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医学与免疫生物技术                                                               

体外大量制备新型 gp96肿瘤疫苗及其诱导的特异性 
抗肿瘤免疫应答分析 

闫晓丽，李长菲，张小俊，鞠莹，赵报，孟颂东 
中国科学院微生物研究所 病原微生物与免疫学重点实验室，北京 100101 

摘  要: 旨在体外组装酵母菌表达的 gp96 (Recombinant gp96，rgp96) 蛋白与 B16.F10 黑色素瘤抗原，大量制备新

型 gp96 肿瘤疫苗，并研究其诱导的特异性抗肿瘤免疫应答。利用体外组装的 rgp96-肿瘤抗原复合物免疫 C57BL/6

小鼠，并通过酶联免疫斑点实验、细胞因子染色、杀伤实验技术进行分析，结果显示与单纯 rgp96 或肿瘤抗原免

疫组相比，体外组装的 rgp96-肿瘤抗原复合物免疫能够显著抑制 B16 肿瘤的生长，而且能够明显提高肿瘤特异性

T 细胞活性。rgp96-肿瘤抗原复合物的抗肿瘤免疫活性与从肿瘤组织中提取的 gp96 接近。研究结果为大量制备新

型 gp96 肿瘤疫苗提供了依据。  
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Large-scale in vitro preparation of new gp96 tumor vaccine  
and analysis of its induction of specific anti-tumor  
immunoresponses 

Xiaoli Yan, Changfei Li, Xiaojun Zhang, Ying Ju, Bao Zhao, and Songdong Meng 

CAS Key Laboratory of Pathogenic Microbiology and Immunology, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  Heat shock protein gp96 isolated from tumor tissues holds great promise for tumor immunotherapy. However, at 
present only very limited amount of gp96 protein can be isolated from tumor tissues. Here, we reconstituted the 
yeast-expressed gp96 (recombinant gp96, rgp96) with B16.F10 melanoma antigens in vitro to prepare new gp96 tumor vaccine 
on large-scale, and analyzed its induction of specific anti-tumor immunoresponses by ELISPOT, IFN-γ intracellular staining 
and cytotoxicity assays. Immunization with rgp96-tumor antigen complexes significantly inhibited B16 tumor growth 
compared with either rgp96 or tumor antigens alone and led to enhancement of tumor-specific T-cell activities, which was 
found similar to that of tumor tissue derived gp96. Our results therefore may provide bases for large-scale preparation of the 
new generation of gp96 tumor vaccines. 
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恶性黑色素瘤是一种恶性程度极高、发生隐匿

