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·基础论著· 

MUC1-VNTRn 核酸疫苗的优化构建及其 
抗胰腺癌的实验研究 

周泉波  龚远锋  周雨  林青  李志花  陈汝福  曾兵  郑礼平 

【摘要】  目的  以 MUC1-VNTRn 作为胰腺癌免疫治疗的新靶点，通过体内外实验筛选出免疫原性最

强的 pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗。方法  构建 pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒后转染未成熟树突状细胞，

诱导成熟后与自体 T 细胞共培养，用 ELISPOT 检测活化分泌 IFN-γ 的特异性细胞毒性 T 细胞（CTL）数目，

CytoTox® 检测 MUC1-VNTRn 特异性的 CTL 对 Capan-2 的杀伤效应，筛选出免疫原性较强的

pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗。通过小鼠体内动物实验进一步证实核酸疫苗的防瘤及抗肿瘤效应。

结果  成功构建了 pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒，并可在真核细胞表达目的蛋白。未成熟树突状细胞摄取

pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒后可分化为成熟树突状细胞，经刺激后各处理组成熟的树突状细胞表达 CD80、
CD86、HLA-DR 表面分子和分泌 IL-12 浓度较未经任何刺激各组的未成熟树突状细胞高（P＜0.01）。负载

MUC1-VNTR6 和 MUC1-VNTR9的树突状细胞激活自体 T 细胞，其分泌 IFN-γ 特异性 T 细胞数（103.0±8.5 和

94.3±7.7）要显著高于其他组（P＜0.001）。MUC1-VNTR6和 MUC1-VNTR9特异性的 CTL 对 Capan-2 杀伤效应

为（40.12±3.16）%和（37.31±3.95）%，较 MUC1-VNTR1 强、VNTR1 弱、VNTR3、VNTR4和 MUC1-cDNA
各组高，差异具有统计学意义（ P ＜ 0.001 ）。小鼠体内保护性和治疗性免疫应答实验证实

pVAX1-MUC1-VNTR6 核酸疫苗具有最强的免疫原性，其抑制 panc02-MUC1 肿瘤生长能力要显著优于

pVAX1-MUC1-VNTR1 强、VNTR3、VNTR9 核酸疫苗（P＜0.01）。结论  pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗

可在真核细胞表达目的蛋白。通过体内外实验筛选出 pVAX1-MUC1-VNTR6核酸疫苗具有更强杀伤效应。 
【关键词】  胰腺肿瘤；  疫苗，DNA；  CA-15-3 抗原；  树突细胞 
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【Abstract】  Objective  MUC1-VNTRn served as a new target for pancreatic cancer immunotherapy in the 

present study. We intended to screen out the most powerful pVAX1-MUC1-VNTRn DNA vaccine which showed 
strongest immunogenicity in vitro and vivo. Methods  pVAX1-MUC1-VNTRn were constructed and transfected 
into MUC1 negative cells. The target protein of MUC1-VNTRn could be detected by Western Blot. Dendritic cell 
preparation and research of biological characteristics. pVAX1-MUC1-VNTRn were transfected into dendritic cell. 
The stimulated mature dendritic cells were co-cultured with autologous T cells, and then we used the ELISPOT to 
detect the IFN-γ secreting CTL. We detected the cytotoxic effect of the antigen-specified CTL to Capan-2 cells in 
vitro. Finally, we used the the protective and therapeutic immune response in mice to confirm the immunogenicity 
of DNA vaccine. Results  pVAX1-MUC1-VNTRn were successfully constructed, and the target protein can be 
expressed in eukaryotic cells. The immature dendritic cells can intake pVAX1-MUC1-VNTRn plasmid, and then 
differentiate into mature dendritic cells. Expression of CD80, CD86, HLA-DR and secretion of IL-12 by stimulated 
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mature dendritic cells were higher than that of unstimulated immature dendritic cells (P＜0.01). The ELISPOT 
result showed that the number of IFN-γ secreting CTL in MUC1-VNTR6 (103.0±8.5) and VNTR9 (94.3±7.7) 
group were more than the other group (P＜0.001). Cytotoxic effect of the MUC1-VNTR6 and VNTR9 specified 
CTL to Capan-2 cells were (40.12±3.16)% and (37.31±3.95)%, which was higher than that of the other group 
(P＜0.001). Protective and therapeutic immune response in mice showed that pVAX1-MUC1-VNTR6 had the 

strongest immunogenicity. Conclusions  pVAX1-MUC1-VNTRn can express target protein in eukaryotic cells. 
We screen out the pVAX1-MUC1-VNTR6 DNA vaccine which shows the strongest immunogenicity in vitro and 
vivo.  

