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硝基化通用 Ｔ细胞表位疫苗 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的设计与抑瘤活性
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摘　要　利用遗传密码扩充技术，将免疫原性氨基酸对硝基苯丙氨酸定点引入到通用Ｔ细胞表位，并将其与免疫检查点分
子ＣＤ４７分子胞外区 １９１４０片段融合表达，构建了靶向免疫检查点 ＣＤ４７的疫苗 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ。ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ能够在
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体内诱导产生高滴度抗体，并可显著抑制 ＣＴ２６结肠癌肿瘤生长，提高脾脏 ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋Ｔ细胞的比
例，同时可促进ｎａｖｅＴ细胞向Ｔｈ１细胞极化。值得关注的是，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ不仅提高了肿瘤浸润淋巴细胞的比例，同时还
降低了肿瘤组织中Ｔｒｅｇ细胞比例，意味着 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ疫苗能够重塑肿瘤免疫抑制性微环境。本研究结果提示，ＣＤ４７
ＮｉｔｒａＴｈ可以作为有效的肿瘤疫苗候选分子。
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　　ＣＤ４７广泛表达于细胞表面，可与信号调节蛋白
α、血小板反应蛋白以及整合素相互作用，介导凋亡、
增殖、免疫等一系列反应［１］。２０１７年，Ｍａｔｌｕｎｇ等［２］

证实ＣＤ４７是细胞表面一个重要的“ｓｅｌｆ”标记，是调
节巨噬细胞吞噬作用的一个重要信号。ＣＤ４７可以
与巨噬细胞表面 ＳＩＲＰα结合，磷酸化其 ＩＴＩＭ，随后
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招募ＳＨＰ１蛋白，产生一系列级联反应抑制巨噬细
胞的吞噬作用。１９世纪８０年代首次被确认为人类
卵巢癌的肿瘤抗原，之后 ＣＤ４７被发现在多种人类
肿瘤类型中表达，包括急性骨髓白血病、慢性骨髓白

血病、急性淋巴细胞白血病、非霍金性淋巴瘤、多发

性骨髓瘤、膀胱癌和其他实体肿瘤［３］。之后在不同

的研究中证实，几乎所有的肿瘤细胞和组织都高表

达ＣＤ４７，是对应正常细胞和组织的３倍，是个理想
的肿瘤免疫治疗靶点［４］。

目前全球共有１９款针对ＣＤ４７的单抗、双抗和
融合蛋白的临床早期或临床前研究药物，其中５个
ＣＤ４７抗体已进入临床试验。至少３种ＣＤ４７拮抗剂
（Ｈｕ５Ｆ９Ｇ４，ＣＣ９０００２和ＴＴＩ６２１）目前处于活跃的
Ⅰ／Ⅱ期临床试验中，涵盖血液恶性肿瘤和实体瘤［５］。

抗ＣＤ４７抗体对非小细胞肺癌、肝癌、乳腺癌、结肠
癌和脑胶质瘤等有明显抑制作用，并能延长ＮＳＧ小
鼠的生存期。与抗体相比，疫苗可以产生多克隆抗

体，并产生免疫记忆效应，防止肿瘤细胞的转移与复

发［６－８］。但ＣＤ４７作为自体蛋白，存在免疫耐受［９］。

因此，如何提高ＣＤ４７抗原的免疫原性，打破机体免
疫耐受是ＣＤ４７肿瘤疫苗设计开发的关键。

本实验室前期将免疫原性氨基酸引入自体蛋白

以及筛选得到在合适位点引入免疫原性氨基酸并且

可打破ＭＨＣⅡ亚型的限制的通用 Ｔｈ表位［１０－１１］，

其可以和不同小鼠 ＭＨＣⅡ亚型和人 ＨＬＡⅡ亚型
结合，打破ＭＨＣⅡ／ＨＬＡⅡ亚型分子的限制，促进
ＣＤ４＋Ｔ细胞的增殖分化，协助 ＣＤ８表位产生 ＣＴＬ
效应、协助Ｂ表位产生高滴度抗体［１２］。

