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异种黑色素细胞疫苗诱导小鼠抗恶性
黑色素瘤免疫反应
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　　【摘要】　目的 　研究异种黑色素细胞疫苗对小鼠恶性黑色素瘤生长的抑制作用。方法 　制备异

种黑色素细胞疫苗 ,皮下预防免疫小鼠后再接种恶性黑色素瘤 , 并以该疫苗皮下注射治疗恶性黑色

素瘤鼠 , 随后测量肿瘤大小。采用51Cr 释放法 ,体外分析小鼠脾细胞的细胞毒性 T细胞 (CTL) 活性 ,

以间接 ELISA 法检测小鼠血清抗肿瘤抗体。结果 　预防免疫使 90 %小鼠恶性黑色素瘤生长受到抑

制 ,疫苗治疗使 50 %小鼠肿瘤生长受到抑制 ,免疫组鼠较对照组 CTL 杀伤活性在 20∶1、10∶1、5∶1 不同

效靶比时 ,分别增高 3410 %、2411 %及 1319 %( P < 0105) , 体内出现抗恶性黑色素瘤抗体。结论 　异种

黑色素细胞疫苗可诱导小鼠抗恶性黑色素瘤特异性免疫反应 ,抑制肿瘤生长。

【主题词】　黑色素瘤/ 免疫学 ; 　异种黑色素细胞疫苗

Anti2tumor immune response against mouse melanoma to xenogeneic vaccination 　LUO Feng , WEI

Yuquan , KAN Bing , et al . Center of Cancer Biotherapy , First Affiliated Hospital , West China University of Medi2
cal Sciences , Chengdu 610041 , China

【Abstract】　Objective 　To study the inhibition of melanoma growth in mice by vaccination with xenogeneic
melanocytes. 　Methods 　Xenogeneic vaccine was prepared from pig eye melanocytes. It was used before or after
B16 melanoma challenge in C57 mice. The size of tumor was monitored. Cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity of
mouse spleen cells was measured by 51Cr release assay. Antibody response against pig melanocytes and B16
melanoma cells were detected by indirect ELISA. 　Results 　Preventive vaccination resulted in inhibition of tumor
growth in 90 % of the immunized mice , while therapeutic vaccination inhibited tumor growth in 50 % of the treated
mice. Specific CTL activity and antibodies in the immunized mice were detected. 　Conclusion 　Anti2tumor im2
mune response capable of inhibiting melanoma growth can be induced by xenogeneic melanocyte vaccination.

【Subject words】　Melanoma/ immunology ; 　Xenogeneic melanocyte vaccine

　　恶性肿瘤是在机体免疫选择压力下异质性生

长的 ,由于大多数肿瘤细胞抗原是自身分化抗原 ,其

免疫原性弱[1 ] ,因此有效激发机体对肿瘤细胞的免

疫反应 ,尤其是细胞毒性 T 细胞 (CTL) 免疫反应 ,是

抗肿瘤研究的重要内容。为此 ,我们采用异种黑色

素细胞疫苗免疫方式 ,试图激发机体的抗恶性黑色

素瘤免疫反应 ,从而抑制肿瘤的生长。

材料与方法

一、材料

　　基金项目 : 国家自然科学基金杰出青年基金资助项目

(39725031) ;国家 973 项目分题基金资助项目 ( G1998051214)

　　作者单位 :610041 成都 ,华西医科大学第一附属医院肿瘤生物治

疗研究中心肿瘤中心 (罗锋、魏于全、阚兵、杨莉、田玲、卢铀、雷松、毛

咏秋、彭枫、姜愚、刘继彦、邹立群) ;华西医科大学第二附属医院妇产

科 (赵霞)

　　通信作者 :魏于全

　　B16 黑色素瘤细胞系、Meth A 纤维肉瘤细胞系

均购自美国 ATCC ,H22 肝癌细胞系购自中国科学院

上海药物研究所。C57小鼠购自华西医科大学实验

动物中心 ,鼠龄 7～10 周 ,雌雄各半。猪眼取自中国

内江猪。福氏完全及不完全佐剂购自美国 Gibco

BRL ,Na2
51CrO4 购于杜邦公司 ,辣根过氧化物酶标记

的蛋白 A 购自美国 Bio2Rad ,胶原酶及 RPMI 1640 培

养液等试剂均为美国 Sigma 公司产品。酶标仪 :

