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鼠移植瘤的效果
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[摘 要] 目的：评价黏蛋白1（mucin 1，MUC1）基因转染的DC疫苗治疗乳腺癌MCF-7细胞裸鼠移植瘤的效果及其可能的机

制。方法：采用GFP慢病毒转染MCF-7细胞获得GFP-MCF-7细胞，皮下种植于BALB/c裸鼠，成瘤后随机分为3组。各组裸鼠

首先尾静脉注射体外活化的CIK细胞（1×108个/只），治疗组于皮下注射MUC1基因转染的MUC1-DC（MUC1-DC组）或DC（DC

组）（0.2 ml，1×107个/只），对照组（Control组）注射等体积生理盐水，每天治疗1次，连续5 d；采用小动物活体光学成像系统在开始

治疗前及治疗后第 35天观察移植瘤荧光成像，分析荧光强度和荧光面积；并采用免疫组化法检测瘤组织中Caspase 3的表达、

TUNEL法检测细胞凋亡率。结果：GFP-MCF-7接种后7 d，成瘤率100%；光学分子成像法监测结果显示，治疗前MUC1-DC组、

DC组和Control组之间体内移植瘤荧光信号强度无明显差异（P>0.05）；第35天，MUC1-DC组的荧光信号强度明显低于Control

组（P<0.05）；DC与Control、MUC1-DC与DC组间均无显著性差异（均为P>0.05），但MUC1-DC比DC组荧光信号更低；治疗前

MUC1-DC组、DC组和Control组之间体内移植瘤荧光信号分布面积无显著差异（P>0.05）；第35天，Control组荧光信号呈多处散

在分布，MUC1-DC组和DC组的荧光信号面积均明显低于Control组（均为P<0.01），MUC1-DC组的荧光信号面积低于DC组，但

无显著差异（P>0.05）；Control组Caspase 3表达最少，DC组次之，MUC1-DC 组呈高表达 Caspase 3，3 组间差异均有统计学意义

（均为P<0.05）；3组细胞凋亡率分别为：Control组（4.11±2.61）%、DC组（9.63±2.27）%、MUC1-DC组（25.30±8.24）%，3组间差异均

有统计学意义（均P<0.05）。结论：MUC1-DC疫苗比单纯DC免疫治疗人乳腺癌荷瘤小鼠能够更有效地抑制肿瘤的生长和扩

散，发挥了更好的促进肿瘤细胞凋亡的作用。
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Treatment efficacy of MUC1-DC vaccine in breast cancer MCF-7 cell xenografts
in nude mice evaluated by monitoring tumor growth with optical molecular
imaging
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[Abstract] Objective: To evaluate the treatment efficacy of mucin 1 (MUC1) gene transfected dendritic cell (MUC1-DC) vaccine on

breast cancer MCF-7 cell xenografts in nude mice and its possible mechanism. Methods: GFP lentivirus were transfected into human

breast cancer MCF-7 cells to obtain the GFP-MCF-7 cells which were subcutaneously implanted into BALB/c nude mice. After

tumorigenesis, the mice were randomly divided into three groups. First, CIK cells activated in vitro (1×108 cells/mouse) were injected

into the mice of each group via tail vein. In the treatment groups, MUC1-DC (MUC1-DC group) or DC (DC group) were injected
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subcutaneously (0.2 ml, 1×107 cells/mouse). In the control group, normal saline of the same volume was injected. The treatment

frequency was once per day for 5 consecutive days. The fluorescence imaging of transplanted tumor was observed before and 35 days

after the treatment with optical imaging system, and fluorescence intensity and area were analyzed. The expression of Caspase 3 in

xenograft tissues was detected by immunohistochemistry, and the cell apoptosis was detected by TUNEL assay. Results: The tumor

formation rate of nude mice was 100% at 7 days after GFP-MCF-7 implantation. The results of optical molecular imaging showed that

there was no significant difference in fluorescence signal intensity among MUC1-DC group, DC group and Control group before

treatment (P>0.05). At day 35 after treatment, the fluorescence signal intensity of MUC1-DC group and DC group was significantly

lower than that of Control group (P<0.05). There was no significant difference between DC and Control group, as well as between

