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摘 要!$目的% 研究荷载肿瘤干细胞&
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#治
疗小鼠恶性黑色素瘤' $方法% 利用
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染料从小鼠恶性黑色素瘤细胞系
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中分选出
肿瘤干细胞"将
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制备成细胞裂解液加载在
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细胞上制备成
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疫苗'将
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细胞
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小鼠皮下建立小鼠恶性黑色素瘤模型"随机分成磷酸盐缓冲液组
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)"并给予相应的治疗' 测量并记录各组肿瘤大小变化和小鼠生存期"实验终点取小鼠脾脏"

体外培养激活后利用
?/.,0

法测定
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细胞分泌
.@A

水平"
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细胞毒性实验测定细胞毒性
淋巴细胞
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活性' $结果%
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组肿瘤生长明显慢于
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组小鼠脾脏中
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组低"但较
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组高"差异有统计学意义!
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)' $结论%
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疫苗联合
./!!

方案在治疗恶性黑色素瘤的小鼠模型中效果较
(,(-!'(

疫苗组和
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组好"

与
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提高
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细胞活性有关'
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恶性黑色素瘤 !

<+,05*+*= <1,+*'<+

"

>>

#是一

种黑色素细胞肿瘤"多发生于皮肤组织"也可发生于

眼内$外阴$消化道$中枢神经系统以及淋巴结等皮

肤外组织% 近年来已经成为发病率增长最快的肿瘤

之一 &

8

'

% 预期
!"8?

年我国黑色素瘤新发病例数为

@"""

例"死亡病例为
%!""

例&

!

'

%肿瘤干细胞!

4+*41)

2=1< 41,,2

"

.A.2

( 是肿瘤细胞中一小群具有自我更

新和无限增殖分化的多潜能细胞群体" 具有很强的

成瘤性和侵袭迁移潜能"

.A.2

对传统的放化疗不敏

感"是肿瘤发生发展以及复发转移的根源"是最终导

致患者死亡的关键因素"也是成功控制肿瘤的关键&

%

'

%

目前以
.A.2

为治疗靶点的研究方向主要包括)*

8

(干

扰
.A.2

的信号传导通路" 例如针对
B*=

通路$

;C!

!"

通路的调节+*

!

( 破坏肿瘤微环境来达到消除

.A.2

+*

%

(利用
.A.2

特异性抗原蛋白制备疫苗靶向

杀伤
.A.2

% 尤其是利用
.A.2!D.

疫苗治疗肿瘤的

研究在结肠癌$膀胱癌$头颈部鳞癌和恶性黑色素瘤

等多种恶性肿瘤中陆续开展% 由于肿瘤微环境的抑

制作用"

.A.2!D.

疫苗的作用有限%国外有研究探索

.A.2!D.

疫苗与化疗药物联合治疗恶性黑色素瘤"

临床治愈率为
8@"

&

E

'

% 在本研究中" 我们通过制备

.A.2!D.

疫苗并将其联合白介素
!!F0*=1),1(G0*!!

"

HI!

!

(治疗恶性黑色素瘤小鼠"观察其疗效及疫苗与
HI!

!

相互的影响"为恶性黑色素瘤的治疗探索新手段%

8

材料与方法
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材 料

.?$JIKL

小鼠"雌性"

@

周"购自武汉大学实验

动物中心"

AMC

级条件下饲养"符合伦理委员会认可

*动物合格证号)

A.NO

*鄂(

!"8E!"""E

"使用许可证

号)
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*鄂(
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Q,R1-,(')

干细胞试剂盒

购 自 美 国
A=1< .1,,

公 司 " 纯 化 抗 小 鼠
.D%

和

.D!@

$抗小鼠
.DE"

$白介素
!!

和粒
!

巨噬细胞集落

刺 激 因 子
FS>!.ACT

购 自
UV0'2401*41

公 司 "

H5S

UIHAQ

试剂盒购自赛默飞公司"

IDW

释放试剂盒购

自普洛麦格生物技术有限公司"

XM>H 8LE"

培养液$

胎牛血清*

CJA

($

":!?Y

胰酶消化液和青霉素
K

链霉素

购自
S0V4'

公司%小鼠恶性黑色素瘤细胞系
D?

购自

武汉大学生命科学研究院细胞库"细胞于含
#ZY

胎

牛血清的
8LEZ

培养基中生长" 置于
%$#

$

?Y .3

!