本研究选取 ＣＤ４７胞外１９～１４０片段，通过柔
性连接肽 ＧＰＳＬ将 ＣＤ４７胞外片段与硝基化通用
Ｔｈ表位融合，并利用实验室前期构建的硝基化定
点引入系统，获得了靶向 ＣＤ４７的蛋白疫苗，命名
为ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ。实验证明 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ可诱导
产生高滴度抗体，并促进脾脏 Ｔ细胞增殖，降低肿
瘤中Ｔｒｅｇ细胞比例，提示 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ可以作为
靶向ＣＤ４７的肿瘤疫苗候选分子。

"

　材　料

１１　菌种和质粒
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ２２ｂ（＋）Ｖｅｃｔｏｒ均为

中国药科大学江苏省生物药物成药性研究重点实

验室保存。

１２　试　剂
ｐＮＯ２Ｐｈｅ（上海吉尔生化有限公司）；３，３′，５，

５′四甲基联苯胺（ＴＭＢ，北京索莱宝科技有限公
司）；异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、氨苄青霉素
（Ａｍｐ）、氯霉素（Ｃｍ）（南京鼎国生物技术有限公
司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ、
异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（美国
ＢＤ公司）；小鼠脾脏淋巴细胞分离液（天津灏洋生
物制品科技有限责任公司）；乳酸脱氢酶细胞毒性检

测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）。

１３　动　物
清洁级ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠（６～８周龄）购自扬

州大学比较医学中心，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１７
０００７。所有动物实验均符合动物伦理委员会标准。
１４　细胞株

小鼠结肠癌细胞株 ＣＴ２６（中国药科大学江苏
省生物药物成药性研究重点实验室保存）。

１５　仪　器
高速冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；水平离

心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司）；Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ
全自动细胞计数仪（上海泽权仪器设备有限公

司）；ＡｃｃｕｒｉＣ６流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

#

　方　法

２１　ＣＤ４７蛋白疫苗的构建
通过柔性连接肽ＧＰＳＬ对ＣＤ４７蛋白胞外区与

硝基化通用 Ｔ表位进行连接，命名为 ＣＤ４７Ｎｉ
ｔｒａＴｈ，氨基酸序列如下：

ＱＬＬＦＳＮＶＮＳＩＥＦＴＳＣＮＥＴＶＶＩＰＣＩＶＲＮＶＥＡＱＳＴＥＥ
ＭＦＶＫＷＫＬＮＫＳＹＩＦＩＹＤＧＮＫＮＳＴＴＴＤＱＮＦＴＳＡＫＩＳＶＳＤ
ＬＩＮＧＩＡＳＬＫＭＤＫＲＤＡＭＶＧＮＹＴＣＥＶＴＥＬＳＲＥＧＫＴＶＩＥＬ
ＫＮＲＴＶＳＷＦＳＰＮＥＫＧＰＳＬＡＫＦＶＡＡＷＴＬＫｐＮＯ２ＰｈｅＡＡ

根据大肠埃希菌密码子偏好爱性，对 ＣＤ４７
ＮｉｔｒａＴｈ的ＤＮＡ序列进行优化，将优化后的 ＣＤ４７
ＮｉｔｒａＴｈ序列送至金唯智通过 Ｎｄｅｌ、ＮｃｏＩ酶切位点
合成到 ｐＥＴ２２ｂ（＋）表达载体上。提取测序正确
的 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ质 粒，转 化 至 含 ｐＡＣ４ｔＲＮＡ
ｐＮＯ２ＰｈｅＲＳ质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态中。将菌液
均匀涂布在含有氨苄和氯霉素抗性的固体琼脂ＬＢ
平板表面上，３７℃倒置过夜培养后，用接种环无菌
条件下挑取阳性单克隆，扩大培养，送至南京金唯

智公司进行测序。
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２２　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ抗原片段的表达纯化
取测序正确的甘油菌２００μＬ，接种于ＬＢ培养

