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3DY3

(

K

小鼠
%)/

只!随机分为
!"#6
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细胞!观测荷瘤小鼠肿瘤体积及生存期%
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检测免疫后荷瘤小

鼠脾淋巴细胞在同源肿瘤再刺激下
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的生成%免疫组化检测小鼠肿瘤浸润
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淋巴细胞%结果
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瘤苗免疫使小鼠肿瘤

生长被抑制!脾淋巴细胞
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$%瘤苗增加了肿瘤中
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f和
-0/

f细胞浸润的程

度%结论
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瘤苗提高了实验动物的抗肿瘤免疫力!表现为增高的淋巴细胞
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&辐照肿瘤细胞制备的肿瘤疫苗$简称瘤苗&可使

免疫小鼠获得一定的抗同源肿瘤的免疫力'
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#但瘤苗诱导的动

物体内免疫功能的变化尚不清楚)

9

淋巴细胞介导的细胞免

疫是抗肿瘤免疫反应的主体#体内某些细胞因子的增多是细胞

免疫活化的标志#而淋巴细胞在肿瘤中的浸润程度通常被认为

与肿瘤宿主的预后相关'
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)本实验以
!&&

荷瘤小鼠为模型#

在观察
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瘤苗免疫小鼠大体抗肿瘤效应的基础上#探讨

免疫后的荷瘤小鼠脾淋巴细胞干扰素
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&生成以及肿瘤

浸润淋巴细胞$
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&的变化#以

了解
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瘤苗免疫对小鼠免疫功能的影响)同时以高温凝

固方法制备的瘤苗作对照#比较
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瘤苗效能)
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材料与方法
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肿瘤治疗系统由重庆医科大学超声工程研

究所提供%雌性
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细胞株由重庆医科大学实验细胞库提供%兔抗小鼠
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抗小鼠
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抗体购自北京博奥森公司#免疫组化
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小鼠肿瘤体积测量
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将
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B 个"只小鼠腋前皮下注射)接种后游标卡

尺每周测量小鼠瘤体长径$

N

&与横径$

O

&#以$

NZO

&

&"

&

计算肿

瘤体积'

1

(

)

B'C'D

!

小鼠脾淋巴细胞
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生成水平检测
!

小鼠
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只#分

A

组#每组
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只#每组分别接受
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瘤苗*高温瘤苗*生理盐

水皮下注射及再接种
!&&

细胞同前#接种
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细胞后
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周处

死#无菌取脾#于金属筛网上剪碎研磨#收集匀浆以小鼠淋巴细

胞分离液梯度离心#获得脾淋巴细胞悬液)取此淋巴细胞
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细胞
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按试剂

盒说明步骤进行#以酶标仪测
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波长处吸光值)
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免疫组化
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将
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只小鼠#分
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组#每组
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只#按同样

方法分别免疫并接种#接种
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细胞
&

周后处死小鼠#切取其

皮下肿瘤#
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中性多聚甲醛固定*常规脱水*石蜡包埋#
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切片)免疫组化按照试剂盒说明书进行)
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半定量分析
!

镜下细胞膜或细胞质显现棕黄色判

定为
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f或
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f细胞)阳性细胞半定量分析参考文献'
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(方法!每个标本镜下随机选取
%)

个高倍视野$

Z&))

&#以肿

瘤内部阳性细胞分布最丰富的
A

个视野作为计数范围)根据

视野内平均阳性细胞数$
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区域)
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统计学处理
!

采用
,8,,%A')

统计软件进行数据分析#

肿瘤体积数据用析因方差分析#肿瘤淋巴细胞浸润结果行
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秩和检验#其他数据行单因素方差分析#计量

数据结果以
DT(

表示#以
!

#
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为差异有统计学意义)
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结
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各组小鼠肿瘤体积和生存期比较
!

因生理盐水组小鼠在

接种
!&&

细胞
&%5

后出现较多死亡#故记录
&%5

内各组的肿

瘤体积)

&%5

内生理盐水组小鼠死亡
&

只#按死亡时肿瘤体积

记录#结果显示各组小鼠间肿瘤体积有差异#

&%5

时生理盐水

组肿瘤体积为$
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瘤苗组为$
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&#见图
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)观察生存情况至
B

周#各组小鼠生存期存在明显差异#平均

生存期生理盐水组为$
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瘤苗组为$
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$
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&#见图
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图
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接种
!&&

细胞
&%5

内各组小鼠的肿瘤体积比较

C'C

!

小鼠脾淋巴细胞分泌
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1

水平
!

