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ＣＤ１Ｄ 基因与 Ｂ７１基因共转染胰腺癌细胞
及其抗癌作用的实验研究

王昆华，龚昆梅，张勇学，钟鸣，欧阳一鸣，凌平，黄映光，张剑，朱宇，刘为军，

赵喜荣

（云南省第一人民医院 普通外科，云南 昆明 ６５００３２）

　　摘要：目的　观察共转染小鼠 Ｂ７１和 ＣＤ１Ｄ基因对小鼠胰腺癌细胞的免疫应答。方法　将表达
Ｂ７１和 ＣＤ１Ｄ基因的逆转录病毒载体导入包装细胞系，然后转染入胰腺癌细胞。用 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ方

法鉴定细胞表达；用 Ｂ７１和 ＣＤ１Ｄ阳性的细胞在体内诱导抗肿瘤免疫反应。结果　Ｂ７１和 ＣＤ１Ｄ阳性

的细胞在同基因小鼠体内能诱导抗肿瘤免疫反应并抑制肿瘤生长。结论　Ｂ７１基因和 ＣＤ１Ｄ基因共

转染肿瘤细胞，能抑制肿瘤生长，可能为肿瘤的基因治疗开辟一条新途径。
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　　胰腺癌是消化系统高度恶性肿瘤，５年生存
率在 ４％以下，明确诊断后未经治疗的中位生存
期不到 ６个月［１］。手术切除是惟一有效手段，但
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切除率仍然很低，因此寻求新的治疗方法具有重

要意义。研究［２］表明，机体抗肿瘤免疫反应主要

是细胞免疫过程。Ｔ细胞在肿瘤排斥及对肿瘤产

生特异性记忆中起着重要作用。Ｔ细胞的激活存

在双信号作用机制，ＣＤ１Ｄ是惟一存在于人和鼠中

的蛋白分子［３］，其抗原呈递加工途径不同于已知

的 ＭＨＣ－Ⅰ类和 ＭＨＣ－Ⅱ类，可能仍需“第二信
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号”Ｂ７分子参与。本实验通过共转染 ＣＤ１Ｄ和

