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卡介苗HSP70基因转染HL-60细胞瘤苗制备及抗瘤机制的研究
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摘要: 目的 构建卡介苗（BCG）热休克蛋白70（HSP70）的真核表达载体，通过基因转染表达HL-60细胞表面，研究

其抗瘤作用和机制。方法 利用多聚酶链反应（PCR）方法扩增HSP70基因，与真核表达载体pDisplay连接，构建重组载体

pDisplay-HSP70，并利用脂质体2000将其转染HL-60细胞。HL-60细胞分为未转染的HL60-wt组、转染空载体pDisplay的
HL60-pDisplay组、转染重组载体pDisplay-HSP70的HL60-HSP70组，分别与外周血T淋巴细胞培养72 h，羟基荧光素二醋

酸盐琥珀酰亚胺酯（CFSE）标记和流式细胞术测定淋巴细胞增殖指数，ELISA法检测 IFN-γ水平；各组HL-60细胞与T淋巴

细胞混合培养6 d后获细胞毒性T淋巴细胞（CTL）效应细胞，加入HL-60靶细胞以不同效靶比共培育12 h，LDH释放改良

法检测 CTL细胞杀伤活性。结果 扩增获得的HSP70基因大小与理论值一致，重组载体 pDisplay-HSP70构建正确。

HSP70表达在转染后的HL-60细胞表面。转染后的HL-60细胞，即HL60-HSP70组能明显促进异体 T细胞扩增，该组

CFSE阳性率、IFN-γ含量、CTL杀伤率均高于HL60-wt和HL60-pDisplay组，差异均有统计学意义（P<0.05）；后两组间差异

则无统计学意义（P>0.05）；随效靶比增大，HL60-HSP70组CTL细胞杀伤活性逐渐增强，差异有统计学意义（P<0.05）。结

论 成功构建真核表达载体pDisplay-HSP70，并制备膜表面表达BCG HSP70的HL-60细胞瘤苗，HSP70基因转染后能明

显增强HL-60细胞的免疫原性。
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Abstract: Objectives To prepare the HL-60 cell vaccine expressing heat shock protein 70 (HSP70) of Bacille calmette-

Guérin (BCG), so as to study its anti-tumor effect and mechanism. Methods The whole BCG HSP70 gene was amplified from

BCG genome by polymerase chain reaction (PCR) and sub-cloned into the polyclone endonuclease sites in pDisplay. The recom-

binant vector of pDisplay-HSP70 was verified by sequencing. Then the HL-60 cell vaccine expressing the protein onto the cell

surface was prepared by lipofectamine transfection. To detect the immunogenicity of HL-60 cells expressing HSP70, the test

groups were divided into three subgroups, HL60-wt, HL60-pDisplay, and HL60-HSP70 respectively. Each group was cultured

with peripheral blood T cells for 72 h, then the proliferation indices of T cells were assayed by CFSE-staining method, and IFN-

γ were tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The HL-60 cells of different groups were cultured with peripher-

al blood T cells for 6d. The wild-type HL-60 cells were added and co-cultured for another 12h. Cytotoxicity assay was measured

by LDH release. Results (1) The fragment of BCG HSP70 was consistent with the theoretical value. DNA sequencing showed

that the recombinant vector of pDisplay-HSP70 was correctly constructed. (2) BCG HSP70 expressed onto the HL-60 cells sur-

face. (3) Detection of the immunogenicity: ① The most significant T cell proliferation was observed in the group of HSP70-

transfected HL-60 cells (P<0.05). There was no difference between the HL60-wt group and HL60-pDisplay group (P＞0.05).

② The contents of IFN-γ of the HSP70-HL60 group was the highest. ③ The inhibiting activity of CTLs on HL-60 cells in the

group of HSP70- transfected HL-60 cells was more significant than that of wide- type and pDisplay-- transfected HL-60 cells.

