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&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗对小鼠肝癌的治疗作用!探讨
!

&榄香烯抗肿瘤的免

疫机制" 方法$制备
K04-IG

小鼠脾脏来源的
H%

并鉴定其表型!以
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小鼠来源的肝癌细胞株
K6:
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%
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#简称
K6:

$为靶细胞!募集富含肿瘤%信息&的抗原载体'自噬小体!制备
H%IHJ@--4,

疫苗"

预先免疫小鼠!分设对照组(

!

&榄香烯组(疫苗组(联合组!对照组皮下(腹腔注射
MKN

!

!

&榄香烯组和联合组

连续
7

天腹腔注射
!

&榄香烯
=" ?DI

#
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)
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$!疫苗组和联合组分别在第
#

天淋巴结注射疫苗!第
$

(

=

天皮

下注射疫苗!第
#"

天处死小鼠!无菌获得小鼠脾脏!制备悬液!分设不加刺激和
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刺激组!孵育
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法检测上清中
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&

"

的含量" 另外给予联合组小鼠脾细胞不同刺激!分设对照组(

HJ@--4,

组(
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组(疫苗组!孵育
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法检测上清中
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的含量" 建立小鼠肝癌荷瘤模型!分为对照组(

!

&榄香烯

组(疫苗组(联合组!治疗方式同上免疫方式!观察各组小鼠的肿瘤大小及生存期!第
!$

天处死小鼠!剥取肿

瘤组织经
Q>

染色!光学显微镜观察肿瘤组织病理形态学表现" 结果$体外检测发现不同方式免疫后小鼠

中!联合组
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分泌量明显高于其他组#

M R"

%
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&榄香烯组(疫苗组高于对照组#

M R"

%
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$*给予免疫

后小鼠脾细胞不同刺激!发现疫苗组(

H.@--4,

组均能刺激脾细胞分泌大量
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&

"

#
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%
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$!当
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&榄香烯刺

激浓度
#" #DI?:

时!
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分泌明显增多#
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%
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$*体内观察发现联合组小鼠肿瘤生长速度明显减慢!瘤

表面积(生存期与其他组相比均有统计学差异#
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$!肿瘤组织
Q>

染色可见周围结缔组织包裹紧密完

整!大量炎性细胞浸润" 结论$
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疫苗能够诱导特异性免疫细胞分泌细胞因子功

能增强!从而发挥抗肿瘤作用!其免疫效应基础可能与增强
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抗原递呈功能有关"
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$$肝癌是恶性程度极高"预后极差的恶性肿瘤之一"

严重威胁人类健康' 在肿瘤发生(发展过程中"肿瘤抗

原不能有效呈递给
(

细胞是导致免疫逃脱的重要原因

之一' 树突状细胞$

P,CS.@S@G G,44

"

H%

%是目前研究

发现的体内最强的抗原递呈细胞$

0CS@D,C

&

U.,A,C

&

S@CD

"

LM%

%' 自噬小体 $

P.@UA @C -4,-A

"简称
HJ@-

&

-4,

%是肿瘤细胞)递交*肿瘤抗原的有效载体之一"

LM%

交叉递呈源自自噬小体抗原"并诱导细胞免疫应

答的效果明显强于灭活肿瘤细胞和可溶性蛋白+

#

,

'

!

&榄香烯是从姜科植物莪术中提取的抗癌有效成分"

其有效生物活性能降低肿瘤细胞的有丝分裂"诱发肿

瘤细胞凋亡"抑制肿瘤生长"还能作用细胞膜"使肿瘤

细胞破裂"改变和增强肿瘤细胞的免疫原性"诱发和促

进抗体对肿瘤细胞的免疫反应+

!

,

' 前期实验已经证

明
!

&榄香烯可以增强
H%

表面多种免疫相关的共刺

激因子的表达"更有利于
H%

呈递外源性抗原以及激

活
(

细胞"使机体更好地发挥免疫监视和免疫应

答+

$

,

' 本研究主要探讨
!

