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　　【摘　要】　目的 :探讨增殖选择性腺病毒 H101对造血干细胞体外净化的效果。方法 :通过集落形成法、MTT比色法 ,观

察 H101对乳腺癌细胞及造血干细胞增殖的影响。应用 RT2PCR检测 CK219mRNA表达 ,并结合肿瘤细胞集落形成法 ,建立

H101净化效果的评价体系。在此基础上 ,评价 H101模拟体外净化乳腺癌细胞和造血干细胞混合物的效果。结果 : H101对乳

腺癌细胞有显著的杀伤效应 ,在 0～400MO I感染滴度范围内 ,存在明确的剂量效应关系 ,但 H101对造血干细胞毒性较小 ,感

染滴度达 800MO I时对细胞增殖能力仍无明显影响。建立了 RT2PCR及肿瘤细胞集落形成两种评价净化效率的方法 ,瘤细胞

检测敏感度均可达 6个对数级。模拟净化试验中 , H101在感染滴度≥200MO I、混合培养体积 1m l、混合培养时间 2小时 ,可以

达到 5个对数级的乳腺癌细胞清除率 ,而对造血干细胞功能影响很小。结论 :增殖选择性腺病毒可靶向净化造血干细胞中混

有的乳腺癌细胞 ,为乳腺癌患者自体造血干细胞移植物的体外净化提供了新途径。
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　　【Abstract】　O bjective: In vitro, to develop a new method for purging the tumor cells from hematopoietic stem cell ( HSC)

p roducts by using a redup lication2selective recombinant adenovirus H101. M ethods: The cytopathic effects of H101 on breast cancer

cellMDA2MB2231 and HSC were detected byMTT colorimetry and colony2form ing uint (CFU) . An evaluating system to app raise the

purging effect of H101 was set up by CFU2T and RT2PCR amp lification of human cytokeratin219 specific sequence. Finally, in vitro

simulating clinical purging p rocedure, we observed the efficiency of the above mentioned purging method. Results: Proliferative activity

of MDA2MB2231 decreased with the increasing dose of H101 in the range of 0～400MO I. The clonogenic potential of the HSC was rare2
ly affected by H101 even at 800MO I. A sensitive evaluating system was built up, by which 6 log level contam ination ofMDA2MB2231

in HSC was detected with RT2PCR and CFU2T. Following these studies, in vitro simulating purging p rocedure under op timal condi2
tions, H101 induced 5 log level elim ination of contam inatingMDA2MB2231, while had little effect on the colonegenic form ing potential

of HSC. Conclusion:Co2incubation with H101 potentially p rovides a highly effective method for purging in vitro breast cancer cells

from grafts p rior to autologous transp lantation.

　　【Key W ords】　Redup lication2selective recombinant adenovirus; 　B reast cancer; 　Hematopoietic stem cell; 　Purging in vitro

　　化疗药物剂量强度是影响乳腺癌化疗疗效的重

要因素 ,但高剂量化疗联合自体造血干细胞移植

(HDC +AHSCT)治疗乳腺癌的地位目前尚未确立。

最新的多中心随机对照研究结果显示 , HDC + AH2

SCT较常规化疗可显著提高患者的无病生存期和总

生存期 [ 1 ] ,这提示 HDC +AHSCT治疗乳腺癌仍值得

进一步探讨。乳腺癌患者的骨髓侵犯是影响自体移

植疗效的重要因素 ,净化去除自体移植物中混有的
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肿瘤细胞 ,可望进一步提高患者的移植效果。造血

