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Abstract
AIM: To investigate the special anti-H22 hepatocellular
carcinoma growth effect of the MUC1 gene immunization.

METHODS: Balb/c mice were immunized intramuscularly
with 100 µg MUC1 cDNA 3 times at 3-weekly intervals.
Three weeks after the last immunization, tumor challenge
experiments were performed by using MUC1 expressing
tumor cell line H22. Tumor growth inhibition and body protection
were observed two weeks later. After 43d of challenge
experiments, all mice were killed and tumors were weighed.
Histological analysis of tumor tissue was carried out with
HE staining.

RESULTS: After 43 d of challenge experiments, the volumes
of H22 hepatocellular carcinoma in MUC1cDNA, pcDNA3.1
(+) and NS groups were 547±59 mm3, 1 185±84 mm3 and
1 220±95 mm3 (P <0.01), respectively. The average mass
of H22 hepatocellular carcinoma in the three groups was
1.87±0.96 g, 4.19±1.34 g and 4.23±1.32 g (P <0.01),
respectively . Tumorigenic rate was only 50 % in MUC1cDNA
group, and was 100 % in pcDNA3.1(+) and NS group. H22

hepatocellular carcinoma growth in mice of MUC1cDNA
group was significantly suppressed (P <0.01), and a significant
body protective effect was found in mice of MUC1cDNA
group (P <0.05), compared with control group. Histological
analysis showed that the H22 hepatocellular carcinoma
tissues were markedly necrosed in mice of MUC1cDNA
group compared with that in control group.

CONCLUSION: MUC1 gene immunization can significantly
suppress H22 hepatocellular carcinoma growth.
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摘要

目的: 观察MUC1基因免疫对H22肝癌生长的特异性抑制

作用.

方法: 采用股四头肌肌肉注射法将构建的MUC1基因疫苗

pcDNA3.1-MUC1 免疫 Balb/c 小鼠 每次 100 µg 3 wk / 次

共3次. 最后一次基因免疫后3 wk 接种表达MUC1的H22

肝癌细胞. 2 wk 后观察 记录肿瘤的生长情况. 于肿瘤细

胞接种后 43 d 处死全部动物 称肿瘤的质量. 荷瘤小鼠

的瘤组织常规HE染色.

结果: 肿瘤细胞接种后 43 d MUC1 预防组 质粒 pcDNA3.1

对照组及生理盐水阴性对照组H22肝癌大小分别为547

59 mm3 1185 84 mm3 和 1220 95 mm3 (P <0.01);平

均瘤质量分别为 1.87 0.96 g 4.19 1.34 g 和 4.23

1.32 g (P <0.01) ; pcDNA3.1对照组和生理盐水阴性对照组

100 % 可见瘤体形成 肿瘤生长 而 MUC1 基因疫苗预

防组仅见 50 % (5/10)的小鼠有瘤体形成 与对照组相比

MUC1预防组H22肝癌生长受到明显抑制(P <0.01); MUC1

预防组小鼠免疫保护有显著差异(P <0.05). 病理学检查结果

显示 与pcDNA3.1 对照组相比 MUC1 DNA疫苗预防组

鼠H22肝癌组织大量坏死.

结论: MUC1基因免疫显著抑制H22肝癌生长.
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0   引言

尽管化放疗等有效的抗肿瘤治疗使癌症患者生存率不

断提高[1-4] 然而 大多数癌症转移患者因不能被治



愈而死亡[5-7]. 因此 探索有效的治疗肿瘤的新途径十分

必要[8-10]. DNA疫苗以其简单而独特的免疫方式和良好的

动物免疫效果而倍受关注[11, 12]. 人 MUC1 基因的编码产

物 Mucin 是一种 型跨膜蛋白. 研究发现 MUC1 在乳

腺癌及肝癌等多种肿瘤中异常表达且由于糖基化不全

导致新的抗原肽表位暴露,是肿瘤主动特异性免疫治疗

理想的靶分子[13-17]. 我们探讨 MUC1 基因疫苗是否可以

特异性抑制 H22 肝癌生长.

