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目的
!

制备小鼠肝癌细胞!
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"源
BH/@/9+@

及热应激小鼠肝癌细胞!

J
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"源
J,0BH/
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3+$8@8?+@@+#

BH/@/9+@

#

J,0BH/

"#研究其对小鼠可能的抗肿瘤免疫机制%方法
!

用超速分级离心和蔗糖密度梯度离心纯化

获得
BH/@/9+@

及
J,0BH/

#透射电镜观察其形态%以
BH/@/9+@

为对照#观察
J,0BH/

的蛋白组分&产量及其激

发宿主抗肝癌免疫应答效应#用
N+@8+?%L7/8

方法检测两者所含有的相关蛋白情况%用
*11

法检测免疫小鼠

脾细胞增殖和脾淋巴细胞的细胞毒活性%用免疫组化法检测经两者免疫后小鼠肿瘤组织中
;Q)

*
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;Q(

*淋巴

细胞浸润情况%结果
!

J,0BH/

与
BH/@/9+@

形态相似#

J,0BH/

所含的重要免疫蛋白表达增加!

C
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"#用

J,0BH/

免疫小鼠后比用
BH/@/9+@

免疫小鼠能更有效地抑制肿瘤生长#更好地诱导淋巴细胞增殖#更显著增强

小鼠脾淋巴细胞的细胞毒活性以及更明显的肿瘤治疗作用!

C
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"%结论
!

热应激制备
J,0BH/

的方法具有

可行性#

J,0BH/

比
BH/@/9+@

具有更强的免疫活性和肿瘤治疗作用%
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研究发现
BH/@/9+@

具有免疫调节能力#是能

产生有效抗肿瘤效应的生物活性分子-
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%树突状

细胞!
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"&肿瘤细胞等都能分泌这类膜性的囊

泡-
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#抗原递呈细胞分泌的
BH/@/9+@

由于具有潜

在的免疫调节功能#因而受到了广泛的关注-

%
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%肿

瘤来源的
BH/@/9+@

富含热休克蛋白及肿瘤共同抗

原#是一种新型的肿瘤排斥抗原的来源#同样引起了

人们的广泛兴趣-

+
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%但仅仅
BH/@/9+@

自身的免疫

调节作用是有限的#进一步增强
BH/@/9+@

的活性

及其抗肿瘤作用成为研究的热点之一%已有文献报

道对肿瘤细胞来源的
BH/@/9+@

进行基因修饰和蛋

白锚定以及增加佐剂
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可进一步提高

BH/@/%+@

的生物效应-
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BH/@/9+@

中含有的热休克蛋白以其具有的免

疫佐剂效应和提高肿瘤细胞免疫原性的作用在

BH/@/9+@

的抗肿瘤过程中发挥重要作用%热应激

处理可启动热休克蛋白基因#选择性高表达热休克

蛋白%为了提高
BH/@/9+@

中热休克蛋白等的产

量#增强其活性及抗肿瘤作用#我们应用小鼠肝癌细

胞株
J
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制备
BH/@/9+@

及经热应激作用制备

J,0BH/

!
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"#对照研究
J,0

BH/

更优越的生物学特性&免疫学功能及抗肿瘤免

疫效果#通过
R>GR

/

-

荷瘤小鼠体内实验对照观察

J,0BH/

更显著的激发宿主抗肝癌免疫应答效应的

影响#并探讨相关的免疫学机制%希冀通过热应激

处理制备
J,0BH/

#为进一步提高
BH/@/9+@

的蛋白

产量&活性和生物效应提供新的思路和方法%
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主要试剂和仪器
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重水!青岛腾龙微波科技有

限公司"#分析纯蔗糖!国药集团化学试剂公司"#预

染蛋白质分子量标准!
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公司"#兔抗小鼠热休克蛋白
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白
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"&细胞间黏附分子
0&

!

E;>*0&

"!武汉

博士德"#兔抗小鼠热休克同源蛋白
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公司"#辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
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!北京中杉金桥"#小鼠淋巴细胞分离液!天津
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公司"%酶标仪!
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超速离心机
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细胞株与实验动物
!

