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评价肿瘤疫苗免疫原性的新型人免疫系统小鼠模型
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摘　要　人免疫系统（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ，ＨＩＳ）小鼠大都用于评价肿瘤疫苗诱导细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏ
ｃｙｔｅ，ＣＴＬ）效应的能力，却不能准确反映肿瘤疫苗诱导体液免疫应答的能力。本研究利用密度梯度离心法分离人外周血单核
细胞，与体外诱导分化的同源树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）共移植到ＮＣＧ小鼠中从而建立ＤＣＨＩＳ小鼠模型。在ＤＣＨＩＳ
小鼠中，共移植的抗原递呈细胞（ＨＬＡＤＲ＋ＣＤ１１ｃ＋）能定植于模型小鼠脾脏；ＤＣｓ共移植也显著提高了激活的人 ＣＤ４＋Ｔ／
ＣＤ８＋Ｔ细胞和人Ｂ细胞的比例，提示ＤＣｓＨＩＳ小鼠能较好的模拟人体的免疫应答情况。利用所构建的ＤＣｓＨＩＳ小鼠评价靶
向ＨＥＲ２蛋白疫苗（ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２）的免疫原性，结果显示，ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２疫苗能够诱导ＨＥＲ２特异性人ＩｇＧ抗体的产生，并具
有显著的抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作用（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ），靶细胞ＳＫＢＲ３的裂解
率达到４７１％；ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２疫苗能够产生抗原特异性的ＣＴＬ效应，靶细胞ＳＫＢＲ３的裂解率达到１４６％。研究结果提示，
ＤＣＨＩＳ小鼠模型为预测人类肿瘤疫苗的免疫原性提供了有效的方法。
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　　治疗性肿瘤疫苗具有诱导高度特异性抗肿瘤效
应和长效免疫记忆的巨大优势［１］。诱导肿瘤抗原特

异性细胞和体液免疫应答的能力对于肿瘤疫苗抑制

肿瘤至关重要的。然而，由于免疫系统的种属特异

性，很难在临床前研究中准确预测肿瘤疫苗的免疫

原性［２－３］。例如，实验动物（黑猩猩或ＭＵＣ１转基因
小鼠）的体内研究显示，ＭＵＣ１疫苗可以引发动物体
内抗原特异性免疫反应［４－５］。然而，在Ⅰ／Ⅱ期临床
试验中给予晚期肿瘤患者时，ＭＵＣ１疫苗的免疫原
性较低，未能诱导出有效的抗肿瘤效应［６－７］。

人免疫系统（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ，ＨＩＳ）小鼠
是通过在免疫缺陷小鼠中重建功能性人免疫系统

而产生的人源化小鼠模型，已广泛用于免疫治疗的

临床前研究［３］。研究表明，在免疫缺陷小鼠体内

重建的人免疫系统能够产生针对特定抗原的免疫

应答。Ｓｐｒａｎｇｅｒ等［８］构建了人外周血单个核细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ）ＮＳＧ小
鼠模型，以评估黑色素瘤相关抗原１疫苗，结果显
示该疫苗可诱导特异性 ＣＤ８＋ Ｔ细胞的产生。在
另一项研究中，Ｃａｍａｃｈｏ等［９］在 ＨｕＰＢＭＣＮＯＤ／
ｓｃｉｄＤＲ１小鼠中评估了癌胚抗原疫苗并检测到了
ＣＥＡ特异性细胞免疫应答。这些证据表明，ＨＩＳ小
鼠可以反映人免疫细胞对肿瘤抗原的反应，可以作

为研究抗肿瘤免疫反应的模型［１０］。

尽管 ＣＤ８＋ Ｔ细胞通常被认为在抗肿瘤免疫
中很重要，但越来越多的研究表明体液免疫应答在

肿瘤免疫治疗中也起着重要作用［１，１１］。因此，预测

肿瘤疫苗诱导体液免疫应答的能力在肿瘤疫苗设

计中至关重要。Ｂｅｃｋｅｒ等［１２］通过移植 ＰＢＭＣｓ构
建ＨＩＳ模型小鼠并注射乙型肝炎疫苗和破伤风类
毒素疫苗后，在小鼠体内可以检测到乙肝和破伤风

特异性抗体。但是，通过直接移植 ＰＢＭＣｓ构建的
ＨＩＳ模型小鼠存在明显的缺陷。该 ＨＩＳ小鼠中分
泌ＩｇＧ型抗体的Ｂ细胞比例极低，Ｂ细胞反应不稳
定［１３］。此外，人类树突状细胞（ＤＣｓ）在移植ＰＢＭＣ
的ＨＩＳ小鼠中所占比例极低［１４－１５］，而 ＤＣｓ在启动
Ｔ细胞应答中起到十分关键的作用。基于 ＰＢＭＣｓ
移植的ＨＩＳ小鼠难以对疫苗进行有效的加工与递

