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Abstract 
Objective: To investigate the effects of recombinant adenovirus-mediated co-transfection of CEA 
gene and EPO gene on promoting hematopoietic stem cell directly producing erythrocyte vaccine 
against colon cancer. Method: The expression adenovirus vectors carrying CEA and EPO or green 
fluorescent protein (GFP) gene were constructed respectively, and recombinant adenovirus car-
rying CEA, EPO or GFP were packaged and produced respectively. The bone marrow-derived MSCs 
of mice were isolated and cultured in vitro by anti-CD117magnetic bead separation, and were 
transfected with CEA (CEA group), EPO (EPO group) or GFP(GFP group), co-transfected with CEA 
and EPO (CEA and EPO group), or transfected with no virus (controlgroup). The expression of CEA 
and EPO gene and protein after transfection in supernatant fluid of culture was detected by 
RT-PCR and western blot in each group. We have checked and obtained the vaccine with 
co-transfection of CEA gene and EPO gene by cell red line marker antibody CD71 and GPA, then we 
carried on experiments with the vaccine in vitro and in vivo. Result: We have successfully gathered 
the hematopoietic stem cells; flow cytometry analysis result showed that there were significant 
differences before and after purification (P < 0.05). The expression of double genes (CEA-EPO  
gene) and protein shows CEA-EPO gene were successfully transfected into the hematopoietic stem 
cells. We have confirmed erythrocyte vaccine with co-transfection of CEA and EPO gene by antibo-
dy CD71 and GPA with flow cytometry. The monocytes cytotoxicity on colon cancer cell line CT26 
showed that CEA-EPO group was 57.34 ± 1.13% in proportion of 40:1. Compared with CEAg group 
and EPO group, there was significant difference between them (P < 0.05). In the experimentation 
of neoplasma format, the size of murine growth of tumor was 0.29 ± 0.11 cm3 differently in the 
group of CEA-EPO group; the number of murine live time on day was 69 ± 6.91 days. Compared 
with the group of CEA and plasmid, EPO, the group of CEA-EPO was significant differences in size 
and live time (P < 0.05). Conclusion: The erythrocyte vaccine with co-transfection of CEA gene and 
EPO gene has efficient anti-tumor effects on colon cancer. It not only can promote hematopoietic 
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stem cell directly producing erythrocyte vaccine, but also can produce tumor Antigen vaccine 
against stomach cancer. 
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摘  要 

目的：研究CEA-EPO质粒的构建及诱导造血干细胞定向生成红细胞疫苗抗结肠癌的研究。方法：将

EPO-cDNA插入pcDNA3.1质粒的多克隆位点，用CEA基因启动子替代pcDNA3.1质粒的CMV启动子，构

建成CEA-EPO重组质粒。用含抗体CD117磁珠分离纯化和收集小鼠骨髓造血干细胞，用重组腺病毒法将

CEA-EPO基因体外转染CEA-EPOmRNA基因到造血干细胞内，检测CEA-EPO基因和蛋白表达，将疫苗注

入小鼠体内，进行扩增，使造血干细胞定向生成携带CEA-EPO双基因红细胞，经过提取和纯化获得

CEA-EPO基因共转染红细胞疫苗，再进行双基因共转染红细胞疫苗的体外和体内实验。结果：成功收集

造血干细胞，流式细胞仪分析结果表明：纯化前后有明显差异(P < 0.05)；检测CEA-EPOmRNA和蛋白表

达的结果表明：造血干细胞体外转染CEA-EPOmRNA基因成功，获得CEA-EPO双基因共转染红细胞疫苗；

应用细胞红系相关标志抗体GPA和CD71标记，利用流式细胞证实红细胞疫苗培养成功；研究相关疫苗激

活的单核细胞对结肠癌细胞株CT26细胞杀伤作用表明：在比例为40:1时，CEA-EPO疫苗组杀伤作用为

57.34 ± 1.13，高于空载组、CEA疫苗组和EPO疫苗组(P < 0.05)，体内试验的成瘤性研究表明：CEA-EPO
疫苗组肿瘤的生长的大小为0.29 ± 0.11 (cm3)；高于其他各组的大小(P < 0.05)，CEA-EPO疫苗组的成活

