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摘　要　探究促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）与胃泌素释放肽（ＧＲＰ）偶联的融合蛋白（Ｇ３Ｇ６）和热休克蛋白６５（ＨＳＰ６５）与六
跨膜前列腺上皮抗原（ＳＴＥＡＰ１）偶联的融合蛋白（ＨＳＴ１）致敏树突状细胞（ＤＣ）的效果和致敏后ＤＣ对 Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤的
抑制杀伤作用。利用实验室现存工程菌表达融合蛋白 Ｇ３Ｇ６和 ＨＳＴ１，按未致敏 ＤＣ（ＵＳＤＣ）组，Ｇ３Ｇ６融合蛋白致敏 ＤＣ
（Ｇ３Ｇ６ＤＣ）组，ＨＳＴ１融合蛋白致敏ＤＣ（ＨＳＴ１ＤＣ）组和Ｇ３Ｇ６及ＨＳＴ１联合致敏ＤＣ（ＧＨＤＣ）组致敏小鼠骨髓来源的ＤＣ分
化成熟，获得融合蛋白致敏的相应ＤＣ疫苗。将Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞以１×１０６个／只移植于Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠构建黑色
素瘤模型，ＤＣ疫苗免疫治疗，体内外实验探究ＤＣ疫苗的抗肿瘤药效。流式细胞术分析证明，融合蛋白有效刺激 ＤＣ分化
成熟；动物实验显示，与 ＵＳＤＣ组相比，Ｇ３Ｇ６ＤＣ黑色素瘤抑制率为 ３５７５％，ＨＳＴ１ＤＣ组为 ３４０３％，ＧＨＤＣ组为
５５７４％。研究结果初步证明，Ｇ３Ｇ６ＤＣ和ＨＳＴ１ＤＣ均可有效抑制黑色素瘤Ｂ１６Ｆ１０细胞小鼠移植瘤的生长（Ｐ＜００５），且
联合用药优于单独用药（Ｐ＜００１）。
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　　恶性黑色素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是一
种起源于神经嵴黑色素细胞并由异常黑色素细胞

过度增生引发的高度恶性肿瘤［１］，主要见于皮肤，

发病率约占所有恶性肿瘤的１％ ～３％。因 ＭＭ对
放疗及化疗的敏感性差，临床治疗难度大，有效率

低，寻求各种治疗方法以延长ＭＭ患者的生存期是
治疗的关键［２］。近年来，随着生物技术的迅速发

展，以调动机体的免疫功能来抑制肿瘤细胞增殖为

基础的肿瘤免疫治疗，已被广泛研究和应用于临床

并取得了一定疗效，成为继手术、放疗和化疗之后

的又一重要的治疗手段［３］。

树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）是目前发现功
能最强，能激活初始 Ｔ细胞的专职抗原递呈细胞，
可以诱导、调节和维持 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫
反应［４－６］。以 ＤＣ为基础的免疫疗法已被应用于
恶性肿瘤（如黑色素瘤）的治疗［７］。然而，ＤＣ的主
要功能不是消除病原体，而是在其表面上呈递其抗

原，从而诱导 Ｔ细胞对病原体的特异性免疫应
答［８］。因此，选取合适肿瘤抗原刺激 ＤＣ，是 ＤＣ疫
苗发挥治疗作用的关键。

促性腺激素释放激素（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ）及其受体在多种肿瘤细胞表面高
表达，作为重要介质和其他生物因子一起构成复杂

的信号转导网络，可通过对性腺轴内分泌调节、对

细胞的自分泌调节发挥肿瘤抑制作用［９］。而胃泌

素释放肽（ｇａｓｔｒｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＲＰ）是一种含
有２７个氨基酸的胃肠道神经激素。研究证实ＧＲＰ
与许多恶性肿瘤的发生、转移和侵袭密切相关，并

