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上皮膜蛋白２多肽疫苗在鼠乳腺癌中的免疫防治效果研究
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　　［摘要］　目的　研究上皮膜蛋白２（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ２，ＥＭＰ２）在多种人类肿瘤中的蛋白
表达谱，并在小鼠乳腺癌模型中研究ＥＭＰ２多肽疫苗的预防及治疗效果。方法　 采用大样本组织芯片
检测人体常见２０种肿瘤中，ＥＭＰ２在正常组织与相对应的肿瘤组织的表达。体外化学合成ＥＭＰ２多肽，
并与ＫＬＨ蛋白偶联。于小鼠接瘤前后免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，ＥＬＩＳＡ法检测免疫后小鼠抗ＥＭＰ２抗体的血清
效价。建立４Ｔ１细胞荷瘤小鼠预防及治疗模型，随机分为生理盐水组、单纯 ＫＬＨ组、单纯佐剂组、ＫＬＨ
ＥＭＰ２多肽组，每组各１０只。观察ＫＬＨＥＭＰ２多肽疫苗对乳腺癌模型的成瘤率、肿瘤生长情况、体重及
生存期的影响。结果　与相应正常组织比较，ＥＭＰ２在乳腺癌、子宫内膜癌、卵巢癌、宫颈癌、膀胱癌、甲
状腺癌等肿瘤中明显高表达。而在胰腺癌、前列腺癌及脑部肿瘤中呈低表达或阴性表达。ＫＬＨＥＭＰ２
多肽免疫小鼠后，构建小鼠乳腺癌４Ｔ１荷瘤模型，对照组成瘤率为１００％，佐剂组及单纯 ＫＬＨ组成瘤率
分别为１００％，１００％，ＫＬＨＥＭＰ２多肽组成瘤率为 ７０％。较之对照组、佐剂组及单纯 ＫＬＨ组，ＫＬＨ
ＥＭＰ２多肽组可明显抑制４Ｔ１肿瘤生长（Ｐ＝０．００９）。同时，延长荷瘤小鼠生存时间（Ｐ＝０．００１），同时，
免疫对小鼠的体重无明显变化（Ｐ＝０．５８）。在４Ｔ１肿瘤治疗模型中，ＫＬＨＥＭＰ２多肽治疗可明显抑制
４Ｔ１肿瘤生长（Ｐ＝０．００１）和大小（Ｐ＝０．００６）。同时，延长４Ｔ１荷瘤小鼠生存期（Ｐ＝０．０３）。结论　
ＥＭＰ２在乳腺癌中呈高表达，ＥＭＰ２多肽疫苗具有明显的乳腺癌预防及治疗作用。
　　［关键词］　 乳腺癌；组织芯片；生物标志物；疫苗
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　　乳腺癌的发病率和死亡率仍在女性恶性肿瘤中居
第一位［１－２］。因此，迫切需要大量的研究以发现新型

乳腺癌生物标志物，用于乳腺癌的早期诊断、临床预后

及潜在的治疗靶点。ＥＭＰ２作为四重跨膜蛋白，其表
达失调与多种肿瘤发生发展相关［３－５］。ＥＭＰ２是目前
唯一已知的预测子宫内膜癌上皮增生向恶性肿瘤增生

的早期诊断标志物。而在泌尿系统肿瘤中，ＥＭＰ２作
为大豆异黄酮的上调基因，可明显抑制肿瘤生长［６］。

　　早期的研究表明ＥＭＰ２可能在多种肿瘤中呈现差
异较大的表达情况，故而研究 ＥＭＰ２多肿瘤组织表达
谱，对于ＥＭＰ２作为肿瘤特异性分子标志物应用意义
较大。本实验采用多肿瘤组织芯片的方法，高通量的

研究ＥＭＰ２在２０种人体常见肿瘤以及正常乳腺组织
中的表达情况，旨在筛选得到 ＥＭＰ２蛋白在多种肿瘤
组织的表达谱，为临床诊断及靶向治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　免疫组化
　　ＥＭＰ２抗体（１∶１００）用于免疫组化检测组织中
ＥＭＰ２的表达情况。组织芯片（购自陕西超英）经常规
脱蜡、水化后，用柠檬酸缓冲液高压修复抗原，自然冷

