
!论
!

著!

负载抗原的
a)

与
)+T

共培养对多药耐药肝癌细胞

0?

G

b#

&

/a!
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观察负载抗原的树突状细胞"
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$与细胞因子诱导的杀伤细胞"

)+T

$对高表达
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$的多药耐药"
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$的肝癌细胞株
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细胞的杀伤作用和机制研究%方法
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愿者外周血中单个核细胞产生
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和
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细胞!制备
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/a!

细胞冻融抗原后冲击
a)

!并与
)+T

细胞分别共

培养
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&

6U

&
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&
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!并将未负载抗原的
a)

和
)+T

细胞共培养作为对照%采用流式细胞术鉴定
a)

&

)+T

细胞的表

型!采用
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试剂检测
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细胞的增殖活力%用
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检测各组细胞内
3JI4"31S/

的水平变化!
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检测细胞内
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蛋白水平的变化%结果
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与未负载抗原的
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相比!负载抗原的
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表面

分子表达明显增高"
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细胞增殖活力抑制作用更加明显"
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结果分别显示!随着作用时间的延长!未负载抗原的
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和负载抗原
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的
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细胞内的
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和
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蛋白水平分别都有明显的降低"
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$!而且后者的抑制作用更明显"
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细胞株的杀伤活性!其机制可能与抑制与
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密切相关的
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基因和及其编码的
24

,G

蛋白水平有关%
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树突状细胞$

a)

&是体内已知功能最强)唯一能活化静息

=

细胞的专职抗原提呈细胞,细胞因子诱导的杀伤细胞

$

)+T

&一种新型的免疫活性细胞#它是将人外周血单个核细胞

在体外用多种细胞因子共同培养一段时间后获得的一群异质

细胞,研究表明#

)+T

和
a)

两者共培养后具有更强的增殖活

性和细胞毒性#能刺激机体的免疫系统#诱导产生特异性的抗

肿瘤免疫反应#从而达到治疗肿瘤的目的,目前
a)

联合
)+T

细胞免疫治疗在多种实体肿瘤和血液系统疾病中得到令人鼓

舞的效果#而对于肝癌细胞多药耐药性调节方面报道较少#故

本研究欲将
)+T

细胞与负载耐药肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞冻融

抗原的
a)

细胞共培养#观察其对细胞杀伤性的影响#并探讨

其机制*

"4&

+

,现将研究结果报道如下,

$

!

材料与方法
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!

细胞系
!

a)

和
)+T

细胞取自健康志愿者的外周血#

-

";"#

-

检验医学与临床
#'"7

年
U

月第
"#

卷第
"7

期
!

-BC!?J)D89

!

/L

,

L@A#'"7

!

*>D$"#

!

S>$"7

"

基金项目!重庆市渝中区科技计划项目$

#'"#'##7

&,

!!

作者简介!徐巧元#女#副主任医师#硕士#主要从事肿瘤学方面的研究,

!

#

!

通讯作者#

(43B8D

!

H

ME8Q8B9

,

"##

#

A>3$F>3

,
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b#

肝癌细胞株来自重庆医科大学分子与肿瘤研究中心#

并建立由阿霉素诱导的多药耐药细胞株
0?

G

b#

"

/a!

,

$$/

!

仪器与试剂
!

12!+4";6'

培养液和胎牛血清购自
b8CF>

公司%人淋巴细胞分离液为
=Z.

产品%

10b!4).X

)

=SX4

%

)

+XS4

,

)

+-4#

和
+-46

购自厦门特宝生物工程股份有限公司%

)a&

单克隆抗体$

)a&!F/C

&购自深圳达科为生物有限公司%

X+=)

标记的
)a&

)

)aU

)

)a7;

)

)aU'

)

)aU&

)

)aU;

和主要组织

相容性复合体
(

$

!0)

(

&单克隆抗体购自美国
?Z8>@F8?9F?

公

司%

+-4#

和
+XS4

,

的
(-+./

试剂盒购自博士德生物公司%

))T4U

试剂盒购自日本株式会社%

/99?Q89*4X+=)

"

2+

购自凯

基生物,

1=42)1

试剂盒购自大连宝生生物工程有限公司#

3JI4"

引物由
+9K8AI>

,

?9

公司设计并合成,

24

,G

单克隆抗体

购自
.B9AB)ILM

公司#内参抗体
&

4BFA89

购自博鳌森生物有限

公司,

$$'

!

