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　　摘　要:探讨了纳米羟基磷灰石(hydroxyapatite,HAp)作为肿瘤免疫治疗佐剂或抗原载体的可行性.利用水

热法合成棒状、长径２００~３００nm、短径３０~５０nm 的纳米 HAp,体外降解实验表明 HAp９０d的降解率可达３０％.

以人乳腺癌细胞裂解蛋白为肿瘤抗原,利用 HAp负载该肿瘤抗原并刺激人外周血单个核细胞来源的树突细胞,将

刺激后的树突细胞与同源淋巴细胞共培养,分离共培养后的同源淋巴细胞,并检测其对人非小细胞肺癌细胞 A５４９、

人肝癌细胞 HuhＧ７、人乳腺癌细胞 MCFＧ７、人乳腺正常细胞(Hs５７８Bst)的生长抑制效果.结果表明:所制备的纳米

HAp无纳米毒性且生物相容性良好;HAp可显著增强人树突细胞对肿瘤抗原的吞噬作用,同时诱导同源淋巴细胞

产生显著的抗原特异性免疫反应,杀伤率可达４０％以上.
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０　引　言

肿瘤免疫治疗有望成为继手术治疗、化疗、放
疗、靶向治疗后肿瘤治疗领域的一场重大革新.传

统肿瘤治疗方式尚存诸多弊端,如手术治疗对于已

浸润、转移的肿瘤和非实体瘤来说作用非常有限,放
疗、化疗会对人体正常组织和免疫系统造成极大损

伤且难以彻底清除肿瘤细胞.而肿瘤免疫治疗通过

提高肿瘤细胞的免疫原性和效应免疫细胞的杀伤敏

感性,激发和增强自身机体的抗肿瘤免疫应答[１],继
而利用患者自身免疫系统杀伤肿瘤细胞,具有毒副

作用小、复发率低、治愈率高等优势,对传统方法难

以治疗的淋巴瘤、恶性胶质瘤、黑色素瘤、非小细胞

肺癌、肾癌等疗效显著[２Ｇ６].
目前,肿瘤免疫治疗中所采用的树突状细胞

(dendriticcell,DC)疫苗策略包括:首先将患者体

内的DC进行体外扩增培养,然后在体外利用肿瘤

抗原刺激DC,最后将DC回输到患者体内诱导特异

性抗肿瘤免疫反应[７Ｇ８].DC疫苗在临床上已经取

得一定的疗效[９Ｇ１０],但仍有许多难题需要进一步研

究,如DC的获取、DC的抗原负载方式、DC的活化

程度等,其中最关键为抗原负载方式.因此如何找

到有效的抗原载体以增强DC诱导的抗肿瘤免疫反

应,是DC疫苗研究中的重大难题[１１].
肿瘤细胞通常具有较高的突变率和种属缺失

性,并且缺乏特异性标志物,难以找到肿瘤特异性抗

原,从而限制肿瘤特异性抗体在肿瘤免疫治疗中的

应用.肿瘤裂解蛋白(tumorlysateprotein,TLP)
是由多种肿瘤蛋白构成的复合物,属于肿瘤相关抗

原,易于制备和应用,临床试验表明基于肿瘤裂解蛋

白的免疫治疗具有良好效 果[１２Ｇ１７].羟 基 磷 灰 石

(hydroxyapatite,HAp)是哺乳类动物骨骼和牙齿

的主要成分,因其良好的生物相容性而广泛应用于

组织工程和药物开发、基因载体中[１８Ｇ２１].Meng等

研究表明,蛋白在与纳米粒子连接之后其免疫原性

可以大幅提升[２２Ｇ２３],因此本文构建负载肿瘤裂解蛋



白的 HAp,并检测其对 DC 诱导的同源淋巴细胞

(lymphocyte,Lym)体外抑癌效果,评估纳米羟基

磷灰石颗粒在肿瘤免疫治疗中的应用潜力.

