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一种靶向钙结合蛋白S100A9重组疫苗的构建及其抗肿瘤活性研究
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摘要: 钙结合蛋白 S100A9与炎症发生与肿瘤侵袭密切相关, 是髓系来源的抑制性细胞 (myeloid-derived sup‐

pressor cell, MDSC) 的特异性标志物之一。本研究以霍乱毒素B亚基 (CTB) 五聚体为载体构建了一种靶向小鼠钙

结合蛋白 S100A9的重组多肽疫苗CTB-S100A9, 并在大肠杆菌分泌表达系统中获得表达。经纯化后的重组CTB-

S100A9五聚体蛋白辅以氢氧化铝佐剂免疫小鼠后能打破自身免疫耐受产生高滴度的S100A9抗体。在 4T1小鼠乳

腺癌的预防及治疗模型中, CTB-S100A9疫苗均能够有效抑制肿瘤生长。进一步发现CTB-S100A9疫苗能够有效减

少荷瘤小鼠外周血中Treg细胞的含量及粒细胞来源的MDSC, 逆转抑制性肿瘤免疫环境, 增强抗肿瘤免疫应答。本

研究的动物实验都是在南京中医药大学附属中西医结合医院动物伦理委员会批准的动物护理和方案下进行。该研

究表明, CTB-S100A9是一种良好的靶向肿瘤免疫环境的重组疫苗, 具有较大临床应用的潜力。
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Abstract: Calcium-binding protein S100A9 is closely related to inflammation and tumor invasion, and is one

of the specific markers of myeloid-derived suppressor cells (MDSC). In this study, a recombinant polypeptide

vaccine CTB-S100A9 targeting mouse calcium-binding protein S100A9 was constructed by fusion cholera toxin B

subunit (CTB) with S100A9 gene. The CTB-S100A9 fusion protein was expressed in E coli. and purified by Ni+

affinity chromatography. Vaccinate the purified recombinant CTB-S100A9 protein supplemented with aluminum

hydroxide adjuvant can break the autoimmune tolerance and produce high titer of S100A9 antibody in mice.

Moreover, the S100A9 antibody produced by CTB-S100A9 vaccination is more specific and does not cross-react

with S100A8. In the mouse 4T1 breast cancer model, CTB-S100A9 vaccination not only has significant tumor

prevention effects, but also has significant tumor therapeutic effects. In addition, CTB-S100A9 significantly inhibited

lung metastasis in 4T1 mice breast cancer model. Further analysis by flow cytometry showed that CTB-S100A9

vaccination can significantly reduce the tumor induced Treg cells and granulocyte-derived MDSC in 4T1 mice
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model, and reverse the tumor immunosuppressive environment, thereby promote the anti-tumor efficacy. The animal

experiments in this study were carried out under the animal care guidelines approved by the Animal Ethics Committee

of the Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Chinese

Medicine. This study shows that CTB-S100A9 is a good recombinant vaccine that targets the tumor immune-

suppression environment and has great potential for the future clinical application.

Key words: S100A9; cholera toxin B; protein vaccine; immunosuppressive; myeloid-derived suppressor cell