方法

$$'$$

!

细胞冻融抗原的制备
!

常规收集对数生长期的

0?

G

b#

"

/a!

细胞#磷酸缓冲液$

2Z.

&冲洗
&

遍后#再用
2Z.

稀释将浓度调整至
"^"'

U

"

3-

#制成细胞悬液,在
YU'W

冰

冻#后于
&%W

融解#如此反复冻融
&

次#再于冰浴中超声波破

碎#以
&'''I

"

389

离心
"'389

#收集上清液#过滤除菌#存放于

6W

备用,

$$'$/

!

a)

和
)+T

细胞的诱导培养和共培养
!

取自于健康志

愿者的外周血#经血细胞分离机和淋巴细胞分离液梯度离心法

分离纯化单个核细胞,用含
"': X).

的
12!+";6'

培养基

将细胞浓度调整为
7^"'

;

"

3-

#加入
;

孔板中#于
&%W

#

7:

)[

#

培养箱培养
#E

,收集培养上清中的悬浮细胞作为诱导

)+T

细胞备用,用含有
"''' e

"

3-)!4).X

)

7'' e

"

3-

+-46

)

7''e

"

3-=SX4

%

以及
"': X).

的
12!+";6'

培养基

继续培养贴壁细胞,每
&

天换
"

次液#在第
6

天#向一部分
a)

培养液中按
"''e

"

3-

加入冻融抗原#诱导至第
%

天收获成熟

a)@

,将收集的悬浮细胞密度调整至
#̂ "'

;

"

3-

加入
;

孔板

中#用含
7'9

,

"

3-

抗
)a&

单抗)

#'''e

"

3-+XS4

,

)

"'''e

"

3-+-4#

以及
"': X).

的
12!+";6'

培养基继续培养,每
&

天换
"

次液#诱导至
"6J

收获
)+T

细胞,将收获的负载抗原

和未负载抗原的
a)

分别与
)+T

细胞共培养$

a)5)+T\

"5"''

&#采用
)+T

培养液#分别命名为
/

,

4a)4)+T

和
a)4

)+T

,共培养
6J

后#收集细胞备用,

$$'$'

!

流式细胞术鉴定
a)

和
)+T

细胞的免疫表型
!

共培养

6J

的
a)

以及
)+T

细胞#用
2Z.

将细胞密度调整至
"^"'

;

"

3-

#分别加入相应的抗体#混匀后在室温下避光孵育
&'389

#

再用
2Z.

洗涤
&

遍#加入
":

多聚甲醛固定,采用流式细胞仪

检测
a)

表型$

)aU'

)

)aU&

)

)aU;

)

!0)

(

&和
)+T

表型$

)a&

)

)aU

)

)a7;

&,

$$'$1

!

))T4U

检测共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞的

杀伤作用
!

将处于对数生长期的
0?

G

b#

"

/a!

细胞以
"^

"'

6

"孔接种于
<;

孔板中#培养
"#E

细胞贴壁后#将
a)4)+T

细

胞或
/

,

4a)4)+T

细胞加入
0?

G

b#

"

/a!

培养体系中$效靶比

"5"

)

"'5"

)

"''5"

&#继续培养
#6

)

6U

)

%#

)

<;E

,在培养相应

时间点后加入
"'

!

-

的
))T4U

试剂#

&%W

孵育
#E

#于酶标仪

上
6<'93

处比色,根据公式计算细胞活力!细胞活力
\/

6<'

$处理组&"

/

6<'

$自然生长组&

"̂'':

,

$$'$2

!

1=42)1

!

收集
a)4)+T

细胞或
/

,

4a)4)+T

细胞共培

养的各组
0?

G

b#

"

/a!

细胞#

2Z.

充分洗涤后#参照
=I8M>D

试

剂盒说明书提取细胞总
1S/

#用
1=42)1

法检测各组细胞中

3JI4"

基因的表达量,

!JI4"

上游引物!

7V4b=/ ))) /=)

/==b)/ /=/ b)4&V

%下游引物!

7V4)// /)= =)= b)=

))=b/b=)4&V

#扩增产物大小为
";%C

G

,内参
b/2a0

上

游引物!

7V4)bb/b=)//)bb/===bb=)b=/=4&V

%下

游引物!

