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Abstract 

·AIM ：To observe the therapeutic e仟ect of interleukin一1 2 

(IL一12)gene modified tumor celI vaccine combinated with 

CpG oIigodeoxynucIe0tide (CpG—ODN) on intraocula r 

melanoma． 

·METHODS： ModeI mice bearing tumOr were divided 

into 3 groups，respectively phosphate—buffered saline(PBS) 

treatment g roup． IL-1 2 gene m odified tumor celI vac— 

cine(G1、，)treatment g roup and GTV combinated with 

CpG—ODN(GTVC)treatment group．30mL PBS，30mL(3．0× 

10 cells、inactivated GTV and GTVC containing 20mg CpG— 

ODN were respectively injected into subconjunctiva of 

mice bea ring tumor 3 days and 1 0 days after bearing 

tumor mouse modeI had been estabIished．The time of 

cornea diabrosis，metastases into cervical IVmph nodes 

and lung，surviva J time and ratio of CD4 and CD8 T cells 

in peripheral blood were observed． 

·RESULTS：The time of cornea diabrosis in GTVC group 

or GTV group was later than that in PBS group，but no 

statisticaI di什erence between GTVC g roup and GTV 

group．Metastatic incidence in cervical lymph nodes of 

GTVC group mice or GTV group mice was lower than that 

in PBS group 18 days after the modeI had been establi— 

shed． There was no statistical di仟erence in metastatic 

incidence between GTV group and GTVC group． Meta— 

static incidence in lungs of GTVC group mice was Iower 

than that in PBS group or in GTV group 28 days after the 

model had been established． There was statisticaI 

di仟erence in metastatic incidence respectively between 

PBS group and GTV group， Compared with negative 

control(NC)g roup，the ratio of CD4 and CDB T cells in 

peripheral blood was lower in PBS group and GTV group． 

There was Do statistica J difference on the ratio betw een 

GTVC group and NC group． The survival time in GTVC 

g roup was longer than that in PBS group and GTV group， 

but no difference between PBS group and GTV group． 

·CONCLUSION：CpG—ODN can enhance the therapeutic 

effect of IL一12 gene modified tumor cell vaccine on 

intraocuIa r melanoma． 

·KEYW 0RDS：Interleukin 1 2：gene modified tumor vac- 

ciRe；CpG—ODN；intraocular melanoma；immunotherapy 

Zhao J，Huang LN，Cheng HB，et a1．Study on treating intraocular 

melanoma in mice with IL一12 gene modified tumor cell vaccine 

combinated with CpG—ODN．／st J Ophthalmol(G．oji Yanke zazhj) 

