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免疫共刺激分子增强自噬小体疫苗诱导的 Ｔ细胞应答
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摘　要　自噬小体疫苗ＤＲｉｂｂｌｅ被证实可以有效诱导小鼠和人Ｔ细胞应答，为了进一步增强ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗诱导人Ｔ细胞应
答的能力，本研究将免疫共刺激分子ＯＸ４０、ＣＤ８０和对照质粒分别转染至表达ＣＭＶｐｐ６５蛋白的ＬＴ３ｐｐ６５细胞系中，制备３
种类型的ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗为：Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ、ＯＸ４０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ和 ＣＤ８０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ。通过 ＥＬＩＳＡ法检测不同 ＤＲｉｂｂｌｅ
疫苗诱导树突状细胞表达ＩＬ１２的水平，结果显示，ＯＸ４０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ和 ＣＤ８０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ诱导树突状细胞表达 ＩＬ１２
的水平显著高于Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ。进一步将３种ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗分别刺激树突状细胞后与扩增的ＣＭＶ特异性Ｔ细胞共培
养，通过流式细胞术检测表达ＩＦＮγ的Ｔ细胞占总Ｔ细胞的百分比。实验结果显示，与Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ相比，ＯＸ４０／ｐｐ６５
ＤＲｉｂｂｌｅ和ＣＤ８０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ诱导 ＣＤ８＋Ｔ细胞表达 ＩＦＮγ的能力显著增高，ＯＸ４０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ和 ＣＤ８０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ
诱导ＣＤ４＋Ｔ细胞表达ＩＦＮγ的水平也显著高于Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ。实验证明免疫共刺激分子 ＯＸ４０和 ＣＤ８０修饰均可以
加强ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗体外诱导人Ｔ细胞应答的能力。
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　　肿瘤的免疫治疗是继手术治疗、放疗和化疗之
后第四重要的肿瘤治疗方法。肿瘤免疫治疗的研

究起源于 １９世纪末，纽约的外科医生 Ｗｉｌｌｉａｍ
Ｃｏｌｅｙ发现，肿瘤切除手术的术后感染患者预后更
好，提示免疫系统的参与可以帮助抑制肿瘤生

长［１－２］。此后，肿瘤学家、免疫学家以及疫苗学家

们研究了一系列肿瘤免疫治疗方案［３］。肿瘤疫苗

的临床应用研究中，确实有一部分肿瘤患者

（＜１０％）在使用肿瘤疫苗后能显著延长生存期，
但相较于化疗和放疗，肿瘤疫苗疗效依然有限，因

此临床应用受到限制［４］。

肿瘤疫苗是以肿瘤抗原为研究对象，诱导树突

状细胞（ＤＣ）交叉递呈反应激活 ＣＤ８＋Ｔ细胞应答
被广泛认为是评估疫苗效果的重要指标［５］。本课

题组研究的自噬小体疫苗是通过药物作用主动诱

导自噬，抑制溶酶体／蛋白酶体活性，富集肿瘤细胞
诱导的自噬小体。这些保留了长寿蛋白、短寿蛋白

（ｓｈｏｒｔｌｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＬｉＰｓ）和残缺的核糖体产物
（ＤＲｉＰｓ，ｄｅｆｅｃｔｉｖｅｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ）等多种肿瘤抗
原的自噬小体囊泡结构，称为 ＤＲｉｂｂｌｅ（ＤＲｉＰｓｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｂｌｅｂｓ）。ＤＲｉｂｂｌｅ作为抗肿瘤疫苗，在小鼠
实验中证实可以有效地诱导 ＣＤ８＋ Ｔ效应细胞靶
向杀伤肿瘤细胞，抑制肿瘤生长。在人体外实验中

也证实 ＤＲｉｂｂｌｅ为载体的疫苗可以有效诱导 Ｔ细
胞应答［６－８］。

ＯＸ４０和 ＣＤ８０是重要的免疫共刺激分子，
ＯＸ４０主要表达在 ＣＤ４＋ Ｔ细胞表面，可以与表达
在抗原递呈细胞（ＡＰＣ）上ＯＸ４０Ｌ结合，ＣＤ８０表达
在活化的Ｂ细胞、活化的 Ｔ细胞以及 ＡＰＣ等多种
免疫细胞表面，可以与Ｔ细胞表面的ＣＤ２８分子结
合，ＯＸ４０和 ＣＤ８０均是协同刺激 Ｔ淋巴细胞活化
的免疫共刺激分子［９－１０］。