干细胞与乳腺癌细胞表面腺病毒受体存在巨大差

异 ,使腺病毒介导的基因治疗靶向净化成为可能 ,为

体外净化提供了新思路 [ 2, 3 ]。近年增殖选择性腺病

毒突出的抗肿瘤活性 ,引起人们的广泛关注 [ 4, 5 ] ,应

用这类病毒选择性净化自体移植物 ,自然成为该领

域的研究方向。目前已研发成功的增殖选择性腺病

毒有美国 ONYX公司的 ONYX2015,以及中国上海

三维生物技术有限公司的 H101。本实验选择 H101

进行体外模拟净化造血干细胞的相关研究 ,现将研

究结果报告如下。

1　材料和方法

111　材料　 (1)细胞及培养基 : MDA2MB 2231乳腺

癌细胞购自中国医学科学院基础所细胞库 ;外周血

单核细胞 ( PBMNC)来自军事医学科学院附属医院

血库 ;造血干细胞粒—单核细胞集落形成 ( CFU2
GM )培养基为美国 Stem Cell公司产品。 (2)病毒药

物 :携带荧光蛋白的复制缺陷腺病毒 (Ad2GFP) 由

军事医学科学院全军重点实验血液学实验室王谰博

士后提供 ; H101由上海三维生物技术公司提供。

(3) RT2PCR相关材料 : RNA提取试剂盒、反转录及

PCR一步法试剂盒均为美国 Promega公司产品。

(4)引物设计 : CK219上下游引物序列分别为 : 5’2
ACA GCC ACT ACT ACA CGA CCA T23’, 5’2GA

GTG TGT CTT CCA AGG CAG CT23’,预期扩增片段
长度 592bp。同时以 GAPDH为内参照 ,以此判断

RNA是否降解 ,扩增片段为 390bp。均由上海博亚

生物工程公司合成。

112　方法

11211　评价 H101对乳腺癌细胞、造血干细胞的杀

伤效应　 (1)MTT法评价 H101对 MDA2MB 2231细

胞的杀伤效应 :选取状态良好的对数生长期的

MDA2MB 2231细胞 ,以每孔 7 ×10
3 细胞接种于 96

孔板 , 24小时后 ,吸尽培养液 ,每孔加 100μl无血清

培养液。H101及对照 Ad2GFP分别以 0、1215、25、

50、100、200、400MO I滴度转染细胞 ,各滴度均设 3

孔平行对照。37℃晃动混匀培养 2小时 ,补加含血

清培养液 ,置孵箱继续培养 96小时 ,行常规方法

MTT检测 [ 6 ] ,计算不同感染滴度细胞存活率 ;绘制

剂量—细胞抑制率曲线 ,计算半数抑制药物剂量

( IC50 )。细胞存活率 ( % ) = (加药细胞 OD值 -空

白细胞 OD值 ) / (对照细胞 OD值 -空白细胞 OD

值 ) ×100%。 (2)肿瘤细胞集落形成 (CFU2T)法评

价 H101对 MDA2MB2231细胞的杀伤效应 :取对数

生长期的 MDA2MB 2231细胞 ,每 60mm皿中接种 1

000个细胞 ,培养 24小时后 ,吸尽培养液 ,每皿加

200μl无血清培养液 ,分别以 0、1215、25、50、100、

200、400MO I滴度转染 H101、Ad2GFP,各滴度均设

3皿平行对照。晃动混匀培养 2小时后补加含血清

培养液 ,继续培养。7～14天出现肉眼可见集落时 ,

终止培养 , PBS轻洗 , 012%结晶紫染色 15分钟 ,清

水冲洗后干燥 ,显微镜下计数大于 50个细胞的集落

数。 (3)粒一单核细胞集落形成单位 ( CFU2GM )法

评价 H101对造血干细胞增殖的影响 :新鲜分离的

PBMNC细胞 ,经流式细胞仪计数 CD34
+细胞数后 ,

以每孔 2 000个 CD34
+细胞接种于 24孔板 ,加 200μl

DMEM ,分别接受 0、100、200、400、600、800、1 000、

1 600MO I的 H101、Ad2GFP转染 ,各滴度均设 3孔

平行对照。37℃混匀晃动培养 2小时 ,加入半固体

CFU2GM培养液 ,混匀后继续孵箱培养 ,其余同方法

(2)。

11212　建立 H101净化效率的评价体系 　 ( 1) RT2
