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　　摘　要 :目的　探索用 TNF2α基因修饰联合冷冻法制备更高效能的抗肝癌疫苗的可能性。方法　用
TNF2α基因修饰和冷冻处理的 H22细胞制成疫苗 A, 用 TNF2α基因修饰未经冷冻处理的 H22 细胞制成苗

B;另外 ,用未经 TNF2α基因修饰行冷冻处理和未行冷冻处理的 H22细胞 ,分别制备疫苗 C和 D。比较这 4

种疫苗的抗小鼠接种性肝癌的作用。结果　用 TNF2α基因修饰和冷冻处理 H22细胞制成的疫苗 ,其降低接

种性肝癌发生率的作用 ,提高脾淋巴细胞 IL22 和 TNF 诱生水平及脾脏 CTL 对 H22 细胞的杀伤活性的作

用 ,均明显优于其他 3种疫苗。结论　冷冻处理 TNF2α基因修饰的 H22细胞 ,可提高该细胞的免疫原性 ,从

而可提高疫苗的抗小鼠接种性肝癌的效能。
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　　Abstract:Objective　Toinvesti gatethe possibilit yof producin gvaccinewithhi ghereffectofanti 2hepato2
carcinomab ymeansoffreezin gthetumourcellswhichhavebeenTNF 2αgenemodifiedbefore. Methods　TheA

andBvaccinewereH22cellsmodifiedb yTNF 2α genesandweretreatedb ymeansoffreezin g,ornot.TheC

andDvaccineweretheH22cellsweremodifiedb yTNF 2αgenesorweretreatedb ymeansoffreezin gornot.Ef 2
fectsofthesefourkindsofvaccinesonanti 2 plant2hepatocarcinomainmicewerecom pared. Results　Effectsof

decreasingtheincidencerateof plant2hepatocarcinoma,ofincreasin gthelevelsoflectin 2inducedIL 22,TNF

froms plenocytes,andthes plenticCTLactivit y,wereallobviousl yseenstron gerinvaccinesmadeu pofH22

cellsmodifiedb yTNF 2αgenesandtreatedb ymeansoffreezin g,thanthatinotherthreekindsofvaccines. Con2
clusion　Methodoffreezin g,after procedureofTNF 2αgenemodif ying,couldraiseu ptheimmuno genicityofthe

tumorcells,thereb yenhancetheanti 2plant2hepatocarcinomaeffectinmiceinducedb ythevaccines.
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　　把 TNF2α基因修饰肿瘤细胞应用在抗肿瘤实验
中已获得了较好的效果[1] 。现代低温生物学研究表

明 ,如果对肿瘤细胞实施冷冻 ,冷冻可使覆盖于肿瘤

细胞表面的唾液酸等变性、破坏 ,从而导致肿瘤细胞

的肿瘤特异性抗原显露 ,免疫原性提高[2] 。为了获

得具有高抗瘤效果的疫苗 ,我们联合应用 TNF2α修
饰和冷冻肿瘤细胞制作成肿瘤疫苗 ,在小鼠中进行抗

肝癌实验研究 ,取得了较理想的效果 ,现报告如下。

1　材料和方法

1.1 　动物　BALB/c 小鼠 125 只 ,雌性 ,体重 20～22

克 ,由中科院上海实验动物中心提供。

1.2 　载体和细胞株 　逆转录病毒载体 LXSN 由美

国华盛顿州立大学 ZFXian g 博士惠赠。小鼠肝癌

H22细胞购自中科院上海药物研究所。H222TNF2α
细胞为经含 TNF2α基因的 L ( TNF2α) SN 缺陷型逆

转录病毒感染的克隆。H222TNF2α细胞持续分泌有
活性 TNF2α1600U/1 ×107cells/ml/24h 。

1.3 　主要试剂 　RPMI1640 培养基由美国 GIBCO

BRL 公司提供 ;MTT 购自 Fluka 公司 ,IL 22 标准品
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由中国药品生物制品检定所提供 ;TNF 2α标准品购
自 Genzyme 公司 ;ConA、PHA 由 Sigma 公司提供 ;51