MUC1-DC and DC group (all P>0.05), but the fluorescence signal of MUC1-DC group was lower than that of DC group. There was no

significant difference in the distribution area of fluorescence signal among MUC1-DC group, DC group and Control group before

treatment (P>0.05). At day 35, the fluorescence signal in Control group was scattered in multiple areas, and the area of fluorescence

signal in MUC1-DC group and DC group was significantly smaller than that in Control group (all P<0.01), but there was no significant

difference between MUC1-DC group and DC group (P>0.05). Caspase 3 expression was the highest in MUC1-DC group, followed by

DC group, and the least in Control group, and the differences among the three groups were significant (all P<0.05). TUNEL results

showed that the apoptosis rate of Control group, DC group and MUC1-DC group was (4.11±2.61)% , (9.63±2.27)% , and (25.30±

8.24)% , respectively (all P<0.05). Conclusion: Compared with mere DC immunotherapy, MUC1-DC vaccine can more effectively

inhibit tumor growth and metastasis in nude mice bearing human breast cancer cell xenografts, exerting a better effect in promoting

tumor cell apoptosis.

[Key words] MUC1 gene; dendritic cell (DC); breast cancer; optical molecular imaging
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在机体的抗肿瘤免疫中，T细胞介导的细胞免疫

发挥着主导作用，其机制在于DC诱导的CTL对肿瘤

细胞的特异性细胞毒作用[1-2]。以DC为基础的肿瘤

免疫治疗方法，如 DC 或 DC-CIK 细胞等，被广泛应

用，然而其应用于临床仍存在缺陷。近些年，诸多研

究[3-4]通过负载肿瘤全细胞抗原、肿瘤特异性表位肽

刺激或转入肿瘤抗原基因等方法制备DC疫苗，对抑

制恶性肿瘤有较好的效果，而且部分DC疫苗已经正

式被批准应用于临床[5-6]。其中，肿瘤抗原致敏的DC

可以释放一种有抗原提呈能力的囊泡小体，可以显

著刺激抗原特异性CTL活性[7]。用特定的基因转染

DC或敲除特定的基因片段是加强DC抗肿瘤免疫功

能的有效手段之一，基因修饰的DC可为机体免疫系

统提供多个可供识别的抗原表位，为其在肿瘤预防

和生物免疫治疗方面的应用提供了广泛的前景[8-9]。

表达于肿瘤细胞表面的黏蛋白1（mucin 1，MUC1）糖

基化不完全，可暴露出隐蔽的抗原表位，这些表位可

以通过MHC限制性或非MHC限制性被TCR识别，

并导致特异性的肿瘤杀伤。MUC1还可以通过受体

酪氨酸激酶信号传导通路、Wnt信号传导通路等促进

肿瘤的生长、浸润及转移，因此MUC1是肿瘤主动特

异性免疫治疗的理想靶分子[10-11]。MUC1在一些腺癌

上皮细胞的表面呈高表达，如乳腺癌、肺腺癌等[12-14]。

MUC1也可以作为乳腺癌相关的特异性、敏感性较高

的分子生物学标志物，基于MUC1的疫苗具有良较

好的抗肿瘤活性[15]，本研究采用慢病毒载体介导

MUC1 基因转染 DC，经 MUC1-DC 疫苗联合 CIK 免

疫治疗，通过光学分子成像技术，探讨了其在人乳腺

癌小鼠模型中的抑瘤作用及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

18只BALB/c 雄性裸鼠，6~8 周龄，体质量 20~

22 g，购买并饲养于大连医科大学SPF实验动物中心