细胞)

J
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细胞!小鼠肝癌

细胞系"#本教研室保存#复苏后使用%实验动物)
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小鼠!
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"#雌性#
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购于重庆医科大学实验动物中心#养于清洁级饲

养室%

O/('(2#'

及
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的制备
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采用文献-
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述方法经超速分级离心和蔗糖密度梯度离心纯化分

别得到
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及
J,0BH/

%分别取未经热休克
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低温离心
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去除细胞碎片得上清液#
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A

低温离心
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取上清液#
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A

低温超速离心
&3

收集

沉淀并重悬于
:R,&!9G

$
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A

低温超速离心

'+9'%

去除与
BH/@/9+@

质量相近的细胞碎片$收

集上清液并将其缓慢加到含有
$""

A

/

G

蔗糖的重水

垫之上#勿混合#形成分层的密度梯度#

&"""""/

A

低温超速离心
+"9'%

#收集离心管底部的重水缓冲

垫用
&"9G:R,

稀释#
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低温超速离心
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#收集沉淀重悬于
:R,

#总共约
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保存%

电镜观察
!

由重庆医科大学电镜教研室完成%

蛋白定量测定#
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法%
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采用文献-
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所述步骤进行蛋白定量测定%
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分析)
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采用
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的浓缩胶&

&"U

分离胶%各取
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A

上样#进行蛋白凝胶电泳%蛋

白质转膜#加入一抗#常规封闭#

)T

过夜%加入二

抗#室温结合
!3

%加入显色剂#显影定影后观察结

果#采用
<"$%8'8

C

I%+

软件对图像进行光密度

分析%
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对荷瘤小鼠的免

疫保护作用
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只小鼠随机分成两组!
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只/组")

BH/@/9+@

免疫组与
J,0BH/

免疫组%每组

小鼠左后腿根部皮下分别注射
J
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肿瘤细胞来源的

BH/@/9+@

及
J,0BH/

#

&"

"

A

/

&""

"

G

/只#间周
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次#

共免疫
$

次%最后
&

次免疫后的第
'

天#每组分别

各取
%

只小鼠脾细胞用于脾细胞增殖试验和细胞毒

性试验$并且将其余的每只小鼠右腋皮下接种
+/

&"

+ 个
J

!!

肿瘤细胞%每
!

天对每只小鼠是否出现

肿瘤及出现后肿瘤大小的变化进行观察测量#用游

标卡尺测量肿瘤大小#肿瘤体积以公式
W.$L

!

/

!

计算#并记录小鼠的生存时间%当肿瘤直径达
$-9

时处死小鼠#在统计生存率时将当日记为死亡日期%

免疫 小 鼠 脾 细 胞 增 殖 试 验 和 细 胞 毒 性

试验)

CI

$

CE

*

免疫小鼠脾细胞的制备"

&)

#

!

用小鼠淋巴细胞

分离液按常规方法操作#分离得到脾淋巴细胞#用含

!(%
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"源
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的抗肿瘤免疫机制

&"U

新生小牛血清的
6:*E&%)"

完全培养液重

悬#计数细胞#并调整浓度至
7/&"

% 个/
9G

%

免疫小鼠脾细胞增殖试验
!

将
BH/@/9+@

组和

J,0BH/

组小鼠脾细胞悬液分别加入
#%

孔圆底细

胞培养板中#后置于
$'T

#

+U;I

!

孵箱中培养#加

二甲亚砜!

Q*,I

"#用酶标检测仪测得每孔
+'"%9

>

值%刺激指数!

@8'9"7$8'/%'%#+H

#

,E

"表示淋巴细

胞的增殖程度#

,E

$

&

说明具有增殖作用%!该实验

重复
$

次#取其均值计算"%

计算公式)刺激指数!

,E

"

.

刺激检测组
>

值/

阴性细胞对照组
>

值%

免疫小鼠脾细胞细胞毒性试验
!

靶细胞!对数

生长期的
J

!!

细胞"及效应细胞!同上免疫小鼠脾细

胞的制备"#计数并分别将之调整成
)

个细胞浓度梯

度为
7/&"

' 个/
9G
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% 个/
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!=+/&"

% 个/
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和
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% 个/
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$将各组细胞分别置入
#%

孔圆底培养板中#每组
$

个复孔%细胞毒性试验具

体方法见表
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将培养板置于
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孵箱中培养#加

Q*,I

#用酶标检测仪测得每孔
+'"%9

时的
>

值%

实验重复
$

次#取其均值计算%

计算公式)杀伤率!
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免疫组织化学法测定肿瘤组织中
<XE

Y

&

<XF

Y

的表达
!

采用即用型
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免疫组化法#滴加大鼠抗

小鼠
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*一抗#滴加生物素标记兔抗大鼠

E

A

D

二抗#加
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显色剂显色#普通光镜下观察#图

像分析系统采集图像%

统计学处理
!

