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CpG ODN协同MAGE-3抗原肽致敏DC疫苗对膀胱癌细胞BIU-87的
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[摘 要] 目的：探讨含未甲基化胞嘧啶鸟嘌呤(CpG)序列的细菌寡核苷酸（CpG oligodeoxynucleotide,CpG ODN）免疫佐剂在

增强黑色素瘤抗原基因-3(melanoma antigen gene -3，MAGE-3)抗原肽致敏DC抗膀胱肿瘤细胞的作用及其分子机制。方法：采
用Ficoll法从健康志愿者HLA-A2型外周血中分离单个核细胞，常规方法诱导培养制备成熟DC。MTT法检测不同方式（MAGE-

3、CpG ODN、MAGE-3+CpG ODN 和无关抗原对照）致敏 DC 对 T 淋巴细胞增殖和 CTL 对靶细胞 BIU-87 的杀伤作用。CpG

ODN+MAGE-3抗原肽致敏DC抗裸鼠BIU-87膀胱癌细胞移植瘤治疗7、11 d测定移植瘤质量变化，MTT和Western blotting法分

别检测移植瘤细胞的增殖水平及其凋亡蛋白表达的变化。结果：CpG ODN+MAGE-3抗原肽致敏DC能够促进T淋巴细胞增殖

（P<0.05），并显著提高活化T淋巴细胞的CTL对靶细胞BIU-87的杀伤活性（P<0.05）。体内实验表明，致敏DC治疗7、11 d的各组

移植瘤质量均明显降低（均P<0.05），移植瘤的增殖能力下降也较明显（P<0.05）；与其他致敏DC方式相比较，尤以CpG ODN+

MAGE-3致敏DC组在治疗 11 d时的移植瘤质量降低非常显著（P<0.01），且明显促进荷瘤小鼠脾脏单个核细胞的增殖能力（P<

0.01）；该组在治疗第3天起移植瘤组织Bcl-2表达水平明显降低、Bax水平明显升高（均P<0.05或P<0.01）。结论：CpG ODN能促

进MAGE-3抗原肽致敏DC对膀胱癌BIU-87细胞的抑制作用，为膀胱癌DC疫苗的临床应用提供了实验依据。

[关键词] 膀胱癌；BIU-8细胞；树突状细胞；含CpG序列的细菌寡核苷酸；黑色素瘤抗原基因-3

[中图分类号] R392.11；R737.14 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）09-0891-07

Inhibitory effects of DC vaccine sensitized with MAGE-3 combined with CpG
ODN on bladder cancer BIU-87 cells

LI Xiuzhen, XUE Qingjie, LU Hai, NIE Shangdan, WANG Hui, LI Yunqing, ZHAO Longyu，TAN Wenbing（Department of Pathogen-

ic Biology of Jining Medical College, Jining 272000, Shandong, China）

[Abstract] Objective: To investigate the role of CpG ODN (CpG oligodeoxynucleotide) adjuvant in enhancing the anti-bladder cancer

response induced by MAGE-3 (melanoma antigen gene -3) antigen and its molecular mechanism. Methods: Mononuclear cells were

isolated from HLA-A2 type peripheral blood of healthy donors by Ficoll method to prepare mature DC by conventional means. DC sur-

face markers were detected by flow cytometry. MTT assay was used to detect the promotion effect of DCs sensitized by different means

(MAGE-3, CpGODN, MAGE-3+CpG ODN, irrelevant control antigen) on the proliferation of T lymphocytes and the killing effect of

CTL on BIU-87 tumor cells. The tumor mass of nude mice bearing BIU-87 bladder cell xenograft were examined on Day 7 and 11 after

CpG ODN+MAGE-3 sensitized DC treatment. The expression of Bcl-2/Bax protein was detected by Western blotting while the prolifer-

ation level of xenograft cells was detected by MTT assay. Results: DCs sensitized by CpG ODN combined with MAGE-3 antigenic

peptides could promote the proliferation of T lymphocytes and significantly enhance the killing effect of CTL on target BIU-87 cells (P<

0.05). Compared with other sensitized DCs, in vivo experiments showed that 7 and 11 days after treatment, both the tumor volume and

weight were significantly reduced (all P<0.05), and the proliferation ability of xenograft tumor was decreased (P<0.05). Compared with
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other sensitization means, CpG ODN+MAGE-3 especially exhibited obvious inhibitive effect on tumor growth on Day 11, and signifi-

cantly promoted the proliferation of splenic monocytes of tumor bearing mice (P<0.01); moreover, Bcl-2 expression in xenograft tis-

sues significantly decreased（P<0.01）while Bax expression significantly increased（P<0.05 or P<0.01）on Day 3 after treatment. Con-

clusion: CpG ODN can promote the inhibitory effect of MAGE-3 sensitized DC on bladder cancer BIU-87 cells, which will provide ex-

perimental basis for clinical application of DC vaccine in bladder cancer treatment.