呈，因而难以准确反应疫苗的免疫原性。

据报道，ＤＣｓ是目前发现最强的抗原递呈细胞，
未成熟的ＤＣｓ具有强大的抗原内吞能力，而成熟的
ＤＣｓ高表达协同刺激因子同时进行抗原的提呈作
用［１６］。和一般抗原提呈细胞不同，ＤＣｓ不仅可激活
记忆性Ｔ细胞或已活化Ｔ细胞，还能刺激ｎａｖｅＴ细
胞的增殖，有效地激活 ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋Ｔ细
胞［１７］。因此，本研究将负载疫苗的 ＤＣｓ和 ＰＢＭＣｓ
共移植ＮＣＳ小鼠，构建ＤＣＨＩＳ小鼠模型以模拟人
体的免疫应答情况，用于肿瘤疫苗的免疫原性评价。
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　材　料

１１　试剂及细胞株
人 ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司）；Ａｌｕｍ佐剂、ＣｐＧ佐剂、ＦＩＴＣ标记的羊抗小鼠
ＩｇＧ和ＨＲＰ标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ（美国 ＢＤ公司）；
３，３′，５，５′四甲基联苯胺（ＴＭＢ，北京索莱宝科技有
限公司）；Ａｍｐ、Ｃｍ（南京鼎国生物技术有限公司）；
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（ＬＤＨ）细胞毒性检
测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）。靶向

ＨＥＲ２的蛋白疫苗 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２参考文献［１８－
１９］中所述方法制备。

人乳腺癌细胞株 ＳＫＢＲ３和人胚胎肾细胞系
ＨＥＫ２９３（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）。

ｐｃＤＮＡ３１（＋）Ｖｅｃｔｏｒ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　动　物
ＳＰＦ级ＮＣＧ雌性小鼠（６～８周龄）购自南京

大学模式动物研究院，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１５
０００１。所有动物实验均符合动物伦理委员会标准。
１３　仪　器

全波长酶标仪、高速冷冻离心机、细胞培养箱

（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ全自动细胞计数仪
（上海泽权仪器设备有限公司）；水平离心机（湖南

湘仪离心机仪器有限公司）；流式细胞仪（美国 ＢＤ
公司）。
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"

　方　法

２１　ＰＢＭＣｓ分离和移植
通过密度梯度离心分离来自健康志愿者的ＰＢ

ＭＣ。取健康志愿者外周血５０ｍＬ装在抗凝管，上下
颠倒混匀。将外周血装在５０ｍＬ离心管，１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。轻柔吸除部分最上层血浆。用无
菌ＰＢＳ按３∶２稀释剩余血液，上下颠倒混匀。新取
５０ｍＬ离心管加入人淋巴细胞分离液１５ｍＬ，倾斜
后，沿管壁缓慢加入２５ｍＬ稀释血液，１６４０ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ。离心结束后，轻柔吸取第二层白色薄膜
层到新５０ｍＬ离心管，用无菌ＰＢＳ按４∶１稀释，上下
颠倒混匀，１６４０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃上清液，用无
菌ＰＢＳ３０ｍＬ重悬，１４００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。重复上
一步骤。弃上清液，用１６４０完全培养基重悬沉淀单
核细胞，取部分样品计数。为了构建ＨＩＳ小鼠，将２
×１０７个ＰＢＭＣ用ＲＰＭＩ１６４０培养基２００μＬ重悬，
并通过腹膜内或／和静脉内移植到ＮＣＧ小鼠中。
２２　单核细胞来源ＤＣｓ的体外诱导

