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[摘  要]  目的：开发针对结直肠癌（CRC）个性化治疗的新抗原肽疫苗，探讨新抗原肽及其诱导的新抗原反应性T（NRT）细胞

治疗CRC的可行性和有效性。方法：提取小鼠结肠癌CT26细胞的DNA和RNA，采用全外显子和转录组测序分析肿瘤基因的

突变及表达。通过基于机器学习的新抗原预测体系，筛选、合成具有高免疫原性多肽。用合成的多肽经皮下注射免疫小鼠，通过

流式细胞术检测免疫鼠脾细胞的 IFN-γ分泌水平，筛选具有强免疫原性多肽。用免疫原性多肽负载小鼠骨髓来源的树突状细胞

（BMDC）免疫结肠癌建模小鼠，通过ELISPOT检测效应细胞分泌 IFN-γ的能力，时间分辨荧光免疫分析法检测免疫鼠脾细胞对

相应靶细胞的杀伤力，观察荷瘤小鼠肿瘤生长情况和小鼠存活期。结果：新抗原肽Glud1-V546I具有更强的诱导NRT细胞分泌

IFN-γ的能力（P < 0.000 1）。与野生肽（Glud1-WT）相比，Glud1-V546I 在荷瘤鼠体内诱导的 NRT 细胞有更高的 IFN-γ分泌能

力（P <0.000 1）和细胞毒作用（P < 0.000 1）。同时，Glud1-V546I能明显抑制小鼠肿瘤生长（P < 0.001）并延长荷瘤鼠的生存期

（P < 0.01）。结论：小鼠CT26细胞的新抗原肽Glud1-V546I能够显著促进小鼠NRT细胞的 IFN-γ的分泌，用其制备的DC疫苗在

结肠癌荷瘤鼠体内显示出有效的抗肿瘤反应，提示开发基于新抗原的CRC个性化免疫治疗是可能的。
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Mouse colon cancer neoantigen Glud1-V546I and its DC vaccine can induce 
potent anti-tumor immune responses in vivo and in vitro
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[Abstract]  Objective: To develop a neoantigen peptide vaccine for personalized treatment of colorectal cancer (CRC), and to explore the 

feasibility and effectiveness of neoantigen peptide and its induced neoantigen reactive T cells (NRT) therapy for CRC. Methods: DNA and 

RNA were extracted from mouse CRC cell line CT26, followed by whole-exome and transcriptome sequencing to analyze tumor gene 

mutations and expression. Peptides with high immunogenicity were screened and synthesized through a machine learning based neoantigen 

prediction system. Mice were subcutaneously immunized with synthesized peptides, and the interferon (IFN)-γ level of splenocytes from 

immunized mice was determined using flow cytometry to screen peptides with strong immunogenicity. Afterwards, bone marrow-derived 

dendritic cells (BMDCs) loaded with immunogenic peptides were used to immunize mice bearing CRC model. The IFN-γ secretion ability 

by effector cells was determined by ELISPOT assay, and the cytotoxicity of γ secretion ability by effector cells was determined by ELISPOT 

assay, and the cytotoxicity of splenocytes from immunized mice was examined by time-resolved fluorescence immunoassay. In addition, 

the tumor growth and survival period of tumor-bearing mice were observed. Results: The neoantigen Glud1-V546I induced stronger 

IFN-γ secretion by NRT cells (P < 0.000 1). Compared with the wild peptide (Glud1-WT), Glud1-V546I induced higher IFN-γ secretion 

by NRT cells (P < 0.000 1) and stronger cytotoxicity (P < 0.000 1) in tumor-bearing mice. Meanwhile, Glud1-V546I significantly inhibited 

tumor growth (P < 0.001) and prolonged the survival of tumor-bearing mice (P < 0.01). Conclusion: The neoantigen peptide Glud1-V546I 

from mouse CT26 cells demonstrates effective anti-tumor responses in tumor-bearing mice, suggesting the potential for developing neoantigen-

based personalized immunotherapies in CRC.
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截至 2022 年，中国结直肠癌（colorectal cancer,  