为了进一步优化疫苗的效果，本研究将 ＯＸ４０
和ＣＤ８０分别转染至表达 ＣＭＶｐｐ６５蛋白的 ＬＴ３
ｐｐ６５细胞系中，制备含有 ＯＸ４０和 ＣＤ８０的 ｐｐ６５

ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗。ｐｐ６５是巨细胞病毒（ＣＭＶ）主要白
细胞抗原，ＣＭＶ感染人群广泛，本研究以 ｐｐ６５抗
原肽诱导后经 ＩＬ２体外扩增的 ＣＭＶＣＴＬ为效应
Ｔ细胞。以经ＧＭＣＳＦ和 ＩＬ４诱导的 ＣＤ１４＋单核
细胞来源的树突状细胞（ｍｏＤＣ）为 ＡＰＣ，通过流式
细胞术检测含有ＯＸ４０和ＣＤ８０的ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗经
ｍｏＤＣ递呈后诱导 ＣＭＶＣＴＬ细胞表达 ＩＦＮγ的水
平，并且通过ＥＬＩＳＡ检测了不同的ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗诱
导ｍｏＤＣ表达 ＩＬ１２的能力，为 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗的优
化及临床研究提供依据。
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１１　试　剂
ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公

司）；ＸＶＩＶＯ１５培养基（瑞士Ｌｏｎｚａ公司）；人外周
血单个核细胞（ＰＢＭＣ）样本、ＬＴ３人肺癌细胞和转
染了ｐｐ６５蛋白的ＬＴ３ｐｐ６５细胞（美国波特兰医学
中心肿瘤研究所）；细胞内染色破膜剂、ＢＦＡ、固定
液及鼠抗人ＣＤ３ＰｅｒＣＰ抗体、鼠抗人 ＣＤ４ＦＩＴＣ抗
体、鼠抗人 ＣＤ８ＡＰＣＣｙ７抗体、鼠抗人 ＩＦＮγＡＰＣ
抗体、鼠抗人ＯＸ４０ＰＥ抗体、鼠抗人ＣＤ８０ＰＥ抗体
以及鼠抗人同型对照 ＩｓｏｔｙｐｅＰＥ抗体（美国 ＢＤ公
司）；庆大霉素、ＬＰＳ及 Ｒ８４８（美国 Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公
司）；ｐｐ６５蛋白（德国美天旎公司）；ＨＬＡＩ限制性
ｐｐ６５抗原肽为包括（ＨＬＡ：Ａ２、Ｂ１８、Ｂ３５、Ｂ４４、
Ｂ０７０２）的混合肽库（德国 Ｐａｎａｔｅｃｓ公司）；重组人
细胞因子（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）；人淋巴细胞分离
液（美国ＧＥ公司）；ＩＬ１２ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（美国
Ｒ＆Ｄ公司）；ｐｃＤＮＡ３１Ｃｔｒｌ、ｐｃＤＮＡ３１ＯＸ４０和
ｐｃＤＮＡ３１ＣＤ８０质粒由本实验室构建和保存。
１２　仪　器

细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ
流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；台式离心机（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
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"

　方　法

２１　ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗的制备
将瞬时转染了对照质粒、ＯＸ４０和 ＣＤ８０的

ＬＴ３ｐｐ６５细胞及ＬＴ３细胞在含１０％血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中培养４８ｈ，更换至含２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替
佐米及 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化铵的培养液中继续培养
２４～４８ｈ，直至显微镜下观察到细胞中有很多小泡
结构。收获细胞培养物，先经 １５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，去除大颗粒细胞碎片；收获的上清液再经
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，得到粒径约为 １００～
１０００ｎｍ的亚细胞结构小体即为ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗。
２２　人外周血单个核细胞的制备

按照人淋巴细胞分离液使用说明书，经密度梯

度离心法分离 ＰＢＭＣ、离心完成后小心取出离心
管，可见淋巴细胞清晰白色云雾层介于两相液面之

间；用移液器小心取出中间活细胞层，转移至新的

１５ｍＬ离心管中，加 ＲＰＭＩ１６４０培养液 １０ｍＬ洗
涤，室温１６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。离心结束后弃上
清液，用 ＣＭＸ（含 １０％血清、４０％ ＲＰＭＩ１６４０及
５０％ ＸＶＩＶＯ１５）人淋巴细胞培养液重悬细胞；计
数，将细胞浓度调整至每毫升１×１０７个［１１］。

