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光动力法制备抗小鼠犎２２肝癌的肿瘤疫苗
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（天津医科大学１ 生物医学工程系激光医学实验室，２ 眼科中心检验科，天津３０００７０）

摘要　研究了光动力疗法（ＰＤＴ）制备的抗小鼠 Ｈ２２肝癌肿瘤疫苗的抗瘤效应。将昆明鼠６０只，随机分为２组，每

组３０只。实验组取６～１２周龄的昆明鼠背部皮下接种光动力疗法产生的疫苗，每３天注射一次，每次注射５０μＬ

（相当于３×１０５个细胞），连续两周。隔一周于第２２天注射 Ｈ２２肿瘤细胞悬液０．１ｍＬ（１×１０６个细胞）；对照组：每

周每次注射５０μＬ生理盐水，连续两周。隔一周于第２２天注射 Ｈ２２肿瘤细胞悬液０．１ｍＬ（１×１０
６个细胞）。比较

两组的抑瘤率、生存率以及两组之间免疫学的相关指标。结果表明，实验组小鼠具有显著的抑瘤效果，抑瘤率、生

存率较对照组有显著提高。实验组肿瘤抑瘤率最高可达６０％且长期有效，１００天生存率达５６％。说明光动力疗法

产生的抗小鼠 Ｈ２２肝癌疫苗可以有效地抑制肿瘤生长，提高荷瘤小鼠的生存率，具有明显的抗瘤效应。该方法可

能成为一种辅助性治疗肿瘤的手段而应用于临床。
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１　引　言

　　光动力疗法（ＰＤＴ）是将一定波长的激光和光敏

剂相结合的治疗肿瘤的方法［１］。国外大量的临床实

验研究表明光动力疗法可以增强机体的免疫反应，
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但是机制尚不清楚［１，２］。国内也有关于光动力疗法

可以调节Ｌｏｕｉｓ肺瘤小鼠免疫功能的研究
［３］。另有

研究报道，光动力疗法可以刺激一些炎性因子的表

达，其中包括肿瘤坏死因子α，白介素６和白介素１

等［１，４～７］。

虽然，目前大多数的研究主要集中在应用基因

工程技术或者肿瘤相关抗原诱导 ＤＣ制备肿瘤疫

苗［８～１１］。但是基因工程技术或者肿瘤相关抗原诱

导ＤＣ制备的肿瘤疫苗大部分仍处于实验研究阶

段，而且Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ等
［８］指出这些方法大规模实现

免疫是不切实际的。而光动力疗法是一种治疗肿瘤

的新方法，光动力疗法制备肿瘤疫苗越来越展现出

良好的应用前景，已经逐渐成为肿瘤治疗领域一个

新的研究热点。而激光光源、光敏剂的选择和剂量

等参数对光动力疗法效果有着至关重要的影

响［１２，１３］。

２　材料与方法

昆明种小鼠６０只，清洁级。鼠龄６～１２周，体

重１８～２０ｇ，雌雄各半，天津动物实验中心提供。

小鼠肝癌瘤株从中国医学科学院肿瘤研究所引进。

血卟啉单甲醚（ＨＭＭＥ）为上海红绿光敏剂研究所

有限公司产品。半导体激光器，波长６３０ｎｍ，石英

光纤传输，光纤芯径４００μｍ，天津医科大学激光医

学实验室研制。

用１６４０加１０％胎牛血清和抗生素，体外培养

Ｈ２２肿 瘤 细 胞，向 细 胞 培 养 液 中 加 入１５０μｇ

ＨＭＭＥ浓度３０μｇ／ｍＬ，经过３ｈ培养；随后将细胞

１×１０７／ｍＬ移入不含有ＨＭＭＥ的培养液中培养２０

～３０ｍｉｎ；将肿瘤细胞置入不含有血清的培养液中，

采用６３０ｎｍ的激光照射肿瘤细胞（激光的能量密度

约０．８～１Ｊ／ｃｍ
２）培养２４ｈ后，将收集到的细胞和上

清液离心去除细胞碎片和任何残留活着的细胞，得

到的液体冷冻－７０℃保存，以供疫苗注射使用。

昆明鼠随机分为２组，每组３０只。实验组光动

力疗法产生的疫苗每３天注射一次，每次注射５０μＬ

（相当于３×１０５个细胞），连续两周。一周以后再注

射Ｈ２２肿瘤细胞悬液０．１ｍＬ（１×１０６个细胞）；对照

组每周每次注射５０μＬ生理盐水，连续两周。一周

以后再注射Ｈ２２肿瘤细胞悬液０．１ｍＬ（１×１０６个细

胞）。

每天观察各组小鼠瘤体的生长情况。每２～３

天测定计算一次瘤体体积，观察１００天或者瘤体体

积大于４００ｍｍ３。测量方法为用游标卡尺按直角测

量肿瘤的长轴和短轴，最后计算肿瘤体积犞 ＝

１

２
犪犫２，犪为长轴，犫为短轴。根据犞 计算出肿瘤体积

抑瘤率

抑瘤率 ＝

对照组肿瘤体积－实验组肿瘤体积
对照组肿瘤体积 ×１００％

准确记录每只小鼠死亡时间，计算各组小鼠的生存

率。

在最后一次接种疫苗一周后，分别对实验组和

对照组的１５只小鼠眼眦血１ｍＬ进行流式细胞分

析，然后处死。分别检测 ＣＤ４＋，ＣＤ８＋，ＣＤ１９＋ 细

胞，实验结果以均数±标准差 （犡±狊）表示，观察两

组的免疫学指标。

３　结　果

３．１　体积抑瘤率曲线

图１为抑瘤率变化曲线，表明在动物肿瘤模型

中光动力疗法制备的疫苗对肿瘤动物模型具有很好

的保护性，在很大程度上可以有效抑制肿瘤的生长，

体积抑瘤率最高可以达到６０％，而且抑瘤时间持续

长久。

图１ 体积抑瘤率随时间的变化曲线

Ｆｉｇ．１ Ｒｅａｌｔｉｍｅｖａｒｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆａｎｔｉｔｕｍｏｒｒａｔｅ