的肿瘤，易发生播散性病变，对常规手术、放疗和

化疗有很高的抗性，传统方法难以治愈 [1]。近年来

由于在患者体内可检测到自发肿瘤特异性 CTL，

这使得肿瘤免疫治疗逐渐得到重视，确定合适的

肿瘤抗原特别是 T 细胞抗原表位是免疫治疗成功

的关键[2-6]。 

热休克蛋白 gp96 与细胞质热休克蛋白 HSP90

高度同源，它是内质网中重要的分子伴侣。研究发

现 gp96 在天然免疫和获得性免疫应答的激活中均

发挥重要作用。在内质网中 gp96 可以和蛋白酶体

加工来源的抗原小肽结合，进而将抗原肽呈递给

MHC Ⅰ型或者 MHC Ⅱ型分子复合物，递呈于细

胞表面[7-9]。因此，热休克蛋白 gp96 可天然结合肿

瘤细胞中各种肿瘤抗原，这些肿瘤排斥性抗原可作

为肿瘤疫苗进行免疫治疗[10-12]。用肿瘤来源的 gp96

免疫后，gp96 通过受体依赖的内吞途径进入并活化

抗原递呈细胞，将其结合的抗原小肽交叉递呈给

MHC Ⅰ类或Ⅱ类分子，从而激活特异性于 CD8+ T

细胞或者递呈于 CD4+ T 细胞，从而激活针对其结合

小肽而非 gp96 自身引发肿瘤的特异性细胞免疫反

应。动物实验表明从肿瘤细胞中分离的 gp96 具有很

强的抗肿瘤免疫活性[13]，目前从肿瘤组织中分离的

gp96 作为自体疫苗临床上已用于黑色素瘤、肾癌、

神经胶质瘤等多种肿瘤的免疫治疗，并取得较好的

效果[14]，例如对未转移肾癌患者治疗的Ⅲ期临床资

料发现中等风险患者 (n=362) (包括Ⅰ /Ⅱ期，Ⅲ期

的 T1/2/3) 接受 gp96 自体疫苗治疗，复发时间延

长 45％  (P＜0.01)，与对照相比复发时间延长约

1.8 年 [15]。目前存在的主要问题是由于用于治疗的

gp96 自体疫苗均为从术后切除的肿瘤组织中提取，

原因主要有两点：一是肿瘤抗原特异性不仅表现在

不同类型的肿瘤之间有很大差别，而且同种肿瘤不

同个体之间也有很大差异[15]，对于大多数肿瘤很难

找到有效的普遍性抗原，而 gp96 携带每位患者肿瘤

所有特异性抗原，作为自体疫苗免疫免除了寻找和

鉴定肿瘤特异抗原的麻烦；二是虽然有许多研究尝

试利用大肠杆菌、肿瘤细胞发酵等表达制备 gp96，

但大肠杆菌表达的 gp96 蛋白因存在容易降解、稳

定性差、易聚集且内毒素很难去除等缺点免疫活

性很低 [16-18]，而肿瘤细胞表达 gp96 产量低 (表达水

平仅为 5~7 mg/L)、成本高[19-20]。正因如此，用于

肿瘤治疗的 gp96 来源非常有限，这已成为免疫治

疗的瓶颈 [21-23]。如何利用有限的肿瘤组织制备足够

的 gp96 肿瘤疫苗成为亟待解决的问题。 

我们前期研究和其他人的研究均发现，将 gp96

与乙肝病毒或疱疹病毒抗原体外组装成复合物或制

成融合蛋白，可激活抗原特异性 T 细胞，说明 gp96

具有很强的 T 细胞佐剂功能 [18,24-26]，我们近期利

用汉逊酵母首次表达具有较高免疫活性的 gp96

蛋白 [27]，表达水平在 150 mg/L。在此基础上，本研

究的目的是将表达的重组 gp96 与肿瘤抗原体外组

装成复合物，并检测复合物抗肿瘤的免疫学功能，

从而为大量制备 gp96 肿瘤疫苗提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  gp96 的制备及 Western blotting 鉴定 
根据 Li 等[27]利用汉逊酵母表达纯化重组热休

克蛋白 gp96 (Recombinant gp96，rgp96)，获得的目

的蛋白通过 10％的 SDS-PAGE 和 Western blotting 

(Santa Cruz，CA，USA) 进行鉴定。从肿瘤组织中

纯化 gp96 (Tumor-derived gp96，tgp96) 的方法见文

献[28]。 

1.2  肿瘤抗原的提取 
收集 B16. F10 黑色素瘤细胞，反复冻融 3 次使

细胞完全裂解，用终浓度为 70％的硫酸铵 4 ℃沉淀

过夜，12 000 r/min 离心弃上清，用 PBS 溶解沉淀，

3 kDa 超滤管超滤换液以除去杂质盐离子并浓缩得
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到肿瘤抗原。 