And with the increase of the E:T ratio, the inhibiting activity of CTLs in the HSP70-HL60 group was rising. Conclusions The

recombinant eukaryotic expression vector (pDisplay-HSP70) of BCG HSP70 was successfully constructed. And the HL-60 cell

vaccine expressing BCG HSP70 onto its surface was successfully prepared. The results showed that gene transfection of BCG

HSP70 could significantly enhance the immunogenicity of HL-60 cells.
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儿童白血病是可治愈性疾病，联合化疗可使急性

白血病患儿长期缓解率达 70%~80%[1]，但仍有大约

30%以上的患儿死于白血病复发[2]。微小残留病（mini⁃
mal residual disease，MRD）是复发的主要根源。单纯

化疗不能清除MRD，需靠机体免疫功能[3]。因白血病

细胞特异性抗原的免疫原性差，机体对其肿瘤细胞缺

乏特异性免疫应答。同时由于个体差异的存在，要实

现针对所有类型急性白血病的特异性免疫治疗，其最

佳途径是采用基因修饰的细胞疫苗。本课题组以往研

究发现，卡介苗（Bacille Calmette-Guérin，BCG）及灭活

BCG均能明显改善急性白血病患儿的免疫功能[4]。然

而，严重的不良反应阻碍了 BCG的临床应用；而且

BCG在传代和减毒过程中因发生菌株变异而导致免疫

效果不稳定。BCG热休克蛋白70（BCG heat shock pro⁃
tein 70，BCG HSP70）是BCG的主要抗原成分，免疫原

性强，具有免疫优势抗原特性，可以作为一种佐剂，强

烈刺激免疫系统针对肿瘤抗原的免疫反应，而不需要

其他的免疫佐剂 [5,6]。目前国内外对于BCG HSP70抗
肿瘤方面的研究主要包括BCG HSP70蛋白诱导的树

突状细胞体内抗瘤作用的研究，且主要作用于实体瘤

（黑色素瘤、肝癌、肝母细胞瘤、肠癌及胶质细胞瘤等）

的研究 [7-11]。对于白血病方面的作用尚无相关研究。

为此，本研究拟通过构建膜表达BCG HSP70的真核表

达载体，并修饰建立BCG HSP70表达于细胞膜表面的

急性早幼粒细胞株（HL-60）的细胞瘤苗，研究其抗瘤

作用及机制，进一步探讨BCG HSP70能否增强转染后

白血病细胞的免疫原性。

1 材料和方法

1.1 细胞来源

1.1.1 HL-60细胞株 HL-60细胞株购自中国科学

院上海生命科学研究院。以含 10%胎牛血清（FCS）、
100 U /ml青霉素和 100 μg/ml链霉素的 IMDM培养液

于 37℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中孵育，每 2~3 d半
量换液。

1.1.2 T淋巴细胞 无菌采集急性早幼粒细胞白血

病患儿外周血 5 ml，肝素抗凝后用淋巴细胞分离液

（Ficoll-paque）分离获得单个核细胞，37℃、5% CO2、饱

和湿度培养箱中贴壁 3~4 h，收集悬浮细胞，以含 10%
FCS、重组人白介素-2（rhIL-2，20 ng/ml，Invitrogen公
司）的RPMI-1640培养液于37℃、5% CO2、饱和湿度培

养箱中培养，第7天收获全部悬浮细胞，尼龙膜分离得

到T淋巴细胞。

1.2 方法

1.2.1 BCG HSP70基因重组载体构建 根据 Gene⁃

Bank中结核杆菌HSP70基因序列（NC_000962）设计合

成引物，其中分别在P1及P2的5’末端分别引入Bgl Ⅱ
和 Sma Ⅰ酶切位点（用下划线表示），上游引物Pl：5’-
GAAGATCTATGGCTCGTGCGGTCGGGAT-3’，下游引物

