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ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗的免疫增强效应及其对急性髓系白血病抗肿瘤效应研究
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　　［摘要］　目的　评价Ｗｉｌｍ瘤基因１（Ｗｉｌｍｓ’ｔｕｍｏｒｇｅｎｅ１，ＷＴ１）多肽联合ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂疫苗
的稳定性、安全性、免疫增强效应及其对急性髓系白血病抗肿瘤效应。方法　用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ飞行
时间质谱评价该佐剂疫苗中 ＷＴ１多肽的稳定性；将 Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠按照随机数字表法分成 ３组：
ＰＢＳ组、ＷＴ１组和ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组，使用免疫剂量为抗原５０μｇ／只、佐剂５０μｇ／只，按照第０、１４、２８
天肌肉注射免疫程序进行免疫。用ＨＥ染色评价疫苗肌肉注射小鼠脏器组织毒性；用 ＥＬＩＳＡ检测细胞
因子水平；ＥＬＩＳｐｏｔ检测脾细胞分泌ＩＦＮγ细胞数量；流式细胞术检测疫苗促体外骨髓来源树突状细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＢＭＤＣｓ）成熟和促淋巴细胞活化及 Ｈ２ＤｂＷＴ１四聚体检测特异性
ＣＤ８＋Ｔ细胞比例；用 Ｃ１４９８ｍＷＴ１稳转细胞株构建小鼠白血病肿瘤模型后，评价其预防与治疗的抗肿
瘤效应。结果　ＷＴ１多肽可在疫苗中稳定存在，对小鼠肌肉注射未发生明显的脏器组织变化；对小鼠
肌肉注射ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ疫苗后，与 ＷＴ１组相比，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组可诱导高水平的 Ｔｈ１细胞免疫
应答γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及其 Ｔｈ１７免疫应答白介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）（Ｐ＜０．０５）；
与ＷＴ１组相比，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ 组促进脾淋巴细胞分泌 ＩＦＮγ的细胞数量增加（Ｐ＜０．０１），促进
ＢＭＤＣｓ成熟的标志物ＣＤ４０＋／ＣＤ１１ｃ＋、ＣＤ８６＋ＣＤ８０＋／ＣＤ１１ｃ＋细胞比例增加（Ｐ＜０．０５），促进淋巴细胞中
ＣＤ４＋／ＣＤ３＋Ｔ、ＣＤ６９＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比例增加（Ｐ＜０．０５）及其特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞比例增加（Ｐ＜０．０５）；利
用Ｃ１４９８ｍＷＴ１小鼠急性髓系白血病皮下荷瘤模型的抗肿瘤效应中，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组中位生存期相
比于ＷＴ１组小鼠延长了６ｄ。在第５０天时，ＷＴ１多肽＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组小鼠生存率为２８．５％，其他组小鼠全
部死亡（Ｐ＜０．０５）。结论　ＷＴ１多肽联合ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂疫苗具有良好的免疫学和明显抗肿瘤效果。
　　［关键词］　 ＷＴ１多肽；ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂；急性髓系白血病；免疫应答；抗肿瘤效应
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ｏｆＣｈｉｎａ（３２０７０９２４，３１９７００７８）ａｎｄｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１９ｊｃｙｊＡｍｓｘｍｘ０１５９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：
ＳＵＮＨｏｎｇｗｕ，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｈｏｎｇｗｕ２００１＠１６３．ｃｏｍ

　　急性髓系白血病是造血组织的干细胞恶性克隆性
疾病［１］，其特征为白细胞在骨髓及其他造血组织中呈

恶性、无限制地增生，进而浸润全身各组织和脏器，对

机体产生严重损害，发病率高达３．７／１０００００人，死亡率
高达２．７／１０００００人～１８／１０００００人［２］，严重威胁人类

健康。最新研究表明，疫苗能激活一系列免疫增强反

应，使免疫系统能够识别并清除肿瘤细胞，具有良好的

肿瘤治疗效果，是控制急性髓系白血病的理想策略。

其中肿瘤多肽疫苗具有特异性高、化学结构稳定、结构

简单、易于制备及无潜在致癌性等优点，被人们广泛使

用。研究表明，Ｗｉｌｍ瘤基因 １（Ｗｉｌｍｓ’ｔｕｍｏｒｇｅｎｅ１，
ＷＴ１）定位于染色体１１ｐ１３，在急性髓性细胞白血病及
大部分实体瘤中均存在高表达［３－５］，因此，ＷＴ１多肽是
免疫治疗的优选靶抗原［６－８］，激发机体产生特异性免

