尊敬的老师，

您好！非常感谢您提出的宝贵修改意见，严格按照您的意见，具体修改的方面如下：
一、专家审稿意见

本文研究了小鼠EL-4淋巴瘤细胞转染MIP-1α和B7-1基因的效应，实验设计严谨，实验结果有参考价值，建议全文发表。

以下建议供参考：

1、图1A与图1B-D的放大倍数应一致，便于比较。

答：已经将图1A替换为较高倍数的细胞照片（见文中）。
2、图7B-D未见明显差别，图7B、7C未见文中描述的小的片状坏死灶。

答：由于图7B-D的差异不明显，现已更换为表现更为典型、差异较为明显的图片（详见文中）。

3、
既然观察了模型对照组的肿瘤转移情况（小鼠EL-4淋巴瘤细胞已知的结果），为何没有治疗组的对比观察。

答：根据原实验记录，现将对照组及治疗组的肿瘤侵袭转移情况进行了统计，并进行了对照组和治疗组的比较，具体见“结果”中的表4。在“方法”中也对相应方法学进行了补充。
4、
既然观察6周后有半数小鼠处死，建议增加瘤重的对比结果，因为卡尺测量推测的肿瘤体积可靠性有限。

答：根据原实验记录，现将6周后有半数小鼠处死时，对照组及实验组的瘤重情况统计，并进行了比较，具体见“结果”中的表3。在“方法”中也对相应方法学进行了补充。
5、
关于B7-1基因的抗肿瘤效应已有很多文章涉及，MIP-1α基因也见报道。建议讨论中增加与已有研究结果的对比分析。

答：结合相关文献，“讨论”中增加了本实验结果与其他相关文献的对比、讨论内容，详细见讨论中。

二、格式修改

请参阅专家意见修改，并下载附件论文书写模板，参阅修改。请用红色字修改，以示我修改处。为提高本杂志的影响因子等指标，参考文献请尽量多引用《中国比较医学杂志》和《中国实验动物学报》的文章。感谢支持！改好后务必上传修改稿，不要在其它地方粘贴附件。
答：①已严格按照专家意见进行了修改 (见红色标示)。

②已按照附件论文模板进行了整篇文章的修订。

③参考文献中增加了《中国比较医学杂志》的文章，共4篇。
转染MIP-1α和B7-1基因增强小鼠抗淋巴瘤效应的初步研究
刘伟，余英豪

（南京军区福州总医院病理科，福州，福建350025）
【摘要】 目的 观察转染趋化因子MIP-1α和共刺激分子B7-1基因增强小鼠抗淋巴瘤的效应。方法 将MIP-1α和B7-1基因慢病毒重组载体转染小鼠EL-4淋巴瘤细胞，应用RT-PCR检测MIP-1α和B7-1基因mRNA表达，Western blot法检测MIP-1α和B7-1蛋白表达；转基因EL-4细胞注入小鼠右腋皮下，观察成瘤情况；灭活的转基因EL-4细胞注入成瘤小鼠体内，观察其增强小鼠抗淋巴瘤效应。结果RT-PCR检测发现EL-4/MIP-1α+B7-1细胞内有MIP-1α及B7-1mRNA表达，Western blot显示MIP-1α及B7-1蛋白表达；MIP-1α组、B7-1组较对照组成瘤时间延长，成瘤率降低，肿瘤平均体积较小，而联合组成瘤性消失；MIP-1α和B7-1治疗组的肿瘤平均体积、重量及肿瘤器官转移率明显小于对照组（P＜0.05），而联合组的肿瘤平均体积及重量明显小于MIP-1α和B7-1组（P＜0.05），而且联合组小鼠平均生存期，均较单基因组、对照组明显延长（P＜0.05）。结论 转染MIP-1α和B7-1基因能够明显增强小鼠机体抗淋巴瘤效应，明显延长荷瘤小鼠的平均生存期，为淋巴瘤的基因治疗提供了新的思路。                                                                                                                                                                   
【关键词】 慢病毒载体；EL-4细胞；MIP-1α基因；B7-1基因；淋巴瘤

