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异源黑色素瘤DNA疫苗结合IL-12和Ii-PADRE
抗鼠黑色素瘤的研究

刘祥磊1  张利红1  孙蕴淳2  Steve Kay3  吴  炯1,2,3*

 (1浙江理工大学生命科学学院, 新元医药与生物技术研究所, 杭州 310018; 2理查罗伯茨生物科技研究院, 
宜兴 214200; 3盐城肿瘤生物和靶向治疗工程技术研究中心, 盐城 224005)

摘要      研究酪氨酸激酶相关蛋白2(tyrosinase related protein 2, TRP-2)和gp100质粒DNA在

B16黑色素瘤小鼠模型中的抗肿瘤作用。TRP-2及gp100在人类和鼠类黑色素瘤中均高度表达。鼠

源gp100(mgp100)和鼠源TRP-2(mTRP-2)在小鼠中的免疫原性较差, 而异源黑色素瘤相关抗原可打

破这些免疫耐受。使用电脉冲法免疫人源gp100(hgp100)和人源TRP-2(hTRP-2)质粒在B16F10肿瘤

模型中表现出显著的保护作用。TRP-2和gp100质粒免疫结合Ii-PADRE(invariant Pan DR reactive 
epitope)和鼠源白介素-12(murine interleukin-12, mIL-12)质粒有效消退了建立的皮下B16F10肿瘤。

上述结果表明, 肌肉内注射异源DNA疫苗结合Ii-PADRE与IL-12质粒使用可能是一种有效治疗黑色

素瘤的策略。
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Improved Anti-tumor Immunity Using Xenogenic Melanoma DNA Vaccines 
Combined with IL-12 and Ii-PADRE in Murine Melanoma
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Abstract       Active immunization with plasmid DNA encoding tyrosinase related protein 2 (TRP-2) and gp100 
mediate anti-tumor immunity in the B16 murine melanoma model. TRP-2 and gp100 are highly expressed in both 
human and mouse melanoma. In this study, we used plasmid DNA encoding xenogenic (human) antigens to break 
tolerance to these antigens, since mouse gp100 (mgp100) and mouse TRP-2 (mTRP-2) are poorly immunogenic in mice. 
Immunization with plasmids encoding human gp100 (hgp100) and human TRP-2 (hTRP-2) showed significant protection 
in a B16F10 challenge model. Immunization with hgp100 and hTRP-2 combined with plasmid encoding Ii-PADRE 
(invariant Pan DR reactive epitope) and murine interleukin-12 caused regression of established B16F10 subcutaneous 
tumors. These results indicated that our approach of using intramuscular DNA vaccines encoding xenogenic antigens, 
combined with Ii-PADRE and IL-12 plasmid DNA could be an effective strategy against melanoma.
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近年来, 黑色素瘤特异性抗原分子成为了研究的

热点, 极大推动了针对该疾病的DNA疫苗的开发[1]。

黑色素瘤DNA疫苗具有利于癌症相关抗原递呈、免

疫程序简易化、肿瘤抗原序列和基因佐剂内含物个

性化等优点[2]。然而, 尽管已在动物模型中取得了

喜人成果, 黑色素瘤DNA疫苗仍然存在着免疫应答

弱、传递效率低等问题。

作为自身抗原所诱导的免疫应答微弱是多数癌

症抗原普遍存在的一个问题[3], 其很大原因在于此类

抗原会引发强烈的外周耐受反应。本实验尝试着使

用异源抗原打破同源抗原造成的免疫耐受, 让DNA
疫苗诱导更强的免疫应答反应。小鼠动物模型研究

表明, mgp100和mTRP-2极易引发免疫耐受, 而与之相

对应的异种抗原的氨基酸序列具有高度同源性, 能够

高效交叉诱发针对宿主体内同源抗原的免疫应答[4]。

目前, 临床试验正在尝试针对黑色素瘤与其他癌症靶

标的异源或人工合成抗原以改善疫苗效果[5-6]。 
为了最大限度提升疫苗的效果, 仅使用异源抗

原免疫可能还不够, 因此本实验选择了基因佐剂Ii-
PADRE和白介素-12(interleukin-12, IL-12)辅助DNA
疫苗。PADRE(pan DR reactive epitope)是一种辅助

