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人端粒酶逆转录酶表位多抗原肽疫苗的体外抗肿瘤免疫效应研究

廖忠莉１，汤旭东２，王国珍２，周　媛１，杨武晨１，周圆圆１，覃　勇１，胡　建１，郭　红１　　（４０００３７重庆，第三军医大学新
桥医院消化内科１；４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军消化病研究所２）

　　［摘要］　目的　检测基于人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）细胞毒性 Ｔ淋巴细胞
（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）表位Ｒ５４０的多抗原肽（ｍｕｌｔｉｐｌｅａｎｔｉｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＭＡＰ）的体外抗肿瘤活性。方法　将 ＨＬＡ
Ａ２限制性ｈＴＥＲＴＣＴＬ表位的多抗原肽负载正常人外周血来源（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）的树突细胞，并
将负载多肽的树突细胞刺激淋巴细胞产生ｈＴＥＲＴ特异性的 ＣＴＬ细胞，采用５１Ｃｒ释放实验检测所诱导的 ＣＴＬ细胞体外抗
肿瘤杀伤效应。结果 　ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ表位的多抗原肽所诱导的ＣＴＬ细胞对ｈＴＥＲＴ及ＨＬＡＡ２表达均阳性的肿瘤细
胞杀伤作用较之其单肽疫苗杀伤活性明显增强，在最大效靶比（Ｅ／Ｔ）８０∶１时，高出率均大于２５％。而对 ＨＬＡＡ２阴性的
ＨｅｐＧ２肝癌细胞及ｈＴＥＲＴ阴性的Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞不具有杀伤效应，同时其对自体淋巴细胞和树突细胞也不具有杀伤效
应。结论　ＨＬＡＡ２限制性ｈＴＥＲＴＣＴＬ表位多抗原肽相较于其单肽能在体外诱导更强的抗肿瘤免疫效应。
　　［关键词］　 人端粒酶逆转录酶；多抗原肽；肿瘤疫苗
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ａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈＴＥＲＴＭＡＰｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ５１Ｃｒｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＴｈｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈＴＥＲＴＭＡＰｖａｃｃｉｎｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｉｔｓｌｉｎｅａｒｐｅｐｔｉｄｅｖａｃｃｉｎｅ
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ｒａｔｉｏ（８０∶１），ｔｈｅｌｙｓｉｓｒａｔｅｗａｓｏｖｅｒ２５％．ＴｈｅｈＴＥＲＴＭＡＰｖａｃｃｉｎｅｈａｄｎｏｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎｈＴＥＲＴｏｒＨＬＡ
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　　尽管目前有多种手段用于治疗恶性肿瘤，但是恶性
肿瘤仍是威胁人类生命的主要原因之一。传统的治疗

手段包括：手术、放疗、化疗。放疗和化疗在杀伤肿瘤细

胞的同时也杀伤正常细胞。随着对肿瘤生物学行为的

深入研究及生物技术的迅速发展，以肿瘤免疫治疗为主

的肿瘤的生物治疗已成为肿瘤治疗的第四种模式。

　　人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ），又名人端粒酶催化亚单位，为端粒
酶活性的限速成分，经研究证实ｈＴＥＲＴ在８５％以上的
恶性肿瘤及其癌前病变中过度表达，是癌细胞永生化

的必要途径，在维持肿瘤继续分裂、增殖和生存中发挥

重要作用［１］。ｈＴＥＲＴ的高表达还与肿瘤的不良预后、
浸润、转移密切相关［２］。以上证据均提示ｈＴＥＲＴ可作
为肿瘤疫苗的共有抗原。研究［３］表明，ｈＴＥＲＴ全长基
因的腺病毒载体负载 ＤＣ，以及带有 ｈＴＥＲＴ全长基因
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和隐性表位的颗粒疫苗，在体内外均可以诱导产生

ｈＴＥＲＴ特异性的 ＣＴＬ效应细胞，对 ｈＴＥＲＴ阳性的胃
癌、结肠癌等多种癌细胞具有一定的杀伤效应，而对表

达ｈＴＥＲＴ阴性的淋巴细胞和ＤＣ不具有杀伤效应。
　　１９８８年 Ｔａｍ实验室提出了多抗原肽（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ａｎｔｉｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＭＡＰ）的设计方案，采用分子量小且免
疫原性弱的赖氨酸为核心基质，将若干条抗原表位相