疫应答、细胞毒性Ｔ淋巴细胞反应［９－１０］，清除术后或放

化疗后瘤细胞微小残留，从而达到根除恶性肿瘤的目

的。目前国际上已有３２个以 ＷＴ１为靶点的恶性肿瘤
主动特异性免疫治疗疫苗进入了临床试验，其中１个
进入临床Ⅲ期试验，并已经取得较好疗效［３，５］。由于

多肽疫苗免疫原性弱、易降解、不易被抗原提呈细胞摄

取，具有主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）限制性，导致
细胞免疫效果差，须用佐剂进行增强疫苗应答。

　　现上市疫苗佐剂中，被３０多个国家批准应用于多
种疫苗中的 ＭＦ５９佐剂可诱导机体产生有效免疫应
答［１１］。它的配方类物 ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳剂佐剂可引起细
胞（Ｔｈ１）和体液（Ｔｈ２）免疫反应［１２－１３］。目前国内外未

见ＷＴ１多肽和 ＡｄｄａＶａｘＴＭ的研究报道。基于此，本研
究选择急性髓系白血病ＷＴ１多肽，联合ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳
佐剂制备白血病 ＷＴ１乳佐剂多肽疫苗，对其稳定性、
组织病理改变的安全性研究后，考察其增强免疫应答

作用，并利用 Ｃ１４９８ｍＷＴ１稳转细胞株构建小鼠白血
病肿瘤模型，评价其预防与治疗免疫保护效果。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠（ＳＰＦ级 ６～８周龄，体质量
１８～２０ｇ），购自北京华阜康生物科技股份有限公司。
所有动物实验获陆军军医大学动物伦理委员会批准
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（ＡＭＵＷＥＣ２０２２８０２９）。
１．２　主要试剂和仪器
　　ＷＴ１多肽（序列为 ＲＭＦＰＮＡＰＹＬ）由上海波泰生
物科技有限公司提供；ＡｄｄａＶａｘＴＭ 乳佐剂购自
Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公司；４％多聚甲醛、红细胞裂解液均购自上
海碧云天公司；异氟烷购自瑞沃德公司；Ｃ１４９８ｍＷＴ１
稳转细胞株［Ｃ１４９８细胞被 ＣＭＶ启动子驱动的小鼠
ＷＴ１１７ＡＡ（＋）ＫＴＳ（＋）亚型全长 ｃＤＮＡ基因转导，并
将该ｃＤＮＡ插入ｐｃＤＮＡ３．１（＋）哺乳动物表达载体］由
重庆闻达生物科技有限公司提供；ＤＭＥＭ培养基、
ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清均购自美国赛默飞公司；
青霉素链霉素溶液（１００×）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＤＭＳＯ
购自日本 Ｓｉｇｍａ公司；一级水由实验室自制；ＴＳｅｌｅｃｔ
Ｈ２ＤｂＷＴ１１２６－１３４ＴｅｔｒａｍｅｒＲＭＦＰＮＡＰＹＬＰＥ购自博尔
迈生物技术有限公司；ＰＥａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４０、ＡＰＣａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ８６、Ｐｅｒｃｐ／Ｃｙ５．５ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ８０、ＰＥａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ３、ＦＩＴＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４、Ｐｅｒｃｐ／Ｃｙ５．５ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ８ａ、ＡＰＣ／Ｃｙ７ ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ６９均 购 自
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ生物科技有限公司；ＩＦＮγ酶联免疫吸附试
剂盒、ＴＮＦα酶联免疫吸附试剂盒、ＩＬ１７Ａ酶联免疫
吸附试剂盒、ＥＬＩＳｐｏｔＰｌｕｓ：ＭｏｕｓｅＩＦＮγ（ＡＬＰ）试剂盒
均购自达科为生物技术股份有限公司；生物安全柜购