7V4/b))==)=))/=bb=bb=b//b/)4&V

#扩

增产物大小为
##UC

G

,扩增条件!

<6W

预变性
7389

%

<6W

变

性
67@

#

77W

退火
67@

#

%#W

延伸
7389

#

&7

个循环%

%#W

延

伸
%389

,扩增产物以
"$7:

琼脂糖凝胶进行电泳#凝胶成像

扫描,用
gLB9A8A

H

[9?

灰度分析软件进行吸光度值计算,以

目的基因
3JI4"

条带灰度值与内参
b/2a0

条带灰度值的比

值作为
3JI4"31S/

的表达量#并重复
&

次,

$$'$)

!

R?@A?I9CD>A

!

收集各组细胞提取总蛋白#并测定蛋白

的浓度为$

#$"#h'$#6

&

3

,

"

3-

,取蛋白样品
#'

!

-

#经过

.a.42/b(

电泳后#将蛋白电转移至
2*aX

膜#以
7:

脱脂奶

粉
=Z.=

液封闭后#加入
24

糖蛋白$

24

,G

&抗体
6W

孵育过夜#

洗涤后加入
012

标记的二抗室温孵育
"E

后#

()-

底物化学

发光显色后曝光显影,通过
)E?38a>Ff1.

化学发光成像系

统#进行曝光分析#然后计算其比值表示结果#即!相对吸光

度
\

目的蛋白
24

,G

吸光度"
&

4BFA89

蛋白吸光度,

$$1

!

统计学处理
!

采用
.2.."%$'

软件进行数据处理及统计

学分析#计量资料采用
)h?

表示#独立变量
B

检验和单因素方

差分析%以
%

\'$'7

为检验水准#

R

%

'$'7

为差异有统计学

意义,

/

!

结
!!

果

/$$

!

a)

与
/

,

4a)

细胞的免疫表型的比较
!

在
a)

诱导培养

%J

后#分别收集
a)

和
/

,

4a)

#采用流式细胞术鉴定
a)

表面

标志物
)aU'

)

)aU&

)

)aU;

)

!0)

(

#结果见表
"

,

a)

分别为!

$

#6$"&h#$&"

&

:

)$

"U$%%h'$;&

&

:

)$

&&$<<h"$7&

&

:

)

$

&#$'#h#$&'

&

:

#而
/

,

4a)

分别为!$

6#$6#h#$#%

&

:

)

$

&;$'Uh#$"'

&

:

)$

&;$;;h#$"'

&

:

)$

6#$&<h#$77

&

:

,因

此#结果显示
a)

负载抗原后#表面标志物的表达均有上升#且

#

组间
)aU'

)

)aU&

以及
!0)

(

的差异有统计学意义$

R

%

'$'7

&,见表
"

,

表
"

!

诱导
%J

后
a)

与
/

,

4a)

细胞的免疫表型的

!!!

表达量%

)h?

*

:

'

组别
)aU' )aU& )aU; !0)

(

a)

组
#6$"&h#$&" "U$%%h'$;& &&$<<h"$7& &#$'#h#$&'

/

,

4a)

组
6#$6#h#$#%

"

&;$'Uh#$"'

"

&;$;;h#$"' 6#$&<h#$77

"

!!

注!

a)

组与
/

,

4a)

组比较#

"

R

%

'$'7

,

/$/

!

与
a)

或
/

,

4a)

共培养后
)+T

细胞的免疫表型比较
!

在
a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养
6J

后#收集
#

组
)+T

细胞#

采用流式细胞术进行表型鉴定#

a)4)+T

组的
)+T

细胞
)a&

]

)aU

]

)

)a&

]

)a7;

] 细胞分别为$

#7$%<h"$%'

&

:

)$

U$<6h

'$;&

&

:

#而
/

,

4a)4)+T

组的
)+T

细胞分别为 $

&#$6Uh

"$''

&

:

)$

"&$<%h"$#7

&

:

,该结果提示#负载抗原的
a)

比

未负载抗原的
a)

更能提高
)a&

]

)aU

]

)+T

和
)a&

]

)a7;

]

)+T

的百分比,见表
#

,

表
#

!

共培养
6J

后
#

组
)+T

细胞的免疫表型%

)h?

