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Abstract
AIM:To investigate the cytotoxic lymphocyte (CTL) primed
by DC based hepatocellular carcinoma (HCC) vaccine against
the growth of the carcinoma xenograft on nude mice.

METHODS:High purity of dendritic cells (DCs) were obtained
and the immune responses of lymphocytes primed by BCG
HSP70 activated DCs were loaded with HCC associated antigens
to prepare DC based HCC vaccine. The nude mouse model
bearing human HCC xenografts was established and the
characteristics of the tumor were identified with immunohis-
tochemical techniques. Transplanted human HCC on nude mouse
was treated with freezing and anabiotic HCC specific lymphocytes.

RESULTS:Lymphocytes primed by DCs based HC vaccine
had the specific cytotoxicity against HCC lines. The CTL after
freezing and anabiotics could prevent and treat HCC
xenograft on nude mice with a preventive rate of 97 %.

CONCLUSION:DCs not only inhibit the growth of human
HCC and other cancer cells in vitro, but also prevent the
growth of HCC xenograft on nude mice in vivo.

Guo JW,Qin LW,Cai MY.Cytotoxic lymphocytes primed by DC based hepa-
tocellular carcinoma vaccine against growth of carcinoma xenograft on nude
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(4):419-421

摘要
目的:本研究探讨肝癌DC疫苗活化的CTL对人肝癌裸鼠

皮下抑制瘤的抑制作用.

方法:将负载肝癌相关抗原DC经BCG HSP70活化后制成

肝癌DC疫苗，用此肝癌DC疫苗诱导的肝癌特异性淋巴

细胞预防和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，同时观察DC对

人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接预防作用和冷冻复苏后肝癌特

异性淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的预防和治疗作用.

结果:DC对肝癌细胞的抑制率为97 %，用冷冻复苏后的

CTL预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的平均抑

制率为96 %；冷冻复苏后的CTL治疗人肝癌裸鼠皮下移

植瘤，对肝癌细胞的抑制率为98 %.

结论；本研究结果为肝癌DC疫苗的进一步深入研究及今

后的临床应用奠定良好的基础.

郭建巍,秦力维,蔡美英. 肝癌DC疫苗活化的CTL对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的

抑制作用. 世界华人消化杂志 2003;11(4):419-421

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/419.htm

0   引言

树突状细胞(DC )是体内功能最强的抗原提呈细胞
(APC)，也是天然免疫和获得性免疫的重要调节剂[1].
我们的前期研究结果表明:在体外，DC负载肝癌细胞溶
解物[2]、hAFP218-226位 LLNQHACAV HLA-A2限制
性九肽[3]和凋亡的肝癌细胞均可诱导出肝癌特异性
CTL，并特异性杀伤肝癌细胞.现将进一步探讨体外培
养的、负载肝癌相关抗原DC诱导的肝癌特异性淋巴细
胞预防和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，及DC对人肝癌
裸鼠皮下移植瘤的直接预防作用，并观察冷冻复苏后
肝癌特异性淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的预防
和治疗作用如下.