却。随后用３％ Ｈ２Ｏ２于室温避光封闭１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤后５ｍｉｎ×３次后滴加山羊血清，３７℃封闭３０ｍｉｎ；
血清封闭后的切片直接孵一抗４℃过夜。第２天从
４℃ 取出切片，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，滴加山羊抗小
鼠ＩｇＧ二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，
滴加辣根过氧化酶标记的三抗，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；
ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次后用 ＤＡＢ显色；流水冲１５ｍｉｎ，
冲洗掉残余的 ＤＡＢ，用苏木精复染１ｍｉｎ后，流水冲
３０ｍｉｎ，待返蓝之后，脱水封片，在光学显微镜下观察
并采集图像。免疫组化染色结果通过半定量计分的方

法进行评价。ＥＭＰ２的染色强度分布为：阴性（０）、弱
阳性（１）、中阳性（２）、强阳性（３）。阳性染色的百分比
为：＜５％（０）、５％～２５％（１）、２６％～５０％（２）、５１％～
７５％（３）、＞７５％（４）。最终的 ＥＭＰ２的免疫组化染色
结果（０～１２）为每一患者组织标本的染色强度乘以相
对应的阳性染色的百分比。

１．２　多肽设计与合成
　　利用在线软件 ＢｅｐｉＰｒｅｄ１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＢｅｐｉＰｒｅｄ／）从 ＥＭＰ２全蛋白序列
直接预测抗原表位，得到相应 ＥＭＰ２抗原肽：
ＤＬＨＱＱＮＲＫＬＹＹＬＬＱＥＧＳＹＧＧＳＧＳＫ。ＥＭＰ２多肽由上
海科肽公司进行合成，并化学偶联到 ＫＬＨ蛋白上，以
增强其免疫原性。

１．３　动物免疫
　　 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠购自北京维通利华生物，ＭＨＣ
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ：Ｈ２ｄ，雌性，鼠龄６～８周，体质量约２０ｇ，于
ＳＰＦ级动物房饲养。
　　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽首次免疫剂量为１０μｇ／只小鼠，
与弗氏完全佐剂研磨混匀后，于背部皮下双点注射，

１００μＬ／只。第２、３次免疫分别间隔２周，免疫剂量为
１０μｇ／只小鼠，与弗氏不完全佐剂研磨混匀后，于背
部皮下双点注射，１００μＬ／只。第３次免疫２周后，取
小鼠尾静脉血液备用。另取小鼠免疫前血清作为阴性

对照。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测
　　取血后，于３７℃血液凝固２ｈ后，４℃放置过夜。
当血清自然析出后，４℃，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分离
血清备用。用 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸盐包被缓冲液（ｐＨ＝
９６）溶解 ＥＭＰ２多肽，使抗原浓度为 ２０μｇ／ｍＬ，加
１００μＬ／孔于９６孔酶标板，４℃放置过夜。次日，弃去
包被液后，ＰＢＳＴ洗涤３次，每孔加入１５０μＬ１％ ＢＳＡ
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３７℃封闭１ｈ。ＰＢＳＴ洗涤３次后，每孔加入１００μＬ
不同倍比稀释度的血清，并加入对照样品，３７℃孵育
２ｈ。ＰＢＳＴ洗涤５次后，加入１００μＬ稀释后的ＨＲＰ标
记的二抗，３７℃孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗涤５次后，显色剂
显示２０ｍｉｎ后，酶标仪上读取Ｄ（４５０）值。
１．５　动物荷瘤模型
　　鼠乳腺癌４Ｔ１细胞购买于ＡＴＣＣ，ＭＨＣＨａｐｌｏｔｙｐｅ：
Ｈ２ｄ。培养基于含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
链霉素的ＤＭＥＭ培养基中培养。３７℃、５％ ＣＯ２的孵
箱中培养。

