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!摘要" 目的 探索程序性死亡配体
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#

G5!H?

$抑制剂协同作用下治疗性人乳头状瘤病毒#

IG9

$
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型重组

腺病毒载体疫苗#

J/#

$对
IG9?%

型宫颈癌的靶向抗肿瘤作用% 方法 选用
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周龄雌性
K#>LMH

小鼠!通过
NK!?

肿瘤细胞构建小鼠肿瘤模型!造模后的小鼠共分为模型对照组
ONK!?

组
P

&单克隆抗体治疗对照组'

A'(.G5!H$

组$&

疫苗治疗对照组'

J/#

组$&疫苗治疗后间隔
<

天单克隆抗体治疗组
QJ/#RA'(.G5!H?O<P

组
S

和疫苗治疗后间隔
%

天

单克隆抗体治疗组
QJ/#RA'(.G5!H?O%P

组
S

% 通过比较各组小鼠肿瘤体积生长变化&肿瘤组织病理分析&脾淋巴细胞

分化流式细胞技术检测&肿瘤组织转录组基因表达差异!探索
G5!H?

单克隆抗体与疫苗协同作用下的靶向抗肿

瘤作用% 结果 第
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$%病理分析显示!协同治疗可以导致肿瘤出现大量坏死区域!

并伴随明显的炎性细胞浸润% 流式细胞术结果表明! 各组间
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表达% 结论
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抑制剂的协同作用可以有效提升
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的靶向抗肿瘤免疫效果%
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cK9

%

感染与宫颈癌的发生紧密相关!超过
UU^

的宫颈癌

病例与高危型
cK9

有关 O$R

!其中
cK9$%

型 O!R最为常

见& 目前!已有多个预防性
cK9

疫苗获批上市并广

泛应用&不过!这些预防性
cK9

疫苗均以
cK9

的晚

期结构蛋白自组装形成的病毒样颗粒作为抗原!通

过诱导高效的特异性中和抗体来预防病毒感染& 而

cK9

感染相关的癌症患者是通过早期转化基因

,%

'

,W

等整合细胞染色体来实现转化的!这就导致

以晚期结构蛋白为基础的预防性疫苗接种无法用

于治疗
cK9

感染及其诱发的癌变ONR

&因此!开展靶向

治疗药物或疫苗的研究!对于高危型
cK9

感染及其

诱发的癌变具有重大意义OYm#R

& 程序性死亡受体
B

及

其配体 $

-*1F*<00)/ /)<(=!B\-*1F*<00)/ 4)22 /)<(=

2.F<'/ BD K5!B\K5!LB

% 等免疫检查点抑制剂已在肿

瘤临床治疗中广泛应用!而
cK9

持续感染引发的宫

颈癌细胞和浸润细胞呈现
K5!B

和
K5!LB

高表达!

具有(免疫热肿瘤)的特征 O%R

& 本研究在前期已开展

临床研究的治疗性
cK9B%

型重组腺病毒载体疫苗

$

C/#

%基础上$临床试验号
A@a!8!8!8BY

%!拟探索

借助免疫检查点抑制剂的
@

细胞调节活性!增强疫

苗所诱发的特异性抗肿瘤免疫!从而为宫颈癌的临

床免疫治疗新方案提供依据&

材料与方法

一'实验材料

B:

细胞系及疫苗

@A!B

细胞系购自美国细胞培养物收藏中心

$

C0)*.4<' @J-) A>2(>*) A122)4(.1'

!

C@AA

%! 由

A#WhL\4

$

c!!7

% 小鼠肺上皮细胞经共转染
cK9B%

,%

'

,W

基因和激活的
&'(

癌基因转化而成! 能够在

A#Wh\L

小鼠体内形成特异性实体肿瘤!由新型疫苗

浙江省工程研究中心建库保存OWR

&

C/#

由浙江普康生物技术股份有限公司提供!

该疫苗将
cK9B%

型
,%\,W

基因插入
#

型腺病毒载

体中! 构建完成的重组腺病毒载体在体内表达
,%

NUN

* *
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试剂与仪器

B5!C$

单克隆抗体#大鼠!