Cr2铬酸纳溶液购自 Amershan 公司 ,比活度为 0.37

×109～ 1.3 ×109Bq/ml 。

1.4 　疫苗的制备　将 H222TNF2α细胞悬液 (浓度为

1×107cells/ml, 含 10%二甲基亚砜)按每管 1.5ml 的

量 ,分装于冻存小管内 ,拧紧管盖 ,将冻存小管放入普

通冰箱下层 (4℃～8℃) ,约 40min, 接着置于210℃～

220℃冰箱 30～60min, 再于230℃放置 30min 左右 ,然

后在270℃～ 280℃下过夜 ,最后将冻小管投入液氮

保存。第 2d 按常规对冻存细胞进行复苏。然后使

用60Co 照射 (强度为 4000rad ) ,制成疫苗 A,H22 2
TNF2α细胞经上述处理后仍能持续分泌有活性的
TNF2α10d 以上。另外 ,对未经冷冻处理的 H222
TNF2α细胞 (浓度亦为 1×107cells/ml )使用60Co照射

(强度为 4000rad ) ,制成疫苗B,H22 2TNF2α细胞经上
述处理后仍能持续分泌有活性的 TNF2α10d 以上。

对 H22 细胞 (细胞浓度也是 1 ×107 cells/ml )采用上

述的冷冻法和不行冷冻 ,然后使用60 Co照射 (强度为

4000rad )制成疫苗 C和 D。

1.5 　将 125 只小鼠随机分为 A、B、C、D 和 E组 ,每

组 25只。在每只 A、B、C和 D组小鼠左腋窝皮下相

应接种疫苗 A、B、C和 D0.2ml,E 组小鼠则未予接种

疫苗。在第 7d,分别在 A、B、C、D和 E组小鼠右腋窝

皮下接种 H22细胞 ,每只小鼠接种剂量是 :细胞浓度

为 2.5 ×106 cells/ml,0.2ml 。在第 21d, 将各组小鼠

脱颈处死 ,经病理检查 ,计算其接种肿瘤发生率。

1.6 　小鼠脾淋巴细胞 IL22、TNF 的诱生及检测 :参

考文献[3] 。

1.7 　小鼠脾细胞 CTL 活性检测　为了检测小鼠脾

脏 CTL 活性 ,取小鼠脾脏 ,制成脾细胞悬液 ,与60 Co

照射灭活的 H22 细胞共培养 5d, 应用 5h 51Cr 释放法

检测 CTL 对 H22细胞的杀伤活性。

1.8 　统计学处理　应用 t 检验和方差分析。

2　结果

2.1 　小鼠的接种肿瘤发生率　A、B、C、D和 E组小

鼠的接种肿瘤发生率分别为 5/25 (20.00% ) 、14/25

(56.00% ) 、16/25 ( 64.00% ) 、25/25 ( 100.00% ) 和

25/25 (100.00% ) 。表现为 B 组和 C组比较差异无

显著性 ( P >0.05 ) ,D 组和 E组比较差异无显著性

( P >0.05 ) ,但 B组和 C组又分别低于 D组和 E组

( P <0.01 ) ,而 A组又分别低于 B组和 C组 ( P <0.

01) ,见表 1。

2.2 　小鼠脾淋巴细胞 IL22、TNF 诱生水平　表现为

B组和 C组比较差异无显著性 ( P >0.05 ) ,D组和 E

组比较差异无显著性 ( P >0.05 ) ,但 B组和 C组又分

别高于D组和 E组 ( P <0.01 ) ,而 A组又分别高于B

组和 C组 ( P <0.01 ) ,见表 2。
　表 1A 、B、C、D和 E组小鼠的接种肿瘤发生率

组别 n 接种肿瘤发生率

A组 25 5/25 (20.00% ) 3

B组 25 14/25 (56.00% ) 3 3

C组 25 16/25 (64.00% ) 3 3 3

D组 25 25/25 (100.00% )

E组 25 25/25 (100.00% )

　　3与其他组分别比较 P <0.01; 3 3与 A、D和 E组分别比

较 P <0.01, 与 C组比较 P >0.05; 3 3 3与 A、D和 E组分别

比较 P <0.01, 与 B组比较 P >0.05

　表 2A 、B、C、D和 E组小鼠

脾淋巴细胞诱生的 IL22、TNF 水平检测

组别 n
细胞因子水平 ( �x ±s )

IL22 (u/ml ) TNF (u/ml )

A组 25 58.20 ±6.23 3 48.43 ±6.05 3

B组 25 37.59 ±5.37 3 3 34.51 ±5.21 3 3

C组 25 36.33 ±5.22 3 3 3 33.49 ±5.17 3 3 3

D组 25 25.72 ±4.38 21.75 ±4.14

E组 25 25.05 ±4.16 22.06 ±4.05

　　3同项目与其他组分别比较 P <0.01; 3 3同项目与 A、D

和 E组分别比较 P <0.01, 与 C组比较 P >0.05; 3 3 3同项目

与 A、D和 E组分别比较 P <0.01, 与 B组比较 P >0.05

2.3 　A、B、C、D 和 E组小鼠脾细胞 CTL 对 H22 细

胞的杀伤性分别为 (33.54 ±4.02 ) %、(20.16 ±2.

