
■背景资料
化疗栓塞后残存
的肿瘤细胞在以
缺氧为特征的肿
瘤微环境中发生
细胞转变 ,  具有
更强的侵袭性、
转移性 ,  以及遗
传不稳定性 ,  成
为 肿 瘤 复 发 和
转移的根源 ,  肝
动 脉 化 疗 栓 塞
(transcatheter arterial 
chemoembolization, 
TACE)联合基因
治疗有望产生更强
大的抗肿瘤作用.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of interleukin-12 
( I L - 1 2 ) g e n e t h e r a p y o n m i c r o v e s s e l 
density and microenvironment in a post-
chemoembolization VX2 liver cancer model, 
and to investigate its anti-tumor mechanism. 

METHODS: Rabbits with VX2 hepatic tumors 
were randomized into 4 groups, with eight 
rabbits in each group. Interventional procedure 
protocols were performed as follows: 0.9% saline 
solution (group 1, control), transcatheter arterial 
chemoembolization alone (group 2, lipiodol + 
mitomycin), intra-arterial IL-12 gene infusion 
(group 3, IL-12 gene therapy alone), and intra-
arterial IL-12 gene infusion in combination 
with chemoembolization (group 4, IL-12 plus 
chemoembolization). Fourteen days after 
therapy, tumor tissues of the sacrificed animals 
were explanted for immunohistochemistry to 
evaluate microvessel density, effector T cells 
(CD3+, CD4+, and CD8+) and regulatory T cells 
(FoxP3+).

RESULTS: The microvessel density and FoxP3+ 
T cells in group 2 were significantly higher 
than those in group 1, but the differences in 
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■研发前沿
IL-12在多种实体
肿瘤中表现出强
大的抗肿瘤作用, 
但近年来研究表
明 ,  较大的肿瘤
中存在着以表达
CD25、PD-1、
CTLA-4、FoxP3
等标志分子为特
征的调节性T细
胞 ,  而反复免疫
治疗能促进这些
抑制性细胞表达, 
这些抑制性细胞
的存在可能会影
响免疫治疗的疗
效 .  肝癌化疗栓
塞后是否会促进
这些细胞的表达, 
目前尚未见相关
文献报道.

CD3+, CD4+, and CD8+ T cells between the two 
groups were not significant. The microvessel 
density in gene therapy groups (groups 3 and 
4) were significantly lower, and CD3+, CD4+, 
and CD8+ T cells in these two groups were 
significantly higher than those in groups 1 and 
2. The differences in CD3+, CD4+, and CD8+ 

T cells between the two gene therapy groups 
(groups 3 and 4) were not significant. The 
difference in FoxP3+ T cells was not significant 
between before and after IL-12 gene therapy. 
The differences in the level of FoxP3 were not 
significant between groups 3 and 1, as well as 
between groups 4 and 2. 

CONCLUSION: IL-12 gene therapy can inhibit 
angiogenesis and induce effector T cell (CD3+, 
CD4+, and CD8+) infiltration in the VX2 liver 
cancer model, but the efficacy appears to be 
limited by the regulatory T cells (FoxP3+) 
existing in the tumors and overexpressed after 
chemoembolization. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究白介素12(interleukin 12, IL-12 )基
因治疗对介入栓塞后兔VX2肝癌模型的肿
瘤微血管, 以及对免疫微环境的影响, 探讨
IL-12抗肿瘤作用的机制. 

方法: 成功建立V X2移植性肝癌模型的新
西兰兔随机分为4组, 每组8只, 1组为对照
组, 经动脉灌注生理盐水, 2组行肝动脉碘
油化疗栓塞(超液态碘油+丝裂霉素), 3组经
肝动脉灌注治疗基因(编码人IL-12 的重组
基因), 4组行肝动脉内碘油化疗栓塞+经肝
动脉灌注治疗基因(超液态碘油+丝裂霉素+
肝动脉内灌注编码人IL-12 的重组基因). 于
治疗后第14天处死所有实验兔, 免疫组织化
学法检测肿瘤组织微血管密度值与CD3+、

CD4+、CD8+效应性T细胞, 以及FoxP3+调节
性T细胞. 