同的单体肽偶联在一起，形成树状结构，这种设计模式

通过疫苗自身结构的优化，从而改善传统单肽疫苗免

疫原性弱的弊端。本研究拟选择人 ｈＴＥＲＴ优势 ＣＴＬ
表位Ｒ５４０，构建其四分支多抗原肽，研究其在体外的
抗肿瘤活性，并与 ｈＴＥＲＴ全长基因疫苗、表位单体疫
苗诱导的 ＣＴＬ活性进行对比，为 ｈＴＥＲＴ的 ＭＡＰ疫苗
抗肿瘤效应的临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　血液标本　　采集健康人外周血富集白细胞层（白膜，
第三军医大学西南医院输血科提供）。

１．１．２　ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ表位 Ｒ５４０四分支多抗原肽及其单
肽设计与合成　　由上海强跃生物科技有限公司代为合成。
采用反相高压液相色谱仪（ＲＰＨＰＬＣ）鉴定其纯度达 ９５％以
上，采用液相色谱／质谱技术（ＬＣ／ＭＳ）鉴定其分子量为所需要
目的多肽。

１．１．３　实验试剂　　ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；
胎牛血清（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；人淋巴细胞分离液（ＴＢＤ生物
技术发展公司）；细胞因子ｒｈＧＭＣＳＦ、ｒｈＩＬ４、ＴＮＦα（英国Ｐｅｏｒｏ
Ｔｅｃｈ公司）。
１．１．４　肿瘤细胞　　ＫＡＴＯⅢ胃癌细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡ
Ａ２＋）、ＨｅｐＧ２肝癌细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２）、Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞
（ｈＴＥＲＴ－，ＨＬＡＡ２＋）、ＳＷ４８０结肠癌细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡ
Ａ２＋）、ＭＣＦ７乳腺癌细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２＋）；转染了 ＨＬＡ
Ａ２基因的 ＨｅｐＧ２肝癌细胞 （ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２＋）、转染了
ｈＴＥＲＴ基因的 Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２＋）由西南
医院全军消化病研究中心提供。

１．１．５　携带ｈＴＥＲＴ全长基因腺病毒　　由西南医院全军消化
病研究所提供。

１．２　实验方法
１．２．１　树突细胞的培养及树突细胞成熟表型鉴定　　树突细
胞培养按参考文献［４］进行。树突细胞成熟表型鉴定采取流式
细胞仪检测。

１．２．２　质粒构建与转染　　实验中转染了 ＨＬＡＡ２基因的
ＨｅｐＧ２肝癌细胞 （ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２＋）、转染了 ｈＴＥＲＴ基因的
Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞（ｈＴＥＲＴ＋，ＨＬＡＡ２＋）由西南医院全军消化
病研究中心提供，具体方法按参考文献［４－５］进行。
１．２．３　ｈＴＥＲＴ特异性效应细胞的制备　　将成熟的人外周血
来源的树突细胞平均分为４份，分别负载 ｈＴＥＲＴ特异性 ＣＴＬ
表位Ｒ５４０多抗原肽、ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ表位 Ｒ５４０单肽、携带
ｈＴＥＲＴ全长基因腺病毒及阴性对照肽。将负载了多肽及腺病
毒的树突细胞辐照去分化，辐照量为２０Ｇｙ。随后将负载了多

肽及腺病毒的树突细胞与之前冻存的未贴壁的淋巴细胞共培

养，同时加入ｒｈＩＬ２，使其终浓度为１２００Ｕ／ｍｌ。如此反复用负
载了多肽及腺病毒的树突细胞反复刺激淋巴细胞３次，每周１
次从而制备成所需的ｈＴＥＲＴＲ５４０特异性ＣＴＬ效应细胞［６］。

１．２．４　ＣＴＬ活性的检测　　将效应细胞按照不同效靶比（Ｅ／
Ｔ）＝８０∶１、４０∶１、２０∶１、１０∶１，加入到靶细胞平板中，培养孵育，
最大释放组和最小释放组分别由１００μｌ靶细胞和１００μｌＨＣｌ、
１００μｌ靶细胞和１００μｌＲＰＭＩ１６４０培养基组成。之后用γ计数
器分别测定各自５１Ｃｒ释放量。采用５１Ｃｒ释放法检测 ＣＴＬ活
性。５１Ｃｒ释放率 ＝（实验组 ｃｐｍ平均值 －最小释放 ｃｐｍ平均
值）／（最大释放ｃｐｍ平均值－最小释放ｃｐｍ平均值）×１００％。

