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ＩＦＮγ刺激培养未成熟树突状细胞免疫耐受效应机制研究


吴银平，袁发焕△，侯卫平

（第三军医大学新桥医院肾病科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　通过γ干扰素（ＩＦＮγ）刺激培养未成熟树突状细胞，研究在体外ＩＦＮγ诱导未成熟树突状细胞免疫耐受的效

应机制。方法　采用经典的ＧＭＣＳＦ＋ＩＬ４诱导方案，以获得细胞表面缺乏共刺激分子的大鼠骨髓来源的未成熟树突状细胞，

经ＩＦＮγ刺激培养后，通过外源性抗原Ｔ细胞表位ｐＣｏｌ（２８４０）多肽培养，流式细胞仪检测表面 ＭＨＣⅡ类分子及共刺激分子

ＣＤ８０、ＣＤ８６，ＤＣ表面相对特异性标记 ＯＸ６２的情况，将脾脏分离淋巴细胞分为３组，即对照组、ｉｍＤＣ组和ｉｍＤＣＩＦＮγ组，采用

ＭＴＴ法检测各组淋巴细胞增殖情况，ＡｎｎｅｉｘＶＦｌｏｕｓ检测各组淋巴细胞凋亡，ＥＬＩＳＡ法检测体外培养脾细胞上清液Ｔｈ１／Ｔｈ２

型细胞因子，观察体外ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｔｈ亚群的分化情况。结果　ＩＦＮγ刺激培养的未成熟树突细胞通过外源性抗原Ｔ细胞表位

ｐＣｏｌ（２８４０）多肽培养后低表达表面 ＭＨＣⅡ类分子（１４．０１％）及共刺激分子ＣＤ８０（４．７８％）、ＣＤ８６（１９．７９％），同样低表达ＤＣ表

面相对特异性标记ＯＸ６２（１５．３１％，犘＜０．０５，狀＝４）；ＭＴＴ法检测共培养的脾淋巴细胞ｉｍＤＣ组、ｉｍＤＣＩＦＮγ组与对照组增殖差异有

统计学意义（犘＜０．０５，狀＝５）；但ｉｍＤＣＩＦＮγ组凋亡率为（１２．９±０．０２）％，与对照组和ｉｍＤＣ组相比均明显增高（犘＜０．０５，狀＝５）；

Ｔｈ１型细胞因子明显向Ｔｈ２型细胞因子偏移。结论　ＩＦＮγ刺激培养的未成熟树突状细胞对外源性抗原Ｔ细胞表位ｐＣｏｌ（２８

４０）多肽摄取及提呈能力明显下降；抑制Ｔ细胞增殖，促进Ｔ细胞凋亡；并且促使Ｔｈ１型细胞因子向Ｔｈ２型细胞因子漂移，诱导

形成免疫耐受。
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　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是体内最有效的抗原提

呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ），它不仅参与抗原的摄取

及提呈，而且可诱导免疫耐受。目前研究发现ＤＣ的免疫应答

还是诱导免疫耐受效应均取决于ＤＣ的成熟状态：成熟ＤＣ表

面高表达 ＭＨＣⅡ类分子和共刺激分子ＣＤ８０、ＣＤ８６，因而可诱

导ＣＤ４＋Ｔｈ０分化为 Ｔｈ１介导细胞免疫应答；而未成熟 ＤＣ

（ｉｍｍａｔｕｒｅＤＣ，ｉｍＤＣ）表面低表达 ＭＨＣⅡ类分子和共刺激分

子ＣＤ８０、ＣＤ８６，可诱导ＣＤ４＋Ｔｈ０分化为 Ｔｈ２细胞而具有诱

导建立外周免疫耐受的特性［１］。Ｔｈ２细胞分泌高水平的ＩＬ４

可间接促进ＤＣ的成熟，γ干扰素（ＩＦＮγ）则能抵抗ＩＬ４的效

２５８２ 重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２１期
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应。在外周器官组织中，ＤＣ是以一种不成熟的状态存在，可

诱导调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｅＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）产生分泌具有负调

