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[摘  要]  目的：探究CpG寡核苷酸和OX40激动剂抗体原位疫苗（CpG + OX40）联合抗血管生成药物安罗替尼（anlotinib）治疗

小鼠卵巢癌的全身抗肿瘤效应及免疫机制。方法：建立双侧（原发侧和转移侧）ID8细胞小鼠卵巢癌模型，分组给予安罗替尼、

CpG + OX40或CpG + OX40 + 安罗替尼（三联疗法）治疗。通过监测肿瘤体积和记录生存期评估各治疗组的抗肿瘤效果。采用

流式细胞术和ELISA法检测肿瘤微环境中的免疫细胞和细胞因子变化，qRT-PCR法检测移植瘤组织中反映血管密度和成熟度的

分子的相对表达量。结果：与其他治疗组相比，三联疗法显著抑制治疗侧（原发侧）和未治疗侧（转移侧）肿瘤的生长（P < 0.01），

延长荷瘤鼠生存期（P < 0.05）。流式术检测结果显示，三联疗法显著提高原发侧和转移侧肿瘤内CD4+ T和CD8+ T细胞浸

润比例（P < 0.05）。免疫细胞耗竭实验表明，单独耗竭CD4+ T、CD8+ T或NK细胞时，三联疗法对原发侧肿瘤的抑制作用无明显

变化，而转移侧的抗肿瘤作用显著减弱但仍强于PBS组（P < 0.01）。仅当3 种免疫细胞同时耗竭时，肿瘤抑制效应与 PBS 组

差异无统计学意义（P > 0.05 ）。ELISA 法检测结果显示，与各治疗组相比，三联疗法组原发侧和转移侧肿瘤内Th1细胞相

关细胞因子明显增加（P < 0.05），Th2细胞相关细胞因子的表达显著降低（P < 0.05）。qRT-PCR法结果显示，与对照组相比，三联

疗法组双侧移植瘤组织内的CD31表达显著降低（P < 0.000 1），血管生成素（Ang）-1/Ang-2的比值显著升高（P < 0.001）。结论： 
CpG + OX40原位疫苗联合安罗替尼具有更强的全身抗肿瘤效应，适应性免疫和固有免疫及血管密度调控在其中发挥关键作用，

为晚期肿瘤患者提供潜在治疗选择。
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CpG/OX40 in situ vaccine combined with anti-angiogenic drugs enhances the 
systemic anti-tumor effects  against mouse ovarian cancer

WEI Xiaofang1, XU Shuhua1, XIN Ce2, ZHAO Peng3, SUN Weihong3 (1. Department of Clinical Laboratory, Qingdao Central Hospital, 

University of Health and Rehabilitation Sciences, Qingdao 266042, Shandong, China; 2. Department of Stomatology, Qingdao Central 

Hospital, University of Health and Rehabilitation Sciences, Qingdao 266042, Shandong, China; 3. Biotherapy Center, Qingdao Central 

Hospital, University of Health and Rehabilitation Sciences, Qingdao 266042, Shandong, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the systemic anti-tumor effects and immune mechanisms of CpG oligonucleotide and OX40 

agonist antibody in situ vaccine (CpG + OX40) combined with anti-angiogenic drug anlotinib in the treatment of mouse ovarian cancer. 

Methods: A bilateral (primary and metastatic) ID8 cell mouse ovarian cancer model was established. And tumor-bearing mice were 

treated with anlotinib, CpG + OX40, or CpG + OX40 + anlotinib (the triple treatment), respectively. The anti-tumor effects of different 

treatment groups were evaluated by monitoring tumor volume and survival time. The changes of immune cells and cytokines in the 

tumor microenvironment were detected using flow cytometry and ELISA. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

was used to detect the relative expression levels of molecules reflecting vascular density and maturity in tumor tissues. Results: 

Compared with other treatment groups, the CpG + OX40 + anlotinib treatment significantly inhibited tumors on the treatment side 

(primary side) and the untreated side (metastatic side) (P < 0.01), and significantly improved the survival time of tumor-bearing mice 

(P < 0.05). The flow cytometry analyses showed that the CpG + OX40 + anlotinib treatment significantly increased the proportion of 

tumor infiltrating CD4+ T and CD8+ T cells in tumors at both the treated and untreated sides (P < 0.05). Immune cell depletion 

confirmed that when CD4+ T, CD8+ T, or NK cells were depleted alone, there was no significant difference in the inhibitory effects of 
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the triple treatment on primary-side tumors, while the anti-tumor effects on metastatic-side tumors were significantly weakened but 

were still stronger than those of the PBS group (P < 0.01). When all three types of immune cells were depleted simultaneously, there 

was no statistically significant difference in their tumor suppressive effects compared with the PBS group (P > 0.05). The ELISA results 

showed that compared with other treatment groups, the triple treatment group showed a significant increase in Th1-related cytokines in 

the primary-side and metastatic-side tumors (P < 0.05), and a significant decrease in the expression of Th2-related cytokines (P < 0.05). 