D12'9.E1 FG BH*.3.)/

I'(.!01H6) J5!<K

$购自
L.12)'/

公司%

MBG&N%K8

培

养基购自
JO(.EI

公司%胎牛血清购自
D.741

公司%胰

酶和
KP

通用组织固定液购自
L.16QI*-

公司%

BLR

缓

冲液购自山东齐都生物医药有限公司%无水乙醇购

自杭州化学试剂有限公司&

STJR

'

S4

受体阻断剂'

荧光抗体
J5U)

#

L9#N"

$' 荧光抗体
J5K

#

B)*JB!

JO

FG

#:#

$' 荧光抗体
J5>I

#

B,!JO

FG

<

$' 荧光抗体

J5U>

#

S&FJ

$均购自
L5 L.164.)'4)6

公司%

TJV

红细

胞裂解液购自碧云天公司%

WB9 ,<

混合重叠肽库

由南京金斯瑞生物科技有限公司合成(

仪器包括
STJR J)2)6(I

型流式细胞仪 #

L5

公

司$'

TB!>8!!

包埋机 #

G&JMXG

公司$'

WGUU#,

切

片机#

G&JMXG

公司$'滨松数字病理切片扫描系统

;I'1Y110)* !:8MR

#日本滨松公司$)

U:

实验动物

RBS

级
J#<LZC

小鼠!雌性!

%

周龄!体重
N<[N@ \

!

购自上海斯莱克实验动物有限公司
=

实验动物质量

合格证号
] RJ^V

*沪$

!8!!!888KA

!饲养于浙江中医

药大学实验动物中心
=

实验动物使用许可证号
]

R_^V`

浙
a!8!$!88$!A

) 所有动物实验经杭州医学院

动物实验伦理委员会审查 *动物伦理批号&

!8$@!

8<K

$)

二+

FJ!$

小鼠肿瘤模型的建立

用含
$8P

胎牛血清的
MBG&$%K8

培养基复苏培

养
FJ!$

肿瘤细胞!胰酶消化后收集细胞!用无菌
BLR

缓冲液清洗细胞后计数!制备成浓度为
>:8"$8

#个
Z0C

细胞悬液 ! 所得细胞悬液按
$88 !CZ

只接种于

J#<ZLC

雌性小鼠右腿内侧腹股沟处皮下!以此获得

FJ!$

小鼠肿瘤模型=$8A

"

三'动物分组与干预方案

将肿瘤模型小鼠分为
#

组! 每组
#

只&

FJ!$

组

为肿瘤模型对照组%

I'(.B5!C$

组在
FJ!$

小鼠肿瘤

模型建立后第
$U

天经腹腔注射进行
B5!C$

单克隆

抗体治疗%

T/#

组在
FJ!$

小鼠肿瘤模型建立后第

$8

天经大腿肌肉注射接种
T/#

%

T/#bI'(.B5!CNcUa

组在
FJ!N

小鼠肿瘤模型建立后第
N8

天经大腿肌

肉注射接种
T/#

!间隔
U

天后进行
B5!CN

单克隆抗

体治疗%

T/#bI'(. B5!CNc%a

组在
FJ!N

小鼠肿瘤模型

建立后第
N8

天经大腿肌肉注射接种
T/#

!间隔
%

天

后进行
B5!CN

单克隆抗体治疗"

T/#

接种剂量为
N"

N8

<

&dZ

只%

B5!CN

单克隆抗体治疗方案为间隔
U

天
N

次!连续注射
K

次!每次注射剂量为
N88 !\Z

只"

四'检测指标与方法

N:

肿瘤体积观察

用游标卡尺测量一次小鼠实体肿瘤瘤径的长

*

C

$和宽*

e

$!按
9

*

00

U

$

fC"e

!

Z!

计算肿瘤体积"从

肿瘤细胞接种后第
N8

天起! 每隔
U

天测量各组小

鼠肿瘤体积并绘制肿瘤生长曲线"

!:

脾淋巴细胞流式分析

取小鼠脾脏放入经
8:NP STJR

浸润的细胞筛

网中用注射器活塞柄进行充分碾磨 ! 加入
8:NP

STJR

!转移细胞悬液至离心管中!加入
TJV

裂解红

细胞
U 0.'

