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胡萝卜素降解物诱导小鼠肝癌细 

胞 H22产生免疫活性的研究 
 

刘安军，张倩云，郑国强，董慧，方菁菁，滕安国，郑捷，王稳航 

（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：本文研究了以胡萝卜素降解物作为免疫诱导剂的 H22 全细胞免疫物对小鼠 H22 肝癌的抑制作用，通过用胡萝卜素降解物

与 H22细胞共培养后对小鼠进行免疫，同时设立模型组和空白组，试验期间，测定小鼠生长曲线、脏器指数、抑瘤率、巨噬细胞吞噬

能力、NK 细胞杀伤活性、免疫器官 HE 染色等。结果表明：胡萝卜素降解物对小鼠没有毒性作用，免疫组小鼠抑瘤率为 93%、巨噬

细胞吞噬指数和廓清指数分别为 5.42±0.19、0.39±0.002，NK 细胞杀伤活性为 0.93，总体各个指标均与模型组小鼠呈显著性差异，说

明 H22全细胞免疫物能够增强小鼠的免疫能力，有效保护免疫器官。 
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Abstract: The effects of H22 cells vaccine treated with carotene degradants as immunoadjuvant on the mice were studied in this paper. By 

immunising the mice with the coculture of H22 cells and carotene degradants, setting the model and the control, it was found that the carotene 

degradants had no toxic effects on the mice and the cancer inhibition rate of immue mice was 93%. Carbon particle clearance and the 

phagocytsis index of macrophages were 0.39±0.002 and 5.42±0.19, respectively. Cytotoxicity of NK cells was 0.93. All of the parameters had 

significant difference compared with those of the model. The research proved that H22 cells vaccine treated with carotene degradants can 

effectively protect immune organs. 
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类胡萝卜素广泛分布于大自然中，其主要功能是

对单线态氧的有效淬灭，能消除羟自由基，是脂类过

氧化反应的断链抗氧剂，在细胞和细胞膜中能与脂类

结合而有效抑制脂质的氧化，对于人体疾病的预防,发
挥着重要作用[1]。类胡萝卜素的性质十分活泼，对空气、

热、光等非常敏感，很容易被氧化和异构化，但胡萝

卜素降解是一个非常复杂的过程，许多中间产物在生

成的同时又马上与其他物质发生反应，所以目前国内

外对于胡萝卜素降解物的研究还不透彻[2]，本文研究了

胡萝卜素降解物作为免疫诱导物与H22小鼠肝癌细胞共

培养后免疫小鼠后的抑瘤效果，此方法抑瘤效率高、

安全无毒，不仅为治疗肝癌提供了方法和依据也为胡 
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萝卜素降解物的研究开辟了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
1.1.1  材料 

肿瘤细胞株，小鼠肝癌细胞株 H22购自天津医科

大学；胡萝卜素降解物为本实验室研制；实验动物 50
只 20±2 g BALB/c 小鼠，购自中国人民解放军军事医

学科学院实验动物中心。 
1.1.2  试剂 

HyQ®改良型 RPMI1640 培养基，购自海克隆生

物化学制品（北京）有限公司；优级新生牛血清，购

自中美合资兰州民海生物工程有限公司；印度墨汁，

购自上海沪宇生物科技有限公司；MTT(BR)，上海源

叶生物科技有限公司。 
1.1.3  仪器 

ESJ205-4 型电子天平（沈阳龙腾电子称量仪器有
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限公司）；2123TC 水套式 CO2培养箱（美国 Shellab）；
B600B 型医用低速离心机（白洋离心机厂）；酶标仪

（Thermo Electron U.S.A）；SP-2102 UV 型紫外可见分

光光度计（上海光谱仪器有限公司）。 
1.2  免疫物制备 

在 1 mL 含 10%已灭活胎牛血清的 RPMI1640 培

养基中，接种 4×107个 H22细胞，加入 200 μg/mL 浓

度的胡萝卜素降解物共培养 72 h 后，离心(1000 r/min，
5 min)弃上清，悬浮于 1 mL 生理盐水中，随后用液氮

反复冻融 6 次，制备成所需免疫物[3]。 
1.3  H22系小鼠免疫模型的建立 

将 30 只小鼠随机分成 3 组，即空白组、模型组、

免疫组，每组 10 只小鼠。免疫组给予每只小鼠 0.2 mL
按 1.2 方法制备的免疫物，模型组每只给予 0.2 mL 的

生理盐水，背部皮下注射，每周一次，共免疫四次[4]。

在最后一次免疫完 7 d 后，给模型组和免疫组分别腋

下接种处于对数期生长期的 H22 细胞，2×106 个细胞/
只[5]。 
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1.4  测定指标 
1.4.1  免疫小鼠存活情况 