肿瘤诱导的免疫抑制微环境是促进肿瘤生长、侵

袭及远处转移, 限制机体抗肿瘤免疫应答的关键因素,

也是当前多种治疗手段包括分子靶向治疗疗效不佳的

重要原因[1]。一方面, 免疫细胞与其分泌的细胞因子

相互作用共同构成免疫微环境, 通过启动抗凋亡通路、

介导免疫耐受、诱导上皮间质转化及形成肿瘤干细胞

等途径促进肿瘤产生治疗耐受, 降低肿瘤治疗疗效; 另

一方面, 绝大多数小分子靶向药物会损伤 T细胞和 B

细胞的功能, 造成免疫抑制。因为多种分子靶向药物针

对的信号转导通路是免疫细胞和肿瘤细胞共用的, 如

丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase,

MAPK)、丝裂原活化蛋白激酶激酶 (MAPKK, MEK)、

周期蛋白依赖的激酶 (cyclin-dependent kinases, CDK) 通

路等[1]。肿瘤免疫抑制微环境组成包括肿瘤相关巨噬细

胞 (TAMs)、髓系来源的抑制性细胞 (myeloid-derived

suppressor cells, MDSCs)、调节性 T 细胞 (Tregs)、调节

性 B 细胞 (Bregs)、调节性树突状细胞 (Treg dendritic

cell, Treg DCs), 由这些细胞分泌的抑制性细胞因子 ,

如转化生长因子 beta (transfer growth factor β, TGFβ)、

白细胞介素 10 (interleukin-10, IL-10)、血管内皮生长因

子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) 等[2]。其

中MDSCs和Treg是肿瘤免疫抑制微环境主要细胞成

分。小鼠体内产生两种MDSC细胞, 分别是单核细胞

来源的 MDSC (monocytic MDSC, M-MDSC) 标记为

CD11b+Gr-1high 和粒细胞来源的 MDSC (granulocytic

MDSC, G-MDSC), 标记为CD11b+Gr-1int [3]。肿瘤免疫

抑制机制包括: 抑制性受体-配体的作用, 如程序性死

亡受体-配体 (programmed cell death protein 1, PD-1/

PD-L1), 细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4 及其配体

(CTLA-4/B7-H1), 以及免疫细胞分泌的免疫抑制细胞

因子 IL-10和TGFβ等介导肿瘤免疫逃逸。因此, 靶向肿

瘤免疫微环境, 逆转肿瘤免疫抑制, 激活肿瘤免疫应答

的治疗策略已经成为当前肿瘤免疫治疗的新热点[4-6]。

如阻断CTLA4/B7-H1相互作用, 能够显著增强Ｔ细胞

抗肿瘤效应, 在黑色素瘤治疗中, 能够延长患者的总生

存期; 靶向 PD1-PD-L1轴的抗体已取得了突破性的临

床疗效, 能够抑制多种恶性肿瘤, 如黑色素瘤、肾癌、鼻

咽癌和前列腺癌等[7]。

S100A9 属于钙结合蛋白 S100 蛋白家族 , 常与

S100A8以钙离子依赖性方式形成异源二聚体, 可抑制

酪蛋白激酶的活性, 主要表达于粒细胞、单核细胞等髓

系来源的细胞和特定病理状态下的角质化细胞[8]。

S100A9具有多个配体及翻译后修饰, 与炎症发生和肿

瘤侵袭密切相关[9]。最近的研究也表明, S100A9在肿

瘤细胞、侵润性免疫细胞中异常高表达并直接参与了

恶性肿瘤发生发展、侵袭、转移的各个阶段[9-11]。如有

研究表明, 胰腺癌组织中 S100A9可通过上调TGFβ诱

导上皮间质转变 (EMT) 并促进肿瘤细胞迁移[11]。

S100A9对于MDSCs的分化和聚集具有重要作用。肿

瘤细胞诱导的MDSC表面 S100A9高表达能够抑制树

突状细胞的成熟和分化, 并增加MDSC向肿瘤周围微

环境的募集, 从而导致多种细胞因子和趋化因子的合

成和分泌, 促进免疫抑制微环境形成[8,9]。S100A8/A9

异源二聚体在多种炎症疾病及恶性肿瘤中大量释放,

可作为临床诊断及治疗的潜在靶标进行深入研究[12]。

霍乱毒素 (cholera toxin, CT) 由 A亚基 (CT-A) 及

一个五聚化的B亚基 (CTB) 组成, CTB能够与大多数

哺乳动物细胞表面的神经节苷脂GM1特异性结合, 可

促进与其连接抗原蛋白通过黏膜屏障, 同时增强抗原

被 DC 等抗原提呈细胞的提呈作用[13]。因此, CTB 是

一个良好的载体蛋白。本课题组在前期研究中以霍乱

毒素 B 亚基 (CTB) 五聚体为载体构建了一种靶向小

鼠MDSC表面标识蛋白S100A8的重组多肽疫苗CTB-

S100A8, 免疫小鼠后能打破自身免疫耐受产生高滴度

的S100A8抗体并有效抑制小鼠乳腺癌肿瘤的生长, 并

减少外周血中肿瘤诱导的单核细胞来源的MDSC[14]。

本研究以CTB为载体蛋白构建了一种CTB-S100A9五

聚体多肽疫苗, 并对其抗肿瘤活性及其抗肿瘤机制进

行了初步探索。

材料与方法

质粒、菌株及试剂 大肠杆菌分泌表达载体

pCTB2及大肠杆菌菌株E.coli TG1、E.coli Top 10感受

态细胞、E.coli BL21 (DE3) 感受态细胞及DNA分子量

标准购自天根生化科技有限公司 ; 蛋白分子量标准
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(Thermo 公司); ClonExpress II One Step Cloning Kit

(Vazyme 公司); BspE I 及 BamH I 内切酶 (NEB 公司);