[Key words] bladder cancer; BIU-87 cell; dendritic cell (DC); CpG oligodeoxynucleotide（CpG ODN）; melanoma antigen gene-3

(MAGE-3)

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(9): 891-897. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.09.008]

目前，基于肿瘤抗原的肿瘤治疗性疫苗仍然是

国内外关注的重点之一，大量肿瘤疫苗进入了临床

研究阶段，有的已进入临床Ⅲ期。肿瘤抗原的选择则

是这一治疗模式的关键环节，其中黑色素瘤抗原基

因(melanoma antigen gene, MAGE)抗原家族成员在

正常组织中(除睾丸和胎盘外)不表达而常在多种肿

瘤组织中表达，且存在着一种MAGE抗原表达于多

种不同组织类型的肿瘤中，或者一种组织类型的肿

瘤中表达多种MAGE抗原的特点。因此，由MAGE

基因编码的抗原肽可以被CTL特异识别[1-3]，引起对

肿瘤细胞的特异性免疫杀伤效应[4-5]。本课题组[6]前

期实验证实，MAGE-3抗原肽致敏的单核细胞来源的

DC能诱导CTL细胞活化，继而诱导MAGE-A3抗原

特异性免疫应答，并产生了明显的抗肿瘤作用。为

了进一步提高上述MAGE-3抗原肽致敏的DC抗肿

瘤作用，根据未甲基化胞嘧啶鸟嘌呤(CpG)二核苷酸

直接促进DC和巨噬细胞活化的报道[7-10]，本研究选择

含CpG序列的细菌寡核苷酸（CpG oligodeoxynucleo-

tide,CpG ODN）为佐剂，通过体内外试验，探讨CpG

ODN是否具有免疫佐剂作用及增强疫苗免疫效能，

并初步分析其作用机制，为实现膀胱癌DC疫苗的应

用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂

人膀胱癌 BIU-87 细胞由本研究室传代培养。

RPMI 1640(美国 GIBCO 公司)，L -谷胺酰氨（JRH,

2E1026），Ficoll（上海恒信化学有限公司），MAGE-3

抗原九肽LLIIVLAII及MAGE-3无关抗原肽卵清蛋

白 YSIINFEKL(北京中科亚光生物科技有限公司)，

CpG ODN(ODN2216，ODN2243)（InvivoGen 公司 ，

USA）。人粒巨噬细胞集落刺激因子（rhGM-CSF）、

重组人白细胞介素4（rhIL-4）、重组人肿瘤坏死因子α

（rhTNF-α）（Pepro Tech公司），CD11b、CD80、CD86、

HLA-DR抗体(BD公司)。

1.2 人DC的培养及鉴定

实验室常规方法分离健康自愿者的HLA-A2型

外周血单个核细胞（5×l06/ml），以37 ℃、5% CO2、含重

组 GM-CSF(1 000 U/ml)和 IL-4(1 000 U/ml)的 RP-

MI1640培养。第7天收集非黏附细胞和疏松黏附的

增殖性DC聚集体，加入含TNF-α 1 000 U/ml的完全

培养基，于 6 孔板中继续培养 2 d。取 5×l05个 DC，

PBS 洗 2 次，CD11b、CD80、CD86、HLA-DR 抗体标

记，流式细胞仪检测DC纯度及成熟度。

1.3 T淋巴细胞的制备

按照 1.2中的材料与方法,取上述同一个体的外

周血，Ficoll法常规分离单个核细胞，按照尼龙毛柱法

进行 T 细胞洗脱，流式细胞仪鉴定后留用（T 细胞>

80%）。

1.4 DC的抗原致敏

收集共培养第9天的DC，调整细胞密度至3×106

个/ml，以 50 ng/ml的终质量浓度加入MAGE-3抗原

九肽LLIIVLAII、MAGE-3无关抗原肽及CpG ODN，

继续培养24 h。阴性对照组加入RPMI 1640培养液，

相同时间培养。

1.5 MTT法检测致敏DC对T淋巴细胞增殖率的影响

将获得的T淋巴细胞密度调整为2×105个/ml，取

100 μl，T∶DC 为 25∶1，分别与 100 μl MAGE-3 致敏