! 加入
BLR

终止裂解后离心弃上清!用

8:NP STJR

重悬细胞!取
N"N8

<个细胞用
N8PMBG&

N%K8

培养基稀释至
N 0C

细胞悬液! 接种于
!K

孔

板! 按
#88 '\Z

孔加入
WB9 ,<

重叠肽库刺激
N! Q

%

另取冰上
#"N8

%个细胞并转移至流式专用离心管!

用
BLR

洗涤
!

次后! 用
N88 !C 8:NP STJR

重悬细

胞并稀释至细胞个数为
#"N8

% 个细胞
Z0C

! 加入
S4

受体阻断剂!

K #

孵育
N# 0.'

!用
N 0C 8:NP STJR

洗涤后!

K#8"!

离心后!再用
N 0C 8:NP STJR

重悬

细胞!加入
J5U

'

J5K

'

J5>

荧光素标记抗体!

K $

避

光孵育
U8 0.'

%洗涤重悬后!用
L5

流式细胞分析仪

上机分析=NN?N!A

"

U:

肿瘤组织病理分析

小鼠麻醉处死后剥离肿瘤组织! 放入
KP

通用

组织固定液中!固定
!K Q

!依次将组织块放入梯度

酒精脱去水分!浸泡至组织透明" 将透明的组织块

包埋于石蜡中!使用预冷后的切片机将组织蜡块切

成厚度为
# !0

的薄片! 将切好的薄片展开至载玻

片上!在室温下烤干%使用二甲苯脱蜡!

N8 0.'Z

次!

重复
#

次% 将脱蜡后的切片依次浸入梯度酒精!每

个浓度浸泡
# 0.'

后用纯水冲洗% 使用苏木素染色

U@K

, ,
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$8 0.'

!再次用纯水冲洗"将切片用分化液#

<#=

乙

醇
>?=

盐酸$分化
!@A

次!再次用纯水洗净!使用伊

红染色
? 0.'

后纯水冲洗! 将洗净的切片依次浸入

<#=

乙醇!

! 0.'

!

B#=

乙醇!

! 0.'

!

?88=

乙醇!

# 0.'

"

最后将切片用二甲苯浸泡
# 0.'

至透明! 待切片干

燥后!用中性树脂封片!切片进行扫描分析%

C:

肿瘤组织转录组测序

小鼠麻醉处死后剥离肿瘤组织!用
DEF

缓冲液

漂洗!去除血渍和毛发!剔除结缔组织!并用无屑纸

吸干表面液体% 剪取肿瘤组织中间部位
#8@$88 0G

立

即放入已预冷的
!:8 0H

细胞冻存管中!用液氮速冻

$ I

后在
JB8 !

中低温保存%寄送至华大基因股份有

限公司进行转录组测序% 测序结果进行组间差异基

因筛选% 其中
21G

!

#

KL

&

M8

为表达上调!

21G

!

'

KL

&

N8

为表达下调!差异基因表达量以
"21G

!

#

KL

&

"M$

!

!N8:8#

为阈值筛选具有显著性统计学意义的差异基因O$AP

%

五(统计学分析

采用
Q*R-IDR/ D*.60

软件进行统计学分析) 对

数据进行正态性检验!符合正态分布的数据以平均

数
#

标准差'

"!#

$表示* 组间差异比较采用单因素

方差分析! 小鼠肿瘤体积组间两两比较采用
S)24I

校正
$

检验! 小鼠脾淋巴细胞流式分析的两两组间

比较采用
TUV)W$XF5

多重比较! 计算均值差'

Y5

$

和
Z#=

置信区间'

Z#=%&

$!以
!N":"#

表示差异具有

统计学意义*

结 果

一+

[/#

与
D5$H?

抑制剂协同治疗对小鼠肿瘤

生长曲线的影响

如图
?

所示!第
!!

天!各组间小鼠肿瘤体积差

异存在统计学意义 ,

'\Z:#!

!

(N":""?

&!

TL$?

对照组

的肿瘤体积为,

? #C":##%B?:%

&

00

A

!

