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［摘要］　目的：利用ＬＮＣａＰ前列腺癌裸鼠模型，观察ＰＳＡ特异性树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）瘤苗（ＰＳＡＤＣ）体外诱导的

ＣＴＬ体内过继输入的抗肿瘤效果。方法：采用裸鼠皮下接种ＬＮＣａＰ细胞的方法建立ＬＮＣａＰ前列腺癌荷瘤裸鼠模型；应用前

期制备好的ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ、ＬｙｓＤＣ及ＰＳＡＤＣ瘤苗体外诱导抗原特异性ＣＴＬ细胞，并在ＬＮＣａＰ细胞接种第１５天模型制

备成功时首次将体外诱导的抗原特异性ＣＴＬ细胞经尾静脉过继输入小鼠体内，７ｄ后重复输入１次。以初次治疗后５０ｄ为终

止点，观察肿瘤生长情况；观察各组荷瘤裸鼠的存活情况。结果：过继输入治疗后第３０、５０天，ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ、ＬｙｓＤＣ及

ＰＳＡＤＣ组瘤体明显大于肿瘤细胞接种第１５天（Ｐ＜０．０１）；ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组瘤体明显小于ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组（Ｐ＜０．０１）。

在观察期间内，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组裸鼠生存时间明显长于ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组（Ｐ＜０．０１）。结论：前列腺癌瘤苗ＰＳＡＤＣ体

外诱导的ＰＳＡ特异性ＣＴＬ细胞过继输入可抑制裸鼠体内ＬＮＣａＰ肿瘤生长，提高裸鼠生存时间。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（５）：５２１５２３］

　　肿瘤相关抗原和树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，

ＤＣ）的联合应用为肿瘤免疫治疗提供了新的研究方
向，以ＤＣ为基础的肿瘤免疫治疗策略成为目前研
究的热点［１３］。我们的前期研究［４］成功构建了前列

腺癌 ＰＳＡ 特异性 ＤＣ 瘤苗（ＰＳＡＤＣ），其诱导的

ＣＴＬ细胞体外能有效杀伤ＬＮＣａＰ细胞，但对其体
内抗肿瘤活性仍不清楚。因此，本研究采用皮下接
种ＬＮＣａＰ细胞的方法建立ＬＮＣａＰ前列腺癌荷瘤裸
鼠模型，过继输入ＰＳＡＤＣ体外诱导得到的ＰＳＡ特
异性ＣＴＬ，观察ＣＴＬ过继免疫治疗对裸鼠体内ＬＮ
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ＣａＰ肿瘤生长以及荷瘤裸鼠生存期的影响，进一步
验证ＰＳＡＤＣ瘤苗的体内抗肿瘤效应。

１　材料和方法

１．１　 动物来源及处理 　 雄性 ４～５ 周龄裸鼠
（ＢＡＬＢ／ｃ，ｎｕ／ｎｕ）购于中国科学院上海实验动物研
究所。动物饲养及实验操作在第二军医大学实验动
物研究中心、第二军医大学免疫学研究所动物中心
完成，二者均属于ＳＰＦ级动物实验室，灭菌处理的水
和饲料供动物自由摄取。

１．２　ＬＮＣａＰ皮下荷瘤裸鼠模型的建立　以含１０％
ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）在体外
大量扩增人前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞（ＡＴＣＣ公司）；取
对数生长期、生长状态良好的ＬＮＣａＰ细胞，０．２５％
胰酶室温消化０．５ｍｉｎ，加入含１０％ ＦＢＳ的培养液
终止消化，２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集细胞；用ＰＢＳ洗
涤２次后重悬，细胞计数，调整密度至２×１０７／ｍｌ。
以每只５×１０６／２００μｌ的细胞密度皮下接种于裸鼠
背部或右肩胛部，观察肿瘤发生时间及生长情况。

１．３　抗原特异性ＣＴＬ的诱导

１．３．１　ＤＣ瘤苗的制备　参照前期研究［４］的方法制

备抗原特异性的ＤＣ瘤苗。依不同抗原成分，ＤＣ瘤
苗分为４组：ＮｏｎＤＣ瘤苗（未加入抗原，阴性对照
组），ＯｖａＤＣ瘤苗（无关抗原ｏｖａｌｂｕｍｉｎ１０μｇ／ｍｌ冲
击，阳性对照组），ＰＳＡＤＣ瘤苗（ＰＳＡ融合蛋白１０