*

:

'

组别
)a&

]

)aU

]

)a&

]

)a7;

]

a)4)+T

组
#7$%<h"$%' U$<6h'$;&

/

,

4a)4)+T

组
&#$6Uh"$''

"

"&$<%h"$#7

"

!!

注!

a)4)+T

组与
/

,

4a)4)+T

组比较#

"

R

%

'$'7

,

/$'

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

-

#;"#

-

检验医学与临床
#'"7

年
U

月第
"#

卷第
"7

期
!

-BC!?J)D89

!

/L

,

L@A#'"7

!

*>D$"#

!

S>$"7



/a!

细胞的杀伤作用
!

将
a)4)+T

或
/

,

4a)4)+T

按效靶比

分别为
"5"

)

"'5"

)

"''5"

与肝癌细胞
0?

G

b#

"

/a!

共培

养#采用
))T4U

试剂检测
#

组共培养细胞对肝癌细胞增殖活

力的杀伤作用,当效靶比为
"5"

时#无论作用多长时间#

#

组

0?

G

b#

"

/a!

细胞增殖活力下降均不明显,当效靶比为

"'5"

时#

#

组共培养细胞在
6UE

出现杀伤作用#随着作用时间

延长#

0?

G

b#

"

/a!

细胞增殖活力下降越明显$

R

%

'$'7

&#且

/

,

4a)4)+T

组的细胞活力明显低于
a)4)+T

组$

R

%

'$'7

&,

当效靶比在
"''5"

时#共培养细胞的杀伤作用更强#

/

,

4a)4

)+T

组在
#6E

就使
0?

G

b#

"

/a!

细胞增殖活力下降至

$

U"$Uh6$;%

&

:

#当作用时间至
<;E

#

a)4)+T

组的
0?

G

b#

"

/a!

细胞活力大大降低至$

6#$#&h&$'"

&

:

#甚至在
/

,

4a)4

)+T

组仅剩$

"<$"6h#$';

&

:

,该结果显示#效靶比在
"5"

到

"''5"

范围内时#共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞的杀

伤作用与效靶比呈正相关#且具有时间依赖性#差异有统计学

意义$

R

%

'$'7

&#且
/

,

4a)4)+T

细胞抗癌作用明显优于
a)4

)+T

组$

R

%

'$'7

&,见表
&

,

表
&

!

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

&

/a!

细胞的杀伤作用%

)h?

*

:

'

培养时间 自然生长组
a)4)+T

组

"5" "'5" "''5"

/

,

4a)4)+T

组

"5" "'5" "''5"

#6E "''h&$&# "'7$6;h7$6U "'7$6'h%$'& <&$"7h"#$U "''$%6h6$;# <7$&<h6$U" U"$U'h6$;%

"

6UE "''h6$&; "'"$"%h&$%7 <'$"&h7$67

"

U"$<%h&$&

"

<<$6Uh&$; ;6$6#h#$7%

"#

7"$77h#$7&

"#

%#E "''h"$'; <&$#<h#$76 %6$67h#$;7

"

6<$%'h#$7;

"

U<$%'h6$#6

"

6"$%<h6$'U

"#

#7$7<h#$&;

"#

<;E "''h#$;; <"$U7h"$#'

"

;<$'6h&$7;

"

6#$#&h&$'"

"

<"$%'h#$;U

"

&7$;<h6$';

"#

"<$"6h#$';

"#

!!

注!与自然生长组比较#

"

R

%

'$'7

%与相同效靶比的
a)4)+T

组比较#

#

R

%

'$'7

,

/$1

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细

胞内
3JI4"31S/

表达的影响
!

根据前面的实验结果#将

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

按 效 靶 比 为
"'5"

与 肝 癌 细 胞

0?

G

b#

"

/a!

共培养#分别于培养
#6

)

6U

)

%#

和
<;E

后收集各

组细胞,采用
1=42)1

法和凝胶电泳成像分析#在
a)4)+T

与

0?

G

b#

"

/a!

共培养
%#E

后#细胞内
3JI4"31S/

的表达量

才有明显的下降#作用
<;E

后#其表达下降更明显#差异有统

计学意义$

R

%

'$'7

&%而在
/

,

4a)4)+T

与
0?

G

b#

"

/a!

共培

养
6UE

后#细胞内
3JI4"31S/

的表达已有明显降低#且随着

作用时间的延长#细胞内的
3JI4"31S/

下降更明显#差异有

统计学意义$

R

%

'$'7

&#具有时间依赖性,而且#在
6UE

时#与

a)4)+T

比较#

/

,

4a)4)+T

对
0?