１　材料与方法

１．１　HAp颗粒的制备与表征

纳米颗粒的制备方法参考文献[２４]和[２５]中的

制备方法,具体过程如下:利用恒流泵以２０滴/min
的速率将５０mL０．０３mol/LNa２HPO４(Sigma公

司,美国)溶液逐滴加入到已预热至７０℃的５０mL
０．０５mol/LCaCl２(Sigma公司,美国)溶液,磁力搅

拌器的搅拌速率为３００r/min,滴加期间始终通过

１mol/L的NaOH(Sigma公司,美国)溶液调整溶液

pH值为１０.滴加完成后,保持３００r/min的速率和

７０℃的温度继续搅拌２h后停止搅拌,保持７０ ℃
的温度水浴静置 ２４h.上述溶液经高速离心机

８０００r/min速率离心５min及无水乙醇反复清洗

３~５次,颗粒置于７０℃烘箱中烘干,在超净台中用

无菌研钵将颗粒碾至粉末状后放入无菌离心管中进

行保 存.利 用 场 发 射 扫 描 电 镜 (fieldemission
scanningelectronmicroscope,FEＧSEM)、X射线粉

末衍射仪(XＧraydiffraction,XRD)、红外吸收光谱仪

(fouriertransforminfraredspectroscopy,FTＧIR)、热重

分析仪(thermogravimetry,TGA)对制备的颗粒进

行表征分析.

１．２　细胞培养

人乳腺癌细胞株 MCFＧ７、人乳腺正常细胞株

Hs５７８Bst、人非小细胞肺癌细胞株 A５４９、人肝癌细

胞株 HuhＧ７均购自中科院上海细胞库,均利用含

１０％胎牛血清(Gibco公司,美国)和１％青Ｇ链霉素

双抗溶液(碧云天公司,南京)的 RPMIＧ１６４０完全培

养基(Gibco公司,美国)进行培养.

DC细胞来源于健康人志愿者外周血单个核细

胞.利用Ficoll密度梯度离心法从健康人外周血中

分理出单个核细胞,具体方法为,先用磷酸缓冲液

(Gibco公司,美国)等量稀释健康人外周血,再将稀

释过的外周血缓慢加入到等量的人淋巴细胞分离液

(TBD公司,天津)中,２０００r/min离心２０min后吸

取离心管中的白膜层,即为单个核细胞,将所得单个

核细胞过夜培养,然后小心吸出培养皿中的培养基

(内含未贴壁的与 DC同源的淋巴细胞)至新的培养

皿中继续培养,未吸出的贴壁细胞即为单核细胞,加
入含１０ng/μLrhGMＧCSF(PeproTech公司,美国)和

１０ng/μLILＧ４(PeproTech公司,美国)的RPMIＧ１６４０

完全培养基对其继续培养７~１０d(每３d半量换液

１次),即可诱导培养出未成熟的 DC,在诱导 DC成

熟时,需补加２０ng/mL的rhTNFＧα(PeproTech公

司,美国).

１．３　HAp颗粒体外降解与生物相容性检测

利用pH 值为７．４和５．６的PBS缓冲溶液分别

模拟正常体液环境和溶酶体内环境;各取１０mL两

种PBS溶液溶解５０mgHAp颗粒,置于３７℃水浴

恒温摇床中,震荡速率为１２０r/min,使 HAp颗粒

降解９０d.期间每１０d将上述溶液８０００r/min离

心５ min,利 用 钙 离 子 检 测 试 剂 盒 (DICAＧ５００,

Bioassaysystems)检测上清溶液钙离子的浓度,根
据钙离子与 HAp之间的关系计算出已降解 HAp
颗粒的质量,再利用新鲜的两种上述PBS溶液重悬

HAp颗粒,震荡混匀后继续置于摇床中继续进行实

验.
利用 MTT法分别检测 HAp浓度为０．１、１、５、

１０、５０、１００、２００、５００μg/mL对生长到对数期 MCFＧ
７、Hs５７８Bst、HuhＧ７、A５４９细胞的相对活力影响,细
胞接种密度为３×１０３ 个/孔.