1    材料和方法

1.1 材料  小鼠肝癌细胞 H22 为本室保存. Balb/c 小鼠 20

只 雌雄不限 4-6 wk 15-20 g 第四军医大学

实验动物中心提供. 含 32 tandem  repeats 的 MUC1 质粒

pVax-MUC1 由英国 Imperial Cancer Research Fund 的

Taylor-Papadimitriou 教授惠赠 E.coli DH5 由本室

保存. E.Z.N.AR plasmid Miniprep Kit,购自 Omega 公司;

DMEM 购自 Gibco 公司; RPMI1640 培养液(Sigma 公司);

小牛血清购自杭州四季清生物工程材料研究所; MUC1

单克隆抗体为 Antibody Diagnostica 公司产品 链霉素 -

卵白素 - 生物素 - 过氧化物酶复合物(SABC)试剂盒 二

氨基联苯胺(DAB)试剂盒 (武汉博士德生物工程有限公司).

1.2 方法  MUC1 基因疫苗 pcDNA3.1(+)-MUC1 构建及表

达见文献[18]. 碱裂解法大量制备重组质粒 pcDNA3.1-

MUC1 及空载体 pcDNA3.1 采用聚乙二醇沉淀法(PEG

法)纯化. 无菌生理盐水溶解质粒 紫外分光光度计测

A260 及 A280 计算浓度 A260/A280 值达 1.8-2.0 定量

用无菌生理盐水稀释成浓度为 g/L  -20 保存. 免

疫组织化学法检测 H22 肝癌细胞 MUC1 表达  取少许

H22 肝癌细胞 浓度以形成单细胞层为宜 分别滴于

多聚赖氨酸处理过的载玻片上 经空气干燥后 -20 

冷丙酮固定 5 min 接着在蒸馏水中洗一下 空气中

干燥 4 保存. ABC 法免疫染色 封片待检. Balb/c

小鼠 20 只随机分为 3 组 pcDNA3.1-MUC1 实验组

(MUC1 组)10 只 pcDNA3.1 空白对照组(pcD3.1 组)5 只

灭菌生理盐水阴性对照组(NS 组) 5 只. 每只小鼠 100 µL

(1 g/L) 质粒 小鼠股四头肌肌肉丰厚处肌肉注射. 3 wk /

次 共 3 次 最后一次基因免疫后 3 wk 实验组和对

照组小鼠于右臀及大腿部皮下接种 0.2 mL (1010/L) H22

肝癌细胞 进行保护实验. 每周观察记录 1 次肿瘤的生

长情况 用游标卡尺测量肿瘤的长 短径. 肿瘤体积按公

式 V(mm3)=0.4ab2 计算[19] a = 长(mm) b = 宽(mm) 比

较肿瘤大小并绘制生长曲线. 于肿瘤细胞接种后 43 d

处死全部存活动物 称肿瘤的质量. 解剖并分离荷瘤

Balb/c 小鼠的瘤组织 用 40 g/L 甲醛固定 常规石蜡包

埋 切片 HE 染色镜检 观察肿瘤的组织细胞结构.

        统计学处理  采用 SPSS11.0软件进行方差分析和χ2

检验.

2   结果

2.1 肿瘤生长  接种 H22 肝癌细胞后 43 d MUC1 预防组

质粒pcDNA3.1对照组及生理盐水阴性对照组H22肝癌大

小分别为547 59 mm3 1185 84 mm3 和1220 95 mm3

3 组肿瘤生长速度有非常显著的差异(F =198.29 P =

0.0 001 图 1) 差别主要在 MUC1 预防组与 pcDNA3.1

对照组和MUC1预防组与NS对照组之间(P <0.01) MUC1

预防组 H22 肝癌生长受到明显抑制. MUC1 DNA 免疫对

小鼠 H22 肝癌的瘤体质量为 1.87 0.96 g 比 pcD3.1

组 4.19 1.34 g 和 NS 组 4.23 1.32 g 轻( P <0.01).

图 1   小鼠 H22 肝癌生长曲线.

图 2  MUC1 疫苗组 H22 肝癌组织细胞坏死.
A: MUC1 cDNA 组; B: 对照组.

2.2 体内免疫保护  小鼠接种 H22 肝癌细胞后观察 43 d

MUC1 基因疫苗预防组仅见 50%(5/10)的小鼠有瘤体形

成 而 pcDNA3.1 对照组及生理盐水阴性对照组 100 %

可见瘤体形成 肿瘤生长. 与对照组相比 MUC1 预

防组小鼠免疫保护有显著差异(校正 χ2=4.27 P <0.05).

