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　　【摘要】　目的　观察 ＭＵＣ１ 模拟表位肽对表达人 ＭＵＣ１ Ｔ７３９ 小鼠膀胱癌细胞的细胞毒作用。
方法　培养、诱导 Ｔ７３９小鼠骨髓成熟树突状细胞，流式细胞仪鉴定纯度，用负载模拟表位肽成熟树突状细胞
免疫 Ｔ７３９ 小鼠，酶联免疫斑点（ＥＬＩＳＰＯＴ）检测活化的模拟表位特异性 Ｔ细胞，用非放射性乳酸脱氢酶法检
测不同效∶靶比例时活化的模拟表位特异性 Ｔ细胞体外细胞毒效应。结果　培养出成熟树突状细胞，纯度为
７８畅８％，肽免疫的 Ｔ７３９ 小鼠特异性分泌 ＩＦＮ唱γ的 Ｔ细胞频数是 １０６畅５ ±１２畅８，而 ＰＢＳ 和 ＤＣ＋ＰＢＳ组频数均
少于 １０，数量明显少于肽＋ＤＣ组。 当效靶比为 １００∶１时肽免疫的 Ｔ７３９ 小鼠产生的活化 Ｔ淋巴细胞具有显
著细胞毒功能，与 ＰＢＳ和 ＤＣ＋ＰＢＳ免疫小鼠相比，差异有统计学意义（P ＜０畅０１）。 结论　负载ＭＵＣ１模拟表
位肽的树突状细胞免疫小鼠，可诱导产生特异性细胞毒性 Ｔ细胞。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ＭＵＣ１唱ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｔ７３９ ｍｏｕｓｅ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＭＵＣ１ ｍｉｍｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｅｐｉｔｏｐｅｓ．Methods　Ｍｏｕｓｅ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ（ＤＣｓ）ｗｅｒｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｔ７３９ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｏｎ ａ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ．Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ唱ｌｏａｄｅｄ ＤＣｓ．Ｍｉｍｏｔｏｐｅ唱ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＰＯＴ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ．Ｍｉｍｏｔｏｐｅ唱ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＣＴＬ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｅ／Ｔ ｒａｔｉｏ in vitro ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｎｏｎ唱ｒａｄｉａｔｉｖｅ ＬＤＨ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Results　Ｍａｔｕｒｅ ＤＣ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｎｄ ＦＣＭ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ７８畅８％ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ＤＣ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＬＩＳＰＯＴ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＩＦＮ唱γｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ｌｏａｄｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ＤＣｓ ｗｅｒｅ １０６畅５ ±１２畅８ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｕｎｌｏａｄｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ＤＣｓ ｏｒ ＰＢＳ
ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ．Ｎｏｎ唱ｒａｄｉａｔｉｖｅ ＬＤＨ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｅ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｐｔｉｄｅ 唱ｌｏａｄｅｄ ＤＣｓ ｃｏｕｌｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｋｉｌｌ ＢＳＴ７３９唱ＭＵＣ１ ｃｅｌｌｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ Ｅ／Ｔ ｒａｔｉｏ ｗａｓ １００∶１，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｕｎｌｏａｄｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ＤＣｓ ｏｒ ＰＢＳ （P ＜０畅０１）．Conclusions　Ｍｉｍｏｔｏｐｅ唱ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＴＬ ｏｆ ｍｉｃｅ ｃａｎ
ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｉｍｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅ唱ｐｕｌｓｅｄ ＤＣ in vitro．

【Key words】　Ｕｒｉｎａｒｙ ｂｌａｄｄｅｒ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　ＣＡ唱１５唱３ ａｎｔｉｇｅｎ；　Ｔ唱ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ；　Ｍｉｍｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ

　　膀胱癌是泌尿系常见的肿瘤，好发中老年人，具有
多发、术后易复发、预后差、危害大等特点，许多学者致
力寻找膀胱癌的有效治疗手段。 ＭＵＣ１ 是一种肿瘤相
关黏蛋白，在膀胱癌等癌组织中异常丰富地表达于癌
细胞表面，是一种理想的肿瘤免疫治疗的靶分子［１］ 。
细胞毒性 Ｔ 细胞（ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ唱ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬ）介导
的特异性细胞免疫应答是机体主要的抗肿瘤机制。

树突状细胞（ＤＣ）是已知体内功能最强的抗原提呈细
胞，能摄取各种抗原，体内外能激发 Ｔ细胞增殖，诱导
特异性 ＣＴＬ。 前期实验我们建立了稳定表达人
ＭＵＣ１Ｔ７３９ 小鼠膀胱癌细胞细胞株，应用噬菌体随机
肽库成功筛选出 ＭＵＣ１ 的模拟表位肽，表位预测提示
为 Ｔ细胞表位，但是其体外免疫活性如何？ 能否针对
稳定表达人 ＭＵＣ１ Ｔ７３９ 小鼠膀胱癌细胞真正产生
ＣＴＬ效应，进一步对肿瘤细胞产生杀伤作用？ 通过本
实验得到验证。
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材料和方法

一、实验材料
１畅试剂：ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；

ＤＣ专用无血清培养基 ＣｅｌｌＧｒｏＲ ＤＣ 购自 Ｃｅｌｌ Ｇｅｎｉｘ 公
司；诱导 ＤＣ分化、成熟所用小鼠细胞因子 ＩＬ唱４ 和 ＧＭ唱
ＣＳＦ购自 ＡＭＳ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；识别成熟 ＤＣ表面标
志 ＣＤ３３Ｄ１ 的单克隆抗体 （大鼠抗小鼠 ＩｇＧ１）购自
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司；ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠二抗购自北
京中杉生物技术有限公司；Ｍｏｕｓｅγ唱Ｅｌｉｓｐｏｔ 试剂盒为 Ｕ唱
Ｃｙｔｅｃ公司产品，购自深圳达科为公司；ＣｙｔｏＴｏｘ９６ 非放
射性细胞毒性试验试剂盒（Ｎｏｎ唱Ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
Ａｓｓａｙ）购自 ｐｒｏｍｅｇａ公司。

２畅实验动物：雌性 Ｔ７３９ 小鼠，４ ～８ 周龄大小，购
于中国预防医学科学院动物所，饲养于军事医学科学
院动物中心，饲养环境符合 ＳＰＦ标准。

３畅主要仪器：高速冷冻离心机 ＲＣ ５Ｂ ＰＬＵＳ（日本
ＳＯＲＶＡＬＬ公司）；ＸＳＪ唱１０ 型倒置相差显微镜（美国 Ｂｉｏ唱
Ｒａｄ公司）；ＥＬＩＳＰＯＴ斑点成像分析仪（德国 ＢＩＯＳＹＳ）；
ａｎｔｈｏｓ２０１０ 酶联仪（美国 Ａｎｔｈｏｓ ｌａｂｔｅｃｈ）。
二、小鼠骨髓 ＤＣ的培养和鉴定
１畅骨髓树突状细胞的培养：Ｔ７３９ 雌性小鼠 １０ 只

颈椎脱臼处死，无菌取双侧股骨和胫骨，剔去肌肉，剪
去两端松质骨，用 １ ｍｌ注射器针头刺入骨髓腔，ＰＢＳ冲
出骨髓细胞，反复冲洗并过 ２００ 目不锈钢滤网制成单
细胞悬液，红细胞裂解液裂解红细胞，５ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 洗
涤，按 ２ ×１０６ ／ｍｌ的细胞密度加入塑料培养皿，３７ ℃贴
壁 ２４ ｈ后弃悬浮细胞，黏附细胞加入 ＤＣ 专用培养基
进行培养，同时加入细胞因子 ｒｍＧＭ唱ＣＳＦ， ｒｍＩＬ唱４ 各
１０００ Ｕ／ｍｌ，隔日半量换液；第 ６ 天收集疏松贴壁细胞
转入新培养皿中，加入 ＬＰＳ（１ μｇ／ｍｌ）刺激 ＤＣ成熟，第
７天收集悬浮细胞为成熟 ＤＣ，ＰＢＳ 洗涤去除 ＬＰＳ 并调
整 ＤＣ密度。