期分别为：69 ± 6.91天，高于其他各组的大小(P < 0.05)；CEA-EPO疫苗组在肿瘤大小和小鼠的生存时

间上，与空载组、CEA疫苗组，EPO疫苗组之间差异有统计学意义(P < 0.05)。结论：携带CEA-EPO双基

因肿瘤抗原的红细胞疫苗对结肠癌有明显的抗肿瘤作用，既可以诱导造血干细胞定向分化成红细胞疫苗，

又可以合成肿瘤抗原的红细胞疫苗，是临床治疗结肠的重要疫苗。 
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1. 引言 

癌胚抗原(eareinoembryonic antigen, CEA)，主要表达于结肠等消化道肿瘤中而不表达于成人正常组织，

目前，在应用于临床的结直肠癌肿瘤标志物中，血清癌胚抗原是最重要的一种，血清 CEA 水平能预测结

直肠癌的预后及复发，文献表明它能诱发结肠癌机体特异性免疫反应，因此，CEA 启动子可用作肿瘤靶

向治疗的工具，启动下游杀伤基因特异性表达于肿瘤细胞，从而避免损伤正常细胞[1]。造血干细胞

(Hematopoietic stem cell, HSC)具有自我更新和分化为血液及免疫系统中各种成熟细胞的能力因而成为基

因治疗理想的细胞疫苗；红细胞生成素(erythropoietin, EPO)是造血分化中的主要刺激因子，能促进造血

干细胞向原始红细胞分化，加速幼红细胞的分裂、增殖，促进血红蛋白的合成，在红细胞疫苗诱导分化

研究中发挥重要的作用[2]。本研究建立了转 CEA 及 EPO 双基因的造血干细胞，既可以诱导造血干细胞

定向分化成红细胞疫苗，又可以合成肿瘤抗原的红细胞疫苗，有望合成一种多功能的红细胞疫苗，在抗

结肠癌治疗中发挥重要的作用。 

2. 材料和方法 

实验动物及主要试剂、C57 和 ICR 小鼠和 BALB/C 小鼠，(20 ± 1) g，雌雄随机，购自武汉大学实验

动物中心，结肠癌细胞株 CT26 为本科保存，BSA 购自武汉四季青生物工程材料研究所，荧光标记小鼠

抗体 CD117-PE 磁珠和 CEA-PE 抗体的免疫磁珠试剂盒、抗生物素，磁珠、MiniMACS 分离器及 MS 分

离柱，均购自武汉中山试剂公司，T4 DNA 连接酶、各种限制性内切酶、双荧光检测系统均购自美国

Promega 公司，HeLa 细胞和测序鉴定正确的小鼠 RAN 基因为本实验室保存，总 RNA 提取试剂盒购自德

国 Qiagen 公司；逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)试剂盒购自 Sigma 公司；PCR 回收试剂盒(Sigma 公司)、
pGEM-Teasy 载体连接试剂盒、pGL3-Basic 载体、pGI3-promoter 载体均为 Promega 公司产品。流式细胞

仪(FACSCalibur)购自 BD 公司。基因共表达载体 pIRES1neo、重组质粒 pcDNA-CEA、重组质粒

pMD18T-EPO、绿色荧光蛋白、BCA 蛋白定量试剂盒、DMEM 培养基、FBS、胰蛋白酶、I 型胶原酶(GIBCO 
公司，美国)；感受态细胞 DH5α 和免疫磁珠分选系统(MACS)购自武汉博士德公司 PCR 仪、全自动生化