酪蛋白水解物 (casin hydrolyate, Fluka公司); 凝胶回收

及质粒小提试剂盒 (Axygen公司); 流式抗体 anti-CD4

anti-CD25 (BD 公司); cyclophosphamide (江苏恒瑞医

药股份有限公司); ELISA包被用重组小鼠 S100A9蛋

白购自 Prospec 公司 (catalogue no. PRO-878); 氢氧化

铝佐剂 (alumiunm hydroxide, Alum) 购自英潍捷基

(Invitrogen) 公司; 寡聚核苷酸 CpG (序列: TCCATGA

CGTTCCTGACGTT) 由南京金斯瑞生物科技有限公

司。其他试剂均为国产或进口分析纯试剂。

实验动物及细胞株 SPF 级 6 周龄雌性 BALB/C

小鼠购自上海实验动物中心, 体重 (20 ± 2) g, 许可证

号: SCXK (沪) 2012-0002。小鼠均采用标准的啮齿类

动物饲料进行喂养, 所有相关动物实验的操作严格按

照《实验动物管理条例》并按照南京中医药大学附属中

西医结合医院动物伦理委员会批准的实验方案进行。

小鼠乳腺癌 4T1细胞株购自中科院上海细胞库, 接种

于含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中, 37 ℃、5%

CO2培养箱中培养。

引物设计与基因合成 S100A9 (基因序列号

P27005) 序列由上海捷瑞生物工程有限公司合成并装

载至 pET28a载体中, 引物由南京金斯瑞生物科技有限

公司合成。引物序列如表1。

重组表达载体构建及蛋白纯化 重组CTB-S100A9

表达质粒的构建与 CTB-S100A8 质粒构建方法相同 ,

详细流程参考文献 [14]。以 pET28a-S100A9 为模板 ,

S100A9-F/R 为引物扩增 S100A9 (267 bp) 片段 , 通过

同源重组法将其整合至线性化质粒 pCTB2的 BamH I

及BspE I酶切位点之间。PCR鉴定为阳性 (PCR条件、

电泳检测方法如前[14]) 的单克隆送南京金斯瑞生物科

技有限公司测序。重组蛋白 S100A9/CTB-S100A9 的

表达纯化工艺与前作[14]相同。

免疫BALB/c小鼠及肿瘤接种

肿瘤预防模型 20只BALB/c小鼠随机分成 5组,

分别为模型组 (注射 PBS)、Alum+CpG 30 μg 佐剂组、

CTB 组、S100A9组、CTB-S100A9组。第 0、12天进行

皮下免疫, 注射剂量为: 50 μg (400 μL) 抗原/只/次, 5组

均辅以Alum 325 μg·(20 bgw)-1+CPG 30 μg·(20 bgw)-1。

第 17天进行眼眶静脉采血, 将血样室温静置 2 h至血

浆沉淀、血清完全析出, 4 ℃、4 000 r·min-1离心 20 min,

取血清储存于-70 ℃。第 20天接种 4T1肿瘤细胞, 接

种剂量为 1×105个 (100 μL, 10 mmol·L-1, pH 7.0的PBS

稀释)。第 25天进行第 3次皮下免疫, 剂量方法如前。

第 35天, 解剖小鼠, 收集血液样本, 并解剖收集肺脏,

按 Ma等[15]的方法统计肺脏转移灶, 计算每只小鼠肺

脏的转移灶数目。

肿瘤治疗模型 64只小鼠按上述方案接种 4T1肿