基（含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ、１７μｇ／ｍＬＣｍ）２０ｍＬ中，
３７℃过夜培养。取过夜活化的菌液１ｍＬ转接于
Ｍ９培养基（含 １００μｇ／ｍＬＡｍｐ、１７μｇ／ｍＬＣｍ）
１００ｍＬ中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养７５ｈ后，加入终浓
度为０１ｍｏｌ／Ｌ的对硝基苯丙氨酸，培养０５ｈ后，
加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ
培养１８ｈ后，８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ收集菌体。超声
破碎菌体，离心取沉淀，对包涵体进行清洗以去除

杂蛋白和核酸等杂质。用８ｍｏｌ／Ｌ尿素对包涵体进
行变性，４℃过夜搅拌，变性液过Ｎｉ亲和色谱柱，用
２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液平衡Ｎｉ柱，５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑
缓冲液洗脱杂蛋白，５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液洗脱
目的蛋白，然后按体积比１∶４加入 ｐＨ９０的复性
缓冲液，用ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８０）缓冲液透析，超滤浓
缩，ＢＣＡ法测蛋白浓度。
２３　ＥＬＩＳＡ法检测ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的免疫原性

将６～８周雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分成ＰＢＳ（ＰＢＳ＋
佐剂）、ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ（ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ＋佐剂）组。皮
下免疫小鼠，每周免疫１次，共免疫３周，疫苗给药
剂量为每只每次５０μｇ，最后一次免疫１周后，眼眶
取血分离血清。ＥＬＩＳＡ法检测小鼠抗血清中针对
ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的抗血清滴度。在酶标条中每孔加
入１００μＬ终浓度为５μｇ／ｍＬ的ＣＤ４７蛋白，３７℃
孵育２ｈ；ＰＢＳＴ清洗５次；然后每孔加入５％ ＢＳＡ
封闭液２００μＬ，４℃孵育过夜；ＰＢＳＴ清洗５次；每
孔加入稀释后的小鼠血清１００μＬ；３７℃孵育２ｈ；
ＰＢＳＴ清洗６次；每孔加入稀释后的 ＨＲＰ标记的羊
抗小鼠 ＩｇＧ１００μＬ，３７℃孵育４５ｍｉｎ；ＰＢＳＴ清洗
６次；每孔加入 ＴＭＢ底物反应液１００μＬ，３７℃避
光孵育１５ｍｉｎ；每孔加入２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４５０μＬ
终止反应；检测Ａ４５０。
２４　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ抑瘤活性评价

将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮下注射５×１０５个ＣＴ２６细胞，
当肿瘤体积达到１～３ｍｍ３时，将造模合格的小鼠分
为２组，分别为 ＰＢＳ（ＰＢＳ＋佐剂）、ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ
（ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ＋佐剂）组，每组６只进行后续实验。
ＰＢＳ、ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ分别与ＣｐＧ佐剂联合免疫小鼠，
免疫方式：皮下注射，每只每次疫苗 ５０μｇ，佐剂
１０μｇ，免疫３次，每周免疫１次。每３天记录小鼠
的体重和小鼠的肿瘤体积。小鼠肿瘤体积 ＝长 ×

宽×宽／２。第２８天，取小鼠肿瘤、肝、肾。计算小
鼠抑瘤率，小鼠肝肾做 ＨＥ染色。小鼠抑瘤率 ＝
（ＰＢＳ组瘤重－实验组瘤重）／ＰＢＳ组瘤重×１００％。
２５　流式细胞术分析ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ对小鼠脾脏 Ｔ
细胞亚群的影响

最后一次免疫１周后，处死小鼠，在７５％乙醇
中浸泡５ｍｉｎ后，无菌条件下取出脾脏，并用 ＰＢＳ
对脾脏进行清洗和研磨，过 ７０μｍ筛网；用 ＰＢＳ
对细胞和筛网进行冲洗，转移至离心管中，离心，

４３０ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ；弃上清液，加入ＰＢＳ１ｍＬ重悬；
缓慢滴加细胞悬液至３ｍＬ淋巴细胞分离液上层，
保持淋巴细胞分离液与细胞悬液液面清晰分层，收

集淋巴细胞层；加入 ＰＢＳ８ｍＬ，离心，４３０ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ，弃上清液，重复１次；用培养基重悬细胞，稀
释为每毫升５×１０６个细胞备用。