G

b#

"

/a!

细胞内
3JI4"314

S/

的抑制作用较更明显$

R

%

'$'7

&,见图
"

)表
6

,

!!

注!

/

表示
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞内

3JI4"31S/

表达的影响%

Z

表示
a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞内
3JI4"31S/

表达水平的比较,

图
"

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

&

/a!

细胞内
3JI4"31S/

表达的影响和比较

表
6

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

&

/a!

细胞内
3JI4"31S/

表达水平相对
[a

值的比较

培养时间
/

,

4a)4)+T a)4)+T

'E '$U&h'$'; '$U%h'$'%

#6E '$U"h'$"' '$<"h'$"&

6UE

'$76h'$""

"

j

'$U&h'$"7

%#E

'$&%h'$'<

""

j

'$67h'$"&

""

<;E

'$&#h'$""

""

j

'$&6h'$"'

""

!!

注!与
'E

组相比#

"

R

%

'$'7

#

""

R

%

'$'"

%

/

,

4a)4)+T

组与
a)4

)+T

组相比#

j

R

%

'$'"

,

/$2

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞内
24

,G

蛋白表达水平的影响
!

将
a)4)+T

和
/

,

4

a)4)+T

按效靶比为
"'5"

与肝癌细胞
0?

G

b#

"

/a!

共培养#

分别于培养
#6

)

6U

)

%#

和
<;E

后收集各组细胞,采用
RZ

法

和凝胶成像分析#在
a)4)+T

与
0?

G

b#

"

/a!

共培养
6UE

后#

细胞内
24

,G

蛋白的表达量有明显的下降#作用
%#

)

<;E

后#其

表达下降更明显#差异有统计学意义$

R

%

'$'"

&%在
/

,

4a)4

)+T

与
0?

G

b#

"

/a!

共培养
6UE

后#细胞内
24

,G

蛋白的表达

也有明显降低#且随着作用时间的延长#细胞内的
24

,G

蛋白表

大量下降更明显#具有时间依赖性差异有统计学意义$

R

%

'$'7

&,而且#在
%#E

后#与
a)4)+T

比较#

/

,

4a)4)+T

对

0?

G

b#

"

/a!

细胞内
24

,G

蛋白水平的抑制作用更明显差异有

统计学意义$

R

%

'$'7

&,见图
#

)表
7

,

!!

注!

/

表示
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞内

24

,G

蛋白表达水平的影响%

Z

表示
a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞内
24

,G

蛋白表达水平的比较,

图
#

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

&

/a!

细胞内
24

,G

蛋白表达水平的影响和比较

表
7

!

a)4)+T

和
/

,

4a)4)+T

共培养细胞对肝癌
0?

G

b#

&

!!!

/a!

细胞内
24

,G

蛋白表达相对
[a

值的比较

培养时间
/

,

4a)4)+T a)4)+T

'E '$<%h'$'U "$'#h'$"%

#6E '$<<h'$"6 "$'6h'$"7

6UE '$U"h'$"#

-

'$U7h'$"#

-

%#E '$;%h'$'7

--

j

'$7"h'$#'

--

<;E '$&'h'$"7

--

j

'$6&h'$"U

--

!!

注!与
'E

组比较#

-

R

%

'$'7

#

--

R

%

'$'"

%

/

,

4a)4)+T

组与
a)4

)+T

组比较#

j

R

%

'$'"

,

-

&;"#

-
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卷第
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期
!

-BC!?J)D89

!

/L

,

L@A#'"7

!

*>D$"#

!

S>$"7



'

!

讨
!!

论

多药耐药$

!a1

&是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生抗

药性的同时#对结构和作用机制不同的多种抗肿瘤药物产生交

叉抗药性#从而极大地降低了抗肿瘤药物的疗效,

!a1

的发

生是许多种肿瘤化疗失败的主要原因#其形成的机理复杂多

样#而多药耐药基因
3JI"

编码的
24

,G

过度表达是其重要原因

之一#

24

,G

能够将亲脂类化疗药物泵出细胞外#从而导致耐药

特性*

6

+

,

!JI4"