瘤细胞; 接种后监测出瘤情况及瘤体大小, 当平均瘤体

大小在 50～100 mm3时 (一般为接瘤后第 7～10天) 将

荷瘤小鼠随机分为5组, 分别为PBS组 (model)、Alum+

CpG佐剂组、S100A9组、CTB组、CTB-S100A9组。肿

瘤接种后第 7、14、21、28和 35天进行皮下免疫。上述

模型中肿瘤为每周测试 2次, 两种模型均于治疗终点

采集小鼠肿瘤及血液样本, 称量小鼠瘤重和体重。

Elisa法检测血清抗体 用50 mmol·L-1碳酸盐缓冲

液 (pH 9.6) 稀释 S100A9单结构域蛋白至 10 μg·mL-1,

包被 96 孔培养皿, 每孔 100 μL, 4 ℃孵育过夜。0.1%

PBST洗涤 6次, 3% BSA 37 ℃封闭 2 h, 0.1% PBST洗

涤 6次, 封闭液 1∶100稀释血清, 每孔包被 100 μL, 4 ℃

孵育过夜。0.1% PBST洗涤6次, HRP-rabbit-anti-mouse

IgG用封闭液 1∶5 000稀释, 每孔包被 100 μL, 37 ℃孵

育 1 h, 0.1% PBST 洗涤 12 次后 TMB/H2O2 室温显色

20 min, 100 μL 2 mol · L-1 硫酸终止反应。采用双波

长法于酶标仪上读取数据OD450和OD630, 实验组血清

(OD450-OD630) 大于正常组 2.1倍确认为抗体阳性。对

于血清抗体滴度的检测: 各组取 (OD450-OD630) 读数介

于中间值的样本检测抗体滴度。S100A9包被, 洗涤,

封闭如上操作。血清用封闭液倍比稀释如下倍数 :

100×20, 100×21, 100×22, ……, 100×210, 每孔包被100 μL,

4 ℃孵育过夜。二抗孵育, 洗涤及显色反应如上操作,

采用双波长法于酶标仪上读取数据OD450和OD630, 根

据OD450-OD630 读数计算各组抗体滴度。

流式细胞术测定外周血及脾脏MDSC、、Treg等细胞

数量 第 17天及第 49天, 在超净台中分离小鼠脾脏,

将脾脏放入盛有 2 mL 10 mmol·L-1 PBS (pH 7.4) 的小

皿中, 无菌镊子夹碎, 细胞悬液采用细胞筛进行过滤,

过滤后的脾脏细胞悬浊液 1 500 r·min-1离心 5 min 并

加入上述 PBS重悬洗涤 2次, 外周血则直接离心。在

脾脏细胞悬液和外周血细胞加入 3～5倍细胞体积的

Table 1 Primers used for the construction of cholera toxin B (CTB)-S100A9. The underlined nucleotides are BspE I and BamH I restric‐

tion sites

Primer

S100A9-F

S100A9-R

Sequence

TCCGGTGGAGGCGGGTCCTCCGGAGCTAACAAAGCTCCGTCTCAG

CTGATCAGTTTTTGTTCGGATCCCTAGTGATGGTGGTGGTGGTGTTTACCGCAACCTTTACC
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红细胞裂解液 , 轻轻吹打混匀 , 室温裂解 1～2 min。