The qRT-PCR results showed that, compared with the control group, the triple treatment group exhibited significantly lower CD31 

expression (P < 0.0001) and a significantly higher Ang-1/Ang-2 ratio (P < 0.001) in tumor tissues on both sides. Conclusion: The 

combination of CpG + OX40 in situ vaccine and anlotinib has stronger systemic anti-tumor effects. Adaptive immunity, innate 

immunity and vascular density regulation play a crucial role in its anti-tumor effects, which provide potential treatment options for 

advanced cancer patients.

[Key words]  in situ vaccines; CpG/OX40; anlotinib; tumour immune microenvironment；ovarian cancer

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(8): 806-813. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.08.003]

卵巢癌为致死率较高的妇科恶性肿瘤之一，约70%

的患者确诊已是晚期，5年生存率低于25%[1]。目前，包

括抗血管治疗在内的常规疗法疗效已进入平台期，亟

须探索新的治疗策略和模式。肿瘤原位疫苗是针对实

体瘤极具前景的免疫治疗手段，具有制备简单、成本低

等优点。原位疫苗研发已成为研究热点，并已显示出

良好的抗肿瘤效果。已有研究在淋巴瘤小鼠模型中证

实，原位肿瘤疫苗CpG和抗OX40抗体组合可以清除注

射和未注射部位的肿瘤。TEMIZOZ等[2]发现，在EG-7

和B16细胞小鼠肿瘤模型中，CpG和cGAMP瘤内注射

可有效抑制肿瘤生长。目前，CpG + OX40的组合已在

全球多国开展临床试验。本课题组前期研究发现，CpG 

+ OX40治疗远处肿瘤效果有限。因此，本项目拟在小

鼠卵巢癌模型中，应用原位疫苗和血管内皮生长因子

受体（VEGFR）抑制剂安罗替尼（anlotinib）联合治疗免

疫“冷肿瘤”，探究CpG + OX40 + 安罗替尼组合的抗肿

瘤效应及其机制，为免疫“冷肿瘤”的治疗提供新的思路。

1  材料与方法

1.1  细胞株、实验动物及主要试剂

C57BL/6 小鼠来源的卵巢上皮低分化腺癌

ID8 细胞购自 ATCC。细胞在含 10% 胎牛血清、

100 µg/mL 青霉素和 0.1 mg/mL 链霉素的 1640 培养

基（购自Gibco公司）中，置于 37 ℃、CO2体积分数为

5%及饱和湿度的培养箱中培养。6~8周龄、体质量

（21 ± 18） g的雌性C57BL/6小鼠购自北京维通利华

公司[SCXK（京）2016-0002]。小鼠饲养于青岛大学

医学院实验动物中心（SPF级），饲养环境温度为 22~

25 ℃、湿度为 45%~50%，光照周期为 12 h光照/12 h

黑暗。小鼠的饲料、饮用水和垫料经过高压灭菌，每

3 d更换一次）。实验方案经青岛大学医学部伦理委

员会批准（伦理审批号：QDU-AEC-2021180）。

CpG-ODN 2395购自苏州泓迅生物科技有限公

司，抗 OX40 抗体（αOX40，克隆 OX-86）购自美国

GenScript公司，抗CD4 （克隆GK1.5）、抗CD8（克隆

2.43）和抗NK（克隆 PK136）单克隆清除抗体购自美

国BioXcell 公司，安罗替尼购自美国 InvivoChem

公司，抗小鼠 CD3-FITC/-PC5、CD4-PE/-Cy7，CD8-

PE/-ECD, CD16/56-PE 单克隆流式荧光抗体购自美

国BD公司，细胞因子ELISA检测试剂盒购自上海西

唐生物科技有限公司，RNA纯化试剂盒、反转录试剂

盒、SYBR Green 荧光定量 PCR 预混液均购自美国 

EZBioscience 公司。

1.2  双侧（原发侧和转移侧）ID8细胞小鼠卵巢癌模

型的建立及分组处理

收集对数期生长的 ID8细胞，将5 × 106个细胞皮

下接种于雌性C57BL/6小鼠的左侧腹部（原发部位）。

2 d后，对小鼠的右侧腹部（继发部位）进行同样的操

作。当原发部位的肿瘤生长到 20~30 mm3 时，将

小鼠随机分成 4 组（8 只 /组）：①PBS 组，灌胃给予

PBS（50 µL/只）和超纯水（200 µL/只）；②CpG + OX40

组，肿瘤原位注射CpG（50 μg/只）和OX40（30 μg/只）；

③安罗替尼组，灌胃给予安罗替尼（3 mg/kg/只）；④

CpG + OX40 + 安罗替尼（三联疗法）组，肿瘤原位注

射CpG（50 μg/只）和OX40（30 μg/只），同时通过灌胃

给予安罗替尼（3 mg/kg/只）。CpG和OX40每隔 1天

注射 1次，共 3次；安罗替尼每天灌胃给药，共 2周。

所有治疗仅对原发侧肿瘤进行。给药后，每2~3 d测

量小鼠的肿瘤体积和体质量，观察小鼠状态。肿瘤

体积 = （长径 × 短径 2）/2。连续观察直到小鼠死亡或

任何一侧的肿瘤体积大于 1 500 mm3，对小鼠施行安

乐死。观察期间详细记录小鼠的生存状态、经口体

质量和生存时间。

1.3  流式细胞术检测肿瘤移植瘤组织中浸润淋巴细胞

原位疫苗最后一次注射后7 d，获取小鼠移植瘤组织，

制备单细胞悬浮液，用PBS重悬细胞至 1 × 107个/mL。

向流式检测管中加入 100 µL细胞悬液，按检测需求

加入 FITC-CD3、PE-CD8、PE-CD4 或 PE-CD16/56 荧

光抗体，室温避光反应30 min，然后用PBS洗涤2次。

之后加入 200 µL PBS 重新悬浮细胞，用贝克曼
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（BECKMAN）DxFLEX流式细胞仪检测分析。