细胞标记：Ｔｈ１（ＦＩＴＣＣＤ４、ＡＰＣＩＦＮγ），Ｔｈ２
（ＦＩＴＣＣＤ４、ＰＥＩＬ４），ＣＤ８（ＰＥＣＤ３ｅ、ＰＥＲＣＰ
ＣＹ５５ＣＤ８），ＣＤ４（ＦＩＴＣＣＤ４）。具体步骤如下：

单染组：空染组（细胞破膜液）、ＣＤ４组（先加
ＣＤ４抗体，后加细胞破膜液）、ＣＤ４组、ＣＤ８组、ＩＬ４
组（先加细胞破膜液，后加 ＩＬ４抗体）、ＩＦＮγ组
（先加细胞破膜液，后加ＩＦＮγ抗体）。

Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞染色：取每个小鼠脾脏细胞１５×
１０６个铺板于２４孔板，每孔１ｍＬ，每孔加入白细胞
活化刺激剂 ２μＬ，３７℃孵育 ５ｈ。收集细胞于
２ｍＬＥＰ管中（以下所有溶液提前冰上预冷），离心
（４℃，６０２ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），加入 １ｍＬＰＢＳ，离心
（４℃，６０２ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），加入ＣＤ４抗体，冰上避光
孵育２５ｍｉｎ，然后加入ＰＢＳ１ｍＬ，离心（４℃，６０２ｒ／
ｍｉｎ，５ｍｉｎ），每孔加入细胞破膜液２５０μＬ，冰上避光
孵育１５ｍｉｎ，然后加入工作洗涤液１ｍＬ，离心（４℃，
１０３２ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清液，再加入工作洗涤液
１ｍＬ，离心（４℃，１０３２ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）。加入ＩＬ４和
ＩＦＮγ抗体，冰上避光孵育３０ｍｉｎ。再加入工作洗
涤液１ｍＬ，离心（４℃，１０３２ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）。加入
ＰＢＳ３００μＬ重悬。流式细胞仪检测。

ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞染色：根据流式抗
体说明书操作。

２６　流式细胞术分析 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ对肿瘤浸润
淋巴细胞与Ｔｒｅｇ细胞比例的影响

取适量大小的肿瘤样本，研磨直至无块状肿瘤

残留，润洗至６孔板中，体积约４ｍＬ。将匀浆液转
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移到１５ｍＬ离心管中，按照体积比１∶１加入等量的
淋巴细胞分离液（５ｍＬ）。离心，２０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ。将乳白色淋巴细胞层转移到新的１５ｍＬ离
心管中，向离心管中加入 ＰＢＳ１０ｍＬ，２０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ。弃上清液，用含２％ ＦＢＳ的ＰＢＳ重悬，细胞
计数，调整到细胞浓度为每毫升１×１０７个细胞，转
移到 １５ｍＬＥＰ管中，１００μＬ，加入流式抗体，
４℃，避光３０ｍｉｎ。４３０ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。用含
２％ ＢＳＡ的ＰＢＳ重悬。

设置单染组：空染组（加转录因子缓冲液）、

ＣＤ４组（先加 ＣＤ４抗体，后加转录因子缓冲液）、
ＣＤ８组、ＣＤ４组、ＣＤ２５（先加 ＣＤ２５抗体，后加转录
因子缓冲液）、ＦＯＸＰ３（先加转录因子缓冲液，后加
ＦＯＸＰ３抗体）。

细胞染色：根据流式抗体说明书操作。

２７　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计学分析。

采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进行数据显著性比较，Ｐ＜
００５为显著性差异，具有统计学意义。

!