4 ℃、2 000 r·min-1离心 5 min, 弃上清。离心后的细胞

沉淀加入适量上述 PBS重悬并洗涤2次。

将上述制备好的细胞用流式缓冲液重悬, 稀释细

胞为每毫升 5×106个细胞, 分成 4组进行流式染色, 每

支流式检测管中加入 100 μL细胞悬液, 分组如下: ①

CD4-FITC, CD3-APC, CD8-PE; ② CD4-FITC, FOXP3-

APC; ③ CD11b-FITC, Gr-1-APC, F4/80-PE; ④ CD11c-

PE, CD86-FITC。每管均加入 1 μL Fcγ R III/II抗体, 轻

柔混匀并在冰上孵育 10 min, 然后每管加入 2 mL上述

PBS洗涤 2次。流式缓冲液重悬细胞, 在每个流式检

测管中加入对应的荧光标记抗体, 然后各管避光孵育

30 min, 如上重复洗涤 2次, 最后加入 500 μL流式缓冲

液, 充分重悬细胞。上机检测。

统计学方法 本研究中所有统计均采用 one-way

ANOVA (and nonparametric) Tukey test 分别做两组间

统计, *表示P<0.05, **表示P<0.01, ***表示P<0.001。所

有统计数据均采用 GraphPad Prism 5.0软件进行统计

分析制图。

结果

1 CTB-S100A9表达载体的构建及重组蛋白制备

经鉴定为基因正确装入的表达载体pCTB2-S100A9

转化至BL21菌株进行表达, Ni柱亲和纯化, 得到大小

约为 12 kDa的S100A9单结构域蛋白, SDS-PAGE电泳

检测蛋白纯度大于 90% (图 1A)。CTB及CTB-S100A9

在 TG1宿主菌进行培养表达, 采用Ni2+柱进行亲和纯

化, 获得纯度>90% 的重组蛋白 (图 1B)。使用变性还

原及变性非还原两种上样缓冲液进行SDS-PAGE检测

重组蛋白是否具有多聚体形态。结果显示: 将CTB融

合S100A9表达时, 重组蛋白能形成包括五聚体在内的

多聚体形态 (图1B)。

2 抗血清学分析

分别以 S100A8及 S100A9单结构域蛋白包被, 将

不同蛋白第二次免疫后的血清作为一抗, 进行ELISA

测定。ELISA结果显示S100A9及CTB-S100A9组都能

产生均一的针对 S100A9的阳性抗体, 且CTB-S100A9

组抗体强度显著高于S100A9组 (图 2A)。在荷瘤小鼠

体内, 检测发现CTB-S100A9的抗体强度进一步提高,

并未受到肿瘤导致的免疫抑制环境的影响 (图 2B)。

说明五聚化的 CTB 能够增加抗原尺寸 , 增强免疫反

应 , 是良好的多肽疫苗载体蛋白。有意思的是由于

S100A8与 S100A9之间存在蛋白序列同源性, S100A8

免疫后也能产生针对 S100A9 的抗体。但是无论是

Figure 1 Purification and identification of cholera toxin B

(CTB), S100A9 and CTB-S100A9. A: SDS-PAGE analysis of the

expression of S100A9 under reducing condition; B: SDS-PAGE

analysis of the production of recombinant CTB and CTB-S100A9

pentamer. To detect the pentameric CTB and CTB-S100A9, the pu‐

rified proteins were mixed with 4 × non-reducing sample buffer

and directly loaded onto the gel without heating

Figure 2 Antibody specificity analysis by ELISA. Results shown anti-S100A9 responses from pooled mouse sera obtained 5 days after the

second immunization (A) and from pooled mouse sera obtained 15 days after tumor inoculation (B). C: Results shown anti-S100A8 responses

from pooled mouse sera obtained pooled mouse sera obtained 5 days after the second immunization. The mouse with average OD450-OD630

readings in each group were detected. n = 5,
-
x ± s. Repeat 3 times (r = 3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. ns: No sense
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S100A9 还是 CTB-S100A9 免疫后却并未产生针对

S100A8 的抗体 (图 2C)。这个结果表明 S100A9 免疫

产生的抗体特异性更强。

3 CTB-S100A9的肿瘤预防作用

按图 3A 所示对小鼠进行免疫、样本采集及肿瘤

接种。肿瘤体积测试表明 , 自肿瘤接种第 14 天起 ,

S100A9和 CTB-S100A9均具有显著的肿瘤抑制效果,

在肿瘤接种 21 天后 , Alum+CpG 佐剂组肿瘤平均体

积达到了 1 450 mm3, 而 S100A9 组和 CTB-S100A9 组

分别只有 350 mm3和 480 mm3 (图 3B)。CTB-S100A9

免疫后小鼠肿瘤平均重量为 1.72 g, 显著低于CTB组

(3.87 g, P<0.01) 及Alum+CpG佐剂组 (3.51 g, P<0.05)