PCR检测 CK219mRNA表达法净化评价体系的建

立 :消化、计数 MDA2MB 2231细胞 ,计算每毫升悬液

所含细胞数 ,并进行共 6个浓度的倍比稀释。将已

知浓度的细胞悬液各与 1 ×10
7个 PBMNC混合 ,使

最终混合比例分别为 1∶102、1∶103、1∶104、1∶105、1∶

10
6、1∶10

7。以 Promega RNAgents Total RNA Isola2
tion System试剂盒 ,分别提取上述样本 RNA。使用

Promega Access RT2PCR System试剂盒 ,反应体系

50μl,参照试剂盒说明行一步法 CK219 mRNA RT2
PCR扩增 ,同时每组体系均设立 GAPDH为内参照。

反应条件如下 : 48℃ 45m in, 94℃ 2m in,进入 PCR循

环 , 94℃ 30 s、60℃ 1m in、68℃ 2m in,共 40个循环 ,

68℃ 7m in延长 , 4℃保存。取反应产物 5μl,常规行

115%琼脂糖凝胶电泳。凝胶成像系统观察 :如在

390bp处出现清晰条带者可证实 RNA无降解和反

应体系适当。如反应产物在 592bp处出现清晰条带

者为待测标本 CK219mRNA阳性 ,无此条带者为阴

性。 (2) CFU2T法净化评价体系的建立 :选取对数

生长期的 MDA2MB2231细胞 ,计数 ,并倍比稀释。

每 35mm皿中各加入 1 ×107个 PBMNC为本底 ,再

分别加入以下 4个浓度梯度的 MDA2MB 2231细胞 :

10
3

, 10
2

, 10
1

, 1个。每浓度梯度均设 3个平行对

照。补足 DMEM培养 ,余下方法同 11211 (2)。
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11213　H101模拟体外净化造血干细胞与乳腺癌细

胞混合物 　把 MDA2MB 2231细胞与 PBMNC以 1∶

100比例混合 ( 1 ×10
5个 MDA2MB2231细胞混入 1

×107个 PBMNC) ,以 MDA2MB 2231细胞为转染目

标细胞 , H101、Ad2GFP分别以 0、25、50、100、200、

400、800mol滴度 ,转染混合培养细胞。病毒—细胞

混合培养体积为 1m l,混合培养时间为 2小时。之

后分别行 CFU2T和 RT2PCR实验 ,以优化最佳病毒

感染滴度 ,并评价净化效率。同时行造血干细胞

CFU2GM检测 ,评价对干细胞增殖能力的影响。

113　统计学方法 　采用 SAS统计软件包处理 ,文

中的数据以均数 �x ±s表示 ,采用重复测量设计资料

的方差分析进行统计学处理。组间相比较以 P <

0105表示有明显差异。

2　结　果

211　H101对乳腺癌细胞及造血干细胞杀伤作用

21111　对乳腺癌细胞杀伤作用 　H101对 MDA2
MB 2231细胞有显著杀伤作用 ,且呈明显的剂量 2效
应关系。统计结果显示 , H101各感染滴度下对

MDA2MB 2231细胞活力抑制率与 Ad2GFP相比 ,均

差异显著 ( P < 0105 )。MTT比色法 96小时检测 ,

H101对 MDA2MB 2231细胞的 IC50为 25MO I CFU2T
法体外培养 14天 , H101的 IC50为 211MO I。参见图

1、图 2。

图 1　H101对 MDA2MB 2231细胞的杀伤效应 (96

小时 MTT比色法 )

21112　对造血干细胞功能的影响 　H101在 ≤

800MO I感染滴度时对造血干细胞 CFU2GM形成能

力无明显影响 ,与对照 Ad2GFP组相似 ,两组差异无

统计学意义 ( P > 0105 ) ;当感染滴度 ≥1 000MO I

时 ,则明显抑制 CFU2GM形成能力 ,与对照 Ad2GFP

组差异显著 ( P < 0105)。参见图 3。

图 2　H101对 MDA2MB 2231细胞的杀伤效应

(CFU2T法 )