1.4  流式细胞术检测移植瘤组织中CD4+ T、CD8+ T

和NK细胞耗竭情况

在治疗前2天和1天、治疗开始当天以及治疗开

始后 5、8和 19天分别注射抗CD4、抗CD8、抗NK单

克隆抗体或同型对照抗体，注射的剂量在治疗前为

200 µg/只，治疗后 100 µg/只。流式细胞术检测细胞

耗竭情况。

1.5  ELISA法检测移植瘤组织中细胞因子水平

在最后一次治疗后 7 d，取移植瘤组织并用裂解

缓冲液匀浆。根据使用说明书，用ELISA试剂盒测

定移植瘤组织中的细胞因子，包括TNF-α、IFN-γ、IL-

10、IL-13、IL-2和 IL-12。

1.6  qRT-PCR 法检测移植瘤组织中 CD31、Ang-1、

Ang-2的表达

采用RNA纯化试剂盒提取总RNA，取每个样本

取 500 ng进行反转录。接下来，使用SYBR Green荧

光定量PCR预混液扩增互补DNA（cDNA）。对数据

进行分析，并采用 2-ΔΔCT法计算相对表达量。以甘油

醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参基因进行归一化

处理。所有反应均设置3个生物学重复，每次分析包

含3个技术重复。引物序列参照文献[3]设计。

1.7  统计学处理

统计图和生存曲线均由 Graphpad Prism 9.0 和

SPSS 16.0软件生成。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，多

组肿瘤体积比较采用Mann-Whitney U检验。生存分

析采用Kaplan-Meier法。以P < 0.05 或P < 0.01表示

差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  三联疗法对小鼠转移性卵巢癌移植瘤的抑制作

用更强

为了评估CpG + OX40联合安罗替尼的系统性

抗肿瘤效应，建立了小鼠转移性卵巢癌 ID8细胞移植

瘤模型，治疗方案见图1A，所有治疗仅对原发侧移植

瘤进行。观察各组治疗效果，安罗替尼组、CpG + 

OX40组和三联疗法组的原发侧移植瘤生长速度明

显慢于 PBS组（P < 0.001），且三联疗法组的抑瘤

效 果显著优于安罗替尼组（P < 0.001）和 CpG + 

OX40组（P < 0.01）。对于转移侧肿瘤，安罗替尼组

和CpG + OX40组的肿瘤生长速度与 PBS 组无显

著差异（P > 0.05），而三联疗法组的肿瘤抑制作用明

显强于PBS组（P < 0.001）（图 1B）。此外，安罗替尼

协同CpG + OX40明显延长了荷瘤鼠生存时间，其中

位生存期比PBS组延长 40 d（65 vs 32 d，P < 0.001），

比安罗替尼组延长 33 d（65 vs 32 d，P < 0.01），比

CpG + OX40 组延长 30 d（65 vs 35 d，P < 0.05）

（图 1C）。治疗后各组小鼠的体质量没有显著差异

（图1D），表明该治疗组合没有明显的不良反应。