分析仪、倒置相差显微镜、荧光显微镜(Olympus 公司，日本)。 

2.1. 小鼠骨髓胚胎干细胞收集 

颈椎脱臼处死小鼠，取小鼠股骨、胫骨，放在盛有缓冲液中，去除骨上的肌肉组织及骨膜，用注射

器插入股骨膝盖端、胫骨骨端，用缓冲液反复冲洗骨腔，进行细胞计数，加入生物素化抗体混合物 10 μl/107

个细胞，混匀。 

2.2. 造血干细胞的磁珠纯化和收集 

含抗体 CD117 磁珠分离造血干细胞：用缓冲液按 40 μl/107 个细胞重悬小鼠骨髓细胞。加入生物素化

抗体混合物 10 μl/107 个细胞，混匀，4℃~8℃孵育 10 min。加入缓冲液 30 μl/107 个细胞，20 μl 抗生物素

微珠，混匀，4℃~8℃孵育 15 min。加入 5 ml 缓冲液洗涤细胞，1500 r/min 离心 10 min，完全去除上清液。

加入 CD117 微珠 20 μl/107个细胞，混匀；所得细胞悬液加入 MS 分选柱中，收集先行流出的未标记细胞

组分，并用 1500 μl 缓冲液冲洗 MS 柱，此为 CD117 阴性细胞。将分选柱移出磁场，1 ml 缓冲液快速将

分选柱上滞留的细胞洗脱下来，这些细胞是磁性标记的 CD117 阳性细胞，将分选前的标本、对照管、分

选后阴性管标本及分选后阳性管标本进行流式细胞仪分析。 

2.3. CEA 启动子引物设计 PCR 的扩增 

根据 GenBank 中 CEA 序列以及 pEGFP 质粒中 CMV 启动子序列设计引物，并分别在各上下游引物 5'端
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引入Bgl II和Hind III酶切位点。CEA启动子的引物序列：上游：上游5’-GAATTCCCCGGGACCCTGCTGGG-3’，
下游 5’-GCTTGAGTTCCAGGAACGTTTTGGGATCC-3’，产物 386 bp，CMV 启动子的引物序列：上游：

5’-GCGAGATCTA ATCAATTACGGGGTCAT-3'，下游：5’-GCGAAGCTTGGAT CTGACGGTTC ACTA-3'，
引物两端分别添加酶切位点和保护碱基。CEA 的聚合酶链反应((PCR)扩增：用 50 u1 体系，以 1 μg DNA 为

模板；分别加入 Taq 酶 1.5 U，上下游引物各 50 pmol，dNTPs 10 nmol。以 HepG2 基因组 DNA 为模板扩增

CEA 启动子片段，以质粒 pFGFP 为模板扩增启动子。CEA 启动子片段扩增用热启动法。PCR 产物用 10%琼

脂糖凝胶电泳，胶回收试剂盒回收得到 CEA 启动子片断。 

2.4. 增强型绿色荧光蛋白(EGFP)标记的 CEA-EPO 重组腺病毒载体的构建、纯化和滴度测定 

用 KpnI 和 Xho I 双酶切取 DNA 片段，插入穿梭质粒中的相同位点，将 EPO-cDNA 插入 pcDNA3.1
质粒的多克隆位点，用 CEA 基因启动子替代 pcDNA3.1 质粒的 CMV 启动子，构建成 CEA-EPO 重组质

粒。产生重组腺病毒 pAd-GFP/CEA-EPO，克隆筛选出阳性重组穿梭质粒 pAdTrack/CEA-EPO，取 1.0 μg
质粒经内切酶 Pme I 线性化后与 0.1 μg 腺病毒骨架质粒 pAdEasy-1 混合，导入 E.coliBJ5183 菌，发生同

源重组后的重组腺病毒质粒 pAd-EGFP-CEA-EPO 获得卡那霉素(50 μg/ml)抗性，小量提取质粒以 1%琼脂

糖凝胶电泳初步鉴定，最终经PacI酶切分析和PCR扩增CEA-EPO片段鉴定重组腺病毒质粒，用CEA-EPO
基因启动子中的 Sma I 单一酶切位点进行初步酶切鉴定。用 T4DNA 连接酶将 PCR 纯化产物与

pGEM-Teasy 载体相连，将连接好的载体转化 Jm109 感受态大肠杆菌，蓝白筛选，取阳性克隆接种于含 5 
ml Amp 的 LB 培养液中，37℃振摇过夜。取 800 μl 液送武汉中山生物技术有限公司测序，荧光显微镜下