T细胞表位, 具有辅助生成CD4+ T细胞的功能[7-8]。

近期, Wu等[9]提出一种新策略, 即以一种辅助T细胞

表位PADRE序列替换恒定链(invariant chain, Ii)蛋
白的CLIP(class II–associated invariant chain peptide)
区, 使得表位对CD4+ T细胞选择最优化。IL-12是一

种具有强烈抗肿瘤活性的细胞因子, 通过诱导T细
胞和自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)分泌干扰

素-γ(interferon-γ, IFN-γ)发挥抗肿瘤作用, 从而增强

细胞免疫应答[10]。上述两者均可为DNA疫苗治疗创

造更适宜的肿瘤微环境, 并已多次应用于小鼠模型

和临床实验。在上述理论的基础上, 我们尝试使用

异源基因编码序列结合基因佐剂改进以DNA为基

础的癌症疫苗, 以期使我们的黑色素瘤DNA疫苗的

抗肿瘤效果最大化。

1   材料与方法
1.1   材料

hgp100、hTRP-2、mgp100、mTRP-2 和 Ii-
PADRE基因序列由上海捷瑞公司进行密码子优化

并合成。DNA质粒载体pVax购自Life Technologies
公司。ELISPOT检测试剂盒购自R&D Systems公

司。CytoTox 96非放射性细胞毒性检测试剂盒购自

Promega公司。6~8周龄C57BL/6雌性鼠(H-2b)由杭

州师范大学模式生物研究中心提供并饲养。鼠黑色

素瘤细胞株B16F10购自ATCC公司。

1.2   细胞培养

B16F10细胞使用含10%胎牛血清、2 mmol/L L-
谷氨酰胺、100 IU/mL青霉素和100 mg/mL链霉素的

DMEM完全培养基, 于37 °C、5% CO2培养箱中培养。 
1.3   DNA免疫

每种质粒DNA各取15 μg溶于40 μL PBS中, 对
小鼠后肢进行肌肉免疫。加入空载体以保持各组免

疫质粒数量一致。注射质粒后使用ECM830(BTX 
Harvard Aparatus, MA)在注射区域电击(130 V/cm, 
50 ms/次, 电击2次)。B16F10细胞成瘤8 d后, 肿瘤体

积约30~50 mm3时, 以电脉冲法瘤内免疫(400 V/cm, 
25 ms/次, 电击2次)鼠源 IL-12质粒(10 μg质粒溶于20 μL 
PBS中)或空载体。

1.4   体内肿瘤预防实验

在预防实验中, 取6~8周龄C57BL/6雌性鼠

随 机 分 为5组: pVax组、mgp100组、mTRP-2组、

mgp100+mTRP-2组和hgp100+hTRP-2组, 每组7只。

各组小鼠分别于0 d和14 d以相应疫苗免疫, 并于最

后1次免疫后7 d皮下注射2×105小鼠黑色素瘤细胞

株B16F10使小鼠成瘤。使用游标卡尺测量肿瘤的

最长直径(a)和最短宽度(b), 每周测量肿瘤体积3次。

将上述测量数据代入公式V(mm3)=0.5×ab2计算肿瘤

体积。肿瘤体积>1 500 mm3时对其进行安乐死。

1.5   体内肿瘤治疗实验

在Ii-PADRE和瘤内注射IL-12治疗实验中, 取
6~8周龄C57BL/6雌性鼠皮下注射2×105 B16F10细胞

使小鼠成瘤, 肿瘤体积达到50 mm3左右时, 将其随机

分 为2组: pVax+pmIL-12组 和phgp100+phTRP-2+pIi-
PADRE+pmIL-12组, 每组7只。小鼠分别于6, 13, 20 d
使用相应DNA质粒免疫, 8 d时瘤内注射IL-12质粒