1   材料和方法

1.1材料 重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-
CSF  Pepro Tech);重组人白介素-4(rhIL-4  Pepro  Tech);
鼠抗人DC单克隆抗体(镇江医学院许化溪教授馈赠);兔
抗鼠FITC 标记二抗(华美生物工程公司); RPMI1 640
(Gibco);淋巴细胞分离液(上海试剂二厂);生物素化羊抗
鼠 IgG、HRP标记链亲和素(streptoavidin)，北京中山
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生物技术有限公司；内源性生物素封闭试剂(avidin
biotin blocking system，武汉博士德生物有限公司);鼠
抗人肝癌单克隆抗体mcAb18(由本研究室刘小波博士馈
赠);新生小牛血清(杭州四季青生物工程材料研究所);
BCG HSP 70 和肝癌细胞可溶性抗原(本实验室自己制
备);四周龄Balb/c 裸鼠，雌雄各半(由华西医科大学实
验动物中心提供);正常人外周血源于18-25岁健康志愿
者. SPF级动物实验室(华西医科大学实验动物中心提
供); SPSS10.0 for Windows 统计软件.
1.2方法  收集诱导7 d的DC[4] ，调整细胞密度为5×108/L，
加入 24孔细胞培养板，每孔1 mL，同时每孔加入肝
癌可溶性抗原120 g/L ，BCG  HSP70 10 g/L，于37 ℃培
养4 h，用不完全RPMI1640 洗涤 3 次，将负载肝癌
可溶性抗原后的DC与自身淋巴细胞以1∶6混合后用
含300 KU/L基因重组 IL-2的完全RPMI 1 640分瓶培
养，分别在培养的第 3，5 天换液，7 d 收集淋巴细
胞备用. 人肝癌裸鼠皮下移植瘤的普通石蜡切片用Triton-
X-100，1 g/L 柠檬酸三钠处理10 min，PBS洗 2次各
5 min，用7.5 mL/L H2O2阻断内源性过氧化物酶15 min，
PBS洗两次各3 min，加1∶20稀释的正常羊血清100 µL，
置湿盒内37 ℃，30 min，滤纸吸去血清；分别加20 g/L
100 µl 鼠抗人肝癌单克隆抗体和PBS(作空白对照)，置
湿盒内 37 ℃，1 h，取出 4 ℃过夜，PBS 洗 2 次各
5 min，滴加 1∶200 稀释的生物素化羊抗鼠 IgG抗体
50 µl，置湿盒内37 ℃，30 min，PBS泡洗2次各5 min，
滴加1∶200稀释的HRP标记链亲和素， 置湿盒内37 ℃，
30 min，PBS泡洗2次各5 min；加DAB工作液50 µl，
镜下观察适时终止，自来水充分冲洗，最后苏木精复
染、脱色、返蓝、逐级脱水、透明、封片，普通光学显
微镜观察.
1.2.1 DC预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤  收集诱导7 d的
DC，PBS洗 3次后，调整细胞浓度为1× 109 / L，于
裸鼠左侧背部皮下注射，每只 1 mL，共 6 只；另取
6只裸鼠，每只背部皮下注射1 mL生理盐水作阴性对
照. 同时于裸鼠右侧腋窝皮下接种人肝癌SMMC-7 721
细胞 5× 106/ 只，每只液体总量为0.2 mL，每 3 d 观
察移植肿瘤生长情况，共观察30 d. 在无菌条件下取
裸鼠移植瘤称质量，按公式：抑制率=[（对照组平均
瘤质量-实验组平均瘤质量）/对照组平均瘤质量]×
100 % 计算肿瘤抑制率.

1.2.2 肝癌特异性淋巴细胞预防肝癌裸鼠皮下移植瘤[5]

收集肝癌特异性淋巴细胞， PBS洗3次，调整细胞浓度

为1×109/ L，于裸鼠左侧背部皮下注射，每只1 mL，

共6只；另取6只裸鼠，每只左侧背部皮下注射1 mL

生理盐水作阴性对照.同时于裸鼠右侧腋窝皮下接种

SMMC-7721细胞5×106/只，每只液体总量为0.2 mL，

每3 d观察移植肿瘤生长情况，共观察3 0d，取裸鼠移

植瘤称质量后按上述公式计算肿瘤抑制率.

1.2.3 冻存和复苏后肝癌特异性淋巴细胞预防和治疗人

肝癌裸鼠皮下移植瘤  收集肝癌特异性淋巴细胞， 用
不完全RPMI 1 640洗涤3次，用1 mL 冻存液(含100 g/L
DMSO的 FCS)调整细胞密度为2× 106 / mL，加入冻
存管中. 置 -20 ℃冰箱4 h 后移入液氮气态4 h，最后
转入液态，保存30 d. 使用时将冻存管迅速取出，放
入37 ℃水浴箱，待完全融化后加入含预热RPMI 1 640
的离心管中，1 500 r/min离心5 min，用不完全RPMI 1 640
洗涤3次，苔盼蓝染色检查细胞活力后备用. 预防组：
收集冻存复苏后肝癌特异性淋巴细胞， PBS洗3次，苔
盼蓝染色调整活细胞浓度为1× 109 / L. 取 6只裸鼠，
于每只左侧背部皮下注射复苏后的肝癌特异性淋巴细
胞，每只1 mL；另取6只裸鼠，每只左侧背部皮下注射
1 mL 生理盐水作阴性对照.于裸鼠右侧腋窝皮下接种
SMMC-7 721细胞5×106/只，每只液体总量为0.2 mL，
每3 d观察移植肿瘤生长情况，共观察30 d. 取裸鼠移植
瘤称质量，按1.2.1中的公式计算肿瘤抑制率. 治疗组:先
于12只裸鼠右侧腋窝皮下接种SMMC-7 721细胞5×106/
只，每只液体总量0.2 mL，7 d后于6只裸鼠左侧背部皮
下分别注射浓度为1×109 / L冻存复苏后肝癌特异性淋巴
细胞1 mL；在另6只裸鼠左侧背部皮下注射1 mL生理盐
水作阴性对照. 每3 d观察移植肿瘤生长情况，共观察30 d.
取裸鼠移植瘤称质量，按1.2.1中的公式计算肿瘤抑制率.