各组小鼠自免疫开始，测量其体重变化。 
1.4.2  免疫小鼠体指数 

试验结束后，最后一次称量小鼠体重，随后眼球

取血处死各组小鼠，解剖并取出脾、胸腺，计算脾指

数、胸腺指数[6]，小心完整地分割小鼠的实体瘤，称

重并计算抑瘤率。 
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1.5  NK 细胞杀伤活性的检测  
取实验小鼠 9 只，分三组，每组三只，分空白、

模型、免疫 3 个组，按上述方法免疫造模后，断颈处

死小鼠，无菌条件下取出各组小鼠的脾脏，剪成小块，

然后将脾组织放入 200 目的不锈钢细胞筛网中，研磨。

研磨过程中用生理盐水将单细胞洗入无菌培养皿中形

成细胞悬液，用注射器将细胞悬液吸入离心管中，洗

涤 2 遍，去除红细胞，然后用 10% FCS-RPMI-1640
培养液将细胞浓度调至 2×106个/mL；同时将传代良好

的 H22细胞数调至 1×105个/mL。往 96 孔板中加 H22

细胞和效应细胞，将效靶比调整为 50:1，对照孔加同

量的效应细胞或靶细胞，用培养液将总体积调至 200 
μL，每孔内加 MTT (5 mg/mL) 10 μL，37 ℃，5% CO2

孵育箱内培养 4 h，离心(1500 r/min，15 min)弃上清。

在每孔内加入二甲基亚砜 150 μL，溶解 MTT 还原产

物，微型振荡 5 min，酶标仪测定各管 OD570nm值，求

出各组平均值的杀伤百分率(%)表示 NK 细胞活性[7]。 
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1.6  巨噬细胞吞噬能力检测[8] 
根据1.3的方法将小鼠免疫后，按0.01 mL/g的量，

从尾部静脉注入印度墨汁，并且分别在 2 min，10 min
时取血 20 μL加入 0.1% Na2CO3溶液中。600 nm检测，

用 0.1% Na2CO3溶液校正零点。 
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1.7  组织的 HE 染色 
将建模试验之后小鼠的脾和胸腺取出切成 2 mm

左右的块状，固定，石蜡包埋，切片，用 HE 染色，

中性树胶封片，待片干后拿到尼康显微镜下拍照，观

察组织结构的变化[9] 

1.8  统计分析 
统计学处理 采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进

行统计分析。 

2  结果 

2.1  免疫小鼠生长情况 

 
图1 各实验组小鼠体重变化图 

Fig.1 Time course of the body weight of the mice in different 

groups 

从图 1 可以看出，免疫及空白组的小鼠体重变化

趋于一致，模型组小鼠前阶段与前两组的变化趋势一

致，在腋下接种 H22 小鼠肝癌细胞后，由于小鼠身体

成病态，瘤不断长大，使得小鼠日渐消瘦，随着瘤体

的长大小鼠体重反而成下降趋势。 
2.2  试验小鼠免疫指标测定结果  
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表1 胸腺指数和脾指数 

Table 1 Splenic index and thymus index of the mice in different 

groups 

组别 胸腺指数 脾指数 

空白组 2.66±0.12** 4.60±0.30** 

模型组 1.96±0.80 8.02±0.43 
免疫组 3.06±0.99** 5.54±0.49** 

注：与模型组相比，*p＜0.01，显著性差异，**p＜0.01,

极显著。 

485 

免疫器官的脏器指数是衡量小鼠机体免疫功能

的初步观察指标，而胸腺和脾脏分别是重要的中枢免

疫器官和外周免疫器官。根据表 1 的结果，免疫组、

模型组分别与空白组比较，模型组胸腺严重萎缩而脾

脏却大幅肿大，有极显著性差异；免疫组的胸腺指数

及脾指数与空白组基本一致，没有显著性差异，说明

以胡萝卜素降解物为免疫诱导剂的全细胞免疫物可以

在一定程度上保护小鼠的免疫器官。 
2.3  免疫物对小鼠巨噬细胞吞噬能力的影响 

表2 巨噬细胞吞噬能力 

Table 2 The result of carbon expurgation 

组别 廓清指数(K) 吞噬指数(a) 