节作用的ＩＬ１０，参与外周免疫耐受的建立。Ｋｉｔｃｈｅｎ等
［２］研究

发现在ＩＦＮγ基因敲除鼠可诱导更为严重的抗ＧＢＭ肾炎，表

现为抗原特异性Ｔ细胞的高度激活和增殖，提示由调节性Ｔ

细胞分泌ＩＦＮγ直接调控诱导免疫耐受的效应。新近研究还

发现ＩＦＮγ具有相矛盾的作用
［３］，既有可能引发Ｔｈ１驱使的

免疫应答反应，又可诱导产生调节性Ｔ细胞控制免疫反应
［３］，

这种早期产生的ＩＦＮγ能直接抑制具有ＩＦＮｇＲ１和ＩＦＮｇＲ２

的Ｔ细胞，而且还可间接地预防Ｔ细胞的进一步激活。

本实验联合ＩＦＮγ和ｉｍＤＣ诱导免疫耐受特性，在体外通

过ＩＦＮγ刺激培养ｉｍＤＣ与脾脏分离的淋巴细胞共培养，观察

淋巴细胞增殖及凋亡情况及ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞因

子的表达情况。

１　材料与方法

１．１　材料　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（体质量２００～２５０ｇ）购自

第三军医大学大坪医院动物中心。大鼠重组ＩＦＮγ、ＧＭＣＳＦ、

ＩＬ４（美国 Ｒ＆Ｄ 公司），荧光抗体 ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＭＨＣⅡ、

ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ８６、ＰＥａｎｔｉｒａｔＯＸ６２、ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ８０及同

型对照抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），噻唑蓝（ＭＴＴ，Ａｍｅｒｓｈａ公

司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清（（ＦＣＳ，杭

州四季青公司）二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司），ＩＬ４、ＩＬ１３、

ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒（美国Ｒ＆Ｄ公司），Ｔ细胞表位ｐＣｏｌ（２８

４０）多肽（上海英骏生物公司）等。

１．２　大鼠骨髓来源ｉｍＤＣ制备　参照Ｓｏｎ等
［４］的方法，颈椎

脱臼处死大鼠，７０％乙醇浸泡消毒１５ｍｉｎ。无菌取出股骨和胫

骨，用镊子固定长骨后剪刀剪去骨两端，用ＲＰＭＩ１６４０培养液

反复冲洗出骨髓至培养皿中，直至骨变白。用２００目尼龙网过

滤去除小碎骨片和肌肉组织。滤液以４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃上清液。ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ裂解红细胞，室温孵育２～３ｍｉｎ，

４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。洗涤２遍后，用２４

ｍＬＤＣ培养液（ＲＰＭＩ１６４０加ｒＧＭＣＳＦ１０ｎｇ／ｍＬ＋ｒＩＬ４５

ｎｇ／ｍＬ）重悬细胞沉淀后，接种于６孔细胞培养板中，置３７℃、

５％ＣＯ２ 细胞培养箱内孵育３ｈ。轻轻吸出悬浮和半贴壁细胞，

４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃上清液。ＤＣ培养液重悬细胞

沉淀，计数并调整密度为１×１０６／ｍＬ，加入２４孔板中培养（１

ｍＬ／孔）。置３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱培养。每４８小时新配

制ＤＣ培养液半量换液，继续培养。培养至第５天收集、计数、

用灭菌ＰＢＳ调整ＤＣ浓度至１×１０６／ｍＬ，即为ｉｍＤＣ。

１．３　ＩＦＮγ刺激培养的大鼠骨髓来源未成熟树突状细胞（ｉｍ

ＤＣＩＦＮγ）制备　ＤＣ取材方法同上，ＤＣ孵育３ｈ，转入２４孔培养

板培养１８ｈ后加ＩＦＮγ（１００Ｕ／ｍＬ）刺激培养细胞
［５］，３７℃，

５％ＣＯ２ 细胞培养箱培养。每４８小时新配制的ＤＣ培养液半

量换液，并补充ＩＦＮγ（５０Ｕ／ｍＬ），置３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养

箱培养。培养至第３天用灭菌０．０１ＭＰＢＳ洗２次，洗去ＩＦＮ

γ，调整ＤＣ浓度至１×１０６／ｍＬ，补充外源性抗原Ｔ细胞表位

ｐＣｏｌ（２８４０）多肽，继续培养４８ｈ，收集、计数、用灭菌ＰＢＳ调整

ＤＣ浓度至１×１０６／ｍＬ，即为ｉｍＤＣＩＦＮγ。

１．４　流式细胞检测ｉｍＤＣ和ｉｍＤＣＩＦＮγ表型　分别收集ｉｍＤＣ

和ｉｍＤＣＩＦＮγ入刻度离心管，４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上

清液，加入１ｍＬＰＢＳ重悬，计数，分装入每管约１×１０６ 个细胞

于ＥＰ管中。４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清液，再用

ＰＢＳ洗３次，最后用２００μＬＰＢＳ重悬。然后按试剂说明书加

入荧光标记抗体：ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ８０（１μＬ）、ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ８６