【Key words】  Pancreatic neoplasms;  Vaccines, DNA;  CA-15-3 antigen;  Dendritic cells 
 
MUC1（mucin1）是黏蛋白家族中的一类，在 90%

以上的胰腺癌中呈高表达，以 MUC1 作为靶点是目前

胰腺癌免疫治疗研究的热点[1-3]。MUC1 基因存在于染

色体 1q21～24 上。MUC1 多肽骨架由胞内段、跨膜段

和胞外段组成。其胞外段含有重复 20～125 次不等的

特异性串联重复序列（variable numbers of tandem 
repeats，VNTR），每个 VNTR 由 20 个氨基酸组成[4-5]。

在胰腺癌上皮细胞中 MUC1 呈异常高表达且糖基化不

完全，使得其胞外段 VNTR 暴露而成为胰腺癌免疫治

疗的新靶点。 
DNA 疫苗（DNA-based vaccine）是一种针对特异

抗原产生有效细胞免疫和体液免疫的全新疫苗，胰腺

癌的 DNA 疫苗发展被寄予厚望[6-7]。已有研究表明：

胰腺癌 MUC1 胞外 VNTR 并非重复次数越多，其免疫

原性越强；究竟多少重复数目的 VNTR 才能诱导机体

产生最强大的抗胰腺癌免疫应答，国内外已有的研究

尚不能回答这些问题。本研究通过构建具有不同胞外

重复序列 MUC1-VNTRn 核酸疫苗，通过体内外实验

筛选出免疫原性最强的 MUC1-VNTRn 核酸疫苗。 

材料与方法 

一、材料 
质粒载体 pVAX1 购自 Invitrogen 公司。人胰腺癌

细胞株 Capan-2（MUC1 表达阳性）、小鼠胰腺癌细胞

株 panc02（MUC1 表达阴性）和宫颈癌细胞株 HeLa
（MUC1 表达阴性）由本实验中心保存。将人 MUC1 
cDNA 转染到 panc02 细胞中，通过 G418 压筛实验构

建 panc02-MUC1 稳转细胞株，由莱德尔公司完成。质

粒构建过程中的限制性内切酶 KpnⅠ酶、NheⅠ酶购自

Fermentus 公司。T4 连接酶购自 TaKaRa 公司。

X-tremeGENE® HP DNA 转染试剂盒购自 Roche 公司。

MUC1-VNTR 单克隆抗体（VU4H5）购自 CST 公司。

健康人外周血白细胞悬液购自广州血站。IFN-γ Elispot
试剂盒购自 BD 公司。CytoTox®非放射性细胞毒性检

测试剂盒购自 Promega 公司。C57BL/6 小鼠购自中山

大学实验动物中心，动物实验过程遵守中山大学实验

动物生物安全管理细则和标准操作规程。 
二、pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒的构建 
MUC1- VNTRn 基因由 TaKaRa 公司合成。根据已

有研究[8]，我们构建 PDTRP 靠近 C 端（免疫原性较强）

的单个重复序列 MUC1-VNTR1 强和 PDTRP 靠近 N 端

（免疫原性较弱）的单个重复序列 MUC1-VNTR1 弱。

MUC1-VNTR1 强 目 的 基 因 片 段 如 下 ：

GCTAGCGCCACCATGCCGGGCTCCACCGCCCCCC
CAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGG
CCGGCCTGAGGTACC。MUC1-VNTR1 弱目的基因片

段 如 下 ： GCTAGCGCCACCATGCACGGTGTCACC 
TCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCA
CCGCCCCCCCAGCCTGAGGTACC 。 GCCACC 为

KOZAK 序列，斜体部分为 MUC1-VNTR1 序列。

MUC1-VNTRn 目的基因片段由 VNTR1 强重复 n 次所

得。将 MUC1-VNTRn 目的基因克隆到 pVAX1 载体上。

构建好的 pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒进一步经双酶切

琼脂糖凝胶电泳分离，UVP 系统成像验证，筛到的阳

性克隆送测序。用 pVAX1-MUC1-VNTRn 质粒转染

MUC1 阴性的 HeLa 细胞株。设空白 pVAX1 载体作为

对照，转染 48 h 后，Western Blot 检测目的蛋白

MUC1-VNTRn 表达，一抗为 MUC1-VNTR 单抗

（VU4H5）。 
三、树突状细胞（dendritic cell，DC）的培养与生

物学特性研究 
用 Ficoll 密度梯度离心法分离外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），PBS 洗

