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5 18 0 瘤苗和 B C G 抗癌作用及诱发肿瘤细胞凋亡

张艳林 葛兆和 张元杏 王亚平 贾存荣 李文镇

摘要 用 5 180 瘤苗 (可溶性杭原 )及 B C G 皮 内注射治疗荷 瘤 小 鼠
,

显示肿瘤生

长受抑
,

脾脏 C T L 活性增 强
,

与对 照组或单一治疗组 (瘤苗组
、

B C G 组 )相 比 尸 <

0
.

01
,

而荷瘤前 6 天治疗更显著
。

治疗组的瘤组织作超微形态观察
,

有核质凝聚胞浆

固缩等细胞凋 亡的改变
,

作流式细胞术 D N A 直方 图显示在 G l
期前具凋亡特征的 A P

峰较对照 明显升高 尸 < 0
.

01
。

实验显 示
,

瘤苗 B C C 可能通过 C T L 启动细胞凋亡途

径抑制肿瘤生长
。

关键词 瘤苗 ; B C〔; ; 细胞凋亡 ; C T L 细胞

多年来
,

用瘤苗加佐剂治疗恶性黑色素瘤等在

临床取得一定疗效 l[]
,

其价廉
、

安全及制作简易目前

被再次扩大选用并加以改进 2[]
,

但瘤苗 B cG 治疗抑

制肿瘤生长与诱发瘤细胞凋亡关系尚未报道
,

我们

从脾细胞检测 C l l
J

杀伤活性
,

瘤细胞超微形态和流

式细胞仪 ( F C M )分析所出现的细胞凋亡现象
,

提示

免疗可能启动细胞凋亡途径抑制肿瘤生长
。

1 材料

1一 主要试剂 R P M l l 6 4 0 ( iG b co )
3-H dT R ( 中国科

学院原子能研究所 ) 】30 三(卫生部北京生物制品研

究所 )50 m g /

支
,

批号 590 8 2
,

有效期内应用
。

1
.

2 动物及细胞株 N c咒 4/ 图小鼠雌性
,

6 一 8 周

龄 (华北制药厂动物中心提供 ) 5 180 腹水型 (北京

药物研究所提供 )
。

1
.

3 瘤苗 参照文献 lj[
,

细胞 3 只 10 “ m/ 1经冻融等

提取
,

用 I刀wr y 氏法测定蛋白为 l m g / 111 1
。

1
.

4 瘤苗 B O 三的应用及治疗观察 5 180 细胞腋

部皮下注射 0
.

2 m l( 3 只 10 6 / 只 )
,

实验分 5 组每组 8

只
,

分别给予皮 内注射瘤苗 50 咫识
,

B C C l oo 昭识
或荷瘤前 6 天注射瘤苗 1艾1二

,

对照注射 H a rl
ks 液

,

瘤

苗治疗
:

皮 内注射 瘤苗 50雌月30 ; 治疗 皮 内注射

B C G l oo 雌
,

13 天用卡尺测量肿瘤大小 (用两垂直方

向直径相乘积表示 ) 同时取脾脏作 c 1
、

1
洲

活性测定
,

取瘤组织作超微形态观察和流式细胞术分析

其与适量 5 180 可溶性抗 原 (瘤 苗 ) 混合
,

置 于含

10 % F C S 的 R l
〕
M l l 6 4 0 中

,

脾细胞浓度为 2 x 1 0 6 /

ml
,

置 37 ℃ 5 % (工毛中孵育 6 天后测 C r L 活性
。

1
.

6 C T I
J

活性的测定 用 3 H 一

dT R 在实验室常规

方法进行 [3 ]
,

靶细胞为 S r8 0 E汀 = 10 0 : l
。

1
.

7 超微形态观察 剖取荷瘤小鼠瘤块边缘及其

周围组织
,

投入 2
.

5 %戊二醛中固定
,

按电镜常规制

样方法作电镜检查
。

1
.