（１μＬ）、ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＭＨＣⅡ（１μＬ）和ＰＥａｎｔｉｒａｔＯＸ６２（１０

μＬ），４℃避光孵育３０ｍｉｎ。Ｓｔａｉｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒ洗涤３次，流式细

胞仪检测。

１．５　分离脾脏淋巴细胞　无菌条件下取脾组织，于２００目钢

丝滤网上研磨成匀浆状，用含２％胎牛血清的无菌生理盐水冲

入无菌平皿制成悬液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加５

ｍＬＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ，静置２～３ｍｉｎ去除红细胞，加无菌生理盐水

５～６ｍＬ中和，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，洗涤３遍，加入大鼠淋

巴细胞分离液，严格按说明书提取白膜层细胞。光镜下计数

后，用含１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０调整脾细胞浓度为２

×１０６／ｍＬ，备用。

１．６　ｉｍＤＣ和ｉｍＤＣＩＦＮγ与脾细胞铺板培养　实验分组：（１）对

照组，加入含血清 ＲＰＭＩ１６４０；（２）ｉｍＤＣ组，加入培养的ｉｍ

ＤＣ；（３）ｉｍＤＣＩＦＮγ组，加入ｉｍＤＣＩＦＮγ。取上述脾细胞中一部分，

铺２４孔板培养，每孔０．５ｍＬ，各孔加入制备好的ｉｍＤＣ和ｉｍ

ＤＣＩＦＮγ各０．５ｍＬ，对照组加等量的含血清ＲＰＭＩ１６４０，轻轻吹

打混匀，置３７℃，５％ＣＯ２ 细胞培养箱培养。每个样本铺６个

复孔，分别于铺板后４８、７２ｈ收集上清液，待作相关细胞因子

测试。

１．７　ＭＴＴ法检测各组与淋巴细胞的增殖情况　（１）９６孔细

胞培养板，每孔加入大鼠分离的脾脏淋巴细胞各１００μＬ。（２）

含血清ＲＰＭＩ１６４０，５％ＣＯ２、３７℃培养４ｈ。（３）于培养细胞

中加入：含血清 ＲＰＭＩ１６４０２００μＬ（对照组）；培养的ｉｍＤＣ

２００μＬ（ｉｍＤＣ组）；ｉｍＤＣＩＦＮγ２００μＬ（ｉｍＤＣＩＦＮγ组）；均设６个复

孔，同时设空白对照。（４）继续培养４８ｈ。（５）在实验前４ｈ每

孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ。（６）轻轻吸去上清液，每孔加

入ＤＭＳＯ１５０μＬ，轻轻振荡１０ｍｉｎ。（７）在酶标光度计上测光

吸收值，测定波长为４９０ｎｍ，参考波长为６３０ｎｍ，所得光吸收

值代表相应孔细胞的相对数量。

１．８　流式细胞仪检测各组淋巴细胞凋亡的情况　（１）２４孔细

胞培养板，每孔加入分离的大鼠脾脏淋巴细胞５００μＬ。（２）将

含血清ＲＰＭＩ１６４０和培养细胞ｉｍＤＣ和ｉｍＤＣＩＦＮγ加入相应的

培养孔５００μＬ，每组设６个复孔，同时设空白对照。（３）含血

清ＲＰＭＩ１６４０，３７℃、５％ＣＯ２ 培养４８ｈ。（４）每天各组随机抽

取２孔。分别收集各组细胞入刻度离心管，４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，弃上清液。分装入每管约１×１０６ 个／ｍＬ细胞于

ＥＰ管中。４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，再用ＰＢＳ

洗３次。最后用２００μＬＰＢＳ重悬。按试剂说明书加入荧光标

记抗体，ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ４ｍＡｂ（１０μＬ），４℃、３０ｍｉｎ后洗涤３

次，加ＰＢＳ至５００μＬ。按ＡｎｎｅｉｘＶＦｌｏｕｓ试剂盒说明书，用流

式细胞仪检测细胞凋亡情况。（５）连续检测２ｄ。

１．９　Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞因子浓度测定 　 按照 Ｒ＆Ｄ 公司

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，测定脾细胞上清液中Ｔｈ１型细胞

因子ＩＦＮγ（用铺板培养后７２ｈ收集之上清液）以及Ｔｈ２型细

胞因子ＩＬ４、ＩＬ１３（用铺板培养后４８ｈ收集之上清液）的含

量，在ＢＩＯＲＡＤ６８０酶标仪上读取结果。

１．１０　统计学方法　数据用狓±狊表示，组间比较采用ＳＰＳＳ

１０．０统计软件行秩和检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　流式细胞仪检测ＤＣ表型　流式细胞仪检测（收集制备
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的ｉｍＤＣ以及ｉｍＤＣＩＦＮγ）表面 ＭＨＣ Ⅱ类分子和共刺激分子