结果: 化疗栓塞组肿瘤微血管密度、FoxP3+

细胞明显高于对照组, CD3+、CD4+、CD8+ 
T细胞与对照组之间无明显差异(P >0.05). 
I L-12 基因治疗后肿瘤微血管密度明显低
于化疗栓塞组与对照组, 而CD3+、CD4+、

CD8+ T细胞高于化疗栓塞组与对照组, 两
个基因治疗组(3组与4组)之间无明显差异. 
IL-12基因治疗后, FoxP3+细胞变化不明显, 3
组与1组之间差异、4组与2组之间差异无统
计学意义. 

结论: IL-12 基因治疗可以抑制肿瘤血管生
成, 并且诱导CD3+、CD4+、CD8+效应性T细
胞浸润, 但存在于肿瘤中以及化疗栓塞后高
表达的FoxP3+调节性T细胞可能会限制IL-12
的抗肿瘤作用. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究使用免疫组织化学法检测

微血管密度, CD3+、CD4+、CD8+效应性T细

胞以及F o x P3+调节性T细胞 ,  探讨了白介素

12(interleukin 12, IL-12 )基因治疗对VX2肝癌微

血管及免疫微环境的影响. 认为IL-12 基因治疗

可以抑制肿瘤血管生成作用. 
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0  引言

白介素12(interleukin 12, IL-12)是由激活的炎

性细胞产生的具有广泛生物学活性的免疫细

胞因子, 也是研究较多且被认为具有广阔前

景的抗肿瘤细胞因子之一. 在我们前期的研

究中[1,2], 我们报道了动脉内IL-12基因治疗与

化疗栓塞联合, 对VX2肝癌模型的抗肿瘤作用, 
结果显示两者联合应用具有促进肿瘤细胞凋

亡并降低肿瘤生长速率的作用, 但是仅有少数

显示肿瘤缩小, 而大部分肿瘤只是生长速度减

慢. 在本研究中, 我们对前期的肿瘤标本进一

步研究, 采用免疫组织化学法分析肿瘤微血管

及免疫微环境的变化, 试图进一步研究IL-12抗
肿瘤作用的机制以及可能影响其疗效的原因, 
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以期为进一步提高肝癌的辅助治疗效果提供

新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物为新西兰大白兔, 华中科

技大学同济医学院动物实验中心提供[批准

文号: S C X K(鄂)2007-0006]. 小鼠抗C D31
单克隆抗体(Dako公司, Glostrup, Denmark), 
CD3、CD4、CD8、叉头状转录因子(forkhead 
transcription factor, FoxP3)小鼠单克隆抗体

(eBioscience公司). EnVisionTM二步法非生

物素检测系统为Dako(Denmark)公司产品. 
Olympus IX71倒置显微镜. 编码IL-12双亚基

的质粒载体pEGFP-C1-hIL_12由本实验室构

建并扩增. 转染载体采用的是一种新颖的多聚

阳离子型基因载体, 该转染载体由一种有生物

活性的多糖经胺化还原法阳离子化而成. 质粒

构建及转染载体的制备细节可见诸我们之前

的报道[1,2].
1.2 方法

1.2.1 动物模型分组及介入治疗: 动物模型建

立、分组及介入治疗详请见我们之前的描

述[1], 简述如下: 开腹肿瘤法建立兔VX2肝癌

模型, 计算机断层扫描(computed tomography, 
CT)扫描证实造模成功的荷瘤兔随机分成四

组, 每组八只, 开腹穿刺肝动脉后行介入治疗, 
1组经肝动脉灌注生理盐水, 2组行肝动脉化疗

栓塞(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)(注入超液态碘油+丝裂霉素混悬液至

血流完全停滞, 含丝裂霉素1 mg/mL, 下同), 3
组经肝动脉基因灌注治疗(灌注阳离子多糖

载基因复合物, 含pEGFP-C1_IL-12质粒100 
µg), 4组行肝动脉内化疗栓塞+基因治疗(夹
心法, 先注入超液态碘油+丝裂霉素混悬液, 
至血液明显减慢后注入阳离子多糖载基因复