μｇ／ｍｌ冲击），ＬｙｓＤＣ瘤苗（肿瘤裂解物冲击）。

１．３．２　ＤＣ瘤苗体外诱导抗原特异性ＣＴＬ　参照
前期研究［４］的方法体外诱导抗原特异性ＣＴＬ。按

ＣＴＬ来源，抗原特异性 ＣＴＬ分为：ＮｏｎＤＣ／ＣＴＬ、

ＯｖａＤＣ／ＣＴＬ、ＬｙｓＤＣ／ＣＴＬ和ＰＳＡＤＣ／ＣＴＬ。

１．４　ＣＴＬ过继免疫治疗效果观察

１．４．１　ＣＴＬ过继免疫治疗　裸鼠接种ＬＮＣａＰ后
第１５天，即模型制备成功时作为过继免疫治疗的开
始。４０只荷瘤裸鼠随机分为４组（ｎ＝１０）：ＮｏｎＤＣ／

ＣＴＬ、ＯｖａＤＣ／ＣＴＬ、ＬｙｓＤＣ／ＣＴＬ和ＰＳＡＤＣ／ＣＴＬ
组。将ＣＴＬ细胞１×１０７／１００μｌ经尾静脉注射于荷
瘤鼠瘤体内，７ｄ后重复注射１次，２次治疗后不再给
予ＣＴＬ输注。

１．４．２　疗效观察　实验各组在第２次ＣＴＬ注射后

７ｄ处死３只动物，取肿瘤组织进行 ＨＥ染色，观察
肿瘤坏死情况、瘤体内及瘤体周围淋巴细胞浸润情
况。以初次治疗后５０ｄ为终止点观察肿瘤生长情
况，瘤体大小以游标卡尺测量并记录肿瘤的长轴（ａ）
及短轴（ｂ），其乘积代表肿瘤大小。观察过继输入治
疗８５ｄ内各组荷瘤裸鼠存活情况，记录每只受试裸

鼠的生存天数。

１．５　统计学处理　采用方差分析，数据以珚ｘ±ｓ表
示，采用ｔ检验比较治疗前后的差异，Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＬＮＣａＰ荷瘤裸鼠模型的制备情况　裸鼠皮下
接种肿瘤细胞后第１５天时，各实验组均可触及实体
瘤，瘤径１．５～２．５ｍｍ，４５ｄ左右出现恶液质；在

２３～２８ｄ，５只裸鼠皮下肿瘤突出有包块形成，直径

１．０～２．０ｃｍ。自荷瘤裸鼠体内摘除的皮下实体瘤
大体可见包膜完整，与周围组织分界清晰，瘤体表面
密布增生血管，表明ＬＮＣａＰ荷瘤裸鼠模型制备成
功。

２．２　ＣＴＬ过继免疫治疗后肿瘤大小的变化　与对
照组比较，经第２次治疗后ＬｙｓＤＣ及ＰＳＡＤＣ组肿
瘤增长缓慢，维持较长时间的抑制状态。肿瘤大小
测定结果见表１：治疗后第３０天，ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ、

ＬｙｓＤＣ及ＰＳＡＤＣ组瘤体明显大于治疗前（０ｄ），
（Ｐ＜０．０１）；而 ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组瘤体明显小于

ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组（Ｐ＜０．０１）。治疗后第５０天，

ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组瘤体明显小于ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ
组（Ｐ＜０．０１）。ＮｏｎＤＣ与 ＯｖａＤＣ组肿瘤大小，

ＬｙｓＤＣ与ＰＳＡＤＣ组肿瘤大小均无统计学差异。

表１　治疗前和治疗后各组小鼠瘤体的变化

Ｔａｂ１　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｍｍ×ｍｍ，ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｔ／ｄ

０ ３０ ５０
ＮｏｎＤＣ ２２．４±２．７ １５２．３±７．４５４７．６±２３．２

ＯｖａＤＣ ２０．６±３．３ １４５．４±６．５５３７．４±１８．２

ＬｙｓＤＣ ２１．５±３．５ ７８．８±５．４１８０．３±１０．４

ＰＳＡＤＣ ２３．３±３．２ ７５．３±４．７１７１．９± ８．９

　Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｄａｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．３　ＣＴＬ过继免疫治疗后肿瘤病理学检查　结果
（表２）表明：输入来源于ＬｙｓＤＣ及ＰＳＡＤＣ刺激诱
导的ＣＴＬ，可见肿瘤组织内出现片状坏死，细胞崩
解，核固缩；瘤体内和瘤体周围可见局部淋巴细胞浸
润，效果优于ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组。