２３　ＣＭＶｐｐ６５特异性人 Ｔ淋巴细胞的体外扩增
及鉴定

将有ＣＭＶ抗原特异性记忆Ｔ细胞的人ＰＢＭＣ，
以每毫升２×１０６～３×１０６个重悬于 ＣＭＸ培养基
中；每孔２ｍＬ接种于６孔板中，在３７℃，５％ ＣＯ２
细胞培养箱孵育约２ｈ后，单核／巨噬细胞将贴于
板底；轻轻混匀吸走所有上清液中未贴壁淋巴细

胞；用ＣＭＸ培养基轻柔洗涤培养板１～２次，去除
所有未贴壁细胞。贴壁细胞中每孔添加含 ＧＭ
ＣＳＦ（５０ｎｇ／ｍＬ）、ＩＬ４（１０ｎｇ／ｍＬ）的 ＣＭＸ培养基
２ｍＬ。每３天半量更换含细胞因子的培养液；第７
天时，收集细胞，流式细胞术检测ｍｏＤＣ细胞表型；
剩余细胞以每毫升１×１０６个细胞的浓度冻存于液
氮中，作为检测的抗原递呈细胞待用。将分离的悬

浮细胞浓度调整至每毫升２×１０６～３×１０６个，按
每孔５ｍＬ接种于６孔板，加入２μｇ／ｍＬＣＭＶ抗原
肽孵育４８ｈ，刺激记忆Ｔ淋巴细胞活化，４８ｈ后添
加终浓度为１０００Ｕ／ｍＬ的ＩＬ２。每３天半量更换
含ＩＬ２的新鲜培养液，１２～１４ｄ时进行细胞计数，
将细胞用荧光标记的 ａｎｔｉＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８抗体染

色，流式细胞术检测细胞表型［１２］。

２４　ＣＭＶ特异性Ｔ细胞应答水平检测
２４１　ｐｐ６５抗原肽诱导 Ｔ细胞应答　将２×１０５

个效应Ｔ细胞重悬于 ＣＭＸ培养液１００μＬ中接种
于９６孔圆底板，加入终浓度２μｇ／ｍＬ的ＣＭＶ抗原
肽，１００μＬ放于 ３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱孵育
２ｈ，每组２复孔；加入高尔基体阻断剂 ＢＦＡ继续
培养８ｈ。孵育结束后，将细胞用荧光标记的 ａｎｔｉ
ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８／ＩＦＮγ抗体依据 ＢＤ公司提供的
ＩＣＳ方法进行染色，流式细胞术检测 Ｔ细胞表达
ＩＦＮγ的水平。
２４２　ＤＲｉｂｂｌｅ抗原或纯化的蛋白抗原诱导 Ｔ细
胞应答　将２×１０４个 ｍｏＤＣ与１０μｇ／ｍＬＤＲｉｂｂｌｅ
疫苗混合，重悬在１００μＬＣＭＸ中，接种于９６孔圆
底板，置于３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱孵育６ｈ，实
验每组２复孔；将２×１０５个效应 Ｔ细胞（１００μＬ）
加到培养孔中继续孵育１２ｈ，加入高尔基体阻断剂
ＢＦＡ继续培养８～１２ｈ。孵育结束后，细胞用荧光
标记的ａｎｔｉＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８／ＩＦＮγ抗体进行ＩＣＳ染
色，流式细胞术检测Ｔ细胞表达ＩＦＮγ水平。
２５　ＤＲｉｂｂｌｅ诱导ｍｏＤＣ表达ＩＬ１２