合物, 含pEGFP-C1_IL-12质粒100 µg, 再注

入超液态碘油+丝裂霉素混悬液至血流完全

停滞). 
1.2.2 免疫组织化学分析: 治疗后第14天处死所

有实验动物, 留取肿瘤区及瘤周组织标本, 4%
甲醛固定, 石蜡包埋并切片, 切片厚度为4 µm. 

微血管密度(microvessel density, MVD)
采用小鼠抗CD31单克隆抗体(Dako, Glostrup, 
Denmark)检测, 抗体稀释度为1∶100, 内皮细

胞胞浆和胞膜的棕黄色颗粒状染色为CD31阳

性表达表现. 计数方法参照Gasparini等[3]报道

的方法进行, 先在低倍镜(×40)下观察每例切

片中3个血管密度最高区域即所谓血管热点区, 
再在高倍视野(×200)下计数三个视野的阳性

血管数, 取其平均值作为MVD值. 
CD3、CD4、CD8、FoxP3免疫组织化学

检测按照说明书进行, 采用小鼠单克隆抗体

(eBioscience公司), FoxP3抗体稀释度为1∶300, 
CD3抗体稀释度为1∶300, CD4、CD8抗体稀

释度为1∶100. 判断标准: CD3+、CD4+及CD8+ 
T细胞以细胞膜、细胞质出现棕黄色染色为阳

性细胞, Foxp3以细胞核出现棕黄色着色判断

为阳性细胞, 随机选择10个高倍视野(×200)计
数阳性细胞, 计算平均每个视野阳性细胞数, 
结果以“阳性细胞个数/hpf”表示. 

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 
组间比较采用方差分析(LSD法), 统计学分析

使用SPSS13.0软件, P <0.05差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 肿瘤微血管密度 微血管主要见于肿瘤坏

死区周边, 单纯碘油化疗栓塞组, 残余肿瘤的

血管较丰富, MVD值达28.0/hpf±3.48/hpf, 较
对照组(23.5/hpf±4.44/hpf)升高(P<0.05). 而基因

治疗组(单纯基因治疗组和基因治疗联合化疗

栓塞组), MVD值均显著下降, 分别为19.7/hpf±
2.60/hpf和16.3/hpf±2.26/hpf, 两个基因治疗组

之间无明显差异(P >0.05)(图1). 
2.2 CD3+、CD4+、CD8+效应性T淋巴细胞浸润

情况 淋巴细胞浸润如表1所示, IL-12基因治疗

后CD3+、CD4+、CD8+ T淋巴细胞浸润明显增

加, 两个基因治疗组之间差异不显著(图2). 
2.3 FoxP3+调节性T淋巴细胞 FoxP3+细胞免

疫组织化学检测结果如表1所示, VX2肝癌组

织中可以检测出FoxP3+细胞, 而化疗栓塞后

FoxP3+表达明显上调, 基因治疗后FoxP3+表达

改变不明显(3组与1组之间、4组与2组之间差

异无统计学义, 如图3). 

3  讨论

作为一种姑息性治疗手段, TACE广泛应用于

不能手术切除的中晚期肝癌[4]. 近年来大量证

据[5,6]表明, TACE治疗可以造成肿瘤坏死及萎

缩, 但因其治疗的不彻底性, 残存的肿瘤细胞

■创新盘点
IL-12 基因治疗可
以抑制化疗栓塞
后肿瘤血管生成, 
并且诱导CD3+、
CD4 +、CD8 +效
应性T细胞向肿
瘤浸润 ,  但存在
于肿瘤中以及化
疗栓塞后高表达
的FoxP3+调节性
T细胞可能会阻
碍其抗肿瘤作用.

