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目的
!

研究辐射凋亡
*R$(

肿瘤细胞诱导的树突状细胞!

#+%#1'5'--+::

#

A/

"疫苗的制备及对
/+)RV

(

&

小

鼠体内膀胱肿瘤的免疫学效应&方法
!

采用辐射法获取
*R$(

细胞抗原并用其致敏骨髓来源的
A/

来制备
A/

疫

苗&用
*R$(

小鼠膀胱癌细胞建立荷瘤动物模型#随机分为实验组和对照组#于肿瘤细胞接种后第
)

'

#$

天给予相

应
A/

疫苗治疗或者
TR,

#每组分为
!

个亚组#分别用于测量瘤质量'体积及用于观察荷瘤小鼠存活情况&结果
!

负载辐射凋亡肿瘤细胞
A/

疫苗的实验组荷瘤小鼠#其肿瘤的平均体积和平均质量均显著低于对照组!

J

#

"."#

"#

生存期长于对照组&

A/

疫苗实验组中有
!

只小鼠
'"

天内无肿瘤生长#再次皮下接种
*R$(

细胞观察
'"

天仍无肿

瘤发生&结论
!

负载辐射凋亡肿瘤细胞的
A/

疫苗对膀胱肿瘤荷瘤小鼠具有抑瘤效应和延长生存期的作用&
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"疫苗对小鼠膀胱癌的抑制作用
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树突状细胞!
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"是目前发现最

强大的抗原提呈细胞 !
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"#能有效激发
B

细胞应答并诱导特异性细胞

毒性
B

淋巴细胞!
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/BV

"

生成&在我国#膀胱肿瘤是泌尿系统最常见的恶性

肿瘤#发病率居全身肿瘤的第
+

位#其中移行细胞癌

占
(+@

&利用
A/

疫苗接种宿主#诱导或增强宿主

防御功能#提高机体免疫系统对肿瘤的特异杀伤能

力#已成为晚期膀胱癌免疫治疗中的研究热点&

材 料 和 方 法

细胞培养
!

*R$(

细胞来源于通过致癌物诱发

/+)RV

(

&

雌性小鼠的膀胱移行细胞癌!复旦大学华

山医院泌尿外科研究所提供"&细胞培养液为
#"@

胎牛血清'

#@

盘尼西林(链霉素及含
".#@

丙酸钠

的
GT*>8#&$"

培养液&细胞在
+@/L

!

'

')[

培养

箱中培养&

实验动物
!

采用
/+)RV

(

&

雌性小鼠#

$

"

&

周

龄#体质量
#)

"

!"

4

#饲养在
,T!

级动物房中&

骨髓来源
7A

的制备及鉴定
!

A/

细胞提取方

法主要参照
>%$M$

的方法&取
&

周龄健康雌性
,T!

级
/+)RV

(

&

小鼠#处死后取胫骨和股骨#

#9V

注射

器抽取无菌预冷
TR,

冲洗骨髓腔%经
!""

孔单细胞

过滤钢筛过滤#收集滤液#

#&#.

5

离心
+9'%

#弃上

清%加
$"

4

(

V

的
B1'28IF

$

/:

溶液
#9V

重悬细胞

团#反应
!9'%

#

#&#.

5

离心
+9'%

#去除裂解之红细

胞#弃上清#

TR,

洗涤
!

次#每次
+9'%

&细胞团重

悬于含体积分数
#"@

胎牛血清的
GT*>8#&$"

培养

液中#使细胞密度达到
#.+.#"

&

(

9V

转移至
&

孔培

养板内#每孔
!9V

#培养
!$6

后#

TR,

洗涤
!

次#去

除未贴壁细胞#换用含重组小鼠粒
8

巨噬细胞集落刺

激因子!

#"

#

4

(

V

"和重组小鼠
>V8$

!

+

#

4

(

V

"的

GT*>8#&$"

完全培养液继续培养&

采用流式细胞仪鉴定细胞&将收集的细胞!密

度
+.#"

+

(

9V

"置于含
!

#

4

单抗!