同时进行电击处理。测量肿瘤体积方法同上。在增

加注射IL-12实验中, 两组小鼠分别于6, 13, 20, 27, 
34, 41 d使用疫苗免疫, 在10 d注射IL-12质粒后, 分
别于13, 20, 27 d增加3次IL-12注射。

1.6   酶联免疫斑点实验(enzyme-linked immunospot 
assay, ELISPOT)

取6~8周龄C57BL/6雌性鼠随机分为4组: pVax
组、mgp100组、mgp100+mTRP-2组和hgp100+hTRP-2
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组, 每组7只。各组小鼠分别于0 d和14 d以相应疫

苗免疫。第2次免疫之后2周, 取各实验组小鼠的

脾细胞, 并以RBC缓冲液去除其中红细胞制备成

单细胞悬液。96孔细胞培养板以抗鼠源IFN-γ单抗

4 °C孵育过夜后, 清洗并以封闭缓冲液封闭。将各

组脾细胞依次加入相应孔中并分别加入1 μg/mL 
hgp100多肽KVPRNQDWL(aa25-33)、mgp100多肽

EGSRNQDWL(aa25-33)或TRP-2多肽SVYDFFVWL 
(aa180-188)孵育48 h。上述多肽均由上海生工生物

工程有限公司合成。清洗培养板并根据ELISPOT试
剂盒说明书进行后续操作。

1.7   体外毒性实验

取6~8周龄C57BL/6雌性鼠随机分为4组: pVax
组、mgp100组、mgp100+mTRP-2组和hgp100+hTRP-2
组, 每组7只。各组小鼠分别于0 d和14 d以相应疫

苗免疫。第2次免疫14 d后, 取各实验组小鼠的脾细

胞, 并以丝裂霉素C处理的B16F10细胞和10 IU/mL
的鼠源IL-2(eBioscience)体外刺激。刺激6 d后, 以
Histopaque-1077(Sigma)梯度离心法纯化分离出有

效的效应细胞, 并按各种效应细胞:靶细胞(E:T)比例

与混合靶细胞(104/孔)加入U底96孔细胞培养(Falcon), 
每孔总体积100 μL。B16F10细胞经100 IU/mL鼠源

IFN-γ处理过夜, 并以EL-4细胞作为靶细胞。使用

CytoTox 96非放射性细胞毒性检测试剂盒检测乳酸

脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)释放入培养液含

量。37 °C孵育5 h后, 取50 μL培养液检测培养液中的

LDH量。最后使用下面公式计算每个效靶比所产生

的细胞毒性百分比: 100×(A–B)/(C–D), 其中A为实验

读数–靶细胞自发背景值, B为效应细胞自发背景值, 
C为靶细胞最大值, D为靶细胞自发背景值。

1.8   统计学处理

计量材料实验数据以“均值±标准差”表示。采

用SigmaPlot 11.0数据统计软件。以t分布检验进行

显著性差异分析。Kaplan-Meier法分析动物存活实

验。P<0.05认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   hgp100和hTRP-2DNA疫苗免疫介导肿瘤消退

在预防实验中, 我们发现2次肌肉免疫10 μg一
种抗原质粒(mgp100或是mTRP-2)的肿瘤生长状况

与注射空载体相似, 说明鼠源抗原在老鼠体内只能

诱导微弱的免疫应答(图1B)。mgp100和mTRP-2结

合免疫效果强于mgp100或mTRP-2单独免疫, 说明

多种抗原结合使用的免疫效果优于一种抗原。而结

合免疫异源抗原hgp100和hTRP-2质粒可显著抑制

A: 预 防 实 验 免 疫 流 程; B: pVax、pmgp100、pmTRP-2、pmgp100+ 
pmTRP-2和phgp100+phTRP-2疫苗免疫小鼠的肿瘤体积, 数据以均值±标
准差方式表示, n=7; C: pVax、pmgp100、pmTRP-2、pmgp100+pmTRP-2和
phgp100+phTRP-2疫苗免疫小鼠的无瘤生存率, n=7; D: pVax、pmgp100、
pmTRP-2、pmgp100+pmTRP-2和phgp100+phTRP-2疫苗免疫小鼠的存活