可以刺激肿瘤的生长，通过自分泌或旁分泌途径参

与肿瘤新生血管形成并促进肿瘤转移［１０］。

在许多肿瘤患者体内，多因肿瘤抗原无法识别

或Ｔ细胞无法活化而发生免疫逃逸［１１］。为避免该

现象，选用 ＧｎＲＨ与 ＧＲＰ偶联的融合蛋白制得双
靶点ＤＣ疫苗来探究其对黑色素瘤的抑制效果。

相比正常组织，六跨膜前列腺上皮抗原（ｓｉｘ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌａｎｔｉｇｅｎｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅ１，
ＳＴＥＡＰ１）在多种肿瘤类型中过度表达，包括黑色素
瘤、头颈部鳞状细胞癌、前列腺癌、乳腺癌、膀胱癌、

肺癌、卵巢癌和尤文肉瘤［１２－１７］，可认为 ＳＴＥＡＰ１是
一个理想的抗肿瘤疫苗靶点。而研究表明，当

ＳＴＥＡＰ１应用为单靶点ＤＮＡ疫苗进入体内时，其免
疫原性较差［１８］。近年来，已开发出各种免疫佐剂

以避免强不良反应，载体蛋白如分枝杆菌热休克蛋

６５（ＨＳＰ６５）具有这种佐剂特性。研究表明，ＨＳＰ６５
抗原不仅可以上调细胞免疫反应［１９］，还可以显着

提高负荷抗原的免疫原性，刺激机体产生免疫反

应［２０－２１］。因此，本研究选用 ＳＴＥＡＰ１为另一致敏
ＤＣ抗原，并将其与ＨＳＰ６５偶联以增强免疫原性。

#

　材　料

１１　菌种和质粒
菌种 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），ｐＥＴ２８ａ

ＧｎＲＨ３ｈｉｎｇｅＭＶＰＧＲＰ６，ｐＥＴ２８ａＨｉｓＨＳＰ６５
ＳＴＥＡＰ１１８６１９３质粒均为本实验室保存。
１２　动物和细胞株

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠（６周龄，扬州大学实验动
物中心，ＳＣＸＫ（苏）２０１７０００７）；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

９３２
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物伦理委员会标准。

!

　方　法

２１　融合蛋白的制备
对实验室现存含有目的基因的工程菌ｐＥＴ２８ａ

ＧｎＲＨ３ｈｉｎｇｅＭＶＰＧＲＰ６ 和 ｐＥＴ２８ａＨｉｓＨＳＰ６５
ＳＴＥＡＰ１１８６１９３进行诱导表达，将表达蛋白分离提取并
纯化，真空冷冻干燥后得到融合蛋白 ＧｎＲＨ３ＧＲＰ６
（Ｇ３Ｇ６）和ＨＳＰ６５ＳＴＥＡＰ１（ＨＳＴ１）冻干粉末。
２２　Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞的培养

从液氮中取出冻存的 Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞，
３７℃水浴解冻后加入ＲＰＭＩ１６４０培养基１０ｍＬ混
匀，离心弃上清液，加入全培养基重悬，３７℃、５％ＣＯ２
下培养４８ｈ，观察细胞生长状态，换液传代培养。
２３　ＤＣ疫苗的制备

脱颈处死小鼠，７５％乙醇消毒５ｍｉｎ，无菌取出
小鼠后腿的胫骨和股骨，剪断两端骨骺，用不完全

培养基冲洗骨腔直至骨变白，将冲洗液离心弃上清

液，重复洗涤沉淀１次，加入红细胞裂解液１０ｍＬ
混匀静置（室温、３ｍｉｎ），离心除去红细胞，重悬洗
涤调整细胞数为每毫升 ５×１０６个，加入含有
２０ｎｇ／ｍＬｒｍＧＭＣＳＦ，１０ｎｇ／ｍＬｒｍＩＬ４的完全培
养基，隔日半量换液，在第７天分组加入２０μｇ／ｍＬ
已纯化的Ｇ３Ｇ６以及ＨＳＴ１融合蛋白以致敏ＤＣ，继
续培养２４ｈ，观察细胞的数量形态，离心后调整细
胞数为每毫升１×１０６个，即得ＤＣ疫苗。

