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"摘要#

!

目的
!

初步探讨疟原虫遗传减毒子孢子能否诱导抗肺癌免疫作用!为肺癌疫苗的研究提供新的思路%方法
!

实验

分为实验组与对照组!实验组尾静脉注射遗传减毒子孢子进行免疫
23-45

&

)6

小鼠!对照组注射磷酸缓冲盐溶液"

748

$#

$0!

后用

59:#+

肺癌细胞"

552

$皮下接种!待肿瘤长出后用游标卡尺测量肿瘤大小#肿瘤组织免疫组化对比肿瘤增殖'凋亡'血管生成情

况%结果
!

两组小鼠的肿瘤生长有差异!疟原虫遗传减毒子孢子能抑制肿瘤的增殖'血管生成'促进凋亡%结论
!

遗传减毒子孢

子可能是一种新的治疗策略或能成为一种有效的载体介导肺癌的免疫治疗%

"关键词#
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肺肿瘤#疟原虫#遗传减毒子孢子#
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肺癌仍然是癌症相关死亡的首要原因#在
1%$1

年全球肺

癌死亡人数占癌症相关死亡人数的
$(&0P

'

$

(

)肺癌的治疗方

法主要有手术*化疗*放疗等#但近年来兴起的免疫疗法则主要

通过增强机体的免疫应答抗肿瘤#具有敏感性*特异性强的特

点#被认为最有希望的肺癌治疗策略'

1.0

(

)尽管目前的治疗方

法已经得到了提高#但是肺癌的预后还是不理想#所以探索新的

治疗方法是非常有必要的)大量的研究证实#

2Q/

R

=

淋巴细胞

免疫应答机体的免疫系统监视和抑制肿瘤的最主要效应机

制'

3.)

(

)与抗肿瘤和抗病毒感染相一致#机体也是通过诱导
=

淋

巴细胞免疫应答清除胞内寄生的原虫)另外#有些抗寄生虫的

药物也具有抗肿瘤作用#提示抗肿瘤的研究有可能从抗寄生虫

研究中得到启发)目前已有文献证实了寄生虫抗肿瘤'

-.$%

(的

研究)

遗传减毒子孢子
'

/GG

"

'

H

"

H1)3F1

是一种经遗传操纵方

式特异敲除疟原虫肝期发育的必要基因
'

/GG

"

'

#得到能入侵

肝实质细胞#但发育停滞在晚期的子孢子'

$$

(

)遗传减毒子孢

子能诱导机体产生强烈
2Q/

R

=

淋巴细胞反应#有效地抵御子

孢子的感染和清除感染肝细胞的疟原虫)红内期疟原虫对肺

肿瘤的生长存在着一定的抑制作用'

$1

(

#此外在对弓形虫及锥

虫的抗肿瘤研究中发现这类寄生虫可能与肿瘤存在着交叉抗

原'

$'

(

#而寄生虫的感染诱导的免疫应答也可能对肿瘤产生非

特异性杀伤)因此本研究意在探讨遗传减毒子孢子
'

/GG

"

'

H

"

H1)3F1

的免疫能否诱导小鼠的抗肿瘤免疫作用)

>

!

材料与方法
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!

小鼠及虫株
!

23-45

"

)6

小鼠购于第三军医大学大坪医

院野战外科研究所实验动物中心#

552

细胞株购于上海中科

院细胞库#约氏疟原虫
'

/GG

"

'

H

"

H1)3F1

株的遗传减毒子孢子

由第三军医大学病原生物学教研室提供)

>&?

!

实验方法

>&?&>

!

遗传减毒子孢子免疫小鼠
!

1%

只
23-45

"

)6

小鼠分为

实验组与对照组#将实验室提供的遗传减毒子孢子稀释为每毫

升
$3%%%%

条的浓度#实验组小鼠尾静脉注射上述浓度的遗传

减毒子孢子每只
1%%

!

5

#理论上使每只小鼠被
'%%%%

条遗传

减毒子孢子免疫%对照组用相同的方法尾静脉注射
748

溶液

1%%

!

5

"只)为了验证遗传减毒子孢子是否减毒成功#实验组

小鼠每隔
1

天尾静脉血涂片观察#记录原虫血症)实验重复

'

次)

>&?&?

!

流式监测外周血
2Q/

R

=

细胞
!

两组小鼠从免疫开始

每隔
1

天眼球取血做流式细胞学检测#每组用去
0

只小鼠)取

3%%

!

5

外周血加入到含有
$D5748

的
S7

管中#

$1%%%@

"

D#,

离心
$%+

#去上清液)沉淀加入
$D5

红细胞裂解液重悬#冰上

作用
1D#,

后加入到盛有
1D5748

的
3D5S7

管中
$)%%@

"

D#,

离心
3D#,

#用
$%%

!