１．４　HAp颗粒连接肿瘤抗原

利用RIPA细胞裂解液(碧云天公司,南京)裂
解生长到对数生长期的 MCFＧ７细胞(每１０７ 个细胞

加入１mL含１０μL１００mmol/L的PMSF的RIPA
裂解液),提取肿瘤细胞裂解蛋白作为肿瘤抗原,利
用BCA试剂盒(ThermoFisher公司,美国)测定蛋

白浓度.将２０μg和４０μgHAp颗粒分别负载５、

１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０μg/mL 及２０、３０、４０、５０、

６０、７０、８０、９０μg/mL两种浓度梯度的 TLP溶液.
具体方法为在避光４℃的环境下利用颠倒混合器温

和混匀１２h,然后４℃５０００r/min离心５min沉淀

HAp颗粒,再次利用BCA 试剂盒检测上清溶液中

蛋白的浓度,最后通过拟合 Langmuir曲线的方法

测定其最大吸附量.计算方式为:以Ce 为横坐标,

Ce/Qe 为纵坐标拟合直线,通过公式Ce/Qe＝Ce/Qm

＋１/(Qm×b)计算出Qm,其中Ce 为平衡时溶液中

蛋白 浓 度,mg/L;Qe 为 平 衡 时 蛋 白 的 吸 附 量,

mg/g;Qm 为最大吸附量,mg/g;b为常数.

１．５　DC细胞对肿瘤抗原的吞噬

取部分肿瘤裂解蛋白利用FITC试剂盒(Sigma
公司,美国)进行标记,TLP 与 FITC 的质量比为

１mg∶１５０μg,用避光冰浴透析４８h(每６h换一次

PBS透析液)的方法除去未连接的 FITC,用 HAp
颗粒负载标记后的肿瘤抗原,分别将负载后的肿瘤

８２７ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１７年　第３７卷



抗原与游离的肿瘤抗原加入到未成熟的 DC中共培

养６h,然后分别用 Hoechst３３２５８(碧云天公司,南
京)、Phalloidin(Life公司,美国)对 DC的细胞核与

微丝骨架进行染色,荧光显微镜观察 DC细胞对肿

瘤抗原的吞噬情况.

１．６　DC细胞诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７的体

外杀伤效果

　　 分 别 利 用 HAp 颗 粒 (HAp)、游 离 的 TLP
(TLP)和负载 TLP的 HAp(HApＧTLP)以及双倍

质量的 HAp(HAp２)、TLP(TLP２)和负载 TLP的

HAp(HAp２ＧTLP２)刺激未成熟的 DC(２×１０４ 个)

２d(刺激的同时补加２０ng/mL的rhTNFＧα),再将

刺激后的DC与同源淋巴细胞共培养３d(淋巴细胞

与DC的数量比为１０∶１),将共培养后的同源淋巴

细胞作为效应细胞(efectcells,E),MCFＧ７细胞作

为靶细胞(targetcells,T),利用 MTT法检测了E∶T
＝１０∶１和E∶T＝２０∶１条件下利用不同刺激物刺

激的DC诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７的杀伤效果.

１．７　DC细胞诱导的同源淋巴细胞杀伤特异性检测

利用 HAp颗粒(HAp)、游离 TLP(TLP)、负载

TLP后 HAp颗粒(HApＧTLP)刺激DC(２×１０４ 个)

２d(刺激的同时补加２０ng/mL的rhTNFＧα),再将

DC与同源淋巴细胞共培养三天(淋巴细胞与 DC的

数量比为１０∶１),收获刺激后同源淋巴细胞,MTT
检测 淋 巴 细 胞 对 靶 细 胞 MCFＧ７、HuhＧ７、A５４９、

Hs５７８Bst(E∶T＝２０∶１)四种细胞的体外杀伤效

应.

１．８　淋巴细胞自身对肿瘤细胞的杀伤效应

利用 HAp颗粒(HAp)、游离的 TLP(TLP)、负
载 TLP后的 HAp颗粒(HApＧTLP)直接刺激淋巴

细胞３d,用 MTT法检测刺激后的淋巴细胞直接对

靶细胞 MCFＧ７、HuhＧ７、A５４９、Hs５７８Bst(E∶T＝
２０∶１)的体外杀伤效应.