Ｂ７１基因，鉴定基因在细胞内的表达，筛选稳定转

染细胞，并观察其在体内诱导机体抗肿瘤的效应，

以期激发机体抗肿瘤免疫应答，开创新的基因治

疗新模式。

１　材料与方法

１．１　实验材料

含小鼠 ＣＤ１Ｄ基因的重组逆转录病毒载体

ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ，含小鼠 Ｂ７１基因的重组逆转录载

体 ｐＬＸＳＮＢ７１及纯系转基因小鼠 Ｃ５６ＢＬ／６，均

由昆明医学院神经科学研究所提供。小鼠胰腺癌

细胞系 ＭＰＣ－３５，由昆明医学院第一附属医院临

床中心提供。包装细胞系 ＧＰ２－２９３购自 ＢＤ公

司。脂质体购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。聚合酶链反应

（ＰＣＲ）试剂盒购自大连宝生物公司。ＣＤ１Ｄ基因

扩增引物、Ｂ７１基因扩增引物由大连宝生物公司

合成。羊抗鼠 ＣＤ１Ｄ单克隆抗体、ＨＲＰ标记的抗

羊 ＩｇＧ、羊抗鼠 Ｂ７１单克隆抗体及辣根过氧化物

酶标记的抗羊 ＩｇＧ购自晶美公司。

１．２　实验方法

１．２．１　包装细胞的感染及稳定细胞株的获得　

通过脂质体方法将 ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ和 ｐＬＸＳＮＢ７１转

染包装细胞系 ＧＰ２－２９３细胞，经５００μｇ／ｍＬＧ４１８

筛选后，用 ＮＩＨ３Ｔ３细胞测定病毒滴度。收集对

Ｇ４１８抗性的细胞培养液，用 ０．４５μｍ滤膜过滤后

存于 －７０℃冰箱内。用其产生的病毒感染小鼠胰

腺癌细胞。

１．２．２　重组逆转录病毒感染小鼠胰腺癌细胞　

小鼠胰腺癌细胞新鲜传代 ２４ｈ后换新鲜培养液，

按病毒细胞比为 ２∶１加入 ｐＬＸＳＮＢ７１和ｐＬＸＳＮ

ＣＤ１Ｄ 以 及 终 浓 度 为 ６μｇ／ｍＬ 的 聚 凝 胺

（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ），设立 ３组对照。３７℃温育 ２４ｈ，换新

鲜培养液；４８ｈ后用 ５００μｇ／ｍＬＧ４１８进行筛选。

１．２．３　ＰＣＲ鉴定共转染基因在小鼠胰腺癌细胞

中的表达　扩增细胞克隆后，提取胰腺癌细胞基

因组 ＤＮＡ；以其为模板，分别加入 ＣＤ１Ｄ和 Ｂ７１的

引物。ＣＤ１Ｄ基因扩增引物 １为 ５′－ａｔｇｃｇｇｔａｃｃｔａｃ

ｃａｔｇｇｃｔ－３′，引物 ２为 ５′－ｔｃａｃｃｇｇａｔｇｔｃｔｔｇａｔａａｇ－３′；

Ｂ７１基因扩增引物 １为 ５′－ａｔｇｇｃｔｔｇｃａａｔｔｇｔｃａｇｔｔｇ－

３′，引物 ２为 ５′－ｃｔａａａｇｇａａｇａｃｇｇｔｃｔｇｃ－３′，进行 ＰＣＲ

扩增反应。取 ＰＣＲ产物做凝胶电泳判断结果。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）方法鉴定共转染

基因在小鼠胰腺癌细胞中的表达　裂解细胞用

Ｗｅｓｔｅｒｎ方法鉴定瞬时表达，观察转基因胰腺癌细

胞对肿瘤生长的影响。将 ｐＬＸＳＮＢ７１和ｐＬＸＳＮ

ＣＤ１Ｄ共转染的小鼠胰腺癌细胞以及对照组细胞

经裂解收集后，分别用抗小鼠 Ｂ７１单克隆抗体和

抗小鼠 ＣＤ１Ｄ单克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹。

１．２．５　观察转基因胰腺癌细胞对肿瘤生长的影

响　取 ２０只 ８周龄的同基因小鼠分成 ４组，每组

５只，分别在腹部皮下接种相应的转基因胰腺癌

细胞。１周后于同一部位再次接种胰腺癌细胞。

设立 ３组实验组（Ｂ７１ＣＤ１Ｄ共转染组，Ｂ７１转染

组，ＣＤ１Ｄ转染组）及空白对照组，观察小鼠存活时

间及肿瘤结节生长的变化。

１．３　统计学处理

数据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。应用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件，采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０１差异

有显著性统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＤ１Ｄ基因和 Ｂ７１基因共转染胰腺癌细胞

的克隆筛选

两基因共转染癌细胞，经 Ｇ４１８筛选，于第 １２

天长出细胞克隆，通过有限稀释法获得单克隆细

胞株。

２．２　共转染基因在小鼠胰腺癌细胞中表达的

ＰＣＲ鉴定

凝胶电泳结果，可见两条特异的扩增产物，分

子质量与 ＣＤ１Ｄ（１０１０ｂｐ）和 Ｂ７１（９３０ｂｐ）基因

相符（图 １－２）。

２．３　共转染基因在小鼠胰腺癌细胞中表达的

Ｗｅｓｔｅｒｎ鉴定

可检测到与小鼠 Ｂ７１蛋白分子质量和小鼠

ＣＤ１Ｄ蛋白分子质量大小相符的特异性条带。分

别为３５ｋＤ和３７ｋＤ；其中 Ｂ７１仅在共转染的细胞

中表 达，而 ＣＤ１Ｄ 在 所 有 细 胞 中 均 可 检 得

（图３－４）。

２．４　转基因胰腺癌细胞对肿瘤生长的影响

用经 Ｂ７１和 ＣＤ１Ｄ共转染的胰腺癌细胞接种

小鼠，能明显延长接种胰腺癌细胞小鼠的寿命，且

４０ｄ肿瘤瘤体明显较少。经单因素方差分析，共转

染组与其它组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。

３４４
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　　图１　ＣＤ１Ｄ基因的 ＰＣＲ
检测　１：空白对照；２：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，从上至下分