率, n=7。
A: immune process of prophylactic study; B: tumor volume of mice immunized 
with pVax, pmgp100, pmTRP-2, pmgp100+pmTRP-2 and phgp100+phTRP-2 
vaccines. n=7; C: tumor-free survival of mice immunized with pVax, 
pmgp100, pmTRP-2, pmgp100+pmTRP-2 and phgp100+phTRP-2 vaccines. 
n=7; D: survival of mice immunized with pVax, pmgp100, pmTRP-2, 
pmgp100+pmTRP-2 and phgp100+phTRP-2 vaccines. n=7.

图1 免疫肿瘤抗原hgp100和hTRP-2介导肿瘤消退

Fig.1  Tumor rejection mediated by immunization with 
combination of plasmid DNAs encoding, hgp100 and hTRP-2
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B16F10肿瘤生长(图1B)。在超过80 d的观测期内, 
小鼠无瘤生存率为50%且存活率明显提高(图1B和
图1C)。因此, 异源gp100和TRP-2可有效打破这些同

源抗原引起的免疫耐受。

2.2   phgp100和phTRP-2共免疫显著促进黑色素

瘤特异性免疫应答

为确定电脉冲法调节phgp100和phTRP-2是否

能够在体外增强抗肿瘤反应, 我们通过ELISPOT检
测IFN-γ分泌细胞的方式检测各实验组小鼠是否诱

导gp100或TRP-2特异性免疫应答产生。如图2A所

示, 电脉冲法免疫phgp100+phTRP-2疫苗显著提高

了TRP-2特异性免疫应答, 而空载体或鼠源gp100疫
苗免疫的小鼠则无法大量产生TRP-2特异性免疫应

答。而与鼠源gp100和TRP-2疫苗免疫的小鼠相比, 
phgp100+phTRP-2疫苗免疫的小鼠所产生的TRP-2
特异性免疫应答提高了近5倍, 表明异源疫苗可有效

打破同源黑色素瘤疫苗所造成的免疫耐受(图2A)。
而这些疫苗并未诱导更强的gp100特异性免疫应答, 
这可能是由gp100之外的其他未确定的细胞毒性T淋
巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)表位引发的免

疫应答[11-19]。此外, 我们还进一步验证了这些特异

性免疫应答是否专门针对gp100和TRP-2。我们收集

了各实验组老鼠的脾细胞, 并以体外毒性实验分别

检测了CTL介导的抗B16F10细胞(gp100和TRP-2阳
性细胞)以及抗EL-4细胞(gp100和TRP-2阴性细胞)
的细胞毒性。如图2B所示, phgp100+phTRP-2实验