观察或根据细胞病变效应判断病毒的产生。大量扩增病毒，并经 CsCl 超速离心纯化。纯化病毒颗粒用

PBS 稀释后−80℃冻存备用，病毒滴度根据空斑形成试验测定。由此包装、生产出携带 CEA-EPO 及和

GFP 基因的重组腺病毒，对表达 GFP 的细胞计数，观察感染效率。 

2.5. 造血干细胞体外转染 CEA 及 EPOmRNA 基因 

实验分组及方法：根据处理方法不同，将造血干细胞分为 4 组：A 组为空载 GFP 质粒转染组，B 组

为单纯 CEA 转染组，C 组为单纯 EPO 转染组，D 组为 CEA-EPO 共转染组。取第 3 代血干细胞，以 5 × 104

个/cm2 密度接种于 10 孔板，待细胞达 90%贴壁时，根据分组进行相应处理。其中 A 组加入 DMEM 培养

基，B 组采用不添加目的基因的空质粒转染，C、D 组分别加入最佳 MOI 的 CEA 重组腺病毒和 EPO 重

组腺病毒，D 组同时加入最佳 MOI 的 CEA-EPO 重组腺病毒。于 37℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h 后更

换新鲜培养液。 

2.6. 检测 CEA 及 EPO 基因和蛋白表达 

转染细胞的 CEA 及 EPO mRNA 基因表达的半定量 RT-PCR 方法：检测分别取各组的造血干细胞，

分选后表达强绿色荧光细胞，提取细胞总 RNA 后，用 RT-PCR 方法检测 CEA 及 EPOmRNA 基因在 mRNA
水平的表达。用 Wesernblot 法检测 CEA 及 EPO 蛋白表达，以 β-actin 作为内参照。 

2.7. 病毒转染效率检测 

培养 7 d 后倒置相差显微镜下观察细胞生长情况，培养 10 填后各组细胞用 0.25%胰蛋白酶消化，吹

打形成单个细胞，PBS 清洗 5 min 后弃上清，再用 PBS 重新清洗 2 次，荧光显微镜下观察。成功转染细

胞呈绿色表达。培养 48 h 时取各组细胞于 100 倍镜下随机取 10 个视野，计数荧光表达细胞数，并计算

转染效率 = 荧光表达细胞数 ÷ 同视野下细胞总数 × 100%。 
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2.8. CEA 及 EPO 双基因共转染红细胞疫苗的获得 

在 4 组的小鼠尾静脉分别注射相关的疫苗，其中 D 组注射携带 CEA 及 EPO 干细胞，饲养 1~3 周后，

处死小鼠，从小鼠外周血和脾脏收集外周血，再用表达 CEA 及 EPO 抗体的免疫磁珠分离转 CEA 及 EPO
基因的红细胞疫苗，即可大量获得双基因共转染 CEA-EPO 红细胞疫苗，同时设对照组。 

2.9. 应用细胞红系相关标志抗体 GPA 和 CD71 标记，流式细胞证实红细胞疫苗培养成功 

收集诱导的细胞，胰酶消化制成细胞悬液，取 3 × 106个细胞，PBS 洗涤一遍，分别置于 1.5 ml 的
EP 管中，分别加入小鼠抗人 GPA-PE、CD71-FITC 抗体，阴性对照加小鼠 IgG-PE 和小鼠 IgG-FITC，流

