
△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃａｃｃｉｎｅ．ｔｕｍｏｒ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

·论　著·

微波制备γ干扰素处理的小鼠Ｈ２２肝癌细胞瘤苗的抗瘤作用

杨晓峰，杨新宏△，朱艳菊，丁晓旭，杨　宁，连相尧（承德医学院附属医院，河北承德　０６７０００）

　　【摘要】　目的　探讨用微波方法制备γ干扰素（ＩＦＮγ）处理的小鼠 Ｈ２２肝癌细胞瘤苗（ＭＩＴＴＶＨ２２）的抗肿

瘤效应。方法　利用 ＭＩＴＴＶＨ２２免疫小鼠３次，末次免疫后第７天接种 Ｈ２２肿瘤细胞，观察肿瘤生长情况及检

测小鼠淋巴细胞刺激指数。结果　实验组小鼠于 Ｈ２２肿瘤细胞攻击后的７ｄ接种部位没有发现肉眼可见的包块，

经解剖肿瘤接种部位未发现肿瘤组织，１２０ｄ后也未发现肿瘤组织。对照组于 Ｈ２２肿瘤细胞接种后第５或第６天

接种部位出现直径小于０．５ｃｍ的包块，成瘤率为１００％。观察１２０ｄ，实验组小鼠平均生存期高于对照组（狋＝

２５．５５，犘＜０．０１）。脾淋巴细胞增殖实验检测结果显示，实验组淋巴细胞刺激指数高于对照组（狋＝３．５２６，犘＝

０．０１）。结论　ＭＩＴＴＶＨ２２可以有效抑制肿瘤生长，具有明显的抗瘤效应。
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　　由于肿瘤的抗原性较弱，表达的主要组织相容性复合体

（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘｃｌａｓｓＩ，ＭＨＣＩ）较少或缺

失，因此肿瘤细胞可以逃避机体的免疫攻击。γ干扰素（ＩＦＮ

γ）是由 Ｔ 细胞分泌的一种多功能调节因子，可通过诱导

ＭＨＣＩ类抗原的表达、增加肽转运相关蛋白的稳定性、诱导某

些细胞表面黏附分子的表达（如ＩＣＡＭ１、ＬＦＡ１）增强肿瘤细

胞的抗原递呈能力［１２］。微波作为抗原修复的方法已广泛应用

于免疫组织化学染色的抗原暴露，是最敏感的抗原修复方法，

它可使病理切片的抗原充分暴露，提高免疫组化染色的敏感

性［３］。全细胞瘤苗可表达多种肿瘤抗原［４］，因此用ＩＦＮγ处理

Ｈ２２肿瘤细胞，再用微波制备全细胞瘤苗，既消除了它的致瘤

性，又增强了其抗原性，且操作简单。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验动物　８周龄健康ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，购于北京维通

利华实验动物技术有限公司，小鼠体质量１４～１６ｇ，常规饲养。

１．１．２　肿瘤细胞　Ｈ２２瘤株由白求恩医科大学提供，液氮冻

存。使用时３７℃水浴融解后，ＲＰＭＩ１６４０培养液洗３遍，接种

于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的１６４０培养基，培养至对数生长期，

收集细胞接种于ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠腹腔传代。

１．２　微波制备ＩＦＮγ处理的 Ｈ２２肝癌细胞瘤苗（ＭＩＴＴＶ

Ｈ２２）的制备　收集ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠腹腔积液 Ｈ２２肿瘤细胞，

１６４０培养液洗２遍，用 Ｈ２２肿瘤细胞培养液培养，加入ＩＦＮγ

（２００Ｕ／ｍＬ）３７℃５％ＣＯ２ 培养４８ｈ。收集Ｈ２２肿瘤细胞，用

生理盐水洗２遍，制成２．５×１０６／ｍＬ的Ｈ２２细胞悬液，微波照

射２０ｓ（７５０ｗ、２４５０ＭＨｚ），台盼蓝染色后光镜下观察证实

Ｈ２２肿瘤细胞被全部灭活，制成 ＭＩＴＴＶＨ２２，４℃储存备用。

１．３　实验分组与动物模型的制备　６０只小鼠检疫１０ｄ后随

机分成Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ６组，每组各１０只。实验组（Ａ、Ｃ、Ｅ）

小鼠右后肢外侧皮下接种 ＭＩＴＴＶＨ２２（２．５×１０６／ｍＬ）０．２

ｍＬ进行免疫，每周免疫１次，共３次。对照组（Ｂ、Ｄ、Ｆ）小鼠

用生理盐水代替 ＭＩＴＴＶＨ２２进行免疫。实验组（Ａ、Ｃ）与对

照组（Ｂ、Ｄ）均于末次免疫后第７天，接种 Ｈ２２肿瘤细胞（１×

１０６ 个）于右腋皮下。Ａ、Ｂ两组用于观察小鼠生存情况，观察

１２０ｄ。Ｃ、Ｄ两组于 Ｈ２２肿瘤细胞接种后的第７天取瘤块测

量体积。瘤块体积的计算公式为：Ｖ＝０．４×ａ×ｂ２（ａ为长轴，

ｂ为短轴）
［５］。Ｅ、Ｆ两组于末次免疫后第１０天，做脾淋巴细胞

增殖实验（ＭＴＴ）。无菌取小鼠脾脏，用淋巴细胞分离液按常

规分离脾淋巴细胞，用含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液

调成浓度为１×１０７／ｍＬ的脾细胞悬液，加入９６孔细胞培养
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板，每孔１×１０５ 个淋巴细胞，于刺激细胞 Ｈ２２孔加入多聚甲

