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肿瘤疫苗联合节拍化疗对小鼠乳腺癌作用的研究*

史业辉 周立艳 魏 枫 于津浦 贾勇圣 佟仲生

摘要 目的：研究新型肿瘤疫苗联合节拍化疗对晚期乳腺癌小鼠模型的治疗效果，并探讨其作用机制。方法：以小鼠乳腺癌

细胞系 4T1接种Balb/c小鼠建立模型。利用含高迁移率核小体蛋白 1（high-mobility group nucleosome binding protein 1，HMGN1）
基因的重组质粒转染 4T1细胞，制备瘤苗。小鼠皮下接种 4T1细胞，随机分成生理盐水对照组（NS组）、吉西他滨节拍化疗组

（MET组）、瘤苗组、节拍化疗联合瘤苗组（联合组）4组。观察各组小鼠肿瘤生长及不良反应，并检测肿瘤局部调节性T细胞（regu⁃
latory T cells，Tregs）的Foxp3表达及肿瘤微血管密度（microvessel density，MVD）的变化。结果：联合组肿瘤体积明显小于MET组

及瘤苗组（P<0.05），与NS组比较有显著性差异（P<0.001）。Western blot和免疫组织化学检测发现，联合组与MET组小鼠肿瘤局

部浸润Tregs的Foxp3表达及肿瘤MVD明显减少（P<0.05）。各治疗组未出现明显的不良反应。结论：HMGN1基因修饰的新型瘤

苗联合吉西他滨节拍化疗在乳腺癌小鼠模型治疗中疗效显著且耐受性良好。
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Abstract Objective: This study aimed to observe the synergistic effect of a new tumor vaccine combined with metronomic che-

motherapy in vivo on breast cancer. This study was also conducted to investigate the mechanism of this combination. Methods: Balb/c

mice inoculated with 4T1 mouse breast cancer cell were used as tumor models. High-mobility group nucleosome-binding protein 1

(HMGN1) gene was used to transfect 4T1 cell lines as cancer vaccines. After 4T1 cell was inoculated, the mice were randomized into

four groups: normal saline (NS); metronomic gemcitabine (GEM) alone; cancer vaccine alone; and combination therapy group. Tumor

growth and potential toxicities of these regimens were observed. The Foxp3 expression of regulatory T cells (Tregs) was detected by

western blot and immunohistochemical staining. The microvessel density (MVD) of the tumor was also detected by immunohistochemi-

cal staining. Results: The tumor volume of the mice was significantly lower in the combination group than in the MET group or cancer

vaccine group (P<0.05). This result exhibited a higher significant difference than the tumor volume of the mice in the NS group (P<

0.01). Foxp3 expression was significantly lower in the mice treated with GEM (combination or MET group). MVD was significantly

lower in these two groups than in the cancer vaccine group or NS group (P<0.05). Furthermore, adverse reactions slightly occurred in

each group. Conclusion: The combination of cancer vaccines and metronomic GEM is a very active and well-tolerated regimen for

breast cancer in mice.
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晚期乳腺癌患者常因接受多疗程、多方案化疗

对多种化疗药物已耐药，且骨髓储备功能较差不能

耐受常规剂量化疗，是临床乳腺癌治疗的难题。新

兴的生物治疗特别是乳腺癌瘤苗无疑为晚期乳腺癌
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患者的治疗带来了希望，而乳腺癌瘤苗疗效受多种

因素影响，目前研究热点主要在如何增强瘤苗免疫

疗效及克服体内抑制因素。警报素（alarmins）是一类

具有树突状细胞（dendritic cell，DC）募集和活化双重

作用的内源因子［1］，可作为瘤苗强有力的佐剂，其中

高迁移率核小体蛋白 1（HMGN1）为 alarmins家族中

重要成员之一。节拍性化疗（metronomic chemothera⁃
py，MET）是指持续性、小剂量、高频率使用细胞毒性

药物，中间无间歇期的一种化疗方式［2］。Son等［3］研

究表明节拍化疗与免疫治疗及放疗联合，显著提高

小鼠结肠癌生存期，机制主要是通过降低调节性T细

胞水平。本研究通过构建HMGN1分泌表达的乳腺

癌瘤苗并联合节拍化疗治疗小鼠晚期乳腺癌，并初

步探讨二者协同作用机制，为晚期乳腺癌解救治疗

及乳腺癌生物化疗治疗模式提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

Balb/c小鼠，雌性，4～6周龄，平均体质量 20 g，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司，SPF级条