DC（终质量浓度50 ng/ml）、CpG ODN致敏DC（终质

量浓度 6 μg/ml）、MAGE-3+CpG ODN致敏DC、无关

抗原YSIINFEKL致敏DC，RPMI 1640完全培养液为

对照组，加入 96孔板，37 ℃、5% CO2培养箱中培养

72 h。MTT法测定细胞增殖状况。增殖率（%）=(实

验组D值/对照组D值-1)×100%。实验重复3次。

1.6 流式细胞术检测CTL对BIU-87细胞的杀伤作用

收集上述1.5中方法诱导的T淋巴细胞，以T：DC

为 25∶1的比例与上述各组致敏DC混合，加入 96孔

板，37 ℃、5% CO2培养箱中培养 72 h，加入 100 μl密

度为 2.5×104个/ml及 1.25×104个/ml的BIU-87细胞，

继续培养 48 h。以流式细胞仪（PI/Annexin V）检测

CTL对BIU-87细胞的杀伤作用，杀伤率（%）=（对照

组细胞存活率-实验组细胞存活率）/对照组细胞存活

率×100%。实验重复3次。

1.7 MAGE疫苗和/或CpG ODN对裸鼠移植瘤生长

的影响

按照致敏方法分组：A 组，MAGE-3 抗原致敏
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DC；B 组，CpG ODN 致敏 DC；C 组，MAGE-3 抗原+

CpG ODN致敏DC；D组，无关抗原YSIINFEKL致敏

DC；对照组，T淋巴细胞+RPMI 1640培养液。每组

裸鼠 5只。将上述方法获得的各组DC和 T淋巴细

胞，以每只 l×106个细胞尾静脉注入荷瘤小鼠。根据

预实验结果，于治疗第11天观察小鼠肿瘤生长情况，

十字交叉测瘤体直径大小，计算肿瘤体积(V=1/2×长

径×短径 2)，称量肿瘤质量变化。

1.8 MTT法检测荷瘤小鼠脾脏单个核细胞和膀胱移

植瘤细胞的增殖情况

分离荷瘤小鼠脾脏单个核细胞，调整为2×105个/

ml，取100 μl加入96孔板中，MTT法测定脾脏单个核

细胞增殖变化。同时分离肿瘤细胞，调整为2×105个/

ml，MTT法检测移植瘤细胞的增殖水平。脾脏单个

核细胞增殖率（%）=(实验组 D 值/对照组 D 值-1)×

100%。移植瘤细胞增殖抑制率（%）=(1－实验组D

值/对照组D值)×100%。实验重复3次。

1.9 Western blotting法测定荷瘤小鼠瘤组织细胞凋

亡蛋白的变化

选择抑瘤效果最为明显的 MAGE3+CpG ODN

组，在治疗0、3、7 d后，取荷瘤小鼠瘤组织细胞，采用

Western blotting实验测定凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax的

表达变化。实验重复3次。

1.10 统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件，数据以 x̄±s表示，两

组间比较采用 t检验;多组间比较采用单因素方差分

析，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 致敏DC表面CD83、CD86和CD80阳性表达率

明显提高

流式细胞仪检测共培养至第 9天的DC结果（图

1）显示，MAGE-3抗原、CpG ODN和MAGE-3抗原+

CpG ODN致敏DC的CD83、CD86和CD80阳性表达

率明显高于RPMI 1640完全培养液或YSINFEKL无

关抗原组（P<0.05 或 P<0.01），并以 MAGE-3 抗原+

CpG ODN致敏的DC组为最高。

图1 致敏后各组DC表面CD83、、CD86和CD80表达水平的流式图

Fig.1 Flow patterns of expression levels of CD83, CD86 and CD80 on DC surface after sensitization
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*P<0.05，**P<0.01 vs RPMI 1640 or YSINFEKL group