１．９　统计学方法

应用 GraphPadPrism５软件进行统计分析,计
数资料比较采用χ２ 检验,组间比较采用t检验.以

p＜０．０５为具有显著性差异有统计学意义.

２　结果与分析

２．１　HAp颗粒表征

图１(a)为所制得 HAp样品的 FEＧSEM 结果

图,从图中可以看出,颗粒形貌为细棒状,长径为

２００~４００nm,短径为３０~５０nm,形貌均一.

　　图１(b)为所制备 HAp样品的XRD检测结果,
颗粒结晶性良好,具有明显的２１１、１１２、３００、００２等

衍射峰,与标准 HAp卡片 CPDS＃９Ｇ４３２比对的结

果表明本研究中所制备颗粒的主要成分为 HAp.
图１(c)为所制备颗粒的FTＧIR分析图,所制备

颗粒具有 HAp的特征吸收峰,其中３４４５cm－１处是

H２O 吸 收 峰 和—OH 吸 收 峰,１０３８cm－１ 处 为

PO４３－ 基团的伸缩振动吸收峰,１４１０cm－１是 CO２－
３

基团C—O的反对称伸缩振动峰,可能是由于空气

中CO２ 的干扰,所以引入了 CO２－
３ 的吸收峰,结合

XRD的分析结果,本实验所制得的磷酸钙颗粒主要

晶型是 HAp.
图１(d)为制得颗粒的 TGA 分析结果,从０℃

到８００℃加热过程中,颗粒在温度达到５００℃时失

重为５．３２％,温度升高对样品重量的影响不明显;

０~３００℃失重应为颗粒内水分的丧失,３００~５００℃
失重速率明显减缓,且失重比率非常小,其原因可能

是颗粒内部少量有机物杂质的分解,而５００℃后失

重不再增加,表明所制备 HAp具有较高的纯度.

２．２　HAp颗粒体外降解与生物相容性

降解实验中每１０d检测离心后上清中Ca２＋ 浓

度,根据Ca２＋ 含量与 HAp的对应关系可计算出已

降解的 HAp颗粒的重量,从而绘制出９０d内 HAp
颗粒累积降解率曲线.结果如图２所示,HAp颗粒

在体外有着较好的可降解性,９０d时,在pH 值为

５．６与７．４的缓冲液中的 HAp的降解率分别达到

了４９．６％与３１．８％,这表明所制备的 HAp颗粒降

解速率适中,可避免快速降解带来的细胞内环境骤

变引起的细胞应激,也能避免长期滞留体内安全性

问题与毒副作用,具有较好生物安全性.并且 HAp
具有不同pH 值降解响应性,在酸性环境中降解速

率较快.而恶性肿瘤组织中的pH 值呈弱酸[２６Ｇ２７],
可加速 HAp分解,从而更快的释放 HAp所搭载的

基因、蛋白或药物.
图３中(a)、(b)、(c)和(d)为 HAp颗粒浓度在

０．１~５００μg/mL 范围内,分别与 MCFＧ７、A５４９、

Hs５７８Bst、HuhＧ７四种细胞共培３d的细胞相对存

活率检测结果.从图３中结果表明,在所选浓度范

围内,HAp与这四种细胞有着良好的生物相容性,
各组中细胞存活率普遍都在 ９０％ 以 上,且 随 着

HAp浓度和培养时间的变化,细胞存活状况相对稳

定,说明所制备的 HAp颗粒样品具有较好的细胞

生物相容性,可以用于后续细胞实验.
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图１　HAp颗粒表征结果

图２　HAp颗粒体外累积降解曲线

图３　HAp颗粒细胞生物相容性检测结果
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２．３　诱导培养外周血单个核细胞来源的DC细胞

