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摘　要　探讨 ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ（ＧＣ）和 ｈＶＥＧＦ１２１／βｈＣＧ（ＶＣ）两种融合蛋白联用对 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ＲＭ１前列腺癌和
Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤的抑制效果，并对其抗肿瘤作用机制进行初步研究。采用含有 ｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦＸ１０βｈＣＧＣＴＰ３７和
ｐＥＴ２８ａＶＥＧＦＭ２Ｘ１０βｈＣＧＣＴＰ３７的两个重组菌进行乳糖诱导表达，分离纯化融合蛋白。将两种蛋白制备抗肿瘤蛋白疫
苗（ＶＣ蛋白疫苗和ＧＣ蛋白疫苗），并将两蛋白混合制备联合蛋白疫苗（ＶＧＣ蛋白疫苗），免疫Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ接瘤小鼠，测量瘤
块生长状态；检测免疫小鼠脾细胞增殖以及对肿瘤细胞的细胞毒作用；ＥＬＩＳＡ检测小鼠体内细胞因子ＩＦＮγ和抗ｈＶＥＧＦ抗
体浓度。结果发现，在前列腺癌和黑色素瘤小鼠移植瘤模型中，与生理盐水 ＮＳ组相比，各实验组均具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。其中ＶＧＣ组抗肿瘤效果优于 ＧＣ组和 ＶＣ组（Ｐ＜００１），且对前列腺癌和黑色素瘤的抑瘤率分别达到（４１７±
０８３）％和（４６４±１２７）％。由此可见，ＶＣ和ＧＣ两种蛋白联合后，通过发挥抗肿瘤免疫和抗肿瘤血管生成双重作用，高效
地抑制了ＲＭ１前列腺癌和Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤的生长。
关键词　血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）；人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）；鼠源粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｍＧＭＣＳＦ）；前列
腺癌；黑色素瘤
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　　肿瘤的发生发展与众多因素有关，联合治疗是
目前常用的一种治疗方法［１］，虽然化学药物联合使

用效果明显，但是由于其不良反应较大而受到限制。

将不同的生物免疫治疗方法相结合，其毒性低、免疫

力强，成为治疗肿瘤的新方法［２］。近年的研究表明，

前列腺癌［３］、乳腺癌、黑色素瘤［４］等肿瘤发生都与性

激素分泌密切相关。本研究选用前列腺癌和黑色素

瘤作为研究对象，以人绒毛膜促性腺激素为靶点进

行抗肿瘤研究，期望能够产生高效的抑瘤效果。同

时为了证实两种不同抗肿瘤蛋白疫苗联用所发挥的

抗肿瘤效应，本研究采用两种蛋白联合给药，利用两

种蛋白不同的抗肿瘤作用机制，以期提高机体对

ＲＭ１前列腺癌和Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤不同肿瘤的抗肿
瘤免疫应答，并对抗肿瘤机制进行初步研究，为后续

临床研究和治疗提供理论依据。
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　材　料

１１　菌种和质粒
载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）、菌种 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１

（ＤＥ３）、质粒 ｐＥＴ２８ａｈＶＥＧＦ１２１Ｍ２Ｘ１０βｈＣＧ
ＣＴＰ３７和 ｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦＸ１０βｈＣＧＣＴＰ３７均
为中国药科大学微基因实验室保存。

１２　试　剂
胎牛血清（杭州四季青工程研究所）；ＲＰＭＩ

１６４０和 ＤＭＥＭ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；刀豆蛋白
（ＣｏｎＡ）和四甲基偶氮唑蓝盐（ＭＴＴ）（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；沙利度胺片（批号：１５０１１５３１，常州制药厂

有限公司）；多西他赛注射液（ＤＴＸ，批号：５０８００８１，
齐鲁制药有限公司）；注射用环磷酰胺（ＣＴＸ，批号：
０４１４１２０３，山西普德药业股份有限公司）；乳酸脱
氢酶细胞毒性检测试剂盒（上海碧云天生物技术

研究所）；小鼠 ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒和抗人 ＶＥＧＦ
ＥＬＩＳＡ试剂盒（深圳欣博盛生物科技有限公司）；
其他试剂均为进口分装或市售分析纯。