式细胞仪分析所有细胞中各表面标志物阳性细胞的比率． 

2.10. 转染红细胞疫苗的体外实验 

双基因共转染 CEA-EPO 红细胞疫苗体外刺激小鼠单核细胞增殖的作用及增殖细胞对结肠癌细胞的

杀伤作用，具体如下：皮下接种小鼠结肠癌细胞系 CT26 肿瘤后两周，自小鼠尾静脉采血，密度梯度法

分离单个核细胞，单核细胞与肿瘤细胞按 1:10，1:20，20:1，40:1 的比例于 20 孔板上混合培养，每孔 4 × 
104 个单核细胞)设植物血凝素(PHA)作为对照，48 小时后 MTT 法检测单核细胞杀伤率。靶细胞杀伤率 = 
(靶细胞 OD + 单核细胞 OD − 杀伤实验 OD − 本底 OD)/(靶细胞 OD − 本底 OD) × 100% 

2.11. CEA-EPO 基因转染红细胞疫苗的体内实验 

研究双基因共转染红细胞疫苗对肿瘤成瘤性的影响，成瘤实验：收集处于对数生长期的结肠癌

细胞株 CT26，按以上所分成的 4 组，以每只小鼠 5 × 105 个细胞数接种于 BALB/c 小鼠右侧腋窝皮下，

制作荷瘤动物模型，再分别从尾静脉注射疫苗或空白载体。观察肿瘤的生长情况及小鼠的生存时间。

每周两次用游标卡尺测量肿瘤大小，肿瘤体积以公式 1/2ab2 计算，a 为肿瘤长径，b 为肿瘤短径，长

度单位为 cm。 

2.12. 统计学方法 

使用 SPSS for windows 统计软件分析。对计量资料采用 t 检验或方差分析，对计数资料采用 χ2 检验。 

3. 结果 

3.1. 造血干细胞的磁珠纯化和收集 

流式细胞仪分析结果：免疫磁珠纯化前 CD117 阳性 CD117 阳性细胞纯度由 36.88% ± 4.51%提高到

纯度为(90.28 ± 3.77)%，纯化前后有明显差异(P < 0.05)。 

3.2. 检测 CEA-EPO mRNA 和蛋白表达 

RT-PCR 结果显示，在 598 bp 和 630 bp 处扩增获得特异性目的片段，表明转染的 CEA-EPO 基因成

功。用 Westernblot 方法检测未转染、转染空载体和转染 CEA-EPO 慢病毒表达载体的造血干细胞中

CEA-EPO 表达水平。结果显示，转染 CEA-EPO 的造血干细胞中可检测到 CEA-EPO 的表达，未转染和

转染空载体的无 CEA-EPO 的表达(图 1)。 
• 病毒转染效率 

倒置相差显微镜观察显示：空载 GFP 质粒转染组无荧光表达，CEA-EPO 转染组可见大量绿色荧光(如
图 2 所示)，提示重组腺病毒成功转染细胞。 
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(a)                                                            (b) 

Figure 1. (a) The expression of EPO and CEA genes by RT-PCR; (b) the expression of EPO and CEA proteins by Westernblot 
图 1. (a) 检测 EPO 和 CEA 基因的表达；(b) Westernblot 方法检测 CEA 和 EPO 蛋白表达 
 

 
Figure 2. The EPO and CEA genes showed 
green fluorescence (×200) 
图 2. CEA-EPO 转染组可见大量绿色荧光 

3.3. CEA-EPO 基因转染红细胞疫苗的获得 

收集各组从 Balb/c 小鼠外周血和脾脏得到的红细胞疫苗，用用表达 CEA 及 EPO 抗体的免疫磁珠分

离，应用细胞红系相关标志抗体 GPA 和 CD71 标记，通过流式细胞仪进行分析 GPA 和 CD71 的结果如

下(见表 1)：表明 C 组单纯 EPO 转染组和 D 组 CEA-EPO 转染组可以有效地向红细胞定向转化。 

3.4. 双基因共转染红细胞疫苗的体外实验 

CEA-EPO 基因共转染红细胞疫苗激活的单核细胞对 CT26 细胞的杀伤作用，见表 2，疫苗刺激增殖

的单核细胞对 CT26 细胞的杀伤作用明显高于其他对照组，为 57.34 ± 1.13%，(p < 0.05)，而其他组(1:10, 
1:20, 20:1)共转染组的杀伤作用没有统计学意义，在比例为 40:1 时，表明淋巴细胞:肿瘤细胞在 40:1 比例