子质量为 ２０００，１０００，７５０，

５００，２５０，１００；３：ＣＤ１Ｄ基因的

ＰＣＲ产物，１０１０ｂｐ

!"#

　　图２　Ｂ７１基因的 ＰＣＲ

检测　１：空白对照；２：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，从上至下分

子质量为 ２０００，１０００，７５０，

５００，２５０，１００；３．：Ｂ７１基因

的ＰＣＲ产物，９３０ｂｐ

!"#$

　　图３　Ｂ７１基因在小鼠

胰腺癌细胞中表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ

鉴定　１：ｐＬＸＳＮＢ７１＋ｐＬＸ

ＳＮ－ＣＤ１Ｄ转染小鼠胰腺癌细

胞；２：ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ转染小鼠

胰腺癌细胞；３：ｐＬＸＳＮＢ７１

转染小鼠胰腺癌细胞；４：无

质粒转染的小鼠胰腺癌细胞

!

"#$

　　图４　ＣＤ１Ｄ基因在小鼠

胰腺癌细胞中表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

鉴定　１：ｐＬＸＳＮＢ７１＋ｐＬＸ

ＳＮＣＤ１Ｄ转染小鼠胰腺癌细

胞；２：ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ转染小鼠

胰腺癌细胞；３：ｐＬＸＳＮＢ７１

转染小鼠胰腺癌细胞；４：无质

粒转染的小鼠胰腺癌细胞

附表　接种同基因小鼠后小鼠生存时间及瘤体大小的比较

（ｘ±ｓ）

分组 瘤体大小（ｃｍ）生存时间（ｄ）

ｐＬＸＳＮＢ７１＋ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ ０．８７ ＞４０

ｐＬＸＳＮＢ７１ １．２８ ３５

ｐＬＸＳＮＣＤ１Ｄ １．３１ ３２

空白对照 １．３２ ３２

　　注：与其它组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

Ｔ细胞的双信号机制，即 Ｔ细胞的有效激活
除需 ＡＰＣ提供加工后形成的主要组织相容性复
合体（ＭＨＣ）／抗原肽复合物（第一信号）供 Ｔ细
胞受体识别外，还需提供共刺激信号（第二信号）

供 Ｔ细胞表面的相应配体识别。
Ｂ７分子在第二信号的识别中起着重要作用，

能活化细胞杀伤功能，导致靶细胞（癌细胞）裂

解。此外 ＣＤ１也具有抗原呈递功能，这是一类无
多态性的蛋白质家族，包括 ＣＤ１Ａ，ＣＤ１Ｂ，ＣＤ１Ｃ，
ＣＤ１Ｄ，ＣＤ１Ｅ５类蛋白。

Ｂ７基因家族包括 Ｂ７１基因和 Ｂ７－２基因，
两者均可与 ＣＤ２８或 ＣＴＬＡ－４结合并发挥作
用［４］。Ｂ７１主要共刺激 ＣＤ８＋Ｔ细胞向 ＣＴＬ分
化［５］，ＣＤ４＋Ｔ细胞向 Ｔｈｌ细胞分化，在增强和维
持有效免疫应答中起着关键作用，其在抗肿瘤免