组小鼠的脾细胞所显示的抗B16F10细胞毒性高于

单独免疫phgp100或phTRP-2实验组。而EL-4细胞

的细胞毒性作用无明显差异, 说明该细胞毒性特异

性针对gp100和TRP-2。  
2.3   pIi-PADRE和mIL-12质粒结合黑色素瘤

DNA疫苗介导B16F10黑色素瘤消退

为验证pIi-PADRE结合瘤内注射鼠源IL-12质粒

是否会进一步提高黑色素瘤疫苗的抗肿瘤作用, 我
们对皮下注射B16F10细胞的小鼠免疫空载体或黑

色素瘤疫苗(phgp100+phTRP-2+pIi-PADRE), 同时

瘤内免疫鼠源IL-12质粒, 如图3A所示。瘤内注射空

载体结合电脉冲法免疫小鼠的肿瘤生长曲线较之

前(~3 d)略有延缓, 说明单独电击处理可能会在一定

程度上抑制肿瘤生长但无法引发肿瘤消退。而IL-
12(瘤内免疫)、pIi-PADRE和黑色素瘤疫苗(肌肉免

疫)结合使用则明显消退了B16F10肿瘤(图3B)。为

A: pVax、pmgp100、pmgp100+pmTRP-2和phgp100+phTRP-2疫苗免

疫小鼠的ELISPOT分析, 检测gp100-或TRP-2-特异性免疫应答情况, 
n=7; B: pVax、pmgp100、pmgp100+pmTRP-2和phgp100+phTRP-2
疫苗免疫小鼠的体外毒性分析, n=7。
A: ELISPOT assay of mice immunized with pVax, pmgp100, 
pmgp100+pmTRP-2 and phgp100+phTRP-2 vaccines, and characterized 
for the presence of pgp100- or pTRP-2-specific immune responses. n=7; 
B: in vitro cytotoxicity assay of mice immunized with pVax, pmgp100, 
pmgp100+pmTRP-2 and phgp100+phTRP-2 vaccines. n=7.

图2   phgp100和phTRP-2共免疫显著促进黑色素瘤

特异性免疫应答

Fig.2   Co-immunization of phgp100 with phTRP-2 significantly 
enhanced melanoma antigens-specific immune responses
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了最大限度提高黑色素瘤疫苗的抗肿瘤作用, 我们

尝试着将瘤内注射IL-12质粒的次数增加3次(图3C)。
小鼠成瘤70 d后, 多次瘤内注射IL-12质粒与黑色素

瘤疫苗(肌肉免疫)结合免疫的无瘤生存率为75%, 而
IL-12(瘤内免疫)单独使用只有25%(图3D)。上述结

果表明, 电脉冲法免疫IL-12(瘤内免疫)与黑色素瘤
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疫苗(肌肉免疫)在治疗B16F10肿瘤过程中表现出协

同增强的效果。

3   讨论
目前, 新型癌症DNA疫苗已发展为治疗黑色素

瘤的一种重要策略。然而, 尽管已经取得了喜人的

成果, 黑色素瘤DNA疫苗在免疫强度和传递效率等

方面还有待改善, 如何提高其在机体内诱导肿瘤特

异性免疫反应的效率仍是今后的研究重点。黑色素

瘤抗原极易引起强烈的外周耐受反应, 这成为疫苗

诱导有效肿瘤免疫反应的一个主要障碍。为了克服

这一难题, 我们尝试使用异源黑色素瘤抗原提高疫

苗的抗肿瘤效果。Mendiratta等[3]在B16预防模型中

以电脉冲法免疫100 μg hgp100与mTRP-2表达质粒3
次, 得到了可观的抗肿瘤效果。在其基础上, 我们使

用了两种异源抗原gp100和TRP-2, 借此提供更多的

肿瘤抗原表位以避免肿瘤逃避免疫监视; 同时以内

源性表达抗原的B16F10细胞扩大这些抗原的特异

性CTLs。结果在同样的肿瘤模型中仅需免疫10 μg 
DNA 2次即可诱导明显的保护作用。上述结果表明, 
我们的疫苗与电击条件明显优于之前的研究, 且对

于免疫原性弱的抗原如gp100和TRP-2, 使用异源序

A: IL-12免疫流程; B: pVax+pmIL-12和phgp100+phTRP-2+pIi-PADRE+pmIL-12疫苗免疫小鼠的肿瘤体积, 数据以均值±标准差方式表示, n=7, 
*P<0.05, 与pVax+pmIL-12组比较; C: IL-12重复免疫流程; D: pVax+pmIL-12和phgp100+phTRP-2+pIi-PADRE+pmIL-12疫苗重复免疫小鼠的存

活率, 数据以均值±标准差方式表示, n=7。
A: IL-12 immune process; B: tumor volume of mice immunized with pVax+pmIL-12 and phgp100+phTRP-2+pIi-PADRE+pmIL-12 vaccines. Results 
are presented as mean±S.D., n=7, *P<0.05 vs pVax+pmIL-12 group; C: IL-12 repeated immune process; D: survival of mice repeated immunized with 
pVax+pmIL-12 and phgp100+phTRP-2+pIi-PADRE+pmIL-12 vaccines. Results are presented as mean±S.D., n=7.