件下饲养，符合伦理委员会认可。小鼠乳腺癌细胞

系 4T1 为本院免疫室保存。吉西他滨购自 Lilly
France公司，Foxp3抗体购自 Ebioscience公司，CD34
抗体购自Novus公司，Lipofectamine 2000TM购自 Invit⁃
rogen 公司。RPMI 1640 培养液、胎牛血清（FBS）、

0.25%胰酶消化液和青霉素/链霉素购自Hyclone公司。

1.2 方法

1.2.1 小鼠乳腺癌瘤苗的制备 利用含HMGN1基

因的重组质粒，以脂质体法转染生长状态良好的4T1
细胞。24、48 h后采用TCA-丙酮沉淀法提取细胞上

清蛋白，Western blot检测HMGN1蛋白的分泌，以分

析转染效率。收集分泌量达到使用标准的4T1细胞，

给予致死量（30 Gy）放射线照射，制备乳腺癌瘤苗。

1.2.2 荷瘤小鼠模型的建立及分组 正常Balb/c小
鼠随机分成 4组，5只/组。将对数生长期的 4T1细胞

调整细胞浓度至 5×107/mL，接种 0.1 mL于每只小鼠

右侧腹股沟皮下，每日观察肿瘤形成情况。扪及肿

瘤直径为6～9 mm时随机分为4组：1）节拍化疗联合

瘤苗组（联合组）：每只小鼠腹腔注射吉西他滨（gem⁃
citabin，GEM）10 mg/kg，每3天1次，持续至第21天；化

疗第8天，于肿瘤对侧皮下注射瘤苗细胞（1×106个/只），

7 d后加强免疫1次；2）单纯瘤苗组（瘤苗组）：只给予

瘤苗免疫治疗，联合组化疗 7 d后，本组小鼠肿瘤注

射瘤苗；3）单纯吉西他滨节拍化疗组（MET组）：只给

予小剂量吉西他滨治疗；4）生理盐水对照组（NS组）：

采用生理盐水腹腔内和皮下注射。各组用量用法均

参照联合组。

1.2.3 组织取材及免疫印迹和免疫组织化学检

测 上述动物实验中，在接种肿瘤后第31天，测量小

鼠肿瘤的大小，颈椎脱臼法处死小鼠。无菌条件下

完整剥离瘤组织，生理盐水冲洗后电子天平称重，将

瘤组织切成小块，部分置于常温下10%中性福尔马林

浸泡 24 h。常规石蜡包埋后 4 μm连续切片，免疫组

织化学检测Foxp3、CD34；另一部分置于液氮中，提取

蛋白后Western blot法检测Foxp3表达。

1.2.4 结果判定 成瘤后隔日测量小鼠体质量和肿

瘤最长径（a）及与之垂直的横径（b），根据公式 V=
1/2ab2计算移植瘤体积，绘制移植瘤生长曲线。实验

过程中注意观察小鼠皮毛色泽、食欲及活动变化。

Foxp3判定：Foxp3是Tregs发育、活化、发挥功能的关

键基因，为叉状头/翼状螺旋转录因子，细胞核着色

为阳性结果。对每张切片随机计数 5个高倍视野

（×400）阳性细胞数，取平均值。MVD判定：以CD34
单抗作为特异血管内皮细胞表面抗体检测MVD，按

照Weidner等［4］判定标准计数。

1.3 统计学处理

采用 SPSS19.0统计软件进行分析。计量资料以

均值±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析及LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HMGN1基因修饰瘤苗的构建

Western blot检测转染 24、48 h后细胞上清蛋白

（各两个样品），结果显示均有HMGN1蛋白的分泌

（图1），符合瘤苗构建要求。

图1 Western blot检测转染后4T1细胞上清中HMGN1蛋白表达水平

Figure 1 HMGN1 protein expression in transfected 4T1 cell culture su⁃
pernatant detected by western blot analysis