2.2  三联疗法系统性增加肿瘤微环境中T淋巴细胞

的浸润

最后一次原位疫苗治疗后 7 d，收集原发侧和转

移侧移植瘤组织，流式细胞术分析组织内肿瘤浸润

淋巴细胞。结果显示，在原发侧肿瘤中，安罗替尼

组、CpG + OX40组和三联疗法组的肿瘤浸润CD4+ T

细胞（t = 2.85，P < 0.05；t = 13.72，P < 0.001；t = 

17.49，P < 0.001）和CD8+ T细胞（t = 3.13，P < 0.01；

t =10.35，P < 0.001；t = 10.29，P < 0.001）的数量明显

高于PBS 组。特别是三联疗法组，其 CD4+ T 细胞

和 CD8+ T 细胞数量比单用安罗替尼（t = 14.75，

P < 0.001；t = 8.32，P < 0.001）或 CpG + OX40

（t = 2.88，P < 0.05；t = 2.61, P < 0.05）显著增加（图

2A、B）。转移侧的肿瘤浸润T细胞的增加趋势与原

发侧一致，而且三联疗法组比 CpG + OX40 组浸润

CD4+ T 和 CD8+ T 细胞增加更加显著（t = 3.52，

P < 0.01；t = 4.04, P < 0.01）（图2C、D）。

2.3  三联疗法的抗肿瘤效应依赖于固有免疫和适应

性免疫

为了进一步探讨三联疗法的抗肿瘤免疫机制，

使用相应的抗体耗竭小鼠体内的CD4+ T、CD8+ T细

胞或 NK 细胞，流式细胞术检测耗竭效果见图 3A。

无论单耗竭哪种细胞类型，在原发侧，三联疗法的单

免疫细胞耗竭组对移植瘤仍然有很强的抑制作用，

其移植瘤体积与未耗竭组相比无明显差异（P > 0.05）

（图 3B），而在转移侧，三联疗法的疗效明显降低

（P < 0.01或P < 0.001或P < 0.05），但依然强于PBS

组（P < 0.001）（图 3C）。免疫细胞联合耗竭实验显

示，同时耗竭CD4+ T和CD8+ T细胞时，三联疗法对

原发侧和转移侧移植瘤的疗效比未耗竭组显著降低

（原发侧：P < 0.05；转移侧：P < 0.01），但依然强于

PBS组（P < 0.001）。只有当CD4+ T 、CD8+ T 细胞和

NK 细胞都耗竭时，三联疗法的抗移植瘤作用才消

失，移植瘤生长迅速，与PBS组的趋势相当（P > 0.05）

（图3D、E）。

2.4  CpG + OX40 + 安罗替尼诱导更强的细胞因子

产生

采用ELISA法分别检测原发侧和未治疗移植瘤

组织中细胞因子的变化，与PBS组相比，原发侧安罗

替尼组、CpG + OX40组和三联疗法组Th1相关细胞

因子明显增加：TNF-α（t = 3.76，P < 0.01；t = 8.32，P < 

0.001，t = 7.49，P < 0.001）、IFN-γ（ t = 2.63，P < 0.05； 
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t = 4.85，P < 0.001，t = 6.83，P < 0.001）、IL-2（t = 3.51，