P2：5’-TCCCCCGGGTGATTTCCGTCCGTCACTTG-3’，进
行PCR扩增。纯化后的聚合酶链反应（PCR）产物经纯

化和限制性内切酶Bgl Ⅱ、Sma Ⅰ酶切后与经同样处

理的真核表达载体pDisplay（Invitrogen公司）建立进行

连接，转化大肠杆菌感受态细胞（E.coli Competent
Cells）DH5a（TaKaRa公司）中，抗生素筛选阳性重组克

隆行酶切及 PCR鉴定。核苷酸序列测定证实其准确

性，并命名为 pDisplay-HSP70。最终进行扩大培养及

无内毒素重组质粒DNA的大量提取。

1.2.2 脂质体转染和瘤苗表面修饰鉴定 按照说明

书，利用脂质体（lipofectamine）2000（Invitrogen公司）将

重组载体 pDisplay-HSP70转染到 HL-60细胞表面。

收集转染后的HL-60细胞，加入一抗鼠抗人热休克蛋

白 70 抗体（HSP-70）（Cambridge Bioscience公司），4℃
孵育过夜，PBS洗涤后，冷丙酮固定5~10 min；PBS洗涤

后加入二抗羊抗鼠 IgG/异硫氰酸荧光素（FITC）（Cam⁃
bridge Bioscience公司），4℃孵育 1 h；PBS缓冲液离心

洗涤后，加入DAPI染色液室温作用 20 min，PBS离心

洗涤，取1滴滴于载玻片，盖玻片轻盖后于共聚焦显微

镜下观察。

1.2.3 转染后HL-60细胞免疫原性检测 将HL-60
细胞分为未转染的HL-60细胞（HL60-wt）组、转染空

载体 pDisplay的HL-60细胞（HL60-pDisplay）组、转染

重组载体 pDisplay- HSP70 的 HL- 60 细胞（HL60-
HSP70）组。并进行下述检测：①淋巴细胞增殖能力测

定。将106/ml淋巴细胞与105/ml各组HL-60细胞混合

培养于 96孔板，37℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养

72 h后，收集细胞加入羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚

胺酯（CFSE）进行染色，37℃避光孵育30 min，5倍体积

的冷培养基终止反应，冰上孵育5 min后，离心沉淀细

胞，流式 488 nm激发光检测。②细胞因子干扰素-γ
（IFN-γ）水平检测。混合淋巴细胞培养72 h后，ELISA
法测定培养上清中 IFN-γ的含量（试剂盒购自 Jingmei
Biotech公司），测定完成后绘制相应的标准曲线。③
细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）杀伤活性检测。将 106/ml
淋巴细胞与 105/ml各组HL-60细胞混合培养于 96孔
板中，加入 rhIL-2（20 ng/ml）于37℃、5% CO2、饱和湿度

培养箱中培养6d，获得细胞毒T淋巴细胞，作为效应细

胞。调整对数生长期野生型HL-60细胞浓度为105/ml
作为靶细胞；按照效应细胞与靶细胞数目比分别为

10∶1、20∶1、40∶1、80∶1的比例加入效应细胞，混合培
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养 12h 后，离心收集细胞上清液，按照乳酸脱氢酶

（LDH）细胞毒性检测试剂盒（Genmed Scientifics公司）

说明进行LDH含量的检测，酶标仪上于波长490 nm处

测定吸光度（A）。杀伤活性=（实验组A-靶细胞自然

释放组A-效应细胞自然释放组A）/（靶细胞最大释放

组A-靶细胞自然释放组A）×100%。

1.3 统计学分析

应用 SPSS17.0统计软件进行数据分析，计量资料

以 x̄ ±s表示，正态分布资料多组间均数比较采用单因

素方差分析，两两比较采用LSD-t检验；非正态分布资

料采用秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BCG HSP70基因重组载体构建

如图1所示，将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，可

见约1 880 bp的片段，大小与GeneBank公布的结核杆

菌HSP70基因一致。如图 2所示，重组质粒经限制性

内切酶Bgl Ⅱ和 SmaⅠ分别进行双酶切，1%琼脂糖凝

胶电泳结果显示：靠近1 880 bp和5 000 bp稍上端处出

现片段（泳道 5），与目的片段HSP70（1 880 bp）和载体

pDisplay（5 300 bp）的理论值大致相等（泳道 4和泳道

3）；以重组质粒为模板进行 PCR扩增鉴定，可获得大

小约1 880 bp的片段（泳道6），证明HSP70基因已经连

接到表达载体 pDisplay上。重组质粒提取后进行测

序，结果证实插入片段HSP70序列与理论值完全一致，

并命名为pDisplay-HSP70。
2.2 膜表面表达BCG HSP70的HL-60细胞瘤苗制备

共聚焦显微镜下观察，转染后的HL-60细胞核呈

蓝色，细胞表面呈黄绿色荧光，提示BCG HSP70成功

表达在HL-60细胞膜表面。见图3。
2.3 转染后的HL-60细胞免疫原性检测

异体淋巴细胞增殖测定显示：CFSE阳性率分别为

（17.42±0.41）、（17.49±0.67）和（30.58±1.68），三组间差

异有统计学意义（F=15.84，P=0.001）。经两两比较发

现，HL60-HSP70组CFSE阳性率分别高于HL60-wt组
和 HL60-pDisplay 组，差异均有统计学意义（P 均<
0.05），提示HL60-HSP70组明显促进 T细胞扩增；而