&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗治疗小鼠肝癌的免疫机制'

材料与方法

#

$动物及细胞株$

K04-IG

雌性小鼠"清洁级"

F

(

9

周龄"购自扬州大学实验动物中心"生产许可证#

N%`_

$苏 %

!""7

)

"""#

& 小鼠
K6:#*>L

%

7J

%

#

$

K6:

%肝癌细胞株由东南大学免疫实验室冻存'

!

$试剂及仪器$

!

&榄香烯购自大连华立金港药

业有限公司"批号#

"8"<!9#

&酪氨酸激酶受体
$

配体

$

+*N

&

4@O, S1.3A@C, O@C0A,

&

$ 4@D0CP

"

+4S$:

%和粒细

胞集落刺激因子 $

[.0C/43G1S,

&

?0G.3UB0D, G343

&

C1 AS@?/40S@CD T0GS3.

"

[*

&

%N+

%真核表达质粒由东

南大学免疫实验室常规冻存&

JM*'

&

#F<"

培养基购自

'C]@S.3D,C

公司&胎牛血清购自杭州四季青生物制品
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研究所&红细胞裂解液购自碧云天生物试剂公司&流式

检测用荧光标记抗体
%H##G

&

M>

"

%H##-

&

+'(%

购自

美国
KH

公司&小鼠细胞因子
'+6

&

">:'NL

检测试剂

盒购自美国
JaH

公司&蛋白定量试剂盒购自江苏凯

基生物有限公司'

'>%

高速低温冷冻离心机购自美国
'>%

公司&

:H!=

)

!

水平离心机购自北京医用仪器设备厂&

Y41?U/A

倒置显微镜购自日本
Y41?U/A

公司&#

+LNG0C

流式细胞仪购自美国
KH

公司&

QXN

&

H

水浴

振荡器购自哈尔滨市东联电子公司&

7=F*%

型紫外分

光光度仪购自上海第三分析仪器厂&

K@3

&

J0P

酶标仪

=="

购自美国伯乐&

_

&

9"

电热恒温水槽购自上海医用

恒温设备厂&

(!!

超净工作台购自苏州净化设备厂&小

型动物麻醉机购自美国
NV**'(

公司&

%Y

!

培养箱购

自美国
60UG3

公司'

$

$

H%

制备$

K04-IG

小鼠脾脏来源的
H%

制备

参考文献+

<

,"获得包含大量
H%

的脾细胞悬液"为分

析体内诱导
H%

所占比例"留取部分脾细胞"检测细胞

表面标志
%H##G

(

%H##-

分子的表达情况'

<

$肝癌荷瘤鼠模型建立及
HJ@--4,

制备$小鼠

皮下接种体外传代培养
K6:

肝癌细胞"接种不同细胞

数量"观察成瘤情况' 将肿瘤剥离取出"研磨"过滤"洗

涤"用适量培养液重悬细胞"移入
="" ?:

细胞培养瓶

中培养"细胞贴壁生长"生长状态良好"参考文献+

#

,

方法"提取细胞上清中的
HJ@--4,

"保存于 )

!"

+"避

免反复冻融"以
K.0PT3.P

法测定
HJ@--4,

中总蛋白

的含量'

=

$检测指标及方法

=

%

#

$检测不同免疫方式对小鼠脾细胞分泌

'+6

&

"

的影响$取冻存的
H%

细胞复苏"加入制备好的

HJ@--4,

"

$7

+培养
F B

' 取出后用
MKN

缓冲液洗涤

细胞
!

次"加入适量培养液重悬"制备成
H%IHJ@--4,

疫苗"调整细胞浓度"置于冰上备用' 为检测不同免疫

方式诱导体内特异性免疫应答的差异"分别以不同的

方式预免疫小鼠"取不同方式免疫小鼠脾细胞"分为

H.@--4,

刺激组和不加刺激组"

7! B

后收集细胞培养

上清"采用
>:'NL

法检测脾细胞分泌
'+6

&

"

的情况'

具体分组如下#

MKN

组$

L

组%&

H%IHJ@--4,

疫

苗组$

K

组%&

!