5T<28

流式洗液重悬$收集
74U2

#

计数板上计数细胞数量需要达到
$V$%

) 个&)加入
$&13

!

5

$00$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$
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作者简介!邓旭锋$
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&#硕士#主要从事抗肺癌基础研究)

!

#

!

通讯作者#
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通讯作者#

S.D?#>

!

)($%3-/'$

"XX

&G"D

)



$

%&13

!

F

"

B9+B?,B#.D"E+92Q/?7@927.2

J

3&3

&和
1

!

5

$

$

!

F

"
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"
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"

0

&混匀#避光
0 Y

孵育
'3

D#,

)加入
$D50Y T<28

流式洗液
$)%%@

"

D#,

离心
3D#,

弃上清液#加入
1%%

!

5

的
T<28

流式缓冲液重悬沉淀#进行

T<28

检测)

>&?&@

!
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的培养及接种
!

取出冻存细胞#快速在
'-Y

水浴

锅中解冻)超净台内将其转移到
$%D5

的玻璃离心管中#加

入
'D5

含血清的
QUSU

#轻柔吹打混匀#

$%%%@

"

D#,

离心
3

D#,

洗涤
$

次#弃上清液)加入
$D5

培养基重悬#转移到培养

瓶#放入细胞培养箱内)待细胞铺满培养瓶底部#吸去培养基#

加入
'D5748

轻轻摇动进行洗涤#然后吸去
748

#加入
'D5

胰酶进行消化)当瓶底出现毛玻璃样结构时#吸去胰酶液#加

入
748

#轻柔吹打成单个细胞后#显微镜下计数板计数)将细

胞浓度调整为
3V$%

3

"

D5

的细胞悬液#分别以每只
1%%

!

5

的

计量皮下接种实验组与对照组小鼠右侧腹股沟)

>&?&A

!

肿瘤大小测量
!

接种
552

细胞后每天观察每只小鼠

皮下成瘤情况)发现肿瘤每隔
1

天用游标卡尺测量肿瘤的最

大直径
?

及最短横径
N

$单位为
DD

&#用公式
?

"

N1

"

1

计算肿

瘤体积)

>&?&B

!

组化检测凋亡
!

用
$%D50P

的多聚甲醛固定小鼠肿

瘤标本#送第三军医大学新桥医院中心实验室做石蜡切片)

Z#.)-

*

2Q'$

*

=E,9>

凋亡检测的具体操作步骤参照试剂盒说明

书进行)

>&@

!

统计学处理
!

采用
8788$(&%

软件进行统计学处理#计

量资料
0[>

表示#采用独立样本
8

检验*

>"

F

.@?,\B9+B

*非参数

检验)以
E

%

%&%3

表示差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

血涂片检查
!

疟原虫遗传减毒子孢子免疫小鼠是安全可

靠的)见图
$

*

1

)

图
$

!!

小鼠尾静脉血涂片

图
1

!!

免疫后每隔
1

天记录的原虫血症

?&?

!

肿瘤体积*生存曲线
!

皮下接种第
-

天发现对照组小鼠

出现肿瘤#第
$$

天实验组小鼠出现肿瘤#两组小鼠的肿瘤体积

在第
$3

*

$-

*

$(

*

1$

*

1'

天差异有统计学意义$

E]%&%1%

*

%&%%)

*

%&%%0

*

%&%$%

*

%&%3%

&#见图
'

)第
'3

天对照组小鼠出现死亡#

第
)%

天
)

只小鼠全部死亡%而实验组小鼠第
)%

天死亡
1

只存

活
0

只#两组小鼠的生存时间有差异$

E]%&%0$

&#见图
0

)小

鼠的肿瘤称质量发现有统计学差异$

E]%&%%$

&#见图
3

)

图
'

!!

小鼠肿瘤体积生长情况

图
0

!!

生存曲线

图
3

!!

小鼠肿瘤质量

?&@

!

流式检测外周血
2Q/

R

=

!

实验组
2Q/

R

=

淋巴细胞为

%&)0%[%&$-%

多于对照组的
%&1/([%&$3%

$

E]%&%%0

&)见

图
)

)

图
)

!!

流式检测外周血

100$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期
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肿瘤组织免疫组化
!

本研究对实验组和对照组小鼠皮下

肿瘤组织的凋亡情况及血管生成进行了监测)

=E,9>

染色电

镜下发现染色质浓缩*边缘化#核膜裂解#染色质分割成块状着

色比对照组深%

Z#.)-

提示对照组染色较实验组深#说明对照

组细胞增殖比实验组强%

2Q'$

显示对照组有较多的血管生

成)见图
-

)

图
-

!!