2009；9(6)：1066—1068 

摘要 

目的：观察白细胞介素一12(Interleukin一12，IL-12)基因修饰 

瘤苗联合含非甲基化的胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸(CpG)基 

序的寡脱氧核苷酸(oligodeoxynucletide，ODN)即 CpG．ODN 

治疗小鼠眼内黑色素瘤的疗效。 

方法：将荷瘤模型鼠分为磷酸盐缓冲液(phosphate．buffered 

saline，PBS)治疗组，IL一12基因修饰肿瘤细胞疫苗(gene 

modified tumor cell vaccine，GTV)治疗组及 GTV联合CpG． 

ODN(GTVC)治疗组；鼠荷瘤模型建立后的第 3d及第 10d 

分别在各组鼠结膜下注射 30p~L PBS，30 L(3．0 x 10 个细 

胞)灭活的 GTV及含 20t~g CpG—ODN灭活的 GTV，进行角 

膜溃破时间、淋巴结和肺部转移瘤发生率、生存时间及外 

周血 CD 和 CD T细胞比例的观测。 

结果：GTV组及 GTVC组角膜溃破晚于 PBS组时间，前两 

组问差异无统计学意义；鼠荷瘤模型建立后的第 18d，GTV 

组及GTVC组颈部淋巴结转移瘤发生率低于PBS组，前两 

组组间差异无统计学意义；鼠荷瘤模型建立后的第 28d， 

GTVC组鼠肺转移瘤发生率低于PBS组及GTV组，后两组 

组问差异无统计 学意义；PBS组及 GTV组 的外周血 中 

CD 与 CD T细胞 比值下降，GTVC组与阴性对照组组 

间差异无统计学意 义；GTVC组小 鼠生存 时间长于另 

两组 。 

结论：新型免疫佐剂 CpG—ODN可增强 IL一12基因修饰瘤 

苗的抗眼内黑色素瘤效应。 

关键词：白细胞介素 12；基因修饰瘤苗；胞嘧啶鸟嘌呤寡 

脱氧核苷酸；眼内黑色素瘤 ；免疫治疗 
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0引言 

在本研究组系列研究巾发现白细胞介素一l2(Interleukin一 

12，II 一12)基因修饰瘤苗抗肿瘤效应优于野生型瘤苗 ，表 

现在应用 IL一12基 修饰瘤苗治疗小 鼠眼内黑色素瘤 的 

早期具有一定的疗效即使眼内移植性黑色素瘤溃破角膜 

的时间延长及淋巴结转移率瘤发生率降低 ，但晚期疗效欠 

佳，不能使荷瘤鼠生存时问延长等 ，}天I此有必要寻求更 

为有效的治疗方法。在此研究基础上本研究组应用 IL一12 

基因修饰瘤苗联合新型免疫佐剂 CpG对小 鼠眼内黑色素 

瘤进行治疗观察。 

1材料和方法 

1．1材料 黑色素瘤细胞系 B16F10(本研究室冻存 )；健 

康C57BL／6小鼠(南方医科大学动物巾心提供)；CpG—ODN 

1668(序列 ：TCCATGACGTTcCTGATGCT，全链磷酸硫代修 

饰，上海申友生物技术有限责任公司合成)。 

1．2方法 

1．2．1瘤苗的获取 应用黄丽娜等 系列研究中获取的 

逆转录病毒表达载体 pLXmlL一12SN感染的 Bl6F10细胞， 

即获取 的小 鼠 IL一12(mouse IL一12，mlI 一l2)基冈修饰的 

B16F10(B16F10一mlL一12)细胞。收集对数生长期 B16F10 

及 B16F10一naiL—l2细胞，PBS洗涤 2次，调整细胞密度为 

1．0 X 10 ／mL，溶于 PBS中，上述两种细胞分别应用 27Gv Co 

照射(根据预实验的结果确定剂量 )制备这两种细胞的灭 

活瘤苗。 

1．2．2动物分组 每治疗组各 24只荷瘤 C57BL／6小 鼠。 

PBS治疗组即结膜下注射 PBS组 ；基冈修饰肿瘤细胞疫 

苗(gene modified tumor cell vaccine，GTV)治疗组即结膜 

下注射灭活的 B16F10一mIL一12细胞组 ；GTV联合含非 甲 

基化的胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸(CpG)基序的寡脱氧核苷 

酸(0ligodeoxynucletide，ODN)且 CpG—ODN(GTV+CpG ODN， 

GTVC)治疗组即结膜下注射灭活的 B16F10一mIL一12细胞 

及 201xg CpG—ODN组。非治疗组 8只健康的 C57BL／6小 

鼠，未经任何处置，作为行流式细胞仪检查外周血 CD 和 

CD T细胞数量时的阴性对照(negative control，NC)组。 

1．2．3治疗过程 (1)小鼠前房内移植 B16FIO细胞复制 

小鼠前房内移植性黑色素瘤模型，参照本研究组赵军等 j 

报道的方法。(2)鼠荷瘤模型建立后第 3，lOd，在乙醚吸 

人麻醉下分别于每组荷瘤模型鼠结膜下注射 30txl PBS， 

30 L灭活的 GTV及含201xg CpG—ODN灭活的GTV。 

1．2．4指标观测 (1)角膜溃破时间即小鼠前房内移植性 

黑色素瘤溃破角膜全层的初始天数。(2)肿瘤的颈部淋 

巴结及肺部转移的观察：小鼠前房内移植黑色素瘤后 18d 

及 28d分别处死每组 8只荷瘤鼠，解剖颈部淋巴结及肺 

部，手术显微镜下观察淋 巴结及肺部有无黑点或黑块 ，并 

结合病理切片证实，以出现黑点或黑块定为转移。(3)生 

存时间的观察 ：常规食水喂养每组荷瘤 鼠，直至每组鼠全 

部死亡，记录其从荷瘤到死亡的天数。 

1．2．5外周血中 CD 与 CD T细胞的检测 分别于每 

组小鼠前房内移植性黑色素瘤模型建立后4wk断尾取血 

40IxL，分别加入 PE标 卜已的 CD。单抗及 FITC标记的 CD 

表 2 各组淋巴结及肺部转移瘤发生情况 n(％) 

表3 外周血GD 和CD。 T细胞数量比值 (元±S) 

分组 

NC 

PBS 

7’ 