２畅小鼠成熟 ＤＣ 的鉴定：第 ７ 天收集悬浮细胞为
成熟 ＤＣ，台盼蓝染色计数 ＤＣ产量，光学显微镜下观察
成熟 ＤＣ 形态，用特异性免疫荧光单抗 ＣＤ３３Ｄ１ 染色，
流式细胞仪检测成熟 ＤＣ 标记 ＣＤ３３Ｄ１ 的表达以判断
ＤＣ纯度。
三、ＭＵＣ１模拟表位肽脉冲成熟 ＤＣ
收集成熟 ＤＣ，按１０ μｇ／ｍｌ的浓度加入ＭＵＣ１模拟

表位肽，３７ ℃、５％ＣＯ２ 浓度和饱和湿度下培养 １ ｈ，其
间间断摇动数次。 ＰＢＳ 洗去未结合肽后，用 ＰＢＳ 调整
肽孵育后 ＤＣ密度为 ２ ×１０６ ／ｍｌ。
四、免疫动物
４ ～８ 周龄雌性 Ｔ７３９ 小鼠随机分为三组，每组 ５

只。 第一组为空白对照组，小鼠尾静脉注射 ０畅１ ｍｌ
ＰＢＳ；第二组为空 ＤＣ 组，小鼠尾静脉注射 ０畅１ ｍｌ 不加
肽刺激的空 ＤＣ（２ ×１０５ ／鼠）；第三组为实验组，小鼠尾
静脉注射 ０畅１ ｍｌ ＭＵＣ１ 模拟表位肽刺激的 ＤＣ（２ ×
１０５ ／鼠），每周免疫一次，共三次。

五、酶联免疫斑点（Ｅｎｚｙｍｅ唱Ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏ ＳＰＯＴ，
ＥＬＩＳＰＯＴ）检测免疫小鼠脾脏特异性分泌 γ唱干扰素淋
巴细胞

１畅脾脏淋巴细胞的制备：无菌切取免疫三次小鼠
脾脏，制成单细胞悬液，裂解红细胞并充分洗涤后，按 ２
×１０６ ／ｍｌ的细胞密度加入塑料培养皿，培养４ ｈ后收集
悬浮细胞为淋巴细胞。

２畅淋巴细胞预刺激：取制备好的淋巴细胞，按 ２ ×
１０６ ／ｍｌ的密度加入 ６孔培养板中，每孔 ４ ｍｌ，实验组加
入 ＭＵＣ１模拟表位肽体外预刺激（终浓度 １０ μｇ／ｍｌ），
对照组不加肽；预刺激时间为 ４０ ｈ。 刺激结束后，台盼
蓝染色行活细胞计数，调整细胞密度为 １ ×１０６ ／ｍｌ。

３畅ＥＬＩＳＰＯＴ检测：按试剂盒说明。
４畅结果判断：阳性斑点直径中央密度较高、向周围

逐渐弥散；每次实验中，与阴性对照组相比，斑点数增
加 ２倍以上认为有意义。
六、非放射性乳酸脱氢酶法（ＬＤＨ 法）检测体外诱

导细胞毒活性

１畅最适靶细胞密度的确定：按试剂盒说明书进行，
选择最大释放量＞自发释放量 ２ 倍以上的细胞密度为
合适的细胞密度，通过预实验确定最适靶细胞密度为 １
×１０４ ／孔。