ＣＤ８０、ＣＤ８６以及ＤＣ表面相对特异性标记ＯＸ６２情况，结果发

现，ｉｍＤＣ表达的上述分子分别为２０．０７％、１３．０１％、２１．３８％、

１４．０３％，均明显低于ｍＤＣ水平（ｍＤＣ上述分子表达水平均在

７０％以上，数据未显示）。ｉｍＤＣＩＦＮγ表达上述分子分别为

１４．０１％、１９．７９％、１５．３１％、４．７８％，均低表达表面 ＭＨＣⅡ类

分子和共刺激分子ＣＤ８０、ＣＤ８６；与ｉｍＤＣ组相比，除ＣＤ８０略

高一些，其余均低于ｉｍＤＣ组（犘＜０．０５，狀＝４），见图１。

图１　　耐受性ＤＣ表面共刺激分子和 ＭＨＣⅡ类分子的

表达情况

２．２　ＭＴＴ法检测各组淋巴细胞增殖情况　对照组ＯＤ值为

（０．１９５０±０．０１６０）；ｉｍＤＣ组为（０．１９７４±０．０１７）；ｉｍＤＣＩＦＮγ

组为（０．０８３６±０．０１２），ｉｍＤＣ组、ｉｍＤＣＩＦＮγ组与对照组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５，狀＝５）。