醛处理的Ｈ２２肿瘤细胞１×１０４ 个，３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中共

培养８ｈ。８ｈ后每孔加入２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ溶液再孵育

４ｈ。２０００ｒ／ｍｉｎ室温离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶标

仪上测ＯＤ值（测定波长５７０ｎｍ）。

刺激指数（ＳＩ）＝（自发转化孔 ＯＤ值－刺激细胞 Ｈ２２孔

ＯＤ值）／自发转化孔ＯＤ值。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１５．０软件对肿瘤体积进行重复

测量设计的方差分析，其他资料均用２个独立样本狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠生存期　对照组小鼠平均生存期为（３１．８７±５．８７）

ｄ，实验组小鼠１２０ｄ时的生存率为８０％，生存期明显延长，明

显长于对照组（狋＝２５．５５，犘＜０．０１）。见表１。

２．２　肿瘤生长情况　实验组小鼠于接种Ｈ２２肿瘤细胞的第７

天接种部位没有发现肉眼可见的包块，解剖观察肿瘤接种部位

亦未发现瘤块；１２０ｄ后经解剖也没有发现肿瘤组织。对照组

于接种 Ｈ２２肿瘤细胞后的５～６ｄ接种部位出现直径小于０．５

ｃｍ的包块，成瘤率为１００％；接种后７ｄ，肿瘤的平均体积为

（４．８±１．０）ｍｍ３。

２．３　脾淋巴细胞ＳＩ　ＭＴＴ法检测结果显示，实验组小鼠的

ＳＩ显著高于对照组，差异具有统计学意义（狋＝３．５２６，犘＜

０．０１）。见表１。

表１　小鼠生存期、肿瘤体积和淋巴细胞刺激指数比较（狓±狊）

组别 狀 生存期（ｄ） 肿瘤体积（ｍｍ３） 淋巴细胞刺激指数（ＳＩ）

实验组 ３０ １１５．４０±１１．２２ ０．０ １．５１±０．２３

对照组 ３０ ３１．８７±５．８７ ４．８±１．０ １．２６±０．１８

犘 ＜０．０１ － ＜０．０１

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

多数肿瘤主要组织相容性复合体Ｉ（ＭＨＣＩ）类分子表达

明显减少或缺失，使ＣＴＬ不能识别肿瘤细胞的抗原，肿瘤细胞

从而得以逃避宿主的免疫攻击。ＭＨＣＩ类抗原表达减少或消

失与肿瘤细胞去分化有关，使Ｔ细胞识别肿瘤抗原受阻，不能

起到有效的杀肿瘤效应［６］。ＩＦＮ是调节 ＭＨＣＩ类分子高表达

的重要生物因子［７９］。Ⅰ型和Ⅱ型ＩＦＮ均可引起 ＭＨＣＩ类抗

原表达增高，而ＩＦＮγ的作用更强，ＩＦＮγ由Ｔ细胞产生，能直

接抑制肿瘤细胞增殖、增加表面 ＭＨＣ抗原和肿瘤坏死因子的

表达、抗肿瘤血管生成等［１０］。

肿瘤细胞逃避机体免疫攻击的另一原因是肿瘤细胞表面

“抗原覆盖”或被封闭。“抗原覆盖”是指肿瘤细胞表面抗原可

能被某些物质所覆盖，如肿瘤细胞可表达高水平的唾液黏多糖

或表达肿瘤激活的凝聚系统，这两种成分均可覆盖肿瘤抗原。

肿瘤抗原可经糖基化等方式隐藏，这一过程称为抗原遮蔽。微

波作为抗原修复的方法已广泛应用于免疫组织化学染色的抗

原暴露，是最敏感的抗原修复方法［１１１３］。微波可使病理切片

的抗原更充分地暴露，提高免疫组化染色的敏感性。

本研究使用的小鼠肝癌细胞株 Ｈ２２的 ＭＨＣⅠ表达缺

失，且肿瘤抗原性弱。ＩＦＮγ和微波共同处理 Ｈ２２肿瘤细胞

制备瘤苗 ＭＩＴＴＶＨ２２，既消灭了致瘤性又增加了表面 ＭＨＣ

Ⅰ类抗原的表达，提高其抗原递呈能力和抗原性。初步研究发

现：（１）实验组小鼠的ＳＩ明显高于对照组；（２）实验组小鼠于

Ｈ２２肿瘤细胞攻击７ｄ时没有发现肉眼可见的肿瘤组织，１２０

ｄ后经解剖也没有发现肿瘤组织，对照组于 Ｈ２２肿瘤细胞攻

击后第５天即发现肉眼可见的瘤块。说明 ＭＩＴＴＶＨ２２的抗

原性有了很大的提高，能有效地激活机体的免疫系统，对 Ｈ２２

细胞型肿瘤具有很强的预防作用。
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