图２ 肿瘤体积小于４００ｍｍ３ 小鼠的百分比随时间的

变化曲线

Ｆｉｇ．２ Ｒｅａｌｔｉｍｅｖａｒｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎ４００ｍｍ３

３．２　实验组和对照组生存率曲线

对照组１５只小鼠均于４０天左右死亡；而实验

组小鼠生存期明显延长，至１００天生存率为５６％

（见图２）。
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为了检测光动力疗法制备的肿瘤疫苗是否具有

特异性，用抗 Ｈ２２肿瘤疫苗免疫小鼠后，接种Ｓ１８０

瘤株，发现其对接种Ｓ１８０瘤株的小鼠没有任何抑制

作用，表明光动力疗法制备的肿瘤疫苗具有特异性。

３．３　实验组和对照组流式细胞分析结果

为了进一步了解机体经过光动力疗法制备的疫

苗处理后的反应，采用流式细胞仪对小鼠的眼眦血

进行免疫学细胞计数分析，实验结果以 ＣＤ４＋，

ＣＤ８＋，ＣＤ１９＋细胞所占百分比表示，如表１所示。

采用方差分析的方法比较实验组和对照组ＣＤ４＋，

ＣＤ８＋，ＣＤ１９＋细胞数百分比之间的差异，所有统计

学分析采用统计分析软件ＳＰＳＳ１１．０完成，假设检

验水准为０．０５。

表１ 实验组和对照组免疫学指标检测值 （犡±狊）

Ｔａｂｌｅ１ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｅｘｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犡±狊）

Ｉｎｄｅｘ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ／％ Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ／％

ＣＤ４＋ ３９．１５±３．１８ ２８．６７±２．８７

ＣＤ８＋ ２３．１８±３．３９ １４．７９±１．７２

ＣＤ１９＋ ３６．１１±３．３５ ２４．７９±３．０２

　　Ｎｏｔｅ：犘＜０．０５．

４　讨　论

实验组的ＣＤ４＋，ＣＤ８＋，ＣＤ１９＋细胞数明显高

于对照组，分别提高了３６．５％，５６．７％，４５．６％，且差

别具有统计学意义。我们知道，细胞免疫对肿瘤的

排斥占有极其重要的地位，其中ＣＤ４＋和ＣＤ８＋淋巴

细胞都能识别肿瘤细胞，而ＣＤ８＋淋巴细胞还可通

过溶解作用直接杀伤许多肿瘤细胞，因此是抗肿瘤

的主要效应细胞。实验组ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞数高

于对照组，说明在光动力疗法条件下制备的肿瘤疫

苗启动了机体的细胞免疫系统，而ＣＤ１９＋升高可能

是Ｔ淋巴细胞活化、增殖和分化为效应辅助细胞

（ＴＨ）。ＴＨ细胞可以通过抗原桥与Ｂ细胞相互作

用，促使Ｂ细胞活化，增殖分化。实验组小鼠体内

ＣＤ４＋，ＣＤ８＋，ＣＤ１９＋细胞数的增加，证明小鼠机体

免疫力增高，从而达到抑制肿瘤生长的目的，使得实

验组小鼠的抑瘤率、生存率明显高于对照组。

５　结　论

ＳａｎｄｒａＯ．Ｇｏｌｌｎｉｃｋ，ＭｌａｄｅｎＫｏｒｂｅｌｉｋ等采用

血卟啉衍生物（ＨｐＤ）制备肿瘤疫苗也显示出一定

的抗肿瘤效应，由于４８～７２ｈ的时候 ＨｐＤ在肿瘤

细胞内的浓度最高，所以这种光动力疗法制备的肿

瘤疫苗需要７２ｈ左右
［１４，１５］，本文选择 ＨＭＭＥ作为

光敏剂可以缩短肿瘤疫苗制备时间在４ｈ左右。

ＨＭＭＥ属于国产第二代光敏剂，价格便宜且更加

符合理想光敏剂的特点，而且对肿瘤细胞更有选择

性，与国外的第二代光敏剂相似，表现为光敏期短，

作用的光波波长较长，因而增加了作用的深度，产生

的单态氧较多，而单态氧浓度的高低对光动力疗法

的效果有着直接的影响［１６］。因此选择 ＨＭＭＥ为

光敏剂，以波长６３０ｎｍ激光作为光源，制备抗 Ｈ２２

肝癌小鼠肿瘤疫苗，观察实验组的抗瘤效应。结果

显示，光动力疗法制备的肿瘤疫苗具有明显的抗肿

瘤效果，可以明显抑制肿瘤生长。

光动力疗法制备的肿瘤疫苗，在不久的将来也

许可以作为一种治疗手段应用在肿瘤治疗方面。实

验研究应用光动力疗法制备肿瘤疫苗，并将其应用

于小鼠肝癌实验且获得了成功，为进一步临床实验

提供了重要的参数和依据。但是疫苗的制备以及进

一步纯化是一个很复杂的问题，值得进一步深入研

究。
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