【中图分类号】R733.1     【文献标识码】     【文章标号】 
[基金项目] 南京军区医学科学技术研究“十一五”计划课题(编号：07Z034);福建省自然科学基金(编号：2010J01221)资助。

[作者简介] 刘伟（1985-），男，医师，硕士，研究方向：肿瘤病理及淋巴瘤的基因治疗，E-mail: liuweiyisong@163.com。

[通讯作者] 余英豪（1956-），男，主任医师，硕士生导师，研究方向：肿瘤病理及淋巴瘤的基因治疗。E-mail: yuyinghao0808@126.com。

Preliminary Study of MIP-1α and B7-1 gene Transfection Enhances Antitumor Effection on Mouse Lymphoma
LIU Wei, YU Ying-hao
(Department of Pathology, Fuzhou General Hospital of Nanjing Command PLA, Fuzhou 350025, China)

【ABSTRACT】 Objective  To research the antitumor effection.of MIP-1α and B7-1 gene transfection. on mouse lymphoma.  Methods  Lentivirus-mediated mouse MIP-1α and B7-1 gene vectors . infected  EL-4 cells. The MIP-1α和B7-1 mRNA were identified by RT-PCR and. MIP-1α和B7-1 protein were examined by Western blot. Then the infected EL-4 cells were  injected into right armpits of mouse, and observed the development of tumor. The transfected EL-4 cells were infected to tumor-bearing mice, and observe the antitumor effection.  Results  RT-PCR assay showed that there were MIP-1αand B7-1 mRNA in the EL-4/MIP-1α+B7-1 cells, as well as MIP-1αand B7-1 protein examined by Western blot. MIP-1α and B7-1 group occupied much more time than the control group in the tumor generation, and which mean tumor volume was also smaller than the control group,  as well as the rate of tumor formation, however there were no tumor generation in unite group. The average tumor volume，weight and organ involvement rate of MIP-1 α and B7-1 group was significantly smaller than that of the control group ( P < 0.05 ), while the average tumor volume and weight of united group was also significantly smaller than that of MIP-1 α and B7-1 group ( P < 0.05 ). In addition, the mean survival time of unite group was significantly longer than single group, and the control group ( P < 0.05 ). .Conclusion  Lentivirus-mediated mouse MIP-1α and B7-1 gene transfection could effectively enhance the anti-lymphoma effection in tumor-bearing mice, and significantly prolonged the average survival time. Which also provided a new idea for the lymphoma gene therapy .
【Key Words】Lentivirus vector；EL-4 cells；B7-1 gene；MIP-1α gene；Lymphoma

T细胞在抗肿瘤免疫机制中发挥着重要作用，而B7分子为 T细胞激活提供第二信号，趋化因子MIP - l α能趋化 T细胞、单核细胞、树突状细胞、NK细胞等在抗肿瘤免疫中有相应作用的细胞到达肿瘤部位，从而产生抗肿瘤效应。我们在前期的研究中已成功构建并包装出高滴度小鼠MIP-1α和B7-1基因重组慢病毒载体[1]，为本实验研究奠定了基础。从理论上推测MIP-1α和B7-1基因转染淋巴瘤细胞后，机体抗淋巴瘤免疫作用可能会明显增强。本研究将重组载体转染EL-4淋巴瘤细胞，将其注入小鼠体内，观察其增强机体抗肿瘤的效应。

1 材料和方法
1.1材料

C57BL/6小鼠，雌性，2周龄，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司（许可证号SCXK（沪）2007-0005）；慢病毒载体pGC-FU Vector购自上海吉凯基因化学技术有限公司；EL-4淋巴瘤细胞购自中科院上海细胞所。B7-1基因引物序列：Forward:5’ AACAACAGCCTTACCTTCGG 3’,Reverse:5’CAGCCTTTCCACTTCAGTCA 3’；MIP - l α基因引物序列：Forward:5’ CTCCCAGCCAGGTGTCATT 3’，Reverse:5’ GCATTCAGTTCCAGGTCAG 3’；GAPDH内对照引物：Forward：5’-GAGCCAAAAGGTCATCATCTC-3’，Reverse：5’-AAAGGTGGAGTGGGTGTC-3’； GAPDH序列：Forward:：5’-GAGCCAAAAGGTCATCATCTC-3’，Reverse：5’-AAAGGTGGAGTGGGTGTC-3’，引物由上海生工生物工程有限公司合成。Mouse B7-1 (CD80) 单克隆抗体购自美国Boston Biochem公司，Mouse MIP-1α单克隆抗体购自Invitrogen 公司。
1.2 方法

