ 含 量 分 别 为 1947.10 ±133.69 pg/ml、1032.66 ±
104.79pg/ml、1334.41±159.03 pg/ml，转基因疫苗组 PBMC培
养上清中 IFN-γ含量高于空白对照组 A、野生型疫苗组 A和
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野生型疫苗组 B，均 P＜0.05（表 3）（图 4）。
2.5 HepG2疫苗诱导 PBMC后的杀伤作用

在 5 天的培养过程结束，各效靶比(E：T)例分别为 12.5：
1，25：1和 50：1时转基因疫苗组 PBMC对 HepG2细胞的杀伤
率分别为 56.26±4.56，62.74±4.82，79.29±4.68，其杀伤能力

与效应细胞数量成正相关，高于空白对照组、野生型疫苗组 A
和野生型疫苗组 B的杀伤率，均 P＜0.05，差异有统计学意义。
野生型疫苗组 B 对 HepG2 细胞的杀伤率高于野生型疫苗组
A，但 P＞0.05，差异没有统计学意义（表 4）（图 5）。

* comparison with the control group A, P <0.05

▲comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine A, P <0.05

△comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine B, P <0.05

图 3 各组 PBMC中 CD4和 CD8的阳性表达率（%，x±s)

Figure 3 PBMC of each group in the CD4 and CD8 positive expression

rate（%，x±s)

* comparison with the control group A, P <0.05

▲comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine A, P <0.05

△comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine B, P <0.05

图 4 各组 HepG2疫苗诱导 PBMC合成 IFN-γ的作用（pg/ml，x±s）
Figure 4 HepG2 vaccine induced PBMC of each group synthesis role of

IFN-γ

分组 CD4+ CD8+

transgenic HepG2 group of vaccine 58.72±2.55 * ▲△ 35.14±2.05* ▲△

wild-type HepG2 group of vaccine A 43.34±2.29 * △ 29.41±1.73 * △

wild-type HepG2 group of vaccine B 50.07±3.20 * 32.17±1.58 *

control group A 32.07±2.53 23.25±2.11

control group B 30.44±2.02 23.03±2.48

表 2 各组 PBMC中 CD4和 CD8的阳性表达率（%，x±s)

Table 2 PBMC of each group in the CD4 and CD8 positive expression rate（%，x±s)

表 3 各组 HepG2疫苗诱导 PBMC合成 IFN-γ的作用（pg/ml，x±s）
Table 3 PBMC of each group HepG2 synthetic vaccine induced the role of IFN-γ（pg/ml，x±s）

Group The secretion of IFN-γ

transgenic HepG2 group of vaccine 1947.10±133.69*▲△

wild-type HepG2 group of vaccine A 1032.66±104.79* △

.wild-type HepG2 group of vaccine B 1334.41± 159.03*

control group A 757.25±131.91

control group B 692.87±129.24

1.transgenic HepG2 group of vaccine

2.wild-type HepG2 group of vaccine A

3.wild-type HepG2 group of vaccine B

4.control group A

5. control group B

1.transgenic HepG2 group of vaccine

2.wild-type HepG2 group of vaccine A

3.wild-type HepG2 group of vaccine B

4.control group A

5. control group B
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* comparison with the control group A, P <0.05

▲comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine A, P <0.05

△comparison with the wild-type HepG2 group of vaccine B, P <0.05

图 5 各组诱导的 PBMC对 HepG2细胞杀伤率（%, x±s）
Figure 5 in each group of HepG2 cells induced killing rate of PBMC

3 讨论

肿瘤疫苗是用肿瘤细胞、肿瘤细胞裂解物或肿瘤抗原刺激
机体免疫系统产生特异性抗肿瘤免疫效应的新型的肿瘤治疗
方法，但自体和异体的全细胞疫苗刺激免疫反应的作用十分有
限，提高肿瘤的免原性制备高效的肿瘤疫苗成为免疫治疗的关
键。肿瘤基因工程疫苗通过基因重组技术，将不同目的基因如
细胞因子、辅助刺激分子、MHC-I类抗原分子等导入细胞[7]，从
而改变局部的免疫环境，增强抗原递呈细胞和肿瘤特异性 T细
胞的活性。而 GM-CSF则是迄今为止所评价的 33个基因产物
中作用效力最强的一个 [8]。 GM-CSF作为一种有着多重免疫
调节功能的细胞因子，经 GM-CSF基因修饰的细胞可长时间表
达 GMCSF，可以吸引大量体内抗原呈递细胞至注射部位，这些
细胞在这里捕获 "肿瘤细胞 "含有的肿瘤抗原，并在 GM-CSF
的作用下分化、活化、成熟，将分解的抗原呈递给 T淋巴细胞，
最终产生能够杀伤肿瘤细胞的活化 T淋巴细胞[9]。GM-CSF基
因修饰的肿瘤疫苗在黑色素瘤[10]、前列腺癌[11]、肺癌[12]和肾癌[13]

等的实验和临床研究中显示了潜在的临床应用价值。但
GM-CSF基因修饰的肝癌疫苗尚未见相关报道。

我们在前期实验的基础上用 HA纳米颗粒载体介导转染
hGM-CSF基因成功制备转基因 HepG2细胞疫苗，通过体外诱
导人外周血单个核细胞 PBMC，观察诱导后 PBMC的增殖、分
化及对 HepG2 细胞的杀伤效应。从实验结果来看，转基因
HepG2细胞疫苗可促进 PBMC增殖，上调 CD4+和 CD8+细
胞的表达，增加 INF-γ的分泌，提高其对 HepG2细胞的杀伤
效应，其免疫效应不仅强于单纯的野生型 HepG2疫苗组和空
白对照组，而且优于野生型疫苗和相当剂量的 hGM-CSF混合
组，提示转 hGM-CSF基因的 HepG2细胞疫苗诱导抗瘤效应的
增加除了与 GM-CSF 分泌的局部作用外，还可能与转入
hGM-CSF基因后抗原结构的改变致使其免疫原性的增加有
关。我们也注意到肝癌患者存在免疫缺陷[14]，但由于血液样本
收集困难，本实验未能采用肝癌术后病人外周血；同时，体外环
境和体内环境也是有差别的。因此需要在评估其安全性后对疫
苗进行进一步的临床和实验观察。

总之，HA纳米载体介导转染 hGM-CSF基因的 HepG2细
胞疫苗在体外试验中显示了良好的免疫效应，有望成为治疗和
预防 HCC转移复发的新途径。
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