时，疫苗刺激增殖后的单核细胞对结肠癌细胞的杀伤具有明显特异性。 

3.5. CEA-EPO 转染红细胞疫苗的体内实验 

结果表明：双基因共转染红细胞疫苗对肿瘤成瘤性有明显的影响，经过计算，肿瘤的生长的大小分

别为：空载组 1.33 ± 0.11、CEA-疫苗组 1.27 ± 0.27，EPO 疫苗组 1.65 ± 0.22，CEA-EPO 疫苗组 0.29 ± 0.11 
(cm3)；各组小鼠的成活期分别为：空载组 35.1±9.16 天、CEA 组 36.23±2.88 天、EPO 疫苗组 35.91±2.11
天、CEA-EPO 疫苗组 69 ± 6.91 天。肿瘤的生长情况及小鼠的生存时间见图 3 和图 4。CEA-EPO 疫苗组 
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Table 1. The positive of GPA and CD71 of erythrocyte vaccine（%） 
表 1. 红细胞疫苗 GPA 和 CD71 阳性率(%) 

 GFP 质粒组 CEA 转染组 EPO 转染组 CEA-EPO 转染组 

GPA 23.14 ± 1.43 31.89 ± 2.12 69.17 ± 4.31 82.31 ± 7.11* 

CD71 32.87 ± 3.54 43.77 ± 2.13 59.33 ± 3.99 71.11 ± 5.54** 

*分别与其他组相比，p < 0.05；**分别与其他组相比，p < 0.05 
 
Table 2. Mononuclear cells in peripheral blood to activate cytotoxic lymphocytes (CTL) to CT26 (χ ± s) 
表 2. 疫苗激活的单核细胞对 CT26 细胞的杀伤作用(%) (χ ± s) 

淋巴细胞:肿瘤细胞 空载组 CEA 疫苗组 EPO 疫苗组 CEA-EPO 疫苗 

1:10， 10.451 ± 1.11 14.99 ± 2.21 11.89 ± 1.42 13.89 ± 2.21△ 

1:20， 16.89 ± 3.72 17.15 ± 5.11 12.59 ± 3.11 24.32 ± 3.11▲ 

20:1， 19.11 ± 3.43 12.04 ± 3.11 17.02 ± 2.12 29.09 ± 1.21● 

40:1 17.15 ± 1.31 17.11 ± 5.22 26.11 ± 4.78 57.34 ± 1.13* 

*分别与其他组相比，p < 0.05；△▲●分别与其他组相比，p > 0.05 
 

 
1.空载组；2.CEA 疫苗组；3.CEA-EPO 疫苗组；4.EPO 疫苗组 

Figure 3. Immunization with erythrocyte vaccine markedly 
inhibited the size of tumor growth 
图 3. 双基因共转染红细胞疫苗对肿瘤成瘤大小的影响 

 

 
1.空载组；2.CEA 疫苗组；3.CEA-EPO 疫苗组；4.EPO 疫苗组 

Figure 4. Immunization with erythrocyte vaccine markedly 
inhibited the murine live time 
图 4. 双基因共转染红细胞疫苗对小鼠的生存时间的影响 
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在肿瘤大小和小鼠的生存时间方面，与空载组、CEA疫苗组，EPO疫苗组之间差异有统计学意义(P < 0.05)。 