CRC）的发病率明显增加，已成导致癌症死亡的五大

原因之一[1]，其5年生存率约13%[2]。手术和辅助化疗

的标准疗法往往受到不良反应和化疗耐药性的限

制[3-4]。因此，开发其他治疗 CRC 的策略至关重要。

近年来肿瘤免疫疗法取得了巨大进展[5-7]。然而，只

有不到5%的晚期CRC患者受益于PD-1检查点阻断

免疫疗法，对 CRC 的疗效有限[8]。随着二代测序

（next-generation sequencing, NGS）的出现，用于个性

化疫苗治疗的特异性新抗原的鉴定已变得可行。几

项利用针对黑色素瘤、胶质母细胞瘤和其他类型肿

瘤的新抗原反应性T细胞（neoantigen-reactive T cell, 

NRT细胞）的临床试验结果[9-10]显示，基于新抗原的多

肽疫苗具有免疫原性和安全性，有良好的临床治疗

效果。在CRC中，基于靶向 KRAS G12D 癌基因突

变的HLA-C*08:02限制性肿瘤浸润淋巴细胞（tumor-

infiltrating lymphocyte, TIL）的免疫疗法促进了 1 例

CRC患者的肿瘤消退[11]。然而，基于新抗原的免疫疗

法在CRC中的有效性和安全性，尤其是在中国人群

中，尚未得到很好的研究。因此，本研究应用课题组

已构建的预测和评估体系[12]，对小鼠结肠癌CT26细

胞进行新抗原多肽预测和效用评价，为肿瘤个性化

免疫治疗提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物及主要试剂

BALB/c鼠源性结肠癌未分化腺癌细胞CT26、乳

腺癌细胞 4T1和肝癌细胞H22购自 ATCC。细胞置

于含 10% 胎牛血清的 1640 培养基中，在 37 ℃、5% 

CO2 、饱和湿度的培养箱中培养。

6~8 周龄 BALB/c 小鼠由北京维通利华公司提

供。小鼠饲养于青岛大学医学院实验动物中心（SPF 

级、独立送回风净化笼具（individual vetilated cages, 

IVC）饲养室，实验动物生产许可证号：SCXK（京）2016-

0002；实验动物使用许可证号：1140150000434449）。

实验方案经青岛市中心医院伦理委员会批准（伦理

审批号：QDU-HEC-2021142）。

RPMI 1640培养基、胎牛血清购自美国Gibco公司，

小鼠重组-GM-CSF（mGM-CSF）、IL-2（mIL-2）、IL-4

（mIL-4）购自美国R&D公司，FITC-CD3、PE-IFN-γ小鼠

单克隆流式荧光抗体均购自美国BD公司，DNeasy Blood 

and Tissue Kit购自德国Qiagen公司，RNeasy mini kit购

自美国Illumina公司，SureSelectX7 Mouse All Exon Kit购

自美国Agilent Technologies公司，小鼠 IFN-γ ELISPOT

试剂盒购自美国R&D公司，DELFIA EuTDA细胞毒性

检测试剂盒购自美国PerkinElmer公司。

1.2  肿瘤突变基因预测

为进行全外显子组测序（WES），应用 QIAGEN

血液/组织基因组DNA提取试剂盒提取CT26细胞和

BALB/c小鼠尾部组织的DNA。将基因组DNA经剪

切、末端修复后连接到条形码 Illumina测序适配器，

扩增并选择大小。使用安捷伦 SureSelectX7小鼠全