图 3　H101对造血干细胞 CFU2GM形成的影响

212　净化效果评价体系建立

21211　RT2PCR检测 CK219mRNA的表达　提取各

样本 RNA后 ,分光光度计检测 OD值 ,确定各样本

A260 /A280 > 118,表明提取 RNA纯度高 ,排除 RNA

酶污染可能。进一步行 RT2PCR实验发现 ,在内参

照均良好扩增的情况下 , MDA2MB2231 细胞与

PBMNC系列倍比稀释的 6个数量级细胞密度中 ,

CK219 mRNA阳性分析的最低级别为 1∶10
6

,即每

10
7个 PBMNC细胞中混有 10个乳腺癌细胞便可检

出 ,而 1∶10
7组未能检出 CK219的表达。证明 RT2

PCR技术可达到 6个对数级的检出率 ,敏感度较高。

参见图 4。

21212　集落形成敏感度实验　结果显示 ,每 10
7个

PBMNC中 ,混有 10
1个 MDA2MB 2231细胞即可观察

到集落形成 ;但混有 1个 MDA2MB2231细胞时未能

形成集落 ,该实验的敏感度亦可达 6个对数级。参

见图 5。

213　H101模拟体外净化造血干细胞与乳腺癌细胞

混合物　由 21211可知 ,该 PCR体系检测敏感度为

6个对数级 ,故在内参照正常扩增前提下 ,每 10
7个

·652· 　临床肿瘤学杂志 2006年 4月第 11卷第 4期　Chinese Clinical Oncology, Ap r. 2006, Vol. 11, No. 4　



lineM∶marker; line1、3、5、7、9、11:各浓度梯度 MDA2MB2231细胞
CK219mRNA表达 (MDA2MB2231与 PBMNC的混合梯度依次为 1

∶102、1∶103、1∶104、1∶105、1∶106、1∶107 ) ; line2、4、6、8、10、12:各
浓度梯度相应内参照 GAPDH的表达

图 4　RT2PCR法检测 MDA2MB 2231细胞 CK2
19mRNA表达

MDA2MB2231细胞与 PBMNC细胞的混合比例分别为 : A: 103 ∶
107 ; B: 102∶107 ; C: 101∶107 ; D: 1∶107

图 5　MDA2MB2231细胞不同比例的集落形成敏

感度实验结果

PBMNC细胞中混有 105 个 MDA2MB2231细胞的

CK219mRNA扩增应为阳性表达。但行 H101模拟

净化后发现 , H101感染滴度分别为 25、50、100MO I

时 , CK219mRNA有强度渐弱的扩增 ;而感染滴度 ≥

200MO I为阴性表达。表明在感染滴度 ≥200MO I、

混合培养体积 1m l、混合培养时间 2小时 , H101可

以达到 5个对数级的肿瘤细胞清除率 (参见图 6)。

MDA2MB 2231细胞集落形成亦有相似结果 ,而 H101

感染滴度达 800MO I时 ,造血干细胞 CFU2GM形成

能力仍未受明显影响。

3　讨　论

　　HDC联合 AHSCT在乳腺癌综合治疗中的地位

至今尚未确立 ,自体造血干细胞移植物中混有的肿

瘤细胞回输可能是影响疗效的重要因素之一。已有

lineM∶marker; line1、3、5、7、9、11: H101感染滴度分别为 25、50、
100、200、400、800MO I时 MDA2MB2231细胞 CK219mRNA表达 ;
line2、4、6、8、10、12:各感染滴度相应内参照 GAPDH的表达