97) %(19.45 ±2.86 ) %、(8.29 ±1.57 ) %和 (8.71 ±

1.69 ) %。表现为 B组和 C组比较差异无显著性 ( P

>0.05 ) ,D组和 E组比较差异无显著性 ( P >0.05 ) ,

但B组和 C组又分别高于 D组和 E组 ( P <0.01 ) ,

而 A组又分别高于 B组和 C组 ( P <0.01 ) ,见表 3。
　表 3A 、B、C、D和 E组小鼠

脾细胞 CTL 对 H22细胞杀伤活性

组别 n 杀伤活性[ ( �x ±s ) %]

A组 25 33.54 ±4.02 3

B组 25 20.16 ±2.97 3 3

C组 25 19.45 ±2.86 3 3 3

D组 25 8.29 ±1.57

E组 25 8.71 ±1.69

　　3与其他组分别比较 P <0.01; 3 3与 A、D和 E组分别比

较 P <0.01, 与 C组比较 P >0.05; 3 3 3与 A、D和 E组分别

比较 P <0.01, 与 B组比较 P >0.05

3　讨论

　　TNF 功能广泛 ,能够通过存在于几乎所有细胞

表面的 TNF 受体介导而发挥作用[4] 。TNF 具有较

强的抑制或杀伤肿瘤细胞的作用。据报道 ,TNF 2α
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基因修饰不同肿瘤细胞后 ,能使肿瘤细胞的致瘤性降

低[5,6] 。作者等人[7]曾报道 ,由于冷冻能提高肿瘤细

胞的免疫原性 ,使用冷冻方法制作出肝癌疫苗 ,用该

疫苗来激活肿瘤浸润性淋巴细胞 ( TIL ) ,TIL 的体外

抗瘤活性得到了明显的提高。因此 ,我们将 TNF2α
基因修饰的肿瘤细胞通过冷冻处理制成疫苗 ,以期通

过 TNF2α基因修饰和冷冻的协同作用提高疫苗的效
能 ,激活体内的特异性和非特异性免疫应答而获得更

强的抗瘤能力。

　　本研究的结果显示 ,用 H22细胞制成的疫苗 (疫

苗 D) ,无明显的抗小鼠接种性肝癌的效能。TNF2α
基因修饰 H22细胞后制成的疫苗 (疫苗 B)和 H22细

胞通过冷冻处理后制成的疫苗 (疫苗 C) ,均能使小鼠

的接种肿瘤发生率明显降低 ,小鼠脾淋巴细胞 IL22、

TNF 诱生水平和脾脏 CTL 对 H22 细胞的杀伤活性

明显增高 ,原因分别可能是 :TNF 2α修饰的 H22细胞

能在局部产生较高浓度的 TNF2α,对 H22 细胞生长

有直接的抑制作用 ,并能提高其机体整体的抗肿瘤免

疫功能 ;H22 细胞通过冷冻处理后 ,冷冻能使覆盖于

肿瘤细胞表面的唾液酸等变性、破坏 ,从而导致肿瘤

细胞的肿瘤特异性抗原显露 ,免疫原性提高 ,进而激

发小鼠机体产生更强的主动性抗肿瘤免疫。而

TNF2α基因修饰 H22细胞后经过冷冻处理制成的疫

苗 (疫苗 A) ,能使小鼠的接种肿瘤发生率进一步降

低 ,小鼠脾淋巴细胞 IL22、TNF 诱生水平和脾脏 CTL

对 H22细胞的杀伤活性进一步提高 ,机理可能是上

述的原因综合的结果。总的来说 ,TNF 2α基因修饰
联合冷冻法处理 H22 细胞 ,可获得高效的抗小鼠肝

癌疫苗。本研究对研制高效的肿瘤疫苗进行了一些

探索 ,为进一步的深入研究提供了有益的理论和实验

依据。
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