（动物合格证号：No.211003700001617），饲养条件：

26 ℃～28 ℃、相对湿度40%～60%、12 h/12 h明暗周

期 。 脂 质 体 Lipofectamine 3000（ 产 品 编 号 ：

Lipo3000）购自 Initrogen 公司，Caspase 单克隆抗体

（产品编号：9662）购自 CST 公司，质粒提取试剂盒

（产品编号：b511249-0010）购自Promega公司。

1.2 CIK细胞培养

取健康成人新鲜外周血，用血细胞分离机采集

外周血单个核细胞 50~100 ml，加入淋巴细胞分离液

后用密度梯度离心法纯化，无血清培养液洗涤 2次，

获得纯度在 90%以上的PBMC。于无血清培养液中

加入 1 000 U/ml的重组人 IFN-γ，37 ℃、5%CO2培养

箱中培养；24 h 后加入 50 ng/ml 的CD3 单克隆抗体

和 300 U/ml 的重组人 IL-2，刺激CIK 细胞的生长和

增殖。

1.3 慢病毒转染DC

人DC、MUC1基因转染DC和质粒由本实验室

前期研究提取和制备保存，人乳腺癌MCF-7细胞由

大连医科大学组织胚胎学教研室惠赠。取1 ml无血

清 DMEM，加入不同体积的脂质体，制备 DMEM-
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lipo3000混合液。制备DMEM-质粒混合液：取 1 ml

无血清DMEM于5 ml EP管，向其中加入0.5 μg慢病

毒包膜质粒 pMD2. G、1.5 μg 慢病毒包装质粒

pSPAX2、2 μg 慢病毒载体质粒 pCDH-Fluc-GFP、

2.5 μl P3000TM，混匀后静置5 min。每管DMEM-质粒

混合液加入1 ml的DMEM-lipo3000混合液，混匀，静

置 15 min。MCF-7细胞在 6 cm培养平皿中培养，向

其中加入转染试剂 2 ml，培养 3 d后通过检测经转染

的MCF-7细胞（GFP-MCF-7）表达GFP的情况比较不

同脂质体浓度对转染效率的影响。选择转染效率最

高组的优化条件进行后续实验。

1.4 光学分子成像技术监测MUC1-DC联合CIK治

疗乳腺癌裸鼠模型的疗效

于裸鼠胸背部皮下注射处于对数生长期的GFP-

MCF-7细胞，细胞数量为 1×107个/只，体积为 0.1 ml/

只；在第7天时选择荷瘤大小相似的裸鼠随机分为生

理盐水对照组（Control 组）、DC 治疗组（DC 组）及

MUC1-DC 治疗组（MUC1-DC 组），每组 6 只；各组

小鼠首先尾静脉注射体外活化的 CIK 细胞（1×108

个/只）；同时 ，治疗组于皮下注射 MUC1-DC 或

DC 1×107个/只，体积0.2 ml/只，对照组则注射生理

盐水 0.2 ml/只，每天治疗 1次，连续治疗 5 d，在裸鼠

模型开始治疗前及开始治疗后第 35 天分别采用

IVIS Lumina Ⅱ小动物活体成像仪进行活体光学分

子成像监测和观察，通过积分光密度（integral optical

density，IOD）值判断动物体内GFP表达部位及强度，

并进行数据处理。

1.5 监测裸鼠移植瘤体积

GFP-MCF-7 裸鼠模型于治疗结束后第 5 天起，

每 5 d 用卡尺测量肿瘤的最大纵径（a）及最大横径

（b），肿瘤体积=0.52×a×b2（cm3），并动态观察肿瘤生

长的情况。待 35 d后采用颈椎脱臼法处死裸鼠，剥

离肿瘤，测量并称重。肿瘤组织用于后续实验检测。

1.6 免疫组化法检测Caspase 3表达

获取的肿瘤组织经固定后制备石蜡切片；脱蜡、

水化，抗原修复 10 min；滴加 3%H2O2 ，室温静置

10 min；经过正常山羊血清封闭10 min；滴加Caspase

单克隆抗体 50 μl，4 ℃过夜；经 50 μl二抗处理后用

DAB显色，并进行苏木精复染，在显微镜下观察和采

集图片，利用 ImageJ软件进行灰度值分析。

1.7 TUNEL法检测移植瘤组织中细胞凋亡情况

移植瘤组织切片经脱蜡、水化后滴加100 μl细胞

通透液（0.1%TritonX-100）室温孵育 30 min；Labeling

Solution与TDT进行25∶1混合，将其适量滴加于待测

样品区，室温孵育1 h；再次向待测样品区滴加细胞通

透液处理 5 min，重复 3次，封片；荧光显微镜下观察

并采集图片，利用 ImageJ软件进行计数凋亡细胞，计

算凋亡率。

1.8 统计学处理

采用 Graphad Prism7.0 软件作为统计学分析处

理工具，连续变量的计量资料以 x̄±s 表示，裸鼠成瘤

活体光学分子成像的 IOD 值比较采用组间方差分

析，如果组间存在差异，则进一步行两两 t检验比较；

凋亡率分析采用两独立样本 t检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 慢病毒转染获得GFP-MCF-7细胞