免疫组 0.39±0.002** 5.42±0.19* 

模型组 0.22±0.000 4.33±0.06 
空白组 0.39±0.047** 5.62±0.26* 

注：与模型组相比，*p＜0.01，显著性差异，**p＜0.01,

极显著。 

单核巨噬细胞系统（网状内皮系统，RES）是机

体最重要的防御系统，它具有强大而迅速吞噬廓清异

体颗粒或某些可溶性异物的能力，并能迅速清除体内

自身产生的某些有害物质。当在尾部静脉注入特定大

小的惰性碳之后，它即可被肝脾内的巨噬细胞及机体

单核巨噬细胞系统的其他巨噬细胞迅速吞噬从而从血

液中廓清，从表 2 可以看出，模型组，免疫组，空白

组两两之间的廓清指数和吞噬指数皆有显著性差异，

且可以得知模型组的吞噬能力和廓清能力较低，免疫

组和空白组的免疫能力较强，由此也可以推出，此免

疫物在一定程度上恢复了巨噬细胞的吞噬能力。 
2.4  免疫物对小鼠 NK 细胞活性的影响 

表3 NK细胞杀伤活性检测和抑瘤率 

Table 3 Cytotoxicity of NK cells and rate of inhibition 

组别 NK 细胞活性 抑瘤率 

空白组 0.74 - 

模型组 0.24 0 
免疫组 0.93 0.93 

NK 细胞是固有免疫的重要组成细胞，是一种天

然杀伤细胞，NK 细胞与靶细胞的反应是建立在 NK
细胞表面受体和靶细胞表面配体相互识别的基础上，

这些受体和配体分子有生殖细胞遗传编码，直接表达

在细胞表面或受应激后被诱导表达，NK 细胞表面有

两种性质不同的信号，一种是抑制性受体，一种是激

发性受体，从表中可以看出，免疫组的 NK 细胞杀伤

活性高，模型组的低，说明此疫苗能有效激发 NK 细

胞活性，从而增强小鼠的免疫功能。 
2.5  组织的 HE 染色 

         
a                 b                 c 

         
e                 f                 g 

图2 免疫组织HE染色（×40） 

Fig.2 HE staining of spleen and thymus 

注：a: control spleen; b: immue spleen; c: model spleen; e: 

control thymus; f: immue thymus; g: model thymus。 

从图 2 可以看出，免疫组与空白组小鼠的脾和胸

腺细胞排列紧密，有规则，染色边界清晰，而模型组

小鼠的脾组织 HE 染色图片疏松，杂乱无章,胸腺细胞

排列无规则，中间髓质部分萎缩，免疫组的髓质明显

增大。 

3  讨论 

3.1  目前由于对于胡萝卜素降解物的成分尚未探讨

清楚[10]，所以本试验采取了与以往相反的试验流程，

先验证了以胡萝卜素降解物作为诱导剂的全细胞免疫

物的免疫作用，而胡萝卜素降解物与细胞共培养后对

细胞有什么影响，以及共培养物给机体免疫之后，在

机体内部，是如何激发和促进免疫分子的抗肿瘤能力，

都还得需要进一步研究。 
3.2  模型组的小鼠，因为肿瘤的侵袭，胸腺受攻击而

萎缩，但是脾却比空白组的大，颜色要亮，切片中的

模型组脾疏松无规则，我们初步猜想其可能是因为脾

水肿，但具体原因还有待更进一步深究。 
3.3  NK 细胞杀伤活性的检测很多文献当中都是采用

K562 细胞，在本文中却采用 H22，因为考虑到模型组

小鼠原本接种的瘤细胞是 H22，在测 NK 细胞活性的

时候同样采用 H22应更加具有对比意义。 
免疫组的脾指数、胸腺指数、巨噬细胞吞噬能力、

NK 细胞的杀伤活性等都明显优于模型组，有的甚至
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优于空白组，说明这种免疫佐剂对小鼠的免疫功能确

实有增强的作用，并且从生长曲线不难得出，此物质

对小鼠基本没毒性，不影响小鼠的正常生长。 
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