4. 讨论 

采用非基因修饰方法携带肿瘤抗原的红细胞作为免疫疫苗治疗肿瘤的研究在国外已有报道，携带抗

原的红细胞可以诱导机体产生免疫反应的现象早已在医学界引起关注[3] [4] [5]，红细胞源于骨髓多能造

血干细胞，是血液中数量最多的一种血细胞，在全血中容积百分比约为 50%，通过血红蛋白起着运输氧

和二氧化碳的重要生理功能，红细胞输注是目前治疗贫血的常用手段。已进入临床试验阶段的肿瘤疫苗

主要有树突状细胞疫苗、DNA 肿瘤抗原疫苗、肿瘤抗原蛋白或肽为基础的疫苗、自体或异体的肿瘤细胞

疫苗和病毒携带肿瘤抗原疫苗，目前还没有哪一种疫苗治疗结肠癌有明显的疗效[6] [7] [8]，结肠癌的免

疫治疗依然有待我们去研究，红细胞疫苗治疗肿瘤有重要的前景。 
研究表明，与供体红细胞结合的抗原可以通过交叉激活进入受体抗原递呈细胞的主要组织相容性抗

原(MHC-I)通路，从而导致受体 CD8+T 细胞对供体抗原特异性的激活和增殖。此外，抗原与细胞结合可

以使其通过 MHC-I 交叉激活 CD8+T 细胞的效率增加，这些数据充分地证明采用携带抗原的红细胞作为

肿瘤疫苗的可行性[9] [10] [11]。 
促红细胞生成素(EPO)是一种小分子糖蛋白感应激素，参与调节许多细胞的生长发育过程，能促进血

管再生和神经发育等。促红细胞生成素是促进红系祖细胞的增殖、分化和红细胞成熟的主要刺激因子，

EPO 能促进造血干细胞向原始红细胞分化，加速幼红细胞的分裂、增殖，促进血红蛋白的合成，红细胞

疫苗能抑制淋巴细胞增生，促进静止和效应性 T 细胞、NK 细胞和成熟树突状细胞抗肿瘤癌免疫作用。

我们在本项的研究中发现：携带肿瘤抗原的红细胞可以通过 EPO 基因修饰胚胎干细胞、诱导多能干细胞

或造血干细胞及其在体外红细胞分化大量产生[12] [13] [14]。 
癌胚抗原是一种分子量为 150~300 kD 的糖蛋白，45%为蛋白质，其它为岩藻糖，甘露糖，半乳糖以

及唾液酸。CEA 属于免疫球蛋白 IG 超基因家族的成员，人类 CEA 家族含 29 个基因，其中 18 个基因表

达。CEA 的编码基因位于 19 号染色体。癌胚抗原是最早被发现和鉴定的肿瘤相关抗原之一，1965 年 Gold
和 Freedman 首先自人结肠癌组织发现，是胚胎性致癌抗原，主要存在于胎儿消化道上皮组织、胰脏和肝

脏，正常成人血清中 CEA 含量极低。对于结直肠癌的诊断，临床可以应用的有价值的肿瘤标志物很少，

但血清 CEA 在结直肠癌预后、复发的评估中发挥重要作用[15] [16] [17]；CEA 在正常人体内扮演着非特

异性防御作用的角色，而在肿瘤患者中主要起调节肿瘤细胞对细胞毒性淋巴细胞敏感性的作用，使肿瘤

细胞逃避免疫攻击。癌胚抗原对大肠癌的疗效判断、病情发展、监测和预后估计是一个较好的肿瘤标志

物。由于 CEA 的免疫原性很弱，一般不能引起机体产生有效的免疫反应，因此机体的免疫系统无法识别

肿瘤细胞表面的癌胚抗原，使肿瘤细胞逃避了免疫系统的杀伤，因此增强 CEA 的免疫原性，诱导机体产

生特异性的免疫反应成为肿瘤治疗的一个新的靶点[18] [19]。 
由于其表达量远高于端粒酶且在相应的正常组织细胞中没有表达，说明该基因启动子的应用有可能

提高肿瘤细胞内目的基因表达水平，从而起到特异和高效治疗作用。本试验成功扩增了 1 kb 大小 CEA
启动子片断，构建了 CEA 启动子真核表达载体，所构建的 CEA 启动子有较强的启动活性，将 EPO-cDNA
插入 pcDNA3.1 质粒的多克隆位点，用 CEA 基因启动子替代 pcDNA3.1 质粒的 CMV 启动子，构建成