$

[?Y

湿度条件下传代培养%

!"# .A.2

分选和抗原获得

采用
Q,R1-,(')

\> 试剂盒分选
.A.2

)收集对数生

长期
D?

细胞"制备成单细胞悬液体"计数细胞并用

Q,R1-,(')

缓冲液重悬细胞"使其终浓度为
8$8Z

L

K<,

"

加入
Q,R1-,(')

染料"

$!QQD

和
DUQJ

作为对照组"

水浴孵育后行流式分选
QIDW] D?

细胞"将分选收

集
QIDW]D?

*

.A.2

(细胞"置于液氮中浸泡
? <0*

"

而后
%$#

水浴中放置
? <0*

" 如此反复
%

次+ 获得

.A.2

裂解液即
.A.2

抗原%

!"$ .A.2!D.

疫苗的制备

无菌条件下" 取
@

周龄雌性
.?$JIKL

小鼠股骨

和胫骨骨髓"在
8LEZ

培养基和
S>!.AC

环境下培养

8ZR

"收获成熟
D.

细胞"将方法
8:!

中收集的裂解液

以
8%%

的比例加入
D.

细胞中"培养过夜"获得加载

.A.2

抗原的
D.

疫苗%

!"%

小鼠恶性黑色素瘤模型的建立与分组

正常
.?$JIKL

小鼠随机分成
E

组"

%

只
K

组% 将

对数生长期的
D?

细胞调整细胞浓度至
?$8Z

L

K<,

"接

种
Z:8<,

于每只小鼠右侧腹部皮下" 每日观察肿瘤

生长情况% 扪及肿瘤直径为
L&[<<

时随机分为
E

组"磷酸盐缓冲液组
FMJAT

)

MJA Z:8<,

腹腔注射"

R

8 ?̂

"

每日
8

次+

HI!!

组*

HI!!

()

HI!! 8$8Z

?

_

"皮下注射"

R

8̂ ?

"

每日
8

次+

.A.2!D.

疫苗组*

.A.2!D.

()

.A.2!D.

疫

苗"皮下注射"

R

8

"

$

"每日
8

次+

.A.2!D.

疫苗联合
HI!

!

组*

.A.2!D.]HI!!

()

.A.2!D.

疫苗"皮下注射"

R

8

"

$

"

每日
8

次+

HI!! 8$8Z

?

_

"皮下注射"

R

8 ?̂

"每日
8

次%

!"&

肿瘤大小和小鼠生存期观测

进行药物处理后每日规定时间进行观察"自
D?

细胞接种后"每
%

天测
8

次肿瘤最长径*

+

(及与之垂

直的横径*

V

("直至实验结束"并根据公式
9`8K!+V

!

计算瘤体积"绘制移植瘤生长曲线%记录小鼠生存时

间"绘制生存曲线%

!"'

活化
J

细胞培养液上清中
H5S

含量检测

采用
UIHAQ

法% 实验结束时收集各组小鼠脾

脏"

J

细胞被
IMA

和
+*=0!.DEZ

激活"包被缓冲液稀

释亲和素纯化抗体" 每孔加入
8ZZ#,

"

E#

过夜包被

酶标板%洗板
%

次%以
UIHAQ

封闭液"每孔
!ZZ#,

"室

温封闭
8/

% 封闭结束后"弃去封闭液"洗板"加入待

测样品
F

以标准品制作标准曲线
T8ZZ#,

" 室温孵育

8/

% 洗板"每孔加入
WXM

标记的检测抗体
8ZZ#,

"室

[?L
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温孵育
#&

!洗板"每孔加入
'()

底物溶液
*+"!,

"室

温避光显色
%"-./

后" 每孔加入
!-0,12 3

!

45

6

7+!,

终止反应! 用酶标仪在
67+/-

处检测
58

值! 绘制

标准曲线"通过标准曲线计算样品浓度!

'12 9'2

细胞毒效应实验

实验结束时收集各组小鼠脾脏"

'

细胞被
:/;.!

98%1:/;.!98!<

激活和
=2!!

扩增为细胞毒性淋巴细

胞"靶细胞为分选的
>283?87

细胞"利用
283

释

放试剂盒检测
9'2

细胞对靶细胞的杀伤作用! 将效

应细胞和靶细胞在圆底
@A

孔板中共同孵育
A&

"转

移上清至一个新的
@A

孔平底酶分析板" 加入底物"

中止反应后
#&

内用酶标仪在
6@!/-

处检测
58

值! 根据以下公式计算出细胞毒性百分比!