1.3  小鼠肿瘤模型 
雌性 C57BL/6J 小鼠 (6~8 周龄) 购于北京维通

利华实验动物有限公司，在北京大学医学院实验动

物中心 SPF 级环境下饲养。按照每组 8 只小鼠随机

分为 5 组：PBS 组、Ag (抗原，100 μg) 组、rgp96

组 (20 μg)、rgp96+Ag 组 (将 100 μg 的抗原与 20 μg

的 rgp96 蛋白在室温下孵育 30 min，制备 rgp96-肿

瘤抗原复合物) 和 tgp96 组。其中，从肿瘤组织中纯

化的 gp96 免疫组 (tgp96 组) 作为阳性对照。小鼠

在 1、3、4 周皮下免疫 3 次，最后一次免疫后 2 d，

在小鼠右侧大腿皮下接种 3×104 B16. F10 黑色素瘤

细胞。跟踪监测小鼠肿瘤生长情况，并在肿瘤长出

后 2 周处死小鼠，称取各组小鼠肿瘤重量，根据 Liu

等[25]方法分离获得小鼠脾脏淋巴细胞。 

1.4  酶联免疫斑点实验 
根据 ELISPOT 试剂盒  (BD-Pharmingen，San 

Diego，CA) 的说明书，首先以 anti-IFN-γ 单抗包被

96 孔 PVDF ELISPOT 板，4 ℃过夜，用无菌 PBS

清洗 5 次，再以含 10％胎牛血清的 RPMI-1640 封

闭 2 h，弃去培养基。按照 1×106/孔 (100 μL) 加入

淋巴细胞，每只小鼠实验孔 20 μg 肿瘤抗原，阴性

孔加入 20 μg BSA，阳性孔加入 4 μg PHA。在细胞

培养箱内孵育 24 h 后加入生物素标记的 anti-IFN-γ

单抗室温孵育 2 h，PBST 洗 5 次，再加入 HRP 标记

的二抗后室温孵育 1 h，PBST 洗 5 次，后加入底物

显色。充分干燥后用 ELISPOT Reader (Biosys，

Germany) 计数。 

1.5  细胞内因子染色 
按照 Cytofix/Cytoperm kit (BD-Pharmingen，San 

Diego，CA) 试剂盒的说明书，每只小鼠各取 3×106

的脾脏淋巴细胞铺于 48 孔板，加入 PMA 和的离子

霉素 (Sigma-Aldrich，St. Louis，MO)，终浓度分别

为 50 μg/L 和 500 μg/L，在 37 ℃刺激 30 min 后加入

高尔基体阻断剂 BFA，在细胞培养箱内培养 4 h，收

集细胞，用含 5％ BSA 的 PBS 封闭 30 min，加入

Percp-Cy5.5-anti-CD3， FITC-anti-CD8 (eBioscie- 

nce)，4 ℃避光孵育 30 min，PBS 清洗，每管加入

250 μL 固定/破膜剂，4 ℃孵育 20 min 后用破膜/清洗

剂清洗 2 次，在 50 μL 体系中加入 APC-anti-IFN-γ，

4 ℃避光孵育 30 min，清洗剂清洗 2 次，用流式细胞

仪 (FACSCaliber，BectonDickinson，Mountain View，

CA) 检测 IFN-γ+ CD8+ T 细胞。 

1.6  杀伤实验 
杀伤实验参照 Jedema 等 [29]的实验方法，用

2 μmol/L CFSE 标记 B16. F10 黑色素瘤细胞铺到 96

孔 U 型板中作为靶细胞，用肿瘤抗原刺激 3 d 后的

脾脏淋巴细胞作为效应细胞。按照效应细胞:靶细胞

比例分别为 5∶1，10∶1 和 20∶1 将效应细胞铺到

培养板中，37 ℃孵育，4 h 后收集细胞，PI 染色，

用流式细胞仪检测效应细胞的杀伤。 

1.7  统计学分析 
以 Student’s t-test 比较组间差异，P＜0.05

用*表示，P＜0.01 用**表示，所有数据按照 x ±s

来表示。  

2  结果 

2.1  SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定 gp96
蛋白  

10％  SDS-PAGE 结果显示从汉逊酵母表达纯

化的重组蛋白大小为 96 kDa，Western blotting 鉴定

该条带为目的蛋白 gp96 (图 1)。 

2.2  rgp96-肿瘤抗原复合物免疫能显著抑制肿瘤

生长 
小鼠免疫实验结果显示，与单独使用 rgp96

或肿瘤抗原  (Ag) 免疫相比，使用体外组装的

rgp96-肿瘤抗原复合物  (rgp96+Ag) 免疫显著抑制

B16 黑色素瘤的生长。相对于对照  (PBS)，单独使

用肿瘤抗原或 rgp96 免疫对肿瘤生长也有一定的

抑制作用 (图 2 A)。待肿瘤生长 2 周后，处死小鼠， 
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图 1  热休克蛋白 gp96 的提取鉴定 
Fig. 1  Purification and identification of heat shock protein 
gp96. Purified recombinant gp96 expressed in H. polymorpha 
was analyzed on a 10% SDS-PAGE gel and stained with 
Coomassie Blue (lane 1) or immunoblotted with an anti-gp96 
Ab (lane 2). 