图４(a)—(f)分别为诱导培养１~９dDC细胞

的明场照片,培养１d后 DC细胞为规则圆形的贴

壁单核细胞形态,与诱导培养前并无太大差别;培养

３d后,细胞开始聚集生长,细胞略微变大且细胞表

面有少量细丝状突起产生;培养５d后,细胞聚集生

长情况进一步增强,表面丝状突起明显增多;培养

７d后,细胞聚集生长状态较之前有所下降,但部分

细胞表面丝状结构明显变粗伸长,有些细胞已经初

步有了DC细胞的基本形态;继续培养１d,在第８d
时可以看到,部分细胞已明显长出伪足,已经有了成

型的 DC 细胞形态,但数量并不多;培养到第９d
时,细胞形态较之前有显著的变化,绝大部分单核细

胞已被成功诱导培养为 DC细胞,且数量较第８d
有明显增加.上述结果表明本实验成功将单核细胞

诱导培养为DC细胞.

图４　诱导培养不同天数的 DC细胞的形态

２．４　HAp对肿瘤裂解蛋白的负载

图５(a)为２０μgHAp吸附 TLP的Langmuir方

程拟合直线,在实验中,各组初始 TLP溶液经２０μg
HAp颗粒负载后,终浓度Ce 为２．９、５．６、１０．９、１４．８、

１９．４、２４．６、２９．９、３４．８μg/mL,由得到的直线方程

计算得出 Qm ＝１/０．１７１６,约为 ５．８.图 ５(b)为

４０μgHAp吸附 TLP的Langmuir方程拟合直线,各

组初始 TLP溶液经４０μgHAp颗粒负载后,Ce 为

１２．１、１７．４、２２．３、３４．５、４８．４、５６．７、６５．１、７５．９μg/mL,计
算可得Qm＝１/０．０７１４,约为１４．０.上述结果结果

表明,HAp质量与所吸附蛋白的量基本呈线性关

系,但纳米材料具有比表面积大、表面活性高等一些

特殊性质,因此在颗粒质量加倍后,所吸附蛋白量要

多于单倍质量颗粒吸附蛋白量的两倍.

图５　HAp颗粒吸附 TLP的Langmuir方程拟合直线
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２．５　DC细胞吞噬肿瘤抗原

图６为分别利用 TLP与 HApＧTLP刺激诱导培

养７d后的 DC细胞,荧光显微镜观察 DC细胞对肿

瘤抗原的吞噬结果.蓝色荧光为 Hoechst标记的DC
细胞核,红色荧光为Phalloidin标记的DC细胞骨架,
绿色荧光为FITC标记的TLP.从图中可以看出,此

时的细胞处于聚集生长状态,部分细胞已有伪足伸

出,初步具有DC细胞的形态,在TLP未与HAp连接

时(即游离的 TLP),只有少量抗原被 DC吞噬,但在

TLP连接 HAp之后(即 TLPＧHAp),DC细胞所吞噬

的肿TLP的量明显增多,说明所制备的 HAp样品对

DC细胞吞噬肿瘤抗原有良好的促进作用.

图６　DC细胞对肿瘤抗原的吞噬(Hoechst为赫斯特染色,Phalloidin为鬼笔环肽,

FITC为异硫氰酸荧光素,Merged为三色荧光复合图,放大倍数:２００×)

２．６　DC细胞诱导的同源淋巴细胞体外杀伤 MCFＧ７
从图７与图８结果显示,用 HApＧTLP刺激DC

细胞后,DC诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７的杀伤

效果显著高于单独用 HAp或者 TLP刺激的 DC.
当且用双倍量的 HAp负载 TLP后,其结果相似.
利用 HAp颗粒负载 TLP后,TLP更容易被 DC细

胞吞噬,DC将更多的抗原呈递给效应淋巴细胞,从
而增强免疫杀伤反应.单独使用 HAp或 TLP刺

激DC所诱导的杀伤并无显著效果,其原因可能为

HAp对DC的免疫原性较弱且TLP在未连接 HAp

之前DC细胞对 TLP的吞噬量非常小,无法诱导产

生足够强烈的针对肿瘤细胞的杀伤反应.
为了进一步增强肿瘤细胞杀伤效应,实验中提高

同源淋巴细胞的数量,将E∶T＝１０∶１提高到E∶T
＝２０∶１.结果如 图 ８ 所 示,HApＧTLP 和 HAp２Ｇ
TLP２的杀伤效果明显增强,而在E∶T＝１０∶１的实

验中,效应淋巴细胞的杀伤效果基本饱和,提高淋巴

细胞的数量后有更多的淋巴细胞被激活产生抗肿瘤

效应.随着实验天数的增加,抗肿瘤细胞免疫反应

并没有随之增强,而是保持在一个较为稳定的状态.