１３　动物、鸡胚和细胞株
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠（５周龄）购自扬州大学比

较医学中心，许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１２０００４；白皮
受精种蛋购自乾元浩生物股份有限公司南京生物

药厂；小鼠前列腺癌ＲＭ１细胞株购自中国科学院
上海生命科学研究院；黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞株为
本实验室保存。所有动物实验均符合动物伦理委

员会标准。

"

　方　法

２１　融合蛋白的诱导表达和分离纯化
将 含 有 ｐＥＴ２８ａｍＧＭＣＳＦＸ１０βｈＣＧＣＴＰ３７

和 ｐＥＴ２８ａＶＥＧＦＭ２Ｘ１０βｈＣＧＣＴＰ３７两个重组
菌进行乳糖诱导表达，通过超声破碎、硫酸铵分级

沉淀和ＤＥＡＥ５２阴离子交换色谱的方法分离纯化
融合蛋白，透析后冻干保存。

２２　鸡胚绒毛尿囊膜实验
实验分成 ５组，分别为：生理盐水组（ＮＳ

组），沙利度胺组（终浓度为 ５０μｇ／ｍＬ），ＶＥＧＦ／
βｈＣＧ蛋白组（ＶＣ组）、ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ蛋白组
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（ＧＣ组）以及联合给药组（ＶＧＣ组）（终浓度均为
１０μｇ／ｍＬ），每组 ６个鸡胚。实验对象选取发育
良好的８ｄ龄的鸡胚，在无菌滤纸上分别滴加各组
溶液，每日１次，每次１００μＬ，共给药３ｄ。第４天
固定剪下尿囊膜，拍照进行图像分析。分别以载体

为中心直径 ５ｍｍ范围内，计算血管数目（ｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌｎｕｍｂｅｒ，ＢＶＮ）和血管交叉点个数（ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｖｅｓｓｅｌｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ，ＶＮ）。计算血管抑制率，抑制率
（ＩＲ，％）＝（１－实验组平均血管数／阴性组平均血
管数）×１００。
２３　联合给药对小鼠 ＲＭ１前列腺癌／小鼠
Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤的免疫治疗
２３１　分　组

治疗前列腺癌小鼠分组：ＮＳ组，ＶＣ组（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），ＧＣ组，ＶＧＣ组（ＶＣ蛋
白 １ｍｇ＋ＧＣ蛋白 １ｍｇ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）
以及多西他赛组（ＤＴＸ，终浓度为１０ｍｇ／ｋｇ）。

治疗黑色素瘤小鼠分组：ＮＳ组、ＶＣ组、ＧＣ组、
ＶＧＣ组以及环磷酰胺组（ＣＴＸ，腹腔注射，终浓度
为２０ｍｇ／ｋｇ）。
２３２　联合给药对小鼠皮内肿瘤新生血管的抑制
作用　腹部皮内接种 ＲＭ１前列腺癌／Ｂ１６Ｆ１０黑
色素瘤肿瘤细胞悬液（３×１０５个，１００μＬ），小鼠随
机分为５组，每组 ４只。每 ３天给药 １次，每次
１００μＬ，连续３次，第３次给药２ｄ后，处死小鼠。
将腹部外层皮肤剥下，拍照观察瘤块内部和周围的

血管分布，并计算瘤块周围１ｃｍ×１ｃｍ面积里的
所有血管数。

２３３　联合给药对小鼠皮下肿瘤的的抑制作用　
皮下接种肿瘤细胞悬液（３×１０５个，１００μＬ），随机
分为５组，每组６只。从接瘤第３、８、１３ｄ给药，每
次１００μＬ。待瘤块长到可触摸程度时开始测量瘤
体积，每３天测量１次，共测量４次，利用公式［５］计

出瘤体积。第１４ｄ小鼠眼眶取血并处死，剥瘤称
重得出抑瘤率。抑瘤率（％）＝（１－实验组平均瘤
重／对照组平均瘤重）×１００。
２３４　脾淋巴细胞增殖实验　无菌取各组小鼠脾

