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ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ融合蛋白的制备及其致敏树突状细胞疫苗
抗小鼠 ＲＭ１前列腺癌的作用
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摘　要　利用分子生物学方法设计并构建含有 βｈＣＧ基因和 ｍＧＭＣＳＦ基因的表达载体 ｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦＸ１０
βｈＣＧＣＴＰ３７质粒。乳糖诱导表达该融合蛋白，通过硫酸铵分级沉淀和阴离子交换柱ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ进行纯化，并以此融合
蛋白致敏从Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠体内提取的树突状细胞（ＤＣ）从而获得 ＤＣ疫苗。将 ＤＣ疫苗回输至接种前列腺癌 ＲＭ１的
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠体内，分组检测。结果显示，ＤＣ组和ＤＣ与紫杉醇（Ｐａｃ）联用（ＤＰ）组与 Ｐａｃ组相比抗肿瘤效果具有极显著
性差异（Ｐ＜００１）；且ＤＰ组的抗肿瘤效果优于ＤＣ组。可见构建的新型ＤＣ疫苗可抑制前列腺癌的生长，且与紫杉醇联合
使用具有协同抗肿瘤作用。
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　　前列腺癌是最常见的恶性肿瘤之一［１］，在我

国的发病率也呈上升趋势。近年来，免疫治疗作为

一种通过激活机体免疫系统来特异性清除肿瘤细

胞的新方法正逐步应用到前列腺癌的治疗中。
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２０１０年４月，Ｄｅｎｄｒｅｏｎ公司开发的基于树突状细
胞的前列腺癌疫苗 ＳｉｐｕｌｅｕｃｅｌＴ（商品名 Ｐｒｏｖｅｎｇｅ）
获美国 ＦＤＡ批准［２］。该疫苗以前列腺磷酸酶

（ＰＡＰ）和粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）
融合蛋白致敏自体抗原递呈细胞（ＡＰＣ），用于治疗
雄性激素难治性的转移性前列腺癌，可以使病人生

存期延长大约４１个月［３］。但是每个疗程需花费

９３万美元，费用高昂。本实验依据ＳｉｐｕｌｅｕｃｅｌＴ的
设计原理，将人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃ
ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ｈＣＧ）抗原表位替代ＰＡＰ同ＧＭＣＳＦ重
组，构建一种新型的融合蛋白来致敏树突状细胞

（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）获取相应疫苗，期望其能够降低
成本，并具有相应的抑瘤效果。

ｈＣＧ在肿瘤细胞表面的异位表达是肿瘤细胞
的特征性标志之一。正常情况下人组织细胞不表

达或仅表达极微量的ｈＣＧ，但肿瘤一旦形成就会表
达异位ｈＣＧ（ｅｃｔｏｐｉｃｈＣＧ，ｅｈＣＧ）［４］，且分化程度越
低的肿瘤表达越高，恶性程度也越高［５］。ｈＣＧ有
α、β两个亚基，其中 βｈＣＧ与肿瘤的转移、免疫耐
受等特性关系密切，在肿瘤细胞中有特异性表达，

可诱导特异性的免疫应答，避免交叉反应的发生。

裸鼠试验证明，抗 ｈＣＧ抗体可有效抑制肿瘤细胞
的增殖［６］。如今βｈＣＧ疫苗已有生产［７］。

鼠源ＧＭＣＳＦ（ｍＧＭＣＳＦ）可以诱导髓样细胞
分化为 ＤＣ，并促进 ＤＣ的增殖和成熟，同时 ｍＧＭ
ＣＳＦ可通过诱导粒细胞、单核细胞以及 ＮＫ细胞的
抗体依赖的细胞毒作用（ＡＤＣＣ）［８］，促进Ｔｈ１型细
胞因子的分泌来发挥抗肿瘤作用。此外，ＧＭＣＳＦ
具有很多免疫调节性能，在增强体内外抗原免疫应