R'(.D5$H?

组为

,

Z%B:<#!"%:B

&

00

A

!两组比较差异有统计学意义,

$\

C:#?

!

(\":"!"

&!

[/#

组的肿瘤体积为,

!Z!:Z#?"<:?

&

00

A

!

显著小于
TL$?

对照组和
R'(.D5$H?

组 ,

$\A:Z#

和

A:#A

!

(\":"!Z

和
":"A<

&!

[/#

组的肿瘤体积显著大

于
[/#>R'(.D5$H? ]A^

组的 ,

$B!:<#$$A:C

&

00

A 和

[/#>R'(.D5$H$]%^

组的,

$!A:%#B#:C

&

00

A

,

$\$8:<<

和

<:<<

!

(\8:88!

和
8:88C

&*在第
!#

天!

[/#>R'(.D5$H$]%^

组的肿瘤体积为,

$8Z:%#B#:!

&

00

A

!显著小于
[/#>

R'(.D5$H$ ]A^

组的 ,

$%B:!#$A%:$

&

00

A

,

$\C:<8

!

(\

8:8C!

&*

二(

[/#

与
D5$H$

抑制剂协同治疗下小鼠肿瘤

组织病理变化

在肿瘤细胞接种后第
!B

天 ! 取
TL$$

组 (

R'(.D5$H$

组(

[/#

组和
[/#>R'(.D5$H$]A^

组的肿瘤

组织进行
X,

染色病理分析!

[/#>R'(.D5$H$]%^

组由

于小鼠肿瘤体积过小!未进行检测* 结果如图
!

所

示!在
TL$$

组的小鼠肿瘤组织中!可见肿瘤实性生

长!排列紧密!肿瘤细胞核质比高!可见明显分裂

象!间质成分较少!血管增生明显!且血管形态不规

则!分布紊乱!少见炎症细胞浸润"在
R'(.D5$H$

组

中!肿瘤组织灶状炎性细胞浸润!主要为淋巴细胞!

但坏死区域较少!肿瘤间质成分也较少"单独使用

[/#

治疗的肿瘤组织中局部可见坏死灶! 小灶状炎

性浸润!主要为淋巴细胞"

[/#>R'(.D5$H$]A^

组肿瘤

组织的肿瘤细胞胞质透亮!可见多灶性坏死!间质

反应和纤维化增加!多灶性炎症细胞浸润,主要为

淋巴细胞&!免疫细胞聚集更为明显*

三(

[/#

与
D5$H$

抑制剂协同治疗下小鼠脾淋

巴细胞分化情况

在肿瘤细胞接种后第
!B

天! 取各组小鼠脾脏

淋巴细胞进行流式细胞检测* 由图
A

[和 E可见!

注-

XD9

-人乳头状瘤病毒"

D5$H$

-程序性死亡配体
$$[/#

-治疗性

XD9$%

型重组腺病毒载体疫苗"

TL$$

组为肿瘤模型对照组!第
!!

天

因肿瘤超过动物伦理! 被处死"

R'(.D5$H$

组进行
D5$H$

单克隆抗体

治疗!第
!!

天因肿瘤超过动物伦理!被处死"

[/#

组接种
[/#

"

[/#>

R'(.D5$H$]A^

组接种
[/#

!间隔
A

天后进行
D5$H$

单克隆抗体治疗"

[/#>R'(.D5$H$]%^

组接种
[/#

!间隔
%

天后进行
D5$H$

单克隆抗体治疗

图
!

不同分组小鼠肿瘤体积变化趋势

TL$$

R'(.D5$H$

[/#

[/#>R'(.D5$H$

,

A

&

[/#>R'(.D5$H$

,

%

&

肿瘤细胞注射后时间,

/

&

$8 $A $% $Z !! !# !B

肿
瘤
体
积

,

0
0

A

&

$ #88

$ 888

#88

C88

A88

!88

$88

8

AZ#

. .
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注"

<=9

"人乳头状瘤病毒#

=5!>?

"程序性死亡配体
!?

#

@/#

"治疗性
<=9?%

型重组腺病毒载体疫苗#

AB!?