用
,:,,&"="

统计软件包作数据

处理#所有数据均用
B

0

,)

表示#计量资料采用
&

检

验#方差分析$计数资料采用卡方检验%
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"="+

认

为差异有统计学意义%

结
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果
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的电镜观察
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BH/@/9+@

及
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均呈圆形或椭圆形#多个大

小不一&外包裹着被膜的囊泡#直径约为
!"

#

#"

%9

#中心可见为低密度光亮区#常聚集成群!图
&

"%

图
C

!

O/('(2#'

及
UNAO/(

的形态学特点#

!O9SCTKTTT

%

D*

@

C

!

9(5

1

"()(

@

*%+)%"+5+%&#5*'&*%'($U

GG

%#))A,#5*0#,

O/('(2#'+-,UNAO/(

#

!O9SCTKTTT

%

!!

蛋白定量测定#

W5+,$(5,

法%

!

根据实验所得数

据作
R,>

蛋白标准曲线%根据标准曲线得出的公

式)

C

."=""%H*"=""#

#分别算出相应的蛋白量#

BH/@/9+@

的平均浓度为!

&=&$,"=&$

"

9

A

/

9G

$

J,0BH/

的平均浓度为!

&=!$,"="%

"

9

A

/

9G

%

J,0

BH/

蛋白产量明显增多#经两组间
&

检验#差异有统

计学意义!

C

#

"="+

"%

P#'&#5-4)(&

分析
!

BH/@/9+@

及
J,0BH/

的

蛋白上样量相同的情况下#两者均表达
J,:'"

&

J,:%"

&

J,;'"

和
E;>*0&

!表
!

"#且在
J,0BH/

中

以上条带均比在
BH/@/9+@

中加宽&颜色加深!图

!

"#通过
<"$%8'8

C

I%+

软件进行光密度分析!表
$

"#

差异有统计学意义!

C

#

"="+

#图
$

"%

表
G

!

UNAO/(

及
O/('(2#'

中
UNBHT

&

UNBLT

&

UN<HT

和
Q<69AC

蛋白表达的情况

!+4G

!

!"##/

1

5#''*(-($UNBHT

$

UNBLT

$

UN<HT+-,Q<69AC

*-UNAO/((5O/('(2#'

!

B

0

,)

#

9

A

/

9G

"

D?/"

4

J,:'" J,:%" J,;'" E;>*0&

J,0BH/

!

&

"

$&=&$,"=(# !"='',"='( !+='$,"=%% !!=&#,"='#

BH/ !%=(&,"=%! &'=#","=$% !&=!+,"=() &#='%,"=)(

!!

/)BH/

A

?/"

4

#

C

#

"="+

图
G

!

P#'&#5-4)(&

检测相同蛋白上样量的
UNAO/(

及
O/('(2#'

中
UNBHT

&

UNBLT

&

UN<HT

&

Q<69AC

蛋白表达的情况
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表
I

!

UNAO/(

及
O/('(2#'

中
UNBHT

&

UNBLT

&

UN<HT

和
Q<69AC

的光密度值

!+4I

!

!"#4+-,,#-'*&

.

($UNBHT

$

UNBLT

$

UN<HT+-,Q<69AC*-UNAO/((5O/('(2#'

!

B

0

,)

"

D?/"

4

J,:'" J,:%" J,;'" E;>*0&

J,0BH/

!

&

"

!'"'&+=',+!&=! (($##=#+,$$!=' &%"(##=),)&&=# &$)#%"=&,$(+=+

BH/ &#()"&=!,))%=% +$+!$=!(,!#(=$ (%))&=&!,$!#=) %((($=!),$)+=&

!!

!

&

"

C

#

"="+

#

/)BH/

图
I

!

UNAO/(

及
O/('(2#'

中
UNBHT

&

UNBLT

&

UN<HT

和
Q<69AC

的光密度情况

D*

@

I

!

!"#4+-,,#-'*&

.

($UNBHT

$

UNBLT

$

UN<HT+-,

Q<69AC*-UNAO/((5O/('(2#'

!!

保护性免疫反应
!

J,0BH/

免疫小鼠组比对照

BH/@/9+@

免疫小鼠组更有效的抑制了肿瘤的生长

!

C

#

"="+

"%从各组肿瘤生长的情况来看)

J,0BH/

组小鼠肿瘤生长缓慢#

BH/@/9+@

组&

J,0BH/

组在

第
!!