将ｍｏＤＣ经１０００Ｕ／ｍＬＩＦＮγ诱导６ｈ后，分
别将２×１０５个ｍｏＤＣ与１０μｇ／ｍＬＤＲｉｂｂｌｅ疫苗混
合，以ＰＢＳ为阴性对照，以ＬＰＳ／Ｒ８４８（５０ｎｇ／ｍＬ）／
（１μｇ／ｍＬ）为阳性对照，细胞及刺激物重悬在
ＣＭＸ２００μＬ中，接种于９６孔圆底细胞培养板，置
于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱孵育过夜，实验每组
２复孔。孵育结束后，通过ＥＬＩＳＡ法检测试剂盒检
测培养上清液中ＩＬ１２的表达水平［１３］。

２６　细胞转染
将 ＬＴ３ｐｐ６５细胞在含 １０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ

１６４０完全培养基培养至铺满 ７５ｃｍ２培养瓶底
７０％。将ｐｃＤＮＡ３１Ｃｔｒｌ、ｐｃＤＮＡ３１ＯＸ４０和 ｐｃＤ
ＮＡ３１ＣＤ８０４５μｇ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００４５μＬ在
ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基１５００μＬ混匀，室温孵
育１５ｍｉｎ。分别每种质粒和脂质体的混合物平均
加入３个细胞培养瓶中。将瞬时转染的细胞置于
３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱培养４８ｈ后，各取其中
１瓶细胞通过流式细胞术检测ＯＸ４０和 ＣＤ８０的转
染效率，剩余２瓶用于制备ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗。

需要荧光标记的细胞分别经０２５％胰蛋白酶
消化成单细胞悬液，分成 ３管，每管 １×１０５个细
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胞，用流式缓冲液洗涤；弃上清液，每管加入５μＬ
Ｆｃ受体封闭抗体孵育５ｍｉｎ；加入流式缓冲液洗
涤，室温１６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；３管中分别加入
荧光标记的同型对照抗体（ｉｓｏｔｙｐｅ）、ａｎｔｉＯＸ４０和
ａｎｔｉＣＤ８０抗体在４℃孵育３０ｍｉｎ；加入流式缓冲
液洗涤，室温 １６００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，细胞在
３００μＬ流式缓冲液中重悬，通过流式细胞术检测
转染效率。

２７　统计学分析
流式细胞术数据应用 Ｆｌｏｗｊｏ软件进行分析处

理，其他数据应用Ｇｒａｐｈｐａｄ进行统计学分析，均数
间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

&

　结　果

３１　ＯＸ４０和ＣＤ８０转染ＬＴ３ｐｐ６５细胞
将转染了 ｐｃＤＮＡ３１Ｃｔｒｌ、ｐｃＤＮＡ３１ＯＸ４０和

ｐｃＤＮＡ３１ＣＤ８０的ＬＴ３ｐｐ６５细胞系经流式细胞术
检测ＤＮＡ转染效率。结果显示，经瞬时转染４８ｈ
后，ＯＸ４０／ＬＴ３ｐｐ６５中约有９２１％细胞表达 ＯＸ４０，
ＣＤ８０／ＬＴ３ｐｐ６５中约有８９３％细胞表达ＣＤ８０，Ｃｔｒｌ／
ＬＴ３ｐｐ６５细胞不表达ＯＸ４０或ＣＤ８０（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＣＤ８０／ＯＸ４０ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎＣｔｒｌ／ＣＤ８０／
ＯＸ４０ＤＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＬＴ３ｐｐ６５ｌｉｎｅｓ

３２　ＣＭＶｐｐ６５特异性人Ｔ淋巴细胞（ＣＭＶＣＴＬ）
的体外扩增及鉴定

收集培养１２ｄ的Ｔ细胞，经流式细胞术检测，
得到的ＣＤ３＋Ｔ细胞纯度大于９０％。在ＣＤ３＋Ｔ淋
巴细胞中，ＣＤ８＋ Ｔ细胞约占 ８５７０％，ＣＤ４＋ Ｔ细
胞约占１２２４％（图２）。最终ＣＤ３＋Ｔ细胞的扩增
总倍数最高达到了９８３倍。
３３　ＣＭＶＣＴＬ扩增效率

将得到的ＣＭＶ抗原特异性 Ｔ细胞经 ｐｐ６５抗
原肽再次刺激，通过ＩＣＳ及流式细胞术检测Ｔ细胞
中ＩＦＮγ的表达。结果显示，在 ＣＤ８＋ Ｔ细胞中，
有高达（８９０９±３３９）％细胞可表达 ＩＦＮγ；ＣＤ４＋