肿瘤组织免疫组化$

V1%%

%

@

!

讨
!!

论

疟疾是世界上危害最为严重的三大传染病之一#其病原体

是疟原虫)疟原虫是由按蚊叮咬传播的#其生活史包括在蚊体

内的发育$蚊期&及在人体肝细胞内的发育$红外期&和在红细

胞内的发育$红内期&)遗传减毒子孢子是一种经遗传操纵特

异敲除疟原虫肝期发育成熟的必要基因的子孢子'

$$

(

#具备特

异入侵肝细胞的能力#但不能在肝细胞内进一步发育)遗传减

毒子孢子免疫后#能在入侵肝细胞的为数非常少#但却诱导肝

脏产生持久*强烈的抗子孢子表面主要蛋白环子孢子蛋白细胞

反应#能有效地抵御子孢子的感染和清除感染肝细胞的疟原

虫'

$0

(

%且遗传减毒子孢子不会引起疟原虫的潜在感染#安全

性好)

肿瘤会干预人体的免疫功能和妨碍其发展'

$3

(

)但文献报

道寄生虫感染可以抑制肿瘤生长已经被很好地证实了'

$)

(

)在

这个研究中#作者想验证用遗传减毒子孢子免疫后#再皮下接

种
552

这个模型是否可以抗肿瘤)结果发现疟原虫遗传减毒

子孢子可以抑制
552

的生长#延长小鼠的生存率)免疫组化

进一步分析肿瘤组织来自用遗传减毒子孢子免疫组小鼠提示

肿瘤组织的血管生成受到抑制*细胞增殖数量是减少*细胞凋

亡比例增加)另外疟原虫遗传减毒子孢子免疫的小鼠外周血

2Q/

R

=

细胞比例明显增高)这说明疟原虫遗传减毒子孢子诱

导免疫组小鼠的适应性免疫#从而诱导抗肿瘤效果)

肺癌是重要的引起癌症相关死亡的肿瘤)免疫治疗是近

年来兴起的治疗肿瘤的方法#被认为是一种有效治疗肺癌的新

的策略)免疫治疗就是用特异的或者非特异的免疫原刺激宿

主以达到放大宿主低下的免疫力从而杀伤肿瘤细胞)传统免

疫辅助疗法#如卡介苗$

42I

&*白喉毒素等可以诱导大量免疫

炎症细胞#有效治疗一些肿瘤'

$-

(

)然而诱导的免疫反应是弱

的*短暂的*不会形成免疫记忆)因此#非特异免疫治疗的优点

在肺癌的治疗中是不清楚的#无论是在临床前还是临床中)遗

传减毒子孢子诱导大量的
2Q/

R

=

细胞抗肿瘤细胞)很明显#

遗传减毒子孢子不仅诱导一个非特异性的免疫#而且还能诱导

一个肿瘤特异性的免疫应答)另外遗传减毒子孢子还能产生

有效的*长久的系统抗肿瘤免疫)

遗传减毒子孢子免疫后可以激发宿主的免疫系统#诱导淋

巴细胞的多克隆活化*大量增殖*分化#通过接触寄生虫相关抗

原或者宿主自身释放的抗原在免疫遗传减毒子孢子后'

$/

(

)或

许就是通过这样的机制加强了宿主的免疫监视从而抗肺癌

作用)

此研究有两个优点#一是遗传减毒子孢子虽然具备特异入

侵肝细胞的能力#但不能在肝细胞内进一步发育#不会导致小

鼠出现原虫血症)二是由于敲除约氏疟原虫
4

J

1)3

株的

T?NN

"

L

基因#所以疟原虫肝期子孢子的发育就会停止在晚期#

此期的子孢子能诱导机体产生大量的
2Q/

R

=

细胞)作者报

道疟原虫遗传减毒子孢子抑制
552

细胞生长通过诱导机体的

适应性免疫反应#主要是想提供一个可为有效肺癌亚单位疫苗

的设计新思路)

已经有许多关于寄生虫抗肿瘤在人或者动物模型中的科

学证据#也有证据表明寄生虫抗肿瘤效应是其增强了宿主免疫

力)因此#寄生虫抗原或许可以作为肿瘤免疫疗法的候选者在

将来的研究中)尽管如此#寄生虫与肿瘤的关系还是存在争

议)但是相信寄生虫的研究将会成为一个新的领域在以后的

肿瘤研究中)在接下来的研究中作者将重点研究遗传减毒子

孢子抗肿瘤的机制)
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