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肺癌!"#$%多肽复合物／&’疫苗体外

诱导’()反应的实验研究

沈晨阳 刘军 王丹蕾 赵辉 张国良 蔡鹏 童春容 王俊

【摘要】 目的 研究热休克蛋白!"#$%多肽复合物负载树突状细胞（*+,*-./.00+11，&’）后，能否诱导出

!"#$%多肽复合物特异性的细胞毒性(细胞（02/3/34.0(125"6302/+，’()）反应。方法 从一例肺癌患者肿瘤

组织中提取!"#$%多肽复合物和自体肿瘤细胞溶解物，分别负载从该患者骨髓血中培养的&’。以不同形式的

抗原／&’疫苗分别刺激由患者外周血中分离的淋巴细胞。采用7)89:法检测淋巴细胞所释放的8;<%!量作

为’()反应的指标；以’-=>释放实验分析致敏后的淋巴细胞对不同靶细胞的裂解和杀伤作用。结果 所有

肿瘤抗原致敏淋巴细胞后均可以诱导产生’()反应，其中以!"#$%多肽复合物／&’疫苗诱导释放的8;<%!量

最高。肿瘤抗原致敏淋巴细胞后对原代培养的肿瘤细胞的杀伤作用高于?@细胞和A=$B细胞。结论 自体

肿瘤组织中提取的!"#$%多肽复合物能诱导出肿瘤特异性’()反应，而负载&’后能激发起更强的’()。
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/6K,/6K/3,?@K,*A=$B0+11JF>$()%"’-$( :M/313!3MJ/M53-%*+-.I+*!"#$%"+"/.*+035"1+4+J0K,.,*M0+K"+"%
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目前的研究表明，从肿瘤组织中提取的热休克蛋

白（6+K/J630P"-3/+.,，R9?），特别是!"#$蛋白能够
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激发特异性抗肿瘤免疫反应［>，B］。应用自身肿瘤提取

的!"#$多肽复合物免疫晚期癌症患者的小规模临床

试验 目 前 已 有 报 导［E］。树 突 状 细 胞（*+,*-./.00+11，

&’）作为人体内能力最强的抗原递呈细胞，可摄取、加

工肿瘤相关抗原（/M53-KJJ30.K/+*K,/.!+,，(::），递

呈给特异性(细胞，使后者迁移至肿瘤部位，发挥主

动的抗肿瘤细胞免疫作用。以不同形式的肿瘤抗原负
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载!"制成瘤苗，已在恶性肿瘤的尝试性治疗中取得

了令人振奋的疗效。但以!"为载体与#$%&’多肽复

合物共孵育制备疫苗在抗肿瘤中的作用未见报道。本

研究旨在考察从肺癌组织中提取的#$%&’多肽复合物

与!"共孵育后能否在体外激发起更强的细胞毒性(
细胞（)*+,+,-.)(/*0$1,)*+2，"(3）反应，并对其作用

机制进行初步探讨。

! 材料和方法

!4! 标本来源 女性患者，5&岁，因左下肺鳞状细

胞癌 行 左 下 肺 叶 切 除 术，(67 分 期 为 !8 期

（(96:7;）。留取瘤体标本约:;#，生理盐水冲洗干净

后，小量用于原代培养，剩余组织立刻置液氮中保存。

!4" 肿瘤细胞的原代培养 取同一患者的新鲜无菌

组织标本约"#，用无血清的<=7>’:&?;冲洗两遍，经

双抗生素（青霉素@链霉素）冲洗后，剪碎组织块在研

钵中研 磨，并 过 滤 除 去 杂 质，获 得 的 细 胞 悬 液 在 含

:;A胎牛血清的<=7>’:&?;培养基中，BCD、5A"E9
连续培养至贴壁生长。

=F细胞（$G/0,HIJ*#.IH+)2//)IH)2J/.H2，北京大

学医学部细胞生物教研室提供），K5&9细胞（北京大

学人民医院中心实验室提供）均常规复苏后进行细胞

培养。

!4# #$%&蛋白’多肽复合物的制备及鉴定 #$%&蛋

白的提取参照文献?的方法并加以改进。简述如下，

将瘤组织切碎置于B;00,/／36IL"EB（$LC4;）溶液

中匀浆，?D、:;;;;;M#离心%;0.H，上清液经5;A
和C;A饱和硫酸铵二步法沉淀，沉淀物经平衡液（9;
00,/／3 (J.N·"/，$L C4?；9;; 00,/／3 6I"/；