各组小鼠免疫后在

!&&

细胞的再刺激下#其脾淋巴细胞
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1

分泌水平为!生理

盐水组$
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瘤苗组$
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#组间比较差异有统

计学意义$
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瘤苗对各组小鼠
9"Y

的影响
!

两种瘤苗免疫的荷瘤小

鼠肿瘤组织中
-01

f

*

-0/

f细胞浸润均较明显)根据阳性细

胞浸润分级计算#高温瘤苗及
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瘤苗组肿瘤组织内

-01

f

*

-0/

f细胞浸润程度较生理盐水组有显著提高$

!

#

)')2

&#两种瘤苗组间
9"Y

浸润程度差异无统计学意义$
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$

)')2

&#见表
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图
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接种
!&&

细胞后各组小鼠的生存曲线

表
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各组小鼠肿瘤淋巴细胞浸润程度的分布#

$a%)
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组别
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f
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-0/

f

( ' )

生理盐水组
2 2 ) B 1 )

高温瘤苗组
% 1 2
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& 1 1
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瘤苗组
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% A B
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#与生理盐水组比较)

D

!

讨
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论

肿瘤疫苗作为肿瘤免疫治疗的重要部分被广泛研究#其种

类较多#包括肿瘤细胞疫苗*树突状细胞疫苗*肿瘤肽类疫苗及

肿瘤
0+D

疫苗等'

2

(

#又可依据针对肿瘤抗原的不同分为全肿

瘤细胞即多表位疫苗和特定抗原表位疫苗)全肿瘤细胞疫苗

携带了完整的肿瘤抗原库#无需筛选肿瘤特异性抗原#这是全

肿瘤细胞疫苗相对特定抗原疫苗的优势)目前灭活肿瘤细胞

已获得全肿瘤细胞疫苗的方法有!反复冻融*热凝固*放射辐

照*紫外线照射*甲醛固定及光动力杀伤等#但有的方法效果并

不理想'

B

(

#本研究以
!"#6

辐照肿瘤细胞制备疫苗#为研制肿

瘤疫苗提供了一种新方法#

!"#6

瘤苗免疫小鼠后大体观察发

现肿瘤生长受抑制#小鼠生存期延长#提示
!"#6

瘤苗具有提

高实验动物抗肿瘤免疫力的效果)

抗肿瘤免疫的主体是细胞免疫#由
%

型辅助性
9

细胞

$

9H%

&介导#而
&

型辅助性
9

细胞$

9H&

&介导免疫应答向体液

免疫发展)

9H%

细胞产生的细胞因子主要是
"#+$

1

*

"Y$&

#而

9H&

细胞主要分泌
"Y$1

*

"Y$2

)

9H%

类和
9H&

类细胞因子的平

衡决定了哪种免疫反应占主导地位#

9H

细胞由分泌
9H%

类细

胞因子向
9H&

类因子转换可能是抗肿瘤免疫失效的机制之

一'

(

(

)
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1

也可由活化的
-0/

f细胞分泌#主要是细胞毒性
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淋巴细胞$
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&分泌#故
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1

水

平增高可以作为是细胞免疫增强和
-9Y

活化的标志#这对抗

肿瘤是有益的)本实验发现经
!"#6

瘤苗免疫#荷瘤小鼠脾淋

巴细胞在同源肿瘤再刺激下
"#+$

1

生成较未免疫小鼠成倍增
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加#提示经瘤苗免疫小鼠体内产生了对该肿瘤敏感的淋巴细胞

群#也表明细胞免疫的增强及
-9Y

细胞激活)

免疫组化结果显示两种瘤苗免疫后小鼠
9"Y

数量较未免

疫组有显著提高)文献报道
9"Y

数量是有利于宿主的预后因

子#如
-01

f和
-0/

f细胞浸润较多的食管鳞癌患者有较长的

生存期'

A

(

#而
-0A

f细胞在肿瘤周边浸润较少是宫颈癌复发的

高危因素'

/

(

)有研究表明肿瘤实质中的
9"Y

数量比肿瘤间质

或边缘的
9"Y

数量和预后的关系更加确切'

*

(

#本实验中以肿

瘤实质内的
9"Y

为观察对象#发现瘤苗组肿瘤浸润
-01

f 和

-0/

f细胞较未免疫组增多#这与观察到的免疫小鼠肿瘤生长

受抑制是吻合的)肿瘤生长抑制和动物生存期延长在
!"#6

瘤苗组较高温瘤苗组更加明显#但两种瘤苗组间
9"Y

浸润程

度无显著差异#其原因可能在于除
9"Y

的数量外#宿主预后与

9"Y

之间还存在其他的影响因素'