P < 0.01；t = 9.88，P < 0.001，t = 10.50，P < 0.001），

IL-12（t = 3.60，P < 0.01；t = 6.33，P < 0.001，t = 8.16，

P < 0.001）；而 Th2 相关细胞因子的表达显著降低：

IL-10（t = 2.16，P < 0.05；t = 7.01，P < 0.001，t = 9.06，

P < 0.001）、IL-13（ t = 2.72 ，P < 0.05 ；t = 5.06，

P < 0.001，t = 6.11，P < 0.001）。特别是三联疗法组，

Th1相关细胞因子分别比安罗替尼组、CpG + OX40

组显著升高：TNF- α（t = 5.47，P < 0.001；t = 2.53，

P < 0.05）、IFN- γ（t = 4.91 ，P < 0.001 ；t = 2.15 ，

P < 0.05）、IL-2（t = 8.94，P <0.001；t = 2.26，P <0.05），

IL-12（t = 6.20，P < 0.001；t = 2.26，P < 0.05）；而 Th2

相关细胞因子的表达,与安罗替尼组相比降低：IL-10

（t = 6.80，P < 0.001）、IL-13（t = 3.48，P <0.001），与

CpG + OX40 组相比无明显变化（t = 1.77；t = 1.84，

P > 0.05）（图4A）。在转移侧，与PBS组相比，Th1相

关细胞因子安罗替尼组和三联疗法组都明显增

加：TNF-α（t = 2.58，P < 0.05；t = 4.09，P < 0.01）、

IFN-γ（t = 3.92 ，P <0.01 ；t = 5.87 ，P < 0.001）、

IL-2（t = 2.15，P <0.05；t = 3.83，P < 0.01），IL-12

（ t = 2.64 ，P < 0.05 ；t = 4.62 ，P < 0.001）；Th2相

关细胞因子的表达显著降低 ：IL-10（t = 2.30 ，

P < 0.05 ；t = 4.41 ，P < 0.001）、IL-13（t = 2.49，

P < 0.05；t = 4.30，P < 0.001）。而CpG + OX40组与

PBS组相比，不论Th1相关细胞因子还是Th2相关细

胞因子都无显著变化（P > 0.05）。这些结果与CpG + 

OX40 的远隔效应不佳相一致。另外，在转移侧，

CpG + OX40 + 安罗替尼治疗分别与安罗替尼组、

CpG + OX40 组相比，Th1 相关细胞因子明显升高：

TNF-α（t = 2.24，P < 0.05；t = 3.39，P < 0.01）、IFN-γ

（t = 2.19，P < 0.05；t = 4.25，P < 0.001）、IL-2（t = 2.19，

P < 0.05； t = 3.83，P < 0.01），IL-12（ t = 2.26，P < 0.05； 

t = 3.30，P < 0.01）；Th2相关细胞因子的表达显著降

低：IL-10（t = 2.31，P < 0.05； t = 3.12，P < 0.01）、IL-13

（t = 2.24，P < 0.05；t = 4.55，P < 0.001）（图4B）。

A：ID8细胞小鼠模型治疗流程图；B：原发侧和转移侧（转移部位）移植瘤生长曲线；C：不同治疗组各时间点荷瘤鼠生存率；

D：不同治疗对小鼠体质量的影响。*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001， ns：差异无统计学意义。

图1    原位疫苗治疗小鼠 ID8细胞卵巢癌移植瘤

2.5  三联疗法具有更强的血管抑制作用

qRT-PCR法检测移植瘤组织中与血管密度和成

熟度相关分子的基因表达情况，结果显示，无论是原

发侧还是转移侧，各治疗组的CD31的表达都比PBS
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组低（原发侧，安罗替尼：t = 4.06，P < 0.01；CpG+

OX40：t =3.15, P < 0.01；转移侧，安罗替尼：t = 3.56，

P < 0.01；CpG + OX40：t = 2.24, P < 0.05），其中三联

疗法组最显著（原发侧：t = 5.58，P < 0.001；转移侧：

t = 4.14，P < 0.01）（图 5A），这说明，三联疗法的血管

抑制作用最强。血管生成素（angiopoietin, Ang）-1和

Ang-2比值能反映血管成熟度和密度，比值越低表示

血管成熟度越差。qRT-PCR法检测结果显示，原发侧

各治疗组的Ang-1/Ang-2比值明显高于PBS组（安罗

替尼： t = 3.68，CpG + OX40：t = 3.48，均 P < 0.01），

特别是三联组的差异最显著（t = 8.13，P < 0.000 1）。

转移侧安罗替尼组和三联疗法组的Ang-1/Ang-2

比值明显高于PBS组（t = 2.94，P < 0.05； t = 4.80，

P < 0.001）。而CpG + OX40组与PBS组相比无显著

变化（t = 2.04，P > 0.05）（图5B）。

A：原发侧肿瘤CD4⁺ T细胞浸润百分比及代表性流式图；B： 原发侧肿瘤CD8⁺ T细胞浸润百分比及代表性流式图；

C：转移侧肿瘤CD4⁺ T细胞浸润百分比及代表性流式图；D：转移侧肿瘤CD8⁺ T细胞浸润百分比及代表性流式图。
*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001， ns：差异无统计意义。