1.2.1 MIP - l α基因和B7-1基因转染EL-4淋巴瘤细胞
转染前1天将生长良好的EL-4细胞按1×104/ml接种于24孔板中，细胞生长达80%～90%融合时，换成400 μl的opti-MEM1。将已建立的MIP-1α、B7-1基因重组慢病毒分别和lipofectamine 2000溶解于opti-MEM1中，混匀，室温静置5 min，将混合液加入EL-4细胞培养液中，37℃，5% CO2，培养箱中培养6～8 h，换成新鲜的含10%胎牛血清的完全培养液。48 h后观察荧光蛋白（GFP）表达和细胞生长情况。
1.2.2 RT-PCR检测MIP-1α和B7-1基因mRNA的表达
按Trizol 产品说明书提取细胞总RNA，逆转录获得cDNA；取逆转录产物cDNA为模板进行PCR反应，PCR反应体系均为20 µl，5×Taq buffer 4.0µl，DNTPs 1.6µl，Primer（+） 0.4µl，Primer（-）0.4µl，Template 1.0µl，Taq polymerase 0.2µl， dd H2O 12.4µl。目的基因MIP-1α的PCR条件：94℃ 2 min→（94℃ 30 s→60℃ 30 s→72℃ 30 s）30 cycles→72℃ 6 min→4℃+∞。目的基因B7-1的PCR条件：94℃ 2 min→（94℃ 30 s→60℃ 30 s→72℃ 1 min）30 cycles→72℃ 6 min→4℃ +∞。
1.2.3 Western blot法检测MIP-1α和B7-1蛋白的表达

重组MIP-1α和B7-1重组慢病毒载体转染EL-4细胞，48h后观察荧光表达情况，收集转染细胞，加入细胞裂解液裂解抽提蛋白，按照Western blot实验技术操作说明分别进行检测，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭，加入一抗 Mouse Anti-B7-1，Mouse MIP-1α，二抗 Goat Anti-Mouse，进行杂交、洗膜等操作后，曝光、显影定影。
1.2.4 EL-4细胞致瘤性实验

将对数生长期的EL-4淋巴瘤细胞以10×106/ml的浓度，0.2ml/只，共10只，接种于2周龄的雌性小鼠的右腋皮下，观察成瘤情况，第6周处死，观察肿瘤在体内的侵袭转移情况。

1.2.5转基因淋巴瘤细胞致瘤性实验

将2周龄的雌性小鼠随机分为对照组、MIP-1α组、B7-1组和联合组，每组10只，收集肿瘤细胞调整浓度至10×106/ml，每只动物右腋下皮下注射0.2ml相应的细胞悬液，每日观察成瘤情况。

1.2.6接种转基因细胞对已形成的亲代肿瘤的治疗作用
在小鼠右腋皮下注射浓度为10×106/ml的EL-4细胞，每只0.2ml，10天后成瘤，随机分为4组,分别于对侧腋窝皮下注射丝裂霉素C灭活的EL-4、EL-4/B7-1、EL-4 /MIP-1α和EL-4 /MIP-1α+B7-1，每周注射1次，共3次。（1）第1、2、4、6周，用游标卡尺分别测量肿瘤的最长径和最短径，肿瘤体积(mm3)=π/6×[(A+B)/2]3  (A，B为最长径和最短径)；（2）第6周处死一半小鼠，剥离肿瘤，取出瘤体，并称重，计算各组抑瘤率, 抑瘤率 = (1-转基因组/对照组平均瘤质量)×100%；（3）将肿瘤及小鼠肾、肺、肝，淋巴结及皮肤组织，经10%中性福尔马林固定，脱水、石蜡包埋、切片，HE染色，观察肿瘤侵袭转移情况；（4）另一半动物用于观察荷瘤小鼠的生存期。
2 结果
2.1 MIP - lα基因和B7-1基因转染EL-4淋巴瘤细胞
（1）重组目的基因质粒转染EL-4细胞后光镜下形态（图1，A-D）。
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	图1对照组（A）、B7-1基因组（B）、MIP - lα基因组（C），联合组（D）的细胞形态未见明显差别，肿瘤细胞生长未见明显影响。
Fig.1 There were no significant difference of cell morphology between control group（A）、B7-1 gene group（B）、MIP – lαgene group（C）and united group（D），and the condition of tumor cells growth had not been significant effected.