涤后用 1640 完全培养基（含 10%胎牛血清，2 mmol/L
的 L-谷氨酰胺，100 U/ml P-S 双抗）将 PBMC 密度调

到 5×106/ml，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养 2 h，
洗去非贴壁细胞保存备用。贴壁细胞加入含 1000 U/ml 
粒细胞集落刺激因子（GM-CSF）和 500 U/ml IL-4 的

1640 完全培养基培养，隔天半量换液并补充细胞因子，

第 6 天时收获未成熟 DC，分组诱导 DC 成熟。A 组：

对照组，仅用 GM-CSF 和 IL-4 培养；B 组：加入

1000 U/ml TNF-α 诱导成熟；C 组：转染入 VNTR1质
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粒；D 组：转染入 VNTR1 质粒后再加入 1000 U/ml 
TNF-α 诱导成熟。诱导 24 h 后收获成熟 DC，用流式

细胞仪进行细胞分子表型（CD80、CD86 和 HLA-DR）
分析。同时收集 DC 培养上清，采用双抗夹心法检测

IL-12 浓度。 
四、ELISPOT 检测活化分泌 IFN-γ 的特异性细胞

毒性 T 细胞（CTL） 
将负载不同 MUC1-VNTRn 抗原的各组 DC 调至

1×105/ml，将经过毛尼龙柱分离得到的自体 T 细胞作

为效应细胞，调节 T 细胞浓度至 l×106/ml，按照 1︰
10 共 100 µl 加入到 ELISPOT 板中；另设 3 复孔效应

细胞单加 100 µl 培养基，3 复孔效应细胞加 100 µl 培
养基后再加入 PHA，PHA 终浓度为 2 µg/ml。在 5% 
CO2、37 ℃培养箱中孵育 16 h 后，按试剂盒操作步骤

检测活化分泌 IFN-γ 的特异性 CTL。 
五、体外 CTL 细胞杀伤效应的检测 
将负载不同MUC1-VNTRn抗原的成熟DC与自体

T 细胞按 1︰10 加入 6 孔板中，并加入 100 U/ml IL-2
完全培养基，隔天半量换液并补充细胞因子，培养 5 d，
收集细胞计数。分 MUC1-VNTRn 组、空白载体 pVAX1
组和阴性对照 HeLa 细胞组。以 MUC1 阳性的 Capan2
细胞株作为靶细胞。按照效应细胞与靶细胞比例分别

为 40︰1 加入到 96 孔板中，按照 CytoTox®非放射性细

胞毒性检测试剂盒具体操作步骤检测特异性杀伤效应。 
六、体内预防肿瘤生长 
将 C57BL/6 小鼠随机分为 6 组，每组 10 只，分别

为 PBS 组、panc02 对照组、VNTR1 强组、VNTR3 组、

VNTR6 组和 VNTR9 组。各组小鼠在右腿胫前肌注射

100 µg/100 µl 质粒 PBS 溶液，每 2 周一次，共接种三

次，第 3 次接种 1 周后每只小鼠经左腿外侧皮下注射

5×105/100 µl panc02-MUC1 细胞，每 2～3 d 用卡尺测

量肿瘤的长径及短径，观察至种瘤后 4 周，并记录小

鼠的生存时间。 
七、体内抗瘤效应 
将 C57BL/6 小鼠随机分为 6 组（PBS 组、panc02

对照组、VNTR1 强组、VNTR3 组、VNTR6 组和 VNTR9

组），每组 10 只，每只小鼠皮下注射 5×105/100 µl 
panc02 或 panc02-MUC1 细胞。在种瘤后第 4 天、第 8
天和第 12 天分别经肌肉注射 100 µg/100 µl 质粒 PBS
溶液。每 2～3 d 用卡尺测量肿瘤的长径及短径并绘制