图2    三联疗法治疗后移植瘤微环境中免疫细胞的浸润

A：流式细胞术分析NK细胞、CD4+ T 细胞和CD8+ T 细胞的耗竭效果。B、C：当CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞或NK细胞被敲除时，原

发侧（B）和转移侧（C）的肿瘤生长曲线；D、E：当CD4+ T 细胞和CD8+ T 细胞或所有CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞和NK细胞都被敲除

时，原发侧（D）和转移侧（E）的肿瘤生长曲线。*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001， ns：差异无统计意义。三联：CpG + OX40 + 安罗

替尼组；αCD4：抗CD4单抗；αCD8：抗CD8单抗；αNK：抗NK细胞抗体。

图3    CD4/CD8/NK细胞耗竭对CpG + OX40 + 安罗替尼抗肿瘤的影响

·· 810



魏晓芳, 等 . CpG/OX40原位疫苗联合抗血管生成药物增强小鼠全身性抗肿瘤效应

A：原发侧肿瘤微环境中Th1 和Th2相关细胞因子水平；B：转移侧肿瘤微环境中Th1 和Th2相关细胞因子水平。
*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001， ns：差异无统计意义。

图4    三联疗法促进移植瘤微环境中细胞因子的产生

A：两侧移植瘤组织中CD31 mRNA的相对表达；B：两侧移植瘤组织中Ang-1和Ang-2 mRNA相对表达的比值。
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001， ns：差异无统计意义。

图5    三联疗法抑制移植瘤血管生成

3  讨  论

采用CpG寡核苷酸和OX40激动剂抗体原位疫

苗联合抗血管生成药安罗替尼治疗小鼠卵巢癌，可

显著抑制荷瘤鼠原发侧和转移侧肿瘤的生长，延长

小鼠的存活期。上述结果表明，原位疫苗联合血管

生成抑制剂可显著增强全身抗肿瘤效应。

肿瘤原位疫苗是一种极具前景的实体瘤治疗策

略，用免疫激动剂原位处理肿瘤，可激发局部和全身

的抗肿瘤效应[4]；然而，该联合方案对有些肿瘤效果

不理想，如PD-1耐药的恶性肿瘤或免疫“冷”肿瘤[5]。

本研究结果显示，CpG + OX40组合对原发侧肿瘤有

明显的抑制作用，但对转移侧的肿瘤抑制作用不明

显。有研究[6]证明，抗血管生成药能增强肿瘤的免疫

治疗效果。本研究中，三联疗法除了能抑制原发侧

的肿瘤生长，对转移侧肿瘤也有明显的抑制作用，说

明安罗替尼可协同CpG + OX40显著增强全身抗肿

瘤效应。提示联合抗血管生成药物应用有望克服仅

用CpG + OX40治疗的局限性。

既往研究证实，用免疫激动剂在原位处理肿瘤

能改变肿瘤的免疫微环境，将“冷肿瘤”转化为“热肿

瘤”。用TLR激动剂和针对OX40的激活抗体的组合

可放大肿瘤微环境中预先存在的T细胞，诱导它们在

全身产生肿瘤抑制作用[7]。安罗替尼也可以改变肿

瘤微环境，增加免疫细胞浸润[6]。研究[8]发现，全身抗

肿瘤反应需要CD4+ T和CD8+ T细胞同时存在。本

研究显示，CpG + OX40治疗后其原发侧和转移侧肿

瘤内CD4+ T和CD8+ T细胞的均明显增加，联合安罗

替尼后，CpG + OX40在转移侧诱导的免疫细胞浸润

更为显著。尽管既往研究指出CD8⁺ T细胞是疫苗诱

导肿瘤排斥的关键[9]，且在瘤内注射的情况下，抗原
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可以完全交叉提呈，CD4⁺ T 细胞在诱导及维持