CEA-EPO 重组质粒。并且，将 CEA 启动子连接到 EPOcDNA 上游，构建表达载体。我们将 CEA-EPO
基因导入造血干细胞后，利用 RT-PCR 在 mRNA 水平检测到 CEA-EPO 的表达，说明 CEA-EPO 的转染

成功。 
我们的研究发现：携带 CEA-EPO 双基因肿瘤抗原的红细胞疫苗对结肠癌有明显的抗肿瘤作用，既

可以诱导造血干细胞定向分化成红细胞疫苗，又可以合成肿瘤抗原的红细胞疫苗，是临床治疗肿瘤的理
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想疫苗。 
骨髓细胞中造血干细胞含量少是分离纯化的困难之一，造血干细胞约占骨髓有核细胞的 0.5%，而在

外周血中的含量更低，我们的研究结果表明：免疫磁珠分离法、造血干细胞表面特异的抗原标记法、单

克隆抗体特异性结合法，再借助抗体上的磁珠在磁场中进行分离，技术简单、易行、对细胞活力影响小，

获得造血干细胞的纯度高[20] [21]，我们利用携带 CEA-EPO 基因构建肿瘤抗原的红细胞疫苗的方法可以

在结肠癌的基因治疗。 
本项目的结果表明：我们收集造血干细胞，并且定向转化成转染 CEA-EPOmRNA 基因的红细胞疫苗，

流式细胞仪分析结果表明：纯化前后有明显差异(P < 0.05)；检测 CEA 及 EPOmRNA 和蛋白表达的结果

表明：造血干细胞体外转染 CEA-EPOmRNA 基因成功，获得 CEA-EPO 基因共转染红细胞疫苗；应用细

胞红系相关标志抗体 GPA 和 CD71 标记，红系相关标志 GPA 和 CD71 的表达比率明显高于对照组。流

式细胞证实红细胞疫苗培养成功；研究相关疫苗激活的单核细胞对结肠癌细胞系 CT26 细胞杀伤作用表

明：在比例为 40:1 时，CEA-EPO 疫苗组杀伤作用为 57.34 ± 1.13%，高于空载组、CEA 疫苗组和 EPO 疫

苗组(P < 0.05)，体内试验的成瘤性研究表明：CEA-EPO 疫苗组肿瘤的生长的大小为 0.29 ± 0.11 (cm3)；
高于其他各组的大小(P < 0.05)，CEA-EPO 疫苗组的成活期分别为：69 ± 6.91 天，高于其他各组的大小

(P<0.05)；CEA-EPO 疫苗组在肿瘤大小和小鼠的生存时间上，与空载组、CEA 疫苗组，EPO 疫苗组之间

差异有统计学意义(P < 0.05)。 
本实验采用免疫磁珠阳性选择法分选 HSC，从小鼠股骨、胫骨可收集 HSC，先进行系别细胞去除的

阴性分选，磁性标记后去除系别细胞，根据 CD117 的表达对这些细胞做进一步的磁珠阳性分选，从复杂

的细胞混合物中分离出很高纯度的细胞。 
在本项研究携带 CEA-EPO 的红细胞的抗肿瘤作用在小鼠结肠癌模型进行了研究，这一治疗效果对

发展更加有效的新型肿瘤疫苗具有重要的意义，我们认为：采取基因修饰的方法获得的携带抗原的红细

胞有以下优点：携带抗原的红细胞可通过基因修饰胚胎干细胞、诱导多能干细胞或造血干细胞在体外大

量产生；与使用其他方法获得的携带抗原的红细胞相比，基因修饰表达肿瘤抗原的红细胞可以同时表达

促进交叉激活的共刺激免疫分子，进一步增强免疫反应，使肿瘤疫苗达到更好的疗效，本研究建立了转

CEA 及 EPO 双基因的造血干细胞的红细胞疫苗，有望在抗结肠癌治疗中发挥重要的作用。 
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