　　ＫＬＨ多肽免疫预防模型：当多肽免疫完成，效价
达到预定值后。将免疫后小鼠随机分为４组：生理盐
水组、佐剂组、佐剂 ＋ＫＬＨ组、佐剂 ＋ＫＬＨＥＭＰ２多肽
组，每组各１０只。将对数生长期的 ４Ｔ１细胞进行收
集，用无血清ＤＭＥＭ培养基洗涤后，进行细胞计数，调
整细胞浓度为５×１０６／ｍＬ，每只小鼠腋下接种１００μＬ。
从肿瘤接种后可扪及肿瘤结节开始，每２天用游标卡尺
测量肿瘤纵横大小。肿瘤体积计算为：肿瘤体积＝长×
宽２。同时，记录小鼠体重变化情况和小鼠生存情况。

　　ＫＬＨ多肽免疫治疗模型：将对数生长期的４Ｔ１细
胞进行收集，用无血清 ＤＭＥＭ培养基洗涤后，进行细
胞计数，调整细胞浓度为５×１０６／ｍＬ，每只小鼠腋下接
种１００μＬ。将荷瘤小鼠随机分为４组：生理盐水组、
佐剂组、佐剂 ＋ＫＬＨ组、佐剂 ＋ＫＬＨＥＭＰ２多肽组，每
组各１０只。分别于接种肿瘤后第５天、第１２天、第１９
天免疫小鼠。从肿瘤接种后可扪及肿瘤结节开始，每

２天用游标卡尺测量肿瘤纵横大小。肿瘤体积计算
为：肿瘤体积＝长 ×宽２。同时，记录小鼠体质量变化

情况和小鼠生存情况。

１．６　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄ５．０软件。数据均以 珋ｘ±ｓ表示，进
行单因素方差分析，组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　ＥＭＰ２在乳腺癌组织中呈高表达
　　ＥＭＰ２在正常乳腺、甲状腺以及子宫颈等正常组
织中呈低表达，而在前列腺、肝、胰腺、肺、肾等正常组

织中呈高表达。与相对应正常组织比较，ＥＭＰ２在乳
腺癌（Ｐ＝０．０２）、卵巢癌（Ｐ＝０．０３）、宫颈癌（Ｐ＜
００１）、膀胱癌（Ｐ＝０．００１）、甲状腺癌（Ｐ＜０．０１）、皮
肤癌（Ｐ＜０．０１）等肿瘤中明显高表达，而在胰腺癌（Ｐ
＜０．０１）、前列腺癌（Ｐ＜０．０１）、肺癌（Ｐ＝０．００２）、肝
癌（Ｐ＝０．００３）及脑部肿瘤（Ｐ＜０．０１）中呈低表达或
阴性表达（图１、２）。
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图２　正常及肿瘤组织中ＥＭＰ２表达的统计分析
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图１　多组织芯片分析正常及肿瘤组织中ＥＭＰ２的表达
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２．２　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫具有明显的乳腺癌预防
效果

　　ＫＬＨＥＭＰ２多肽免疫完成后，ＥＬＩＳＡ检测血清中
ＥＭＰ２抗体效价，当免疫血清 Ｄ（４５０）／阴性对照血清
Ｄ（４５０）（Ｐ／Ｎ）＞２．１时，判断为阳性 （＋）。经计算，
ＥＭＰ２多肽免疫后效价为＞１∶１２８００，满足肿瘤免疫需
求（表１）。

表１　ＥＬＩＳＡ检测免疫后血清效价

血清稀释倍数
免疫血清

［Ｄ（４５０）］

阴性对照血清

［Ｄ（４５０）］
Ｐ／Ｎ

１∶２００ ２．４３５ １．０２７ ＋

１∶４００ ２．５６１ ０．８０３ ＋

１∶８００ ２．６５３ ０．４８２ ＋

１∶１６００ ２．１６９ ０．３３６ ＋

１∶３２００ １．４９７ ０．２９２ ＋

１∶６４００ ０．８７６ ０．２５２ ＋

１∶１２８００ ０．６１ ０．２３２ ＋

１∶２５６００ ０．４２６ ０．２２１ －

　　小鼠ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫后，可明显抑制４Ｔ１荷
瘤动物模型中肿瘤的生长（图３）。同时，显著延长小
鼠的生存期（图４），而 ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫对于小鼠
的体质量无明显影响（图５）。
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图３　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫具有明显的肿瘤生长抑制效果
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图４　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫显著延长小鼠生存期
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图５　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫对小鼠体质量的影响