&榄香烯组$

%

组%&

!

&榄香烯联合
H%I

HJ@--4,

疫苗组$

H

组%'

L

组皮下(腹腔注射
MKN

&

K

组
H%IHJ@--4,

疫苗免疫"将
K04-IG

小鼠置于小型

动物麻醉机中"异氟烷全身吸入式麻醉"待小鼠完全麻

醉后"固定小鼠"以无菌手术器械剪开小鼠腹部皮肤"

找到两侧腹股沟淋巴结"第
#

天每侧淋巴结注射

#= #D HJ@--4,

"无菌手术缝线缝合伤口"皮下两点注

射
H%IHJ@--4,

疫苗"每侧
=

,

#"

F 个"分别在第
$

(

=

天"双侧腹股沟附近皮下注射
H%IHJ@--4,

疫苗"每侧

=

,

#"

F 个&

%

组连续腹腔注射
!

&榄香烯
7

天"剂量

=" ?DIOD

"

H

组
H%IHJ@--4,

疫苗免疫同
K

组同时腹

腔注射
!

&榄香烯
7

天' 第
#"

天将小鼠处死"于
7=b

乙醇中浸泡
= ?@C

"无菌手术分别取出不同小鼠的脾

脏"制备单细胞悬液"用培养液重悬"调整至合适浓度"

分别接种于
!<

孔板"浓度为
!

,

#"

F

I?:

"每组分设不

加刺激和
H.@--4,

刺激组"收集孵育
7! B

的培养上

清"

>:'NL

法检测上清中
'+6

&

"

的含量'

=

%

!

$检测不同刺激方式对免疫后小鼠脾细胞分

泌
'+6

&

"

的影响$为检测
!

&榄香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗在体外诱导特异性免疫应答中的作用"以联合免

疫后小鼠脾细胞作为效应细胞"加入不同刺激"

7! B

后收集细胞培养上清"

>:'NL

检测脾细胞分泌
'+6

&

"

的情况'

采用
!

&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗免疫小鼠"

免疫方式同上
H

组"第
#"

天将小鼠处死"于
7=b

乙

醇中浸泡
= ?@C

"无菌手术取出小鼠的脾脏"制备单细

胞悬液"用培养液重悬"调整至合适浓度"加入不同

刺激'

具体分组如下# 培养液组$

L

组%&

HJ@--4,

刺激

组$

K

组%&

H%

刺激组$

%

组%&

H%IHJ@--4,

疫苗刺激

组$

H

组%' 将各组刺激与免疫后小鼠脾细胞共同培

养于
!<

孔板中"每孔脾细胞浓度为
!

,

#"

F

I?:

"

K

组

H.@--4, = #DI

孔"

%

组
H%

浓度为
!

,

#"

=

I?:

"

H

组

H%IHJ@--4,

疫苗浓度为
!

,

#"

=

I?:

"各组分设不同

浓度的
!

&榄香烯
"

(

#"

$

#DI?:

%加以刺激"终体积

="" #:I

孔"收集孵育
7! B

的培养上清"

>:'NL

法检测

上清中
'+6

&

"

的含量'

=

%

$

$

!

&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗对小鼠

K6:

细胞皮下移植瘤的抑制作用$为探讨
!

&榄香烯

联合
H%IHJ@--4,

疫苗对小鼠
K6:

细胞皮下移植瘤

的抑制作用"首先小鼠腹股沟皮下注射
K6:

细胞"建

立皮下肿瘤"肉眼可见米粒大小肿块时分组采取不同

的治疗方式"观察各组小鼠皮下肿瘤的生长情况"用游

标卡尺测量大小并记录'

取
K04-IG

肝癌模型小鼠癌细胞悬液"调整浓度至

!

