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　 　 【摘　 要】 　 目的　 评价自体肿瘤冻融抗原致敏的自体树突状细胞（ＡＤＣ）疫苗免疫治疗，对处于Ⅱ、ⅢＡ 期雌、孕激素受

体双阴性表达乳腺癌患者的疾病进展及生存情况的影响。 方法　 利用自体肿瘤冻融抗原致敏的 ＣＤ１４ ＋ 前体细胞产生树突状

细胞，在细胞因子的作用下开始成熟，制备 ＡＤＣ 疫苗。 选取符合入组标准的 ６３ 例患者，根据治疗方案分为实验组和对照组，
实验组共接受 ４ 次皮下 ＡＤＣ 回输。 测定实验组疫苗接种前后 ＩＦＮ⁃γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞含量及两组针对抗肿瘤裂解物发生的Ⅳ型

变态反应情况，随访两组的疾病进展情况。 结果　 疫苗接种后提高了 ＩＦＮ⁃γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞数量，与疫苗接种前比较差异有统

计学意义［（２３ ４ ± ４ １）％ ｖｓ． （１４ ３ ± ２ ０）％ ， Ｐ ＜ ０ ０５］；实验组 １８ 例（５８ １％ ）为Ⅳ型变态反应阳性，而对照组均为阴性，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。 实验组的 ３ 年无进展生存率高于对照组，差异有统计学意义（７６ ９％ ｖｓ． ３１ ０％ ， Ｐ ＜ ０ ０５）。 实

验组未发生严重不良反应。 结论　 ＡＤＣ 疫苗可能通过触发乳腺癌患者的免疫应答机制来治疗乳腺癌，具有较好的效果，并延

长无进展生存期。

　 　 【关键词】 　 树突状细胞；　 乳腺癌；　 免疫治疗
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　 　 雌、孕激素受体双阴性表达的乳腺癌患者的预

后较差，主要原因是这类肿瘤的侵袭性生物学行为

及内分泌治疗效果不理想，在某些病例中甚至标准

化疗方案也对其无疗效，需要探索新的治疗方法。
树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是一种强效的抗原

呈递细胞，其作为抗肿瘤疫苗的组成部分，已得到
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广泛研究［１］。 目前尚无制备 ＤＣ 免疫疫苗的标准方

法，主要问题仍围绕如何获得充足的、特定类型的

抗原及成熟阶段的 ＤＣ。 由于高亲和力多肽诱导产

生耐受性感应的原因，肿瘤通过单克隆增殖产生缺

少抗原表型，或缺少免疫学相关的该抗原信号通道

的个体细胞可逃过免疫追杀，因而利用人工合成多

肽作为抗原的临床试验未能达到临床治疗目标，也
未能够提高患者生存期［２⁃３］。 与此相反，ＤＣ 混合或

被转染肿瘤细胞抗原，或暴露于肿瘤冻融抗原环境

中，可表现出强烈而广泛地诱导抗肿瘤细胞免疫应

答的特性［４］。 目前有关 ＤＣ 治疗雌、孕激素双阴性

Ⅱ、ⅢＡ 期乳腺癌的疗效不清楚。 本研究对雌、孕激

素双阴性Ⅱ、ⅢＡ 期乳腺癌进行自体树突状细胞

（ａｕｔｏｌｏｇｕｓ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ＡＤＣ）疫苗回输，评价其疗

效和不良反应，为今后的研究提供参考，现将结果

报告如下。

１　 资料与方法

１ １　 一般资料　 选取南京医科大学附属常州二院

２００８ 年 ３ 月至 ２００９ 年 ２ 月收治的 ６３ 例乳腺癌患

者，入组标准：（１）年龄范围 ２０ ～ ７５ 岁；（２）病理确

诊的雌、孕激素受体双阴性表达；（３）临床分期为

Ⅱ、ⅢＡ 期；（４）曾接受手术切除；（５）接受过常规放

化疗等综合治疗，化疗方案为 ＣＡＦ、ＣＭＦ、ＰＣ（ＰＴＸ ＋
ＣＴＸ）、ＡＤＭ ＋ ＴＸＴ、ＡＣ（ＡＤＭ ＋ ＣＴＸ）；（６）经胸腹部

ＣＴ、ＥＣＴ、ＭＲＩ、肿瘤指标、肝肾功能等评估处在稳定

期的患者。 根据治疗方法将患者分为对照组（仅接

受常规治疗）和实验组（接受 ＡＤＣ 疫苗治疗），两组

的年龄、肿瘤病理类型、分期、治疗方案等差异均无

统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。 实验组 ３１ 例，年龄范围 ３６
～ ７４ 岁，平均（５４ １ ± ９ ６）岁；浸润性导管癌 ２８ 例，
浸润性小叶癌 １ 例，髓样癌 １ 例，粘液性腺癌 １ 例；
ＨＥＲ⁃２ 状态：（ － ）者 １０ 例，（ ＋ ） ～ （ ＋ ＋ ＋ ）者 ２１
例；Ｋｉ⁃６７ 状态：≥３０％ 者 １８ 例， ＜ ３０％ 者 １３ 例；肿
瘤分期：Ⅱ期 １９ 例，ⅢＡ 期 １２ 例。 对照组 ３２ 例，年
龄范围 ３４ ～ ７２ 岁，平均（５４ ５ ± １０ ４）岁；浸润性导