外显子试剂盒进行全外显体组捕获。然后，通过实

时定量PCR（qPCR）对所得文库进行定量、合并，后使

用 Illumina Novaseq 6000平台（配对末端，150 bp）对

文库进行测序。为了 RNA 测序（RNA-seq），应用

Illumina TruSeq链特异性转录组建库试剂盒（用于细

胞悬浮液）建立RNA序列文库。根据使用说明，应用

HiSeq2500进行流动细胞簇扩增和测序[12]。

1.3  肿瘤新抗原预测

参照先前的研究[12-14]进行表位预测。对于突变检

测，使用BWA（Burrows Wheeler Aligner）软件将DNA读

数与参考基因组mm10进行比较[15]，分析CT26细胞和

小鼠尾部组织的重复外显子是否存在单核苷酸变异

（single nucleotide variant, SNV）。在正常样本中对这些

位点进行了纯合基因型的鉴定和筛选，从而在SNV中

保持了高度的特异性。对其余位点进行进一步检查，

以确定推测的纯合或杂合突变是否存在。对可疑位点

进行筛选，以排除潜在的假阳性，测试重复位点的总和，

合并重复位点。将鉴定变体的基因组坐标与加州大学

圣克鲁斯分校（UCSC）提供的详细的已知基因转录坐

标进行了比较，进一步确定了变体与基因、转录物、潜

在的氨基酸序列变化和RNA-seq衍生的表达值之间的

关系。对于RNA-Seq，使用Bowtie将RNA读数与mm10

参考基因组和转录组进行比较[16]。然后使用突变肽提

取器和信息器（MuPeXI）管线评估剩余突变的免疫原

性[17]。分别产生了8~11氨基酸长度的MHCⅠ类分子

限制性多肽和12~15氨基酸长度的MHCⅡ类分子限制

性多肽。用RNA-seq数据在每百万个转录物中测定突

变基因的表达。用变异检测工具MuTect2测定突变等

位基因频率[18-19]。根据MHC（小鼠H-2）亲合力、表达水

平、与自身肽的相似性和突变等位基因频率，给每个肽

提供优先级评分。选择优先级得分 > 0的肽作为新抗

原候选。

1.4  新抗原多肽合成与验证

5条长度 27个氨基酸的候选新抗原多肽由吉尔

生化（上海）有限公司通过反相高效液相色谱法合

成，其纯度 > 95%，通过质谱法进行验证。用 二甲亚

砜溶解多肽为 10 mmol/L的溶液，之后分装，−80 ℃

保存，使用前用PBS稀释为1 mmol/L。

1.5  新抗原多肽免疫BALB/c小鼠

为了检测突变多肽的免疫原性，取 10只 6~8周
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龄BALB/c鼠，在第 0、7天，分别用 200 μL多肽和免

疫佐剂poly（I∶C）的混合液在腹部皮下多点注射免疫

BALB/c鼠。末次免疫后 7 d，根据之前的研究[20]方法

获取小鼠脾细胞，即NRT细胞。后用PBS洗涤 2遍，

计数，备用。

1.6  ELISPOT检测NRT细胞的 IFN-g分泌

按照试剂说明书及文献[20]操作。简言之，将5 × 105

个免疫鼠的脾细胞加入包被有特异性抗小鼠 IFN-g
单克隆抗体的ELISPOT板中，同时分别加入20 μmol/L

的相应肿瘤新抗原肽，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 12~48 h。另设加入野生型（WT）肽、无关肽、培养