自力康仪器有限公司；ＥＬＩＳｐｏｔ读板机购自德国艾迪
ＡＩＤ公司；台式高速离心机购自德国艾本德股份公司；
细胞培养箱购自美国赛默飞公司；细胞计数仪购自德

京科技有限公司；ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪购自美国
ＢＤ公司。所用仪器由陆军军医大学药学与检验医学
系国家免疫生物制品工程技术研究中心及大学中心实

验室提供。

１．３　方法
１．３．１　疫苗的制备　　将ＷＴ１多肽（浓度为１０ｍｇ／ｍＬ，
纯度为９８．３％）和ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂进行混合（Ｗ／Ｗ，
１∶１）后，放置在 ４℃，旋转混悬仪混悬 ４～６ｈ，放置冰
箱备用。

１．３．２　ＷＴ１多肽在疫苗中稳定性研究　　取 ２００μＬ
多肽乳佐剂疫苗及其未加乳佐剂多肽，用基质辅助电

离时间飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）进行检测。
１．３．３　动物肌肉注射免疫接种　　实验分成 ３组：
ＰＢＳ组、ＷＴ１组、ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组，每组５只。使用
免疫剂量为抗原５０μｇ／只，佐剂５０μｇ／只，按照第０、
１４、２８天肌肉注射免疫程序进行免疫。以下疫苗脏器
毒性研究实验、ＥＬＩＳＡ实验、ＥＬＩＳｐｏｔ实验、流式细胞术
检测疫苗促进淋巴细胞活化能力和ＷＴ１特异性 ＣＤ８＋

Ｔ细胞实验均按照此剂量和程序进行注射。

１．３．４　疫苗脏器毒性研究　　每日上午观察小鼠存
活状态。末次免疫后第３天，每组按照随机数字表法
选择１只小鼠，异氟烷麻醉后处死，取出肝脏、脾脏、心
脏、肺脏、肾脏及肌肉组织放入 １ｍＬ浓度为 ４％多聚
甲醛溶液中，室温固定 ４８ｈ，石蜡包埋切片 ＨＥ染色
后，光学显微镜观察其组织毒性。

１．３．５　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清中细胞因子水平　　
在末次免疫后１４ｄ取小鼠尾静脉全血，以 ６３０×ｇ离心
１０ｍｉｎ，分离血清，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测 γ干扰素
（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及其 Ｔｈ１７免疫应
答白介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）水平。
１．３．６　ＥＬＩＳｐｏｔ测定ＩＦＮγ分泌水平　　在末次免疫
后第１４天，小鼠异氟烷麻醉后处死，分离脾淋巴单细
胞悬液后，调整细胞浓度为１×１０７／ｍＬ，取５０μＬ，加入
活化好的预包被有 ＩＦＮγ的 ＥＬＩＳｐｏｔ板中，再加入
５０μＬ的４０μｇ／ｍＬＷＴ１多肽溶液进行混合，阳性对
照孔 加 入 佛 波 酯 （ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，
ＰＭＡ，５００ｎｇ／ｍＬ）稀释液 １００μＬ，阴性对照孔加入
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基 １００μＬ。将平板置于含有 ５％
ＣＯ２、３７℃细胞培养箱中培养 ４８ｈ。弃去培养液，用
ＰＢＳ洗涤，每孔加入１００μＬ检测抗体（Ｒ４６Ａ２ｂｉｏｔｉｎ）
室温孵育２ｈ，用 ＰＢＳ洗板后加入稀释好的链霉亲和
素辣根过氧化物酶（１∶１０００）室温孵育 １ｈ，洗板后加
入ＴＭＢ显色液，当出现明显的斑点时用蒸馏水冲洗板
子，终止显色。待板子晾干后，置于 ＥＬＩＳｐｏｔ读板机中
进行斑点计数并采集图片。