图3  pIi-PADRE和mIL-12质粒结合黑色素瘤DNA疫苗介导B16F10黑色素瘤消退

Fig.3   Combination of melanoma DNA vaccines with plasmid encoding pIi-PADRE and mIL-12 caused rejection of 
established B16F10 tumors
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列打破其免疫耐受是十分必要的[14]。

此外, DNA疫苗本身无法诱导强烈的免疫反应, 
需要使用适当的基因佐剂加强其免疫效果。我们首

次尝试着使用基因佐剂Ii-PADRE和IL-12表达质粒

结合DNA疫苗免疫。PADRE可促进CD4+ T细胞生

成, Ii链的CLIP区被PADRE替换后在小鼠模型中会

诱导产生PADRE特异性CD4+ T细胞免疫应答[9]。共

免疫DNA疫苗与Ii-PADRE表达质粒—pIi-PADRE, 
能够激活泛-CD4+ T细胞分泌相应细胞因子, 为诱导

产生抗DNA疫苗编码抗原的CTL提供一个适宜环

境。之前我们曾尝试着使用pIi-PADRE结合多种肿

瘤抗原免疫, 结果均取得了理想的抗肿瘤效果, 说明

Ii-PADRE表达质粒可作为基因佐剂广泛用于电脉冲

法肌肉免疫癌症疫苗。

为了进一步提高疫苗的抗肿瘤效果, 我们还

使用了另一种基因佐剂IL-12。有关IL-12的抗肿瘤

潜力已在许多免疫治疗研究中报道[11,20]。IL-12可
上调T细胞和NK细胞并诱导产生IFN-γ, 随后依次

起始抗血管增生因子的释放并上调MHC-I(major 
histocompatibility complex class-I)类分子[10]。瘤内

注射表达质粒可使IL-12仅集中在肿瘤位点从而降

低因全身暴露带来的副作用, 而肌肉注射黑色素瘤

DNA疫苗结合瘤内注射IL-12质粒免疫则有助于募

集DNA疫苗至肿瘤位点, 并为其诱导CTL提供一个

适宜环境。此外, IL-12的抗血管增生作用还能抑制

肿瘤生长, 并为DNA疫苗诱导CTL提供足够的时间。

Lucas等[10]使用电脉冲法瘤内注射50 μg IL-12质粒的

方法治愈了47%荷瘤小鼠, 说明单独瘤内注射IL-12会
引发一定程度的免疫反应抑制肿瘤生长, 但其效果还

不足以令肿瘤完全消退。我们在其基础上对电击条

件和IL-12的注射剂量进行了优化, 同时以Ii-PADRE
与之结合辅助我们的黑色素瘤疫苗免疫, 结果显示这

一实验方案在B16黑色素瘤小鼠模型中发挥了明显

的抗肿瘤效果。多次瘤内注射IL-12质粒与黑色素瘤

疫苗(肌肉免疫)结合重复免疫效果更佳, 可完全消退

建立的侵袭性B16F10肿瘤(>50 mm3)。这是首次报道

Ii-PADRE和IL-12表达质粒与hgp100和hTRP-2两种

黑色素瘤疫苗配合电脉冲法免疫表现出协同作用。

综上所述, 电脉冲法肌肉免疫低剂量hgp100和
hTRP-2 DNA表达质粒可有效打破免疫耐受并诱导

强烈的抗肿瘤反应, 显著促进DNA疫苗的抗肿瘤

作用, 且不会产生针对正常的黑色素细胞的自身免

疫反应。基因佐剂Ii-PADRE和IL-12可进一步增加

DNA疫苗的效果。诱导有效的抗肿瘤反应很可能需

要重复注射疫苗。体内电脉冲法免疫DNA疫苗可能

是目前最经济有效的癌症免疫治疗方式, 在不久的

将来必将为广大癌症患者带来福音。 
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