肿瘤生长曲线，观察至种瘤后 4 周，并记录小鼠的生

存时间。 
八、统计学分析 
计量资料的描述采用均数±标准差（ sx ± ）。两

个独立样本均数的比较采 t 检验，计量资料比较采用方

差分析，组间比较采用 LSD-t 检验。所有数据均采用

SPSS 16.0 统计软件处理，检验水准 P＜0.05，认为差

异有统计学意义。 

结    果 

1. 质粒的构建：我们成功构建了 pVAX1-MUC1- 
VNTR1 弱、VNTR1 强、VNTR3、VNTR4、VNTR6、VNTR9

和 pVAX1-MUC1 质粒。质粒及双酶切后的产物经琼脂

糖凝胶电泳分离，在相应位置分别切出相对应的清晰

条带，证明目的基因片段已经插入 pVAX1 载体质粒

中。相应的 7 个构建好的质粒送测序，测序结果与目

的基因片段进行 Blast 比对，重合度为 100%。用成功

构建的 pVAX1-MUC1- VNTRn 质粒转染 MUC1 阴性

的 HeLa 细胞株，Western Blot 方法检测目的蛋白

MUC1-VNTRn 表达，证明了 pVAX1-MUC1-VNTRn
质粒能在真核细胞中表达。 

2. DC 的培养与生物学特性研究：在倒置显微镜

下观察成熟 DC 形态如图 1。成熟的 DC 呈悬浮状态，

胞体呈棘突状，体积明显比淋巴细胞大，胞体长出许

多细长突起。 
成熟 DC 高表达共刺激分子如 CD80、CD86 和

HLA-DR，用流式细胞仪检测各组 DC 表型见表 1。比

较各处理组的细胞表型，得 P＜0.001；进一步经 LSD-t
检验，未受刺激第 6 天和第 7 天的细胞表型之间差异

无统计学意义（P＞0.05），经诱导成熟后的三个组

间的细胞表型差异亦无统计学意义（P＞0.05），而

刺激后各处理组和未受刺激的各处理组两两间比较差

异均有统计学意义（P＜0.01）。图 2 为流式细胞仪检

测细胞表型的结果。证明了经 VNTR1 抗原和（或）

TNF-α 刺激后均能满意诱导 DC 成熟，后续实验中我

们采用转染入 VNTRn 质粒后再加入 TNF-α 诱导成熟

的方法。 

表 1  流式细胞仪检测 DC 分子表型 CD80、 
CD86 和 HLA-DR（%， sx ± ） 

处理组 CD80 CD86 HLA-DR 

未经任何刺激 Day 6  9.98±4.08 17.98±8.67 71.65±8.15 

未经任何刺激 Day 7 17.72±8.00 25.05±11.77 70.99±8.22 

经 TNF-α 诱导成熟 49.75±9.44 89.42±2.08 89.09±2.74 

经抗原刺激后 53.98±8.37 91.31±3.85 90.64±4.87 

经 TNF-α 和抗原共刺激 59.30±9.40 92.30±3.13 93.30±3.45 
 

收获未成熟 DC 和经过细胞因子/抗原诱导成熟的

DC 培养液离心后取上清，通过双抗夹心 ELISA 法检

测 IL-12 分泌量，可间接反映 DC 成熟程度。各组 DC 
IL-12 分泌量的变化见表 2。未经任何刺激第 6 天培

养液上清 IL-12 浓度（7.27±2.71）pg/ml，到第 7 天
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IL-12 浓度为（5.65±3.64）pg/ml，与前者之间差异无