　结　果

３１　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ蛋白疫苗的表达纯化
大肠埃希菌发酵后诱导表达 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ蛋

白疫苗，取 ＩＰＴＧ诱导前后全菌进行电泳，相比于
诱导前的菌体，ＩＰＴＧ诱导后在１６２ｋＤ附近出现
了条带，与目的蛋白的相对分子质量大小相符（图

１Ａ）。对ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ利用Ｈｉｓ标签进行Ｎｉ柱分
离纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ检测，通过 Ｇｅｌｐｒｏａｎａｌｙｚｅｒ软

件分析，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ蛋白的电泳纯大于 ９５％。
蛋白纯度高主要由于蛋白包涵体表达，且使用亲和

色谱的分离方法（图１Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ
（Ａ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｈｏｓｔｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｈｏｓｔｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
（Ｂ）ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｉｔｈ
ａｎｔｉｂｏｄｙｔｏＨｉｓｔａｇ

３２　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的免疫原性检测
用ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后每周眼

眶取血，血清稀释１２８００倍，ＥＬＩＳＡ法检测血清中
抗体滴度。结果如图２Ａ所示，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫
后，诱导ＢＡＬＢ／ｃ小鼠产生了高滴度的 ＣＤ４７特异
性抗体。免疫过程中监测小鼠体重，结果如图２Ｂ
所示，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫小鼠未导致小鼠体重明显
减轻，与 ＰＢＳ组（ＰＢＳ＋佐剂 ＣｐＧ，下同）之间无显
著性差异。肝（图２Ｃ）肾（图２Ｄ）ＨＥ染色结果显
示，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫的小鼠肝肾细胞形态正常，
与正常小鼠无显著差异。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｉｎＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
（Ａ）ＣＤ４７ｓｐｅｃｉｆｉｃＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｉｎＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ）；
（Ｂ）ＣｈａｎｇｅｓｉｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｄｕｒｉｎｇｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ）；
（Ｃ）ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｉｖｅｒＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ；
（Ｄ）ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋｉｄｎｅｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ
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３３　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的抑瘤活性评价
为了验证 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的抗肿瘤活性，在

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮下构建 ＣＴ２６实体瘤模型，用

ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ以 ＣｐＧ为疫苗佐剂进行免疫，结果
如图３显示，相比于 ＰＢＳ组，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ组可以
显著抑制肿瘤生长，抑瘤率达（６７９±４９）％。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
（Ａ）ＧｒａｐｈｏｆｔｕｍｏｕｒｖｏｌｕｍｅｍｅａｓｕｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆＣＤ４７ＮａｔｒｉＴｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＰＢＳ
ｇｒｏｕｐ）；（Ｂ）ＴｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｓｅｘｃｉｓｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｉｎｔｈｅＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｇｒｏｕｐａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐ

３４　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ诱导Ｔｈ１型免疫反应
流式细胞术分析 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫后小鼠脾

脏内 Ｔ细胞亚群的变化，结果如图 ４Ａ显示，
ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫后小鼠脾脏中ＣＤ４＋Ｔ细胞显著
高于对照（Ｐ＜００１），达到（２２９３±２５４）％；同
时，小鼠脾脏中 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例为（７１１±
１０７）％，也明显高于 ＰＢＳ组（图 ４Ｂ）。此外，与
ＰＢＳ组相比，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫后，小鼠脾脏中Ｔｈ１
和Ｔｈ２细胞比例均有所增加，但Ｔｈ１比例增加幅度
更大，达到（１８１±０１２）％，而 Ｔｈ２比例仅增加了
（０９２±０１６）％（图４Ｃ），结果使Ｔｈ１／Ｔｈ２比值达
到（２１９±０５６）％（图 ４Ｄ），提示 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ
诱导Ｔｈ１型免疫反应，更有利于发挥抑瘤作用。
３５　ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ增加淋巴细胞浸润降低 Ｔｒｅｇ
细胞比例

为了进一步探索ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ对肿瘤免疫抑制
性微环境的影响，本研究用流式细胞术分析了肿瘤

浸润淋巴细胞中各Ｔ细胞亚群的比例。结果如图５
所示，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫治疗后，小鼠肿瘤中ＣＤ４＋Ｔ
细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞浸润均明显增加，有ＰＢＳ组相比
均有显著性差异（Ｐ＜００１）。更为重要的是，ＣＤ４７
ＮｉｔｒａＴｈ免疫治疗后，肿瘤组织中Ｔｒｅｇ细胞比例显著
低于ＰＢＳ组［（０７３±０１０）％ ｖｓ（３９０±０９０）％］
（Ｐ＜００１）（图５Ｃ），提示ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫治疗明
显改善了肿瘤免疫抑制性微环境。