管癌 ２８ 例，浸润性小叶癌 １ 例，髓样癌 ３ 例；ＨＥＲ⁃２
状态：（ － ）者 １４ 例，（ ＋ ） ～ （ ＋ ＋ ＋ ）者 １８ 例；Ｋｉ⁃
６７ 状态：≥３０％ 者 １７ 例， ＜ ３０％ 者 １５ 例；肿瘤分

期：Ⅱ期 ２０ 例，ⅢＡ 期 １２ 例。 该研究经本院伦理委

员会批准，所有受试者均签订了知情同意书。
１ ２　 ＡＤＣ 疫苗的制备

１ ２ １　 抗原来源及制备　 采用自体肿瘤组织作为

肿瘤排斥抗原的来源。 在手术过程中收集切下的

肿瘤组织（１ ～ ２ｃｍ３），切成体积小于 １ｍｍ３ 的碎块，
然后将这些碎块放于装有 ５ｍｌ 酶溶液（０ １ｍｇ ／ ｍｌ 胶
原酶，１ｍｇ ／ ｍｌ 脱氧核苷酸酶，及 １ｍｇ ／ ｍｌ 透明质酸

酶）的离心管中，３７℃ ３０ｍｉｎ。 利用不锈钢过滤筛

（２００ 目）过滤可得到细胞悬液，冲洗，得到单细胞悬

液。 在 ４２℃下，放到细胞裂解试剂中进行细胞裂解

３ｈ，再经过 ５ 个冷冻 ／解冻循环（ － ８０℃和 ３７℃），细
胞裂解物物制备完成。 经台盼蓝染色法证明无存

活细胞残余，剩下的悬液置于 － ８０℃下保存待用。
１ ２ ２　 ＡＤＣ 的制备及致敏 　 利用血细胞分离机

（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ，Ｓｔ． Ｗｅｎｄｅｌ，Ｇｅｒｍａｎｙ）分离白细胞，流式

细胞仪分离出单核细胞，利用商用磁珠分离仪

（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ）提取 ＣＤ１４ ＋ 细胞，随
后将其培养在 ＧＴ⁃Ｔ５５１ 细胞培养基中，并向该培养

基内加入 ０ ５％ 人类血清蛋白，２ｎｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酸盐，
１００μｍｏｌ ／ Ｌ 非必需氨基酸， １ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丙酮酸钠，
２０ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟乙基哌嗪乙硫磺酸缓冲液。 细胞培养

中增加 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 粒细胞刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃ｍａｃ⁃
ｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ⁃ＣＳＦ） 与 ２０ｎｇ ／
ｍＬ 白介素（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｒ，ＩＬ）⁃４。 在细胞培养的第 ２、５
天添加其余额外的细胞因子。 在细胞培养的第 ５ 天

加入肿瘤抗原（见方法 １ ２ １）。 细胞培养第 ５ 天，
提取未成熟的 ＡＤＣ 并在培养基中加入 ＧＭ⁃ＣＳＦ 及

ＩＬ⁃４ 重新悬浮。 将肿瘤冻融抗原与 ＡＤＣ 按照 １ ∶ ３
至 １∶ １０ 的比例（该比例取决于肿瘤细胞的数量）混
合。 细胞培养第 ６ 天，向细胞培养基中加入 １０ｎｇ ／
ｍｌ ＩＬ⁃１β、１０μｇ ／ ｍｌ 前列腺素（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ，ＰＧ） Ｅ２
和 ２０ｎｇ ／ ｍｌ 肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）⁃α。 细胞培养第 ７ 天，从培养基中分离载有抗

原的 ＡＤＣ，并且重新悬浮于含有 ０ ５％ 人类血清的

２ｍｌ 生理盐水中准备立即注射到患者体内。 在细胞

移植的当天，将终产物的样本进行微生物检查，证
实均为无菌。
１ ２ ３　 ＡＤＣ 疫苗回输　 实验开始给予第 １ 次 ＡＤＣ
疫苗免疫，以后每 ２ 周 １ 次，共回输 ４ 次，取双侧腹