HL60-pDisplay组与HL60-wt组间比较差异无统计学

意义（P>0.05）。见表1。
CTL细胞杀伤活性检测如表 1所示，在不同效靶

比（分别为 10:1、20:1、40:1、80:1）情况下，HL60-wt组、

HL60-pDisplay组和HL60-HSP70组三组的 CTL细胞

杀伤活性的差异均有统计学意义（H=5.82、5.97、5.89、
6.10，P均<0.05），且均以HL60-HSP70组的 CTL细胞

杀伤活性为最高。

泳道1. HSP70片段；泳道2. DNA标记 (DL2000)
图1 HSP70扩增片段的琼脂糖凝胶电泳
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泳道1. DNA 标记 (DL2000)；泳道2. HSP70片段；泳道3. Bgl Ⅱ
和 Sma Ⅰ双酶切后的pDisplay载体；泳道4. Bgl Ⅱ 和 Sma Ⅰ双

酶切后的HSP70片段；泳道5. Bgl Ⅱ和 Sma Ⅰ双酶切后的重组

载体pDisplay-HSP70；泳道6. PCR 扩增产物（pDisplay-HSP70为
模板）；泳道7. DNA 标记 (DL15000)
图2 重组载体pDisplay-HSP70鉴定
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图3 瘤苗表面修饰鉴定
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当效靶比从10∶1递增至80∶1，HL60-wt组、HL60-
pDisplay组和HL60-HSP70组的CTL细胞杀伤活性在