夏向文, 等. IL-12基因治疗对兔VX2肝癌的微血管及免疫微环境的影响



2016-01-08|Volume 24|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com 100

在以缺氧为特征的肿瘤微环境中会上调低氧

诱导因子-1(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)
的表达, 进而诱导下游细胞因子的表达, 从而

形成对放化疗的抵抗, 具有更强的侵袭性、转

移性, 以及遗传不稳定性. 这些细胞表型发生

转变的残存肿瘤, 在缺氧环境中继续生存并生

长, 成为肿瘤复发和转移的根源. 因此, TACE
单独治疗难以根治肝癌, 有必要联合其他手段

来治疗. 
IL-12是研究较多且被认为具有广阔前景

的抗肿瘤细胞因子, 研究[7]表明, IL-12一方面

可以促进Th1型免疫反应, 并且能够保进具有

调节细胞死亡的的效应子, 如CD4+、CD8+ T细
胞及NK细胞与巨噬细胞等向肿瘤的渗透[8,9]; 
另一方面, IL-12可以活化NK细胞、NKT细胞

等, 这些活化的细胞分泌IFN-γ, 通过调节其下

游细胞因子IP-10, 来下调血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)及
转化生长因子-β(transforming growth factor-β, 
TGF-β), 进而抑制肿瘤血管生成[10,11]. 在我们的

前期工作中[1], 我们研究了动脉内IL-12基因治

疗联合TACE对VX2肝癌的抗肿瘤作用, 结果

显示, 相较于TACE或动脉内IL-12基因灌注单

独治疗, 两者联合应用可以明显促进肿瘤细胞

凋亡, 并且降低肿瘤生长速率. 然而, 在我们的

研究中, 仅有2例显示肿瘤缩小, 而大部分肿瘤

只是生长速度减慢. 在本研究中, 我们采用免

疫组织化学法进一步分析IL-12基因治疗后的

肿瘤微血管密度, CD3+、CD4+、CD8+效应性

T细胞, 以及以Foxp3+细胞为代表的调节性T细
胞等, 以探索IL-12基因治疗的机制, 及可能影

响其治疗效果的因素, 以期为进一步提高肝癌

的辅助治疗效果提供新思路. 
血管生成在肿瘤生长及远处转移中发挥

极其重要的作用, MVD是反应血管生成的指标, 
他与包括肝癌在内的众多肿瘤的预后之间有着

明显的相关性[12]. 本研究中, 与对照组和化疗栓

塞组相比, 两个基因治疗组(单独基因治疗组及

联合治疗组)MVD值明显下降, 而两个基因治疗

组之间无明显差异, 这提示IL-12基因治疗具有

抗肿瘤血管生成的作用. 

■应用要点
对于化疗栓塞后
肝癌, IL-12 基因
治疗联合一种可
以清除FoxP3+等
调节性T细胞的
治疗手段 ,  将有
可能产生更为强
大的抗肿瘤作用.

表  1  VX2肝癌组织中免疫细胞浸润 (mean±SD, /hpf)

     
分组 CD3+ CD4+ CD8+ FoxP3+

1组 24.56±9.23 19.45±6.63 12.56±5.25 3.44±1.12

2组 23.65±7.36 18.78±5.43 13.63±5.36  5.68±2.26a

3组   38.36±11.42   29.84±10.69 20.41±8.24 3.89±0.98

4组    35.68±13.65a    31.74±11.12a  21.23±9.54a  6.22±2.03a

aP<0.05 vs  1组(对照组).
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图  1  微血管密度MVD值. A: 化疗栓塞组(2组)肿瘤区见较