%)

(

#如
9"Y

的具体类型被认

为是另一重要的预后因素#

-01

f辅助细胞被认为对诱导
-9Y

产生及维持
-9Y

记忆有明确作用#而
-01

f细胞中的调节
9

细胞$

94I

P

&亚群#则可能下调抗肿瘤免疫反应'

(

(

)本实验中未

能区分
-01

f细胞的具体亚群#另外由于本实验中样本数较少

且免疫组化及半定量的方法检验效能有限#可能未显示出两组

潜在的差别)

为了衡量
!"#6

瘤苗的效能本研究以热凝固方法制备高

温瘤苗作对照#理论上二者同属全肿瘤细胞疫苗#包含了相同

的肿瘤抗原#且在本实验参数条件下
!"#6

辐照对细胞也产

生
B2i

左右的热效应#但实验结果显示
!"#6

瘤苗效能优于

高温瘤苗#其机制并不清楚#这可能与
!"#6

辐照对细胞产生

的特殊的生物学效应有关#

!"#6

辐照除产生热效应外#还对

细胞形成特有的机械效应及空化效应)近来研究认为细胞死

亡时的某些物质释放能激活免疫#这是一些被称作,危险信号-

或,损伤相关分子形式-的物质#如!热休克蛋白$

HINE.H@KS

L

4@EI;>

#

!,8

&*核苷酸*钙网蛋白等'

%%$%A

(

)研究显示
!"#6

的

机械和空化效应比
!"#6

的热效应更有利于辐照细胞,危险

信号-的释放'

%1

(

#而
!"#6

的辐照也促使细胞释放,损伤相关

分子形式-之一的
!,8

'

%2

(

#这可能是
!"#6

辐照瘤苗比单纯

热凝固细胞瘤苗免疫效能更高的原因之一)

综上所述#

!"#6

制备瘤苗的免疫能明显抑制同源移植肿

瘤在动物体内的生长#延长实验动物的生存期)肿瘤刺激下

!"#6

瘤苗免疫动物的脾淋巴细胞
"#+$

1

生成增高#提示机体

细胞免疫被激活)肿瘤生长受抑制可能与增多的淋巴细胞浸

润有关)

参考文献"

'

%

( 周颦#付敏#王智彪#等
'

高强度聚焦超声固化瘤苗的实验

研究'

c

(

'

中国超声医学杂志#

&))&

#

%/

$

/

&!

2B*$2(%'

'

&

(

+N;E@j

#

,N;E@d

#

,H;;ONd

#

IEN='-0/f 9KI==.;>J;=E4NEI5

R;EH;>KN>KI4KI==>I.E.N.N

L

4@

P

>@.E;KJNKE@4;>HFQN>

K@=@4IKEN=KN>KI4

'

c

(

'-N>KI47I.

#

%**/

#

2/

$

%B

&!

A1*%$

A1*1'

'

A

(

-H@j

#

:;

G

NQ@E@:

#

dNE@d

#

IEN='-01f-0/f 9KI==

-@@

L

I4NEIE@;Q

L

4@<I

L

4@

P

>@.;.@J

L

NE;I>E.R;EHI.@

L

HN$

P

IN=KN4K;>@QN

'

c

(

'-N>KI47I.

#

&))A

#

BA

$

(

&!

%222$%22*'

'

1

(

VFHF.0:

#

!F55-

#

YN7I

P

;>N:-

#

IEN='9FQ@4QIN.$

F4IQI>E;>EHI>F5IQ@F.I

'

c

(

'c,F4

P

?>K@=

#

%*/B

#

A%

$

1

&!

&&*$&A1'

'

2

(

d@KHI>5I4JI4c+

#

W4I..7V'DK@Q

L

N4;.@>N>5K4;E;KN=N$

>N=

G

.;.@J

L

4IK=;>;KN=N>E;KN>KI4<NKK;>NE;@>.E4NEI

P

;I.

'

c

(

'

VM

L

3;@=:I5

#

&))(

#

&A&

$

*

&!

%%A)$%%1%'

'

B

(

-@

L

;I4c

#

0N=

P

=I;.HD'?<I4<;IR@JEFQ@4KI==$ON.I5<NK$

K;>I.

'

c

(

'">E7I<"QQF>@=

#

&))B

#

&2

$

2

"

B

&!

&*($A%*'

'

(

(

jF8

#

#Fjl'9FQ@4;>J;=E4NE;>

P

=

G

Q

L

H@K

G

EI.