答时有很好记录能力［９］，临床上常用来辅助化疗

或作为免疫治疗的佐剂。

ＤＣ是目前公认的最强的专职抗原递呈细胞，
在抗肿瘤免疫反应中起着至关重要的作用［１０］，且

负载抗原的成熟 ＤＣ对抑制肿瘤生长起着关键的
作用［１１］。然而，在肿瘤患者体内，ＤＣ往往是未成
熟的，而且数量稀少，因此如何获得大量成熟的

ＤＣ，成为肿瘤免疫治疗的突破点。
由于肿瘤细胞的免疫原性差，肿瘤疫苗诱导抗

肿瘤免疫的期望值很低［１２］。本实验利用分子克隆

技术构建了融合蛋白，以期结合了 ｍＧＭＣＳＦ的融
合蛋白能促使ＡＰＣ具有较高的装载和处理抗原的
能力，从而提高机体对肿瘤细胞的免疫应答，达到

识别和杀灭肿瘤细胞的目的。

!

　材　料

１１　菌种和质粒
载体ｐＥＴ２８ａＸ１０βｈＣＧＣＴＰ３７、菌种Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ

ｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦ和ｐＥＴ２８ａ
Ｘ１０βｈＣＧＣＴＰ３７质粒均为中国药科大学微基因药
学实验室保存。

１２　试　剂
引物（上海捷瑞生物工程有限公司）；限制性

内切酶ＮｃｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＤＮＡ连接酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司）；质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ胶回收试剂盒、兔抗鼠
ｍＧＭＣＳＦ单抗（上海生工生物科技有限公司）；
ＤＡＢ显色试剂盒（北京鼎国昌盛生物技术有限公
司）；ＥＬＩＳＡ测定试剂盒（南京奥青生物技术有限
公司）；兔抗人βｈＣＧ单克隆抗体（北京博奥森生物
技术有限公司）；羊抗兔二抗（武汉博士德生物工

程有限公司）；胎牛血清（杭州四季青工程研究所

产品）；ＲＰＭＩ１６４０（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；紫杉醇（批
号１３０４２６２，北京华素制药股份有限公司）。
１３　动物和细胞株

ＲＭ１前列腺癌细胞由微基因药学实验室保
存，清洁级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠（５周龄）购自扬州
大学ＳＣＸＫ（苏）２０１２０００４。

'

　方　法

２１　ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ融合蛋白表达载体的构建
２１１　ｍＧＭＣＳＦＤＮＡ的获得　根据ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿
００９９６９．４中 ｍＧＭＣＳＦ的序列信息设计特异性，利
用引物设计软件Ｏｌｉｇｏ分别设计一对引物Ｐ１和Ｐ２：
Ｐ１： ５′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＣＣＣＡＣＣＣＧＣＴＣＡＣＣＣＡＴ
ＣＡＣ３′；Ｐ２：５′ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＧＴＣＧＧＡＴＣＴＴＴ
ＴＴＧＧＣＴＴＧＧＴＴＴ３′。上游引物Ｐ１中引入ＮｃｏⅠ酶
切位点，下游引物Ｐ２中引入ＤＰＴＧＧ连接肽序列和
ＥｃｏＲⅠ酶切位点。采用 ＰＣＲ技术，从 ｐＥＴ２８ａ
ｍＧＭＣＳＦ质粒中克隆得到 ｍＧＭＣＳＦ的 ＤＮＡ。扩
增条件为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。
２１２　重组表达载体的构建与鉴定　将“２１１”
项中 获 得 的 ｍＧＭＣＳＦ ＤＮＡ 和 ｐＥＴ２８ａＸ１０
βｈＣＧＣＴＰ３７载体质粒分别经 ＮｃｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶

２１１
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切，纯化后加ＤＮＡ连接酶４℃连接过夜，将过夜产
物转化至ＥｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞，抽提质粒，ＰＣＲ
方法方法进行验证，并进行核酸序列由上海生工生

物科技有限公司测定。

２２　融合蛋白的诱导表达
将鉴定成功的重组菌培养 ４ｈ后，加入乳糖

（终浓度５ｍｍｏｌ／Ｌ）进行诱导，３７℃继续培养，每
小时取样２ｍＬ，测Ａ６００，共检测８ｈ，离心收取菌体
沉淀，进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，观察目的蛋白条
带位置和表达量，确定最佳诱导时间。