将黏附的单核细胞与 ＰＢＭＣ分离，并在含有
８００Ｕ／ｍＬ重组人ＧＭＣＳＦ和５００Ｕ／ｍＬＩＬ４的ＲＰＭＩ
１６４０完全培养基中培养７ｄ。每２天更新培养基和
细胞因子。在第４天，使用终浓度为５０μｇ／ｍＬ匙孔
血蓝蛋白（ＫＬＨ），卵白蛋白（ＯＶＡ）或ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２
孵育未成熟 ＤＣ。在第 ６天，用 ４０ｎｇ／ｍＬ重组人
ＴＮＦα刺激ＤＣ。２４ｈ后，收获成熟ＤＣ。
２３　ＨＩＳ小鼠的免疫

分选ＰＢＭＣ（２×１０７个）并分别用蛋白１００μｇ
（ＫＬＨ，ＯＶＡ或 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２）刺激过夜。收集
ＰＢＭＣ用 ＲＰＭＩ１６４０培养基２００μＬ重悬，移植到
ＮＣＧ小鼠中。在第７天，在 ＰＢＭＣｓ＋ＤＣｓ组中，用
抗原孵育的ＤＣ（５×１０５个）免疫小鼠；在 ＰＢＭＣ组
中，用５０μｇ与铝佐剂或佐剂混合的相应蛋白质免
疫小鼠。在第１４天，用５０μｇ蛋白质免疫所有小
鼠。在第２８天，将小鼠处死并收集组织样品。
２４　ＥＬＩＳＡ试验

每周收集免疫小鼠的血清。通过人 ＩｇＧ
ＥＬＩＳＡ试剂盒评估总人 ＩｇＧ浓度。为了测量特异
性抗体的水平，用 ＥＬＩＳＡ包被液分别稀释抗原至
１０μｇ／ｍＬ，在酶标条中每孔加入１００μＬ，３７℃孵
育２ｈ。ＰＢＳＴ清洗５次，每孔加入 ＥＬＩＳＡ封闭液
２００μＬ，４℃过夜孵育。ＰＢＳＴ清洗５次；加入小鼠

血清（ＰＢＳ１∶８００稀释）作为一抗，３７℃孵育２ｈ。
ＰＢＳＴ清洗５次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人
ＩｇＭ或辣根过氧化物酶标记的羊抗人ＩｇＧ（二抗稀释
液１∶１００００稀释）作为二抗，３７℃孵育 ４５ｍｉｎ。
ＰＢＳＴ清洗 ５次，每孔加入 ＴＭＢ显色液 １００μＬ，
３７℃避光孵育１５ｍｉｎ。每孔加入终止液５０μＬ终
止反应，测定４５０／６３０ｎｍ波长下样品的吸收度。
２５　流式检测 ＨＩＳ脾脏 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞的比
例和激活检测

取小鼠脾脏淋巴细胞，用流式缓冲液稀释为每

毫升１×１０７个。取１００μＬ，加入相应的流式染料，
冰上避光孵育 ３０ｍｉｎ，每隔 １０分钟轻柔振荡。
３０ｍｉｎ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。。弃上清液，加
入流式缓冲液 ５００μＬ重悬，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ。重复上一步骤。弃上清液，流式缓冲液
２００μＬ重悬，流式细胞仪检测。

小鼠脾脏淋巴细胞标记：人淋巴细胞（ＰｅｒＣＰ
Ｃｙ５５ｈＣＤ４５），人 Ｔ细胞（ＰｅｒＣＰＣｙ５５ｈＣＤ４５，
ＦＩＴＣｈＣＤ３），人 Ｂ细胞（ＰｅｒＣＰＣｙ５５ｈＣＤ４５，ＰＥ
ｈＣＤ１９）。人辅助 Ｔ细胞 （ＦＩＴＣｈＣＤ３，ＢＢ５１５
ｈＣＤ４），人 ＣＴＬ细胞（ＦＩＴＣｈＣＤ３，ＰＥｈＣＤ８）。激
活的 ＣＤ４＋ Ｔ细胞（ＰｅｒＣＰＣｙ５５ｈＣＤ４５，ＢＢ５１５
ｈＣＤ４，ＡＰＣｈＣＤ６９），激活的 ＣＤ８＋ Ｔ细胞（ＰｅｒＣＰ
Ｃｙ５５ｈＣＤ４５，ＰＥｈＣＤ８，ＡＰＣｈＣＤ６９）。
２６　免疫组化和免疫荧光