　　　　(a)DC诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７

　　　　　　杀伤效果检测(E∶T＝１０∶１)

　　　

DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － ∗ － － ∗

DC＋HAp － － ∗ － － ∗

DC＋TLP － ∗ － － －

DC＋HAp
ＧTLP － ∗ － －

DC＋HAp２ － － ∗

DC＋TLP２ － －

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(b)２４h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝１０∶１)
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DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － ∗ － － ∗

DC＋HAp － － ∗ － － ∗

DC＋TLP － － － － ∗

DC＋HAp
ＧTLP － ∗ － －

DC＋HAp２ － － ∗

DC＋TLP２ － －

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(c)４８h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝１０∶１)

　　　

DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － － － － －

DC＋HAp － － ∗ － － ∗

DC＋TLP － ∗ － － ∗

DC＋HAp
ＧTLP － － ∗ －

DC＋HAp２ － － ∗

DC＋TLP２ － ∗

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(d)７２h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝１０∶１)

图７　DC诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７杀伤效果检测(E∶T＝１０∶１)

　　　　(a)DC诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７

　　　　　　杀伤效果检测(E∶T＝２０∶１)

　　　

DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － ∗∗ － － ∗∗

DC＋HAp － － ∗ － － ∗∗

DC＋TLP － ∗∗ － － ∗∗

DC＋HAp
ＧTLP － ∗ ∗ －

DC＋HAp２ － － ∗

DC＋TLP２ － ∗∗

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(b)２４h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝２０∶１)

DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － － － － ∗

DC＋HAp － － ∗ － － ∗∗

DC＋TLP － ∗∗ － ∗ ∗∗

DC＋HAp
ＧTLP － ∗ － －

DC＋HAp２ － － ∗

DC＋TLP２ － ∗

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(c)４８h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝２０∶１)

　　　

DC DC＋
HAp

DC＋
TLP

DC＋HAp
ＧTLP

DC＋
HAp２

DC＋
TLP２

DC＋HAp２
ＧTLP２

DC － － － ∗ － － ∗∗

DC＋HAp － － ∗ － － ∗∗

DC＋TLP － － － － ∗∗

DC＋HAp
ＧTLP － ∗ － ∗

DC＋HAp２ － － ∗∗

DC＋TLP２ － ∗∗

DC＋HAp２
ＧTLP２ －

　　　(d)７２h时杀伤效果差异显著性分析(E∶T＝２０∶１)

图８　DC细胞诱导的同源淋巴细胞对 MCFＧ７杀伤效果检测(E∶T＝２０∶１)

２．７　DC细胞诱导的同源淋巴细胞杀伤特异性检测

图９为杀伤特异性检测结果,从图中可以看出,
经DC细胞刺激的淋巴细胞对异源细胞产生杀伤作

用,其中图９(d)对 Hs５７８Bst的杀伤率达３５％,这
可能是因为正常细胞在脱离组织后会被淋巴细胞当

作异物来清除,同时实验中所用的 Hs５７８Bst与淋

巴细胞并不同源,并且普遍来说正常细胞要比肿瘤

细胞更加脆弱,这可能是淋巴细胞对其杀伤效果明

显的原因.DC组、DC＋HAp组、DC＋TLP组对四

种细胞的杀伤效果虽有不同,但组内并无明显差异,
而DC＋HApＧTLP 组只在对 MCFＧ７ 杀伤时 (图

９(c))显示出显著的杀伤效果,对其他种类细胞并无

显著杀伤效果差异,说明 DC＋HApＧTLP诱导的淋

巴细胞体外杀伤作用对 MCFＧ７细胞具有一定特异

性,其原因是使用的 TLP是从同株 MCFＧ７中裂解

得到的,因此会产生特异性的免疫反应.
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图９　DC细胞诱导的同源淋巴细胞杀伤特异性检测