（2）重组目的基因质粒转染EL-4细胞，48 h后的荧光蛋白表达情况（图2A,B）。
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	图2 A 重组B7-1目的质粒转染EL-4细胞，＞90%细胞中可见荧光蛋白表达。
Fig.2A.＞90% EL-4 cells transfected with B7-1 gene recombinant plasmid showed the expression of fluorescent protein.
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	图2 B 重组MIP-1α目的基因质粒转染EL-4细胞， EL-4细胞中出现相对较弱的荧光蛋白表达。
Fig.2B  EL-4 cells transfected with MIP-1α gene recombinant plasmid showed the relatively weak expression of fluorescent protein


2.2 RT-PCR检测MIP-1α和B7-1基因mRNA的表达
RT-PCR检测到MIP-1αmRNA和B7-1 mRNA的表达
	
1     2   3   4    5
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	图3A RT-PCR检测MIP-1αmRNA表达，得到长度为322bp条带。
注：1. Mark，条带从上到下，依次为1000，750，500，250，100bp。2~5. MIP-1α基因RT-PCR产物。
Fig.3A The electrophoresis results of   MIP-1αmRNA detected by RT-PCR, and the length was 322bp. 
Note: Marker：1000，750，500，250，100bp. 2～5：MIP-1α .
	图3B RT-PCR检测B7-1 mRNA表达，得到964 bp条带。
注：1~4. B7-1基因RT-PCR产物；5. Mark，条带从上到下，依次为3kb，2kb，1.5kb；1kb，750，500，250 bp。
Fig.3B The electrophoresis results of   B7-1mRNA detected by RT-PCR, and the length was 964bp. 

Note: 1～4：B7-1  . 5.Marker：3kb，2kb，1.5kb；1kb，750，500，250 bp. 


2.3 Western blot法检测MIP-1α和B7-1蛋白的表达

Western blot法检测结果显示MIP-1α和B7-1蛋白在EL-4细胞中表达（图4）。
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	图4A  EL-4细胞中MIP-1α蛋白表达。
Fig.4A The expression of MIP-1α protein in EL-4 cells.
	图4B EL-4细胞中B7-1蛋白表达。
Fig.4B The expression of B7-1 protein in EL-4 cells.


2.4 EL-4细胞致瘤情况

EL-4细胞接种于10只2周龄的雌性小鼠的右腋皮下，10d后可触及约0.5cm-0.8cm的小结节，成瘤率100%。HE染色显示，肿瘤细胞弥漫均一分布，细胞形态较一致，肿瘤细胞呈圆形卵圆形，胞质稀少，弱嗜酸性，核浆比例大，细胞核染色质粗，核仁明显，核分裂相多见（图5A,B）。
随着时间的延长，肿瘤体积逐渐增大，第6周处死，观察肿瘤在体内的侵袭转移情况，肿瘤侵犯多个器官，包括肾、肺、肝，淋巴结及皮肤（图6）。肝内浸润以中央静脉为中心向周边肝组织扩散，肺内易侵犯终末细支气管及其周围结缔组织，肾脏内可见肿瘤细胞弥漫侵犯肾小管结构，淋巴结内侵犯表现为淋巴结结构破坏，生发中心消失，取而代之的是弥漫浸润的淋巴瘤细胞。
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	图5A 肿瘤种植部位取材。低倍镜下显示肿瘤细胞弥漫均一分布，细胞形态较一致（HE X 100）