(图 3C)。以上结果表明, S100A9及CTB-S100A9均有

显著的肿瘤预防作用 , 且 CTB-S100A9 的肿瘤生长

抑制活性更强。更有意思的是, 4T1作为一种小鼠高

转移性乳腺癌细胞, 其具有很强的肺转移能力。转移

后的肺脏表面不平整, 形态不规则, 充血。观察显示

CTB-S100A9免疫组小鼠的肺脏转移灶相对其他各组

更少, 肺脏形态更完整, 表面更光滑 (图3D)。而S100A9

抑制肿瘤肺转移活性不显著。对各免疫组的小鼠肺脏

转移灶进行计数发现, Alum+CpG佐剂组的肺脏转移

灶在 12～15个之间 (n = 3), 而S100A9及CTB-S100A9

组显著减少。CTB-S100A9组的肺脏转移灶平均为4～

7个, 大约是佐剂对照组的 50% (图 3E)。这表明在肿

瘤预防模型中, CTB-S100A9 疫苗免疫后能显著减少

小鼠乳腺癌的肺转移。

4 CTB-S100A9对体内T细胞、巨噬细胞及树突状细

胞的影响

流式细胞分析第二次免疫后第 5天小鼠外周血及

脾脏白细胞 , 结果发现 : 各免疫组对小鼠脾脏 CD4+

和 CD8+ T 细胞以及外周血中的 Mφ均无显著影响

(图 4A～C), 但是显著减少外周血中的 DC 细胞含量

(图 4D)。这可能与 S100A9蛋白本身的抑制性活性相

关。CTB-S100A9相较于Alum+CpG佐剂组能够轻微

增加MDSC的含量 (图 4E、F, 统计无显著差异)。这同

样可能与S100A9的生物学活性相关, 因为有研究表明

在小鼠体内过表达S100A9将会抑制DC及Mφ的成熟

和活化, 促进MDSC的成熟与募集。

5 CTB-S100A9的肿瘤治疗作用

按照图 5A所示的流程, 肿瘤接种后第 7天开始免

疫, 每周免疫 1次, 在模型组肿瘤体积达到 2 000 mm3

时终止实验 (约 35天)。结果提示, 在肿瘤接种后免疫

Figure 3 Tumor protective efficacy of CTB-S100A9 on 4T1 tumor-bearing mice. A: The vaccination schedule shows that mice got 3

immunizations on day 0, day 13 and day 25. Mice after 2 immunizations were given inoculations with 4T1 cells on day 20; Mice were

sacrificed at day 35; B: Inhibition of 4T1 tumor growth in BALB/c mice following tumor inoculation every 3 day. Tumor size was expressed

as tumor volume; C: Weight of separated tumors was measured after sacrifice; D: Photos of lung separated from different groups; E:

Pulmonary metastases statistics of each group in 4T1 tumor bearing BALB/c mice. For statistics in panel B and C, all the above values

are expressed as n = 4,
-
x ± s. For statistics in panel E, data was analysis by comparison the model group with the other groups with two

tailed t test. *P<0.05, **P<0.01
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2次 (第 22天) CTB-S100A9免疫组肿瘤平均体积开始