天小鼠肿瘤平均体积分别为
)=$$)%-9

$

&

!=+&!!-9

$

#测量肿瘤的长径和短径#计算肿瘤大

小#绘制免疫保护实验荷瘤鼠生长曲线!图
)

"%采

用
,:,,&"="

软件对各时间点进行配对
&

检验#

C

#

"="+

#差异有统计学意义%

图
E

!

免疫保护实验荷瘤小鼠肿瘤生长曲线

D*

@

E

!

!;2(5

@

5(>&"%;50#*-

1

5(&#%&*0#*22;-*&

.

!!

免疫小鼠脾细胞增殖试验和细胞毒性试验

小鼠脾淋巴细胞增殖的检测
!

各实验组的
,E

均大于
&

#

J,0BH/

刺激组中
BH/@/9+@

&

J,0BH/

两

种免疫小鼠的脾细胞的
,E

均大于
BH/@/9+@

对照

组#并且在一定范围内#增殖效应随着剂量浓度的增

加而增强!图
+

"%两者差异有统计学意义!

C

#

"="+

"%

小鼠脾淋巴细胞细胞毒性试验检测
!

小鼠脾细

胞细胞毒活性随效靶比的上升而逐渐提高%

J,0

BH/

小鼠免疫组在效靶比为
&!=+0&

&

!+0&

&

+"0&

&

&""0&

时肿瘤细胞杀伤率均高于
BH/@/9+@

对照组#

同一效靶比两组间均数采用
G,Q0&

检验#差异有统

计学意义!

C

#

"="+

#图
%

"%

图
K

!

O/('(2#'

&

UNAO/(

诱导不同来源脾细胞的增殖

D*
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K

!
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.
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5()*$#5+&*(-*-,;%#,

4

.

0+%%*-#O/('(2#'+-,UNAO/(

图
L

!

小鼠脾细胞细胞毒活性

D*
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L

!

N

1
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.
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1

)##-)

.

2

1

"(%

.

&#5#'

1

(-'#
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)

&!=+0&

$

R

)
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$

;

)

+"0&

$

Q

)

&""0&

!!

肿瘤组织中淋巴细胞的浸润
!

结果显示
J,0

BH/

免疫小鼠组肿瘤组织中
;Q)

*

&

;Q(

*

1

淋巴细

胞数目高于
BH/@/9+@

对照免疫小鼠组#两者差异

有统计学意义!

C

#

"="+

"%阳性细胞计数结果见图

'

%免疫组织化学结果见图
(

&

#

%

UNAO/(

体内抑制荷瘤小鼠的生长
!

如图
&">

示#

BH/@/9+@

对照组小鼠相比较#

J,0BH/

治疗组小

鼠的肿瘤生长明显受到抑制#对不同时间点肿瘤体积

进行配对
&

检验#差异有统计学意义!

C

#

"="+

"%如

图
&"R

示#

J,0BH/

治疗组小鼠生存期较
BH/@/9+@

对照组有所延长#

J,0BH/

治疗组小鼠在肿瘤接种

)(%



!

孙迪#等
=

热应激小鼠肝癌细胞!

J

!!

"源
BH/@/9+@

的抗肿瘤免疫机制

&""#

时#有
$"U

小鼠存活!

C

#

"="&

"%

图
H

!

不同肝癌组织中
<XE

Y

&

<XF

Y

!

淋巴细胞数量
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<XF

Y
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.
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.
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讨
!!!

论

近年来以免疫为基础的生物治疗给肿瘤治疗带

来了新的希望#

BH/@/9+@

能够激发体内针对肿瘤

细胞的全身免疫应答#是一种有前途的肿瘤辅助治

疗途径#其研究已成为肿瘤免疫治疗方面的热点

之一%

常规方法提取的
BH/@/9+@

产量和疗效有限#

热应激处理方法简单并且可诱导热休克蛋白的高表

达#我们通过热应激作用寻找具有更高效生物活性

图
F

!

荷瘤小鼠组织中
<XE

Y细胞的浸润#
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Q-$*)&5+&*(-($<XE

Y

1

('*&*0#%#))'*-&;2(5&*'';#

#
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%

图
Z

!

荷瘤小鼠组织中
<XF

Y细胞的浸润#
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!
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Y

1
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#
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%

图
CT

!

O/('(2#'

及
UNAO/(

的肿瘤治疗效果
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和抗肿瘤效应的
BH/@/9+@

%在此基础上我们进行了

BH/@/9+@

及
J,0BH/

的制备#对比观察两者的活性及

生物效应#并对其抗肿瘤免疫机制进行了初步探讨%

本文采用超速分级离心和蔗糖密度梯度离心相

结合的方法#从
J

!!