组为肿瘤模型对照组#

C'(.=5!>?

组

进行
=5!>?

单克隆抗体治疗#

@/#

组接种
@/#

#

@/#DC'(. =5!>$EFG

组接种
@/#

!间隔
F

天后进行
=5!>?

单克隆抗体治疗

图
!

不同分组小鼠肿瘤组织
<,

染色$

H88"

%

各实验组之间的
B5F

D细胞分化数差异无统计学意

义$

!I8:J!

!

"I8:#KL

%!但各组间
B5F

D

B5L

D细胞分化

数差异存在统计学意义 $

!I??:FL

!

"I8:88?

%! 其中

@/#

组&

@/#DC'(.=5!>?EFM

组&

@/#DC'(.=5!>?E%M

组的

B5F

D

B5L

D细胞分化数分别为 $

J JHF!?!?:F

%个
N?"

%

个细胞&$

K !?!!? !!%

% 个
N?"

%个细胞&$

J FF!!! #F"

%

个
N?"

%个细胞!均显著高于
AB!?

组的
OF $F#!J$M

个
N

$8

%个细胞!差异有统计学意义
P@/#

组"

Q5 I RH %8JS

K#T#$U RL ""L VR? !8JS "I 8:88L

#

@/#DC'(.=5!>?

OFG

组"

Q5IR% 8J%S K#T#$U RK HJJVR! %J#S "I8:88?

#

@/#DC'(.=5!>?O%G

组"

Q5IRH ?KJS K#T#$URJ #KLV

RJK%:FS "I8:8?#W

'

@/#

组&

@/#DC'(.=5!>? OFG

组和

@/#DC'(.=5!>?O%G

组之间
B5F

D

B5L

D细胞分化数无明

显差异$均
"#8:8#

%(

进一步用
<=9?% ,J

重叠多肽刺激淋巴细胞后

进行流式检测分析(由图
F

B可见!各组间
,J

D

B5L

D

B5FL

D

NB5F

D比例差异存在统计学意义 $

!I%:JH

!

"I

8:8??

%!

@/#

组&

C'(.=5!>?

组&

@/#DC'(.=5!>?OFG

组&

@/#DC'(.=5!>?O%G

组的
,J

D

B5L

D

B5FL

D

NB5F

D比例分别

为$

#:H!8:K

%

T

&$

#:K!8:K

%

T

&$

%:?!?:F

%

T

和$

H:J$?:H

%

T

!

均低于
AB!?

组的 $

?L:H$L:J

%

T

! 差异有统计学意义

P@/#

组"

Q5I?F:88S K#T#$U !:H%V!F:##S "I 8:8?#

#

C'(.=5!>?

组 "

Q5 I?!:HKS K#T #$U ?:%F V!F:FLS " I

8:8!!

#

@/# DC'(.=5!>? OFG

组 "

Q5 I?!:FFS K#T #$U

?:JKV!!:LLS "I8:8!?

#

@/#DC'(.=5!>? O%G

组 "

Q5I

?F:%JS K#T#$U F:?!V!H:!?S "I 8:8??W

( 而
@/#

组 &

@/#DC'(.=5!>?OFG

组和
@/#DC'(.=5!>?O%G

组之间的

,J

D

B5L

D

B5FL

D

NB5F

D比例差异不显著 $调整后均
"%

8:8#

%( 经
,J

重叠多肽刺激后!由图
F

5可见!各组

,J

D

B5L

D

B5FL

D

NB5F

D

B5L

D比例差异有统计学意义$

!I

?!:KH

!

"I8:88?

%!

@/#

组&

C'(.=5!>?

组&

@/#DC'(.=5!

>?OFG

组&

@/#DC'(.=5!>?O%G

组的
,J

D

B5L

D

B5FL

D

NB5F

D

B5L

D的比例分别为 $

?H:?!?:%

%

T

&$

?H:L!?:%J

%

T

&

$

?H:L!?:J#

%

T

和 $

?!:J!H:8

%

T

! 均低于
AB!?

组的

$

F%:8!?F:?

%

T

! 差异有统计学意义
P@/#

组"

Q5 I

!?:LJS K#T#$U !:%JVFJ:!8S " I8:8?F

#

C'(.=5!>?