１．３．７　流式细胞术检测疫苗体外促进骨髓来源树突状
细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＢＭＤＣｓ）成熟
　　将小鼠麻醉处死后置于７５％酒精中浸泡２ｍｉｎ，手
术取出所有股骨和胫骨，用１ｍＬ注射器吸取无菌 ＰＢＳ
插入股骨和胫骨，反复冲洗出骨髓，４５２×ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清，加入红细胞裂解液轻柔重悬，ＰＢＳ终止裂解，
４５２×ｇ离心 ５ｍｉｎ，用 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中含有
１０ｎｇ／ｍＬ白介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）和２０ｎｇ／ｍＬ集
落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）重悬，加入细胞培养皿中，每２天弃去
半量培养基，补充半量新鲜培养基，第６天所获得的细
胞ＢＭＤＣｓ，调整细胞浓度为１×１０６／ｍＬ后，以１ｍＬ／孔
加入６孔板中。随后 ＷＴ１组中加入 ＷＴ１多肽水溶液
（每孔ＷＴ１终浓度为５μｇ／ｍＬＷＴ１），ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ

组中分别加入 ＷＴ１多肽水溶液以及 ＡｄｄａＶａｘＴＭ佐剂
（每孔终浓度为 ５μｇ／ｍＬＷＴ１，５μｇ／ｍＬＡｄｄａＶａｘＴＭ）
进行药物刺激，ＰＢＳ作为空白对照，各组设置 ３个复
孔，随后将上述细胞培养板置于ＣＯ２培养箱中，３７℃、
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５％ＣＯ２条件下孵育１２ｈ。收集细胞，ＰＢＳ清洗细胞，
弃上清，将ＣＤ８６、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ１１ｃ等 ＤＣ细胞成熟
的标志物流式抗体用ＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ稀释液（１∶１００）稀
释混合，每孔加入５０μＬ混合流式抗体重悬细胞，４℃
避光孵育 ３０ｍｉｎ。４５２×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃掉上清，所得
细胞用 ２００μＬＰＢＳ重悬，用 ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞
仪进行检测。

１．３．８　流式细胞术检测疫苗促进淋巴细胞活化能力
　　在末次免疫后第１４天，小鼠异氟烷麻醉后处死，分
离脾淋巴单细胞悬液后，调整细胞浓度为２×１０７／ｍＬ。
在２４孔板中每孔加入５００μＬ细胞悬液，再加入５００μＬ
经除菌过滤的ＷＴ１多肽水溶液（终浓度为２０μｇ／ｍＬ）
后，放入 ３７℃ 含有 ５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ４８ｈ。
４５２×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入２００μＬＰＢＳ重悬洗涤，
重复步骤３次。将ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ａ、ＣＤ６９等流式抗体
用ＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ稀释液（１∶１００）稀释混合，每孔加入
５０μＬ混合流式抗体重悬细胞，４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。
４５２×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃掉上清，所得细胞用 ２００μＬＰＢＳ
重悬，用ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪进行检测。
１．３．９　ＷＴ１特异性 ＣＤ８＋Ｔ细胞检测　　在末次免
疫后第１４天，小鼠异氟烷麻醉后处死，分离脾淋巴单
细胞悬液后，调整细胞浓度为２×１０７／ｍＬ。在２４孔板
中每孔加入５００μＬ细胞悬液，再加入５００μＬ经除菌
过滤的ＷＴ１多肽水溶液（终浓度为２０μｇ／ｍＬ）后，放
入３７℃含有 ５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ４８ｈ。４５２×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃上清，加入２００μＬＰＢＳ重悬洗涤，重复
步骤３次。随后用 １００μＬＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬，加入
１０μＬ／孔 ＴＳｅｌｅｃｔＨ２ＤｂＷＴ１四聚体，再加入 ＣＤ３、
ＣＤ８ａ流式抗体混匀后，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。４５２×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃上清，用２００μＬＰＢＳ重悬细胞，用ＦＡＣＳ
ＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪进行检测。
１．３．１０　Ｃ１４９８ｍＷＴ１荷瘤模型构建与评价　　参照
文献［１４－１５］，构建 Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞皮下小鼠荷瘤模型
后，评价ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ疫苗的治疗和预防效果。将
培养的 Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞浓度调整为 ８×１０６／ｍＬ；待
小鼠麻醉后，将其右侧肩背部毛剃光和脱毛，皮下注射