基组为对照。阳性对照组用植物血凝素（5 μg/mL）刺

激。实验结束后用ELISPOT Reader（美国CTL公司）

读取斑点数。

1.7  流式细胞术检测NRT细胞的 IFN-g分泌

取 2 × 106个NRT细胞，用 20 μmol/L的相应新抗原

肽刺激 16 h，为防止胞内蛋白泌出，同时加入20 μg/mL 

Brefeldin A（蛋白转运抑制剂）。对照组用无关肽刺激。

阳性对照用佛波酯（0.5 mg/mL）和离子霉素（1 mg/mL）

刺激。收集细胞，PBS洗2次，室温下用血清封闭Fc受

体15 min。细胞用PBS洗后，加入FITC-CD3单克隆抗

体，4 ℃反应30 min。PBS洗涤后，细胞用4%甲醛固定，

用试剂盒打孔液打孔后，加入PE-IFN-g单克隆抗体，4 ℃

下放置30 min后上机检测。

1.8  负载新抗原DC疫苗的制备

为获取小鼠骨髓来源的树突状细胞（bone 

marrow-derived dendritic cell, BMDC），安乐法处死 

BALB/c小鼠，具体操作按照文献[20]进行。从股骨

中冲洗出骨髓细胞，加入抗 Ia、B220、CD4、CD8

单抗（终浓度均为 10 μg/mL）及补体（稀释比例

10∶1），除去 T、B 细胞，其余细胞重新悬浮并在

含 有 重 组 小 鼠 mGM-CSF（ 10 ng/mL）和 mIL-4

（1 ng/mL）细胞因子的完全PRMI 1640培养基（即DC

培养液）中，在 37 °C的温度下培养。第 3天，吸弃培

养基及悬浮细胞，重新加入新鲜的 DC 培养液。

第6天，收集悬浮细胞及疏松贴壁生长的细胞，离

心后，加入新鲜的DC培养液并重新铺板培养。第 8

天，收集悬浮细胞，调细胞密度为 2 × 106 个 /mL ，加

入新抗原肽（20 μmol/L）刺激，37 ℃下处理 5 h 后，

加入 TNF-α（250 U/mL）、LPS（1 μg/mL），诱导其

成熟。第 10天，收集悬浮细胞，PBS 调整细胞密

度为1 × 106个/200 μL备用。

1.9  新抗原免疫荷瘤鼠模型的构建及治疗

取对数生长期的小鼠CT26细胞，调整细胞密度

为 5 × 105 个/mL。在小鼠腋窝中部外侧皮下接种

200 μL细胞悬液。接种后第3、10和17天，每只鼠用

1 × 106负载新抗原的 DC + 50 μg poly（I∶C）（混合

在200 μL PBS中）皮下免疫。

1.10  细胞毒性检测试剂盒检测NRT细胞的细胞毒性

应用DELFIA EuTDA细胞毒性检测试剂盒，具

体操作根据商品说明书进行。先用荧光增强配体标

记靶细胞，之后按照不同的效靶比加入效用细胞并

在 37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养 2 h。最后

取上清，用时间分辨荧光分析仪检测荧光。实验设

背景孔（培养基孔）、自发释放孔（靶细胞孔）、最大释

放孔（靶细胞 + 裂解液孔）和实验释放孔（靶细胞 + 

效用细胞孔）。特异性杀伤率计算公式：特异性杀伤

率=（实验释放 − 自发释放）/（最大释放 − 自发释

放）×100%。

1.11  小鼠生存期的评估

小鼠接种肿瘤细胞3 d后开始接受新抗原DC疫

苗和对照治疗。肿瘤在治疗后每 3 d用游标卡尺测

量移植瘤的长径（a）和短径（b），按照公式“V =（a × 

b2）/2”计算肿瘤体积。每 3 d记录小鼠体质量变化。

另外，观察荷瘤小鼠精神状态、活动情况及其肿瘤生

长情况（有无破溃、质地、活动度等）。观察荷瘤鼠生

存时间，对100 d后仍存活小鼠实施安乐处死。

1.12  统计学处理

采用Graphpad Prism7.0软件对数据进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，两组间

均数比较采用独立样本 t检验，各组间肿瘤体积比较

采用 Mann-Whitney U 检验。生存期分析绘制

Kaplan-Meier 生存曲线。以P < 0.05或P < 0.01表示

差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  合成5条具有MHC分子高亲和力的新抗原多肽

根据基因测序和 MHC 亲和力预测结果，选取并

合成5条与MHC有高亲和力的新抗原多肽，见表1。

2.2  免疫原性新抗原鉴定

流式细胞术检测结果（图 1）显示，与无关肽

VSV-NP43-69 相比，新抗原肽 Glud1-V546I、Uchl3-

A224T和Hnrnpdl-D163N 诱导的效应 T 细胞 IFN-γ

分泌能力明显升高（t = 27.64、8.075、6.042、3.402，

P < 0.000 1 或 P < 0.01）；与对照组相比，Mtch1-

G367S和Xrn2-S485F IFN-γ的分泌无显著差异。结

果表明，合成的新抗原肽Glud1-V546I、Uchl3-A224T

和Hnrnpdl-D163N具有免疫原性。

2.3  Glud1-V546I在荷瘤鼠中诱导出新抗原特异性

的T细胞应答

ELISPOT检测结果（图2A、B）显示，与 Glud1-WT

相比，新抗原Glud1-V546I能诱导更强的T细胞应答
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（t = 8.533, 均 P < 0.000 1），而 Uchl3-A224T 和