通过GFP表达情况比较不同质粒浓度和脂质体浓

度对转染效率的影响，结果（图1）显示，第2组的GFP亮

度显著高于其他各组（均P<0.01），即当加入0.5 μg慢病

毒包膜质粒pMD2.G、1.5 μg慢病毒包装质粒pSPAX2、

2 μg慢病毒载体质粒pCDH-Fluc-GFP时，转染效率最

佳；当加入10 μl lipo3000脂质体和10 μl P3000TM时，第

3组的GFP亮度显著高于其他组（均P<0.01）（图2），故

选择此浓度脂质体进行后续实验。

1: 0.25 μg pMD2.G+0.75 μg pSPAX2+1 μg pCDH-Fluc-GFP; 2: 0.5 μg pMD2.G+1.5 μg pSPAX2 + 2 μg pCDH-Fluc-GFP;

3: 1 μg pMD2.G+3 μg pSPAX2+4 μg pCDH-Fluc-GFP; 4: 2 μg pMD2.G+6 μg pSPAX2+8 μg pCDH-Fluc-GFP; Bar=100 μm

图1 慢病毒转染质粒浓度条件优化

Fig.1 Optimization of vector concentration in lentiviral transfection
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1: 2.5 μl lipo3000+ 2.5 μl P3000TM; 2: 5 μl lipo3000+5 μl P3000TM; 3: 10 μl lipo3000+10 μl P3000TM; 4: 20 μl lipo3000+20 μl P3000TM;