Fig.5A Primary tumor site. Low magnification showed tumor cells were diffuse uniformly distributed (HE x100)。
	图5B 肿瘤种植部位取材。高倍镜显示肿瘤细胞呈圆形卵圆形，胞质稀少，弱嗜酸性，核浆比例大，细胞核染色质粗，核仁明显（HE X 100）

Fig.5B Primary tumor site. High magnification, the tumor cells were round or oval with weakly eosinophilic scarce cytoplasm,, high nuclear-cytoplasm ratio, dense chromatin of nucleus, and prominent nucleoli (HE X 100)
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	图6A淋巴瘤侵犯肝脏（ HE X 100）

Fig.6A Liver was invaded by lymphoma （ HE X 100）
	图6B淋巴瘤侵犯肺脏终末细支气管及其周围组织（HE X 100）

Fig.6B Lung terminal bronchioles and surrounding tissue were invaded by lymphoma（ HE X 100）
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	图6C淋巴瘤侵犯肾脏（ HE X 100）

Fig.6C Kidney was invaded by lymphoma （ HE X 100）
	图6D淋巴瘤侵犯淋巴结（ HE X 100）

Fig.6D Lymph nodes were invaded by lymphoma （ HE X 100）


2.5转基因EL-4细胞致瘤性情况
对照组接种后10d，成瘤率100%，肿瘤均为实体瘤，多呈圆形或椭圆形，MIP-1α组、B7-1组成瘤时间延长，成瘤率明显降低，平均肿瘤体积较对照组小，联合组成瘤性消失。

表1 EL-4细胞转基因后对成瘤率的影响
Table 1 The effect of tumor formation rate after EL-4 transfected with gene recombinant plasmid
	组别
Groups
	成瘤率(%，n=10)
Tumor formation rate(%，n=10)
	平均成瘤时间（d）
The average of tumor formation time (d)

	对照组
	(100)10 
	10±2

	B7-1组
	(50)5 
	13±3

	MIP-1α组
	(40)4 
	16±3

	联合组
	(0)0 
	+∞


2.6接种转基因细胞对已形成的亲代肿瘤的治疗作用
（1）转基因细胞注射后对小鼠肿瘤体积的影响 
转基因细胞注射后，从第四周开始，MIP-1α组、B7-1组肿瘤体积明显小于对照组(P<0.05)，同时联合组的肿瘤体积明显小于MIP-1α组、B7-1组和对照组(P<0.05) (表2)。
表2 转基因细胞注射后对小鼠肿瘤体积的影响(mm3, n=10)
Table 2 The effect of tumor volume after mice injected with transgenic cells (mm3, n = 10)
	
	肿瘤体积(mm3, n=10)
Tumor volume (mm3, n=10)

	组别

Groups
	第一周
	第二周        
	第四周            
	第六周

	对照组
	143±20.20
	696±50.60
	3050±350.80
	5862±650.50

	MIP-1α组
	179±30.30
	605±45.40
	1860±260.30△
	3520±450.60★

	B7-1组
	128±18.40
	563±35.60
	1640±210.40△
	3120±380.60★

	联合组
	137±21.30
	523±40.30
	860±89.40△△
	1280±130.90★★


注：△与对照组比较P＜0.05，△△与B7-1组、MIP-1α组比较P＜0.05，★与对照组比较P＜0.05，★★与B7-1组、MIP-1α组比较P＜0.05。
Note：△compared with the control group，P＜0.05，△△compared with the B7-1、MIP-1α  group，P＜0.05，★compared with the control group，P＜0.05，★★compared with the B7-1、MIP-1α  group，P＜0.05。
（2）转基因细胞注射后对小鼠肿瘤重量的影响 

第6周处死一半小鼠，剥离肿瘤，取出瘤体，并称重，并计算抑瘤率。MIP-1α组和B7-1组肿瘤重量均明显小于对照组(P<0.05)，联合组肿瘤重量明显小于MIP-1α组、B7-1组以及对照组(P<0.05) (表2)。
表3 转基因细胞注射后对小鼠肿瘤重量的影响(mm3, n=5)
Table 3 The effect of tumor weight after mice injected with transgenic cells (mm3, n = 5)
	组别