１００μＬ的Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞，构建出 Ｃ１４９８ｍＷＴ１稳
转细胞株小鼠白血病肿瘤模型。出于人道主义考虑，

当小鼠肿瘤体积超过２０００ｍｍ３时，处死小鼠。治疗
性免疫保护效果评价：小鼠皮下接种 Ｃ１４９８ｍＷＴ１细
胞（８×１０５／只），接种后第３、１０、１７天按相同剂量进行
免疫。在接种Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞后第０、４、８、１２、１６及
２０天记录肿瘤的长和宽，并计算肿瘤体积。肿瘤体积
计算公式为Ｖ＝π／６×Ｌ×Ｗ２，其中 Ｌ为肿瘤的长，Ｗ为

肿瘤的宽［１６－１９］。接种后５０ｄ，每天观察记录小鼠存活
状态，并绘制其生存曲线。预防性免疫保护效果评价：

用上述１．３．３相同免疫程序和剂量进行免疫，在末次
免疫后第 ７天，对小鼠皮下接种 Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞
（８×１０５／只）。在接种 Ｃ１４９８ｍＷＴ１细胞后在第 ０、４、
８、１２、１６及２０天记录肿瘤的长和宽，按照公式计算肿
瘤体积。接种后５０ｄ，每天观察记录小鼠存活状态，并
绘制其生存曲线。

１．４　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９．０进行统计学分析，数据
表示为 珋ｘ±ｓ，两组数据之间的比较采用非配对 ｔ检验，
多组数据之间的比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５认
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　疫苗中 ＷＴ１多肽稳定性研究
　　用ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪对 ＷＴ１多肽水溶液及
ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ进行离子峰信息比对。ＷＴ１多肽质
谱在 ｍ／ｚ＝１１０８处有明显主峰（图 １Ａ）。ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ的质谱图可见除了聚合物特殊峰型外，在
ｍ／ｚ＝１１０８处有明显离子峰，位置与 ＷＴ１多肽所形成
的离子峰基本一致（图 １Ｂ）。结果显示，ＷＴ１多肽与
ＡｄｄａＶａｘＴＭ混合后，ＷＴ１多肽依然稳定存在，提示疫苗
制备过程对 ＷＴ１多肽未造成明显影响。
２．２　ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗体内安全性评价
　　为了评价 ＷＴ１和 ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ的体内毒性，
分别于第０、１４、２８天，使用 ＰＢＳ、ＷＴ１水溶液、ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ对小鼠进行肌内注射，观察小鼠的存活率，
小鼠均存活。于末次免疫后第 ３天，取小鼠心脏、肝
脏、脾脏、肺脏、肾脏及肌肉组织，制作组织切片，进行

ＨＥ染色，从图２中可看出，与 ＰＢＳ组相比，各组的组
织中均未出现明显的中性粒细胞聚集炎症、水肿等严

重的组织病理学改变。上述结果表明，制备出 ＷＴ１乳
剂佐剂多肽疫苗未出现明显的脏器毒性反应。

２．３　血清中细胞因子分泌水平检测结果
　　利用ＥＬＩＳＡ试剂盒对小鼠免疫后的血清中细胞因
子水平进行检测。从图 ３中可看出，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ

组能够有效诱导 Ｔｈ１细胞免疫的细胞因子（ＩＦＮγ、
ＴＮＦα）、Ｔｈ１７偏向的细胞因子（ＩＬ１７Ａ）的产生，且与
ＷＴ１组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。实验结
果表明，小鼠肌肉免疫接种ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂疫
苗可以通过诱导特异性Ｔｈ１型免疫应答来发挥免疫保
护作用。

７２０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）
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图１　ＷＴ１（Ａ）和ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ（Ｂ）质谱检测结果
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图２　末次免疫后３ｄ小鼠主要脏器 ＨＥ染色切片观察
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１：ＷＴ１组；２：ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ１组比较
Ａ：ＩＦＮγ检测结果；Ｂ：ＩＬ１７Ａ检测结果；Ｃ：ＴＮＦα检测结果

图３　免疫后小鼠血清中细胞因子检测结果（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

８２０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　ＥＬＩＳｐｏｔ检测 ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗诱导产生的
细胞免疫应答能力

　　为了检测疫苗免疫小鼠后产生的免疫应答水平，
末次免疫后第１４天，分离小鼠脾脏淋巴细胞并制备单
细胞悬液，随后进行 ＥＬＩＳｐｏｔ实验，通过检测产生ＩＦＮγ
的细胞斑点数量，评价不同组别疫苗诱导产生的免疫

应答水平。如图４Ａ所示为各组代表性 ＥＬＩＳｐｏｔ斑点
图，经 ＷＴ１多肽刺激后，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ 组相比于
ＷＴ１组分泌ＩＦＮγ的细胞较多，而 ＰＢＳ组几乎未见细
胞斑点。统计斑点数并进行统计学分析，ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ组小鼠产生 ＩＦＮγ的脾脏淋巴细胞数量大
于 ＷＴ１组（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ）。以上结果表明，ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ可诱导机体产生 Ｔｈ１型免疫反应，增强
ＷＴ１多肽诱导产生的免疫应答水平。
２．５　ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗促进小鼠 ＢＭＤＣｓ细胞成熟
　　为了检测ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗能否促进 ＢＭＤＣｓ
细胞成熟，通过流式细胞术检测 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６等
ＤＣ成熟的标志物，并分别分析 ＣＤ４０＋／ＣＤ１１ｃ＋细胞、
ＣＤ８６＋ＣＤ８０＋／ＣＤ１１ｃ＋细胞的比例。
　　与 ＷＴ１组相比，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ 组 ＣＤ４０＋／
ＣＤ１１ｃ＋细胞比例与ＣＤ８６＋ＣＤ８０＋／ＣＤ１１ｃ＋细胞比例显著
高于ＷＴ１组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，图５）。结果表明，ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ具有显著促进 ＢＭＤＣｓ细胞成熟的能力。
２．６　ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗促进小鼠淋巴细胞的活化
　　在末次免疫后第１４天，无菌条件下取小鼠脾脏，
制备脾细胞悬液，利用流式细胞术检测 ＣＤ６９分别在
ＣＤ４、ＣＤ８上的表达水平。图 ６中可看出，ＷＴ１＋

ＡｄｄａＶａｘＴＭ组中特异性ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例和 ＣＤ６９在
ＣＤ８＋Ｔ细胞中的表达水平均显著高于ＷＴ１组，且差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），表明 ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ可
促进脾细胞在ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞的活化。