分组策略如下：（１）Ｇ３Ｇ６融合蛋白致敏 ＤＣ
（Ｇ３Ｇ６ＤＣ）组；（２）ＨＳＴ１融合蛋白致敏ＤＣ（ＨＳＴ１
ＤＣ）组；（３）Ｇ３Ｇ６及 ＨＳＴ１联合致敏 ＤＣ（ＧＨＤＣ）
组；（４）未致敏ＤＣ（ＵＳＤＣ）组，加入与融合蛋白等
量完全培养基，作为阴性对照组。

２４　流式细胞仪检测ＤＣ成熟度
收集未致敏ＤＣ和融合蛋白致敏的ＤＣ到检测

管中，离心后用 ＰＢＳ进行洗涤，再次离心后用预冷
的ＰＢＳ１００μＬ重悬，采用 ＦＩＴＣ抗小鼠 ＣＤ１１ｃ，ＰＥ
抗小鼠ＣＤ８６和ＡＰＣ抗小鼠 ＣＤ８０标记所有细胞样
品并设置对照组，冰浴避光染色３０ｍｉｎ，离心用预
冷的ＰＢＳ２００μＬ重悬，以未致敏 ＤＣ组作为阴性
对照进行流式检测。

２５　体内药效为研究
２５１　Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞的培养和皮下移植
模型的建立　调整 Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞单细胞

悬液密度为每毫升５×１０６个，与第０天接种于小
鼠腋部皮下。

２５２　荷瘤小鼠的分组及免疫方法　将动物随机
分为４组，每组５只，按照未致敏 ＤＣ（ＵＳＤＣ）组，
Ｇ３Ｇ６融合蛋白致敏 ＤＣ（Ｇ３Ｇ６ＤＣ）组，ＨＳＴ１融合
蛋白致敏ＤＣ（ＨＳＴ１ＤＣ）组和 Ｇ３Ｇ６及 ＨＳＴ１联合
致敏ＤＣ（ＧＨＤＣ）组于第３、１０、１７天进行免疫治
疗，于第８、１２、１６、２０天对小鼠进行称重，第２１天
处死小鼠取各组肿瘤、脾脏、胸腺称重，计算抑瘤率

（ＩＲ）和脏器指数，留脾脏培养用于效靶比测定实
验。给药方式见表１。

ＩＲ＝（对照组平均瘤重 －实验组平均瘤重）／
对照组平均瘤重×１００％ （１）

脏器指数＝脏器质量（ｍｇ）／体重（ｇ）×１００％
（２）

Ｔａｂｌｅ１　ＤｏｓｉｎｇｒｅｇｉｍｅｎｏｆＣ５７ＢＬ／６Ｊ（ｎ＝５）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓａｇｅ（Ｐｅｒｍｏｕｓｅ） Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ＵＳＤＣ ５×１０５ｃｅｌｌｓ ｉＨ
Ｇ３Ｇ６ｄｃ ５×１０５ｃｅｌｌｓ ｉＨ
ＨＳＴ１ＤＣ ５×１０５ｃｅｌｌｓ ｉＨ
ＧＨＤＣ ５×１０５ｃｅｌｌｓ ｉＨ

ＵＳＤＣ：ｕｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ；Ｇ３Ｇ６ＤＣ：Ｇ３Ｇ６ｆｕｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ
ＤＣ；ＨＳＴ１ＤＣ：ＨＳＴ１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ；ＧＨＤＣ：Ｇ３Ｇ６ａｎｄ
ＨＳＴ１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ

２５３　黑色素瘤块病理分析　将剥取的肿瘤组织
浸没于１０％福尔马林溶液中固定２４ｈ，送交第三
方切片公司，ＨＥ染色检验。
２６　脾细胞的培养

剥取的小鼠脾脏称重后研磨过筛网（１００目），
ＰＢＳ洗涤重悬，加入等量的红细胞裂解液，离心取
沉淀，经 ＰＢＳ洗涤后离心取沉淀，调整细胞数为每
毫升１×１０７个，加入完全培养基５ｍＬ，３７℃，５％
ＣＯ２下按原分组进行培养，观察细胞生长状态同时
给细胞换液传代。