CD8⁺ T细胞抗肿瘤反应中起关键作用[10]，但本研究的

细胞耗竭实验结果显示，三联疗法在原发侧的抗肿

瘤效应并没有因CD4+  T或CD8+  T细胞耗竭而显著

减弱，只在两者都耗竭时明显降低。尽管不管哪种T

细胞耗竭，其在转移侧的肿瘤抑制作用都比未耗竭

的明显降低，但仍显著优于PBS组，这说明三联疗法

的抗肿瘤效应除了适应性免疫外还有其它因素参

与。有研究[11]证实，NK细胞在肿瘤形成的早期阶段

和清除对CD8+ T细胞耐受的肿瘤过程中起着重要作

用。本研究中NK细胞的耗竭实验显示，其在原发侧

和转移侧的肿瘤抑制效果与T细胞耗竭类似。另外

发现，只有当CD4+  T细胞、CD8+  T细胞和NK细胞同

时被耗竭时，三联疗法的全身抗肿瘤作用才消失，

表明CpG + OX40原位疫苗在安罗替尼的协助下不

仅激活了适应性免疫，还激活了固有免疫，两者都是

抗肿瘤作用不可或缺的，这些发现为原位疫苗和抗

血管药物的联合应用提供了新的见解。

已有研究[8]发现，CpG/OX40治疗可增加细胞因

子 IL-12、TNF和 IFN的表达。LUO等[12]报道，安罗替

尼诱导Th1相关细胞因子 IL-12和CD8+ T细胞来源

的 IFN-γ显著上调，这与本研究结果相一致。因此推

测，三联疗法充分调动了各种细胞因子，包括Th1和

Th2细胞因子，而这些细胞因子在调节固有免疫和适

应性免疫中起关键作用。

血管系统和免疫系统都会影响肿瘤微环境。此

外，免疫抑制和持续性血管生成在实体肿瘤中较为

常见[13]。有研究[14-15]证实，异常血管网络抑制肿瘤内

的免疫反应，而免疫功能受抑会促进异常血管的形

成。TIAN等[16]发现，使用免疫检查点抑制剂可以重

新激活免疫细胞并促进血管的正常化。CD31是常

用的血管内皮细胞标志物。Ang-2在多种肿瘤中高

表达，阻断 Ang-2 可抑制肿瘤生长和肿瘤血管生

成[17]。此外，阻断Ang-2还能抑制肿瘤淋巴管生成[18]

并促使血管表型趋于正常，而这种血管正常化又依

赖于Ang-1的作用[19]。据报道[20]，工程化Ang-1变体

COMP-Ang1能在肿瘤同种移植模型中诱导肿瘤血

管正常化，从而改善血管灌注。因此Ang-1和Ang-2

的表达，特别是Ang-1/Ang-2的比值可以一定程度上

反映出肿瘤组织的血管成熟度、密度等情况[21-23]。本

研究发现，双侧肿瘤组织中三联疗法组CD31表达降

低且Ang-1/Ang-2比值升高，与本研究所观察到的肿

瘤预后相一致。另外，HATA等[24]证实，在人卵巢癌

中Ang-1/Ang-2比值与肿瘤血管密度和不良预后成

正相关，与本研究结果一致。

在免疫疗法和血管抑制剂的影响下，肿瘤患者

的死亡风险和疾病进展风险明显降低[25]，显示了抗

血管药物联合免疫治疗治疗癌症方面的优势。

CpG + OX40 + 安罗替尼的原位注射引发了有效的抗

肿瘤免疫反应，限制了全身暴露和相关毒性的风险，

不仅改变了注射部位的肿瘤微环境，还产生了系统

性免疫反应，抑制了远处肿瘤的进展。本研究还有

一些局限性：首先，只有当肿瘤足够大且可接近时，

才能进行原位注射，这导致了原位疫苗应用的实际

局限性；其次，对三联疗法抗肿瘤机制的分析不够深

入，特别是免疫细胞耗竭实验所展示的原发侧和转

移侧结果的差异，提示两侧的抗肿瘤机制可能不尽

相同。因此，原位疫苗的应用方法和效应机制还需

要在未来的研究中进一步探索。

总之，本研究提出一种有效且安全的晚期卵巢

癌原位疫苗联合血管抑制剂方案。CpG + OX40联

合安罗替尼不仅改变了肿瘤微环境，促使其由非免

疫原性向免疫原性转化，并且诱导并放大了原发侧

和转移侧的抗肿瘤免疫反应，提高了抑制肿瘤生长

和延长了生存期的效应，为晚期“冷”肿瘤的治疗提

供了新的思路。
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