脏，制成每毫升５×１０６个小鼠脾细胞的悬液，加入
到９６孔细胞培养板中，每孔加１００μＬ。每组分别
加入培养基、ＶＣ溶液、ＧＣ溶液、ＶＧＣ溶液（终浓度
均为１０μｇ／ｍＬ）以及刀豆蛋白 ＣｏｎＡ（终浓度为
５μｇ／ｍＬ）。培养 ４８ｈ后，每孔加入噻唑蓝溶液
（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ，离心吸去上清液，
每孔加入 ＤＭＳＯ１００μＬ，溶解１０ｍｉｎ，测 Ａ５７０。脾
淋巴细胞增殖指数＝供试品组平均吸收度／培养基
对照组平均吸收度。

２３５　细胞毒性检测（ＣＴＬ）　采用乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）细胞毒性检测方法，具体操作步骤按说明
书进行。脾淋巴细胞制备方法同“２３４”项。杀
伤率（％）＝（实验组释放量 －效应细胞释放量 －
靶细胞自发释放量）／（靶细胞最大释放量 －靶细
胞自发释放量）×１００。
２３６　肿瘤组织切片分析　小鼠处死后取肿瘤组
织固定于１０％福尔马林溶液中，常规取材，脱水，
包埋，切片（４μｍ），ＨＥ染色，光学显微镜下阅片。
２３７　小鼠血清中抗 ｈＶＥＧＦ抗体和细胞因子
ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＡ检测　采用间接ＥＬＩＳＡ法检测，具
体操作步骤按说明书进行。

２４　统计分析
实验中采用 ＳＰＳＳ１１５统计软件分析，测得的

数据用 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜００５提示差异具有统计学
意义，Ｐ＜００１提示差异有显著性意义。组间数据
符合正态分布和组间方差齐性后，采用 ＬＳＤ法，检
验水平α＝００５。

#

　结　果

３１　鸡胚绒毛尿囊膜实验
实验结果显示，ＶＣ组、ＧＣ组、ＶＧＣ组及沙利度

胺组（ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ，ＴＨＤ）鸡胚绒毛尿囊膜的血管数
目和血管交叉点明显少于ＮＳ，差异具有统计学意义
（Ｆ＝１１７１１６，Ｐ＜００５；Ｆ＝２０２４５，Ｐ＜００５），其中
沙利度胺和ＶＧＣ组差异最为显著（Ｐ＜００１）。ＶＧＣ
组分别与ＶＣ组，ＧＣ组比较，存在显著性差异（Ｐ＜
００１）。由表１可知沙利度胺和ＶＧＣ组抑制作用明
显，其抑制率分别为（６９８５±４３７）％和（５９８１±
４５８）％。

４０１



第４８卷第１期　　井亮亮，等：融合蛋白ｈＶＥＧＦ１２１／βｈＣＧ与ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ联合抗肿瘤作用及其机制

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＣｈｉｃｋｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃｍｅｍｂｒａｎｃｅ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙｈＶＥＧＦ１２１／βｈＣＧ ｐｒｏｔｅｉｎ（ＶＣ），ｍＧＭＣＳＦ／βｈＣＧ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＣ）ａｎｄＶＣＧＣｃｏｍｂｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＶＧＣ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ
ｃ／

（μｇ／ｍＬ）
Ｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌ／ｎ

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／
％

Ｖｅｓｓｅｌ
ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ／ｎ

ＮＳ ７１３３±３９４△ ０ ３１６７±６１５
ＴＨＤ ５０ ２１５０±４３７ ６９８６ １１３３±２０６

ＶＣ １００ ４３３３±４９３△ ３９２５ １８１７±１１７△

ＧＣ １００ ５８８３±５４２△ １７５１ ２４５０±４２８△

ＶＧＣ １００ ２８６７±４５８ ５９８１ １３００±２３７

ＮＳ：ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＴＨＤ：ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ
Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００１ｖｓＶＧＣｇｒｏｕｐ