)

　讨　论

目前靶向 ＣＤ４７的肿瘤免疫治疗主要是以拮
抗性抗体为代表的被动免疫治疗。但抗体药物存

在着针对的靶点单一，用药量大，可能产生抗药抗

体等问题［１３］。相比于被动免疫疗法，主动免疫具

有明显的优势［１４－１５］：针对多抗原表位产生免疫应

答，使肿瘤难以通过抗原的突变产生逃逸变种；能

在机体内建立免疫记忆，可以长时间抑制肿瘤细胞

生长，减少复发和转移；特异激活针对肿瘤细胞的

免疫杀伤细胞，专一性强，不良反应小等。但由于

ＣＤ４７属于自身蛋白，存在自身免疫耐受，难以诱
导机体产生针对ＣＤ４７的免疫应答，因此无法开发
为疫苗用于肿瘤治疗。

实验室前期筛选得到引入对硝基苯丙氨酸的

通用Ｔｈ细胞表位，可有效打破自身免疫耐受，将其
与ＨＥＲ２胞外区相连，可诱导小鼠体内产生高滴度
的抗ＨＥＲ２抗体，并产生强效的ＣＴＬ效应［１０］，靶向

ＨＥＲ２的硝基化通用 Ｔ表位的疫苗本身就具有抑
瘤活性，但是在佐剂ＣｐＧ的作用下，抑瘤作用显著
提高。基于这项前期研究，本研究将硝基化的通用

Ｔ表位应用于靶向免疫检查点的 ＣＤ４７疫苗设计
中，并使用ＣｐＧ作为佐剂，证实该表位同样可以辅
助免疫检查点分子打破免疫耐受，诱导机体产生靶

向ＣＤ４７的特异性免疫应答。对荷瘤小鼠的抑瘤
实验结果显示，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ免疫治疗能诱导
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠产生针对ＣＤ４７的体液免疫应答和细
胞免疫应答，并有效抑制结肠癌肿瘤生长。

研究显示Ｔｈ１细胞在抑制肿瘤的复发过程中
是不可或缺的［１６］，较低 Ｔｈ１／Ｔｈ２比率与肿瘤复发
呈正相关［１７］。Ｔｈ细胞向 Ｔｈ１极化能有效抑制肿
瘤生长，而向 Ｔｈ２极化则对肿瘤有促进作用。此
外，Ｔｈ１细胞分泌的ＩＦＮγ以及ＴＮＦα可以发挥协
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同抗肿瘤作用［１８］。本研究结果表明，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ
可刺激 ｎａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞向 Ｔｈ１细胞极化，提高
Ｔｈ１／Ｔｈ２比例，产生有利于抑制肿瘤的免疫效应。

另一个值得关注的方面是，ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ的免
疫治疗显著改善了肿瘤免疫抑制性微环境。已有

大量研究表明，肿瘤的免疫抑制性微环境是阻碍肿

瘤免疫治疗发挥作用的一个主要因素［１９］。Ｔｒｅｇ细
胞是肿瘤免疫微环境中有效的免疫抑制细胞，其分

泌ＴＧＦβ以抑制ＣＤ８＋效应Ｔ细胞的功能，在各种
肿瘤和邻近组织如黑素瘤、乳腺癌、结肠癌和胰腺

癌中聚集［２０］。研究指出，Ｔｒｅｇ细胞肿瘤浸润的增
加与较差的存活率相关［２１］，并导致严重的肿瘤免

疫抑制。本研究结果表明 ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ可以显著
提高肿瘤组织内 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例，同
时，还可有效降低Ｔｒｅｇ细胞比例，从而逆转肿瘤免
疫抑制性微环境。

综上所述，本文设计的基于硝基化 Ｔ表位的
ＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈ疫苗，能有效抑制肿瘤生长，重塑肿
瘤免疫抑制性微环境，是理想的肿瘤疫苗候选