Bar=100 μm

图2 慢病毒转染脂质体浓度条件的优化

Fig.2 Optimization of liposome concentration in lentiviral transfection

2.2 MUC1-DC抑制裸鼠乳腺癌移植瘤的生长

裸鼠于接种后 7 d，可触及直径约 2 mm大小肿

块，成瘤率 100%。治疗前和治疗后 35 d活体光学分

子成像检测结果（图 3）显示，治疗前MUC1-DC组、

DC组和Control组裸鼠体内移植瘤荧光信号强度分

别为（1.49±0.15）×109、（1.67±0.13）×109、（0.95±0.29）×

109，组间比较差异无统计学意义 (F=0.4341，P=

0.6751)；开始治疗后第 35天，3组荧光信号强度分别

为（1.51±0.33）×109、（2.23±0.16）×109、（4.78±1.00）×

109，其中 MUC1-DC 组的荧光信号强度明显低于

Control 组（P=0.0357）；DC 与 Control、MUC1-DC 与

DC 组间差异无统计学意义（P=0.0649，P=0.1187），

但MUC1-DC比DC组荧光信号更低。从荧光信号分

布面积上进行统计分析，治疗前MUC1-DC组、DC组

和 Control 组 3 组的荧光信号面积分别为（35.52±

10.13）mm2、（40.24±5.80）mm2、（48.04±11.77）mm2，

组间体内移植瘤荧光信号面积差异无统计学意义

（F=1.084，P=0.4207）；开始治疗后第 35天，3组的荧

光信号面积分别为（218.5±76.05）mm2、（407.2±10.91）

mm2、（986.8±88.17）mm2，其中Control组荧光信号呈

多处散在分布，MUC1-DC组和DC组的荧光信号面

积明显低于Ct组（P=0.0027，P=0.0029），但MUC1-DC

组与DC组的荧光信号面积无显著差异（P=0.07）。

2.3 MUC1-DC对裸鼠移植瘤体积和质量的影响

荷瘤裸鼠行MUC1-DC或DC联合CIK细胞治疗

5 d，结束后5 d开始测量肿瘤体积大小，结果显示，从

开始治疗后20 d起，Control组、DC组及MUC1-DC组

肿瘤体积大小出现差异，但无统计学意义；随后差异

逐渐增大，至 35 d，Control组、DC组及MUC1-DC组

移植瘤体积分别为（2.86±0.13）cm3、（1.95±0.18）cm3、

（0.94±0.09）cm3，MUC1-DC组肿瘤生长明显受抑制，

3组间肿瘤大小差异均有统计学意义（P<0.05），肿瘤

生长曲线见图 4。同时，3 组平均瘤质量分别为

（1.80±0.13）g、（1.18±0.11）g、（0.80±0.10）g，MUC1-

DC组和DC组与Control组比较（均为P<0.01)，差异

均有统计学意义，且MUC1-DC组与DC组比较，差异

也有统计学意义（P<0.01）。

2.4 MUC1-DC治疗后裸鼠移植瘤组织中Caspase 3

表达升高

免疫组化法检测结果（图 5）显示，Control 组

Caspase 3 表达最少 ，DC 组次之 ，MUC1-DC 组

Caspase 3表达水平最高，3组间比较，差异均有统计

学意义（均P<0.05）。

2.5 MUC1-DC治疗后裸鼠移植瘤中细胞的凋亡率

升高

以TUNEL法检测各组移植瘤组织中细胞凋亡情

况，结果（图6）表明，MUC1-DC组细胞凋亡率显著高

于 DC 组 和 Control 组 [（25.30±8.24）% vs（4.11±

2.61）%、（9.63±2.27）%，均P<0.05]。

3 讨 论

“肿瘤免疫疗法”这一新兴治疗手段持续得到了

人们对机体免疫系统潜在的强大肿瘤杀伤能力的关

注。临床研究[16]结果表明DC-CIK法对乳腺癌的治

疗是安全有效的。近年来，不同负载条件刺激下的

DC 疫苗得到了广泛研究。负载肿瘤抗原的 DC 与

CIK细胞联合治疗可有效抑制裸鼠肺腺癌移植瘤的

生长[17]。加载 CD133+HT-29 细胞裂解液或 RNA 的

DC-CIK细胞对裸鼠结肠癌细胞HT-29移植瘤有更好

的抑瘤作用[18]。这些研究提示负载肿瘤抗原的DC疫

苗或可作为乳腺癌免疫治疗的新手段。

癌细胞转移是乳腺癌致死的主要原因，为了更

全面反映乳腺癌病理过程，本研究建立成瘤率高并

能自发向远处转移的人乳腺癌 MCF-7 裸鼠动物模

型，采用慢病毒介导人源 MUC1 基因修饰 DC 制备

MUC1-DC疫苗，联合CIK细胞进行免疫治疗，采用
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小动物活体分子成像系统监测了MUC1-DC或DC分

别联合CIK细胞免疫治疗后裸鼠移植瘤的生长情况，

以评价MUC1-DC疫苗对乳腺癌免疫作用的效果及

其可能的机制。

*P<0.05，**P<0.01 vs Control group

A: The distribution, intensity and area of the fluorescence signal before treatment; B: The distribution, intensity and area of the

fluorescence signal after 35 days of treatment

图3 裸鼠光学分子成像检测MUC1-DC对移植瘤的抑制作用

Fig.3 The inhibitory effect of MUC1-DCs on xenografts of nude mice detected by optical molecular imaging

小动物活体荧光成像是光学分子成像技术的一

种，是在小动物活体状态下采用特定荧光蛋白对特

定细胞或靶分子进行标记，通过成像系统显像及荧

光蛋白强度进行定性、定量的研究，动态观察肿瘤的

生长、转移情况[19-20]。在抗肿瘤疗效判定方面，相对

于只能从组织结构等大体层面进行检测、判断的传
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统影像学技术来说，小动物活体荧光成像在这方面