２７　最佳效靶比的确定
调整培养脾脏细胞数为每毫升２×１０６个，按

每孔１００μＬ接种于９６孔板中。以 ＤＣ疫苗与细
胞悬液分别作为效应细胞和靶细胞，按１∶５，１∶１０
以及１∶１５的比例加入靶细胞。效应细胞分组∶未
致敏ＤＣ组，Ｇ３Ｇ６融合蛋白致敏 ＤＣ组，ＨＳＴ１融
合蛋白致敏 ＤＣ组和联合致敏 ＤＣ组。培养４８ｈ
后按ＣＣＫ８检测试剂盒测定吸收度并计算增殖指
数（ＳＩ）。

０４２
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２８　统计分析
实验中采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件分析，采用方

差检验分析组间差异，Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。整体实验流程如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆｌｏｗｃｈａｒｔ

$

　结　果

３１　ＤＣ细胞的培养与成熟分化
如图２所示，在培养初期，ＤＣ细胞均呈圆形且

直径较小（图２Ａ）。随培养时间的延长，ＤＣ细胞

直径逐渐增大并且有堆叠生长的趋势（图 ２Ｂ）。
培养第６天可观察到部分ＤＣ细胞表面伸出伪足，
融合蛋白致敏后则大部分 ＤＣ细胞表现出树突状
（图２Ｄ），即成熟树突状细胞的特征。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣ）ｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（２００×）
ＡＤ：ＤＣｔｒａｉｎｉｎｇｐｈｏｔｏｓｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄｄａｙ，ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｄａｙ，ｔｈｅｓｉｘｔｈｄａｙａｎｄｔｈｅｅｉｇｈｔｈｄａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　经流式细胞仪检测，结果用 ＢＤＡｃｃｕｒｉＣ６进
行分析，如图３，所有细胞都处于 ＣＤ１１ｃ阳性范围
中。相同培养时间，未经蛋白致敏的 ＤＣ细胞中表
达成熟信号分子的细胞占比３２％，经 Ｇ３Ｇ６融合
蛋白致敏成熟的细胞占比８９％，经 ＨＳＴ１融合蛋
白致敏的成熟细胞表达标志分子的强度则为

７６％，而经Ｇ３Ｇ６和ＨＳＴ１两融合蛋白联合致敏的
ＤＣ细胞成熟率高达１５６％。由此说明，ＤＣ细胞
在Ｇ３Ｇ６和ＨＳＴ１两融合蛋白联合刺激后能够显著
上调ＣＤ１１ｃ，ＣＤ８６和 ＣＤ８０的表达量（Ｐ＜００５），
而融合蛋白Ｇ３Ｇ６与ＨＳＴ１的致敏效果引起的表达
上调之间并无显著差异（Ｐ＞００５）。

３２　ＤＣ疫苗的体内药效探究
为探究融合蛋白致敏ＤＣ疫苗的抗肿瘤效果，

本研究选择在 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠体内构建黑色
素瘤模型进行探究。在第 ０天将培养适当的
Ｂ１６Ｆ１０黑色素瘤细胞悬液接种于小鼠腋下，并在
第３、１０、１７天分组向小鼠体内注射融合蛋白致敏
ＤＣ疫苗进行治疗。在第８、１２、１６、２０天分别测定
并计算各组小鼠负荷肿瘤面积和面积并绘制生长