各效靶比之间的差异均有统计学意义（H=7.50～7.98，
P均<0.05），且CTL细胞杀伤活性均呈逐渐增强趋势。

见表2。
HL60-wt组、HL60-pDisplay组和HL60-HSP70组

的细胞因子 IFN-γ水平分别为（100.23±3.55）pg/ml、
（102.68±3.23）pg/ml和（146.01±2.98）pg/ml，三组差异

有统计学意义（F=56.10，P=0.000）。经两两比较发现，

HL60-HSP70组的 IFN-γ水平明显高于HL60-wt组和

HL60-pDisplay组，差异均有统计学意义（P均<0.05）；
HL60-pDisplay组与HL60-wt组间的差异无统计学意

义（P>0.05）。见表1。
3 讨论

免疫疗法是治疗儿童急性白血病最有希望的一条

治愈途径，是放化疗的有力补充，尤其在清除MRD、预
防白血病复发方面具有重要意义。另外，免疫疗法还

有非特异性刺激骨髓的作用，通过促进正常干细胞的

增生，从而使机体能耐受较大剂量的化疗且不易发生

骨髓衰竭[12]。

由于白血病细胞缺乏激发机体免疫应答所必需的

成分，宿主T细胞不能有效识别和杀伤白血病细胞，从

而发生白血病细胞的免疫逃逸。同时，由于机体免疫

功能异常，削弱了对白血病细胞的免疫监视功能，进而

免疫清除能力下降，最终发生白血病细胞恶性克隆性

地无节制增殖[13,14]。因此，如何更好激发机体抗肿瘤免

疫，提高机体免疫功能成为研究的热点。

BCG HSP70是 BCG的主要抗原成分，免疫原性

强，具有免疫优势抗原特性，可诱导和增强机体细胞免

疫和体液免疫的发生 [15]。研究表明，HSP70家族蛋白

能增强肿瘤细胞对肿瘤抗原的加工与呈递，上调主要

组织相容性复合体（MHC）-Ⅰ分子水平，直接激活肿瘤

特异性的T细胞反应；而且HSP70本身具有很强的免

疫原性，可作为一种佐剂，而不需要其他免疫佐剂；再

者，HSP在全细胞瘤苗中使用具有独特优越性，即无需

鉴定和分离肿瘤抗原，且不受肿瘤抗原调变的影响，以

及打破了肿瘤的免疫耐受和避免免疫逃逸问题[16-18]。

从经典的免疫学角度分析，免疫杀伤的靶细胞是

肿瘤细胞。由于其具有各种可能的肿瘤抗原，因此采

用肿瘤细胞作为疫苗是最佳选择[19]。同时，要从根本

上解决白血病细胞本身免疫原性差，不能诱发产生抗

自身肿瘤特异性细胞免疫反应的问题；以及儿童白血

病患儿之间存在个体差异性问题，要实现针对所有类

型急性白血病的个体化、特异性免疫治疗的最佳途径，

是采用基因修饰的细胞疫苗。因此，本研究将 BCG
HSP70基因与具有多克隆酶切位点的上游有小鼠κ链
信号肽序列，下游有血小板来源的生长因子受体

（PDGFR）跨膜序列特点的哺乳动物表面展示系统

pDisplay 载体连接，成功构建了重组载体 pDisplay-
HSP70，并制备了膜表面表达BCG HSP70的HL-60细
胞瘤苗。

白血病细胞免疫原性的强弱主要通过测定淋巴细

胞增殖能力、分泌细胞因子的功能以及CTL的杀伤活

性来衡量。目前国内多采用MTT法及放射性同位素

方法检测混合淋巴细胞培养（MLTC）后淋巴细胞的增

殖情况，但MTT方法粗糙易影响统计学结果，放射性

同位素方法存在不安全隐患[20, 21]。本研究采用较为先

进的CFSE荧光染料结合流式细胞术方法，避免了上述

两种方法的负性后果。结果显示BCG HSP70基因转

染后的HL-60细胞能明显增强淋巴细胞增殖反应。

IFN-γ促进Th0细胞分化成Th1，并能促进CTL细
胞的成熟及活性[22]。本研究结果显示BCG HSP70基因

转染后的HL-60细胞能明显提高 IFN-γ的分泌水平。

另外，目前国内外研究多采用LDH释放试验检测

NK细胞和（或）淋巴细胞的杀伤活性[23,24]。本研究采用

此方法测定 CTL 细胞的杀伤活性，结果显示 BCG
HSP70基因转染后HL-60细胞的CTL杀伤率明显高于

表1 异体淋巴细胞增殖及CFSE IFN-γ分泌水平

组 别

HL60-wt组
HL60-pDisplay组
HL60-HSP70组

F值

P

CFSE(+) (%)
17.42±0.41
17.49±0.67
30.58±1.68

15.48
0.001

IFN-γ (pg/ml)
100.23±3.55
102.68±3.23
146.01±2.98

56.10
0.000

( x̄ ±s)

表2 细胞杀伤活性检测

组 别

HL60-wt组

HL60-pDisplay组

HL60-HSP70组

H值

P

效靶比

A (10∶1)

4.75±3.98

4.59±4.37

14.11±7.48

5.82

0.041

B (20∶1)

7.49±5.11

7.43±6.46

37.99±13.11

5.97

0.037

C (40∶1)

14.52±11.38

15.22±14.68

58.73±21.11

5.89

0.039

D (80∶1)

37.36±15.76

38.25±19.24

76.34±22.94

6.10

0.036

H值

7.50

7.66

7.98

P

0.043

0.037

0.011

( x̄ ±s，%)
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野生型HL-60组和空载体 pDisplay转染的HL-60，提
示 BCG HSP70的基因转染能明显增强同种异体 CTL
细胞对白血病细胞的杀伤活性。

基于以上体外实验，本研究成功构建BCG HSP70
的真核表达载体 pDisplay-HSP70，并将BCG HSP70成

功转染到HL-60细胞膜表面，完成膜表面表达 BCG
HSP70的HL-60细胞瘤苗的制备；同时，BCG HSP70基
因转染后能明显增强HL-60细胞的免疫原性。采用

BCG HSP70基因修饰的细胞疫苗在实现针对所有类型

急性白血病的个体化、特异性免疫治疗方面具有广泛

的应用前景。
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