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崔清昱 1 王 静 1 秦万民 1 刘世海 2 冯玉洁 1 孙传东 1△

（1青岛大学附属医院普外二科 山东青岛 266071；2青岛大学中心实验室 山东青岛 266071）

摘要 目的：近年来通过应用白介素 -12治疗肿瘤取得良好效果，因此对国内外应用腺病毒携带 IL-12增强抗原致敏树突细胞在
肝癌基因治疗中的研究进展进行总结，以探索更为可行治疗方法。方法：运用 Pubmed、Elsevier Sciencedirect、CNKI及万方全文数

据库检索系统，以腺病毒，IL-12，肝癌，树突细胞为关键词，检索 2008-01至 2012-11月发表的文献。纳入标准：1）IL-12的生物学特
性，在抗肿瘤过程中的免疫作用，2）应用腺病毒携带 IL-12对抗肝癌治疗研究，3）肿瘤抗原致敏树突细胞对肿瘤的影响。根据纳入

标准分析文献 26篇。结果：通过腺病毒携带 IL-12可以增强肿瘤抗原致敏树突细胞的免疫应答。并通过诱导肿瘤细胞的凋亡，减

少新生血管的生成而对肿瘤产生直接抑制，有效抑制肝癌的生长和转移。结论：本文通过对 IL-12的生物学特征、抗肿瘤通路、作

用机制及在腺病毒介导下肿瘤抗原致敏树突细胞研究进展的概述，为腺病毒携带 IL-12作为肝癌的基因治疗进一步提供理论依

据和探索，期待在将来应用 IL-12为基础的基因治疗一定会为包括肝癌在内的肿瘤治疗提供新的途径。
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Adenovirus Mediated Interleukin-12 Enhances the Gene Therapy of
Hepatocarcinoma by Tumor Antigen Plused Dendritic Cells*

Recently, wonderful effect has been achieved on treating tumor by using IL-12. So we summarize the

advances of adnovirus mediated interleukin-12 enhances the gene therapy of hepatocarcinoma by tumor plused dendritic cells at home

and abroad on the purpose of finding a feasible way for treating tumors. Using adenovirus IL-12,hepatocarcinoma and dendritic

cells as key words, the articles published from the database such as Pubmed. Elsevier Sciencedirect, CNKI and Wanfang, particularly

from January 2008 to November 2011, were searched. Inclusion criteria: 1)the biologic character of IL-12 and the immune effect on the
progress of anti-tumor, 2)the reserch of using adenovirus mediated IL-12 to therapy tumor, 3)The influnce of tumor antigen pulsed

dendritic cell on tumor. Twenty-six articles were selected into analysis according to inclusion criteria. The immune response can

be improved by using adenovirus mediated IL-12 enhances tumor antigen pulsed dendritic cells. Tumors were depressed directly by

inducing the tumor's apoptosis and reducing the angiogenesis, which can depress the growth and metastasis of the hepatocarcinoma

effectively. This article conclude the biologic character, the pathway and mechanism of anti-tumor of IL-12 and the advance

of the stdudy of adenovirus meditated tumor antigen pulsed dendritic cells, which also can provide the theoretical evidence for further

exploration of the hepatocarcinoma gene therapy by adenovirus mediated IL-12. And we hope to provide a novel approach for the tumor

treating including hepatocarcinoma, on the basis of gene cure of IL-12 in the future.
Adenovirus; IL-12; Hepatocarcinoma; Dendritic cells

引言

肝癌是世界上最流行的癌症之一，在癌症导致死亡的疾病

中排名第三[1]，原发性肝癌（hepatocellular carcinoma, HCC）在我
国高发，目前我国发病人数约占全球的 55%，在肿瘤相关死亡
中仅次于肺癌，位居第二[1]。肝炎病毒感染导致的肝癌估计可以

达到全球 HCC病例的 78%[2]。事实上，在 80%~90%的病例中，
HCC 都是由肝硬化引发的。其他由其他健康的肝脏发生的
HCC，其中一部分被认为是从消化道腺瘤中恶性转移的[3]。

肝癌具有发现较晚，发展迅速，侵袭性强，转移早，预后差

的特点。治疗策略可以随肿瘤情况、肝脏功能、身体状况和潜在

的治疗功效做出调整。在早期阶段，只有某些特定的病例可得
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到有效的治疗。主要的治疗方法包括：外科切除、经皮穿刺消

融、肝移植和药物治疗。然而，仅有 30%的病人具备上述几种治
疗条件，并且，即使得到相应的治疗，其 5年复发率也高达 70%
[4]。即使是早期肝癌，治疗手段也非常有限；完全的治愈是不可