Groups  
	肿瘤重量 (g, n=5)
Tumor weight (g, n=5)
	抑瘤率（%）

The inhibition rate of tumor

	对照组
	 3.2±0.45
	 

	MIP-1α组
	2.0±0.32△
	37.50

	B7-1组
	1.9±0.20△
	 40.60

	联合组
	 1.1±0.12△△
	 65.63


△和△△与对照组比较P＜0.05；△△与B7-1组、MIP-1α组比较P＜0.05。
Note：△and△△compared with the control group，P＜0.05；△△compared with the B7-1、MIP-1α  group，P＜0.05
（3）转基因细胞注射后肿瘤侵袭转移的情况

第6周处死，观察肿瘤在体内的侵袭转移情况，对照组5只小鼠均出现了肿瘤转移，而且转移器官均≥3个，所侵犯器官包括肾、肺、肝，淋巴结及皮肤等；MIP-1α组、B7-1组出现转移的小鼠分别为4只，3只，但均未出现≥3个器官转移；联合组仅有2例分别出现了1例肺和1例淋巴结转移（表4）。以上结果提示转基因细胞注射后肿瘤转移率下降，肿瘤侵袭能力下降
表4转基因细胞注射后对肿瘤侵袭转移的影响
Table 4 The effect of tumor organ involvement after mice injected with transgenic cells (mm3, n = 5)
	
	器官侵犯（％, n=5）
Organ involvement（％, n=5）
	≥3个器官转移率（%）

The rate of≥ 3 organ involvement (%)
	总转移率（%）

The total  rate of organ involvement (%)

	组别

Groups
	脾
	肾
	肺
	肝
	淋巴结
	皮肤
	
	

	对照组
	(60)3
	(80)4
	(80)4
	(80) 4
	(100)5
	(40)2
	 (100)5
	(100)5

	B7-1组
	（0）0
	（40）2
	（40）2
	（20）1
	（60）3
	(20)1
	（0）0
	（80）4

	MIP-1α组
	（0）0
	（20）1
	（40）2
	（20）1
	（40）2
	（0）0
	（0）0
	（60）3

	联合组
	（0）0
	（0）0
	（20）1
	（0）0
	（20）1
	（0）0
	（0）0
	（40）2


（5）病理观察  大体观察：对照组肿瘤体积较大，与周围组织分界不清，不易剥离，切面灰白色，质地中等。MIP-1α组、B7-1组以及联合组，肿瘤体积较小，切面灰白，质地较软。HE显示，对照组的肿瘤组织中，肿瘤细胞弥漫一致，少见反应性小淋巴细胞浸润，无坏死（图7A）；联合组肿瘤组织中见反应性小淋巴细胞浸润，易见片状坏死，肿瘤细胞生长受到明显抑制（图7B）；MIP-1α组、B7-1组肿瘤组织内见一定量的反应性小淋巴细胞浸润，核碎裂较多，可见小灶性坏死，肿瘤细胞生长受到一定的抑制（图7C、D）。
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	图7A对照组，肿瘤细胞弥漫一致，反应性小淋巴细胞少见，无坏死（ HE X 100）       
Fig.7A In control group, tumor cells were diffuse uniformly distributed, and reactive small lymphocytes were rare, without necrosis（ HE X 100）     
	图7B 联合组，肿瘤组织中见反应性小淋巴细胞浸润，易见片状坏死（ HE X 100）   
Fig.7B In united group, the large necrosis area could be seen,  and there also existed reactive small lymphocytic infiltration（ HE X 100）
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	图7C、D MIP-1α组(左)、B7-1组（右），肿瘤组织内见一定量的反应性小淋巴细胞浸润，可见多个小灶性坏死，核碎裂较多 
Figure 7C, D In MIP-1α(left) and B7-1 (right) group, there existed a certain amount of reactive small lymphocytic infiltration, several small focal necrosis and so many  nuclear fragmentation could be seen（ HE X 100）.