900,/／3"I"/9和900,/／37#"/9）重悬后用伴刀豆

球蛋 白 O 亲 和 层 析 柱（",H)IHIPI/.HO’Q2$1IJ,N2，

=1IJ0I).I）和离子交换柱!RORQ2$1I)2/（Q.#0I）等分

别层析过滤，取不同离子梯度的分离液经:;AQ!Q—

=OFR凝胶电泳进行蛋白分子量及纯度鉴定。取等量

待测样品做:;AQ!Q’=OFR电泳，电转移至硝酸纤维

素膜，以抗#$%&单克隆抗体（Q+J2NNF2H8.,+2)1",J$）

为一抗，生物素化羊抗鼠>#F为二抗，进行S2N+2JH印

迹分析，鉴定#$%&。

!4$ 肿瘤粗提物的制备 取液氮中保存的冰冻肺癌

组织!!"#，置含无血清<=7>’:&?;的研钵中剪碎、

研磨，匀浆液经过滤除菌后TU;D冰箱保存。

!4% !"的体外培养及其免疫表型检测 术后一周

抽取同一患者骨髓血约9;0/，肝素抗凝，室温离心

9;0.H去 上 清，加 入 等 量 <=7>’:&?; 培 养 液

（F>8"E），按:V?加入&A羟乙基淀粉（!W=E6(）沉

降 B; 0.H，取 上 清 加 一 倍 体 积 <=7>’:&?;，

9;;;J／0.H离心弃上清。用灭菌双蒸水破红细胞后，

<=7>’:&?;培养液洗涤细胞B次，悬浮于无血清培养

基（O>7’X，F>8"E）中，调节其浓度至?M:;&／0/，于

C5)09组织培养瓶（6GH)，!2H0IJY）中，5A"E9、BCD
培养。?1后去悬浮细胞，于贴壁细胞中加入无血清

培养基及以下各种细胞因子：Q"Z:;;;W／0/（军事医

学科学院），>3’B:;"#／3（军事医学科学院），F7’"QZ
:;;;W／0/（军事医学科学院），(6Z’#:;;;W／0/，

>3’?:;;;W／0/（=J,02#I，7I[.N,H，S>）。每三天加

入:／B$:／9量无血清培养基及以上各种细胞因子，第

C天加>Z6’#:;;;W／0/（军事医学科学院），第:;天

收获细胞进行鉴定并用于诱导"(3。

通过观察细胞形态和流式细胞仪分析细胞免疫表

型进行!"的 鉴 定，=8Q冲 洗!"，重 悬 于 含;49A
Z"Q、;4:A6I6B的;450/=8Q液中，?D避光孵育B;
0.H，各取5"/在Z"OQ)IH流式细胞仪（ZO"??;，82)’
+,H，!.)Y.HN,H）进 行 下 列 抗 体 检 测：=R’结 合 的 抗

"!:?、=R结合的抗L3O!J／"!U&、=R结合抗"!:#、

Z>("结合抗"!U;和Z>("结合抗"!UB。

!4& 不同肿瘤抗原形式负载!"疫苗的制备 将已

培养鉴定好的!"分三组，每组约:M:;&／0/，其中两

组于!"培养的第B天和第C天分别加入95"#的

#$%&’多肽复合物和肿瘤粗提物，第三组不加任何形式

的肿瘤抗原物质，制备成不同形式的!"疫苗，拟行

"(3反应。

!4’ "(3反应的诱导及鉴定 常规密度离心法获取

的同一患者外周血淋巴细胞作为效应细胞，调整细胞

浓度为:M:;&／0/，分四组。以不负载!"的#$%&’多

肽复合物疫苗、肿瘤粗提物／!"疫苗和#$%&多肽复合

物／!"疫苗作为实验组，以不加任何形式肿瘤抗原的

!"疫苗为空白对照组，在!"培养的第:B天和第:C
天，以:VB和:V5的比例分别加入效应细胞中。在含

:;AZ"Q和:;"#／3>3’9的<=7>’:&?;培 养 基 中

5A"E9、BCD培养，分离上清冻存进行"(3检测。应

用活细胞定量计数法观察效应淋巴细胞被致敏前后的

增殖情况，流式细胞仪测定效应淋巴细胞在接受刺激

前后的"!U、"!?和"!B的表达。

!4( >Z6’%的 检 测 用>Z6’%R3>QO 法（>Z6’%
R3>QOK.+，晶美生物工程有限公司），检测效应淋巴

细胞经不同肿瘤抗原形式负载!"疫苗致敏后所分泌

的>Z6’%活性。实验过程完全按照试剂盒说明书进

行操作，每组实验均重复三次。

·?;?·
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!!" "#$%释放细胞杀伤实验 原代培养的患者肿瘤