２．７　小鼠免疫后特异性ＣＤ８＋Ｔ水平
　　小鼠免疫后特异性 ＣＤ８＋Ｔ水平如图 ７所示。
ＷＴ１组中特异性Ｔｅｔｒａｍｅｒ＋在ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例
较ＰＢＳ对照组略升高，但差异无统计学意义，而ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ组显著高于ＷＴ１组（Ｐ＜０．０１），证明ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ免疫后能够诱导较强的细胞免疫应答。
２．８　ＷＴ１多肽乳佐剂疫苗治疗和预防效果评价
　　从图８Ａ中看出，ＰＢＳ组及 ＷＴ１组小鼠在荷瘤后
肿瘤生长速度相对较快，而ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组的７只
小鼠在１２ｄ时还未观察到明显的肿瘤生长；观测 ５０ｄ
后各组小鼠的治疗性生存率，可观察到 ＰＢＳ组小鼠在
第４２天时全部死亡，小鼠免疫 ＷＴ１组中位生存期相
比ＰＢＳ组延长了４ｄ，而 ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组中位生存
期相比于 ＷＴ１组小鼠又延长了 ６ｄ。在第 ５０天时，
ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组小鼠生存率为２８．５％，其他组小鼠
全部死亡，具有统计学差异（Ｐ＜０．０５，图８Ｂ）。在预防
性肿瘤模型中，ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组小鼠肿瘤生长较缓
（图８Ｃ），相比其他组更能显著抑制肿瘤的生长，也可
显著延缓小鼠死亡时间（图 ８Ｄ）。研究证实 ＷＴ１＋
ＡｄｄａＶａｘＴＭ组的治疗免疫效果明显强于预防性免疫保
护效果，可在一定程度上提高小鼠的存活率，且差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：各组中ＩＦＮγ斑点形成细胞；Ｂ：免疫后第１４天通过 ＥＬＩＳｐｏｔ检测刺激脾细胞的 ＩＦＮγ斑点形成细胞数量　

１：ＰＢＳ组；２：ＷＴ１组；２：ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ１组比较

图４　ＥＬＩＳｐｏｔ检测末次免疫后１４ｄ小鼠脾脏淋巴细胞 ＩＦＮγ分泌（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

９２０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）
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１：ＰＢＳ组；２：ＷＴ１组；２：ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ１组比较
Ａ：ＣＤ４０＋／ＣＤ１１ｃ＋流式代表图；Ｂ：ＣＤ４０＋／ＣＤ１１ｃ＋数据结果；Ｃ：ＣＤ８０＋ＣＤ８６＋／ＣＤ１１ｃ＋流式代表图；Ｄ：ＣＤ８０＋ＣＤ８６＋／

ＣＤ１１ｃ＋数据结果

图５　流式细胞术检测 ＢＭＤＣｓ成熟标志物（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：ＰＢＳ组；２：ＷＴ１组；２：ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ１组比较
Ａ：ＣＤ４＋／ＣＤ３＋流式代表图；Ｂ：ＣＤ４＋／ＣＤ３＋数据结果；Ｃ：ＣＤ６９＋／ＣＤ８＋流式代表图；Ｄ：ＣＤ６９＋／ＣＤ８＋数据结果

图６　流式细胞术检测脾淋巴细胞活化标志物（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

０３０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＣＤ８＋Ｔ细胞流式代表图；Ｂ：ＣＤ８＋Ｔ细胞数据结果　１：ＰＢＳ组；２：ＷＴ１组；３：ＷＴ１＋ＡｄｄａＶａｘＴＭ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与
ＷＴ１组比较

图７　流式细胞术检测抗原特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

!"#

组

$%&

组

$%&'())*+*,

%-组

. &/ &. 01 0.

肿瘤接种后时间
2)

0 .11

0 111

& .11

& 111

.11

1

肿
瘤
体
积

2
3
3

4

!"#

组

$%&

组

$%&'())*+*,

%-组

. &1 &. 01 0.

肿瘤接种后时间
2)

0 111

& .11

& 111

.11

1

肿
瘤
体
积

2
3
3

4

*

*

!"#

组

$%&

组

$%&'())*+*,

%-组

&11

51

61

71

01

1

. &1 &. 01 0. 41 4. 71 7. .1

肿瘤接种后时间
2)

生
存
率

2
8

*

!"#

组

$%&

组

$%&'())*+*,

%-组

&11

51

61

71

01

1

. &1 &. 01 0. 41 4. 71 7. .1

肿瘤接种后时间
2)

生
存
率

2
8

9

(

"

:

;

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ１组比较
Ａ：治疗性效果评价模型小鼠肿瘤体积；Ｂ：治疗性效果评价模型小鼠生存率；Ｃ：预防性效果评价模型小鼠肿瘤体
积；Ｄ：预防性效果评价模型小鼠生存率