２３　融合蛋白的分离纯化
大规模培养重组菌，在融合蛋白表达量达最大

值时离心收集菌体，超声裂解菌体，离心收集上清

液，弃沉淀。加入硫酸铵粉末进行粗提，每一级饱

和度各取上清液和沉淀制备样品，进行１２％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳检测。对含目的蛋白组分最多的一级
蛋白沉淀过阴离子交换柱 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ做进一
步纯化，用浓度梯度为０～１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ色谱缓冲
液梯度洗脱，收集洗脱峰，检测合并含目的蛋白峰

组分，对蒸馏水充分透析后冻干保存。

２４　融合蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
分别用兔抗人 βｈＣＧ单克隆抗体和兔抗鼠

ｍＧＭＣＳＦ单克隆抗体对融合蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ鉴定分析。
２５　ＤＣ疫苗的制备

参考 Ｉｎａｂａ等［１３］的方法，提取 ６周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠股骨和胫骨骨髓中的ＤＣ，调整细胞
数为每毫升 ５×１０６个，分装于细胞瓶中，置于
３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养。１２ｈ后除去未
贴壁细胞，加入 ＲＰＭＩ１６４０完全培养，隔日半量换
液。在培养第５天加入已纯化的 ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ
融合蛋白，以１０μｇ／ｍＬ的质量浓度致敏 ＤＣ，继续
培养１６ｈ后收集细胞，用无菌生理盐水调整细胞
数为每毫升５×１０６个细胞，即得ＤＣ疫苗。
２６　ＤＣ疫苗对小鼠ＲＭ１前列腺癌的免疫治疗
２６１　分组　将皮下接种ＲＭ１细胞（５×１０５个细
胞，１００μＬ）的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为５组，每组
１０只，分别为ＰＢＳ组、融合蛋白组（Ｐｒｏ）、紫杉醇组
（Ｐａｃ）、ＤＣ疫苗组（ＤＣ）和 ＤＣ疫苗 ＋紫杉醇组
（ＤＰ）。
２６２　免疫　实验期间共免疫３次，分别于接瘤
后的第３、１０、１７天免疫。ＰＢＳ组皮下注射 ＰＢＳ溶

液１００μＬ；Ｐｒｏ组注射融合蛋白疫苗（融合蛋白用
无菌生理盐水配成２ｍｇ／ｍＬ的溶液，等体积混合
弗氏不完全佐剂）１００μＬ；紫杉醇组以１５ｍｇ／ｋｇ剂
量给药；ＤＣ组注射 ＤＣ疫苗（含 ５×１０５个细胞）
１００μＬ；ＤＰ组同时注射等量 ＤＣ疫苗和紫杉醇。
待瘤块长到可触程度开始测量肿瘤大小，每隔３天
测量１次，计算肿瘤体积 ＝长 ×宽 ×宽 ×０５。最
后１次免疫后３ｄ将各组小鼠处死，剥取肿瘤，拍
照并称重，计算各组抑瘤率（ＩＲ）。ＩＲ＝（对照组平
均瘤重 －实验组平均瘤重）／对照组平均瘤重 ×
１００％。将数据进行统计和绘图。
２６３　细胞因子检测　完成免疫后第３天，处死
各组小鼠。无菌条件下解剖小鼠，腹腔取脾，研磨

获取脾细胞，用 ＲＰＭＩ１６４０完全培养调整细胞数
为每毫升５×１０５个。加入９６孔的细胞培养板中，
每孔１００μＬ。每组Ｔ淋巴细胞分别加入空白培养
基、１００μｇ／ｍＬＲＭ１肿瘤抗原、５μｇ／ｍＬＣｏｎＡ。
每个样品重复３次。培养７２ｈ后，收集上清液，用
ＥＬＩＳＡ试剂盒测定ＩＦＮγ、ＩＬ１０细胞因子的含量。

$

　结　果

３１　ｍＧＭＣＳＦ与重组表达载体的鉴定
琼脂糖凝胶电泳显示，ｍＧＭＣＳＦ基因 ＰＣＲ产

物在５００ｂｐ附近出现较亮的核酸条带（图１Ａ），与
ｍＧＭＣＳＦ基因片段大小（４０３ｂｐ）一致。重组质粒
进行ＰＣＲ。结果（图１Ｂ）显示，ｍＧＭＣＳＦ基因片段
正确插入到ｐＥＴ２８ａＸ１０βｈＣＧＣＴＰ３７质粒中。