'13

统计学处理

采用
BC:D&E:F EC.G- AH+

统计软件! 多组间比

较采用单因素方差分析" 组间两两比较采用
248!;

检验!

EI+J+7

为差异有统计学意义!

!

结 果

41'

各组对小鼠肿瘤生长情况比较

87

细胞接种小鼠后"

E)4

组肿瘤生长较快"曲

线陡直"而
=2!!

组#

949G!89

组和
949G!89?=2!!

组

生长曲线较平缓"但未停滞!第
!$

天"

E)4

组与治疗

组
K=2!!

组#

949G!89

组和
949G!89L=2!!

组
M

肿瘤体

积出现差异"治疗组
K=2!!

组#

949G!89

组和

949G!89?=2!!

组
M

肿瘤体积小于
E)4

组
KEI

+J+7M

! 第
%A

天"

=2!!

组与
949G!89

组#

949G!

89?=2!!

组分别比较" 肿瘤体积出现差异"

949G!89

组和
949G!89?=2!!

组肿瘤体积均

小于
=2!!

组
KEI+J+7M

!第
6<

天"

949G!89

组和

949G!89?=2!!

组肿瘤体积出现差异 "

949G!

89?=2!!

组肿瘤体积小于
949G!89

组
KEI

+J+7M

! 根据肿瘤生长体积与时间关系绘制肿

瘤生长曲线
N.OPCQ #

!

414

各组小鼠生存期比较

E)4

组 #

=2!!

组 #

949G!89

组 和
949G!

89 R=2!!

组 平 均 生 存 期 分 别 为
%6J++ "*J7%

天 #

6%J%%"!J6+

天#

7*JA$"+J%%

天和
7<J%%"*JA$

天"组间

比较差异有统计学意义 $

NS*!+J@

"

EI+J+*

%!

949G!

89?=2!!

组较
E)4

组"

=2!!

组和
949G!89

组生存期

延长
TEI+H+7M

!

949G!89

组生存期仅次于
949G!89R

=2!!

组"较
=2!!

组和
E)4

组生存期均延长
KEI+H+7M

"

=2!!

组生存期短于
949G!89

组" 但较
E)4

组延长

KEI+H+7M

!

415

各组
9'2

杀伤
949G

效率比较

四组
9'2

杀伤
949G

效率组间比较差异有统计

学意义$

NS!%6H*

"

EI+H+*

%!组内比较显示"

949G!89R

=2!!

组 中
9'2

杀 伤
949G

效 率 最 高 " 为
%+H+% "

*H6$U

"显著性高于
E)4

组
%JA*""J@AU

$

EI"J"*

%"

=2!

!

组
*"J"* ""J6<U TE I"J"7V

和

949G!89

组
*<J*< "*J<%U

$

E I

"J"*

%!而
=2!!

组中
9'2

的杀伤效

率高于
E)4

组$

EI"J"*

%"

949G!89

组
9'2

杀伤
949G

的作用高于
E)4

组和
=2!!

组$

EI

"J"7

%"但较
949G!89R=2!!

组低"差异有统计学意义

$

EI"J"*

%!

416

各组
)

细胞分泌
=OB

抗体水平的比较

各组
)

细胞分泌
=OB

抗体水平组间比较差异

有统计学意义 $

NS*%%J@

"

EI"J"*

%! 组内比较显示"

949G!89R=2!!

组中
)

细胞分泌
=OB

含量最高"为

!7<J@"*%J6$/O1-,

"明显高于其他三组$

EI"J"7

%"

=2!!

组和
949G!89

组中
=OB

含量次之" 分别为
$<J!<"

%J$A/O1-,

和
*<%J<"*"J6*/O1-,

" 高于
E)4

组
%6J*$"

!J!@/O1-,

$

EI"J"*

%"

949G!89

组和
=2!!

组比较
=OB

含量较高"差异有统计学意义$

EI"J"*

%!

T

实验孔
58

值
W

效应细胞自发
58

值
X

靶细胞自发
58

值%

#*++

T

靶细胞最大
58

值
X

靶细胞自发
58

值
V

9'2

细胞毒性$

U

%

S

E)4

=2!!
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949G!89R=2!!
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
##

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':##

%

讨 论

恶性黑色素瘤恶性程度高!死亡率高!预后差!