（5）转基因细胞注射后对小鼠平均生存期的影响

对照组、MIP-1α 组、B7-1 组及联合组四组荷瘤小鼠的平均生存天数分别为：62.4±10.50、85.6±15.60、90±18.90 及120±25.50，联合组荷瘤小鼠的平均生存期，均较单基因组、对照组明显延长（P＜0.05）。

	组别
Groups
	平均生存期（d）
Average survival time (d)

	对照组
	62.4±10.50

	MIP-1α组
	85.6±15.60△

	B7-1组
	90±18.90 △

	联合组
	120±25.50△△


△△与B7-1组、MIP-1α组比较P＜0.05；△与对照组比较P＜0.05.
Note：△△compared with the B7-1、MIP-1α  group，P＜0.05；△compared with the control group，P＜0.05
3 讨论

淋巴瘤是人类免疫系统最常见的恶性肿瘤之一，肿瘤免疫基因治疗为其治疗研究提供了新的思路。人体的抗肿瘤免疫反应主要是由激活的T淋巴细胞介导，T淋巴细胞激活需要双信号系统，第一信号是由T细胞受体（TCR）与抗原肽-MHC 复合物相结合所提供的，第二信号是由辅助分子或共刺激分子通过与T细胞上相应受体结合而传递的，其中以B7 分子的共刺激作用最为重要，其中在肿瘤免疫基因治疗中应用较多的是B7-1和B7-2。肿瘤细胞表面往往缺乏或低表达B7分子，是肿瘤细胞逃避宿主免疫系统监视和灭杀的重要机制之一[2]。因此，通过转基因使肿瘤细胞表达B7分子，B7分子和CD28相互作用为T淋巴细胞激活提供第二信号，从而激活的特异性T细胞发挥抗肿瘤效应。MIP-1α类属CC趋化因子，其受体有CCR1、CCR5、CCR9，均属于G蛋白偶联受体，两者特异性结合后产生瀑布样细胞活化作用从而诱导趋化能T细胞、单核细胞、树突状细胞、NK细胞等免疫细胞，募集到肿瘤局部，产生抗肿瘤效应[3,4]。

本研究发现，B7-1目的基因质粒转染293T细胞，48小时后，在荧光显微镜下能够观察到＞90%的293T细胞中有强荧光表达；然而为何MIP-1α目的基因质粒转染293T细胞后，只观察到部分细胞中有荧光表达呢？这可能是因为小鼠MIP-1α蛋白分泌蛋白[5]，胞浆中表达后分泌到胞外，在胞质中不能逐渐蓄积，胞质中所含MIP-1α蛋白量较少，故仅观察到部分细胞有荧光蛋白表达。Western Blot检测到目的基因B7-1和MIP-1α的蛋白表达，进一步证实了目的基因重组载体在EL-4细胞中的表达。