２．４　荷瘤小鼠生存时间的比较　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生
存曲线（图１）显示，ＬｙｓＤＣ、ＰＳＡＤＣ组间裸鼠生存
时间明显长于 ＮｏｎＤＣ、ＯｖａＤＣ组，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。ＬｙｓＤＣ与ＰＳＡＤＣ组，ＯｖａＤＣ
与ＮｏｎＤＣ组裸鼠生存时间均无统计学差异。
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表２　ＣＴＬ过继免疫治疗后各组小鼠肿瘤组织病理学改变

Ｔａｂ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｕｍｏｒｓａｆｔｅｒａｄｏｐｔｉｖｅ

ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｗｉｔｈＣＴＬｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆ
ｔｕｍｏｒｍａｓｓ

Ｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

Ｐｅｒｉｔｕｍｏｒａｌ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ＮｏｎＤＣ ± ± －
ＯｖａＤＣ ± ± －
ＬｙｓＤＣ   
ＰＳＡＤＣ   

图１　各组荷瘤裸鼠ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线

Ｆｉｇ１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３　讨　论

　　ＬＮＣａＰ细胞是一种在裸鼠体内具有高成瘤率
的人源前列腺癌细胞，是雄激素敏感、中等程度分泌

ＰＳＡ的前列腺癌细胞株，适合应用于雄激素依赖型
前列腺癌中的研究，一般采取在裸鼠皮下和前列腺
原位接种建立不同的前列腺癌动物模型［５６］。本研
究采用裸鼠皮下接种的方法成功建立了ＬＮＣａＰ前
列腺癌裸鼠模型，致瘤率达９０％。研究结果显示这
种方法具有操作简单，肿瘤表浅，便于观察，成瘤期
短，肿瘤生长速度较快等优点。

　　抗原特异性自体ＣＴＬ具有肿瘤抗原特异性，存
活时间长，且具有进一步增殖能力，可分泌细胞因子
激活非特异性肿瘤免疫，并具有一定的免疫记忆功
能；由于产生于体外，可有效打破肿瘤宿主的免疫抑
制状态和肿瘤微环境存在的抑制因素，疗效显著［７９］。
本研究发现负荷ＰＳＡ或肿瘤细胞裂解物的成熟ＤＣ
体外诱导产生的肿瘤特异性ＣＴＬ经过继输入荷瘤裸
鼠后，肿瘤生长缓慢，治疗组肿瘤体积明显小于各对
照组（Ｐ＜０．００１），治疗组裸鼠生存期也高于各对照组
（Ｐ＜０．０１）。裸鼠不具备Ｔ细胞免疫功能，４～６周龄
时裸鼠体内存在Ｂ细胞和ＮＫ细胞免疫缺陷，可以推
测过继输入的治疗效果与外源性ＰＳＡ特异性ＣＴＬ对
肿瘤细胞的杀伤抑制作用直接相关。负载无关抗原

ＤＣ（ＯｖａＤＣ）诱导的ＣＴＬ不具备杀伤ＬＮＣａＰ肿瘤活
性，说明外源性ＣＴＬ杀伤活性具有ＰＳＡ特异性。肿

瘤病理变化提示外源性ＰＳＡ特异性ＣＴＬ可进入瘤体
周围、瘤体内部杀伤肿瘤。研究结果表明，ＰＳＡ是前
列腺癌免疫治疗的一个有效的靶向抗原；通过ＰＳＡ
ＤＣ体外诱导产生的抗原特异性ＣＴＬ具有明确的体
内肿瘤细胞杀伤活性［１０］。

　　应该看到，ＰＳＡ特异性ＣＴＬ在体内显著抑制表
达ＰＳＡ抗原的ＬＮＣａＰ肿瘤生长，但肿瘤并未完全
消退。尽管我们采用了二次输注ＣＴＬ，但疗效有限，
小鼠仍然是带瘤生存，肿瘤继续生长最终导致受鼠
死亡［７９］。因此，后续研究仍需要针对上述问题进行
改进，在不破坏ＤＣｓ体内免疫调控功能，不增加ＤＣ
瘤苗免疫原性的基础上进一步开发更有效的瘤苗。
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