2.2 各组小鼠乳腺癌移植瘤生长的抑制效应

各组小鼠体质量、皮毛、食欲、行为等一般情况

均未出现与治疗有关的改变。治疗前及治疗早期各

组小鼠皮下移植瘤体积差异无统计学意义（P>0.05）；
治疗第 13天NS组移植瘤体积与各治疗组比较差异

有统计学意义（P<0.05），但各治疗组间差异无统计学

意义（P>0.05）；治疗结束后，NS 组肿瘤体积为

（3201.1 ± 657.2）mm3、MET 组肿瘤体积为（2010.6 ±
439.3）mm3、瘤苗组肿瘤体积为（2432.1±527.8）mm3、

联合组肿瘤体积为（1292.8±364.9）mm3。联合组移植

瘤体积与NS组比较有显著性差异（P<0.001），与MET
组或瘤苗组比较亦有显著性差异（P<0.05），而MET

24 h 24 h 48 h 48 h
HMGN1
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组和瘤苗组间比较差异无统计学意义（P=0.209）（图

2）。各组瘤重比较与以上结果相似（图3）。

图2 小鼠移植瘤生长曲线

Figure 2 Tumor growth curves of mice

图3 小鼠移植瘤瘤重

Figure 3 Weight of transplanted tumor in mice

2.3 吉西他滨节拍化疗降低免疫抑制细胞的检测

Western blot结果显示，各组小鼠肿瘤组织均表

达Foxp3蛋白，采用蛋白条带和β-actin的灰度值比值

评价，MET组及联合组比值明显低于NS组及瘤苗组，

差异有统计学意义（P<0.05）。免疫组织化学结果显

示NS组、MET组、瘤苗组、联合组小鼠肿瘤组织均能

观察到 Foxp3 阳性淋巴细胞，阳性细胞数分别是

（40.8±8.3）个/HP、（13.8±4.4）个/HP、（34.2±5.1）个/
HP、（14.4±4.3）个/HP。分析结果显示NS组与含小剂

量吉西他滨化疗组（MET组及瘤苗组）差异有统计学

意义（P<0.001），与瘤苗组比较差异无统计学意义

（P=0.089，图4～5）。

1：NS group；2：MET group；3：Cancer vaccine group；4：Combination group
图4 Western blot检测肿瘤局部浸润Tregs的Foxp3蛋白表达

Figure 4 Foxp3 protein expression in tumor-infiltrated Tregs detected
by western blot analysis

2.4 节拍化疗对肿瘤血管新生的影响

MET组（11.4±5.80）与联合组（12.8±4.60）的MVD
计数明显低于 NS 组（30.0±3.54）和瘤苗组（24.0±
3.81）（P<0.001），而两组间MVD计数差异无统计学

意义（P=0.633），NS组和瘤苗组MVD计数差异也无

统计学意义（P=0.053）。

A：NS group；B：MET group；C：Cancer vaccine group；D：Combination
group
图5 免疫组织化学检测移植瘤组织中Foxp3表达（SP×400）
Figure 5 Foxp3 protein expression in tumor-infiltrated Tregs detected
by immunohistochemistry