与对照组显示显著差异。在实验终点 , S100A9 组、

CTB 组及佐剂对照组与模型组的肿瘤体积均值均达

到了近 2 000 mm3, 而 CTB-S100A9 组只有 700 mm3

(图 5B)。这表明CTB-S100A9具有显著的肿瘤治疗活

性。值得一提的是, S100A9单结构域免疫尽管具有一

定的肿瘤预防作用, 但是在治疗模型中并未观察到显

著疗效。在第 35天实验终点解剖小鼠分离肿瘤进行

称重, 发现佐剂对照组与模型组以及 S100A9组、CTB

组的肿瘤平均重量均在 2～2.5 g左右, 而CTB-S100A9

Figure 5 Tumor therapeutic efficacy of CTB-S100A9 vaccine on 4T1 mammary cancer-bearing mice. A: Tumor therapy schedule. Mice

got 3 immunizations from day 7 after tumor inoculation and about 1 vaccination per week; Tumor size (B) and tumor weight (C) statistics

are shown as the
-
x ± s per group (n = 8, r = 3); D: After sacrifice, tumors were removed from mice in different groups and photographed;

Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni's multiple comparison test. **P<0.01

Figure 4 Effect of CTB-S100A9 on T cells, macrophage, dendritic cell (DC), and myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in splenocyte

and periphera blood leucocyte after the second vaccination. A, B: Percentage of CD4+ T (A) and CD8+ T (B) cells among splenocytes; C, D:

Percentage of Mφ (C) and DCs (D) cells among periphera blood leucocytes; E: Percentage of monocytic MDSC (M-MDSC, CD11b+Gr-1high)

among periphera blood leucocytes; F: Percentage of granulocytic MDSC (G-MDSC, CD11b+Gr-1int) among periphera blood leucocytes. All

the statics were represented the comparison between model group and the other groups (n = 3, r = 3). Data was analyzed by using two tailed

t test. *P<0.05, **P<0.01
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组的肿瘤平均重量只有0.4 g (图5C、D)。