2   结果

于裸鼠腋窝皮下接种5×106/只人肝癌细胞SMMC-7 721
后， 6 只裸鼠 均有肿瘤生长，解剖后平均瘤重大于
1 g. 免疫细胞组化LSAB法结果 阳性染色呈棕黄色. 大
多数分裂及非分裂细胞都有着强弱不一阳性着色，阳
性染色分布于胞质、核周及胞膜，相应的空白对照均
未见阳性染色(图 1).

A:negative control  B:
图 1  裸鼠人肝癌皮下移植瘤的免疫组织化学特征(×200).

A

B
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        DC预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的抑
制率为97 %，而 IL-2条件下培养的淋巴细胞(即LAK
细胞)对肝癌细胞的抑制率仅为70 %，说明DC预防人
肝癌裸鼠皮下移植瘤有效(P <0.05).
       肝癌特异性淋巴细胞预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，
对肝癌细胞的抑制率均为96 %，IL-2 条件下条件下
培养的淋巴细胞(即 LAK细胞)预防人肝癌裸鼠皮下移
植瘤抑制率仅为70 %，说明肝癌特异性淋巴细胞预防
人肝癌裸鼠皮下移植瘤有效(P <0.05).
      用冷冻复苏后的CTL预防人肝癌裸鼠皮下移植瘤，
对肝癌细胞的平均抑制率为96 %；冷冻复苏后的CTL
治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤，对肝癌细胞的抑制率为
98 %，相同条件下培养的淋巴细胞对人肝癌裸鼠皮下
移植瘤抑制率仅为70 %，说明冷冻复苏后的CTL预防
和治疗人肝癌裸鼠皮下移植瘤均有效(P <0.05).

3   讨论

肿瘤生物治疗中存在的一个主要问题，即大多数人类
肿瘤细胞抗原类型仍未得到明确的鉴定，而已知的肿
瘤相关抗原是否真正代表肿瘤排斥抗原缺乏体内实验
证据[6]. 前期研究表明:在体外负载肝癌细胞可溶性抗原
的DC活化的自身淋巴细胞主要为CD4+T细胞同时还有
部分CD8+T 细胞，可有效杀伤肝癌细胞；同时，活
化细胞培养上清和细胞中可分别检测到Th1型细胞因
子TNF和IEN-γ 也能抑制肝癌细胞生长[2]. 因此，用DC
负载已建株的肝癌细胞可溶性抗原诱导肝癌特异性免疫
应答意义深远.用BCG预防和治疗膀胱和泌尿道转移癌
已有20多年的历史，并显示出良好的效果[7,8] HSP 是
BCG细胞质的一种重要成分，存在于BCG培养物中，
是一种高度保守的胞内蛋白，其合成在受到一系列应
急刺激后(温度增加、营养缺乏、有毒刺激等)显著增加.
除此之外，肿瘤细胞转染分枝杆菌HSP基因后也可以
使宿主免于肿瘤的攻击[9]. 鉴于BCG HSP70 独特的生物
学特性，本研究首次用其活化负肝癌相关抗原后的
DC，制成肝癌DC疫苗，以更有效激发针对肝癌特异
性的免疫应答[10-16].
       目前，国内仅有个别DC肿瘤疫苗临床应用的研究
报告[17]，大部分工作仍主要集中于基础研究和临床前
准备阶段. 李明松 et al [18,19]研究表明:胃癌、大肠癌、
肝癌、卵巢癌患者外周血DC体外诱导的抗肿瘤细胞免
疫反应不仅能预防而且能抑制人裸鼠移植瘤生长;DCs
能从凋亡胆管癌细胞有效提呈肿瘤抗原并诱导出显著
的杀伤胆管癌细胞的免疫反应[20] ;从外周血单核细胞中
诱导出大批量的DCs，这些DCs可被低温保存而不改变
其功能 . 在以上研究的基础上，本研究改进传统DC诱
导方法，获得高纯度DC后，在体外负载中国人自己建
株的国人肝癌细胞SMMC-7 721可溶性抗原，经BCG
HSP70活化后制成肝癌D C疫苗，并诱导具有生物学
活性的肝癌特异性CTL. 冷冻复苏后的CTL不但可预防

人肝癌裸鼠皮下移植瘤，而且可抑制人肝癌裸鼠皮下
移植瘤生长. 由于肝癌DC 疫苗是以活细胞的形式进入
机体、并活化机体免疫系统，因此我们也评价了DC
在体内对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接作用，研究证
明DC对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的直接抑制率为97 %.
表明DC疫苗进入机体后可以非特异性抑制和特异性免
疫应答两种方式发挥作用 ，丰富了和扩展了肝癌DC
疫苗的内容，为今后肝癌DC疫苗的临床研究及应用
奠定了重要基础.
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