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我们以小鼠肝细胞癌( H22)为实验

对象, 以波长 630 nm 激光为光源, 以血

卟啉( HPD)为光敏剂, 以糖基化聚氨基

葡糖( GC) 为免疫佐剂的激光免疫疗法

的抑瘤作用和免疫效应, 并探讨其作用

机制。

一、材料和方法

1. 材料: 光敏剂: HPD (北京医药工

业研究所) ; 免疫佐剂: GC 由美国 Okla

homa大学 Chen WR 教授赠送。激光器:

半导体激光器(英国 Diomed 公司) , 激光

波长 630 nm, 石英光纤传输, 光纤芯径

400 m。

2.实验动物和肿瘤模型: 昆明种小

鼠(本中心动物室) ,清洁级, 体重 20~ 22

g ,雌雄各半。抽取0. 1 ml(约 1 106 个)

H22细胞悬液接种于小鼠右后腿皮下,

形成实体瘤。5~ 7 d 后, 待肿瘤长至 5

mm, 随机分组, 每组 60 只, 分别给予不

同治疗方案。

3. 实验分组和治疗: 630 nm 激光+

HPD组: 腹腔注射 HPD, 剂量 10 mg / kg

体重, 48 h 后激光照射治疗, 照光前瘤体

表面脱毛, 四肢固定, 激光辐照功率为

320 mW, 照射时间 400 s, 光能量累积约

130 J。激光免疫治疗组: 与 630 nm 激光

+ HPD 组同, 但照光前 12 h 瘤内注射

GC, 剂量0. 2 ml。单纯 GC 组: 于相应时

间瘤内注射 GC。对照组:未进行治疗。

4.长期免疫效应检测: 激光治疗后

瘤体消失且无转移瘤出现的小鼠为成功

治愈小鼠。取成功治愈小鼠, 于小鼠右

后腿皮下再次接种 H22 细胞悬液。取正

常小鼠同法接种作为对照。

5.免疫组织化学检查: 肿瘤组织固

定、石蜡包埋后切片 ,切片分别用 1 200

稀释荷瘤鼠对照组血清和成功治愈组小

鼠血清 37 孵育 1 h, 磷酸盐缓冲液

( PBS)冲洗, 超敏 SP 试剂盒过氧化物酶

显色后光镜观察。

6.血清抗体结合肿瘤细胞: 腹水

H22 细胞涂片、固定, 封闭液封闭。分别

取荷瘤鼠对照组和成功治愈组小鼠血清

作为一抗, 与细胞涂片 4 孵育过夜, 加

入异硫氰酸荧光素标记二抗, 孵育后,

PBS 冲洗,荧光显微镜观察。

二、结果

1.瘤体情况观察: 对照组小鼠瘤体

逐渐增大, 向周围组织侵润, 部分瘤体中

央缺血坏死、溃疡, 形成转移瘤。630 nm

激光+ HPD 组小鼠照光后 3~ 4 d 瘤体

表面结痂, 中央凹陷,生长速度减慢; 15 d

左右周围肿瘤组织长出, 形成火山口状。

单纯 GC 组小鼠瘤体表面无局灶性坏死,

但可见肿瘤生长较对照组缓慢。激光免

疫治疗组小鼠照光后 24 h 照光区皮肤红

肿、渗出, 2~ 3 d 后瘤体表面中央出现黑

色痂皮, 生长缓慢, 15 d 左右部分瘤体逐

渐变小、干瘪,直至消失。

2.肿瘤生长曲线: 治疗后, 每 2~ 3 d

测定 1 次瘤体积 ( V) , 公式为 V = 1/ 6

ab2 , a为长径, b 为短径。绘制肿瘤体积

变化曲线如图 1。由图可知, 3 个治疗组

均有明显的抑瘤效果。但激光免疫治疗

组抑瘤效果较其他治疗组有显著提高,

体积抑瘤率达60. 4%。

:空白组; : 630 nm+ HPD 组;

: GC组; : 630 nm+ HPD+ GC组

图 1 各治疗组小鼠肿瘤体积生长曲线

3.治愈率及生存情况: 记录小鼠死

亡时间, 计算治愈率。结果对照组、630

nm 激光+ HPD 组和单纯 GC 组小鼠均

于治疗后 40 d 左右死亡; 而激光免疫治

疗组有 14 只小鼠瘤体彻底消失, 消失时

间多于治疗后 35 ~ 50 d, 且未发现转移

瘤,直至治疗后 240 d 小鼠仍然存活, 治

愈率为23. 3%。

4. 长期免疫效应: 成功治愈小鼠多

次接种肿瘤细胞后均未见瘤体长出, 对

照组小鼠瘤体生长良好。

5. 免疫组织化学变化: 成功治愈组

小鼠血清与小鼠肿瘤组织结合为阳性,

胞膜呈黄褐色; 对照组为阴性。

6. 血清抗体结合肿瘤细胞: 成功治

愈组小鼠血清与小鼠肿瘤组织结合为阳

性,胞膜呈黄绿色;对照组为阴性。

三、讨论

本研究结果显示, 激光免疫治疗组

抑瘤作用较其他治疗组显著增强, 部分

激光免疫治疗组小鼠被彻底治愈, 长期

存活, 并产生对 H22 的特异性免疫力。

进一步研究结果证实了成功治愈小鼠血

清中 H22 细胞特异性抗体的存在。这表

明 630 nm 激光、HPD 能与 GC 相匹配起

协同作用,通过诱导体液免疫, 抑制 H22

细胞生长, 杀灭肿瘤, 并防止转移瘤形

成。有研究结果表明术后创伤因素有利

于瘤细胞黏附可能导致 H22 转移[ 1]。本

研究为 H22 提供一种长期有效的微创治

疗新方法, 也为该法应用于人肝癌治疗

提供实验依据。由于 630 nm 激光 +

H PD在临床上已应用于中晚期肝癌治

疗[ 2] ,这就为本疗法向临床过渡奠定了

基础。但该疗法的剂量参数和抗肿瘤机

制值得进一步研究。
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