小鼠处死时，将脾脏固定在４％多聚甲醛中。
用小鼠抗人ＣＤ４５，ＣＤ３，ＣＤ１９抗体进行免疫组织化
学染色。在该过程结束时，将切片与３二氨基联苯
胺反应并用苏木精复染，通过光学显微镜观察。对

于免疫荧光测定，将切片用小鼠抗人ＣＤ１１ｃ抗体和
兔抗人ＣＤ３抗体染色，然后与Ａｌｅｘａ４８８（绿色）缀合
的山羊抗小鼠ＩｇＧ和Ｃｙ３（红色）缀合的兔ＩｇＧ抗体
一起孵育。通过数字载玻片扫描仪扫描后观察。

２７　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放试验检测细胞毒性Ｔ
淋巴细胞（ＣＴＬ）效应和抗体依赖细胞介导的细胞
毒作用（ＡＤＣＣ）效应

为了检测ＣＴＬ效应，使用ＳＫＢＲ３或ＨＥＫ２９３
细胞（每孔１×１０４个）作为靶细胞。将疫苗免疫后
小鼠的脾脏细胞并与靶细胞一起以５０∶１的效应／
靶比例培养 ４ｈ，通过 ＬＤＨ释放测定试剂盒测量
ＬＤＨ释放量，计算 ＣＴＬ效应。为了检测 ＡＤＣＣ效
应，使用ＳＫＢＲ３（每孔１×１０４个）作为靶细胞，将

６３７



第５０卷第６期 江亮亮，等：评价肿瘤疫苗免疫原性的新型人免疫系统小鼠模型

免疫小鼠的血清１∶５０稀释用作抗体，将疫苗免疫
后小鼠的脾脏细胞并与靶细胞一起以 ５０∶１的效
应／靶比例培养４ｈ，通过 ＬＤＨ释放测定试剂盒测
量ＬＤＨ释放量，计算ＡＤＣＣ效应。
２８　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　联合腹膜内和静脉内移植在ＨＩＳ小鼠中具有
最高的人淋巴细胞重建水平

为了优化ＨＩＳ小鼠的重建水平，分别通过腹膜

内（ｉｐ）、静脉内（ｉｖ）或联合两种途径将２×１０７个
人ＰＢＭＣ移植到ＮＣＧ小鼠中。移植后５周，ｉｐ＋ｉｖ
组脾脏明显增大（图１Ａ）。流式分析显示，ｉｐ＋ｉｖ
组在脾脏（６９４％ ±９９％）和外周血（７８７％ ±
１２２％）中有最高的人单核细胞（ｈＣＤ４５＋）比例
（图１Ｂ～１Ｃ）。位于ＨＩＳ小鼠脾脏中的人ＣＤ４５＋

细胞主要由成簇的ＣＤ３＋Ｔ细胞和分散的 ＣＤ１９＋
Ｂ细胞组成（图１Ｄ）。值得注意的是，与ｉｖ组或ｉｐ
组相比，ｉｐ＋ｉｖ组更快地产生人 ＩｇＧ抗体并具有更
高的抗体滴度（图１Ｅ）。这些结果显示联合 ｉｖ＋
ｉｐ注射途径具有最佳的植入效率，并用于随后的
实验中。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｍｂｉｎｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌａｎｄｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｙｉｅｌｄｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｈｕｍａｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎＨＩＳｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝４）
ＮＣＧｍｉｃｅｗｅｒｅｅｎｇｒａｆｔｅｄｗｉｔｈＰＢＭＣｓｖｉａｉｖ，ｉｐｏｒｉｐ＋ｉｖｏｎｄａｙ０．Ｓｅｒａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｗｅｅｋｌｙａｎｄｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｏｎｄａｙ３５．（Ａ）Ｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎｓｉｚｅｏｆｍｉｃｅ．（Ｂ，Ｃ）ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｈＣＤ４５＋ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ．（Ｄ）ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｈＣＤ４５＋