２．８　淋巴细胞自身体外抑癌效果检测

为了排除实验过程中淋巴细胞自身对这４种细

胞的杀伤效应,检测未经 DC刺激的淋巴细胞直接

对 A５４９、HuhＧ７、MCFＧ７和 Hs５７８Bst的体外杀伤

效果.结果表明,在图９中发现的各实验组对这４
种细胞的杀伤效果主要是由淋巴细胞引起的,并且

在经过DC刺激后这种杀伤效果会有一定增强;虽
然针对不同的细胞杀伤效果有所差异,但是对同一

种细胞,经 HAp、TLP和 HApＧTLP刺激后的淋巴

细胞的杀伤效果并没有显著差异,且随着作用时间

的增长并没有显示出与时间的关联性.同时结合图

９(c)与图１０(c),利用 HApＧTLP刺激后的 DC诱导

的淋巴细胞的杀伤效果显著高于未经 DC诱导的淋

巴细胞(约高２０％),表明 HApＧTLP促进 DC吞噬

TLP之后会诱导淋巴细胞产生更强的针对 TLP来

源细胞的杀伤效果.

图１０　淋巴细胞自身对多种细胞体外杀伤效果
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３　结　论

利用水热法成功制备长径２００~３００nm、短径

３０~５０nm的长棒状纳米羟基磷灰石,该纳米羟基

磷灰石具有良好的可降解性和细胞生物相容性,对
肿瘤裂解蛋白具有良好的负载能力.纳米羟基磷灰

石可显著促进 DC细胞对肿瘤抗原的吞噬,并显著

增强DC诱导的同源淋巴细胞对肿瘤细胞的特异性

杀伤作用,杀伤率可达４０％以上.该研究证明纳米

羟基磷灰石颗粒在肿瘤免疫治疗领域具有应用潜

力,可用于新型免疫佐剂、新型抗原载体、增强树突

细胞疫苗等开发领域.
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StudyonInVitroSpecificityAnticancerImmuneResponse
InducedbyNanometerHydroxyapatite

DONGWentao１a,CHENKan１a,LIShangao２,HEHuan１a,JIANGGuohua１b,KONGXiangdong１

(１a．CollegeofLifeSciences;１b．CollegeofMaterialsandTextile,

ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China;

２．TheFirstAffiliatedHospitalofZhejiangChineseMedicineUniversity,Hangzhou３１００５３,China)

Abstract:Thisstudyexploresthefeasibilityofusinghydroxyapatite(HAp)nanoparticlesasadjuvant
orantigencarrierincancerimmunotherapy．RodＧshapedHApnanoparticles２００~３００nminlengthand３０
~５０nminwidthweresynthesizedwithhydrothermalmethod．Degradationexperimentinvitroindicates
thatthedegradationrateofHapcanreach３０％in９０days．WithhumanbreastcancercellceＧcropinsas
tumorantigen,Hapwasmadeusetocarrythetumorantigenandstimulatedendriticcellsfromperipheral
bloodmononuclearcells,thestimulateddendriticcellswerecoＧculturedwithhomologouslymphocytes,the
coＧculturedhomologouslymphocyteswereseparated,andthegrowthinhibitioneffectofthecoＧcultured
homologouslymphocytesonA５４９,HuhＧ７,MCFＧ７andHs５７８Bstwastested．Theresultsshowthatthe
preparedHApnanoparticleshavenonanotoxicityandareofhighbiocompatibility;HApcansignificantly
enhancethephagocytosisofdendriticcellsontumorantigens,andinducehomologouslymphocytesto
generatesignificantantigenＧspecificantitumorimmunity,whichakillingrateuptoabove４０％．

Keywords:nanoＧhydroxyapatite;dendriticcell;tumorlysateprotein;tumorimmunotherapy

(责任编辑:唐志荣)

６３７ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１７年　第３７卷