6 CTB-S100A9对肿瘤诱导的MDSC、Treg的影响

流式细胞分析 4T1荷瘤小鼠的脾脏及外周血细胞

中免疫抑制细胞MDSC及Treg的数量, 结果如图 6所

示, S100A9及CTB-S100A9免疫后的小鼠外周血中, 经

肿瘤诱导的 G-MDSC减少, 其中 CTB-S100A9组与模

型组及Alum+CpG佐剂组相比有显著性差异 (P<0.01),

CTB-S100A9 组的 G-MDSC 只有模型组和佐剂组的

50%左右 (图 6A)。但是M-MDSC的数量在各组间无

显著差异 (图 6B, P>0.05), 这与CTB-S100A8的结果不

同, CTB-S100A8主要抑制肿瘤诱导的M-MDSC[14]。有

意思的是, S100A9及CTB-S100A9均能减少外周血中

CD4+FOXP3+ Treg的含量 (图6C), 特别是CTB-S100A9

免疫组外周血中CD4+FOXP3+ Treg的含量比模型组和

佐剂组减少 80%, 仅有 0.4% 左右 (图 6C), 并且 CTB-

S100A9能同时减少脾脏中 CD4+FOXP3+ Treg (图 6D,

P<0.01)。

讨论

MDSC 和 Treg 是最重要的免疫抑制细胞[16]。其

中MDSC可通过多种机制影响机体固有免疫应答和适

应性免疫应答, 包括抑制自然杀伤细胞的细胞毒活性,

抑制树突状细胞和巨噬细胞的分化, 诱导Treg细胞的产

生和扩增等。此外, MDSC表面表达的S100A8/S100A9

可作为其特异性标志物用于靶向药物设计。在前期研

究中, 本课题组利用融合表达技术率先设计了一种靶

向 S100A8的多肽疫苗CTB-S100A8, 该重组多肽疫苗

在BALB/c小鼠中能有效打破自身免疫耐受, 抑制外周

血中M-MDSC的表达, 在 4T1乳腺癌荷瘤小鼠模型中

具有显著的肿瘤预防作用。而 MDSC 的另一种特异

性标志物 S100A9, 与肿瘤发生发展关系更为密切, 但

其作为靶向 MDSC 的多肽疫苗设计靶点是否具有改

善肿瘤免疫微环境和抗肿瘤疗效尚不明确。

对于 CTB-S100A8 的研究发现, 其能有效抑制肿

瘤生长, 并减少外周血中肿瘤诱导的单核细胞来源的

MDSC, 但是对粒细胞来源的MDSC及另一种抑制性

细胞Treg影响不显著。此外, 重组疫苗产生的S100A8

抗体会与S100A9产生交叉反应。本研究依照前作, 以

CTB为载体蛋白构建了一种靶向 S100A9的多聚体重

组多肽 CTB-S100A9。与 CTB-S100A8 相似 , S100A9

与CTB融合后产生了高滴度的S100A9抗体。并且相

对于 S100A8, CTB-S100A9 产生的抗体特异性更高 ,

与S100A8几乎不发生交叉免疫反应。

CTB-S100A9重组多肽疫苗在 4T1乳腺癌荷瘤小

Figure 6 Effect of CTB-S100A9 on MDSCs in splenocyte and periphera blood leucocytes of tumor-bearing mice. A, B: Statistics on the

percentage of G-MDSC (A) and M-MDSC (B) in periphera blood leucocytes respectively; C, D: Percentage of CD4+FOXP3+ Treg cells in

periphera blood leucocytes (C) and splenocyte (D), respectively.
-
x ± s, n = 3, r = 3. Data was analyzed by using two tailed t test. *P<0.05, **P<0.01
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鼠模型中显示出显著的肿瘤预防作用。有意思的是在

肿瘤预防模型中发现, CTB-S100A9免疫组小鼠肺脏转

移显著少于其他各组。这表明CTB-S100A9重组疫苗

能够抑制乳腺癌细胞的肺转移。更重要的是, 该多肽

疫苗同时具有显著的肿瘤治疗作用。尽管重组S100A9

也能产生一定浓度的抗体应答, 但是研究并没有观察

到S100A9疫苗的肿瘤治疗作用。这说明融合CTB不

仅显著增强了S100A9的抗体应答, 而且显著促进了其

抗肿瘤活性。

CTB-S100A9 免疫后对脾脏中 CD4+或 CD8+ T 细

胞亚群无显著影响。该结果表明, CTB-S100A9 重组

多肽疫苗对机体的基础免疫并无显著影响。尽管如此,

CTB-S100A9免疫后外周血髓系来源的Mφ和DC细胞

含量有一定下降, 特别是DC细胞下降显著。而CTB-

S100A9免疫后对MDSC则有一定的促进增殖作用 (统

计结果与对照相比不显著)。这可能与重组的S100A9/

CTB-S100A9具有一定的生物学活性有关。因为有研

究表明 , 过表达 S100A9 能够抑制 DC、Mφ的分化同

时促进 MDSC 聚集[17]。但是在荷瘤小鼠体内 , CTB-

S100A9 免疫组中 G-MDSC 显著减少, 而 M-MDSC 则

变化不大。这表明CTB-S100A9与CTB-S100A8对外周

血 MDSC 影响不同[14], S100A9 主要表达于 G-MDSC,

而S100A8主要表达于M-MDSC。

Treg作为另一种主要的免疫抑制细胞, 与MDSC

存在一定的交互作用。Treg能够通过B7-H1信号转导

通路产生 IL-35 抑制 Th1 和 Th17 免疫途径 , 进一步

促进CD4+ T细胞分泌 IL-10。IL-10能够抑制DC细胞

的分化和成熟, 抑制 CD8+ T细胞的活化, 促进 MDSC

细胞的募集[18]。本研究发现, 荷瘤小鼠 S100A9/CTB-

S100A9免疫组的外周血和脾脏CD4+ FOXP3+ Treg细

胞含量同样显著降低, 这在前作 CTB-S100A8疫苗中

并未观察到类似效果。这表明抑制荷瘤小鼠体内的

G-MDSC 有可能通过 MDSC 与 Treg 的互作进而下调

肿瘤诱导的Treg, 而S100A9很有可能参与这种互作反

馈调节机制, 其详细机制需要进一步研究。

本研究再次证明, 通过设计靶向MDSC分子标志

物的重组多肽疫苗能够显著抑制MDSC和Treg, 改善

抑制性肿瘤免疫微环境, 促进抗肿瘤免疫应答。本研

究可为靶向肿瘤免疫环境的疫苗设计提供新的思路。
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