１．３　统计学分析
　　所得数据取平均值，以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软
件，均数的比较用配对ｔ检验分析。

２　结果

２．１　ｈＴＥＲＴ及ＨＬＡＡ２在不同肿瘤细胞中的表达
　　ＲＴＰＣＲ结果显示 ＫＡＴＯⅢ胃癌细胞、ＨｅｐＧ２肝癌细胞、
ＳＷ４８０结肠癌细胞、ＭＣＦ７乳腺癌细胞中ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达均
为阳性；Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达均为阴性，但当
Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞转染了含 ｈＴＥＲＴ基因的质粒后，其表达为阳
性（图１）。另外，我们采取流式细胞术检测了 ＫＡＴＯⅢ胃癌细
胞、ＨｅｐＧ２肝癌细胞、ＳＷ４８０结肠癌细胞、ＭＣＦ７乳腺癌细胞、
Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞中ＨＬＡＡ２的表达情况，结果提示ＨｅｐＧ２肝癌
细胞、ＫＡＴＯⅢ胃癌细胞、ＭＣＦ７乳腺癌细胞、ＳＷ４８０结肠癌细
胞、Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞中ＨＬＡＡ２的表达分别为８．０％、９９．８７％、
９７．９７％、１００．００％、１００．００％，当 ＨｅｐＧ２肝癌细胞转染了含
ＨＬＡＡ２基因的质粒后，其ＨＬＡＡ２的表达提高至９１．２％（图２）。

! " # $ % &

!'()*(!$$$ +,"

!-./01!#"2 +,"

１：Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞；２：Ｕ２ＯＳ／ｈＴＥＲＴ骨肉瘤细胞；３：ＫＡＴＯⅢ胃
癌细胞；４：ＭＣＦ７乳腺癌细胞；５：ＳＷ４８０结肠癌细胞；６：ＨｅｐＧ２肝
癌细胞

图１　ＲＴＰＣＲ检测靶细胞中ｈＴＥＲＴ的表达

２．２　树突细胞成熟表型鉴定
　　流式细胞检测提示培养７ｄ后的树突细胞，其细胞表面分
子 ＣＤ１α、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＨＬＡＡ２分别达到 ６７．１７％、７５．４９％、
９９７７％、９８．７４％（图３）。这些结果提示该树突细胞已成熟，具
备强大的抗原提呈能力。

２．３　ｈＴＥＲＴＲ５４０ＭＡＰ的体外抗肿瘤活性检测
　　采用５１Ｃｒ释放试验检测 ｈＴＥＲＴＲ５４０ＭＡＰ所诱导的 ＣＴＬ
细胞杀伤肿瘤细胞的活性，结果显示在最高效靶比 ８０∶１时，
ｈＴＥＲＴ全长基因的腺病毒疫苗诱导的抗肿瘤反应最强，ｈＴＥＲＴ
Ｒ５４０ＭＡＰ４杀伤肿瘤细胞后的 ５１Ｃｒ释放率较与其对应的单肽
提高２５％以上（图４），而ｈＴＥＲＴ阴性或者ＨＬＡＡ２阴性的肿瘤
细胞不具备杀伤作用（图５）。
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Ａ：ＨｅｐＧ２肝癌细胞；Ｂ：转染了ＨＬＡＡ２基因的ＨｅｐＧ２肝癌细胞；Ｃ：ＫＡＴＯⅢ胃癌细胞；Ｄ：ＭＣＦ７乳腺癌细胞；Ｅ：ＳＷ４８０结肠癌
细胞；Ｆ：Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞

图２　流式细胞仪检测靶细胞中ＨＬＡＡ２的表达
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图３　流式细胞仪检测树突细胞成熟表型
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的ＣＴＬ细胞杀伤靶细胞的释放率比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｈＴＥＲＴ单肽诱导的ＣＴＬ细胞杀伤靶细
胞的释放率比较

Ａ：靶细胞为ＫＡＴＯⅢ胃癌细胞；Ｂ：靶细胞为ＭＣＦ７乳腺癌细胞；Ｃ：靶细胞为ＳＷ４８０结肠癌细胞
图４　ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的ＣＴＬ细胞对ｈＴＥＲＴ及ＨＬＡＡ２表达均阳性的肿瘤靶细胞的免疫杀伤反应