!

J4;I>5.@4

J@I.

'

c

(

'YNO"><I.E

#

&))B

#

/B

$

A

&!

&A%$&12'

'

/

(

+I5I4

P

NN453,

#

YN5ISN4=:

#

9H@Q.I>!#

#

IEN='Y@R5I>.;E

G

@J-0Af

#

-01f N>5-0/fKI==.;.N..@K;NEI5R;EH;>$

K4IN.I54;.S@J4I=N

L

.I;>.

g

FNQ@F.KI==KI4<;KN=KN>KI4

'

c

(

'34c-N>KI4

#

&))(

#

*(

$

/

&!

%%A2$%%A/'

'

*

(

,HF>

G

NS@<Y

#

7

G

N>-d

#

,NHN.4NOF5HI0:

#

IEN='9HI;>$

J=FI>KI@JH@.E4I.

L

@>.I@>K@=@4IKEN=KN>KI4

L

4@

P

>@.;.

'

c

(

'-=;>-@=@4IKEN=-N>KI4

#

&))1

#

1

$

%

&!

A/$12'

'

%)

(

0F-

#

_N>

P

j'9HI;QQF>@4I

P

F=NE@4

G

QIKHN>;.Q.@JKN4K;$

>@QNJ@4;E..F4<;<N=N>55I<I=@

L

QI>E

'

c

(

'cVM

L

-=;>

-N>KI47I.

#

&)%%

#

A)

$

%

&!

%&$&%'

'

%%

(

:NEb;>

P

I48'9HI5N>

P

I4Q@5I=

!

N4I>IRI5.I>.I@J.I=J

'

c

(

',K;I>KI

#

&))&

#

&*B

$

22BB

&!

A)%$A)2'

'

%&

(

W4II>07

#

#I4

P

F.@>9

#

U;E<@

P

I=Y

#

IEN='"QQF>@

P

I>;K

N>5E@=I4@

P

I>;KKI==5INEH

'

c

(

'+NE7I<"QQF>@=

#

&))*

#

*

$

2

&!

A2A$ABA'

'

%A

(

9I.>;I4ID

#

8N>N4IENS;.9

#

dI

LL

?

#

IEN=':@=IKF=N4KHN4$

NKEI4;.E;K.@J;QQF>@

P

I>;KKN>KI4KI==5INEH

'

c

(

'-I==

0INEH0;JJI4

#

&))/

#

%2

$

%

&!

A$%&'

'

%1

(

!FU

#

jN>

P

lj

#

Y;Fj

#

IEN='7I=IN.I@JI>5@

P

I>@F.5N>$

P

I4.;

P

>N=.J4@Q!"#6$E4INEI5EFQ@4KI==.N>5EHI;4.E;Q$

F=NE@4

G

IJJIKE.@>D8-.

'

c

(

'3;@KHIQ3;@

L

H

G

.7I.-@Q$

QF>

#

&))2

#

AA2

$

%

&!

%&1$%A%'

'

%2

(

!F>5E_

#

?h-@>>I==$7@5RI==-V

#

3I5>N4.S;:0

#

IEN='">

<;E4@IJJIKE@JJ@KF.I5F=E4N.@F>5@4EHI4QN=.E4I..@>

!,8()IM

L

4I..;@>N>5KI==<;NO;=;E

G

;>EH4IIEFQ@4KI==

=;>I.

'

c

(

'DKN57N5;@=

#

&))(

#

%1

$

(

&!

/2*$/()'

$收稿日期!

&)%&$)%$)*

!

修回日期!

&)%&$)1$&&

&

$上接第
&/12

页&

!!

.F4

P

I4

G

'

c

(

'cD>I.EH

#

&))B

#

&)

$

&

&!

*&$*2'

'

%A

(宗志军#潘道波#曾因明#等
'

氟比洛芬酯预防瑞芬太尼复

合麻醉术后急性疼痛'

c

(

'

徐州医学院学报#

&))/

#

&/

$

1

&!

&B2$&B('

'

%1

(曾志文#陈伟元#曾金祥
'

氟比洛芬酯治疗腹腔镜胆囊切

除术术后急性疼痛的临床研究'

c

(

'

中国内镜杂志#

&))B

#

%&

$

%)

&!

%)/&$%)/A'

$收稿日期!

&)%&$)2$%%

!

修回日期!

&)%&$)B$%/

&

/1/&

重庆医学
&)%&

年
*

月第
1%

卷第
&(

期