２畅靶细胞的制备：ＢＳＴ７３９唱ＭＵＣ１ 细胞消化计数
（图 １），调整细胞密度为 ２ ×１０５ ／ｍｌ，９６ 孔板中加入上
述细胞悬液 ５０ μｌ。

３畅效应细胞的制备：无菌切取免疫三次小鼠脾脏，
制备脾脏淋巴细胞方法同前，完全 １６４０ 培养基中胎牛
血清浓度降低到 ３％以减少培养基背景。 以按效靶比
为 １００∶１、５０∶１、２５∶１在各靶细胞的孔中加入 ５０ μｌ系列
稀释密度的效应淋巴细胞，每孔总体积为 １００ μｌ，实验
分组同前，每组均设 ３个复孔。

４畅对照设置：（１）培养基背景对照：只含培养基，
不加细胞，用于校正培养基中酚红和血清引起的误差；
（２）容量对照：只含培养基，不加细胞，用于校正加入
１０ μｌ细胞裂解液后容量变化引起的误差；（３）效应细
胞自发释放：只含效应细胞，不含靶细胞，用于校正效
应细胞自发释放乳酸脱氢酶引起的误差；（４）靶细胞自
发释放：只含靶细胞，不含效应细胞，用于校正靶细胞
自发释放乳酸脱氢酶引起的误差；（５）靶细胞最大释
放：裂解液裂解靶细胞后释放最大乳酸脱氢酶引起的
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误差。
５畅实验步骤：按试剂盒说明。
６畅靶细胞溶破率的计算：（１）最大释放孔吸光度

减容量对照为靶细胞 ＬＤＨ 最大释放量；（２）其余各孔
吸光度减培养基背景对照为各自 ＬＤＨ 释放量；（３）靶
细胞 ＬＤＨ 释放量＝实验组释放－效应细胞自发释放
－靶细胞自发释放；（４）靶细胞溶破率＝（ＬＤＨ最大释
放－靶细胞 ＬＤＨ释放）／ＬＤＨ最大释放×１００％。

７畅结果判定：靶细胞溶破率 ＞１０％认为结果有
意义。
七、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件进行统计学处理，多组间比较

用 ＡＮＯＶＡ，组间比较方差齐时用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验，不齐
时用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ Ｔ２检验，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学
意义。

结　　果

１畅小鼠骨髓 ＤＣ的光镜观察（图 ２）：经 ３７ ℃培养
２４ ｈ后吸弃悬浮细胞，剩余部分疏松贴壁的 ＤＣ聚集成
团，到第 ６天时，此类疏松贴壁集落数量急剧增多，细
胞表面可见有长短不一、形态不规则的突起。 光镜下
观察培养 ７ ｄ 的成熟 ＤＣ 细胞，可见细胞形态不规则，
细胞表面有大量的皱褶和不规则毛刺样突起，具有典
型的 ＤＣ形态。

２畅ＤＣ表面标志鉴定（图 ３）：采用 ＦＩＴＣ 标记的
ＣＤ３３Ｄ１抗体进行直接免疫荧光染色，流式细胞仪测定
分析显示，通过上述方法所采集到的细胞，其 ＣＤ３３Ｄ１
阳性细胞百分数约 ７８畅８％。