疫中的作用也优于 Ｂ７－２。故本实验选择以Ｂ７１
为对象研究抗肿瘤效应，而选择 ＣＤ１Ｄ系因它是惟
一一类存在于人和鼠中的分子。由 ＣＤ１介导的

抗原加工呈递明显不同于 ＭＨＣⅠ类分子和 ＭＨＣ

Ⅱ类分子介导的信号传递途径；ＣＤ１分子在内质
网合成，经囊泡转运过程表达于细胞膜表面，通

常内吞后与脂质配体结合。其呈递脂类抗原的

过程也要经过一系列加工修饰。

本实验以 Ｂ７１基因和 ＣＤ１Ｄ基因共转染胰腺
癌细胞，在细胞中检测两种基因表达。其中 Ｂ７
基因仅在转染细胞中表达，相应的转基因接种小

鼠未见明显的抗肿瘤效应；ＣＤ１Ｄ基因在所有细胞
中均有表达，其相应的转基因接种小鼠，亦未见

明显的抗肿瘤效应；而共转染两种基因能明显延

长生存时间，肿瘤生长抑制。证实两种基因共转

染能有效增强机体对胰腺癌的主动免疫排斥反

应，加强胰腺癌细胞的免疫原性，对细胞保持免

疫刺激及 Ｔ细胞的活化均有重要作用。结果初
步验证了本实验的初衷，即 ＣＤ１的抗原呈递功
能，可能需要第二分子 Ｂ７参与［６］。

本实验发现 Ｂ７１仅在共转染的细胞中表达，
而 ＣＤ１Ｄ在所有细胞中可检获。结合相关报道

［７］

认为，在人体肿瘤组织中 Ｂ７１的表达较为微弱，
一般情况下难以启动肿瘤主动免疫应答。ＣＤ１Ｄ
蛋白主要在不成熟的皮质胸腺细胞或抗原呈递

细胞中表达［８－９］。胰腺癌细胞中有大量的抗原呈

递细胞，故可检测到 ＣＤ１Ｄ蛋白。
胰腺癌细胞联合识别免疫效应系统的建立，

有助于显著提高机体抗肿瘤的能力。它是一类

为有目的地改变肿瘤细胞的抗原性，有效地产生

抗肿瘤免疫排斥反应提供的新方法。Ｂ７分子与

４４４
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ＣＤ１分子联合表达对肿瘤特异性的协同刺激作
用。使用逆转录病毒载体共转染 Ｂ７１基因和
ＣＤ１Ｄ基因，可能为肿瘤的基因治疗开辟了一条新
途径。
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右肝管汇入胆囊壶腹部畸形１例
朱大勇

（辽宁省营口市中医院 外二科，辽宁 营口 １１５０００）

关键词：胆囊／畸形；胆道疾病／外科学；病例报告
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　　患者　女，８１岁。３年前因重
症胆管炎进行胆总管切开取石引流

术。术后恢复良好，近 ３个月来反复

发作腹痛，发热，黄疸入院。经超声

及 ＣＴ检查为胆囊结石胆总管扩张下

段多发结石，右肝管内泥沙结石。术

中见胆总管扩张，直径 １．７ｃｍ，下段有

多枚结石，大小不等，胆汁略混浊，胆

囊正常大小，但水肿、壁厚，胆囊颈部

有结石嵌顿。解剖胆道时发现右肝管

汇入胆囊壶腹，右肝管直径１．０ｃｍ，胆

　　收稿日期：２００７－０３－２２。

　　作者简介：朱大勇，男，辽宁人，辽宁

省营口市中医院副主任医师，主要从事肝脏

外科方面的研究。

　　通讯作者：朱大勇

总管切开取石，探查见十二指肠乳头

通畅，切开右肝管，其内胆汁脓性，且

有大量泥沙结石及烂肉样物流出，充

分冲洗后行右肝管 －胆总管端侧吻

合，于右肝管内置管经吻合口及胆总

管引出体外引流，切除胆囊。术后腹

痛消失，黄疸消退，术后 ３周带夹闭

的 Ｔ管出院。但术后１个月患者又出

现午后低热，体温在 ３８℃以下，经 Ｔ

管逆行造影证实左肝管通畅，右肝管

略窄，考虑支撑占据空间所致引流不

畅，每天给予庆大霉素盐水逆行冲洗

１次／ｄ，３ｄ后明显好转，６周后完全

恢复正常，术后 ８周 Ｔ管造影无异

常，经 Ｔ管植入细管于右肝管内，拔

除 Ｔ管，见 Ｔ管内有少许烂肉样物及

泥沙结石。经该细管连续冲洗１周后

拔出此管，观察１周，无异常后出院。

出院后每天口服消炎利胆片，随访 １

年，患者情况良好，病情无反复。

讨论　右肝管汇入胆囊是胆道
畸形较少见的一种情况。此例因胆

囊颈部结石嵌顿导致右肝管内胆汁

引流不畅致胆道感染及结石形成。

经胆道成形及引流管支撑手术治疗，

而未采用胆肠吻合，使术后对出现的

异常情况有较多的了解和处理手段，

可行造影，可以置管引流，可以置管

冲洗，取得了满意效果。

５４４