EL-4细胞接种于小鼠的右腋皮下，成瘤率高，肿瘤生长迅速，侵袭性强，恶性程度高，侵犯多个组织器官，包括皮肤、肌肉、脾、肾、肺、肝、淋巴结等器官。转基因EL-4细胞种植小鼠后，MIP-1α组、B7-1组成瘤时间延长，成瘤率降低，平均肿瘤体积较对照组小，联合组成瘤性消失。 
胡锦跃等[6]将趋化因子MCP23和B7基因转染小鼠大肠癌CMT93细胞发现,能有效诱导抗大肠癌主动免疫。吴宜林等[7]研究发现MCP23能够 增强B7基因修饰U14 细胞瘤苗的抗肿瘤效果。本研究与以上研究结果一致，从接种转基因细胞对已形成的亲代肿瘤的治疗作用中发现，肿瘤体积自第4周起MIP-1α组、B7-1组、联合组与对照组比较均表现出显著性差异，而且联合组的肿瘤体积明显小于MIP-1α组、B7-1组和对照组；第6周处死一半小鼠，进行肿瘤重量统计分析亦发现，MIP-1α组和B7-1组肿瘤重量均明显小于对照组，联合组肿瘤重量明显小于MIP-1α组、B7-1组以及对照组。以上研究结果均表明，MIP-1α和B7-1基因能够诱导增强机体抗肿瘤的效应，在一定程度上抑制肿瘤细胞活性，抑制肿瘤生长速度，显示出一定的抗肿瘤效应。 另外，在王烈等[8]的研究中亦发现，MIP-1α和B7-1 基因共修饰的乳腺癌细胞皮下接种后，对亲代肿瘤体内生长的抑制作用及延长荷瘤大鼠的生存期，均优于单基因修饰或野生型乳腺癌细胞。MIP-1α和B7-1基因在多种肿瘤中已显现出明显的抗肿瘤效应。
在观察肿瘤侵袭转移中发现，MIP-1α组、B7-1组及联合组的肿瘤转移率均小于对照组，而且转移的器官数目明显减少，进一步提示转基因细胞注射后，肿瘤侵袭转移能力明显下降。生存观察发现，联合组荷瘤小鼠的平均生存期，均较单基因组、对照组明显延长。以上研究结果提示，基因转染EL-4细胞后，能够明显增强机体抗淋巴瘤的效应，抑制肿瘤的生长速度，促进肿瘤细胞凋亡坏死，减少肿瘤侵袭转移机率，延长平均生存期，而且联合基因转染效应明显强于单基因转染。
淋巴瘤的发生常常是多个基因改变的结果，纠正单个基因的治疗方法难以取得很好的疗效[9,10,11]。在本研究中亦发现联合组的抗肿瘤效果明显强于MIP-1α组和B7-1组，机体抗淋巴瘤的免疫作用会明显增强,为淋巴瘤的基因治疗提供了新的思路。在下一步的研究中，将对其抗肿瘤的分子机制进一步探讨，为多基因治疗淋巴瘤研究提供了一定的参考。
参考文献
1  刘伟，余英豪. 重组表达小鼠MIP-1α和B7-1基因的慢病毒载体的构建及鉴定[J]. 中国比较医学杂志,2012, 22(1): 54-61.
2  Sica GL, Choi IH, Zhu G, et al. B7-H4, a molecule of the B7 family,negatively regulates T cell immunity[J]. Immunity,2003, 18: 849-861.
3  Strieter RM, Belperio JA, Phillips RJ, et al. CXC chemokines in angiogenesis of cancer[J]. Semin Cancer Biol,2004,14:195-200.

4  Ben-Baruch A.The multifaceted roles of chemokines in malignancy[J]. Cancer Metastasis Rev,2006, 25: 357-371.
5  Davatelis G, Tekamp-Olson P, Wolpe SD, et al. Cloning and characterization of a cDNA for murine macrophage inflammatory protein (MIP), a novel monokine with inflammatory and chemokinetic properties[J]. J Exp Med, 1988,167: 1939-1944.

6 胡锦跃, 朱建高, 李官成, 等. 趋化因子MCP23基因和B7基因共转染诱导抗大肠癌主动免疫[J]. 中国肿瘤生物治疗杂志, 2002, 9 (2) : 77-81.
7 吴宜林, 陶光实, 陆　琳, 等. 趋化因子MCP23协同B7诱导小鼠抗宫颈癌的主动免疫效果[J]. 中国肿瘤生物治疗杂志,2001, 8 (2) : 98-101.
8 王烈，王振发，王瑜等. 趋化因子巨噬细胞炎性蛋白一1 基因和B7—1基因共转染诱导大鼠的抗乳腺癌免疫效应[J]. 中华实验外科杂志，2007，24（10）：1195-1197.
9 杨玉琪, 赵远. 人类疾病的转基因动物模型研究概述[J]. 中国比较医学杂志. 2005，15(3): 170-173.
10 张修彦，詹纯列.转基因肺癌动物模型研究进展[J]. 中国比较医学杂志，2012,22(10): 64-66
11 黄榕芳； 余英豪； 李博。N-甲基亚硝基脲诱导小鼠胸腺淋巴瘤TCR基因重排分析[J]. 中国比较医学杂志，2010，20(9): 7-11.



[image: image24.jpg]-‘EHI" -fv



[image: image25.jpg]


_1403902833