曲线如图４。由生长曲线，各融合蛋白致敏 ＤＣ组
的肿瘤面积和肿瘤体积均小于注射未致敏 ＤＣ组，
可认为各实验组均有抑瘤效果，其中联合致敏组即

ＧＨＤＣ组抑瘤效果最佳。

１４２
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｎＤＣ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍａｔｕｒｅＤＣｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＵＳＤＣｇｒｏｕｐ
ＵＳＤＣ：ＵｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ；Ｇ３Ｇ６ＤＣ：ＧｎＲＨＧＲＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｄｉｔｉｚｅｄＤＣ；ＨＳＴ１ＤＣ：ＨＳＰ６５ＳＴＥＡＰ１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ；ＧＨＤＣ：Ｇ３Ｇ６
ａｎｄＨＳＴ１ｃｏｍｂｉｎｅｄｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＧｒｏｗｔｈｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＤＣｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｔｕｍｏｒ
Ａ：Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｄｕｒｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）；Ｂ：Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒａｒｅａｄｕｒｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＵＳＤＣｇｒｏｕｐ
ＨＳＴ１ＤＣ：ＨＳＰ６５ＳＴＥＡＰ１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ；ＧＨＤＣ：Ｇ３Ｇ６ａｎｄＨＳＴ１ｃｏｍｂｉｎｅｄｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄＤＣ

　　肿瘤面积计算公式：
　　　　Ａ＝Ｌ×Ｗ （３）
其中：Ａ为肿瘤面积，Ｌ为长度，Ｗ为宽度。
肿瘤体积计算公式：

　　　　Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２ （４）
其中：Ｖ为肿瘤体积，Ｌ为长度，Ｗ为宽度。
于第２４天结束治疗，处死小鼠并分组剥去肿

瘤组织、脾脏和胸腺称重并拍照如图５。由肿瘤组
织照片，可观察出各融合蛋白致敏ＤＣ组瘤块均小
于未致敏ＤＣ组。数据处理得：Ｇ３Ｇ６ＤＣ组的抑瘤
率为３５７５％，ＨＳＴ１ＤＣ组的抑瘤率为３４０３％，而
ＧＨＤＣ的抑瘤率为 ５５７４％，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）。

由公式（２）得脾脏脏器指数和胸腺脏器指数。
如图６，相比未致敏组，各融合蛋白致敏ＤＣ组小鼠
的脾脏和胸腺均有增大，其中联合致敏组的增大最

为显著，具有统计学意义（Ｐ＜００１）。由此可证
明，融合蛋白致敏ＤＣ可有效激发小鼠体内免疫系
统，从而发挥抗肿瘤效果。

３３　肿瘤组织切片分析
为进一步研究融合蛋白致敏 ＤＣ疫苗抑制肿

瘤的药效，光学显微镜观察组织染色切片。如图７
显示，ＵＳＤＣ组中少见肿瘤组织坏死，核固缩、核
碎裂或溶解；可见病理性核分裂象，如黄色箭头所

示；多见肿瘤细胞肿胀，胞质疏松或呈空泡化，如红

色箭头所示；少量肿瘤细胞凋亡，如蓝色箭头所示；

无明显炎症细胞浸润。Ｇ３Ｇ６ＤＣ组可见较大面积
组织细胞坏死，核固缩、核碎裂或溶解，并伴有大量

出血，如黑色箭头所示；部分肿瘤细胞凋亡，如蓝色

箭头所示。ＨＳＴ１ＤＣ组中肿瘤组织局部出血，细
胞红染，无细胞结构，如黑色箭头所示；多见肿瘤细

胞肿胀，胞质疏松或呈空泡化，如红色箭头所示；局
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部出现小型钙化灶，如绿色箭头所示；少量肿瘤细

胞凋亡，如蓝色箭头所示。ＧＨＤＣ组肿瘤组织较
松散，一处被膜处大面积出血，局部少量出血；少量

肿瘤组织坏死，核固缩、核碎裂或溶解如黑色箭头

所示；部分肿瘤细胞肿胀，胞质疏松或呈空泡化，如

红色箭头所示；少量肿瘤细胞凋亡，如蓝色箭头所

示。由此可见，相比未致敏组，各融合蛋白致敏ＤＣ
组均可诱导机体杀伤肿瘤细胞，其中 ＧＨＤＣ组即
联合致敏组效果优于单一致敏组。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｆｉｎａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
Ａ：Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｒｅｍｏｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍｉｃｅ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｎｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＵＳＤＣｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｏｒｇａｎｉｎｄｅｘｏｆｓｐｌｅｅｎａｎｄｏｒｇａｎｉｎｄｅｘｏｆｔｈｙｍｕｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＵＳＤＣｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