细胞、&’细胞和(")*细胞在"+$,*、-./条件下，

加入"#$%#$0／1（234%5673&67%3780790:;486）共孵

育*6作为靶细胞，按每孔#<#=>个靶细胞的浓度加

入到?)孔板中。将诱导的$@1效应细胞浓度调整到

#<#=)／3A，倍比稀释后，按靶细胞B效应细胞分别为#
B"、#B#=、#B*"和#B"=的比例，作为实验组加入到?)
孔板中，"+$,*、-./条件下孵育>6。同时设立实验

体系对照组，即培养基背景孔、靶细胞自发释放孔（不

加$@1效应细胞）和靶细胞最大释放孔（培养结束前

=!"6，加入=!#3A@%0;:CDE#==的靶细胞）等，每组均

设立-个平行孔。培养结束后*==<F离心，"30C后

收集各孔上清，在#>.=GHI2JK型伽玛记数仪（7L;:E
37;08F73378:LC;4%，&67%37807）上读取8M3值。按以

下公式计算杀伤率：细胞杀伤百分率N（实验组释放的

8M3值O靶细胞自发释放的8M3值）／（靶细胞最大释

放的8M3值O靶细胞自发释放的8M3值）<#==+。

# 结果

#!! FM?)的纯化及鉴定 #=+PKPE&2’Q电泳银染

及G45;4%C9A:;证实肺癌组织提取的FM?)蛋白E多肽

复合物如图#所示。蛋白浓度测定示每#F肿瘤组织

中可提取FM?)蛋白E多肽复合物#=!R="F。

图! 肺癌组织中提取FM?)E多肽复合物的鉴定

2：PKPE&2’Q凝胶电泳银染后显示FM?)条带；9：G45;4%CSA:;杂交显

示的FM?)电泳带

$%&! HT4C;0U087;0:C:UALCF87C84%;055L4T4%0V4TFM?)EM4M;0T4

2：P0AV4%5;70C0CF；9：G45;4%CSA:;

#!# K$的培养及鉴定 分离的骨髓血单个核细胞

在显微镜下呈散在的表面光滑的球形，*!-天后细胞

变大，聚集成葡萄串样，非粘附状态，胞体表面出现短

突起样改变。第"!.天，细胞大多数呈集束样悬浮或

散在生长，胞体继续变大，并有长的树突状突起，呈典

型K$外形，均匀分布于培养基中，疏松贴壁生长，同

时有少量紧密贴壁生长的巨噬细胞及疏松贴壁的单核

细胞。流式细胞仪检测K$表面标志物结 果 如 下：

$K#>（O），$K##（W），$KR=（W），$KR-（W），X12E
KJ／$KR)（W）（图*）。

图# 流式细胞仪鉴定K$及其表面标志物

2：培养前的K$；9：培养后的K$；$：培养前X12EKJ／$KR)W；K：培养后X12EKJ／$KR)W

$%&# Y2$P7C7AZ505:U3:A48LA7%37%[4%5U:%T4CT%0;0884AA5

2：\:CE8LA;L%4TK$5；9：$LA;L%4TK$5；$：\:CE8LA;L%4TK$54]M%4554TX12EKJ／$KR)W；K：$LA;L%4TK$54]M%4554TX12EKJ／$KR)W

·"=>·
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!!" 效应淋巴细胞的增殖实验 台盼蓝排除实验

（"#$%&’()*++,-)*./0’"+."/’1）观察到在效应淋巴细胞

被致敏的第23天后，4淋巴细胞成倍增殖，由2!25

236增加到7!25236。流式细胞仪分析发现，肿瘤抗

原刺 激 前 后，89:／89;<4细 胞 明 显 增 加，而89:／

89=<4细胞显著减少（图:）。

图" 肿瘤抗原刺激诱导前后效应淋巴细胞的表型变化

>：诱导前89:／89;<4细胞；?：诱导后89:／89;<4细胞明显增加；8：诱导前89:／89=<4细胞；9：诱导后89:／89=<4细胞明显减少

#$%" @>8A&’&)$./.0BC0)+-*)&#C&#D+#.0B84E

>：89:／89;<4-+)).(+B0#+"*C0#&’"/1+’."/C*)&"/0’；?：89:／89;<4-+))./’-#+&.+F&B"+#"*C0#&’"/1+’."/C*)&"/0’；8：89:／89=<4-+)).(+B0#+"*C0#

&’"/1+’."/C*)&"/0’；9：89:／89=<4-+)).F+-#+&.+F&B"+#"*C0#&’"/1+’."/C*)&"/0’