图 6　RT2PCR法检测模拟净化后 CK219mRNA

表达

的资料显示 ,虽然磁性细胞分离 (MACS)技术可达 2

～5个对数级的肿瘤细胞净化效率 ,但少量残留的

肿瘤细胞仍可能导致疾病复发 [ 7 ]。因此很有必要

寻求更高效低毒的自体移植物净化方法。造血干细

胞与恶性肿瘤细胞表面腺病毒受体的天然差异 ,使

腺病毒介导的基因治疗靶向净化成为可能 ,又为自

体造血干细胞体外净化提供了新的切入点 [ 3 ]。

基因工程改造的 E IB片段缺失的增殖选择性腺

病毒 ,能够特异性地在 p53基因失活或突变的癌细

胞中复制、包装及释放 ,最终导致癌细胞裂解。受染

癌细胞裂解后释放出的病毒 ,可继续感染、裂解新的

肿瘤细胞 ,从而达到对肿瘤的连续杀伤作用 ,而该病

毒在正常组织细胞中不能有效复制 ,因而基本无损

伤作用 [ 8 ]。这种选择性杀伤启发我们尝试用其进

行自体造血干细胞净化。

理想的净化方法应该对肿瘤细胞选择性杀伤 ,

而对造血干细胞相对安全低毒。本实验 MTT比色

法显示 , H101对 MDA2MB2231细胞有显著杀伤作

用 ,在感染滴度 0～400MO I范围内 ,存在明确的剂

量—效应关系 ,其 IC50为 25MO I。CFU2T实验验证的
杀伤效应与 MTT结果相一致。已完成的 H101临床

试验 ,也为上述实验结果提供了临床支持 [ 5 ]。同时

我们发现 H101在感染滴度≤ 800MO I时 ,对造血干

细胞 CFU2GM形成能力无明显影响 ,这为 H101净

化自体移植物的临床应用提供了有力支持。

良好的评价体系的建立是科学评价净化效果的

关键。由于造血干细胞体外净化后残余的肿瘤细胞

数量相对较少 ,故需要较为敏感的检测方法。RT2
PCR无论是敏感性还是特异性均优于以往的方法 ,

与免疫化学法相比 ,敏感性一般可增加 10～100

倍 [ 9 ]。在标志物选择方面 ,以上皮细胞角蛋白 CK2
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19最为常用。由于乳腺癌源于上皮组织 ,具有上皮

性抗原 ,而外周血正常细胞为间叶组织 ,不表达该抗

原。如果在外周血中检测到仅在上皮源性细胞中表

达的基因产物 ,再结合阳性细胞所具备的恶性特征 ,

则可以判定肿瘤细胞的存在。本实验中 , RT2PCR

检测敏感度可达 6个对数级 ,与国外报道结果一

致 [ 10, 11 ]。肿瘤细胞集落形成法虽然是一种传统方

法 ,但可观察到细胞的增殖状态 ,因此可作为 RT2
PCR的必要补充。本实验结果显示每 10

7 个

PBMNC中 ,混有 10个肿瘤细胞即可检出 ,敏感度也

可达 6个对数级 ,不逊于 RT2PCR方法。

明确了 H101对乳腺癌细胞的高效杀伤及对造

血干细胞的低毒后 ,我们进一步通过模拟净化方法 ,

检验 H101对乳腺癌细胞及造血干细胞混合物的净

化效果。实验中采用了本课题组已优化的 H101净

化参数 :最佳混合培养体积 1m l、混合培养时间 2小

时。结果显示 ,感染滴度≥200MO I时 , H101至少可

以达到 5个对数级的肿瘤细胞清除率 ,其净化效率

与目前应用最广泛的 MACS技术相近 [ 7 ]。由于干

细胞 CFU2GM法显示 ,只有 H101感染滴度高达

1 000MO I时 ,才会影响其集落形成能力 ,所以本实

验优化的针对乳腺癌细胞的 200MO I感染滴度 ,对

造血干细胞而言 ,相对感染滴度还不到 2MO I,因此

对干细胞增殖能力无明显影响。本研究虽然选择乳

腺癌作为研究目标肿瘤 ,但由于肺癌、头颈部肿瘤、

多发性骨髓瘤等多数肿瘤细胞表面也存在丰富腺病

毒受体 [ 3 ]
,因此该净化方法对这些肿瘤自体移植物

的体外净化也有着潜在的价值。

体外实验研究结果初步证实 H101对造血干细

胞中混有的乳腺癌细胞有肯定的净化效果 ,且在理

想净化条件下对造血干细胞毒性很小。其与目前临

床广泛采用的 MACS技术的比较 ,是我们下一步主

要研究目标。该净化方法的建立很可能部分取代或

作为 MACS技术的重要补充。
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