更具有优势[21-22]。其优点在于具有高灵敏度，可以通

过对发光信号的检测而追踪肿瘤的转移过程。有报

道称，其可观察到癌细胞在血管中的停留、外渗和转

移灶等一系列过程，甚至能够检测到少于100个细胞

的肿瘤微小转移病灶[23-24]。本研究采用小动物活体

成像仪捕捉GFP释放的绿色荧光强度和面积，判断

出移植瘤的大小和分布，以此推算出移植瘤的生长

情况及免疫治疗的干预效果。结果显示，实验期间

均可检测到发光信号，GFP-MCF-7移植后第 7天，即

治疗前，成像荧光强度无显著变化，且荧光信号分布

集中，面积无明显差异。DC或MUC1-DC免疫治疗

开始后第 35天，GFP稳定表达使细胞仍然能够被跟

踪。MUC1-DC治疗组肿瘤生长明显受抑制，MUC1-

DC组的荧光信号强度明显低于Control组，而DC与

Control、MUC1-DC 与 DC 组间均无显著性差异，但

MUC1-DC比DC组荧光信号更低，且荧光信号面积

明显小于 DC 组，Control 组荧光信号呈散在多处分

布，面积明显大于MUC1-DC与DC组。另外，各组瘤

质量比较与荧光成像结果相一致。上述结果表明，

转染MUC1基因能显著提高DC细胞抑制乳腺癌细

胞增殖的能力，且活体光学分子成像方法能够准确

测出裸鼠移植瘤变化和转移情况，为移植瘤的免疫

治疗效果提供可靠的检测手段。

*P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs DC group

图4 不同实验组裸鼠移植瘤生长情况比较

Fig.4 Growth of xenografts in nude mice of various groups

*P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs DC group; Bar=100 μm

图5 MUC1-DC治疗促进裸鼠移植瘤组织中Caspase 3的表达

Fig.5 MUC1-DC treatment promoted the expression of Caspase 3 in xenograft tissues of nude mice

Bar=100 μm

图6 MUC1-DC治疗促进裸鼠移植瘤组织中细胞的凋亡

Fig.6 MUC1-DC treatment promoted the cell apoptosis in

xenograft tissues of nude mice

为进一步探究MUC1-DC对乳腺癌裸鼠肿瘤模

型生长发挥了更好抑制作用可能的机制，本研究取

瘤后进行了肿瘤细胞的凋亡检测。免疫系统识别和

清除外来异物和自身异常组织，必须依靠对自身起

反应的淋巴细胞的“删除”，而这种“删除”主要通过

细胞凋亡来完成。本实验中探讨的Caspase 3被认为

是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，也是CTL

细胞杀伤机制的重要组成部分[25]。本研究免疫组化

检测结果发现，MUC1-DC治疗组表达Caspase 3明显

高于其他两组；同时TUNEL检测结果也表明MUC1-

DC治疗组移植瘤组织中细胞凋亡率明显高于DC组

及Control组。本研究表明，MUC1作为乳腺癌相关

的特异性、敏感性较高的分子生物学标志物以及免

疫治疗的潜在靶点，MUC1基因转染DC增强了其在

人乳腺癌裸鼠模型的杀伤作用和促凋亡作用，

MUC1-DC治疗促进人乳腺癌裸鼠模型细胞凋亡的
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机制还有待于深入研究。

综上所述，本研究通过以慢病毒为载体转染人乳

腺癌MCF-7，建立携带GFP报告基因的GFP-MCF-7

乳腺癌裸鼠模型，通过光学分子成像技术监测活体

裸鼠体内移植瘤的生长，通过定性与定量分析证明，

与单纯DC相比，MUC1基因转染的DC联合CIK细

胞对乳腺癌裸鼠模型的肿瘤生长起到了明显的抑制

作用；其抑瘤作用的机制与MUC1促进细胞凋亡有

关。但MUC1-DC增强免疫活性的机制可能还涉及

多细胞因子与凋亡的相互作用。本研究的不足之处

在于受制于疫情期间的实验条件，未能进行多节点

和更长周期的动态检测。相信随着光学分子成像活

体检测技术的不断成熟和新兴技术的不断开发与完

善，人们对于乳腺癌乃至其他恶性肿瘤疾病的免疫

治疗效果的研究将会越来越清晰。
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