３畅ＥＬＩＳＰＯＴ检测结果（图 ４）：负载 ＭＵＣ１ 模拟表
位肽的成熟 ＤＣ免疫 Ｔ７３９ 小鼠后，１ ×１０５

脾淋巴细胞

产生的斑点数为 １０６畅５ ±１２畅８；ＰＢＳ和 ＤＣ＋ＰＢＳ组 １ ×
１０５
淋巴细胞产生斑点数均少于 １０，表明肽免疫的

Ｔ７３９ 小鼠脾脏细胞中，产生了特异性活化的 Ｔ淋巴细
胞，数量明显多于两个对照组。

４畅免疫小鼠脾脏淋巴细胞对 ＢＳＴ７３９唱ＭＵＣ１ 的细
胞毒效应（表 １）：取免疫三次小鼠脾脏淋巴细胞为效

表 1　不同效靶比各组免疫小鼠脾脏淋巴细胞的
ＣＴＬ效应（细胞裂解率）（％，珋x ±s）

组别
效靶比

２５∶１  ５０∶１ 牋１００∶１ c
ＰＢＳ ４   畅２８ ±２  畅７４ ４ ��畅４１ ±２ 　畅７７ ４ ]]畅６１ ±３ O畅０９

ＤＣ ＋ＰＢＳ ４   畅０８ ±０  畅７８ ４ ��畅０３ ±３ 　畅７６ ４ ]]畅６６ ±３ O畅２９

ＤＣ ＋肽 ８   畅５０ ±２  畅４０ ａ １１ ��畅０１ ±１ 　畅５５ ａ ３７ ]]畅８６ ±１ O畅７０ ｂ

　　注：与 ＰＢＳ和 ＤＣ ＋ＰＢＳ 组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１

应细胞，以 ＢＳＴ７３９唱ＭＵＣ１ 细胞为靶细胞，检测活化脾
脏淋巴细胞的细胞毒效应。 当效靶比为 ２５∶１时开始显
示有细胞毒效应，在效靶比为 １００∶１时，肽免疫的 Ｔ７３９
小鼠产生的活化 Ｔ 淋巴细胞具有显著的细胞毒功能，
与 ＰＢＳ和 ＤＣ＋ＰＢＳ免疫小鼠相比，差异有统计学意义
（P ＜０畅０１）。

讨　　论

ＭＵＣ１是 Ｍｕｃｉｎｅｓ 黏蛋白家族的重要成员，是一种
肿瘤相关黏蛋白，正常情况下泌尿生殖道的管腔面顶
部都有 ＭＵＣ１的表达，但在膀胱癌等肿瘤组织中，其广
泛分布并异常丰富地表达于癌细胞表面，由于糖基化
不全暴露出正常情况下隐蔽的肿瘤特异性表位，与肿
瘤的发生、发展、预后密切相关，成为一种理想的肿瘤
生物学标志物和肿瘤免疫学治疗的靶分子［１唱３］ 。 我们
选用针对 ＭＵＣ１核心肽表位的单克隆抗体 ＢＣ２为筛选
配基，对噬菌体随机 １２ 肽库进行了 ３ 轮筛选，获得
ＭＵＣ１的模拟表位，通过活性鉴定和计算机软件的表位
预测，进一步明确所筛选 ＭＵＣ１ 模拟表位能够模拟原
表位的免疫学特性，具有诱导产生特异性 ＣＴＬ可能，为
潜在的 Ｔ细胞表位。 我们所筛选出 ＭＵＣ１ 的模拟表位
肽是针对人 ＭＵＣ１ 分子为靶标，而人与小鼠 ＭＵＣ１ 分
子同源性较差，对小鼠来源的肿瘤细胞没有作用，因
此，我们通过脂质体介导将人 ＭＵＣ１ 全长 ｃＤＮＡ 转入
Ｔ７３９ 小鼠的膀胱癌细胞 ＢＳＴ７３９ 中，建立了稳定表达
人 ＭＵＣ１Ｔ７３９小鼠膀胱癌细胞株。

ＤＣ激活的细胞免疫在机体抗肿瘤反应中发挥着
重要作用。 关于 ＤＣ疫苗临床应用的Ⅰ、Ⅱ期试验也取
得了令人鼓舞的结果，显示出了 ＤＣ疫苗在恶性肿瘤治
疗中的巨大前景［４唱６］ 。 有效的肿瘤疫苗应该提供 Ｔ 细
胞激活所必需的全部信号。 ＤＣ 是最强有力的专职性
抗原提呈细胞，不但能高表达 ＭＨＣⅠ类和Ⅱ类分子，而
且还能高表达 Ｂ７ 等共刺激分子，以及 ＩＣＡＭ１ 黏附分
子和细胞因子等。 目前 ＤＣ疫苗的制备方法很多，包括
使用肿瘤特异性抗原、肿瘤相关抗原、完全细胞性抗原
和肿瘤细胞 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ等冲击致敏 ＤＣ或采用细胞融
合制备 ＤＣ疫苗。 其次，还可利用重组腺病毒、脂质体
或裸 ＤＮＡ转染 ＤＣ等，将编码肿瘤抗原的基因导入 ＤＣ
制备疫苗等［７唱１０］ 。