,

#"

7

I?:

"取
"

%

# ?:

瘤液接种于小鼠腹股沟皮下"

观察小鼠成瘤情况"肉眼可见米粒大小肿块时"取荷瘤

小鼠
!"

只随机分为#

L

#

MKN

对照组&

K

#

!

&榄香烯

组&

%

#

H%IHJ@--4,

疫苗组&

H

#

!

&榄香烯联合
H%I

HJ@--4,

疫苗组&

H%IHJ@--4,

疫苗治疗方式同上"

!
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榄香烯连续腹腔注射
7

天"剂量
=" ?DIOD

"观察各组

小鼠的肿瘤大小及生存期"每
!

(

$

天测
#

次肿瘤长

径
0

及横径
-

"按
L c 0

,

-

求得瘤表面积"当

L!#=" ??

! 时"小鼠被认为死亡' 观察后期"将小

鼠脱颈处死"剥取肿瘤组织固定于
#"b

福尔马林中"

常规取材"脱水"石蜡包埋"切片经
Q>

染色"光学显微

镜观察肿瘤组织病理形态学表现'

F

$统计学方法$使用
[.0UBM0P M.@A? =

软件

生成图表"组间数据比较采用
NMNN #=

%

"

"数据结果

以
\

-

A

表示"组间差异比较采用
S

检验'

M R"

%

"=

为

差异有统计学意义'

结$$果

#

$

H%

含量鉴定$获取小鼠脾脏细胞"发现注射

质粒小鼠的脾脏明显大于正常小鼠"其脾细胞总数达

!="

(

<""

,

#"

F 个细胞
I

脾脏"显著多于正常小鼠

$

F"

(

9"

,

#"

F 个细胞
I

脾脏%' 获 得 脾 细 胞 中

%H##G

.

%H##-

.细胞与
%H##G

.

%H##-

d 细胞的比

例达
#<

%

=b

和
=

%

#b

"说明已成功获得包含大量
H%

的脾细胞悬液'

!

$小鼠肝癌皮下移植瘤模型制备及
H.@--4,

总

蛋白测定$将经体外培养传代的肝癌
K6:

细胞通过

皮下注射接种于小鼠的右侧腹股沟下"

$

(

<

天以后"

观察到有皮下瘤体长出"约
7

(

#!

天肿瘤直径达到

# G?

左右' 将肿瘤剥离取出"研磨"移入
="" ?:

细

胞培养瓶中培养"细胞贴壁生长"生长状态良好' 以小

鼠肝癌细胞
K6:

为靶细胞"通过加入蛋白酶体抑制

剂(自噬诱导剂(溶酶体酸化抑制剂等"阻断短寿蛋白

的降解"促进自噬小体的生成"成功提取自噬小体

$

HJ@--4,

%"

K.0PT3.P

法定量检测
HJ@--4,

总蛋白水

平为
# #DI#:

'

$

$不同免疫方式对小鼠脾细胞分泌
'+6

&

"

的影

响$图
#

%$不加
H.@--4,

刺激时"其他
$

组与
MKN

组

比较"差异均有统计学意义$

M R"

%

"#

%"

!

&榄香烯联合

H%IH.@--4,

疫苗组优于单独
H%IH.@--4,

疫苗和单独

!

&榄香烯组$

M R"

%

"#

%&单独
H%IH.@--4,

疫苗优于单

独
!

&榄香烯组$

M R"

%

"#

%' 加入
HJ@--4,

刺激后"各

组分泌
'+6

&

"

均明显增高"整体趋势同前"

!

&榄香烯联

合
H%IH.@--4,

疫苗组优于单独
H%IH.@--4,

疫苗和单

独
!

&榄香烯组$

M R"

%

"#

%'

<

$不同刺激对免疫后小鼠脾细胞分泌
'+6

&

"

的

影响$图
!

%$

H%IH.@--4,

疫苗组(

H.@--4,

组均能刺

激免疫后小鼠脾细胞分泌大量
'+6

&

"

"

H%IH.@--4,

疫

苗组
!