与对照组相比 MUC1 DNA 疫苗预防组鼠 H22 肝癌组

织中大量肿瘤细胞变性和坏死(图2) . H22肝癌细胞滴片

袁时芳, 等. MUC1 基因免疫抑制 H22 肝癌生长的实验研究                                                           1323

10          20           30           40            50

pcD3.1

t /d

NS
MUC1

Tu
m

or
 v

ol
um

e 
(m

m
3 )

1 400

1 200

1 000

800

600

400

200

0

A

B



免疫组化呈阳性(图 3)

图 3  H22 肝癌细胞 MUC1 免疫组化染色.
A: Positive; B: Negetive.

3   讨论

基因免疫也称基因疫苗或 DNA 疫苗 是将编码某种抗

原的基因片段克隆到真核表达质粒 再用该质粒 DNA

免疫动物 使之在机体细胞内持续表达具有天然构象

的抗原蛋白 并刺激机体产生抗原特异的体液免疫和

细胞免疫应答. 他的突出优点是能通过不同途径诱导产

生细胞毒 T 淋巴细胞(CTL) 因此基因免疫在诱导抗肿

瘤免疫方面比常规疫苗更具有优势. 肿瘤基因疫苗是将

肿瘤相关抗原(TAA)或肿瘤特异抗原作为抗肿瘤免疫攻

击的靶点[20]. 人 MUC1 基因的编码产物 Mucin 他的多

肽骨架由胞外段 跨膜段和胞内段 3 部分组成, 含有抗

原表位的重复序列位于胞外段 是细胞表面最先与机

体免疫系统接触的膜表面分子 可诱发特异性抗乳腺

癌的 CTL 免疫应答[21-26]. Takao et al [16]报道 MUC1 在

肝内胆管癌 65 % 高表达 且与癌灶肝转移及预后不良

相关. Cao et al [17]研究发现 人肝细胞癌(HCC)MUC1 阳

性反应 可作为 HCC 的预后指标. MUC1 基因免疫是否

可以抑制肝癌生长尚不清楚. 我们用构建的编码 Mucin

蛋白的基因疫苗pcDNA3.1-MUC1 质粒免疫Balb/c小鼠

后 用表达 MUC1 的 H22 肝癌细胞接种 证实 MUC1

基因免疫可以在小鼠体内特异性抑制 H22 肝癌生长.

        动物实验前 我们用免疫组织化学法检测MUC1在

H22 肝癌细胞表达. 结果表明 H22 肝癌细胞滴片免疫

组化均呈阳性染色结果. 在其基础上 我们将 2 106

个 H22 肝癌细胞接种在 Balb/c 小鼠右臀及大腿部皮

下 接种肿瘤细胞后 10 d 左右即可摸到皮下的瘤结

节 肿瘤在不同个体的生长速度均匀 成瘤率 100 %.

稳定的 H22 肝癌荷瘤动物模型的建立 为下一步的免

疫预防研究提供了条件.

      基因免疫结果显示 接种 H22 肝癌细胞后 43 d

MUC1 预防组 质粒 pcDNA3.1 对照组及生理盐水阴性对

照组H22肝癌大小分别为547 59 mm3 1185 84 mm3

1220 95 mm3 与对照组相比 MUC1 预防组肿瘤

生长速度显著降低(P <0.01). pcDNA3.1(pcD3.1)组和生理盐

水(NS)对照组的肿瘤生长速度未见显著性差异(P >0.05).

小鼠接种 H22 肝癌细胞后观察 43 d MUC1 基因疫苗

预防组仅见 50 % (5/10)的小鼠有瘤体形成 而 pcDNA3.1

对照组及生理盐水阴性对照组 100 % 可见瘤体形成

肿瘤生长. 与对照组相比 MUC1 预防组小鼠免疫保护

有显著差异(P <0.05). 生长曲线 平均瘤重和病理学检

查结果均表明 与对照组相比 MUC1 预防组 H22 肝

癌生长受到明显抑制(P <0.01).

        总之 初步研究表明 MUC1 基因疫苗免疫接种 可

显著抑制 H22 肝癌生长 对于 Balb/c 小鼠荷瘤有免疫

保护作用. 肝癌在我国及亚洲国家常见[27-35] 因此 本

研究具有广阔前景.
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