股沟皮下注射疫苗，每次注射 ＡＤＣ 数量为 １ × １０７

个。 观察注射 ＡＤＣ 疫苗后的不良反应。
１ ３　 特异性抗肿瘤免疫反应检测

１ ３ １ 　 肿瘤抗原反应性 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞 （ ＩＦＮ⁃γ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ ）含量的检测 　 在患者接受免疫治疗前及免

疫治疗后 １ 周采集外周血 ５ｍｌ，经密度梯度离心获

得 ２ × １０６ 外周血单核细胞，使用 １０∶ １比例的肿瘤裂
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解物刺激以上单核细胞 ３ ～ ４ 天，在最后 ４ ～ ５ｈ 加入

１０μｇ ／ ｍｌ 蓝菌素。 冲洗，在 ＰｅｒＣＰ⁃ＣＤ８ 存在的情况

下共同培养，以便细胞外染色。 冲洗细胞，利用 ４％
的甲醛固定 １５ｍｉｎ，加入透化作用溶液 １０ｍｉｎ。 将细

胞在含有 ＦＩＴＣ⁃ＩＦＮ⁃γ 溶液中培养 ３０ｍｉｎ，冲洗两次，
利用流式细胞仪进行分析。
１ ３ ２　 Ⅳ型变态反应（迟发型）的检测　 末次治疗

后 １ 个月，测定两组患者体内的针对抗肿瘤裂解物

发生的Ⅳ型变态反应。 前臂皮下注射含有密度为

０ ５ × １０６ ／ ０ １ｍｌ 肿瘤裂解物的生理盐水测定Ⅳ型

变态反应。 注射 ４８ ～ ７２ｈ 时后，通过测量注射部位

红斑和硬结的直径评价Ⅳ型变态反应的强度，直径

＞ ５ｍｍ 为免疫应答阳性。
１ ４　 临床评估 　 主治医师随诊，内容包括常规病

史、体格检查和胸片，治疗后每隔一段时间行 ＣＴ 检

查或记录肿瘤复发的症状与体征，截止于 ２０１２ 年

１２ 月随访患者的 ３ 年无进展生存率。
１ ５　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ １３ ０ 版软件处理。
采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法进行生存分析，组间比较采用 ｔ
检验。 以 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２ １　 特异性抗肿瘤免疫反应的检测

２ １ １　 免疫接种前后的 ＩＦＮ⁃γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞含量

　 实验组最后一次接种 ＡＤＣ 后的 ＩＦＮ⁃γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ
细胞含量为（２３ ４ ± ４ １）％ ，高于接种前的（１４ ３ ±
２ ０）％ ，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。 见图 １。

Ａ：疫苗接种前　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ：疫苗接种后

图 １　 实验组疫苗接种前后 ＩＦＮ⁃γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞
含量分析

２ １ ２　 Ⅳ型变态反应（迟发型）的检测情况　 实验

组 １８ 例（５８ １％ ）患者出现Ⅳ型变态反应，直径≥
５ｍｍ 确定为免疫应答阳性，对照组均为免疫应答阴

性，两组比较差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０ ０５）。 见

图 ２。
２ ２　 两组 ３ 年无进展生存期比较　 所有患者的最

图 ２　 两组Ⅳ型变态反应（迟发型）的检测

短随访时间为 ３６ 个月。 实验组的 ３ 年无进展生存

率为 ７７ ４％ ，对照组为 ３１ ０％ ，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ ０５）。 ３ 例接受 ＡＤＣ 疫苗治疗者已复发或进

展，９ 例未接受 ＡＤＣ 疫苗治疗者发生进展。 １ 例患

者经过综合治疗后接受 ＡＤＣ 疫苗免疫治疗，免疫治

疗 ２ 个月后出现肺转移瘤灶，同期接受转移灶局部

切除术，切除转移灶后随访 ２５ 个月，未发生进展。
２ ３　 不良反应 　 免疫接种后 ２４ ～ ４８ｈ，实验组 ２０
例患者在 ４ 次免疫接种中至少有 １ 次发生自限性风