Hnrnpdl-D163N与相应的WT相比，其诱导 IFN-γ分

泌的能力无显著差异。因此，选择诱导 IFN-γ分泌能

力最强的Glud1-V546I进行后续实验。

DELFIA EuTDA 细胞毒性检测法检测结果

（图 2C）显示，Glud1-V546I 所诱导的 NRT 细胞能特

异性杀伤表达突变抗原的CT26细胞，而不能有效杀

伤相同背景来源的、不表达相应突变抗原的乳腺癌

4T1 细胞和肝癌 H22 细胞。另外，为了进一步探究

Glud1-V546I 所诱导的 NRT 细胞与 WT 肽所诱导

NRT细胞的细胞毒性，在效靶比50∶1条件下，检测了

两种效应T细胞对CT26细胞的杀伤能力。结果表

明，新抗原Glud1-V546I诱导的NRT细胞杀伤CT26

细胞的能力明显高于WT肽诱导的NRT细胞（t = 11.34，

P < 0.000 1；图2D）。

表1    计算机预测CT26细胞中与MHCⅠⅠ/ⅡⅡ类分子有高亲和力的突变

突 变

Uchl3-A224T

Glud1-V546I

Mtch1-G367S

Xrn2- S485F

Hnrnpdl-D163N

基 因

Uchl3

Glud1

Mtch1

Xrn2

Hnrnpdl

MHC限制性

H-2-Db

H-2-Kb

H-2-Kd

H-2-Kb

H-2-Db

用于疫苗接种的突变序列 a

DAIEVCKKFMERDPDELRFNTIALSAA

DLRTAAYVNAIEKIFKVYNEAGVTFT

KSWIHCWKYLSVQSQLFRGSSLLFRRV

PSISPNTSFASDGFPSPLGGIKRKAED

MFIGGLSWDTSKKNLTEYLSRFGEVVD

替代（WT, AA#, Mut)

A224T

V546I

G367S

S485F

D163N

预测得分 b

56

54

53

50

50

a红色粗体字母为突变残基；WT：野生型；AA#：p突变氨基酸位置；Mut：突变；b MHCⅠ和Ⅱ分子亲和力分别用netMHCpan4.0和netMHCIIpan3.2预测。

A：流式细胞术检测新抗原多肽免疫鼠脾细胞中 IFN-γ+ CD3+ T细胞的比例；B：流式检测的典型代表图。

与VSV-NP43-69相比，**P < 0.01，****P < 0.000 1。

图1    来自小鼠结肠癌CT26细胞的新抗原的免疫原性评价

A：新抗原诱导NRT细胞 IFN-γ分泌能力的评价；B：ELISPOT检测 IFN-γ分泌的典型图（图中点状为单个T细胞分泌的 IFN-γ）；

C：Glud1-V546I诱导的NRT细胞的抗原特异性细胞毒性评价；D：Glud1-V546I诱导的NRT细胞与WT肽诱导的NRT细胞对靶细

胞CT26的细胞毒性评价。SFC：斑点形成细胞（sport forming cell）；****P < 0.000 1，ns：差异无统计意义。

图2    Glud1-V546I诱导的新抗原特异性T细胞应答

2.4  Glud1-V546I诱导的免疫应答抑制荷瘤鼠的肿

瘤生长

观察负载新抗原肽Glud1-V546I肽DC疫苗治疗

CT26 细胞的荷瘤鼠，结果发现，与 Glud1-WT 组相
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比，Glud1-V546I肽DC疫苗诱导的免疫应答能明显