&榄香烯浓度分别为
"

(

#"

$

#DI?:

%时"

'+6

&

"

分

泌量分别为 $

!#9

%

<"

-

#"

%

"!

%( $

!8!

%

7

-

F

%

$<

%

UDI?:

"明显高于其他组$

M R"

%

"#

%"其中加入
!

&榄香

烯组高于不加组$

M R"

%

"#

%'

H.@--4,

组
!

&榄香烯浓

度分别为
"

(

#" #DI?:

时"

'+6

&

"

分泌量分别为

$

#=#

%

="

-

9

%

!"

%($

#F#

%

7"

-

#9

%

7"

%

UDI?:

"与单

独脾细胞组(

H%

组比较"差异均有统计学意义$

M R

"

%

"#

%&单独脾细胞组(

H%

组均可检测到少量
'+6

&

"

的分泌'

$$注#

"

M R"

%

"#

图
#

!不同免疫方式免疫后小鼠脾细胞分泌
'6+

水平比较

$$注#

"

M R"

%

"#

图
!

!不同刺激对免疫后小鼠脾细胞分泌
'+6

&

"

的影响

=

$

!

&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗对小鼠
K6:

细胞皮下移植瘤的抑制作用$图
$

(

<

%$各组在治疗后

肿瘤均有不同程度的生长"

H

组生长速度明显减慢"

K

(

%

组肿瘤生长缓慢"而
L

组肿瘤呈浸润性快速生长'

H

组与
L

组比较差异有统计学意义$

M R"

%

"#

%&

H

组分

别与
K

(

%

组比较差异有统计学意义$

M R"

%

"=

%&

K

组

及
%

组分别与
L

组比较差异有统计学意义 $

M R

"

%

"=

%&

K

组 与
%

组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

$

M e"

%

"=

%' 可见
!

&榄香烯联合
H%IHJ@--4,

疫苗组

更能有效抑制肿瘤的生长"同时荷瘤鼠生存周期延长"与

MKN

组比较有明显差异$

M R"

%

"#

%"与
!

&榄香烯组及

H%IHJ@--4,

疫苗组比较差异有统计学意义$

M R"

%

"=

%"

但
!

&榄香烯组与
H%IHJ@--4,

疫苗组相似"对荷瘤小鼠

生存期的影响比较"差异无统计学意义$

M e"

%

"=

%'
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$$注#

"

M R"

%

"=

"

""

M R"

%

"#

图
$

!荷瘤小鼠皮下肿瘤生长情况

图
<

!荷瘤小鼠生存周期

F

$各组小鼠瘤组织病理形态学观察$图
=

%$

L

图黑色箭头处可见肿瘤细胞为多边形和卵圆形"大

小(形态不一"核大"深染"核仁明显"核分裂相易见"

周围可见疏松结缔组织"未见明显炎细胞浸润"红色

箭头处可见大量血管"血供丰富&

K

图和
%

图黑色箭

头处可见肿瘤细胞形态同
MKN

组"红色箭头周围可

见疏松结缔组织包绕"结缔组织内可见少量炎细胞&

H

图中黑色箭头处可见周围结缔组织包裹紧密完

整"

>

图黑色箭头处可见大量炎性细胞浸润"炎细胞

类型有中性粒细胞"单核巨噬细胞和淋巴细胞'

讨$$论

!

&榄香烯是从姜科植物莪术中提取的有效抗癌成

分"是国家二类非细胞毒性抗肿瘤新药"实验研究表明

!

&榄香烯对肿瘤细胞的
H6L

(

J6L

合成均有抑制作

用"尤其以
J6L

减少更为显著+

F

,

" 能降低肿瘤细胞的

有丝分裂"并对肿瘤细胞生长产生抑制作用"阻滞肿瘤

$$注#

L

为
MKN

组$

#""

,%&

K

为
!

&榄香烯组$

#""

,%&

%

为

H%IHJ@--4,

疫苗组$

#""

,%&

H

为联合组$

#""

,%&

>

为联合组

$

#""

,%&

+

为联合组$

!""