２．３　在体外脾淋巴细胞与共培养细胞凋亡变化　采用流式细

胞仪检测各组淋巴细胞凋亡率，ｉｍＤＣ组（１．０６±０．０１）与对照

组（０．０３±０．０１）比较差异有统计学意义（犘＜０．０５，狀＝５）；ｉｍ

ＤＣＩＦＮγ组凋亡率为（１２．９８±０．０２），与对照组和ｉｍＤＣ组比较

均明显增高（犘＜０．０５，狀＝５），见图２。

图２　　流式细胞仪检测体外同等条件下大鼠脾淋巴

细胞凋亡变化

图３　　脾细胞上清液中ＩＬ４、ＩＬ１３、ＩＦＮγ浓度

２．４　ＥＬＩＳＡ法检测体外培养脾细胞上清液Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞

因子　ｉｍＤＣ组和ｉｍＤＣＩＦＮγ组表达ＩＦＮγ浓度差异无统计学

意义（犘＞０．０５，狀＝５），ｉｍＤＣ组表达ＩＦＮγ浓度与对照组和

ｉｍＤＣＩＦＮγ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５，狀＝５）；ｉｍＤＣＩＦＮγ

组表达ＩＬ４和ＩＬ１３高于ｉｍＤＣ组，也明显高于对照组（犘＜０．

０５，狀＝５），见图３。

３　讨　　论

ＤＣ是目前已知的机体内功能最强的“专职抗原递呈细

胞”（ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌＡＰＣ）
［６］。ＤＣ广泛分布于除脑以外的全身

各脏器。在外周ＤＣ获取抗原、递呈抗原、初始化免疫反应或

死亡［７９］。ＤＣ经历几个不同的表型期；各个表型期ＤＣ具有不

同的功能活性，不同的免疫功能。未成熟ＤＣ特点是能够吞噬

外源性抗原（通过胞吞、胞饮或各种受体介导的吞噬作用），处

理并将相应的肽段结合到内源性 ＭＨＣ分子。由于表面表达

ＭＨＣ和接触分子（ＣＤ８０、ＣＤ８６）的量较少，从而在抗原识别时

提呈抗原而缺乏共刺激分子及细胞因子的参与介导免疫耐受。

本实验采用经典的ＧＭＣＳＦ＋ＩＬ４诱导方案，经ＩＦＮγ刺激培

养的ｉｍＤＣ通过外源性抗原 Ｔ细胞表位ｐＣｏｌ（２８４０）多肽培

养，均低表达表面分子 ＭＨＣ Ⅱ类分子及共刺激分子ＣＤ８０、

ＣＤ８６，同样低表达 ＤＣ表面相对特异性标记 ＯＸ６２，表明经

ＩＦＮγ刺激培养的ｉｍＤＣ对抗原的摄取和提呈能力低，未能激

活Ｔ细胞免疫应答，而具有诱导免疫耐受的特性。

Ｗｏｏｄ和Ｂａｗｉｔｚｋｉ
［３］研究及新近研究发现ＩＦＮγ诱导产生

Ｔｒｅｇ控制免疫反应。Ｔｒｅｇ分泌ＩＦＮγ对 Ｔ细胞的直接调控

发挥着诱导免疫耐受的效应［１０］。有研究认为，Ｔｈ１／Ｔｈ２的动

态平衡是免疫耐受的关键因素，ＩＦＮγ由Ｔｈ１分泌，ＩＬ４和ＩＬ

１３由Ｔｈ２分泌，Ｔｈ１向 Ｔｈ２漂移可能是免疫耐受的形成机

制［１１１８］。ＥＬＩＳＡ检测脾细胞上清液中ｉｍＤＣ组和ｉｍＤＣＩＦＮγ组

表达ＩＦＮγ无明显差异，但均高于对照组，同样脾细胞上清液

中ｉｍＤＣＩＦＮγ组表达ＩＬ４和ＩＬ１３高于ｉｍＤＣ组，且明显高于对

照组，表明ＩＦＮγ诱导产生 Ｔｒｅｇ诱导免疫耐受的效应，并且

Ｔｈ１向Ｔｈ２漂移，可能诱导形成免疫耐受。

ｉｍＤＣ在经ＩＦＮγ刺激培养后对外源性抗原的摄取和提

呈能力差，能够体外抑制Ｔ细胞增殖，促进其凋亡；同时实验

表明Ｔｈ１向Ｔｈ２漂移，可诱导形成免疫耐受。该实验的结果

有待于体内实验进一步验证，这将为临床进一步研究免疫耐受

提供新的思路。
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量呈显著正相关。

近年来研究发现，ｍｔＴＦＡ在快速增长的肿瘤中表达上调，

可能参与调控与肿瘤发生、发展有关的基因的表达。ｍｔＴＦＡ

能够特异性地识别并结合损伤的ｍｔＤＮＡ，结合后，抑制了修复

酶对ｍｔＤＮＡ损伤的识别和结合。此外，ｍｔＴＦＡ还能同ｐ５３

相互作用在凋亡中发挥重要作用。因此，ｍｔＴＦＡ可能与肿瘤

发生、发展有较为密切的关系。肿瘤细胞中，控制 ｍｔＤＮＡ转

录、复制的调节多肽的表达有何变化？其与肿瘤 ｍｔＤＮＡ拷贝

数的改变有何关系？这些问题鲜见文献报道。Ｙｉｎ等
［７］利用

竞争ＰＣＲ及定量ＰＣＲ等技术检测了１８例肝癌 ｍｔＤＮＡ 拷贝

数的改变，并分析了这种变化与肝癌 ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ 表达量的

关系。ｍｔＳＳＢ是调控ｍｔＤＮＡ复制、修复和重组过程中的一种

关键蛋白，目前已证实，正常组织中这种蛋白的表达量和 ｍｔＤ

ＮＡ的含量之间呈显著的正相关
［８］。而 Ｙｉｎ等

［７］的研究却发

现，癌组织中ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ的平均表达量与癌旁正常组织相

比虽然明显上调，但女性患者癌组织 ｍｔＤＮＡ平均拷贝数却显

著低于相应正常组织，男性患者癌组织 ｍｔＤＮＡ平均拷贝数无

明显变化；ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ 表达量和 ｍｔＤＮＡ拷贝数之间的相

关性只存在于癌旁正常组织中，而癌组织中这种相关性消失。

在本研究中，作者利用ＲＴＰＣＲ技术检测了３７例肺癌及相应

癌旁组织ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的表达。结果发现，癌组织与癌旁正

常组织 ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ 的平均表达量之间差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。上述结果说明，在这些肿瘤中，ｍｔＤＮＡ拷贝数虽

然下降，但调控 ｍｔＤＮＡ转录、复制的主要调节因子如 ｍｔＳＳＢ、

ｍｔＴＦＡ的表达并没有显著下调。肿瘤中ｍｔＤＮＡ拷贝数的改变

与ｍｔＤＮＡ转录、复制的主要调节因子的表达水平无关。肿瘤

细胞中ｍｔＤＮＡ拷贝数改变的具体机制还有待于进一步研究。
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