统计学意义（P＝0.864），而经 TNF-α 诱导成熟的

DC 培养液上清 IL-12 浓度为（57.09±18.52）pg/ml，
经抗原刺激后的浓度为（46.05±9.82）pg/ml，经

TNF-α 和抗原共刺激（52.52±13.29） pg/ml，三种处

理方法间的差异均无统计学意义（P＞0.05），而刺激

后各组和未受刺激的各组，LSD-t 检验两两间比较差异

均有统计学意义（P＜0.01）。 

表 2  ELISA 法测 DC IL-12 分泌量（pg/ml， sx ± ） 

处理组 IL-12 浓度 

未经任何刺激 Day 6 7.27±2.71 

未经任何刺激 Day 7 5.65±3.64 

经 TNF-α 诱导成熟 57.09±18.52 

经抗原刺激后 46.05±9.82 

经 TNF-α 和抗原共刺激 52.52±13.29 
 

3. ELISPOT 检测活化分泌 IFN-γ 的特异性 CTL：
负载 MUC1-VNTR6 和 MUC1-VNTR9 的 DC 激活自体

T 细胞，其分泌 IFN-γT 细胞数分别为 103.0±8.5 和

94.3±7.7，要显著高于 MUC1-cDNA 组（80.5±7.32）、
MUC1-VNTR4 组（71.7±6.51）、MUC1-VNTR3 组

（68.7±7.51）、MUC1-VNTR1 弱组（48.0±5.6）、

MUC1-VNTR1 强组（55.0±6.0）和空质粒组（17.3±4.9），

差异有统计学意义（P 均＜0.001），进一步 LSD-t 检
验两两间比较显示，VNTR6 和 VNTR9两者间差异无统

计学意义（P＝0.350）。 
4. CTL 细胞杀伤效应的检测：结果如图 3 所示。

VNTR6 和 VNTR9 特异性的 CTL 对 Capan-2 杀伤效应

为（40.12±3.16）%和（37.31±3.95）%，与其他各处理

组的比较差异均有统计学意义（P＜0.001）。VNTR1 强、

VNTR1 弱、VNTR3、VNTR4 和 MUC1-cDNA 特异性

CTL 对 Capan-2 杀伤效应分别为（15.13±2.65）%、

（12.30±2.72）%、（21.10±1.76）%、（23.41±3.31）%
和（29.49±2.92）%。空白载体 pVAX1 对 Capan-2 杀

伤 效 应 为 （ 2.50±2.05 ） % ， 与 其 他

pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗组比较有统计学差异

（P＜0.001）。VNTR1 强特异性 CTL 对 MUC1 表达阴性

的 HeLa 细胞株的杀伤效应分别为（2.10±2.85）%，

与其他各组间差异均有统计学意义（P＜0.001）。 
5. 体内预防肿瘤生长：根据 CTL 细胞杀伤效应的

检测结果，我们选择了 pVAX1-MUC1-VNTR1 强、

VNTR3、VNTR6 和 VNTR9进行小鼠体内保护性免疫应

答实验。结果如图4所示，与空载体组pVAX1及panc02
阴性对照组相比，pVAX1-MUC1-VNTR1 强、VNTR3、

VNTR6 和 VNTR9 核酸疫苗从 12 天起显示出特异性的

抑制 panc02-MUC1 肿瘤生长的效应（P＜0.001）。进

一步经 LSD-t 检验，pVAX1-MUC1-VNTR6 核酸疫苗

体内抑制 panc02-MUC1 肿瘤生长能力要显著优于

pVAX1-MUC1- VNTR1 强、VNTR3、VNTR9（P＜0.01），
其中 pVAX1-MUC1- VNTR1 强和 VNTR3 两者之间并无

明显差异（P＝0.083）。pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫

苗均未显示出对 panc02 肿瘤细胞具有明显的抑制效

应，证明该疫苗具有 MUC1 特异性。 
6. 体内抗瘤效应：在此实验中，我们先皮下注射

panc02 或 panc02-MUC1 细胞，再进行疫苗接种。结果

如图 5 所示，与空载体 pVAX1、panc02 阴性对照组相

比，从 9天起，pVAX1-MUC1-VNTR1 强、VNTR3、VNTR6

和 VNTR9 组 panc02-MUC1 肿瘤生长的即受到时显的

抑制（P＜0.001）。进一步经LSD-t检验，pVAX1-MUC1- 
VNTR6核酸疫苗抑制 panc02-MUC1肿瘤生长能力要

显著优于 pVAX1-MUC1- VNTR1 强、VNTR3、VNTR9

（P＜0.01），其中 pVAX1-MUC1-VNTR1 强、VNTR3

和 VNTR9 三组间并无明显差异（P＝ 0.071）。

pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗均未显示出对 panc02
肿瘤细胞具有明显的抑制效应，证明该疫苗具有

MUC1 特异性。 

讨    论 

MUC1 在几乎所有的腺癌上皮细胞中均呈异常高

表达且糖基化不完全，使得 VNTR 暴露因而成为许多

肿瘤免疫治疗研究的靶点。多数胰腺癌患者体内

MUC1 特异性的免疫应答较弱以至于不能有效抑制和

杀伤肿瘤细胞，以 MUC1-VNTR 作为免疫治疗的新靶

点可有效增强机体免疫反应。Hengerson 等[9]将含有 22
个胞外段串联重复序列的 MUC1 cDNA 转入小鼠 DC，
用 DC 疫苗免疫小鼠，成功诱导出了 MUC1 特异性的