ｃｅｌｌｓ，ｈＣＤ３＋ＴｃｅｌｌｓａｎｄｈＣＤ１９＋ＢｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆｍｉｃｅｅｎｇｒａｆｔｅｄｗｉｔｈＰＢＭＣｓｖｉａｉｖ＋ｉｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ×４００．（Ｅ）Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＩｇＧｉｎｓｅｒａｏｆｍｉｃｅｏｎｄａｙ２１
ｎ．ｓ．：Ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｐ＜０．０５ｖｓｉｐｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．００１ｖｓｉｖｇｒｏｕｐ
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３２　同源ＤＣ可以与Ｔ细胞共定位于ＨＩＳ小鼠脾脏
为了评估同源 ＤＣｓ对抗原特异性抗体产生

的影响，用负载 ＫＬＨ的同源 ＤＣｓ免疫 ＨＩＳ小鼠
（ＰＢＭＣ＋ＤＣｓ组），给予混合铝佐剂的ＫＬＨ作为对
照（ＰＢＭＣ组）。在第２８天，ＰＢＭＣ＋ＤＣ组中小鼠脾

脏中的人抗原呈递细胞（ｈＣＤ１１ｃ＋ＨＬＡＤＲ＋）显着
增加（Ｐ＜００１）（图２Ａ），表明ＤＣ的成功移植和迁
移。此外，免疫荧光测定显示供体匹配的人ＤＣｓ和
Ｔ细胞聚集在脾脏的某些区域（图２Ｂ），预示可能
发生ＤＣＴ细胞相互作用和Ｔ细胞特异性激活。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｄｅｎｔｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）ｃｏｕｌｄｃｏｌｏｃａｌｉｚｅｗｉｔｈＴｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆＨＩＳｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
ＤＣＨＩＳｍｉｃｅｏｒＨＩＳｍｉｃｅｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＫＬＨ．Ｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｏｎｄａｙ２８．（Ａ）ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｈＣＤ１１ｃ＋ＨＬＡＤＲ＋ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｓｐｌｅｅｎ．（Ｂ）ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｈＣＤ１１ｃ＋ＤＣｓ（Ｇｒｅｅｎ）ａｎｄｈＣＤ３＋Ｔｃｅｌｌｓ（Ｒｅｄ）ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆＤＣＨＩＳｍｉｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ×５ｏｒ×１０
Ｐ＜０．０１ｖｓＰＢＭＣｓｇｒｏｕｐ

３３　同源ＤＣ可以针对不同抗原诱导特异性抗体
反应

与ＰＢＭＣ组相比，在ＰＢＭＣｓ＋ＤＣｓ组的血清中
检测到更高水平的 ＫＬＨ特异性人 ＩｇＭ（Ｐ＜００５）
（图３Ａ）。值得注意的是，在所有组中，只有负载
ＫＬＨ的ＤＣ可以在ＨＩＳ小鼠中诱导出高滴度的ＫＬＨ
特异性人ＩｇＧ抗体（图３Ｂ）。为了进一步确定 ＤＣ
的共移植是否可以诱导针对多种抗原的特异性抗体

应答，用负载鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）的 ＤＣ免疫小鼠。
如图３Ｃ和３Ｄ所示，负载ＯＶＡ的同源ＤＣ也可以
诱导ＯＶＡ特异性人ＩｇＭ和ＩｇＧ抗体的产生。这表
明在ＤＣＨＩＳ小鼠模型中，ＤＣＴ细胞可以相互作用，
并诱导抗原特异性ＩｇＭ和ＩｇＧ抗体产生。
３４　同源ＤＣ可以促进外周人ＣＤ４＋Ｔ细胞激活

为了进一步证实同源ＤＣ的共移植的作用，用
肿瘤疫苗免疫 ＤＣＨＩＳ小鼠或 ＨＩＳ小鼠并且研究
了ＤＣ对人Ｔ细胞亚群的影响。通常，基于自身抗
原的肿瘤疫苗由于免疫耐受而难以诱导特异性免

疫应答。在前期研究中，设计了硝基化 Ｔｈ细胞表
位（命名为 ＮｉｔｒａＴｈ），它可以显着增强 ＨＥＲ２疫苗

在小鼠体内的免疫原性［１９］。将人ＨＥＲ２的胞外区
域（３６９～６４７）与ＮｉｔｒａＴｈ融合以构建靶向ＨＥＲ２的
疫苗（ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２）。

用ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２免疫 ＤＣＨＩＳ小鼠（ＰＢＭＣｓ＋
ＤＣｓ组）；用 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２免疫没有 ＤＣ共移植的
ＨＩＳ小鼠（ＰＢＭＣ组）作为对照。虽然ＤＣｓ对脾脏中
ｈＣＤ４５＋细胞的频率没有显着影响（图４Ａ），但ＰＢ
ＭＣ＋ＤＣｓ组中 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例显著高于 ＰＢＳ组
（Ｐ＜００５）（图 ４Ｂ）。此外，ＰＢＭＣｓ＋ＤＣｓ组中
ＣＤ４＋ＣＤ６９＋Ｔ细胞的比例显着高于ＰＢＭＣｓ组（Ｐ＜
００５）（图４Ｃ），表明 ＤＣ的共同移植改善了 ＣＤ４＋

Ｔ细胞的活化。与这些结果一致，在 ＰＢＭＣ＋ＤＣｓ
组小鼠脾脏中检测到更高比例的Ｂ细胞（图４Ｄ）。
３５　同源ＤＣ可以促进外周人ＣＤ８＋Ｔ细胞激活

进一步检测同源 ＤＣ对 ＣＤ８＋Ｔ细胞的影响，
流式检测显示，相对于对照组，ＰＢＭＣ＋ＤＣｓ组中
ＣＤ８＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋ＣＤ６９＋Ｔ细胞显著增加（图
５），表明 ＤＣ可以增强 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２产生的细胞
免疫。总结这些结果，ＤＣＨＩＳ小鼠模型可以更有
效地模拟人免疫系统对肿瘤疫苗的反应。
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ｈＣＤ８＋）ａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｃｅｌｌｓ（ｈＣＤ８＋ｈＣＤ６９＋）ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ

３６　ＤＣＨＩＳ小鼠评价ＨＥＲ２肿瘤疫苗免疫原性
为了确认 ＤＣＨＩＳ小鼠是否可用于肿瘤疫苗

评估，用靶向ＨＥＲ２的肿瘤疫苗（ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２）免
疫ＤＣＨＩＳ小鼠。在第２８天，可以在 ＤＣＨＩＳ小鼠
血清中检测到高水平的 ＨＥＲ２特异性抗体（图６
Ａ）。此外，ＤＣＨＩＳ小鼠中的抗体以浓度依赖性方
式介导ＡＤＣＣ。当１∶５０稀释时，ＤＣＨＩＳ小鼠血清

对ＳＫＢＲ３细胞产生显着的 ＡＤＣＣ作用，裂解率
达到４７１％（图６Ｂ）。此外，ＤＣＨＩＳ小鼠也可用
于评估 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２的 ＣＴＬ效应，ＳＫＢＲ３细胞
（ＨＥＲ２＋）的裂解率达到 （１４６±１１）％，而
ＨＥＫ２９３细胞（ＨＥＲ２－）的溶解率仅为（５７±
０５）％，表明 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２诱导的 ＣＴＬ效应是
ＨＥＲ２特异性的（图６Ｃ）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＤＣＨＩＳｍｉｃｅｃａｎｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｃａｎｃｅｒｖａｃｃｉｎｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＤＣＨＩＳｍｉｃｅｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２．Ｓｅｒａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｗｅｅｋｌｙ．（Ａ）ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＨＥＲ２ｓｐｅｃｉｆｉｃｈｕｍａｎＩｇＧｉｎｓｅｒａｏｆｍｉｃｅｏｎｄａｙ
２１．（Ｂ，Ｃ）Ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｏｎｄａｙ２８．Ａｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ４ｈＬＤＨｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｌｙｓｉｓｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｆｏｒＡＤＣＣ
ａｎｄＣＴＬ
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

在本研究中，通过构建 ＤＣＨＩＳ小鼠模型来评
估肿瘤疫苗的免疫原性，该 ＤＣＨＩＳ小鼠模型有显
著的ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞激活反应，可以全面评估
肿瘤疫苗 ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２的免疫原性，包括特异性
抗体滴度，ＡＤＣＣ效应和ＣＴＬ效应。