分离出肿瘤称取重量。PBS 组、Ag 组、rgp96 组、

rgp96+Ag 组 和 tgp96 组 肿 瘤 重 量 分 别 为  

(4.55±0.72) g 、 (4.31±0.51) g 、 (2.80±0.47) g 、

(0.93±0.22) g 和 (0.74±0.24) g，其中应用 rgp96+Ag

免疫抑瘤效果比单独使用肿瘤抗原和 rgp96 免疫肿

瘤质量分别降低了 78.4％ (P＜0.01) 和 66.8％ (P

＜0.01) (图 2 B)。rgp96+Ag 免疫组与阳性对照 tgp96

免疫组的抑瘤效果接近。 

2.3  rgp96-肿瘤抗原复合物免疫有效激活肿瘤特

异性 T 细胞 
ELISPOT 检测结果显示，PBS 组、Ag 组、rgp96

组、rgp96+Ag 组和 tgp96 组小鼠每 106 脾脏淋巴细

胞分泌 IFN-γ 的 T 细胞数目 (即斑点数) 分别为 

(27±5)、(33±9)、(65±12)、(130±17) 和 (152±25) (图

3 A)。与单独使用肿瘤抗原和 rgp96 相比，使用 rgp96-

肿瘤抗原复合物免疫提高肿瘤特异性 T 细胞水平分

别为 3.9 倍 (P＜0.01) 和 2 倍 (P＜0.01)，与 tgp96

免疫组接近 (图 3 B)。 

      
图 2  rgp96 显著增强肿瘤抗原的抗肿瘤效果 
Fig. 2  rgp96 enhanced the anti-tumor efficency of B16 tumor antigens. Female C57BL/6J mice were immunized with PBS, B16 
tumor antigens (Ag), rgp96, rgp96-tumor antigens complexes (rgp96+Ag) or Tumor-derived gp96 (tgp96) for three times. These mice 
were inoculated subcutaneously with 3×104 B16.F10 melanoma cells/mice 2 days after the last immunization. (A) Tumor diameter 
was measured every other day for total of 14 days. (B) Tumor weight was measured when mice were sacrificed on day 14. Data show 
x ±s of eight mice. Student’s t-test was used to determine P-values. ∗ P<0.05, ∗∗ P<0.01. Data are representative of two independent 

experiments. 
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图 3  ELISPOT 检测肿瘤特异性 T 细胞 
Fig. 3  Tumor-specific CTL detection by ELISPOT assay. (A) Splenocytes at 1×106 cells/well were stimulated with 20 μg of B16 
tumor antigens or control BSA for background evaluation. (B) Data show x ±s of eight mice. Student’s t-test was used to determine 
P-values. ∗ P<0.05, ∗∗ P<0.01. SFC is short for spot-forming cells. Data are representative of two independent experiments. 

      

图 4  流式细胞术检测分泌 IFN-γ的 CD8+Ｔ细胞 
Fig. 4  IFN-γ-producing CD8+ T cells were detected by IFN-γ staining. Splenocytes were stained with Percp-Cy5.5-anti-CD3, 
FITC-anti-CD8 and APC-anti-IFN-γ. (A) Flow cytometric analysis was performed to determine the percentage of IFN-γ+ CD8+ T 
cells. (B) Data show x ±s of eight mice. Student’s t-test was used to determine P-values. ∗ P<0.05, ∗∗ P<0.01. Data are 
representative of two independent experiments. 

 