图2 致敏后各组DC表面CD83、、CD86和CD80表达水平统计图

Fig.2 Statistical expression of CD83, CD86 and CD80

expression on DC surface after sensitization

2.2 致敏DC疫苗致T淋巴细胞的增殖能力明显增强

不同方式致敏 DC 后，MAGE-3、CpG ODN 和

MAGE-3+CpG ODN致敏 9 d DC活化T淋巴细胞的

增殖能力均明显高于 RPMI 1640 或 YSINFEKL 组

（P<0.05，图3）。

*P<0.05 vs RPMI 1640 or YSINFEKL group

图3 MAGE-3和/或CpG ODN对T淋巴细胞增殖的影响

Fig.3 Effects of MAGE-3 and / or CpG ODN on

proliferation of T lymphocytes

2.3 致敏 DC 疫苗明显提高 CTL 杀伤膀胱癌细胞

BIU-87的活性

效靶比为 1∶25 时，无关抗原 YSINFEKL 和 RP-

MI 1640培养液致敏DC组无明显诱导CTL对靶细胞

BIU-87产生杀伤作用。MAGE-3九肽致敏DC、CpG

ODN致敏DC组均诱导CTL对BIU-87的杀伤率，均

显著高于RPMI 1640或YSINFEKL组，而以MAGE-

3+CpG ODN致敏DC组的作用最强（P<0.05，图4）。

2.4 致敏DC疫苗明显抑制裸鼠BIU-87移植瘤的生长

与 RPMI 1640 完全培养液组、无关抗原 YSIN-

FEKL组比较，MAGE-3、CpG ODN或MAGE-3+CpG

ODN致敏DC组治疗7 d时移植瘤体积减小。11 d时

的肿瘤体质量明显降低（P<0.05），并以 MAGE-3+

CpG ODN致敏DC组11 d时最为明显(P<0.01，图5）。

*P<0.05 vs RPMI 1640 or YSINFEKL group

图4 致敏DC对CTL杀伤靶细胞BIU-87活性的影响

Fig.4 Effect of sensitized DCs on the killing activity of CTL

against BIU-87 cells

*P<0.05，**P<0.01 vs RPMI1640 or YSINFEKL group

图5 致敏DC治疗7、、11 d时各组BIU-87裸鼠移植瘤

体质量的变化

Fig.5 Changes of tumor mass of nude mice bearing BIU-87

transplanted xenograft after treatment with sensitized DCs

at 7 and 11 d

2.5 致敏DC疫苗明显促荷瘤小鼠脾脏中单个核细

胞的增殖率

MTT法检测结果（图6）显示，免疫治疗荷瘤小鼠

11 d时，MAGE-3、CpG ODN和MAGE-3+CpG ODN
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较RPMI 1640和YSINFEKL组均明显促进荷瘤小鼠