组 "

Q5I?K:K%

!

K#T#$UH:%8VFK:?FS "I8:8!F

#

@/#DC'(.=5!

>? OFG

组"

Q5I?K:KFS K#T#$U !:%JVFJ:!8S "I8:8!F

#

小鼠
?

小鼠
!

小鼠
F

AB!?

C'(.=5!>?

@/#

@/#DC'(.=5!>?

$

F

%

FK%

) )
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图
!

不同分组小鼠脾淋巴细胞流式分析结果

</#=>'(.?5!@$A%B

组"

C5D!E:!FG H#I!"J %:8!KL8:##G

#D8:88HM

!而
</#

组 #

</#=>'(.?5!@$ NEB

组和
</#=

>'(.?5!@$N%B

组之间
,O

=

P5F

=

P5EF

=

QP5E

=

P5F

=比例差

异不显著$调整后均
#"8:8#

%&

四'

</#

与
?5!@$

抑制剂协同治疗下肿瘤组织

基因转录组变化

在肿瘤细胞接种后第
!F

天后! 对小鼠肿瘤样

本进行转录组测序分析!

RP!S

组#

>'(.?5!@S

组#

</#

组#

</#=>'(.?5!@SNEB

组和
</#=>'(.?5!@SN%B

组的表

达基因数分别为(

L LF8#%L8

%个'(

S# S%E#!8!

%个'

(

S# OS##!!!

%个'(

S# E%##E#O

%个和(

S# FHL#SES

%

个& 由各组差异基因表达柱状图 (图
L

< % 可见!

>'(.?5!@S

组与
</#

组相比! 有
EEE

个基因表达上

调!

F#S

个基因表达下调)

</#=>'(.?5!@S N%B

组与

>'(.?5!@S

组相比! 有
F!O

个基因表达上调!

E!H

个

基因表达下调)

</#=>'(.?5!@SNEB

组与
</#=>'(.?5!

@SN%B

组相比!共有
%H

个基因表达上调'

E

个基因表

达下调& 为探究不同治疗方式对小鼠肿瘤基因表达

模式!筛选出
S 8L!

个差异基因(

$21T

!

(

UP

%

$V$

%的表

达进行聚类热图分析(图
L

W%!结果可见!热图清

注"

X?9

"人乳头状瘤病毒)

?5!@$

"程序性死亡配体
!$

)

</#

"治疗性
X?9$%

型重组腺病毒载体疫苗)

RP!$

组为肿瘤模型对照组)

>'(.?5!@$

组

进行
?5!@$

单克隆抗体治疗)

</#

组接种
</#

)

</#=>'(. ?5!@$NEB

组接种
</#

!间隔
E

天后进行
?5!@$

单克隆抗体治疗)

</#=>'(. ?5!@$N%B

组接

种
</#

!间隔
%

天后进行
?5!@$

单克隆抗体治疗) < "

P5E

=占活细胞百分比)W"

P5E

=

P5F

=细胞占
$%$8

%的活细胞的细胞数) P "

,O

多肽刺激后

P5F

=

P5EF

=占
P5E

=细胞百分比)5 "

,O

多肽刺激后
P5F

=

P5EF

=占
P5E

=

P5F

=细胞百分比)

Y

表示差异具有统计学意义

P
5
E

=

(

Z

%

L8

E8

!8

S8

8

RP!S

>'(.?5!@S

</#

</#=>'(.?5!@S

(

E

%

</#=>'(.?5!@S

(

%

%

RP!S

>'(.?5!@S

</#

</#=>'(.?5!@S

(

E

%

</#=>'(.?5!@S

(

%

%

RP!S

>'(.?5!@S

</#

</#=>'(.?5!@S

(

E

%

</#=>'(.?5!@S

(

%

%

RP!S

>'(.?5!@S

</#

</#=>'(.?5!@S

(

E

%

</#=>'(.?5!@S

(

%

%

R

P

!

S

>

'

(

.

?

5

!

@

S

<

/

#

<

/

#

=

>

'

(

.

?

5

!

@

S

(

E

%

<

/

#

=

>

'

(

.