35502UV 型 (美国) 。

二、异种黑色素细胞疫苗的制备

取新鲜猪眼 ,切开眼球暴露视网膜 ,用生理盐水

反复吹打收集视网膜细胞 ,加胶原酶消化后制成

2 ×106/ ml 黑色素细胞悬液 (显微镜检查证实黑色素

细胞占 95 %以上) 。离心弃上清 ,3 %副甲醛固定 ,洗

涤后超声打碎细胞 ,生理盐水稀释成细胞抗原悬液

(2 ×107/ ml)作为异种疫苗。

三、细胞培养

·811· 中华肿瘤杂志 2001 年 3 月第 23 卷第 2 期　Chin J Oncol , March 2001 , Vol 23 , No. 2

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



B16 黑色素瘤细胞用含 10 %小牛血清 RPMI

1640 培养基 ,置于 CO2 培养箱中培养 ,取对数生长期

细胞做实验 ,浓度为 2 ×106/ ml。

四、异种黑色素细胞疫苗免疫后接种 B16 黑色

素瘤

C57小鼠 20 只均分为实验组与对照组。实验组

异种黑色素细胞疫苗免疫方法 :上述抗原悬液不同

量 (1 ×104～1 ×107 个细胞) 第一次免疫加完全福氏

佐剂 ( CFA) 011ml ,以后加不完全福氏佐剂 ( IFA)