3 讨论

本研究通过建立小鼠晚期乳腺癌模型，利用乳

腺癌细胞4T1作为抗原，alarmins家族成员HMGN1作
为佐剂构建乳腺癌瘤苗，进行瘤苗联合吉西他滨节

拍化疗的联合治疗，疗效显著且未见明显毒副反应。

alarmins可通过促进抗原的摄取、处理和呈递，在

获得性免疫预警过程中发挥关键作用［1，5］。HMGN1作
为alarmins家族成员之一在修饰瘤苗方面具有其独特

的优势：可刺激DC增殖、成熟；上调人单核细胞来源的

DC表达CD80、CD86、CD83及MHCⅠ/Ⅱ类分子等，并

促使其分泌 lL-12、IL-6、IL-8、IL-23、TNF等促炎性细

胞因子；上调CCL21、CCR7及下调CCL5等参与肿瘤免

疫反应，可进一步激活小鼠体内免疫效应细胞［6］。利用

肿瘤细胞作为抗原，可避免因肿瘤细胞抗原表位突变

而发生的免疫逃逸［7］，提供已知和未知的肿瘤相关抗原，

并无需事先鉴定所有抗原分子。本研究发现瘤苗组的

体内抗肿瘤效应明显优于NS组，这可能与HMGN1较
强的免疫佐剂效应相关。

肿瘤疫苗临床疗效欠佳的一个重要原因是肿瘤

获得了多种逃逸机体免疫的方法。研究发现Tregs与
肿瘤免疫逃逸密切相关［8］，肿瘤微环境中存在的

Tregs数量普遍升高，即肿瘤通过某种机制诱导了

Tregs的分化，而Tregs可通过多种途径抑制机体的获

得性和天然性抗肿瘤免疫，介导肿瘤免疫逃逸，促进

肿瘤发展［9］。逆转Tregs的免疫抑制作用将有助于打

破肿瘤免疫耐受，提高肿瘤疫苗的疗效。研究表明［10］

使用小剂量化疗药物循环刺激可显著降低 Tregs数
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亻刡

量，小剂量远低于临床常用化疗剂量，对于多次化疗

后的晚期乳腺癌患者具有重要意义。常规化疗不仅

直接杀伤肿瘤细胞，且抑制机体免疫系统，进而削弱

肿瘤疫苗的免疫治疗效果。在化疗联合免疫治疗方

面，选择合适化疗药物剂量［11］和最佳的时间间隔［12］

非常重要。近年来，MET研究焦点主要是通过持续

作用于肿瘤血管内皮细胞抑制其增殖、迁移，阻断血

管生成，从而达到抑制肿瘤生长的目的。本研究发

现MET组及联合组MVD计数明显低于瘤苗组或NS
组，提示MET显著抑制血管新生，使肿瘤组织缺血坏

死，生长受限，更利于肿瘤疫苗发挥作用，可能是二

者协同作用的机制之一。本研究还发现MET组未见

明显毒副反应，表明节拍化疗可用于不能耐受常规

化疗的晚期乳腺癌患者。

随着研究不断深入，发现MET可能是一种多靶

点的抗癌手段。Jiang等［13］应用紫杉醇MET处理转移

性乳腺癌小鼠模型，除抗血管作用外，还具有抗淋巴

管生成的作用，推测 MET 可能影响肿瘤微环境。

Ghiringheli等［14］研究环磷酰胺MET能降低荷瘤小鼠

体内的CD4+CD25+Tregs数量，改善T细胞和NK细胞

的功能，从而起到免疫增强作用。GEM是核苷酸还

原酶抑制剂，通过抑制肿瘤细胞DNA合成发挥抗肿

瘤作用，被广泛用于实体瘤的化疗，其不仅直接发挥

抗肿瘤活性，还介导与肿瘤免疫治疗相关的免疫学

效应［10，15］，同时该药又非常用一线或二线治疗药物，

对于晚期乳腺癌患者意义重大。因此，本研究选用

GEM节拍化疗联合瘤苗治疗，结果显示联合组小鼠

肿瘤生长较对照组受到显著抑制，经MET处理的小

鼠（MET组及联合组）肿瘤局部浸润的Tregs数量明显

少于NS组及瘤苗组（P<0.05），表明MET可降低肿瘤

局部浸润Tregs数量，进而增强瘤苗疗效。

综上所述，本研究应用HMGN1作为免疫佐剂构

建乳腺癌瘤苗有较好的抗瘤疗效，MET通过降低肿

瘤局部浸润的Tregs水平，增强瘤苗特异性免疫效应，

显著抑制肿瘤生长，提示在MET后进行瘤苗的主动

免疫可诱发较强的肿瘤免疫应答，也为打破肿瘤患

者免疫耐受状态提供了一种新方法。本研究为晚期

乳腺癌治疗提供了新的选择，为实体瘤患者的生物-
化疗模式提供了一新的思路和方法，值得进一步研

究。
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