培养上清中分离得到
BH/@/9+@

#

并从热应激
J

!!

培养上清中分离得到
J,0BH/

#

J,0

BH/

纯度有所提高%

N+@8+?%L7/8

法对其所含蛋白

分析#结果显示
J,0BH/

中一些重要的免疫蛋白如

J,:'"

&

J,:%"

&

J,;'"

和
E;>*0&

的 表 达 与

BH/@/9+@

相 比 明 显 上 调%通 过 体 内 实 验#将

BH/@/9+@

及
J,0BH/

用于小鼠免疫并观察其对小

鼠抗肿瘤免疫的保护性作用%结果显示)

J,0BH/

免疫小鼠组比
BH/@/9+@

对照免疫小鼠组更有效的

抑制了肿瘤的生长#

J,0BH/

能够诱导更为显著的

保护性抗肿瘤免疫反应%小鼠脾淋巴细胞增殖试验

显示
J,0BH/

能更有效地激活淋巴细胞#促进其生

长与增殖#从而有效地激活免疫系统%小鼠脾淋巴

细胞细胞毒活性试验显示#

J,0BH/

免疫小鼠组肿

瘤细胞杀伤率高于
BH/@/9+@

组#

J,0BH/

能更有效

地诱导特异性的杀伤活性#引发特异性的免疫应答%

免疫组织化学染色法测得
J,0BH/

免疫小鼠组肿瘤

组织 中
;Q)

*

&

;Q(

*

1

淋 巴 细 胞 数 目 均 高 于

BH/@/9+@

免疫小鼠组#

J,0BH/

可以更好地诱导
1

细胞活化#促进宿主的抗肿瘤细胞免疫应答%

J,0

BH/

治疗组小鼠的肿瘤生长受到明显的抑制#小鼠

生存期有所延长%提示
J,0BH/

可能比
BH/@/9+@

具有更强的免疫活性#能更好的发挥抗肿瘤作用%

J,0BH/

这种更显著的肿瘤免疫治疗作用可能与其

含有较多的
J,:'"

&

J,:%"

&

J,;'"

和
E;>*0&

等

重要的免疫蛋白有关#这些免疫蛋白在抗肿瘤作用

方面具有极其重要的意义)

)

J,:'"

的生物学功

能广泛#又称'分子伴侣(%

J,:'"

与肿瘤抗原结

合#

BH/@/9+@

中的
J,:'"

可被抗原提呈细胞吸收

呈递给免疫系统#肿瘤抗原与
J,:'"

解离#激活
1

淋巴细胞或自然杀伤细胞#引发特异性免疫反

应-

&+

.

%

*

J,:%"

是吞噬细胞所共有的一个特性#

并且结合吞噬细胞表面的
J,:%"

受体#迅速引起

吞噬细胞的胞饮作用%

+

研究证明肿瘤来源的

J,;'"

可诱导机体产生强大的的
;1G

反应并能部

分消除肿瘤-

&%

.

#其携带的多肽可以有效的转移给抗

原提呈细胞!

>:;@

"#以便于
*J;0

%

和
*J;0

&

类

抗原的呈递-

&'

.

%

,

E;>*0&

是属于免疫球蛋白超家

族的一类黏附分子#

E;>*0&

与其配体的结合具有重

要的免疫学功能)首先#它可以介导
>:;@

与
1

细胞#

1

细胞与靶细胞黏附和细胞间信息传递-

&(

.

#还可以

介导
1

细胞和
.P

细胞对靶细胞的杀伤作用$其次#

它在
1

细胞迁移过程中也发挥重要作用-

&#

.

$此外#它

还是
1

细胞激活的共刺激信号之一-

&&

.

%对比研究发

现
J,0BH/

含有更为丰富的热休克蛋白和黏附分子#

具有更显著的肿瘤免疫治疗作用%

本实验说明#热应激处理能提高
J,0BH/

蛋白

组分的产量#更好的刺激机体的特异性肿瘤免疫#抑

制肿瘤生长以及更显著的肿瘤免疫治疗作用#并有

统计学意义#优化了
BH/@/9+@

的应用%热应激制

备获得
J,0BH/

这种方法简单可行#进一步提高了

BH/@/9+@

的生物活性和抗肿瘤免疫治疗作用#为

肿瘤免疫学提供了新工具%
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