?

5

!

@

S

(

%

%

R

P

!

S

>

'

(

.

?

5

!

@

S

<

/

#

<

/

#

=

>

'

(

.

?

5

!

@

S

(

E

%

<

/

#

=

>

'

(

.

?

5

!

@

S

(

%

%

R

P

!

S

>

'

(

.

?

5

!

@

S

<
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晰地呈现出
=>!?

组与治疗各组不同的基因聚类!

聚类富集发现在不同治疗条件下差异基因与癌症

相关通路"

@#A

通路等显著相关#

对上述差异基因中与
@5!B?

表达"

@#A

通路以

及
-CD

蛋白相关的基因进行梳理!并对其在不同组

别中的表达量进行统计! 结果如图
E

>和 5所示!

相比
=>!?

组!

>5!FE

在其余各组中均呈下调趋势!

其中单独使用
@5!B?

抑制剂的下调程度高于
</#G

H'(.@5!B?I%J

组和
</#GH'(.@5!B?IAK

组$

!L":"#

%&在

</#

组"

</#GH'(.@5!B?IAK

组和
</#GH'(.@5!B?I%K

组

中 ! 与
=

细胞激活相关基因
>5!M

"

>5A)

"

>5A/

"

>5AN

"

>5!EF

表达均高于
=>!?

组 $

! L8:8#

%&与

H'(.@5!B?

组相比!上述
A

组的表达均有所提升$

!L

8:8#

%' 就编码
&O;!!

的
&O;P

基因而言!

H'(.@5!B?

组"

</#

组"

</#GH'(.@5!B?QAK

组和
</#GH'(.@5!B?I%K

组基因表达均高于
=>!?

组!且
</#

组"

</#GH'(.@5!

B? IAK

组和
</#GH'(.@5!B? I%K

组的表达也高于

H'(.@5!B?

组$

!L":"#

%'此外!

>>;5?

基因在
H'(.@5!

D

>

5

注(

R@9

(人乳头状瘤病毒&

@5!B?

(程序性死亡配体
!?

&

</#

(治疗性
R@9?%

型重组腺病毒载体疫苗&

=>!?

组为肿瘤模型对照组&

H'(.@5!B?

组

进行
@5!B?

单克隆抗体治疗&

</#

组接种
</#

&

</#GH'(. @5!B?IAK

组接种
</#

!间隔
A

天后进行
@5!B?

单克隆抗体治疗&

</#GH'(. @5!B?I%K

组接

种
</#

!间隔
%

天后进行
@5!B?

单克隆抗体治疗& <

S

各组间差异基因统计柱状图& D

S

各组差异基因热图& > (

H'(.@5!B?

组"

</#

组"

</#G

H'(.@5!B?IAK

组和
</#GH'(.@5!B?I%K

组相对于
=>!?

组的
@5!B?

"

@#A

和
-CD

相关基因表达差异分析&5 (

</#

组"

</#GH'(.@5!B?IAK

组和
</#G

H'(.@5!B?I%K

组相对于
H'(.@5!B?

组的
@5!B?

"

@#A

和
-CD

相关基因表达差异分析

图
!

不同分组小鼠真核转录组测序差异基因表达

基
因
数
量
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<$

组"

=/#

组"

=/#>?'(.@5!<$ABC

组和
=/#>?'(.@5!

<$A%D

组的表达均较
EF!$

上调#

!G8:8#

$%

讨 论

治疗性疫苗与免疫检查点抑制剂的联合应用!

已成为增强抗肿瘤免疫效应的新兴策略& 一方面!

疫苗可特异性激活并扩增肿瘤抗原特异性
E

细胞'

另一方面!