能的，经证实的传统的化、放疗有效率低，副作用强。因此寻找

一种对肝癌有效的治疗方式一直是人们探索的热点。

随着分子免疫学和生物学技术的发展，基因治疗肿瘤的方

式逐渐成为了可能。目前所应用的肿瘤基因治疗方法有：免疫

基因治疗、抑癌基因治疗、抗血管内皮基因治疗和联合基因治

疗等。其中免疫基因治疗主要内容包括增强免疫效应细胞功能

的细胞因子基因疗法和调剂增强抗原识别能力的 MHC 基因
疗法和共刺激分子基因疗法等，这些方法构成当前肿瘤基因治

疗研究的重要成分。常用的细胞因子有肿瘤坏死因子（Tumor
necrosis factor TNF）、干扰素（interferon IFN）、白细胞介素（in-
terleukins ILs）等，其中白介素基因治疗由于具有强大的抗肿瘤
活性及抑制转移作用而被广泛应用。

1 白介素对肿瘤的基因治疗

细胞因子通过旁分泌或者自分泌的信号方式来调控细胞

作用。在细胞因子家族中，ILs是种类最多，功能最具特征的。所
以他们在调节免疫反应过程中起到重要作用。在过去的 20年
中，ILs已经引起了世界范围的科学家的注意。ILs可以调节各
种功能，包括控制免疫细胞的产生，变异，成熟，增殖，及在免疫

反应中炎性物质和抗炎性物质的激活，正如它也能够对血管生

成，造血功能和过敏反应的调节一样[5]。除此之外，ILs也可以控
制特定细胞的功能，如介导中性粒细胞和嗜碱性细胞的趋化

性，在肥大细胞中组胺的释放及抗体的分泌等。由于他们能够

加强免疫反应，ILs多年来一直广泛的应用在包括肿瘤在内的
免疫治疗中。有大量证据表明 IL治疗可以产生有效地抗肿瘤
的免疫反应。它可以在无副作用的情况下导致肿瘤细胞的裂

解。当肿瘤作为抗原刺激 IL激活，从而形成 IL复合体，然后刺
激更多有效地抗肿瘤免疫反应。尽管我们目前已经发现超过

35个 ILs成员，IL-2仍然是其中唯一的被批准应用于癌症治疗
的药物。虽然 ILs中如 IL-7，IL-15，IL-10和 IL-21等作为基因
治疗的候选者，但是大量研究表明这些细胞因子引起自身免疫

反应，促进肿瘤细胞的增殖，生长转移的副作用也是不可忽视

的[6,7]。另外，值得注意的是 IL-18的临床试验证明对转移的黑色
素瘤的治疗是无效的[8]。同样的大量 IL-1的临床试验表明对各
种肿瘤的抑制作用非常有限。最重要的是，IL-1的临床试验还
提示伴有有大量的如高血压，呕吐，头痛和心律失常等副作用，

这些研究最终限制细胞因子的临床应用[9]。

因此开发新型，有效的细胞因子免疫调节剂成为对抗肿瘤

的关键因素。到目前为止肿瘤免疫治疗应用前景最好的是

IL-12。这篇文章的主要目地也是要阐述 IL-12对肿瘤发展的作
用及对未来临床应用的探讨。此外，现代分子生物医学也在关

注新型基因标志物在预测、治疗及诊断分级中的发展。由于

IL-12 作为抗肿瘤细胞因子效果较为明显，我们在下文中对
IL-12在肿瘤中发生，发展及作用进行探讨。

2 IL-12的发现

2.1 来源及组成

白细胞介素 12(Interleukin． 12，IL.12)又称为细胞毒淋巴
细胞成熟因子 (cytotoxic lymphocyte maturation factor，CLMF)、
NK细胞刺激因子 (natural killer cell stimulation factor，NKSF)，
主要由抗原递呈细胞产生，其中单核 /巨噬细胞和 B细胞是产
生 IL-12的主要细胞，有很强的免疫调节作用。其分子量为
75kd，由 35kd（IL-12A）和 40kd(IL-12B)两个亚单位通过两个二
硫键共价结合的异二聚体糖蛋白。

2.2 IL-12在肿瘤中的信号通路
IL-12通过 IL-12受体（IL-12R）来激活生物学特性。IL-12R

也是由 IL-12R-茁1 和 IL-12R-茁2 亚单位形成的异构体。
IL-12R-茁2被酪氨酸磷酸化后为捆绑区域体统 Tyk2和 Jak2激
酶，然后激活转录因子 STAT3和 STAT4。激活后的 STATs从
受体上分离，形成二聚体，转移到细胞核内，在这里他们可以选