２．３　ＥＭＰ２ＫＬＨ具有明显的乳腺癌治疗效果
　　在小鼠乳腺癌细胞４Ｔ１荷瘤动物模型中，ＥＭＰ２
ＫＬＨ多肽免疫治疗能明显抑制肿瘤的生长（图 ６）。
同时，ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫治疗显著延长小鼠的生存
期（图７）。
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图６　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫治疗具有明显的肿瘤生长
抑制效果
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图７　ＥＭＰ２ＫＬＨ多肽免疫治疗显著延长小鼠生存期

３　讨论

　　现有研究表明 ＥＭＰ２可与 ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ及 Ｐ２Ｘ７相互
作用，进而调节肿瘤生长及转移等过程。与正常卵巢

组织相比，ＥＭＰ２在超过 ７０％的卵巢癌中呈高表达，
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ａｎｔｉＥＭＰ２抗体治疗明显抑制卵巢癌细胞生长、诱导
细胞凋亡［７］。在胶质瘤中，９５％的患者高表达 ＥＭＰ２
蛋白，而在正常脑组织中 ＥＭＰ２呈无表达或阴性。
ＥＭＰ２通过上调ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３表达、激活ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｋｉｎａｓｅ（ＦＡＫ）及 Ｓｒｃ激酶，进而加速肿瘤生长，促进肿
瘤转移［８］。动物实验研究同样表明，ａｎｔｉＥＭＰ２抗体
治疗胶质瘤取得良好的肿瘤治疗效果［９］。大量的研

究表明，ＥＭＰ２在多种肿瘤中呈高表达，如子宫内膜
癌、卵巢癌、宫颈癌等，并与病人生存期呈正相关。通

过调节ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ及ＶＥＧＦ表达、激活ＦＡＫ及Ｓｒｃ激酶，
进而加速肿瘤生长，促进肿瘤转移，在肿瘤中发挥癌基

因相关作用［３－５，８－９］。但同时，部分研究表明在部分肿

瘤如泌尿系统肿瘤、肺癌中能显著抑制肿瘤转移，与肿

瘤患者生存期呈负相关［９］。表明ＥＭＰ２可能具有组织
表达特异性，在不同肿瘤组织中具有不同的生物学功

能，并受多种可能因素的调节。

　　在本实验中，我们利用多肿瘤组织芯片，高通量的
研究ＥＭＰ２在２０种不同肿瘤组织中的表达情况，旨在
构建相应的组织表达谱，为 ＥＭＰ２分子诊断或生物靶
向治疗提供相应的理论依据。我们发现，ＥＭＰ２在前
列腺、肝、胰腺、肾等正常组织中呈高表达。与相应正

常组织比较，ＥＭＰ２在乳腺癌、宫颈癌、膀胱癌、甲状腺
癌等肿瘤中明显高表达，而在胰腺癌、前列腺癌、肝癌、

肺癌及脑部肿瘤中呈低表达或阴性表达。表明 ＥＭＰ２
可能在不同的肿瘤组织类型中具有不同的生物学功

能。其中，乳腺癌较之正常乳腺组织，ＥＭＰ２表达差异
较大，表明ＥＭＰ２在乳腺癌中具有潜在的诊断价值和
可作为新型的治疗靶点。

　　同时，我们发现，在 ＥＭＰ２上调的肿瘤类型中，其
恶性程度和致死率明显低于 ＥＭＰ２下调的肿瘤类
型［２］。故ＥＭＰ２在不同的肿瘤类型可能存在不同的分
子层面的调控，如基因突变，基因表观遗传学修饰，蛋

白泛素化降解，甚至肿瘤微环境的调控，均可能会影响

ＥＭＰ２蛋白的表达水平，并对肿瘤功能进行调控。
　　我们发现ＥＭＰ２蛋白多肽疫苗免疫可明显抑制小
鼠乳腺癌细胞的生长，并延长荷瘤小鼠的生存期。同

时，ＥＭＰ２多肽对荷瘤小鼠的肿瘤生长具有良好的抑
制效果，进而延长荷瘤小鼠的生存时间。表明 ＥＭＰ２

多肽具有较好的肿瘤预防及治疗效果。ＥＭＰ２可作为
乳腺癌生物治疗的靶点，具有潜在临床运用价值。
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