Ｆｉｇｕｒｅ１　１５％ ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
ｍＧＭＣＳＦｆｒｏｍｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦ（Ａ）ａｎｄＰＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦＸ１０
βｈＣＧＣＴＰ３７（Ｂ）
Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｍＧＭＣＳＦ；Ｌａｎｅ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

３２　ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ融合蛋白的诱导表达
乳糖诱导表达融合蛋白，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分

析，在４０ｋＤ附近出现目的蛋白条带，与预测相对

３１１



学 报　ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ２０１５，４６（１）：１１１－１１６ 第４６卷

分子质量（３３ｋＤ）相符；且在诱导３ｈ时表达量最
高，通过Ｂａｎｄｓｃａｎ软件分析融合蛋白的表达量可
达菌体总蛋白量的４７７％（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　１２％ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｃｕｒｖｅ
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ３１０：Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ１，２，３，４，５，６，７，８ｈａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３３　融合蛋白的分离纯化
经乳糖诱导３ｈ后，收集菌体并超声破碎，离

心后对上清液和沉淀取样，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分析
发现目的蛋白存在于菌体裂解液上清液中为可

溶性表达。采用硫酸铵分级沉淀法进行蛋白的

初步分离，每一级饱和度各取上清液和沉淀制备

样品，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，结果显示目的蛋
白主要在硫酸铵溶液２０％ ～２５％饱和度时集中
沉淀（图３）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　１２％ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｓａｔｕｒａｔｉｏｎａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｓｕｐｅｒｎａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐａｌｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ３：Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐａｌｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕ
ｇａｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ４７：Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｄｂｙ０％１０％，１０％２０％，２０％
２５％，ａｎｄ２５％３０％ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

应用离子交换色谱对蛋白沉淀复溶物进行进

一步纯化。洗脱时色谱液中 ＮａＣｌ浓度达到 １００
ｍｍｏｌ／Ｌ时，目的蛋白被洗脱（图４），将含目的蛋白
组分最多的洗脱样品除盐、冻干、复溶后 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测其纯度，可近似达到电泳纯，软件分析
显示目的蛋白纯度可达到８５％（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　１２％ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２１０：ＰｒｏｔｅｉｎｅｌｕｔｅｄｂｙＮａＣｌｉｎｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ８０，９０，１００，１１０，１２０，１３０，１４０，１５０，１６０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｆｉｇｕｒｅ５　１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｐｕｒｉｆｉｅｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｐｏｗｄｅｒｒｅｄｉｓ
ｓｏｌｖｅｄｕｎｄｅｒｒｅｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｏｎ

３４　融合蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
融合蛋白冻干粉用色谱缓冲液复溶，先进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，再分别用兔抗鼠 ｍＧＭＣＳＦ单抗
和兔抗人βｈＣＧ单抗对融合蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析，ＤＡＢ显色。实验结果显示，融合蛋白能够分
别与βｈＣＧ单抗和 ｍＧＭＣＳＦ单抗结合并在３８ｋＤ
附近显示棕色条带，说明融合蛋白可特异性识别

ｍＧＭＣＳＦ单抗和βｈＣＧ单抗（图６）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｂｙｒａｂｂｉｔａｎｔｉｈｕｍａｎβｈＣＧｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａ）；ａｎｄｒａｂｂｉｔａｎｔｉ
ｍｉｃｅｍＧＭＣＳＦｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｂ）
Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐｏｗｄｅｒｄｉｓｓｏｌｖｅｄｕｎｄｅｒ
ｒｅｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

３５　成熟ＤＣ的制备
提取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ６周龄雄性小鼠ＤＣ，在培养第

５天加入已纯化 ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ融合蛋白以
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１０μｇ／ｍＬ的质量浓度致敏ＤＣ，继续培养１６ｈ后收
集细胞。显微镜下观察细胞状态可以发现：ＤＣ致
敏前细胞呈圆形，致敏后普遍呈树突状（图７），为
典型的成熟ＤＣ的形态，由此可判断融合蛋白致敏
后所得细胞为成熟ＤＣ。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＤＣｕｎｄｅｒａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）
Ａ：ＤＣｂｅｆｏｒｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ；Ｂ：ＳｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ

３６　ＤＣ疫苗对肿瘤生长的影响
最后１次免疫后３ｄ将各组小鼠处死，剥取肿

瘤拍照（图８Ａ）称重，比较各组抑瘤率（ＩＲ）的差
异。同ＰＢＳ组相比，Ｐｒｏ、Ｐａｃ、ＤＣ和 ＤＰ组的抑瘤
率（％）分别为１９，３０，４８和６８，可见 ＤＰ组抑制肿
瘤生长的效果最好。肿瘤拍照显示 ＤＰ组的肿瘤
最小，紫杉醇组的存活率最高。

将各组的平均瘤重作纵坐标作图（图８Ｂ），差
异显著。其中ＤＣ组和Ｐａｃ组与ＤＰ组呈极显著性
差异（ｔ检验，Ｐ＜００１），且 ＤＰ组的平均瘤重小于
ＤＣ组。免疫期间共测瘤５次，绘制肿瘤生长曲线
（图８Ｃ），结果显示 ＤＰ、ＤＣ、Ｐａｃ、Ｐｒｏ组的肿瘤体
积均小于ＰＢＳ组，且ＤＰ组的肿瘤体积最小。以上
统计数据均表明该融合蛋白致敏的 ＤＣ疫苗在小
鼠体内有一定的抗肿瘤效果，且将ＤＣ疫苗同紫杉
醇联合作用时具有协同抗肿瘤作用。

３７　细胞因子检测
使用ＥＬＩＳＡ测定试剂盒测定免疫后３ｄ各组

小鼠淋巴细胞经 ＲＭ１细胞裂解物进行刺激后
ＩＦＮγ、ＩＬ１０细胞因子的含量。图９显示，和 ＰＢＳ
组对比，ＤＣ组和Ｐｒｏ组中ＩＬ１０、ＩＦＮγ的含量都有
显著性提高（ｔ检验，Ｐ＜００５），由此表明该融合蛋
白致敏的 ＤＣ疫苗回输体内可进一步促进免疫反
应中ＩＦＮγ、ＩＬ１０等细胞因子的分泌，从而大大增
加抗肿瘤的力度。

(

　讨　论

对提高ＤＣ疫苗抗肿瘤免疫反应来说，获得大

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＲＭ１ｐｒｏｓｔａｔｅｔｕｍｏｒｇｒｏｕｔｈｉｎｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（ＰＢＳ），ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐｒｏ），ｐａｃｌｉｔａ
ｘｅｌ（Ｐａｃ），ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｖａｃｃｉｎｅ（ＤＣ）ａｎｄＤＣｐｌｕｓｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＤＰ），
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ａ：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ
Ｐ＜００５ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＰａｃｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｏｆｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍｖａｃｃｉｎａｔｅｄｍｉｃｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＲＭ１ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ

量成熟的ＤＣ和选择合适的成熟刺激剂至关重要。
研究表明，ＤＣ体外培养时，若加入外来刺激可诱
导其成熟。ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ融合蛋白正是作为成
熟刺激剂来获得大量成熟 ＤＣ。由于 ｍＧＭＣＳＦ／
βｈＣＧ融合蛋白既具有 βｈＣＧ特异性抗原表位，使
得该免疫治疗具有靶向性，又将 ｍＧＭＣＳＦ融合在
一起，由此致敏的ＤＣ疫苗回输体内可进一步促进
免疫反应中ＩＦＮγ、ＩＬ１０等细胞因子的分泌，使得
抗肿瘤的效力大大增加。

正如本实验结果所示，ＤＣ组的肿瘤体积小于
紫杉醇组，且ＤＰ组的肿瘤体积最小，由此可见，该
融合蛋白致敏的 ＤＣ疫苗在小鼠体内的抑瘤效果
可与阳性药紫杉醇相当。当 ＤＣ疫苗与紫杉醇联
合给药时，具有协同抗肿瘤作用。但是结果中 ＤＣ
组和ＤＰ组的后期存活率比较低，初步推测该融合
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蛋白致敏的 ＤＣ疫苗在体内抗肿瘤的过程中可能
存在对机体的伤害，其相关机制有待进一步研究。
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