8 流式细胞术分析 按文献报道的原理和方法
,

将瘤块研磨洗涤
,

4℃ 70 % 乙醇固定
,

经 E 13 一步插

人 1〕N A 染色法
,

用 1互) F A C别 20 流式细胞仪
,

数据

输人 D l
〕30 0 G 刀l s e rt 计算应用软件处理作细胞周期

分析
,

根据 D N A 组方 图 中出现 的亚 lG 峰
,

计算凋

亡细胞百分数
。

2 结果

2
.

1 瘤苗 I贾I 奋对肿瘤生长的影响
,

皮下接种瘤细胞

后 13 天
,

全部小鼠均出现肿瘤 (表 1) 治疗组肿瘤生

长显著减慢
,

明显低于对照组或单一治疗组 (瘤苗组

或 1贾义乡组 )尸 < 0
.

01
,

于荷瘤前 6 天治疗小鼠肿瘤抑

制更显著
,

可见瘤苗 1贾13早期治疗可取得更佳疗效
。

表 1 瘤苗 13C ( ; 对肿瘤生长的抑制作用

肿瘤大小 ~
抑瘤率

苏 士 s %

们侧115

n两O门n凸OCOn

肿瘤抑制率 = ( 1 治疗组平均瘤大

荷瘤对照组平均瘤大
) 只 100 %

S C 】
,

L 活性的诱导 取小鼠脾脏制成悬液
,

将

作者单位
: 0 50 0 71 石家庄

,

河北省血液中心 (张艳林
、

贾存荣 ) ;华北制药厂 (葛兆和 ) ;河北医科大学 (张元杏
、

李

文镇
、

王亚平 )

A瘤苗十孩 ) 治疗组

B瘤苗 + 残艾荀天前治疗组

C瘤苗治疗组

Dl洲1子治疗组

E H出 1畴
,

对照组

155士30
任 苍 普

85士25

230士30

195士35

260士55

25
.

0

*

与对照 H u此
,

组比 P < 0
.

01
* *

与瘤苗治疗组比尸< 0
.

0 1
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天治疗组升高更明显
,

可 见瘤苗 1艾艾二能有效激活

C T L 细胞杀瘤活性
。

2
.

3 超徽形态观察瘤苗 B C G 诱发瘤细胞凋亡

未经治疗瘤组织中瘤细胞核大且不规则
,

核内散有

染色质
,

有核仁
,

有的核呈有丝分裂状态
,

治疗组瘤

细胞体积缩小
,

胞浆固缩
,

核质凝聚边集或成 团块

状
,

呈典型细胞凋亡的形状改变
,

有的癌区可见到崩

解的瘤细胞外
,

微血管也严重破坏
,

也可见淋巴样细

胞与瘤细胞紧密接触
,

提示瘤苗 」3CG 治疗可 以通过

免疫效应 C l ,1
、

等攻击
,

诱发瘤细胞凋亡
。

(图 2 一

4 )
。

2
.

4 流式细胞术分析瘤苗 B C G 诱发瘤细胞凋亡

q M 期细胞百分率 明显降低
,

I〕N A 直方图显示在

lG 期以前出现的 D N A 含量为凋亡细胞特有的 AP
峰

,

计算出凋亡细胞百分比
,

治疗组 A l )

峰明显较对

照组为高 尸 < 0
.

01 (表 2 图 5 )
,

各组 1〕N A 含量无显

著差异提示
,

瘤苗 B C ( ; 治疗诱发细胞凋亡在抑制肿

瘤中起重要作用
。

羚必的钓协

沙称

图 l 瘤苗 B C G治疗后荷瘤小鼠脾细胞的 门
,

1
_

活性
A 瘤苗 B IX ; 治疗 B 瘤苗 BC (拓 天前治疗

C B L洲三治疗 D 瘤苗治疗 E 对照

2
.

2 瘤苗 1汇G 治疗对 c 1
,

L 活性的影响 如图所

示
,

治疗组脾脏 C 】
,

L 细胞毒活性明显较对照组和单

一治疗组 (瘤苗组
、

B C C 组 )高 尸 < 0
.