ＤＣ摄取、加工抗原，以ＭＨＣⅠ、Ⅱ类肽结合物的形
式递呈抗原，能有效地激发 Ｔ淋巴细胞和 Ｂ淋巴细胞，
尤其对 Ｔ 淋巴细胞免疫显得尤为重要。 ＤＣ 最常负载
的是 ＭＨＣⅠ类限制性 ９ ～１１个氨基酸组成的肿瘤相关
抗原肽。 研究发现 ＤＣ 处理 ＭＵＣ１ 抗原时Ｏ唱糖苷键保
持完好，通过分析 ＭＵＣ１ 多肽重复序列中蛋白质水解
位置和参与水解的酶可以发现 ＭＵＣ１ Ｏ唱糖基化在抗原
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加工处理过程中起到位点特异性保护作用［１１唱１２］ 。 ＤＣ
降解蛋白时 ＭＵＣ１ 多肽重复序列 ＧＶＴＳＡＰＤＴＲＰＡＰ
ＧＳＴＡＰＰＡＨ的裂解部位发生在 Ｇｌｙ１３唱Ｓｅｒ１４、Ｈｉｓ２０唱Ｇｌｙ１
和 Ｔｈｒ３唱Ｓｅｒ４，产生 ＳＴＡ２７或 ＧＶＴ２０ 最初小肽片段和 Ｏ唱
糖基化完整的 ＳＡＰ１７。 人组织蛋白酶和小鼠相应蛋白
酶参与了在胞内、体内位点特异性蛋白水解。 Ｏ唱糖基
化可能通过掩盖酶解位点阻断 Ｔｈｒ３唱Ｓｅｒ４ 蛋白水解，从
而使 ＤＣ加工处理蛋白时 ＭＵＣ１ 保持 Ｏ唱糖基化完整，
这类糖基化很可能参与 ＭＵＣ１肿瘤免疫应答。
本研究用 ＥＬＩＳＰＯＴ方法检测脾脏淋巴细胞中分泌

ＩＦＮ唱γ的细胞频率，代表模拟表位肽特异性的活化 Ｔ淋

巴细胞。 结果肽＋ＤＣ 免疫组斑点数明显多于两个对
照组，表明 Ｔ７３９ 小鼠体内产生了对抗原肽特异性的
ＣＴＬ免疫应答。 体外杀伤实验亦得到证实。
大量实验证实 ＭＵＣ１ 表位是 Ｔ 细胞表位，可以与

ＭＨＣ分子结合激发肿瘤特异性的细胞免疫，是一个理
想的抗原肽

［１３唱１６］ 。 但 ＭＵＣ１ 毕竟是一种自身抗原，在
用 ＭＵＣ１多肽进行免疫治疗时，并不能完全排除产生
自身免疫的可能性。 因此，用 ＭＵＣ１ 的模拟表位作为
肿瘤疫苗，作为一种异源分子，一方面可增强其免疫原
性，另一方面可减少诱发自身免疫的机会。 本研究表
明从随机肽库中筛选得到的模拟性表位在一定条件下
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可以引发识别原始抗原的免疫反应，即模拟表位肽与
ＭＵＣ１表位具有交叉免疫应答的特点。
综合本实验结果可以看出：ＭＵＣ１模拟表位肽免疫

小鼠后可诱导小鼠产生 ＭＵＣ１ 特异性 ＣＴＬ 应答，对
ＭＵＣ１ ＋膀胱癌细胞产生杀伤效应，体外显示一定的抗
膀胱癌活性。
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