择性调节转录基因[10]。

IL-12主要由树突细胞、巨噬细胞、和人类 B淋巴细胞在抗
原刺激后合成，并且对产生适度免疫反应具有广泛功能。首先，

IL-12通过 T细胞和 NK细胞刺激产生 IFN-酌，同时，阻碍 IL-4

对 IFN-酌合成的抑制 [11]。此外，IL-12介导的 IFN-酌的分泌能够
增加 p53的激活。P53能够通过介导肿瘤细胞的凋亡来抑制肿
瘤的生长[12]。

IL-12除了能够刺激 IFN-酌的合成，还能够促进干扰素调
节因子 1(IRF1)和 4(IRF4)。这些因子对 Th1 的分化非常重要
[13]。激活的 IRF1在体内体外实验中均已证实可以抑制乳腺肿
瘤的生长[14]。 IL-12还能通过激活 IL-12RB1和 IL-12RB2的激
活来调节 Th1细胞的免疫反应。因此，IL-12介导的 Th1免疫
反应可以通过细胞杀伤性 T细胞来诱导特殊抗原的激活。这种
杀伤性细胞可以在体内介导凋亡来显露外源抗原表型，这当然

包括肿瘤抗原[15]。同时，IL-12可以通过招募 STAT4和转录因
子 c-Jun来促进 IL-2R的激活，最终达到加强 T细胞增殖的目
地。并且刺激淋巴细胞下调肿瘤中血管内皮生长因子的合成[16]。

通过对 IL-12 信号通路的研究进一步加强我们对这类细
胞因子的认识，为未来应用细胞因子对肿瘤的治疗提供更好的

理论依据。

2.3 IL-12的免疫效应及抗肿瘤机制
IL-12发挥其免疫效应需要抗原刺激。IL-12诱导 NK、T

细胞、CTL细胞和巨噬细胞分泌增加，DC 在在肿瘤组织内捕
获肿瘤抗原，刺激提呈细胞产生 IL-12。相应的 IL-12调节肿瘤
杀伤机制主要依赖于 DC的激活，然后产生 IFN-酌，而 IFN-酌参
与吞噬细胞的活化及炎症反应。IL-12具有抗肿瘤生长方面具
有多重生物活性，主要表现为：一、能诱导 NK 和 T 细胞产生
IFN-酌、IL-2等细胞因子，促进初始 Th0细胞向 Thl细胞分化，
增殖和成熟，抑制 Th2细胞活性，调节机体细胞免疫反应；二、

能通过诱导肿瘤细胞凋亡和抑制肿瘤组织新生血管的生成而

直接抑制肿瘤生长；三、能诱导并增强 NK细胞和 CTL细胞的
增殖及细胞毒作用，介导其抗肿瘤作用的细胞免疫应答；四、上

调钙黏着蛋白(E-cadherin)和血管细胞黏附分子 -1(VCAM-1)水
平，防止肿瘤转移。

在临床实验中主要通过静脉注射等方式给药，由于全身应

用的毒副作用大[18]，因此无法全身应用药物。于是人们尝试在

动物模型体内试验中，在肿瘤局部皮下接种注射 IL-12，结果显
示可增强局部肿瘤免疫反应使皮下肿瘤消退，同时又不会导致
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循环血中的 IL-12浓度过高。但是，由于肝内局部注射 IL-12对
操作要求较高，半衰期短，反复给药可致全身副作用大且疗效

也不够理想。随着分子生物学、免疫学和基因转移技术的发展，

人们尝试着通过新式的基因治疗的方法来治疗肝脏肿瘤。

3 应用病毒载体携带 IL-12基因进行抗肝癌治疗研究

IL-12常用的基因治疗方法有：病毒携带、质粒携带、水流
动力学注射基因转移法等。其中由于病毒载体具有转染效率高

等优点而应用最多。特别是应用腺病毒作为载体，由于其具备

高稳定性、高滴度、无插入、不整合突变等优点而被作为首选载

体。腺病毒载体发展经历了 3代，第 1代腺病毒载体的免疫原
性和细胞毒性都很强，从而限制其用药剂量及用药次数。第 2

代腺病毒载体通过降低免疫原性在第一代基础上发展，但由于

其感染力低所以没有得到广泛应用。近几年无肠腺病毒载体作

为第 3代腺病毒载体出现。无肠腺病毒载体免疫原性大大减
弱，并且将所有编码病毒基因的序列全部去除，只保留末端重

复序列，可携带 36000bp外源基因。
国内学者通过肝癌体外实验证实腺病毒介导 IL-24基因

在人肝癌细胞中高表达，能促使细胞增殖阻滞及诱导肿瘤细胞

凋亡，选择性杀伤肝癌细胞[19]。Barajas等[20]通过感染接种大鼠

肝脏形成肿瘤结节，用表达 IL-12 的腺病毒载体进行瘤内注
射，由于 IL-12具有激活免疫，促进 NK细胞活化和抑制血管生
成的作用，治疗后 2周后肿瘤减少达到 50%，同一肝脏内阴性
对照肿瘤也见缩小。Wang等[21]将腺病毒携带 IL-12基因用来治
疗小鼠原发性肝癌，其体内表达较为稳定，最长可达一年，显著