分子。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈｉｎｄｕｃｅｓｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｎａｖｅＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓｔｏＴｈ１ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
（Ａ）ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＣＤ３＋ＣＤ４＋ｃｅｌｌｓｉｎｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ；（Ｂ）ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＣＤ３＋ＣＤ８＋ｃｅｌｌｓｉｎｓｐｌｅｎｏ
ｃｙｔｅｓｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ；（Ｃ）ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＣＤ４＋ＩＦＮγ＋（Ｔｈ１）ｃｅｌｌｓａｎｄＣＤ４＋ＩＬ４＋（Ｔｈ２）ｃｅｌｌｓｉｎｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｆ
ｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ；（Ｄ）ＲａｔｉｏｓｏｆＴｈ１／Ｔｈ２ｃｅｌｌｓｉｎｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ＮｉｔｒａＴｈａｎｄＰＢＳ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ
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（９）：７５１－７６１

［１３］ＤｏｋｍａｎｏｖｉｃＭ，ＷｕＷＪ．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄ

ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ：Ａｔａｌｅｏｆｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＡｄｖＣｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２０１５，７０：９５－１３０

［１４］ＧｕｌｌｅｙＪＬ，ＤｒａｋｅＣＧ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ：ｒｅｃｅｎｔ

ａｄｖａｎｃｅｓ，ｌｅｓｓｏｎｓｌｅａｒｎｅｄ，ａｎｄａｒｅａｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，１７（１２）：３８８４－３８９１

［１５］ＳｏｎｐａｖｄｅＧ，ＡｇａｒｗａｌＮ，ＣｈｏｕｅｉｒｉＴＫ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎ

ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｔ

ＯｐｉｎＢｉｏｌＴｈｅｒ，２０１１，１１（８）：９９７－１００９

［１６］ＧｒｉｖｅｎｎｉｋｏｖＳＩ，ＧｒｅｔｅｎＦＲ，ＫａｒｉｎＭ．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，

ａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１０，１４０（６）：８８３－８９９

［１７］ＤａｔｔａＪ，ＦｒａｃｏｌＭ，ＭｃＭｉｌｌａｎＭＴ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｄｅｐｒｅｓｓｅｄ

ａｎｔｉＨＥＲ２Ｔｈｅｌｐｅｒｔｙｐｅ１ｒｅｓｐｏｎｓｅｗｉｔｈｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｔｒｅａｔｅｄＨＥＲ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ｒｏｌｅｆｏｒ

ｉｍｍｕｎｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ［Ｊ］．ＪＡＭＡＯｎｃｏｌ，２０１６，２（２）：２４２－２４６

［１８］ＢｏｓＲ，ＳｈｅｒｍａｎＬＡ．ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｈｅｌｐｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｌｉｅｕｉｓ

ｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔａｎｄｃｙｔｏｌｙｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＣＤ８＋ Ｔｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，７０（２１）：８３６８－８３７７

［１９］ＭｌｅｃｎｉｋＢ，ＢｉｎｄｅａＧ，ＫｉｒｉｌｏｖｓｋｙＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉ

ｒｏｎｍｅｎｔａｎｄＩｍｍｕｎｏｓｃｏｒｅａｒｅｃｒｉｔｉｃａｌｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｆｄｉｓｓｅｍｉｎａ

ｔｉｏｎｔｏｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１６，８

（３２７）：３２７ｒａ２６

［２０］ＦａｃｃｉａｂｅｎｅＡ，ＭｏｔｚＧＴ，ＣｏｕｋｏｓＧ．Ｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ：ｋｅｙｐｌａｙｅｒｓ

ｉｎｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，

７２（９）：２１６２－２１７１

［２１］ ＶａｌｚａｓｉｎａＢ，ＰｉｃｏｎｅｓｅＳ，ＧｕｉｄｕｃｃｉＣ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｉｎｄｕｃｅｄ

ｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｂｙｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５ｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅｓｉｓＴｈｙｍｕｓａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
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