Ｔ细胞有（１８５７±４２３）％表达 ＩＦＮγ，而未经抗
原刺激的ＰＢＳ对照组中ＣＤ８＋Ｔ细胞和ＣＤ４＋Ｔ细
胞表达ＩＦＮγ水平很低（＜１％）（图３）。从１×１０６

个ＰＢＭＣ培养平均得到６０４×１０６个 ＣＭＶｐｐ６５抗
原特异性ＣＴＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＤｏｔｐｌｏｔｏｆＴｃｅｌｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｆｔｅｒＣＭＶｓｐｅｃｉｆｉｃＴｃｅｌｌｅｘｐａｎ
ｓｉｏｎｉｎＩＬ２

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤｏｔｐｌｏｔｏｆＴｃｅｌｌＩＦＮγｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＣＤ３＋ＣＤ８＋ Ｔａｎｄ
ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｐｐ６５ｐｅｐｔｉｄｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

３４　ＤＲｉｂｂｌｅ诱导ｍｏＤＣ活化
实验将免疫共刺激分子ＣＤ８０和ＯＸ４０分别转

染至 ＬＴ３ｐｐ６５细胞中，制备的疫苗与经 ＩＦＮγ诱
导的ｍｏＤＣ细胞孵育过夜，通过ＥＬＩＳＡ法检测细胞
培养上清液中 ＩＬ１２的表达水平。结果显示，与
Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ相比，ＯＸ４０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗
（３８１７±１３４）ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＜０００１）和 ＣＤ８０／ｐｐ６５
ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗（３３５８±１５７）ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＜０００１）可显
著提高 ＤＣ细胞表达 ＩＬ１２的水平，与 ＬＰＳ／Ｒ８４８
阳性对照（３５９３±１４３）ｐｇ／ｍＬ诱导 ＩＬ１２的水平
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相当（图４）。可见 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗经 ＯＸ４０或 ＣＤ８０
修饰可以显著增强疫苗诱导ｍｏＤＣ活化的能力。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩＬ１２ｌｅｖｅｌｓｉｎＩＦＮγｐｒｉｍｅｄｍｏＤＣｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｏｖｅｒ
ｎｉｇｈｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｔｉｍｕｌｕｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓＣｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｇｒｏｕｐ

３５　ＤＲｉｂｂｌｅ诱导Ｔ细胞应答
本课题组之前研究的自噬小体来源的肿瘤疫

苗被证实可以有效治疗小鼠黑色素瘤、肺癌、乳腺

癌等，并发现其主要是通过诱导抗原交叉递呈，激

活ＣＤ８＋Ｔ细胞应答达到肿瘤杀伤的作用。为了
检测优化的疫苗诱导人 Ｔ细胞应答的能力，实验
以ｍｏＤＣ为ＡＰＣ，以ＣＭＶＣＴＬ细胞为效应细胞，通
过流式细胞术检测 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗诱导 Ｔ细胞表达
抗原特异性 ＩＦＮγ的水平。结果显示，与 Ｃｔｒｌ／
ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗［（１９７±０１３）％］相比，ＯＸ４０／
ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗［（２８１０±０３０）％］（Ｐ＜００５）
和 ＣＤ８０／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗［（２５２５±０９５）％］
（Ｐ＜００５）可显著提高激活ＣＤ８＋Ｔ细胞的应答水
平（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＩＦＮγｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄＤＲｉｂｂｌｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓＣｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｇｒｏｕｐ

而且，与 Ｃｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗（９７％ ±
０１８％）相 比，经 ＯＸ４０／ｐｐ６５ ＤＲｉｂｂｌｅ疫 苗
［（１４７５±３１８）％］（Ｐ＜００５）和 ＣＤ８０／ｐｐ６５

ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗［（１４１０±２９７）％］（Ｐ＜００５）可显
著提高ＣＤ４＋Ｔ细胞的应答水平（图６）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＩＦＮγｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄＤＲｉｂｂｌｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓＣｔｒｌ／ｐｐ６５ＤＲｇｒｏｕｐ

)