!!& 免疫学指标 GEHA>法检测不同肿瘤抗原形式

负载的98疫苗致敏后效应细胞释放的H@IJ!。结果

表明 实 验 组 均 可 以 诱 导 出 明 显 的84E反 应，即 有

H@IJ!释放。其浓度以1%K6J多肽复合物／98为最高

（=2L3!;:L’1／E），其次是单独使用的1%K6J多肽复合

物（:366!;=M’1／E），较弱的是肿瘤细胞粗提物／98
疫苗（K72!6;M’1／E），而作为空白对照无任何抗原负

载的98则检测不出H@IJ!（图=）。

!!’ 细胞杀伤实验 L28#细胞杀伤实验表明，实验组

对原代培养的肿瘤细胞杀伤作用最强；对组织学类型

相似的NO细胞较弱；对与原代培养肿瘤细胞组织学

上无关的PL67细胞，则不产生84E反应。因此，实

验组对肿瘤原代培养细胞产生的是特异性84E反应

（图L）。

图& 不同形式的肿瘤抗原负载98后诱导的84E反应

#$%& H’"+#B+#0’J!+,%#+../0’B#0C84E#+.%0’.+&B"+#98Q&..-/’+.

%*).+F($F/BB+#+’""*C0#&’"/1+’."/C*)&"/0’

图’ L28#细胞杀伤实验示肿瘤抗原／98疫苗的特异性84E杀伤活性

#$%’ 8#L2-+))D/))/’1"+.".R0S+F"R+.%+-/B/-84ED/))/’1+BB+-"0B"*C0#

&’"/1+’／98Q&--/’+.
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! 讨论

肿瘤抗原的负载对于以!"为完全佐剂的免疫治

疗方案是至关重要的环节。研究表明，各种抗原均可

有效负载!"，而肿瘤细胞性抗原，如肿瘤细胞、细胞裂

解物或肿瘤抗原、#$"限制性多肽等，由于能提供更

广泛的肿瘤细胞的抗原谱，也无须知道其特异性抗原，

因而简便易行，颇具临床应用价值。%&’(年，美国学

者)*+,-./-,-发现并提出$)0.具有肿瘤免疫原性，特

别是其家族成员12&(蛋白在抗原呈递过程中结合了

大量抗原性多肽，使其具有该细胞特有的抗原库的作

用，从而能够激活特异性"34反应［5，(］。

研究认为，12&(不仅参与了免疫应答过程中抗原

加工呈递过程的#$"!类和#$""类途径，分别将

抗原信息呈递给"!’63细胞和"!763细胞，而且还

可作为抗原呈递分子直接将抗原肽呈递给"!’63细

胞［8］。那么，如果将12&(结合的肿瘤抗原肽库与机体

抗原呈递能力最强的!"结合，是否比12&(9多肽复合

物自身能诱导产生更强的"34能力呢？

本研究初步证实了这一推论，12&(多肽复合物／

!"、未负载!"的12&(9多肽复合物和从相同组织量

（%#:1）中获取的肿瘤细胞粗提物／!"疫苗，均可诱

导被激活的淋巴细胞分泌产生;<=9$，其浓度以12&(
多肽复合物／!"为最高。同样在以原代培养的肿瘤

细胞为靶细胞的杀伤效应上，仍以12&(多肽复合物／

!"为最强，肿瘤细胞粗提物／!"疫苗的杀伤作用最

弱。推测其原因，可能是由于从肿瘤细胞粗提物中获

得的抗原本身不完全或有损失，而且不一定能全部被

!"细胞所摄取、递呈；而$)0有结合细胞内全部肽库

的能力，因而它所提供的抗原量足以激发较强的"34
反应。当然，由于只是在一例患者中进行了研究，尽管

实验中进行了平行的重实验，但仍无法进行统计学分

析，因此这一结论仍需要今后在多样本的实验研究，以

及能精确定量分析的实验研究中，得到进一步证实。

目前以$)0为肿瘤疫苗的临床试验均以自身肿

瘤提取的$)0多肽复合物直接免疫癌症患者［7］，而本

研究发现12&(多肽复合物与!"结合后所激发的

"34反应强于单独使用12&(多肽复合物。这表明尽

管12&(有直接呈递抗原肽的能力，但经!"摄取后其

激发"34的能力显著提高。结合文献资料对这一现

象的作用机理进行初步分析认为，$)0能诱导不成熟

的!"使之更加成熟，而成熟!"的主要功能是将结合

的抗原呈递给淋巴细胞［’］。因此，12&(多肽复合物与

!"结合后抗原呈递能力增强，激发的"34反应也更

强。尽管限于时间和肿瘤原代培养等因素的影响，本

课题只对一例肺癌患者进行了12&(9多肽复合物／!"
疫苗抗肿瘤作用的研究，但这一实验结论仍可为今后

以12&(9多肽复合物为肿瘤疫苗的治疗方案在临床中

的应用提供新思路。
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