脾脏单个核细胞的增殖能力(P<0.05)，并以MAGE-

3+CpG ODN致敏的DC组最为明显(P<0.01)。

*P<0.05，**P<0.01 vs RPMI 1640 or YSINFEKL group

图6 MTT法检测致敏DC治疗11 d荷瘤小鼠脾细胞中

单个核细胞的增殖能力

Fig.6 The proliferative ability of mononuclear cells in

splenocytes of tumor bearing mice at Day 11 of sensitized

DCs treatment by MTT assay

2.6 致敏DC明显抑制BIU移植肿瘤组织细胞的增

殖能力

MTT法检测结果（图7）显示，与YSINFEKL组增

殖抑制率比较，MAGE-3 致敏 DC 或 MAGE-3+CpG

ODN致敏DC组对移植瘤组织内BIU-87瘤细胞增殖

抑制率明显增强（P<0.05）。

*P<0.05 vs YSINFEKL group

图7 MTT法检测致敏DC对移植瘤细胞增殖水平的影响

Fig.7 Effect of the different sensitized DCs on proliferation

ability of transplanted tumor cells by MTT

2.7 MAGE-3 + CpG ODN 致敏 DC 诱导 CTL 杀伤

BIU细胞后Bax/Bcl-2蛋白表达水平变化

选择抑瘤效果最为明显的MAGE3+CpG ODN

组，Western blotting检测结果（图8）表明，治疗第3天

和第7天时，移植瘤组织BIU-87细胞中Bcl-2蛋白表

达明显降低，而Bax表达明显升高（均P<0.05），均以

治疗第7天时为最明显（P<0.01）。

*P<0.05，**P<0.01 vs 0 d

图8 MAGE3+CpG ODN致敏组CTL杀伤移植瘤BIU-87细

胞3或7 d时Bcl-2、、Bax表达水平的变化

Fig.8 Changes of Bcl-2 and Bax protein in BIU-87 cells

killed by CTL in the MAGE3+CpG ODN sensitization 、

group at 3 or 7 d

3 讨 论

DC是专职抗原提呈细胞，在发动原发免疫应答

中起关健作用[11-13]。但是，与正常组织相比，浸润到

肿瘤的DC明显减少，且细胞功能受损，缺乏抗原提

呈能力，大多数不表达B7，导致免疫耐受等缺陷[14]。

由于DC在血液中含量稀少，使得其直接从血液中分

离受到限制。因此，用 GM-CSF+TNF-α或者 GM-

CSF+IL-4等细胞因子在体外诱导DC的方法，成为国

内外研究的重点[15]，并取得了较好的肿瘤治疗作用。

由于从肿瘤宿主获取的单个核细胞培养的DC与正

常供体培养的DC功能相似，因此，用载有肿瘤抗原

的体外培养自体DC引发肿瘤宿主体内的免疫应答

是一个较好的策略[16]。部分DC抗肿瘤免疫临床前

期研究取得了初步效果「17-18」。将载有肿瘤蛋白抗原

的颗粒或基因设计表达一个或多个肿瘤抗原的无害

细菌与DC共同孵育等方法，使DC表达肿瘤抗原，甚

至可能直接在体内扩增 DC，使其发挥抗肿瘤免

疫[19-23]。本研究选择MAGE-3为肿瘤特异性抗原，已

有多个MAGE-3的CTL表位被鉴定，它们可分别由

HLA-A1、HLA-A2、HLA-B44、HLA-A24等分子提呈,
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分别用其进行体外刺激健康人或肿瘤患者的外周血

单个核细胞或外周血淋巴细胞均可有效诱导产生特

异性的、具杀瘤作用的CTL。在本课题组前期实验[6]

中，分离 HLA-A2 型外周血单个核细胞，用含重组

GM-CSF、IL-4和TNF-α诱导DC，获得的含量高、纯

度为 91.09%、成熟度为 11.92%的DC，成熟DC负载

肿瘤特异性抗原MAGE-3致敏DC活化的CTL能明

显抑制膀胱癌肿瘤的生长并促使肿瘤消退，且对肿

瘤的抑制作用显著高于无关抗原致敏DC，MAGE-3

抗原肽负载DC是一种有前景的肿瘤生物治疗方案。

大量研究[10,24]表明，以未甲基化胞嘧啶鸟嘌呤

(CpG)二核苷酸作为一种病原相关分子模式，通过与

细胞表面TLR9受体特异性结合，激活TLR/IL-IR信

号通路发挥作用。CpG寡核苷酸除了直接促进DC、

巨噬细胞成熟和活化，分泌 IL-12、IFN-γ等Th1型细

胞因子,还可为T淋巴细胞、NK细胞的活化提供共刺

激信号，是一种有重要开发前景的有效Th1型免疫佐

剂。为进一步增强MAGE-3九肽致敏DC疫苗免疫

效能，本研究选择CpG ODN为疫苗佐剂，观察其刺

激DC成熟的功能，结果证实，与MAGE3致敏DC组

比较，CpG ODN联合MAGE3抗原致敏DC组更能促

进DC成熟，使DC表面CD83、CD86和CD80的表达

率分别明显升高至 68.112%、60.47%和 77.89%，表明

CpG ODN能更有效提高DC提呈肿瘤抗原功能。本

实验研究显示，体外实验中，CpG ODN联合MAGE-3

抗原肽致敏DC组和MAGE3致敏DC组均能显著提

高T淋巴细胞增殖能力（P<0.05），活化的CTL对靶细

胞BIU-87的杀伤作用增强。

本研究体内实验证实，MAGE-3抗原肽可使裸鼠

移植瘤明显消退，2周生存率达100%，尤其在治疗11

d 时，与其他致敏 DC 组比较，MAGE-3 九肽+CpG

ODN致敏DC组明显抑制裸鼠BIU-87移植瘤生长，

其脾细胞中单个核细胞的增殖水平最高（P<0.01），同

时检测到该组治疗3 d起，小鼠移植瘤细胞增殖明显

受到抑制，凋亡蛋白Bcl-2逐渐降低、Bax表达水平逐

渐升高，以7 d起更为明显，显示CpG ODN发挥有效

的佐剂作用，其优化的负载抗原肽DC疫苗具有明显

抑制荷瘤小鼠移植瘤生长。下一步将继续深入探究

CpG ODN联合MAGE肿瘤抗原致敏DC疫苗的其他

抑瘤机制，如优化疫苗是否通过诱导肿瘤细胞周期

阻滞而发挥抑瘤作用[25]，为选择合适疫苗佐剂优化

DC疫苗提供更详实实验依据。
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