,%

图
=

!各组小鼠取肿瘤组织病理学结果!$

Q>

%

细胞从
N

期进入
[

!

I*

期+

7

,

"降低肿瘤细胞的分裂增

殖能力"并诱导其凋亡"吴伟忠等+

9

,还证明
!

&榄香烯

等处理的
Q!!

细胞具有较强免疫原性"能激发机体产

生特异性抗肿瘤免疫'

H%

是目前已知功能最强的抗原递呈细胞"它可

以提取"加工可溶性抗原活细胞抗原并向
(

淋巴细胞

递呈"参与
(

细胞亚群的分化及固有免疫应答' 故以

H%

为载体的肿瘤疫苗目前已成为肿瘤生物治疗的研

究热点+

8

,

"而自噬小体$

H.@--4,

%作为一种新型抗原

交叉递呈的载体"更易于被
H%

摄取及交叉递呈+

#

,

'

因此本实验通过观察
!

&榄香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗

对小鼠肝癌的治疗作用"以探讨
!

&榄香烯抗肿瘤的免

疫机制'

小鼠
H%

以
%H##G

为鉴别标志"分为髓系
H%

(

淋系
H%

以及浆系
H%

等亚类+

=

,

"主要根据是否表达

%H##-

以及
K!!"

区分"本实验用流式细胞术检测诱

导后脾脏细胞中
H%

的含量"发现获得脾细胞中

%H##G

.在
!"b

左右"说明已成功获得包含大量
H%

的脾细胞悬液"为制备
H%

疫苗提供基础'

体外刺激脾细胞产生
'+6

&

"

的原理是脾细胞中含

有的
ULM%

摄取抗原"然后以
*Q%$

分子或
*Q%%

分子提呈抗原肽"分别再活化效应
%H9

或
%H<

细胞
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并诱导产生
'+6

&

"

' 本实验中首先分别采取不同方式

免疫小鼠"发现
!

&榄香烯组"

H%IH.@--4,

疫苗组"

!

&榄

香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗组均能诱导体内免疫应答"

分泌
'+6

&

"

"并且联合组产生
'+6

&

"

的能力明显强于其

他组"加入
H.@--4,

刺激后分泌更高水平的
'+6

&

"

' 为

了进一步验证
!

&榄香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗诱导免

疫应答"分别以不同刺激方式刺激免疫后小鼠脾细胞"

发现
!

&榄香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗刺激小鼠脾细胞

产生
'+6

&

"

的能力明显强于其他组'

!

&榄香烯通过与
H%IH.@--4,

疫苗联合应用"激发

机体免疫应答"本研究发现联合组肿瘤生长速度受到

显著抑制"与
MKN

对照组比较差异有统计学意义' 肿

瘤组织病理切片
MKN

对照组可见浸润性生长"血供丰

富"而联合组周围结缔组织包裹紧密完整"并有大量炎

症细胞浸润'

通过以上实验发现
!

&榄香烯联合
H%IH.@--4,

疫苗激活体内外免疫应答的能力优于单独
H%I

HJ@--4,

疫苗"并且明显优于
!

&榄香烯联合
H.@--4,

或者
H%

"分析
!

&榄香烯发挥抗肿瘤免疫效应基础可

能与增强
H%

抗原递呈功能有关"而绝大多数恶性肿

瘤进行性生长免疫逃脱的机制正是因为肿瘤抗原不

能有效地递呈给
(

细胞产生特异性免疫应答造成

的" 这可能是
!

&榄香烯发挥抗肿瘤免疫的机制之一"

但是本实验中
H%

疫苗采用脾细胞悬液"并未做
H%

细胞的进一步分离和纯化"同时效应细胞也未分离"

进一步实验可将效应细胞进行磁珠分选"分选出
(

细胞(

K

细胞"以深入探讨
!

&榄香烯增强
H%

抗原递

呈功能的分子机制"此项工作也有待进一步开展'
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