　讨　论

经典的Ｔ细胞应答理论中，在第一信号和第
二信号同时存在的情况下ＡＰＣ才能诱导Ｔ细胞的
激活。第一信号是 Ｔ细胞 ＴＣＲ识别 ＭＨＣ抗原肽
复合物，第二信号是 Ｔ细胞和 ＡＰＣ上免疫共抑制
分子的相互作用。第二信号包括免疫共刺激信号

和共抑制信号，免疫系统通过第二信号中的协同作

用分子调节免疫激活或耐受的状态。共刺激分子

在ＡＰＣ抗原递呈过程中起到正向调控作用，目前已
发现的免疫共刺激信号主要包括：ＣＤ２８／ＣＤ８０、
ＣＤ２７／ＣＤ７０、ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、ＯＸ４０／ＯＸ４０Ｌ、ＣＤ２２６／
ＣＤ１５５以及４１ＢＢ／４１ＢＢＬ等。共抑制分子在 ＡＰＣ
抗原递呈过程中起到负向调控作用，目前已发现的

免疫共抑制分子主要包括：ＣＴＬＡ４／Ｂ７１、ＰＤ１／
ＰＤＬ１、Ｔｉｇｉｔ／ＣＤ１５５以及ＴＩＭ３／Ｇａｌｅｃｔｉｎ９等［１４－１８］。

ＤＲｉｂｂｌｅ是通过主动诱导自噬，抑制溶酶体／
蛋白酶体活性，得到的富集肿瘤细胞诱导的自噬小

体的抗肿瘤疫苗，而这些抗原被认为是可供 ＭＨＣ
Ⅰ类分子识别的模式，能有效诱导抗原交叉递呈，
激活ＣＤ８＋Ｔ细胞应答。ＤＲｉｂｂｌｅ中富集了内质网
相关蛋白降解途径（ＥＲＡＤ）相关底物［１９］，可以有

效协助抗原蛋白被ＡＰＣ的摄取过程和在胞内的膜
转运过程，有效协助 ＭＨＣ抗原肽复合物的形成进
而再转运至 ＡＰＣ表面，ＡＰＣ通过自噬相关途径传
递抗原物质供溶酶体降解，降解产物被 ＭＨＣⅡ类
分子捕获后转运至细胞表面供 ＣＤ４＋ Ｔ细胞
识别［２０－２１］。

３５７
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本研究中ＤＲｉｂｂｌｅ经免疫共刺激分子ＯＸ４０和
ＣＤ８０修饰，这些协同信号分子被富集在抗原递呈
反应发生的位点，起到有效的免疫激活的作用。

ＥＬＩＳＡ检测结果显示，ＯＸ４０和 ＣＤ８０可以显著增
强ＤＲｉｂｂｌｅ诱导 ｍｏＤＣ的激活，提高 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗
诱导 ｍｏＤＣ表达 ＩＬ１２的水平。ｍｏＤＣ细胞表达
ＩＬ１２水平的提高可以使免疫应答朝高表达 ＩＦＮγ
的Ｔｈ１型应答极化。

在检测了不同 ＤＲｉｂｂｌｅ诱导 ＤＣ活化水平后，
实验进一步研究了 ＯＸ４０和 ＣＤ８０修饰的 ＤＲｉｂｂｌｅ
疫苗以及对照 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗分别诱导 ＣＤ８＋和
ＣＤ４＋Ｔ细胞表达抗原特异性ＩＦＮγ的水平。实验
通过流式细胞术及细胞因子胞内染色方法检测

ＣＤ８＋和ＣＤ４＋Ｔ细胞表达ＩＦＮγ的比例，实验结果
显示，ＯＸ４０和ＣＤ８０可以显著提高ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗诱
导ｐｐ６５抗原特异性Ｔ细胞的应答的水平，实验结
果进一步证实ＯＸ４０和ＣＤ８０可以提高 ＤＲｉｂｂｌｅ疫
苗诱导免疫应答的能力。

优化的 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗一方面提供了有效的抗
原作为第一信号，同时过表达的 ＯＸ４０和 ＣＤ８０分
子辅助第二信号的正向活化，与未经修饰的 ＤＲｉｂ
ｂｌｅ疫苗相比，诱导了更强的体外人 ＣＤ８＋和 ＣＤ４＋

Ｔ细胞应答水平，为 ＤＲｉｂｂｌｅ疫苗临床应用的优化
提供依据。
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