011 ml ,每只鼠多点皮下注射 ,每周免疫 2 次 ,共 3

周 , 随后在其背部皮下接种 1 ×104～1 ×106 B16 黑

色素瘤细胞。对照组除抗原悬液改为生理盐水外 ,

还含有相同佐剂 , 免疫方法同实验组。接种后观察

肿瘤生长 ,待瘤结节形成后 ,用游标尺测量其最大长

径及垂直径 ,3 d 1 次。观察 50 d 或肿瘤体积 > 500

mm3 时即处死动物。此外 ,采用相同免疫方法免疫

小鼠后接种 H22肝癌细胞、Meth A 纤维肉瘤细胞 ,以

猪其他组织细胞 (眼结膜、肌肉、肝脏等) 制备对照异

种细胞疫苗 ,免疫小鼠后接种 B16 黑色素瘤细胞 ,观

察肿瘤生长情况。

五、异种黑色素细胞疫苗治疗 B16 黑色素瘤

C57小鼠 20 只均分为治疗组与对照组 ,每只小鼠

背部皮下接种 1 ×104～1 ×106 B16 黑色素瘤细胞。

当小鼠皮下扪及肿瘤结节 (直径约 3 mm) 时 ,治疗组

小鼠即进行皮下免疫治疗 :异种黑色素细胞抗原悬

液 011 ml (1 ×106) 加 CFA 011 ml 多点皮下注射 , 每

周 2 次 ,连续 7 周 ;对照组除细胞抗原悬液改为生理

盐水外 ,其余同实验组 ,按前述方法观察肿瘤生长情

况。此外 ,采用相同的治疗方法治疗 H22肝癌、Meth

A 纤维肉瘤荷瘤鼠 , 与异种细胞疫苗治疗 B16 黑色

素瘤荷瘤鼠对照 ,观察肿瘤生长情况。

六、细胞免疫及体液免疫

C57小鼠 20 只均分为实验组与对照组 ,异种黑色

素细胞疫苗免疫方法同前。在免疫第 3 周后第 7

天 ,处死动物 ,心脏采血 ,分离制备免疫血清。在超

净工作台内 ,无菌暴露腹腔摘取脾脏 ,制备成 1 ×

107/ ml 免疫脾细胞悬液 ,并用尼龙棉柱法分离出 T

淋巴细胞。

1. 细胞免疫功能检测 :采用 6 h 51Cr 释放法检测

异种黑色素细胞疫苗诱导的 CTL 杀伤活性 , 具体方

法见参考文献[2 ]。

2. 体液免疫功能检测 :以猪眼黑色素细胞冻融

液及 B16 黑色素细胞冻融液为抗原 , 采用间接

ELISA 法检测免疫血清中的抗体 ,具体方法见参考

文献[3 ]。以阳性孔 A 值 > 阴性孔 A 值 + 2 个标准

差作为阳性结果判断标准。

七、数据处理及统计分析

肿瘤体积计算公式为 :肿瘤体积 ( mm3 ) = 1 ×

2a ×b2 (a 为垂直长径 , b 为垂直短径) 。以百分杀伤

活性计算 CTL 功能 ,采用 t 检验比较组间差异。

结 果

一、异种黑色素细胞疫苗免疫对 B16 黑色素瘤

生长的影响

B16 黑色素瘤接种于 C57鼠背部皮下 ,对照组小

鼠成瘤早 ,1 周内即可在其接种处扪及肿瘤结节 ,以

后迅速长大 ,30 d 时平均肿瘤体积 > 500 mm3 ;实验

组小鼠成瘤时间延迟 ,1 周后方出现肿瘤结节 ,随后

瘤体缓慢生长 ,50 d 时平均肿瘤体积 < 500 mm3 (图

1) , 90 %小鼠肿瘤生长受到抑制。在可比较时间内

(接种后 12～30 d) 各观察时点 ,对照组平均肿瘤体

积 > 实验组 ( P < 0105) 。此外 ,采用相同免疫方法

后 ,H22肝癌、Meth A 纤维肉瘤肿瘤生长曲线实验组

与对照组 (仅用佐剂免疫)差异无显著性。与异种细

胞疫苗免疫小鼠对照 ,接种 B16 黑色素瘤小鼠肿瘤

生长曲线与图 1 对照组极为相似。此结果表明 ,异

种黑色素细胞疫苗可诱发特异性免疫保护反应 ,抑

制黑色素移植瘤细胞的生长 ,而不抑制肝癌细胞以

及纤维肉瘤细胞生长。

图 1 　异种疫苗免疫后肿瘤生长曲线

　　二、异种黑色素细胞疫苗治疗 B16 黑色素瘤

对照组小鼠肿瘤迅速长大 ,第 24 天时平均肿瘤

体积 > 500 mm3 ;实验组肿瘤缓慢生长 ,第 50 天时平

均肿瘤体积 < 500 mm3 (图 2) , 50 %小鼠肿瘤生长受

到抑制。在可比较的时间内 (接种后 9～24 d) ,各观

察时点对照组平均肿瘤体积 > 实验组 ( P < 0105) 。

H22肝癌、Meth A 纤维肉瘤荷瘤鼠肿瘤生长曲线实验

组与对照组差异无显著性。与异种细胞疫苗治疗
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B16 黑色素瘤对照 ,荷瘤鼠肿瘤生长曲线与图 2 对