@5!$H@5!<$

抑制剂则能解除肿瘤微环境

中的免疫抑制!防止
E

细胞耗竭& 两者理论上存在

协同增效的潜力I$J!$#K

& 本研究在此基础上!旨在探讨

@5!<$

单克隆抗体与一款基于
L@9$% ,%H,M

抗原

的治疗性
=/#

的协同抗肿瘤作用!并初步探索其免

疫学机制&

本研究以
EF!$

荷瘤小鼠模型为治疗对象!其

中
EF!$

细胞是由
F#MN<H4

(

L!!7

$小鼠肺上皮细胞

经共转染
L@9O% ,%

)

,M

基因和激活的
"#$

癌基因

转化而成! 能在
F#MNH<

小鼠体内形成特异性实体

肿瘤!目前被认为是治疗性
L@9

疫苗评价的经典肿

瘤模型IOOP$%!$MK

& 在此基础上!系统评估了
@5!<$

单克

隆抗体与治疗性
L@9

疫苗的协同治疗效果&结果显

示!协同治疗在肿瘤生长抑制方面明显优于任一单

一治疗方式!尤其是在第
$QR!S

天!肿瘤体积显著

减小& 同时!组织病理学结果揭示联合组肿瘤组织

中存在大量淋巴细胞浸润! 呈现围绕肿瘤细胞的

*屏障+状聚集!提示其在限制肿瘤扩展和促进肿瘤

细胞清除方面具有重要作用%

值得注意的是!本研究发现
@5!<$

单克隆抗体

的给药时机显著影响治疗效果% 与疫苗接种后第
B

天给药!延后至第
%

天使用
@5!<$

抗体可获得更佳

的抗肿瘤效应!这一现象提示!疫苗诱导的系统性

免疫激活与抗体介导的肿瘤局部免疫微环境重塑

之间存在一个关键的*时间窗+% 我们推测!过早给

予
@5!<$

抑制剂时!疫苗尚未充分激发足够数量的

抗原特异性
E

细胞并使其归巢至肿瘤部位'而适当

的延迟(如第
%

天$则可能使疫苗先完成
E

细胞的

初始激活与扩增!此时再解除免疫抑制信号!能更

有效地将这些效应细胞的功能发挥出来I$SK

% 这一假

设得到了转录组数据的部分支持, 联合治疗组中
E

细胞激活相关基因(如
F5B)

)

F5!JM

$及效应分子基

因(

&T;U

$的上调更为显著%

本研究借助流式细胞术分析发现!各治疗组小

鼠脾淋巴细胞均显著增加了
F5B

>

F5S

>

E

细胞比例!

同时降低了
,M

>

F5S

>

F5BS

>

HF5B

>比值和
,M

>

F5S

>

F5BS

>

HF5B

>

F5S

>比值! 显示一定程度的肿瘤微环境

诱导的
E

细胞耗竭被逆转% 然而!上述指标各治疗

组间无显著统计学差异!可能由于单一时间点取样

难以全面揭示
E

细胞活化)耗竭与记忆分化等免疫

动态变化I$Q!!!K

% 此外!疫苗诱导的特异性免疫应答常

发生于早期!而
@5!<$

抗体作用可能更依赖于持久

的免疫微环境重塑!因此两者间的免疫时序需在以

后的研究中进一步优化%

为深入解析免疫作用机制!我们进一步开展了

转录组分析% 结果显示!联合治疗组中
E

细胞激活

及
&T;U

相关基因显著上调! 且差异表达基因主要

富集于 -癌症通路+ 和 *癌症中的
0.4*1V;=

+等

W,UU

通路% 这提示联合治疗不仅增强了局部免疫

反应!也可能在调控肿瘤相关信号网络方面发挥作

用% 然而!上述分子变化仍需通过后续实验进一步

验证其功能与机制%

综上所述!本研究的结果为
@5!<O

单克隆抗体

与治疗性
L@9

疫苗的协同治疗的可行性提供了实

验依据! 初步验证了其在抗肿瘤治疗中的增效作

用!并提示优化给药程序和联合机制的研究具有重

要意义% 然而!该研究目前尚存在一定局限性!需要

进一步开展研究!包括,

!

多时间点流式细胞术分

析
E

细胞活化 ) 记忆化及耗竭状态 (如
F5JJ

)

F5%!<

)

@5!O

等$'

"

监测外周血细胞因子水平变化

以评估系统性免疫响应'

#

系统评估肿瘤局部与邻

近组织的免疫微环境变化'

$

结合
X@FV

或多重免

疫组化验证关键差异表达基因的功能变化%
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