0 1
,

而荷瘤前 6

4 汤 2 `̀
.

}
··

}}}
. 右. . 0 口泊分分

卜卜卜

,

{
’’
一一

八八
’’’

{
么 rrr

。。

八 ……… }
、、

川川 犯八 -----1 又八
`

.

_
,,

,, 1
.

、 ~ _
___

{ {{{

D耳 A 宜方口

图 5 瘤苗 丁厂 (
,

治疗 } J \ 八 分布

表 2 瘤苗 B C C 对 5 1 80 细胞周期的影响 ( % )

组别
细胞周期的分布

场 M

A P峰

细胞凋亡

对照组

瘤苗 + 玖 )G 治疗组

6 7
.

5

6 6
.

4

15
.

3

2 1
.

0

l 7

l 3

1 9

4 8
.

、 与对照组相 比 尸 < 0
.

01

3 讨论

瘤苗作肿瘤主动特异性免疫治疗已有相当长历

史 1j[
。

提高肿瘤抗原性及增强机体免疫反应性研究

的关键
,

已证明
,

可溶性肿瘤表面多肤抗原可直接作

用宿主免疫系统
,

使免疫细胞激活
,

佐剂 B O 弓可从

多方面提高机体免疫功能
,

但在单一治疗组 (瘤苗

组
、

B C G 组 )其抗癌功能阻抑
,

将瘤苗与 B O 三合用才

确实起到了激发机体全身和局部抗癌效应
。

流式细胞术 1 ) N A 直方图治疗组瘤细胞显示其

凋亡细胞特征的 A l
〕

峰明显升高 尸 < 0
.

01
,

而各组

I〕N A 含量无显著差异
。

提示肿瘤细胞凋亡减少导

致细胞数相对的增多
,

超徽结构形态
,

治疗组瘤细胞

除死亡崩解外
,

多数瘤细胞 明显缩小
,

核质凝聚边

集
,

胞浆固缩等细胞凋亡的改变
,

这与瘤细胞坏死细
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胞核 肿 胀 ( 溶 酶体 溶 解 ) 不 同
。

本 实 验 结 果 与

Daz r
yn k iw ez c i[] #及 K

e
rr[js 细胞凋亡在超微形态及流

式细胞术分析报道一致
。

C T L在抗肿瘤中发挥极

重要作用 [] 0
,

本试验治疗组 C T L 活性较对照组和单

一治疗组 (瘤苗组
、

B CG 组 )明显提高显示
,

可溶性

肿瘤抗原具较强免疫原性
,

在 B C G 激活的 M中等细

胞协助下更易被 T 细胞 T C R 识别诱导出特异杀伤

性 T 细胞叮 L
,

H e u , dl[] 最近报道 C 日
_

可诱导肿瘤

细胞内 1〕N A 内切酶
,

与 (月
,

L 穿孔素协 同诱发瘤细

胞凋亡
。

免疫佐剂 I艾二( ; 可提高 M中细胞递呈抗原
,

活化 C ll
“

及 M 争细胞
,

增加细胞因子 1
、

N F 等分泌
,

使瘤细胞 D N A 降解诱发瘤细胞凋亡 8[]
。

而瘤组织

微血 管 破 坏 又可 使 瘤 组织 崩解
。

本试 验 支 持

盯 L川
、

M小细胞及 T N F 等启动细胞凋亡过程
,

并认

为这在瘤苗 1贾二G 诱导的抑制肿瘤生长中发挥重要

作用
,

实验中瘤苗 1艾艾二于荷瘤前 6 天治疗其抑瘤作

用
、

C T L 活性均较治疗组更显著
。

提示
:
及 早应用

瘤苗
,

治疗适合肿瘤早期患者可能起到较好的防治

肿瘤功效
,

而瘤苗制作简易
、

价廉
、

安全可望推广应

用
。

(本文图 2一 4 见封 4)
。
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