３２　联合蛋白对小鼠皮内肿瘤新生血管的抑制
作用

观察肿瘤组织周围毛细血管生成状况（图１
Ａ，图１Ｂ），两种肿瘤实验中，与ＮＳ组比较，其余４
组周围血管都有统计学意义（Ｆ＝６０８０６，Ｐ＜
００５；Ｆ＝８３０２８，Ｐ＜００５），ＶＧＣ组、ＤＴＸ组和
ＣＴＸ组血管数均减少，具有极显著差异（Ｐ＜
００１）；ＶＧＣ组与 ＶＣ组或 ＧＣ组比，血管减少明
显，均具有显著性差异（Ｐ＜００１）（图１Ｃ，１Ｄ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｔｕｍｏｒｉｎｄｕｃｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙＶＣ，ＧＣ，ＶＧＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｔａｋｉｎｇｄｏｃｅｔａｘｅｌ（ＤＴＸ）ａｎｄｃｙｃｌｏｐｈｏｓｖｎａｍｉｄｅ
（ＣＴＸ）ａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：（ａ）ＮＳ，（ｂ）ＤＴＸ，（ｃ）ＶＣ，（ｄ）ＧＣ，（ｅ）ＶＧＣＢ：（ａ）ＮＳ，（ｂ）ＣＴＸ，（ｃ）ＶＣ，（ｄ）ＧＣ，（ｅ）ＶＧＣＣＤ：Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ
Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１，△Ｐ＜００５ｖｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　联合蛋白对小鼠皮下肿瘤的抑制作用
小鼠剥瘤并拍照（图２Ａ，图２Ｂ），称重。ＶＧＣ

组对前列腺癌和黑色素瘤抑瘤率分别为（４１７±
０８３）％和（４６４±１２７）％。将各组的平均瘤重
纵坐标作图（图２Ｅ，图２Ｆ）：两种肿瘤实验中，与
ＮＳ组比较，其余各组均有显著性差异（Ｆ＝
２１０４１，Ｐ＜００５；Ｆ＝１８５５３，Ｐ＜００５），其中
ＶＧＣ组与 ＤＴＸ组抗前列腺癌效果显著（Ｐ＜
００１），ＶＧＣ组与 ＣＴＸ组抗黑色素瘤效果显著
（Ｐ＜００１）。肿瘤生长曲线结果显示（图２Ｃ，图
２Ｄ）前列腺癌体积变化由小到大依次是 ＤＴＸ、
ＶＧＣ、ＧＣ、ＶＣ、ＮＳ，黑色素瘤体积变化由小到大依
次是 ＣＴＸ、ＶＧＣ、ＶＣ、ＧＣ、ＮＳ。

３４　脾淋巴细胞增殖实验
脾细胞增殖实验的结果表明（图 ３Ａ，图 ３

Ｂ），ＶＧＣ组均能够对体外抗原刺激产生增殖反应，
抗前列腺癌ＶＧＣ组表现出对ＧＣ和ＶＧＣ的显著增
殖活性，抗黑色素瘤ＶＧＣ组表现出对ＶＣ和ＧＣ的
显著增殖活性，都明显高于ＮＳ组（Ｐ＜００１）。
３５　细胞毒性检测

在实验设置的３种不同效靶细胞比下（图４
Ａ，图４Ｂ），ＶＧＣ组小鼠的脾细胞杀伤率在效靶比
为 ８０∶１时均达到最高峰（４１６１±３９７）％和
（４５６５±１９４）％，与 ＮＳ组的差异显著（Ｐ＜
００１）。ＶＣ组和ＧＣ组也均有一定的杀伤作用，与
ＶＧＣ组比减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲＭ１ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄＢ１６Ｆ１０ｍｅｌａｎｏｍａｔｕｍｏｒｇｒｏｕｔｈｉｎｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙＶＣ，ＧＣ，ＶＧＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
ＡＢ：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；ＣＤ：Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ；ＥＦ：Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｔｉｍｕｌａｔｅｉｎｄｅｘｏｆｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｔｉｍｕｌｕｓｂｙＶＣ，ＧＣ，ＶＧＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｂ：Ｍｅｌａｎｏｍａ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＴＬｓｏｎｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓｉｎｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｍｅｌａｎｏｍａｍｉｃｅｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｂ：Ｍｅｌａｎｏｍａ
Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ

３６　肿瘤组织切片分析
肿瘤病理图片显示（图 ５Ａ，图 ５Ｂ），各免疫

治疗组肿瘤细胞病变程度较 ＮＳ组可见明显的淋
巴细胞浸润。ＶＧＣ组其肿瘤细胞均出现大面积的

坏死，局部少量出血。前列腺癌肿瘤组织浸润范围

变化由大到小依次为 ＤＴＸ、ＶＧＣ、ＧＣ、ＶＣ、ＮＳ，黑色
素瘤肿瘤组织浸润范围变化由大到小依次为：

ＣＴＸ、ＶＧＣ、ＶＣ、ＧＣ、ＮＳ。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｓｔｕｄｙｏｆｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｍｅｌａｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ（×１００）
Ａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，（ａ）ＮＳ；（ｂ）ＤＴＸ；（ｃ）ＶＣ；（ｄ）ＧＣ；（ｅ）ＶＧＣＢ：Ｍｅｌａｎｏｍａ；（ａ）ＮＳ；（ｂ）ＣＴＸ；（ｃ）ＶＣ；（ｄ）ＧＣ；（ｅ）ＶＧＣ

３７　小鼠血清中抗ｈＶＥＧＦ抗体的ＥＬＩＳＡ检测
小鼠血清中抗ｈＶＥＧＦ抗体的ＥＬＩＳＡ检测结果

显示（图６），与ＮＳ组比，实验各组差异均具有统计
学意义（Ｆ＝４２６１，Ｐ＜００５；Ｆ＝５５７８，Ｐ＜

００５）。ＶＧＣ组中抗ｈＶＥＧＦ抗体浓度与 ＰＢＳ组相
比，均显著性增加（前列腺癌：Ｐ＝００３８，黑色素
瘤：Ｐ＝００１６）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｈＶＥＧＦａｎｔｉｄｏｄｙｉｎｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙＶＣ，ＧＣｏｒＶＧＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｂ：Ｍｅｌａｎｏｍａ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ
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３８　小鼠血清中细胞因子ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＡ检测
抗肿瘤免疫研究中：ＩＦＮγ可以诱导初始 Ｔ细

胞分化Ｔｈ１型细胞，进而增强免疫应答［６］，因此检

测小鼠体内 ＩＦＮγ水平具有重要意义。小鼠血清
中细胞因子ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＡ检测结果显示（图７），

与ＮＳ组比，实验各组差异均具有统计学意义（Ｆ＝
１６２４７，Ｐ＜００５；Ｆ＝２１３１２，Ｐ＜００５）。ＶＧＣ组
ＩＦＮγ浓度与 ＮＳ组相比，均显著性增加（前列腺
癌：Ｐ＜０００１，黑色素瘤：Ｐ＝００２７）。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｉｎｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｂｙＶＣ，ＧＣｏｒＶＧＣｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｂ：Ｍｅｌａｎｏｍａ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