图８　疫苗在治疗性和预防性效果评价模型中的保护效果（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　急性髓系白血病传统的放疗或化疗具有一定的治
疗作用，也是目前临床采用的主要治疗方法。但其在

杀死白血病细胞的同时，也杀死了体内的正常细胞，因

而再治疗的同时，对人体造成极大损害［２０］。最新研究

表明，白血病疫苗能激活一系列免疫增强反应，使免疫

系统能够识别并清除白血病细胞，取得了很好的治疗

效果［２１－２２］。ＭＦ５９是一种水包油乳液，含有角鲨烯
（４．３％）的柠檬酸缓冲液和稳定的非离子表面活性剂
吐温 ８０（０．５％）和司盘 ８５（０．５％）。角鲨烯在人类类

固醇激素的途径中自然合成，存在于皮肤、脂肪组织和

肌肉中。天然角鲨烯取自鲨鱼肝，纯化后制备疫苗佐

剂。此外，吐温８０和司盘８５是常用的表面活性剂，从
而构成相对稳定的乳剂颗粒［１１，２３］。ＭＦ５９的安全且耐
受性良好，油滴的平均尺寸约为 １６０ｎｍ，其粒径可通
过肌肉注射或者滴鼻免疫的方式递送到引流淋巴结或

者黏膜部位发挥佐剂效应，且已获批用于老年人流感

疫苗和婴幼儿疫苗，以及儿童、婴儿和孕妇的Ｈ１Ｎ１大
流行疫苗。

　　实验数据表明，将 ＡｄｄａＶａｘＴＭ和 ＷＴ１按１∶１质量
比进行物理混合后具有安全性、有效性及高效性等优

１３０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）



点，并在免疫机体后诱导产生细胞免疫应答，其与可溶

性抗原对小鼠的免疫在淋巴结和非淋巴组织中产生强

大的抗原特异性抗体和 ＣＤ８＋Ｔ细胞反应。ＡｄｄａＶａｘＴＭ

可以促进 ＷＴ１多肽疫苗诱导的肿瘤生长抑制和 Ｔｈ１
倾向的细胞免疫反应，延长小鼠的预防和治疗生存期，

促进 ＷＴ１刺激的ＤＣ的成熟，导致 Ｔｈ１极化［２４］，在提

高多肽疫苗免疫效应方面，具有重要价值。

　　肌肉注射 ＭＦ５９后会激活骨髓细胞（例如巨噬细
胞、ＤＣ细胞），这些细胞通过产生趋化因子如ＣＣ趋化
因子配体 ２（ＣＣＬ２）、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５和 ＣＸＣ趋化因子配
体８（ＣＸＣＬ８）［２５］，进而将中性粒细胞、嗜酸性粒细胞
和更多的单核细胞和ＤＣ募集到注射部位。这些细胞
进一步放大响应并迁移至引流淋巴结以激活 Ｂ和 Ｔ
细胞。肌肉注射到小鼠体内后，它可导致 ＡＴＰ（腺苷
三磷酸腺）的瞬时细胞外释放，通过 ＲＩＰＫ３依赖途径
介导适应性免疫反应以及刺激抗原特异性 ＣＤ８＋细胞
产生［２６］。而 ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂作为 ＭＦ５９的类似物，
也具有该佐剂特征。疫苗接种中包含的许多佐剂的一

个共同特征是在注射引流淋巴结部位快速诱导先天免

疫反应，这是有效抗原呈递给 ＣＤ４＋Ｔ辅助细胞所必需
的，为发育 Ｂ细胞和 ＣＤ８－Ｔ细胞适应性免疫提供免
疫学帮助，从而产生强大的体液和细胞免疫反应［２７］。

本研究可为后续ＡｄｄａＶａｘＴＭ乳佐剂联合纳米疫苗递送
系统进一步增强白血病多肽疫苗免疫应答作用和抗肿

瘤效应研究奠定基础，也为ＡＭＬ疫苗的开发与设计提
供新思路。
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