抗体和 CTL。Snyder 等[10]研究表明，用含 6.5 个 MUC1
胞外段串联重复区 MUC1-cDNA 核酸疫苗和 IL-18 基

因疫苗共免疫的 MUC1 转基因小鼠，可显著提高抗瘤

能力和延长生存期。这提示采用一定数量的串联重

复序列 MUC1-VNTRn 核酸疫苗免疫机体，能诱导机

体产生强大的免疫应答从而杀灭胰腺癌细胞。 
Quinlin 等 [8] 发 现 多 肽 疫 苗 VNTR1

（GSTAPPAHGV TSAPDTRPAP）因其 PDTRP 靠近 C
端，较 PDTRP 靠近 N 端的其他多肽疫苗 VNTR3 和

VNTR5 更具免疫原性。VNTR 的 20 个氨基酸中存在

β 转角区域 （APDTRP）突出表达于 MUC1 分子表

面，而其他氨基酸则埋在 MUC1 分子里，APDTRP
可以被多种 MUC1 抗体识别，可能是免疫显性区域。

本研究构建的 PDTRP 靠近 C 端的 VNTR1 强体外诱导

产生的 CTL 对 Capan-2 杀伤效应为（15.13±2.65）%，  



中华临床医师杂志(电子版)2013 年 10 月第 7 卷第 20 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),October 15,2013,Vol.7,No.20 

 

·9224· 

 
 

明显优于 VNTR1 弱（12.30±2.72）%。Engelmann 等[11]

深入地研究并证实了在氨基酸水平和核酸水平，人源

性 MUC1-VNTR 主要存在四种变异：DT→ES、P→Q、

P→A 和 P→T。其中 DT→ES 变异可能导致免疫治疗

靶点的改变从而对免疫应答产生重要影响。 
吴文川等[12]使用免疫佐剂 GM-CSF 来募集 DC，

刺激粒系、巨噬细胞等增殖分化。袁时芳等则进一步

构建了 pUC-VNTR1-CSF 和 pUC-VNTR4-CSF 核酸疫

苗，他们把 GM-CSF 基因同时克隆进质粒载体中，两

种 DNA 疫苗均能有效抑制 MUC1 阳性乳腺癌细胞的

生长，但 VNTR4 的免疫原性要强于 VNTR1
[11]。那么，

多少重复数目的 VNTR 核酸疫苗才能诱导机体产生最



中华临床医师杂志(电子版)2013 年 10 月第 7 卷第 20 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),October 15,2013,Vol.7,No.20 

 

·9225· 

强大的免疫应答效果？国内外已有的研究尚不能回答

这些问题。 
基于上述研究基础之上，本研究初步构建了

pVAX1-MUC1-VNTR1 弱、VNTR1 强、VNTR3、VNTR4、

VNTR6、VNTR9 和 pVAX1-MUC1 质粒核酸疫苗（其

中 MUC1-VNTR6 和 VNTR9 的构建国内外尚无报道），

并从人外周血中分离并诱导出未成熟 DC ，将

pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗转染至 DC，并加入细

胞因子 TNF-α 诱导成熟，用负载不同 MUC1-VNTRn

抗原的成熟 DC 与自体纯化富集的 T 细胞共培养，诱

导出 MUC1-VNTRn 特异性的 CTL，通过比较不同

MUC1-VNTRn 处理组活化分泌 IFN-γ 的特异性 CTL
数目以及该 CTL 对 MUC1 阳性的胰腺癌细胞株

Capan-2 的杀伤毒性，体外筛选出免疫原性较强的

pVAX1-MUC1-VNTRn 核酸疫苗，并通过小鼠体内保

护性和治疗性免疫应答实验进一步验证核酸疫苗的免

疫原性，最后证实 pVAX1-MUC1-VNTR6核酸疫苗具有

最强的免疫原性，为进一步制备纳米核酸疫苗靶向淋

巴结内 DC 的抗胰腺癌研究提供实验基础。该研究结

果紧密结合临床实践，具有广泛应用前景。本研究的

后续实验中拟用纳米包被 DNA 疫苗，利用其微小粒径

直接高效靶向淋巴结内大量的 DC 细胞，诱发机体产

生强大的特异性免疫应答，避免外周 DC 摄取抗原从

而产生免疫耐受，从而克服免疫耐受。因此，后续实

验中可考虑使用目前较成熟 MUC1.Tg 转基因小鼠模

型，因为在自身表达 MUC1 抗原的 MUC1.Tg 转基因

小鼠进行体内进行动物实验才能最真实模拟疫苗在人

体内的有效性。通过比较 MUC1.Tg 小鼠与 Wt 小鼠对

疫苗的反应，进一步探讨哪些免疫细胞、细胞因子及

机制参与了免疫耐受，找到免疫治疗的有效方式。 
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