近年来国内外研究表明，肿瘤靶向治疗对多

种肿瘤生长具有抑制作用。孙红琰等［７］利用

ＶＥＧＦ靶向治疗，抑制肿瘤血管生成，显著抑制多
种肿瘤生长。Ｄｅｎｇ等［８］通过采用病毒的裂解性

质和 ＧＭＣＳＦ所产生的肿瘤免疫反应，提高了对
黑色素瘤的抗肿瘤效果。人绒毛膜促性腺激

素［９－１０］与血管内皮生长因子［１１－１２］是肿瘤的相关

抗原，以βｈＣＧ和天然配体ＶＥＧＦ１２１作为肿瘤治疗
的特定靶位，可诱导特异性的免疫应答，抑制肿

瘤生长。鼠源粒细胞巨噬细胞集落刺激因子可

以通过诱导粒细胞、单核细胞及 ＮＫ细胞的抗体
依赖的细胞毒作用（ＡＤＣＣ）［１３］，从而促进 Ｔｈ１型
细胞因子的分泌［１４］，达到抗肿瘤效果。

本研究将两种抗肿瘤蛋白联合使用，通过抗肿

瘤血管和抗肿瘤免疫发挥了协同抗抑瘤作用。抗

肿瘤血管研究中：鸡胚实验及小鼠皮内血管实验，

无论是前列腺癌还是黑色素瘤，ＶＧＣ组抑制血管
能力均显著高于单个蛋白组（Ｐ＜００１），且与 ＮＳ
组比具有极显著差异（前列腺癌：Ｐ＝０００８，黑色
素瘤：Ｐ＝０００２），说明联合给药中ＶＣ组能够发挥
抗肿瘤血管能力。抗体水平的检测结果发现联合

组能够产生大量的抗ｈＶＥＧＦ抗体，与ＰＢＳ组相比，
两种肿瘤实验组均显著性增加（Ｐ＝００３８，Ｐ＝
００１６），从而更好地抑制肿瘤血管生长。抗肿瘤

免疫研究中：ＩＦＮγ可以诱导初始 Ｔ细胞分化 Ｔｈ１
型细胞，进而增强免疫应答［６］。实验中 ＶＧＣ组
ＩＦＮγ水平与 ＮＳ组比有显著性增强（Ｐ＜００１），
提示ＶＧＣ组抗肿瘤效应可能与提高小鼠细胞免疫
水平有关。脾细胞增殖和细胞毒作用研究中，ＶＧＣ
组均发挥了高效免疫反应，与单独给药组相比具有

显著性差异（Ｐ＜００５）。
在前列腺癌和黑色素瘤的抗肿瘤研究中，联合

组对前列腺癌抑瘤率为（４１７±０８３）％，对黑色
素瘤的抑瘤率为（４６２±１２７）％，均能高效抑制
肿瘤生长，与单个蛋白免疫组相比，差异具有统计

学意义（Ｐ＜００５）。原因可能是抗肿瘤血管生成、
细胞免疫以及 ｈＣＧ靶向治疗共同发挥了作用，具
体反应机制还有待进一步研究。由于联合组中每

个蛋白量为单个免疫组该蛋白量的一半，从而使抗

体水平和细胞因子检测水平不如单个给药组，但是

联合后还是充分发挥了二者的协同作用。本研究

为后续实验研究奠定了基础，具有良好的临床应用

前景。
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·本 刊 讯·

本刊副主编尤启冬教授主持的科技成果
喜获２０１６年国家科技进步二等奖

２０１６年度国家科技奖励大会２０１７年１月９日在京召开，评选出国家最高科学技术奖２人；国家自然科学奖４２
项，其中一等奖１项，二等奖４１项；评选出国家技术发明奖６６项，其中一等奖３项，二等奖６３项；评选出国家科学技
术进步奖１７１项，其中特等奖２项，一等奖２０项（含创新团队３项），二等奖１４９项。本刊副主编尤启冬教授作为第
一完成人、中国药科大学作为第一完成单位的“复杂结构天然产物抗肿瘤药物的研发及其产业化”的研究成果喜获国

家科技进步奖二等奖。尤启冬教授作为获奖者代表受到了习近平、李克强、刘云山、张高丽、刘延东等党和国家领导

人的亲切接见。尤启冬教授带领课题组以复杂结构天然产物的研究作为重点研究内容，突破了制约复杂结构天然产

物抗肿瘤药物伊立替康和长春瑞滨的产业化技术瓶颈，获得了具有先进技术水平的产业化工艺，独家获得国家新药

证书，并通过美国ＦＤＡ认证，成为我国第一个和第二个进入美国市场的注射剂；突破了复杂结构天然产物藤黄酸药
效骨架的化学合成关键技术，创新出“兼顾生物活性及成药性的结构优化”研究策略，发现了易于合成、可口服的候选

药物，实现了“由仿到创”的跨越。获中国及国际发明专利授权１５项。获新药证书４项；实现二个品种的产业化，累
计销售５２亿元，利税１９亿元，创汇１２００万美元；发表ＳＣＩ论文５１篇，并特邀在美国化学会年会作报告。

（本刊编辑部）
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