GTVC 

单抗 5 L和 201xL，常规方法处理标本并进行流式细胞术 

分析，计数 1万个细胞中的染色阳性细胞百分数。 

统计学分析 ：全部数据使用 SPSS 11．0统计软件包进 

行处理，角膜溃破时问及生存时间采用 Kaplan—Meier法的 

生存分析，淋巴结及肺转移瘤阳性率比较采用列联表费歇 

尔精确检验法分析，外周血淋巴细胞亚群细胞数量比较采 

用单因素方差分析，以P<0．05为差异有统计学意义。 

2结果 

2．1不同治疗方案对角膜溃破时间和生存时间的影响 

GTV组及 GTVC组角膜溃破时问晚于 PBS组(P<0．05)， 

GTV组及 GTVC组间差异无统计学意义(P>0．05，表 1)。 

GTVC组小鼠生存时间长于另两组 (P<0．05)，GTV组荷 

瘤小 鼠生存 时间和 PBS组 间差异无 统计学意 义(P> 

0．05．表 1)。 

2．2不同治疗方案对颈部淋巴结及肺部转移瘤发生率的 

影响 鼠荷瘤模型建立后第 18d，PBS组 100％小鼠、GTV 

组及 GTVC组均为 25％小鼠出现移植肿瘤细胞眼同侧的 

颈部淋巴结肿大 ，出现黑点或小黑块 ，并结合病理切 片 

证实，即出现淋巴结转移瘤，前一组及后两组问差异分 

别具有统计学意义(P<0．05)，后两组间差异无统计学 

意义(P>0．05，表 2)。鼠荷瘤模型建立后第 28d，PBS组 

所有小鼠、GTV组 75％小鼠及 GTVC组 13％小鼠肺表面 

均可见散在黑点 ，并结合病理切片证实，即出现肺部转移 

瘤 ，GTVC组与另两组间肺部转移瘤发生率 的差异有统 

计学意义(P<0．05)，PBS组及 GTV组间差异无统计学 

意义(P>0．05，表 2)。 

2．3不同治疗方案对外周血淋巴细胞亚群的影响 小鼠 

眼内移植黑色素瘤 B16F10细胞后采取 了不 同的治疗 ， 

4wk后断尾取血 ，应用流式细胞术分析 CD 与 CD T细 

胞的比值变化。结果显示 ：PBS组及 GTV组与 NC组分 

别比较，CD ／CD 比值均下降(F：25．54，P<0．05)， 

GTVC组与 NC组 间差异无统计学意义(F=25．54，P> 

0．05，表 3)。 

3讨论 

葡萄膜黑色素瘤是成人眼内最常见的恶性肿瘤 ，易转 

1O67 

—6 5 7 8 —O 0 0 O 一 c； 

／ 一± ± ± ± 

一5 5 0 ● 一4 ● 2 4 ( 一 ． ． ． ． 



国际眼科杂志 2009年6月 

电话：029~2245172 83085628 

第9卷 第 6期 wvvw．1JO．cn 

电子信箱：UO．2000@163．corn 

移致使患者死亡，至今仍无特别有效的治疗方法。免疫治 

疗是目前对其进行探索性治疗的方法之一。但眼部黑色 

素瘤细胞免疫原性低和／或机体的免疫功能的受到障碍 ， 

免疫系统不能有效地对肿瘤细胞进行免疫监视及排斥。 

鉴于此，可通过对增强肿瘤细胞免疫原性的方法提高免疫 

疗效。措施之一即在体外对肿瘤细胞进行基因修饰，以增 

强肿瘤细胞的免疫原性 ，提高瘤苗的疗效。IL—l2基因修 

饰瘤苗在一些实验性肿瘤治疗上获得了较佳的疗效，同时 

避免了直接应用 IL—l2所产生的毒副作用，引起了越来越 

多的关注 。另一种有效地提高瘤苗免疫原性的方法 

是应用适宜的的免疫佐剂。黑色素瘤特异性主动免疫治 

疗要求佐剂的参与 。免疫佐剂的种类较多，如弗氏佐剂 

和生物性的佐剂如卡介苗等，都起到了不同程度的免疫增 

强作用。而含非甲基化的胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸即基序 

的寡脱氧核苷酸 CpG—ODN具有更高的免疫增强活性，无 

明显的毒副作用，作为一种新型佐剂倍受关注 。CpG— 

ODN可活化巨噬细胞 、树突状细胞和自然杀伤细胞 、间接 

激活 T细胞 、刺激 B细胞的分化以及刺激细胞因子 IL一12、 

干扰素一̂v等表达的作用，形成免疫调节网络，但其调控的 

精确分子机制尚不清楚 。CpG—ODN作为佐剂，可有 

多种不同的序列选择，本实验选用的是 CpG—ODN 1668，是 

已被实验证实具有佐剂作用 的一种⋯‘ ’ 。我们所检测 

的指标范围内，IL—l2基因修饰瘤苗联合佐剂 CpG—ODN治 

疗起到了更为明显的治疗作用，不仅在早期使肿瘤溃破角 

膜的时间延长及淋巴结转移率降低，而且在晚期使荷瘤鼠 

肿瘤肺转移率下降以及荷瘤鼠生存时间的延长，这提示 

CpG—ODN增 强了 IL—l2基 因修饰瘤 苗的抗肿瘤效 应。 

CD 和 CD T细胞是免疫细胞中最重要的调节成分 ， 

CD 和 CD T细胞数量的变化原因较为复杂。通常情 

况下，CD ／CD 之比升高或下降提示机体免疫应答的正调 

节或免疫功能低下。各组小鼠荷瘤 4wk后外周血 CD ／ 

CD 比值显示 ：PBS治疗组和 GTV治疗组 CD ／CD 比值 

低于对照组 ，提示这两组免疫功能低下 ，而 GTVC治疗组 

CD ／CD 比值下降不明显 ，提示该组在此时间点免疫功能 

下降不明显，这与各组的疗效一致。 

IL一12基因修饰瘤苗及基冈修饰瘤苗联合佐剂 CpG— 

ODN治疗，均未使荷瘤小鼠肿瘤完全消退而无瘤生存 ，所 

有荷瘤小鼠最终均因该肿瘤而死亡，因此寻找更佳的瘤苗 

治疗方案及其它更为有效的治疗方案有待进一步的研究。 
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