通常，通过ＰＢＭＣ或造血干细胞（ＨＳＣ）的植入
来重建ＨＩＳ小鼠。人免疫细胞的所有谱系都可以
在植入人ＨＳＣ的嵌合体小鼠中产生，然而，免疫缺
陷小鼠胸腺上皮细胞上表达的是小鼠 ＭＨＣ分子
而不是人 ＨＬＡ分子，在 ＨＩＳ小鼠中发育的人 Ｔ细
胞缺乏识别抗原的能力［２０］。缺乏人Ｔ细胞和Ｂ细
胞发育所需的人生长因子和细胞因子的是 ＨＳＣｓ
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重建小鼠的另一个限制［２１］。与 ＨＳＣ相比，ＰＢＭＣ
中的淋巴细胞已经成熟，可以更准确地反映人体免

疫系统对抗原的反应。此外，完全分化的人 ＰＢＭＣ
所需的重建时间短于ＨＳＣ［２２］。因此，在本研究中，
选择ＰＢＭＣ构建ＤＣＨＩＳ小鼠模型。

由于免疫系统的种属特异性，在临床前研究中

准确预测肿瘤疫苗的免疫原性具有挑战性。例如

ＭＵＣ１肽疫苗，它成功地在转基因小鼠中引发抗肿
瘤免疫应答，但在临床试验中对患者显示出较弱的

免疫原性［５－６］。ＭＨＣ限制可能是此问题的主要原
因。此外，尽管人 ＨＬＡＩＩ类分子在免疫缺陷小鼠
中的表达改善了小鼠的人 Ｔ细胞和 Ｂ细胞功
能［１３］，但人 ＨＬＡＩＩ类分子的多样性仍可导致对
ＤＣ的不适当选择。因此，在基于 ＰＢＭＣ移植的
ＨＩＳ小鼠可能无法准确反映肿瘤疫苗在人体内的
免疫应答。

ＤＣｓ是最有效的ＡＰＣ，通过分泌细胞因子诱导
抗体的产生并促进 Ｂ细胞的免疫球蛋白类转
换［２３］。据报道，在 ＰＢＭＣ植入的 ＨＩＳ小鼠中缺乏
人类抗原呈递细胞（ＡＰＣ）［２４］。缺乏人 ＤＣ可能是
ＨＩＳ小鼠未能产生强烈体液免疫反应的主要原因。
本实验结果与文献报道的相一致，相对于用 ＫＬＨ
直接刺激，负载ＫＬＨ的 ＤＣ能诱导更高的 ＫＬＨ特
异性抗体水平（图３Ａ，３Ｂ）。此外，在 ＤＣＨＩＳ小
鼠中检测到显著水平的人 ＯＶＡ特异性 ＩｇＧ抗体
（图３Ｄ），显示ＤＣｓ在ＨＩＳ小鼠中诱导高体液免疫
应答中的重要性。

同源ＤＣ不仅以 ＨＬＡ限制性方式有效地呈递
抗原，而且在成熟ＤＣ上表达的共刺激分子在抗原
特异性Ｔ细胞的有效活化中也具有重要作用。与
此观点一致，证实共同移植的 ＤＣ改善了外周人 Ｔ
细胞的增殖和活化，包括辅助 Ｔ细胞（图４Ｂ和４
Ｃ）和细胞毒性Ｔ细胞（图５）。这些Ｔ淋巴细胞与
肿瘤疫苗的体液和细胞免疫密切相关。用肿瘤疫

苗免疫ＤＣＨＩＳ小鼠并检测特异性免疫应答，结果
显示，ＮｉｔｒａＴｈＨＥＲ２在ＤＣＨＩＳ小鼠中成功诱导抗
原特异性抗体，并能诱导产生 ＡＤＣＣ效应和 ＣＴＬ
效应。因此用 ＤＣＨＩＳ小鼠模型可通过直接检测
疫苗的ＡＤＣＣ活性和ＣＴＬ活性来评估疫苗的抗肿
瘤活性。

总之，基于同源 ＤＣｓ共移植策略的 ＨＩＳ小鼠
模型为评估肿瘤疫苗的抗肿瘤活性提供了灵活且

灵敏的评价方法，是用于弥合啮齿动物模型与人类

免疫系统之间差距的有效模型。
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欢迎订阅２０２０年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天
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论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
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