抑制了肝癌的生长及转移。

4 IL-12增强肿瘤抗原致敏树突细胞对肿瘤的影响

树突细胞(dendrtitic DC)广泛分布于外周组织，是人体内重
要的专职抗原呈递细胞，可以激发包括细胞免疫和体液免疫在

内的初级免疫应答。即使少量的 DC也可以激活静息状态下的
T细胞引起强大的 T细胞反应，同时可以在体内致敏 CD4+T

辅助细胞和 CD8+杀伤细胞。因此在调节机体免疫反应中起着

重要的作用，决定反应的最终走向是产生免疫反应还是产生对

特定抗原的耐受。肿瘤抗原致敏的 DC可以诱导强大、特异的
抗肿瘤免疫。这种免疫应答在 IL-12等因子作用下偏向 Thl型
反应，并可刺激活化细胞毒性 T 淋巴细胞(CTL)的克隆增殖。
Dc表面高表达的共刺激分子 CD80、CD86及其分泌的 IL-12、
IFN-酌等多种细胞因子可以阻止肿瘤细胞诱导的 T细胞凋亡，
维持 T细胞的抗瘤活性[22]。Yamanaka[23]等研究发现,联合应用
IL-12、IL-18. 可以明显增强胶质瘤抗原负载的小鼠 DC诱导同
源 T淋巴细胞产生特异性抗胶质瘤免疫的能力。Naka[24]等将粒

细胞 -巨噬细胞集落刺激因子的 mRNA与肿瘤的 mRNA共转
染 DC后，对小鼠肿瘤生长的作用显著增强。Tatsumi[25]等在小

鼠 HCC体外实验研究中发现，联合应用 IL-12肿瘤与抗原负
载的小鼠 DC能更有效地抑制小鼠体内 HCC的生长,这说明在
CD4+及 CD8+T淋巴细胞介导下的 T 淋巴细胞具有更强的抑
制 HCC细胞生长的效能。上述实验表明联合应用腺病毒携带
IL-12有助于增强肿瘤抗原负载 DC诱导机体特异性抗肿瘤免
疫的能力的提高。

5 结论

目前，大量研究表明 IL-12在抗肿瘤免疫反应中起到重要
作用。但是 IL-12在人类临床实验中作用效果仍然是不够理想
的。并且在晚期肿瘤中，IL-12在以往的研究中表明可能由于免
疫抑制所支配的微环境而导致的效率低下[26]。

近几年，有关 IL-12的新型药物实验的发展主要关注与如
何减少 IL-12明显的毒副作用。2011.07美国国家健康研究所
批准了一期新型药物 NHS-IL12用于对实体瘤的治疗。这种药
物通过选择性靶向运输 IL-12 作用于肿瘤细胞来减少其毒副
用 (http://clinica ltrials.gov/ct2/show /NCT01417546)。新型的
NHS-IL-12由两个 IL-12异构体构成，每一条单链与 NHS76中
的 H- 链相连，其具有与 DNA 单双链亲和的能力。所以，
NHS-IL-12能够靶向性将 IL-12运送到 DNA暴露的肿瘤区域。

可以预测这种药物的诞生将有助于避免 IL-12的毒副作用。
虽然肿瘤免疫研究取得了巨大进展，但对究竟肿瘤细胞如

何诱导免疫耐受并逃避免疫识别的确切机制尚未充分了解。此

外，如何有效的将细胞因子运送到作用靶点，并尽可能减少副

作用成为今后基因治疗肿瘤的研究重点之一；以 IL-12为基础
的免疫治疗联合其他抗癌药物包括小分子靶向抑制剂，替西罗

莫司，索拉菲尼和贝伐单抗等单克隆抗体联合应用将有着广泛

前景。可以预见不久的未来，随着基因治疗载体、基因转移技术

及基因表达调控系统的不断发展，以 IL-12为基础的基因治疗
一定会为包括肝癌在内的肿瘤治疗提供新的途径。
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