/A##-8?T/
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/A##M8T7
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/A>8?8T7
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/A%"8T7

'

/A$&8T7

"的

R,?8TR,

中#

$ [

孵育
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#

TR,

洗涤
!

次#加

!>B/

荧光标记的羊抗大鼠
>

4

J

#

$[

孵育
'"9'%

#

TR,

洗涤
!

次#重悬于含
#@

多聚甲醛的
TR,

中#进

行流式细胞仪!

!?/,R+-50%8A'-O+%20%

"检测&

肿瘤细胞的照射和凋亡测定
!

为了获得凋亡的

肿瘤细胞#我们收集了培养中的
*R$(

细胞#制成密

度为
#.#"

)

(

9V

的单细胞悬液#然后用
#""J

D

S

线照射!

!$Q'510%/T8#&"

"

+

#

,

&经过照射的细胞用

不含 胎 牛 血 清 的
GT*>8#&$"

培 养#每 天 通 过

?%%+Q'%P8!>B/

和
T>

染色后利用流式细胞仪测

定凋亡细胞的比例&

肿瘤细胞抗原的负载
!

经过照射的
*R$(

细胞用

不含胎牛血清的
GT*>8#&$"

培养
'

天#以
#1#

的比例

和密度为
#.#"

&

(

9V

的未成熟
A/

混合培养
!$6

于实

验组&对照组用
VT,

刺激的未成熟
A/

细胞&

7A

疫苗的保护作用研究
!

/+)RV

(

&

雌性小鼠

$"

只#随机分为
$

组#分别皮下注射
TR,

'未成熟
A/

细胞!

'98A/

"'

VT,

促熟的
A/

!

VT,8A/

"及经过照射

含有凋亡
*R$(

细胞共同培养的
A/

细胞!

*R$(8

A/

"&

)

天后再重复接种
#

次&第
!

次接种的
)

天

后#皮下接种
*R$(

肿瘤细胞&每组分为
!

个亚组#

分别测量肿瘤体积#并观察荷瘤小鼠的存活情况&

数据分析
!

采用
,T,,#"."

软件&计量数据

以
O

/

08

表示#组间比较采用
)

检验#

J

#

"."+

为差异

有统计学意义&

结
!!!

果

通过体外培养可以获得大量
7A

细胞
!

骨髓来

源的干细胞可以被诱导分化成具有免疫效应的

A/

&为了研究负载肿瘤抗原诱导的免疫反应#需要

足够量的处于同一成熟水平的
A/

细胞&我们首先

在培养液中加入
>V8$

和
J*8/,!

#以体外扩增小鼠

骨髓来源的干细胞!图
#

"&扩增到第
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天#检测表

面抗体显示
/A##-

高表达#但是
/A%"

'

/A%&

及
>8?

低表达#提示为未成熟
A/

细胞&加入
VT,

共同培

养后第
)

天#检测
/A%"

'

/A%&

及
>8?

#提示为
A/

细胞成熟!图
!

"&

图
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!

培养
K

天后小鼠骨髓来源的
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a

线照射后获得凋亡的肿瘤细胞
!

为了获得最

佳的凋亡细胞数#每天用流式细胞仪测定经过照射

并用无血清培养液培养的肿瘤细胞#结果显示在第

'

天细胞凋亡达到最佳数目!图
'
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图
H

!

a

线照射后肿瘤细胞的凋亡数目
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凋亡肿瘤细胞和未成熟
7A

细胞共培养获得成

熟
7A

细胞
!

培养至第
+

天的未成熟
A/

和经照射

及无血清培养的
A/

共培养
#

天后#流式细胞测定

显示成为成熟
A/

细胞!图
$

"&
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图
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流式细胞检测小鼠成熟
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7A

疫苗的保护作用
!

为了检测负载了特殊肿

瘤抗原的
A/

细胞是否具有疫苗功能#我们进行了

皮下肿瘤模型+

#

,的抑制实验&单纯注射
TR,

后#肿

瘤生长速度快#且小鼠很快出现死亡%注射未成熟

A/

及
VT,8A/

后#肿瘤生长速度有所减慢#但最终

也导致小鼠全部死亡!图
+

"%注射
*R$(8A/

后#肿

瘤生长速度缓慢#且有
!