抑制荷瘤鼠的肿瘤生长（图3A）。Glud1-V546I肽DC

疫苗免疫鼠在肿瘤接种后 80 d 的存活率是 60%

（6/10），而Glud1-WT肽DC疫苗免疫鼠，超过 80 d的

存活率为 10%（1/10，图 3B）。在无治疗组，小鼠在荷

瘤后 17~40 d全部死亡。结果表明，新抗原肽比WT

肽能诱导更强的抗肿瘤效应。体质量是一个重要的

健康指标，可以反映治疗对动物整体健康状况的影

响。如图 3C所示，在所有多肽免疫治疗组小鼠中都

没有观察到明显的体质量变化，这表明多肽免疫疗

法耐受性良好。

A：治疗后小鼠肿瘤体积变化曲线；B：治疗后不同时间点荷瘤鼠存活率；C：不同处理对小鼠体质量的影响。
**P < 0.01, ***P < 0.001， ns：差异无统计意义。

图3   新抗原Glud1-V546I治疗CT26细胞荷瘤鼠的疗效

3   讨  论

肿瘤特异性体细胞突变被认为是肿瘤免疫治疗

的理想靶点，但基于新抗原的免疫治疗在CRC中的

研究很少。为了研究靶向新抗原的CRC个性化肿瘤

治疗的可行性和有效性，本研究对小鼠结肠癌CT26

细胞进行了新抗原鉴定和免疫原性评估，结果发现

Glud1-V546I在荷瘤小鼠模型中显示出良好的抗肿

瘤免疫诱导能力。

肿瘤突变可以在HLA分子上形成T细胞识别的

新表位，有助于临床免疫治疗的成功[21-23]。越来越多

的研究[24-26]表明，针对新抗原的过继T细胞疗法已成

功用于治疗许多人类实体瘤。TRAN等[27]使用基于

全外显子组测序的方法，在1例放疗和化疗失败的转

移性胆管癌患者中鉴定了新抗原。随后，同一研究

团队在转移性CRC患者中成功应用了过继TIL细胞

疗法[11, 28]。在其他的研究[29-30]中，发现 InDel相关的新

抗原覆盖了很大一部分微卫星高度不稳定 CRC 患

者。VAN DEN BULK等[31]在7例DNA错配修复完整

（MMR-p）CRC患者的TIL和外周血淋巴细胞中证实

了新抗原特异性 T 细胞反应的存在。另一研究小

组[32]证明了包括CRC在内的几种类型的MMR-p胃

肠道肿瘤转移中存在NRT细胞。这些数据表明，新

抗原特异性T细胞存在于CRC的原发性和转移性肿

瘤中。本研究结果显示，肿瘤突变新抗原Glud1-V546I

在结肠癌荷瘤鼠中诱导出的NRT细胞能特异性杀伤

表达突变抗原的肿瘤细胞，而且比WT肽具有更强的

细胞毒性。

最近的研究[25, 33-35]显示，突变肽诱导的NRT细胞

能有效抑制黑色素瘤、胰腺癌、胸腺癌和肺癌等肿瘤

的生长并延长患者的生存期。同样的，本研究的结

果显示，负载Glud1-V546I肽DC疫苗治疗荷瘤小鼠

后，能显著抑制荷瘤鼠肿瘤的生长并延长生存期。

尽管新抗原疫苗在动物肿瘤模型中获得了充满希望

的效果。但在临床环境下，新抗原疫苗的应用要求

更高，抗肿瘤效应的发挥更加复杂，所以在临床应用

前，还需开展更多的研究，包括免疫佐剂的选择、免

疫方式的改进等。

综上所述，本研究通过基因测序、软件预测和功

能评价，成功筛选出功能性新抗原，在体外和体内证

实了其抗原特异性的细胞毒性，表明基于新抗原的

治疗可能是CRC的可行治疗方法，在实现最大治疗

特异性、克服免疫耐受和最大限度地降低自身免疫

风险方面具有巨大潜力。此外，本研究也证明了肿

瘤新抗原是肿瘤精准治疗和个性化免疫治疗的潜在

靶点。
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