2.4  rgp96-肿瘤抗原复合物免疫显著提高分泌

IFN-γ的 CTL 的数量 
流式细胞检测表明 PBS 组、Ag 组、rgp96 组、

rgp96+Ag 组和 tgp96 组小鼠 IFN-γ+ CD8+ T 细胞的

比 例 分 别 为  (3.03±1.12) ％ 、 (3.37±0.84) ％ 、

(15.6±1.43)％、(22.19±1.88)％和 (23.8±2.1) (图 4)。

rgp96+Ag 实验组 IFN-γ+ CD8+ T 细胞的比例显著高

于 Ag 组和 rgp96 组 (P＜0.01)。 

2.5  rgp96-肿瘤抗原复合物免疫有效增强 T 细胞

对 B16 肿瘤细胞的杀伤 
流式检测小鼠 T 细胞对靶细胞 B16 细胞的杀

伤，结果显示 rgp96+Ag 组小鼠效应细胞对靶细胞的

杀 伤 分 别 为  (35.37±1.81) ％ ， (56.76±4.12) ％ ，

(60.51±3.79)％，均显著高于肿瘤抗原组和 rgp96 组 

(P＜0.01) (图 5)。以上结果表明，rgp96 能有效提高

效应 T 细胞对肿瘤细胞的杀伤作用。 
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图 5  细胞毒实验检测效应 T 细胞对肿瘤细胞的杀伤 
Fig. 5  Cytotoxicity assay.  B16 cells were labeled with 
2 μmol/L CFSE as the target cells, and seeded into a 96-well 
U-bottom microtiter plate. Splenocytes were added at different 
effector-target ratios: 5:1, 10:1 and 20:1. After 4 h, PI staining 
was then assessed in the CFSE labeled target cell population to 
quantify apoptosis by flow cytometric analysis. Data show 
x ±s of eight mice. Student’s t-test was used to determine 

P-values. ∗ P<0.05, ∗∗ P<0.01. Data are representative of two 
independent experiments. 

3  讨论 

自从在化学诱导的 BALB/c 小鼠肉瘤中被发现

起，热休克蛋白 gp96 作为肿瘤排拆抗原的研究已有

20 余年[30]。肿瘤自体 gp96 疫苗活性的免疫学机制

和抗肿瘤免疫学功能得到了广泛研究。Gp96 是目前

发现的唯一用于临床治疗的天然免疫活性分子，它

能天然结合肿瘤细胞中各种特异抗原，携带有肿瘤

抗原的 gp96 可作为高效肿瘤疫苗激活肿瘤特异性 T

细胞[31]，具有独特的免疫学功能和治疗效果。但由

于临床使用的 gp96 均为从肿瘤组织中提取，提取量

非常有限，严重限制了它在临床的应用[32]，多数患

者由于免疫剂量不足而影响治疗效果。 

Gp96 肿瘤特异的免疫原性来源于其结合的抗

原肽而非 gp96 本身，结合抗原的 gp96 分子可与抗

原呈递细胞表面的受体如 CD91、TLR4 等相互作

用进入细胞，进而通过抗原呈递活化特异性 T 细

胞[33-35]。gp96 的这一佐剂功能在我们前期抗 HBV

免疫研究中得到证实。结合有 HBcAg87-95 抗原肽的

gp96 在小鼠体内可以有效激活多肽特异性 CTL 反

应[36]。我们近期利用酵母成功表达了具有免疫学功

能的全长 gp96 蛋白。在此基础上，本研究中将重组

gp96 与 B16 细胞肿瘤抗原体外组装，尝试制备新型

gp96 肿瘤疫苗。研究发现 B16 肿瘤抗原自身免疫并

不能有效抑制肿瘤的生长，而与重组 gp96 组装后能

够显著降低肿瘤的生长速度 (图 2)。接着对疫苗的

免疫学功能进行研究，rgp96 与肿瘤抗原联合免疫能

显著激活肿瘤特异性的 CTL 反应，通过 ELISPOT、

IFN-γ 细胞因子内染检测和 T 细胞杀伤实验发现

rgp96-肿瘤抗原复合物免疫组小鼠 T 细胞活性明显

高于单纯肿瘤抗原或 rgp96 免疫组。体外组装的

rgp96-肿瘤抗原复合物的抗肿瘤免疫活性与从肿瘤

组织中提取的天然 gp96 接近。这些结果表明肿瘤抗

原以外源 rgp96 为佐剂，可大幅提高所有肿瘤抗原

的免疫原性，有效激活特异性 CTL，引发抗肿瘤免

疫应答。 

综上所述，本研究采用人工高效表达具有免疫

活性的 gp96 蛋白，发现重组 gp96 可与肿瘤抗原体

外组装，组装成的复合物具有与肿瘤组织天然提取

的 gp96 相类似的抗肿瘤的免疫原性，这样可以体外

大量制备 gp96 肿瘤疫苗，从而解决了目前 gp96 抗

肿瘤免疫机制研究和疫苗研发中遇到的 gp96 提取

量很低这一瓶颈问题，为进一步研究 gp96 免疫学功

能和临床免疫治疗奠定了基础。 
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