只小鼠出现无瘤存活

!图
&

"&

图
K
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7A

疫苗对荷瘤小鼠的保护作用
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图
P
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荷瘤小鼠注射
EDL

$

#1S7A

$

RELS7A

及
;DVFS7A

后肿瘤生长情况
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论

A/

是目前所知功能最强的抗原提呈细胞#

A/

可在其分布位置上捕获'加工抗原#迁移到淋巴器官

中激活
B

淋巴细胞#尤其是初始
B

细胞!

%$'(+B

-+::2

"和静息
B

细胞!

1+25'%

4

B-+::2

"&

B

淋巴细胞

介导的细胞免疫特别是
/BV

在机体抗肿瘤和抗感

染中起到重要作用+

!

,

#利用负载相关抗原的
A/

作

为疫苗进行肿瘤生物治疗大有前景+

'

,

&大量实验证

实#用不同形式的肿瘤抗原体外冲击致敏
A/

后#可

以产生较强的抗肿瘤免疫#并能抑制肿瘤生长和转

!)
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对肿瘤疫苗的探索中#研究人员采用多种策略研制

A/

瘤苗#以激发抗肿瘤特异性免疫应答#主要包括

负载肿瘤抗原的
A/

'肿瘤抗原致敏的
A/

和肿瘤抗

原基因转染的
A/

等+

&

,

&用肿瘤细胞裂解物致敏的

A/

疫苗能诱导有效的
/BV

反应#裂解肿瘤细胞#

并能分泌高水平的干扰素
,
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+
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&

然而#细胞性抗原因含有多种非肿瘤相关抗原且抗

原性差&而全细胞性抗原具有多种抗原表位#可诱

导针对不同抗原决定簇的
/BV

克隆#更有利于对肿

瘤细胞的免疫攻击&

!1

D

等+

%

,研究表明#相对于其

他方法#肿瘤细胞经过照射后导致细胞凋亡#并与未

成熟
A/

共同培养#未成熟
A/

可以吞噬凋亡体#并

摄取'加工和提呈肿瘤抗原#从而能极大地提高
A/

的抗肿瘤活性&

F0==9$%%

等+

(

,认为#使用凋亡细

胞比使用裂解物对产生自体
/A%

,

/BV

更有效&

我们的研究提示#通过体外培养可以获得大量

高质量的
A/

#为
A/

治疗提供了可能性&但是未成

熟
A/

不具有疫苗作用而达不到治疗效果&利用

VT,

诱导的成熟
A/

因为没有呈递肿瘤抗原#同样

没有疫苗作用&

经过射线照射后的肿瘤细胞可以检测到大量凋

亡细胞&一方面#射线利用其穿透力#使肿瘤细胞内

部发生电离效应#破坏其
AI?

结构#抑制或杀死肿

瘤细胞%另一方面#射线通过诱导肿瘤细胞释放

F*JR8#

'

F,T)"

等内源性-危险信号.而提高肿瘤

细胞的免疫原性#同时会上调
*F/8#

和
>/?*8#

'

P/?*8#

等黏附分子的表达#进而趋化免疫细胞#

并激活宿主固有免疫应答甚至适应性免疫应答&凋

亡的肿瘤细胞可作为抗原信号诱导特异性免疫反

应&另外#

A/

吞噬凋亡细胞后出现成熟反应#上调

趋化因子'细胞因子和共刺激分子&

?:M+15

等+

#"

,认

为#

A/

与凋亡细胞共孵育可产生肿瘤特异性
/BV

#

而坏死细胞不可以&

我们的实验提示#经射线照射后肿瘤细胞中可

检测到大量调亡细胞#其与未成熟
A/

共孵育后#可

以产生高纯度的成熟
A/

#利用调亡的肿瘤细胞诱

导的成熟
A/

具有疫苗作用&本研究表明#负载辐

射凋亡肿瘤细胞的
A/

疫苗对
/+)RV
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小鼠膀胱

肿瘤具有肿瘤抑制效应#并能延长小鼠生存期&
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