２．４　ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ表位多抗原肽诱导的ＣＴＬ反
应对自体淋巴细胞及ＤＣ的毒副作用

　　采用５１Ｃｒ释放试验检测 ｈＴＥＲＴ特异性 ＣＴＬ表位多抗原肽

诱导的 ＣＴＬ反应对自体淋巴细胞及 ＤＣ的影响，结果显示
ｈＴＥＲＴＲ５４０ＭＡＰ４诱导的ＣＴＬ反应对自体淋巴细胞及 ＤＣ无
任何杀伤效应（图６）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的ＣＴＬ细胞杀伤靶细胞的释放率比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｈＴＥＲＴ单肽诱导的ＣＴＬ细胞杀伤靶细
胞的释放率比较

Ａ：靶细胞为ｈＴＥＲＴ表达阴性的Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞；Ｂ：靶细胞为转染了ｈＴＥＲＴｃＤＮＡ的Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞；Ｃ：靶细胞为ＨＬＡＡ２表
达阴性的ＨｅｐＧ２肝癌细胞；Ｄ：靶细胞为转染了ＨＬＡＡ２ｃＤＮＡ的ＨｅｐＧ２肝癌细胞

图５　ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的ＣＴＬ细胞对ｈＴＥＲＴ表达阴性的Ｕ２ＯＳ骨肉瘤细胞及ＨＬＡＡ２表达阴性的ＨｅｐＧ２肝癌细胞的免疫杀伤反应
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Ａ：靶细胞为自体淋巴细胞；Ｂ：靶细胞为树突细胞

图６　ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的ＣＴＬ细胞对ｈＴＥＲＴ表达阴性的树突

细胞及自体淋巴细胞的免疫杀伤反应

３　讨论

　　随着对免疫应答分子机制的深入研究，人们已意
识到机体的免疫细胞并不是一一对应于各种各样的病

原体或天然抗原的整体分子，而是针对各种各样抗原

分子的抗原表位，蛋白质抗原通过其表位来体现其免

疫特异性。基于抗原分子的免疫干预手段已不再停留

在病原体或天然抗原的整体水平，而开始向表位水平

过渡。ｈＴＥＲＴ作为一种肿瘤共有抗原，在８５％以上的
恶性肿瘤细胞中高表达。过去几年中，已经筛选出的

ｈＴＥＲＴ表位包括ＭＨＣⅠ类分子等位基因的ＨＬＡＡ２、
Ａ３等限制性的显性（高亲和力）表位：如Ｒ５４０（ＩＬＡＫ
ＦＬＨＷＬ）、Ｒ８６５（ＲＬＶＤＤＦＬＬＶ）等；隐性表位：如 Ｐ５７２
（ＲＬＦＦＹＲＫＳＶ）等；ＭＨＣⅡ类分子等位基因限制性表

位Ｌ７６６（ＬＴＤＬＱＰＹＭＲＱＦＶＡＨＬ）和 Ｒ６７２（ＲＰＧＬＬＧＡＳ
ＶＬＧＬＤＤＩ）等［７］。Ｖｏｎｄｅｒｈｅｉｄｅ等［８］首先报道了ｈＴＥＲＴ
特异性的ＣＴＬ表位Ｒ５４０单肽疫苗所诱导的ＣＴＬ效应
细胞无论在体内还是体外均可有效地杀伤 ｈＴＥＲＴ阳
性的肿瘤细胞。传统的单肽疫苗具有便于合成、保存、

无传染性、无遗传、整合或重组风险等优点；但是其表

位单一、分子量小易被降解而致免疫原性弱，现在有越

来越多的研究意在提高多肽疫苗的免疫原性。如多肽

疫苗自身结构的优化、联合树突细胞等。

　　本研究利用成熟的健康成人外周血来源的树突细
胞负载ｈＴＥＲＴ全长基因的腺病毒、ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ
表位Ｒ５４０多抗原肽及其单肽刺激ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ
细胞产生，通过５１Ｃｒ释放试验检测其体外抗肿瘤活性。
结果提示携带 ｈＴＥＲＴ全长基因的腺病毒具有最强的
抗肿瘤活性，这与前期其他研究组的实验结果一