和
24

,G

在多种恶性肿瘤细胞中的过度表达是

形成
!a1

的重要机制#也是肿瘤患者化疗效果差)预后差)复

发率高的重要原因#因此寻找有效的
!a1

逆转剂一直是抗肿

瘤研究的热点*

74;

+

,

肝癌是消化系统最为常见的恶性肿瘤之一#针对因糖蛋白

24

,G

高表达引发
!a1

而导致的肝癌居高不下的发病率和死

亡率#各种新型的治疗策略正在迅速地被发掘#其中细胞免疫

治疗因其能提高肝癌患者的生存率和降低复发率而备受临床

医生和患者的青睐,

)+T

是一类具有非
!0)

限制性的
=

细胞#具有强大的光

谱的杀瘤效应#如肺癌)胃癌)乳腺癌等#而其主要的效应细胞

给
)a&

]和
)a;

]淋巴细胞*

%4<

+

,

a)

分布于全身各处#它具有

强大的抗原呈递作用#它能激活初始型的
=

细胞增殖并建立

初级免疫应答,

a)

在体外可以通过多种细胞因子诱导生成,

将
a)

与
)+T

共培养#前者可识别病原)激活获得性免疫系统#

后者通过发挥自身的细胞毒性与分泌细胞因子杀伤肿瘤细胞#

因此能够提高
)+T

的抗瘤疗效,因此#在本研究中#通过利用

a)4)+T

联合培养#然后作用于多药耐药肝癌细胞株
0?

G

b#

"

/a!

#效靶比在
"''5"

时#显示出了强大的抗肝癌细胞增殖

作用#此种抗瘤作用随时间延长而增强#并持续到
<;E

#具有时

间依赖性,其可能的机制为
a)

表面有大量的树突状突起#使

之有利于大量接触抗原#提呈给
=

细胞%高表达
!0)

+

)

(

类

分子及
)aU'

"

)aU;

等共刺激分子#为
)+T

细胞充分活化提供

了有效的刺激#分泌出多种细胞因子#包括
+-4"#

)

+XS

等#维持

和增强
)+T

细胞的杀伤作用,进一步研究还发现#

a)4)+T

联

合培养后能够显著降低
3JI4"31S/

水平的表达及其编码的

24

,G

蛋白水平的表达#而且这种抑制作用也呈现时间依赖性

$

R

%

'$'7

&,

a)

除能刺激初始型
=

细胞活化增殖外#还能把抗原有效

的呈递给
=

细胞#使
=

细胞对抗原蛋白酶致敏#从而杀死肿瘤

细胞,将肿瘤细胞全部抗原信息$如提取的肿瘤细胞总
1S/

或经过灭活的完整的肿瘤细胞&冲击
a)

#可以有效地致敏和活

化
a)

#促进其分化成熟#增强其功能#因此#将负载有抗原的

a)4)+T

共培养#可以提高
)+T

的抗瘤能力*

"'

+

,在本研究中#

将肝癌
0?

G

b#

"

/a!

细胞反复冻融制作的抗原负载于
a)

上#

a)

表面的共刺激分子$

)aU'

)

)aU&

和
)aU;

&)

!0)

(

)

)a&

]

)aU

]和
)a&

]

)a7;

]的表达均高于未负载抗原的
a)

#

说明负载了抗原的
a)

#其成熟度更高#抗原呈递功能更强,进

一步的研究发现#与未负载抗原的
a)4)+T

比较#负载抗原组

的抗瘤作用明显强于未负载抗原组#且效靶比在
"'5"

和

"''5"

时差异有统计学意义#此种差异随着作用时间延长而渐

显明显$

R

%

'$'7

&%且细胞内
3JI4"31S/

水平的表达以及其

编码的
24

,G

蛋白水平的表达明显降低#也呈现时间依赖性

$

R

%

'$'7

&,

目前#负载有特异性的抗原
a)

瘤苗已运用于临床#此种

瘤苗作为强有力的宿主免疫刺激物#具有超强的免疫应答激发

功能#能特异性的杀死肿瘤细胞#提高治疗效果并无明显毒副

作用*

""

+

,在本研究中#采用
0?

G

b#

"

/a!

冻融抗原负载的

a)4)+T

#产生了比未负载抗原的
a)4)+T

细胞更有效杀伤

3JI4"

和
24

,G

高表达的多药耐药肝癌细胞
0?

G

b#

"

/a!

的效

应#这为肝癌的综合治疗指出了新的方向,
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