尽管随着诊疗手段的不断发展! 总体
<

年生存率仍

低于
#=>

!晚期患者
<

年生存率不足
<>

" 早期手术

切除原发灶是恶性黑色素瘤的首选治疗方法! 但若

发生了转移或对重要器官浸润性的生长! 则无法进

行手术治疗" 由于恶性黑色素瘤对放疗# 化疗不敏

感!传统放化疗的治疗效果也十分有限"随着生物技

术的发展! 生物治疗在恶性黑色素瘤的临床应用中

取得突飞猛进的发展$

<

%

!树突状细胞
?@1*@)0A04 41,,2

!

B.C

作为专职抗原呈递细胞!因其抗原呈递功能及

免疫佐剂作用!可诱导出高效而特异的抗肿瘤免疫"

除了能刺激初始型
D

细胞活化和增殖!还能诱导机

体的体液免疫!激活
;E

#

;E!D

细胞!参与非特异性

免疫"

B.

疫苗在恶性黑色素瘤治疗中的应用越来

越受到人们的关注! 其中
B.

荷载的肿瘤抗原是决

定疫苗效果的关键"

目前认为肿瘤干细胞是肿瘤增殖# 复发转移的

关键 $

F

%

!靶向杀伤
.G.2

是成功控制肿瘤的关键 $

%

%

"

近年来!研究发现在肺癌#前列腺癌#头颈部鳞状细

胞癌和恶性黑色素瘤等多种肿瘤中! 乙醛脱氢酶

&

+41A+,@1/6@1 @1/6@)'51*+21

!

HIBJ

' 都可以作为肿

瘤干细胞标志物来鉴定和分离肿瘤干细胞" 恶性黑

色素瘤组织中的
HIBJK

细胞能形成小球并自我更新!

在异体移植中具有很强的成瘤性! 对常规化疗药物耐

药! 均说明
HIBJK

细胞具有肿瘤干细胞的特性 $

$

%

"

HIBJ

与恶性黑色素瘤的预后呈负相关!

HIBJK

患

者较
HIBJ!

患者死亡相对危险度为
#:$F

$

L

%

"因此!利

用
H,@1-,(')

染料染色!然后通过流式细胞技术分选

出
HIBJK

细胞是可靠的分离恶性黑色素瘤干细胞

的方法 $

M

%

" 分离出
.G.2

后! 然而通过冻融法获得

.G.2

抗原并将特异性的抗原加载在
B.

细胞上启

动特异性的免疫应答"

随着观测时间的延长!我们观察到
.G.2!B.

疫

苗的效果也存在局限性! 考虑原因与肿瘤微环境密

切相关!肿瘤微环境由肿瘤细胞#肿瘤浸润细胞#间

质细胞# 微血管及肿瘤细胞或基质细胞分泌的多种

细胞因子等共同组成! 这些受到癌细胞的募集而聚

合在一起的各种不同类型的细胞! 形成了一个抑制

免疫细胞活性却适合癌细胞生长的环境 $

#=

%

!这种环

境不但会影响
B.

细胞的功能!更重要是抑制了
D

#

N

细胞活性!从而使
.G.2!B.

疫苗的功能受到了限

制"

OI!!

是辅助型
D

淋巴细胞活化产生的细胞因子!

其作用主要表现在刺激自然杀伤细胞和
D

细胞的

增殖和活化!促进
N

细胞增殖和分泌抗体!激活巨

噬细胞!从而发挥其抗肿瘤活性 $

88

%

!但
OI!!

治疗恶

性黑色素瘤的实际疗效并非期待中那样令人满意!

总体有效率在
8"PQ!=>

"

在本研究中我们利用
.G.2!B.

疫苗联合
OI!!

治疗恶性黑色素瘤小鼠! 结果发现联合治疗组小鼠

的肿瘤生长较单独疫苗组!

OI!!

组和
RNG

组缓慢!

小鼠生存期延长!

N

细胞分泌抗体水平提高!

D

细胞

的细胞毒性增强!推测
OI!!

可能通过活化
D

#

N

细胞

的功能!增强了
.G.2!B.

疫苗的疗效" 本研究为恶

性黑色素瘤的治疗提供了新的线索! 在今后的研究

中我们将进一步探讨
.G.2!B.

疫苗联合
OI!!

治疗

对肿瘤微环境中其他细胞的影响以及治疗的安全性

和不良反应"
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