照组相似。表明异种黑色素细胞疫苗免疫治疗可诱

发针对黑色素瘤的特异性抗肿瘤反应 ,抑制肿瘤生

长 ,而对肝癌细胞及纤维肉瘤细胞的生长无影响。

图 2 　异种疫苗治疗后肿瘤生长曲线

　　三、细胞免疫及体液免疫

1. 自身肿瘤杀伤活性 :以 20∶1 ,10∶1 ,5∶1 不同的

效靶比测定鼠脾 CTL 百分杀伤活性 ,结果实验组

CTL较对照组分别增高3410 %、2411 %和1319 %

( P < 0105 , 图 3) , 表明异种黑色素细胞疫苗能诱导

CTL 对 B16 黑色素瘤细胞杀伤活性 ,即自身肿瘤杀

伤活性增高 ,该活性随着效靶比例的增高逐渐加强。

而 H22肝癌及 Meth 纤维肉瘤 ,无 CTL 对相应的肿瘤

杀伤活性升高。此外 ,亦未发现异种疫苗诱导针对

Yac21 细胞的 NK杀伤活性升高。

图 3 　异种疫苗诱导的特异性 CTL 应答

　　2. 体液免疫 :免疫血清倍比稀释 (1∶100) ,猪黑

色素细胞抗原孔及B16 细胞抗原孔吸光度 A 值分别

为 :01433 + 01030 A 和 01316 + 01026 ;阴性对照血清

孔分别为 : 01063 + 01028 和 01061 + 01023。按前述

判定标准 ,猪黑色素细胞抗原孔及 B16 细胞抗原孔

均为阳性。说明猪黑色素细胞疫苗免疫后产生了针

对猪黑色素细胞抗原及 B16 细胞抗原的抗体 ,即

B16 黑色素瘤细胞与猪黑色素细胞存在交叉抗原或

相同的抗原决定簇。

讨 论

大多数肿瘤抗原是组织分化抗原 ,肿瘤细胞常

通过缺乏一种或多种激发机体免疫反应所必需的成

分 , 逃避机体免疫反应而呈异质性生长。但是 ,机

体免疫系统对肿瘤细胞、肿瘤抗原的耐受及无反应

性是相对的、不完全的[4 ] 。我们已发现人体淋巴细

胞在肿瘤微环境内能直接杀伤癌细胞 , 其杀伤过程

的各阶段改变均可见[5 ] ;在体外 ,肿瘤患者的淋巴细

胞表现出对自身肿瘤的杀伤活性 ,即自身肿瘤杀伤

活性 ,这种杀伤活性的有无与患者预后密切相关[2 ] 。

鉴于机体 T细胞库的丰富性 ,选择具有免疫源性的

肿瘤抗原或抗原决定簇 ,藉此可望激活自身反应性

T细胞增殖 ,诱导自身肿瘤杀伤活性增高 ,抑制肿瘤

的生长[6 ,7 ] 。

本研究采集猪眼黑色素细胞 ,制备异种细胞疫

苗 ,进行主动免疫。结果发现 :预防免疫后接种 B16

黑色素瘤 ,可使 90 %小鼠肿瘤生长受到抑制 ;而当接

种肿瘤生长成瘤结节 (直径约 3 mm) 后再予以异种

细胞疫苗免疫治疗 ,可使 50 %小鼠肿瘤生长受到抑

制 ,同时发现免疫鼠自身肿瘤杀伤活性增高 ,体内出

现抗肿瘤抗体。提示肿瘤生长受抑是通过异种黑色

素细胞疫苗激活体内自身反应性淋巴细胞 ,诱导自

身肿瘤杀伤活性增高以及抗肿瘤抗体的产生 ,经交

叉免疫反应作用于恶性黑色素瘤细胞所致。此外 ,

我们从异种黑色素细胞疫苗免疫后的小鼠分离出 T

淋巴细胞或抗体 ,进行过继性免疫治疗 ,发现有抗肿

瘤作用。

异种黑色素细胞疫苗不作用于 Meth A 纤维肉

瘤及 H22肝癌细胞 ,采用猪肌肉、眼结膜等组织制成

的对照异种细胞疫苗 ,无抗 B16 黑色素瘤生长的作

用 ,表明该异种黑色素细胞疫苗抗肿瘤作用与黑色

素细胞成分有关 ,是恶性黑色素瘤特异性的。恶性

黑色素瘤细胞抗原可分为 :黑色素细胞特异性黑色

素蛋白、肿瘤特异性突变蛋白和其他抗原[8 ] 。我们

选择猪眼黑色素细胞 ,是因其可能含有黑色素瘤交

叉抗原或抗原决定簇 ,制成细胞疫苗辅以佐剂后免

疫动物 ,其异种抗原可产生强烈的排斥反应 ,激活数

种针对肿瘤细胞的自身反应性 T 淋巴细胞 ,或诱导

抗肿瘤抗体的产生。

采用异种黑色素细胞疫苗诱导小鼠抗恶性黑色

素瘤免疫反应 ,具有潜在的临床应用价值 ,该方法未

发现对小鼠有副作用 ,如未见体色皮毛改变以及显

微镜病理改变。但其深入的免疫机制 ,异种抗原的
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分析、鉴定、纯化 ,均有待进一步研究。
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·作者须知·