致［９－１０］。腺病毒、慢病毒载体目前已广泛用于肿瘤的

免疫治疗中，并且取得不错的抗肿瘤免疫效应，但是这

类疫苗的最大问题在于病毒载体本身所带来的一系列

安全性问题。

　　相较于病毒载体疫苗，多肽疫苗具有便于设计合
成、价廉、安全等优点，而其最大的缺点在于表位单一、

分子量小易被降解而致免疫原性弱。由 Ｔａｍ实验室
设计的多抗原肽方案很好地解决了传统多肽疫苗免疫

原性弱的弊端，多抗原肽采用分子量小且免疫原性弱

的赖氨酸为核心基质，将若干条抗原表位相同的单体

肽偶联在一起，形成树状结构，这种设计模式增大了抗

原的分子质量，而且还不需要再耦联载体蛋白就能诱

生较强的免疫反应；同时，其稳定的二级结构不易反

转，故降解速度减缓，延长抗原刺激时间，获得更好的

杀伤活性［１１］。本实验中，我们采用 ＭＡＰ设计方案构
建了以 ｈＴＥＲＴ特异性 ＣＴＬ表位 Ｒ５４０的表位序列为
基础的抗原表位相同的四分支多抗原肽，其诱导的抗

肿瘤ＣＴＬ反应明显强于ｈＴＥＲＴ特异性ＣＴＬ表位Ｒ５４０
单肽疫苗。然而目前尚不清楚多抗原肽分支链上的各

个抗原表位是怎样被水解下来，今后仍需进一步的实
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验去探讨。

　　采用疫苗进行免疫治疗另一个值得我们关注的问
题就是疫苗的自身的安全性问题，在本研究中我们通

过５１Ｃｒ释放试验检测 ｈＴＥＲＴ多抗原肽诱导的 ＣＴＬ细
胞对自体淋巴细胞及 ＤＣ的影响，发现 ｈＴＥＲＴ多抗原
肽诱导的ＣＴＬ效应细胞对 ｈＴＥＲＴ表达阴性的自体淋
巴细胞及ＤＣ无任何杀伤效应，这与 Ｖｏｎｄｅｒｈｅｉｄｅ研究
小组的实验结果相一致［１２］。从而也进一步证实了多

抗原肽疫苗的安全，并为 ｈＴＥＲＴ特异性 ＣＴＬ表位
ＭＡＰ疫苗肿瘤免疫治疗的临床运用提供了实验依据。
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罗长坤校长出席开幕式　　　　　　　　　　大会开幕式场景

我校第八届海外学者交流计划暨生物医学高层论坛首场报告会顺利召开

　　２０１２年４月２７日，第三军医大学第八
届海外学者交流计划暨生物医学高层论坛

首场报告会在第一教学馆学术厅顺利召

开。学校罗长坤校长、王云贵副校长、科研

部徐迪雄部长等领导出席了大会开幕式。

学校相关科技干部及与会学者共计４００余
人参加了会议。

　　借“２０１２国际突触传递及可塑性学术
研讨会”在我校举办之机，受学校委托，本

次大会主席之一、基础部生理学教研室胡志安主任特别邀请加拿大皇家科学院王玉田院士、卓敏院士、ＪｏｈｎＭａｃ
Ｄｏｎａｌｄ院士，英国皇家科学院ＧｒａｈａｍＣｏｌｌｉｎｇｒｉｄｇｅ院士，韩国科学院ＢｏｎｇＫｉｕｎＫａａｎｇ院士等５位国际顶尖专家来
校讲学交流，就突触传递及可塑性研究前沿进展作专题学术报告。

　　神经科学已成为当今生命科学最重要的前沿、热点学科之一。神经突触传递及可塑性作为神经科学研究的
基础和核心，在神经科学发展中长期扮演着引领学科跨越的重要角色。近年来，我校在脑胶质细胞结构与功能、

神经发育、痛觉生理、神经损伤与修复、睡眠与觉醒等神经科学研究领域具有一定的特色，取得了较大进展，涌现

出一批优秀的中青年专家。

　　我校“海外学者交流计划”自２０００年启动以来，已连续成功举办了７届，为我校广大科技工作者了解把握国
际医学科技前沿搭建了一个重要的交流平台，也对密切与广大专家学者的联系，促进国际同行之间交流合作发挥

了重要的桥梁和纽带作用。此次论坛的成功召开，也必将对交流突触传递及可塑性领域最新研究成果，拓展国际

学术交流与科技合作产生积极的影响。

（科研部成果处　供稿）
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