３４　最佳效靶比的确定
如图８，ＣＣＫ８检测结果表明各实验组均可刺

激Ｔ细胞的增殖，其中效靶比为１∶５和１∶１０的增
殖指数均高于１∶１５，可认为较高浓度的ＤＣ可以对
刺激Ｔ淋巴细胞增殖产生更显著的效果；与未致

敏ＤＣ组相比，Ｇ３Ｇ６ＨＳＴ１联合致敏 ＤＣ组可以形
成较高的增殖效应（Ｐ＜００１），其增殖指数高于
Ｇ３Ｇ６融合蛋白致敏 ＤＣ组与 ＨＳＴ１融合蛋白致敏
ＤＣ组（Ｐ＜００５）。
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"

　讨　论

免疫治疗在提高肿瘤治疗率、改善患者生活质

量、延长生存期方面起重要作用［８］。ＤＣ疫苗可以
通过负荷肿瘤抗原回输体内对肿瘤进行靶向治

疗［２２］。本研究以黑色素瘤的免疫治疗为主题，先

后研究了单、双靶点的蛋白疫苗和 ＤＣ疫苗［２３－２９］，

顺延实验室研究思路，选取偶联双抗原的融合蛋

白、偶联免疫佐剂的抗原融合蛋白致敏 ＤＣ疫苗，
探究提高抗肿瘤药效的途径。

ＤＣ是目前认为功能最强的专职 ＡＰＣ，未成熟
ＤＣ接触抗原后可通过巨胞饮、受体介导的内吞及
吞噬３种方式捕获抗原，幼稚ＤＣ在摄取抗原后即
可自发成熟［３０］，而 ＤＣ成熟之后倾向于诱导免疫
应答［３１］，利用 ＤＣ疫苗进行治疗的第一步应考虑
提高ＤＣ的成熟率。

实验结果显示，相比阴性对照组，Ｇ３Ｇ６融合
蛋白和ＨＳＴ１融合蛋白均具有足以提高ＤＣ的成熟
率强度的免疫原性，大大增加了ＤＣ诱导免疫应答
的潜力。其中两种融合蛋白的免疫原性之间并无

显著差异（Ｐ＞００５），联用组效果显著增强（Ｐ＜
００１，ｖｓＵＳＤＣ）则可归因于免疫原性的叠加性。
另有体内实验证实，Ｇ３Ｇ６和ＨＳＴ１致敏ＤＣ疫苗均
可有效激活免疫系统杀伤肿瘤细胞，且融合蛋白致

敏ＤＣ抗肿瘤疫苗具备靶向性可达到精准治疗，推
测原因为Ｇ３Ｇ６ＤＣ疫苗的双抗原选择有效避免了

肿瘤的免疫逃逸；而 ＨＳＴ１ＤＣ疫苗则因免疫佐剂
的偶联，同样提高了免疫系统对肿瘤细胞的杀伤作

用。后续将就融合蛋白致敏 ＤＣ疫苗的作用机制
展开实验，确定免疫途径进一步完善治疗策略。

为防止过度免疫而导致自身免疫紊乱等问题

的发生，本研究继续探究了ＤＣ疫苗治疗的最适效
靶比，结果得当效应细胞（即 ＤＣ）与靶细胞（即脾
细胞）的比例为 １∶５时，细胞增殖效果最佳（Ｐ＜
００１，ｖｓＵＳＤＣ）。目前有报道，靶细胞对于 ＤＣ的
依赖并非线性关系［２２，３２］，可考虑进一步细化探究

效靶比，寻找 ＤＣ疫苗的最低有效剂量，为后期临
床使用创造便利。

综上所述，融合蛋白致敏 ＤＣ疫苗 Ｇ３Ｇ６ＤＣ
和ＨＳＴ１ＤＣ均可增强树突状细胞的免疫应答，提
高对黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞小鼠移植瘤生长的抑
制，且联合用药效果优于单独用药，实验结果有统

计学意义。
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