团皮肤反应，其中 ４ 例于再次免疫接种时出现较第

一次更明显的自限性风团皮肤反应，但无其他特殊

不适。 ４ 例免疫接种 ２４ｈ 出现轻微的乏力。 以上反

应均不需特殊处理，血常规、肝肾功能等指标均未

发生异常。

３　 讨　 论

乳腺癌是一种异质性疾病，所以不存在适合所

有乳腺癌的标准治疗方法。 以往多年来，肿瘤大小

一直是乳腺癌主要分型特征。 然而，这种乳腺癌分

型方法被证实是有局限性的，因为它不能界定具有

相同预后及治疗方法的分型。 之后出现组织学分

类系统，根据乳腺肿瘤组织学外观特点，将乳腺癌

分为不同亚组［５］。 对于雌、孕激素双阴性乳腺癌患

者，无需接受内分泌激素治疗，因此治疗方案选择

限制于化疗。 由于雌、孕激素双阴性乳腺癌呈现高

复发率及低生存率的特点，针对雌、孕激素双阴性

乳腺癌的治疗需要寻找一种瞄准新靶点的治疗

方法。
ＡＤＣ 为基础的疫苗成为对该类患者进行强化

免疫治疗的关键策略。 无论是采用手术、化疗还是

放疗，达到减少肿瘤负荷后对抗少量残留肿瘤病

灶，自体免疫应答可能是最有效的。 尽管 ＡＤＣ 免疫

治疗方法已取得了良好的疗效，但诸多研究仅将此

·７００１·　 临床肿瘤学杂志 ２０１３ 年 １１ 月第 １８ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｎｏｖ． ２０１３，Ｖｏｌ． １８，Ｎｏ． １１　



作为辅助治疗方法［６⁃７］。 ＡＤＣ 辅助治疗方法的实施

往往出现在联合其他综合治疗的过程中，所以需要

随机的研究来证明免疫治疗方法是否可以提供额

外的疗效获益。 反过来，要对其疗效进行有效评

价，需要制定有关其使用的标准方案，如抗原类型、
抗原负荷、ＤＣ 类型及移植方法，需要制定统一的治

疗规范。 只有这样才可以保证该治疗方法可以从

特定患者的相关研究应用到成为一种作为乳腺癌

治疗的可选方案来顺利实施。 该疫苗把自身肿瘤

抗原的低强度免疫应答转换为高强度的免疫原性

反应，理论上可以产生巨大的抗肿瘤免疫力［８⁃１０］。
本研究利用一组细胞因子（ＧＭ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１、

ＰＧＥ２ 和 ＴＮＦ⁃α），从周围血单核细胞中生成肿瘤裂

解物抗原致敏的 ＡＤＣ。 同时，利用细胞内染色方法

测定 ＩＦＮ⁃γ 含量以了解患者的特异性抗肿瘤的免疫

应答反应。 本研究发现再接受 ＡＤＣ 疫苗后 ＩＦＮ⁃
γ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞含量上调，说明利用可识别肿瘤抗

原的 ＡＤＣ 接种免疫可以诱导细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞

反应，ＡＤＣ 调动了机体特异性免疫反应，以发挥抗

肿瘤作用。 抗肿瘤Ⅳ型变态反应一种典型的细胞

介导的免疫应答反应，自体肿瘤细胞致敏的 ＤＣ 可

以引起体内抗原特异性 Ｔｈ１ 细胞免疫应答，而肿瘤

患者体内的免疫应答偏向于 Ｔｈ２ 型细胞免疫应答，
这可以通过降低的 Ｔｈ１ 细胞因子分泌量以及受损的

Ｔｈ１ 介导的抗肿瘤活性反映出来，Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细胞因

子水平在肿瘤进展中扮演着重要的角色。 在本研

究中，实验组 ５８ １％ 患者免疫应答阳性，对照组均

为免疫应答阴性，表明 ＤＣ 在机体内发挥着抗原递

呈作用，激活体内免疫系统，使得机体处于抗肿瘤

状态。 本研究证实，ＡＤＣ 疫苗可提高患者的 ３ 年无

进展生存率，然而未能够提高患者的总生存期，推
测 ＡＤＣ 疫苗通过诱导特异性免疫应答来影响患者

的一般情况，还可通过控制肿瘤转移扩散而不是摧

毁掉已经形成的原始肿块来影响患者的生活质量。
本研究也进行了治疗后随访，证明建立在 ＡＤＣ

为基础的免疫治疗对于Ⅱ、ⅢＡ 期雌、孕激素受体双

阴性乳腺癌患者有一定疗效，从而证明自体肿瘤冻

融抗原致敏的 ＡＤＣ 疫苗为肿瘤治疗提供了一种全

新、特异、有效的手段。 然而对于本研究中实验组

患者 ＨＥＲ⁃２ 的表达、Ｋｉ⁃６７ 状态、脉管侵犯等病理因

素是否影响无疾病进展生存情况，仍需进一步的研

究与分析，本研究为单中心、小样本临床试验，且随

访时间较短，是否有更好的疗效还需大规模临床试

验证实。
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２００４， ２２（１４）：２８０８ － ２８１５．

［１０］ 　 Ｔｕｒｎｉｓ ＭＥ， Ｒｏｏｎｅｙ ＣＭ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｓ ｖａｃ⁃
ｃｉｎｅｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ， ２０１０， ２（６）：８４７ － ８６２．

收稿日期：２０１３ － ０３ － ２５；　 修回日期：２０１３ － ０５ － １４

·８００１· 　 临床肿瘤学杂志 ２０１３ 年 １１ 月第 １８ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｎｏｖ． ２０１３，Ｖｏｌ． １８，Ｎｏ． １１　