关于含量和浓度的使用

　　含量不是物理量。含量作为习惯用语 ,其概念较模糊 ,

如B 物含水 70 % ,究竟是指水的质量与B 物的质量之比 ,水

的体积与 B 物的体积之比 ,还是指水的质量与 B 物 100 ml

的体积之比 ,易引起混乱。按习惯 ,含量常指的物理量有量

纲一的量 :质量分数 (ω= mB/ m混) 、体积分数φ=νB/ν混) 、摩

尔分数 (χ= nB/ n混 ) 及质量浓度 (ρ= mB/ν混 ,其单位为 g/ L、

g/ ml) 。如 :含量为 75 %的酒精溶液 ,确切的表达应为 :酒精

的体积分数为 75 % (或 0. 75) ;含量 10 %的葡萄糖溶液 ,习

惯指质量浓度 10 mg/ dl ,但已知葡萄糖的相对分子质量为

180. 158 ,查得换算系数 0. 555 ,故应换算成葡萄糖的浓度为

5. 55 mol/ L ;含量为 30 ppm 的 NO ,正确表达应为 :体积分数

为 3 ×10 - 5的 NO。

浓度一词在国际 GB3102. 8293 中已专指物质的量浓度

(cB) ,定义为 B 的物质的量除以混合物的体积 (nB/ V混 ) ,单

位为 mol/ L 或 mmol/ L。质量分数、体积分数、摩尔分数已不

能称为浓度。B 的质量除以混和物的体积 ,称为质量浓度

(ρ= mB/ν混 ,单位为 g/ L) 。由于某些蛋白质的相对分子质

量尚未准确测得 ,不能算出其 mol 值 ,因此 ,在临床检验中

有关蛋白质部位仍暂用质量浓度表示。但是 ,在物质的相

对分子质量已知的情况下 ,应尽可能使用物质的量浓度来

表示。质量浓度换算为物质的量浓度 ,须依据特定的换算

系数进行 ,用 1 除以该物质的相对分子质量 ,再乘以 10 ,即

可得出该物质 mg/ dl 值换算为 mmol/ L 值的换算系数。旧

制单位克分子浓度 ( M) 、当量浓度 ( N) 均应废止 (1 M 相当

于 1 mol/ L ;1N 等于 mol/ L 值乘以离子价数) 。

本刊编辑部

2001 年全国肿瘤外科学术大会征文通知

　　为了加强我国肿瘤外科的学术交流 ,及时总结当今肿

瘤外科发展的经验和成果 ,经研究决定 ,由中华医学会肿瘤

分会主办 ,陕西省医学会肿瘤分会承办的 2001 年全国肿瘤

外科学术大会将于 2001 年 11 月在西安市召开。届时将邀

请我国著名肿瘤外科专家就我国肿瘤外科学的发展做专题

报告 ,还将对 21 世纪肿瘤外科的热点课题进行专题学术研

讨。本次大会按中华医学会一类学术大会记录继续教育学

分。大会征文内容 :肿瘤外科相关的基础、临床及诊断 ,药

物、外科相关的综合治疗以及外科病理等诸方面。重点为 :

(1)微创外科在肿瘤外科中的应用 ; (2) 肿瘤外科患者的营

养补充 ; (3)各种扩大根治术及保留功能的根治术 ; (4) 亚临

床转移灶的处理 ; (5) 术前辅助性治疗的价值 ; (6) 术后放、

化疗的应用 ; (7)各种诊疗新技术在实体瘤中的应用 ; (8) 预

防性切除在肿瘤外科中的应用 ; (9) 各种成型手术在肿瘤外

科的应用 ; (10)器官移植在肿瘤外科的应用 ; (10) 肿瘤外科

手术交流 (录像交流) 。征文要求 : (1) 凡未在全国性学术会

议及全国性公开刊物发表过的文章均可投寄。(2) 论著全

文 5 000 字以内 ;摘要 500 字以内 ,包括研究目的、方法、结

果和结论。一式 2 份。(3)请在文题下方写明作者姓名、单

位、通讯地址、邮编并注明稿件所属类别 ,加盖单位公章。

截稿日期 :2001 年 6 月 31 日以前 (以当地邮戳为准) 。会议

征文概不退稿 ,请自备底稿。来信请寄 :100710 北京东四西

大街 42 号 中华医学会学术会务部收。请注明 :“2001 年全

国肿瘤外科学术大会征文”。

中华医学会学术会务部

中华医学会肿瘤学分会
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