丰富微血管(×200); B: 基因治疗联合化疗栓塞组(4组)见

较少的散在微血管(×200); C: MVD值直方图. aP<0.05 vs  

对照组(1组).
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效应性T细胞介导的细胞免疫在抗肿瘤免

疫效应中发挥非常重要的作用[13], CD8+ T细胞

水平与肿瘤的预后呈正相关[14], 高水平CD3+、

CD8+细胞往往预示高生存率[15]. 在本研究中, 

我们检测了不同治疗组CD3+、CD4+及CD8+ T
淋巴细胞浸润情况, 结果显示IL-12基因治疗后

于肿瘤组织中CD3+、CD4+及CD8+ T淋巴细胞

明显高于对照组及化疗栓塞组, 而两个基因治

疗组(单纯基因治疗及联合治疗组)之间差异无

统计学意义, 这提示IL-12基因治疗可以促进效

应性T淋巴细胞浸润, 这与Chan等[7]的研究结

果一致. 
调节性T细胞(regulatory T cells, Treg Cells)是

一种具有免疫调节功能的成熟T细胞亚群[16,17], 
以组成性表达CD25、PD-1、CTLA-4、FoxP3
等标志分子为特征的Treg细胞在肿瘤的外周围

免疫耐受中发挥重要的作用[18-21], 其中最重要

也是目前研究较多的为FoxP3, 他是控制Treg细
胞发育及其功能效应的关键因子[22]. Huang等[23]

的研究表明, 对于较大的肿瘤往往伴有调节性

T细胞浸润, 而这些细胞的存在可能会降低免

疫治疗的效果. 我们采用免疫组织化学法分

析了VX2肝癌组织中的FoxP3阳性细胞, 以评

价Treg细胞介导的免疫抑制机制是否会影响

IL-12的疗效. 我们观察到对照组(1组)可以检

测出Foxp3+细胞, 化疗栓塞后VX2肝癌Foxp3+

细胞计数明显增高, 基因治疗前后Foxp3+细胞

变化不明显, 这些结果提示, VX2肝癌中存在

有Foxp3+调节性T细胞, 而化疗栓塞后Foxp3+

■名词解释
免疫微环境 :  以
免疫效应细胞和
分子以及免疫抑
制性细胞和分子
为特征的肿瘤微
环境 ,  对于肿瘤
的发生、发展和
临床转归具有重
要作用 ,  对于肿
瘤的预后诊断具
有重要意义.

A B C

D E F

图  2  免疫组织化学检测效应性T淋巴细胞浸润(×200). A-C: 分别为对照组CD3、CD4、CD8免疫组织化学染色图; 

D-F: 分别为基因治疗联合化疗栓塞组CD3、CD4、CD8免疫组织化学染色图.

A

B

图  3  免疫组织化学检测FoxP3+调节性T细胞(×200). A: 

对照组见散在FoxP3+细胞; B: 基因治疗联合化疗栓塞组较

丰富FoxP3+细胞.
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细胞增多, IL-12基因治疗并不能清除这些调节

性T细胞. 
综合我们的研究结果, 可以得出如下结论: 

在VX2肝癌动物模型中, IL-12主要通过诱导细

胞凋亡、诱导淋巴细胞浸润及抑制肿瘤血管

生成来发挥抗肿瘤作用, 然而, 存在于肿瘤环

境中的调节性T细胞, 以及化疗栓塞本身诱导

的调节性T细胞等, 可能会限制IL-12的免疫杀

伤作用, 这可以部分解释IL-12基因治疗在VX2
肝癌模型中抗肿瘤作用不够强大的原因. 我们

推测, 如果联合一种可以清除这些调节性T细
胞的治疗手段, 将有可能产生更为强大的抗肿

瘤作用. 
然而需要指出的是, VX2肝癌模型因其血

供特点决定他适合用于进行动脉内介入治疗, 
但他是一种移植性肿瘤, 与人原发性肝癌这种

自发性肿瘤相比, 生物学行为不尽相同, 因此

由该动物模型得出的结论尚不能简单用于人

肝癌的辅助治疗, 有必要使用更为合适的动物

模型来探索联合治疗方案. 
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