
书书书

!论
!!

著!

!"#

基因转染小鼠树突状细胞体外诱导
$%&

'

细胞增殖的研究"

谢启超!朱
!

波!陈正堂#

"第三军医大学新桥医院全军肿瘤研究所!重庆
()))*+

#

!!

摘
!

要"目的
!

调节性
$

细胞"

$%&

'

#在肿瘤局部免疫耐受中发挥了重要作用!但其产生机制尚不清楚$本实验通过将吲哚

胺
,-

!

*,

双加氧酶"

!"#

#基因转染小鼠树突状细胞"

".

#!体外研究对
$%&

'

细胞的诱导增殖作用!为肺癌免疫耐受产生机制研究提

供新的依据$方法
!

采用慢病毒转染技术!将含人全长
!"#

基因转染到小鼠
".

细胞!

/(01

筛选获得
!"#,".

细胞!同时设置空

白对照组"

".

细胞#及空质粒转染组"

2/34,".

细胞#!将
*

种细胞分别与小鼠
$

淋巴细胞混合培养!利用流式细胞技术分析
*

种

细胞对
$%&

'

细胞的诱导增殖作用$结果
!

!"#

基因成功转染到小鼠
".

细胞!与小鼠
$

淋巴细胞共培养后!

$%&

'

细胞增殖明

显!和
2/34,".

细胞"

+56789*5:7

!

!

$

)5)6

#及
".

细胞"

+56789*507

!

!

$

)5)6

#相比差异显著$结论
!

!"#

基因转染小

鼠
".

细胞在体外能明显增强
$%&

'

细胞的增殖!为肺癌局部免疫耐受机制研究提供了新的实验依据$

关键词"吲哚胺
,-

!

*,

双加氧酶%树突细胞%肺肿瘤%免疫耐受%调节性
$

细胞

;<=

!

0)5*>:>

"

?

5=99@50:+0,1*(15-)005-)5))0

文献标识码"

A

文章编号"

0:+0,1*(1

"

-)00

#

-),0>++,)-

!"#$%&'

(

&')$*+&,%$'"'*&+

-

.),%'&

/

01+))$"2.1+23

/

4'.5+2+"2&$%$11+))%&,"5*+1%+26$%7!89

-

+"+

"

"#$%#&'()

#

*'+,)

#

-'$.*'$.

/

0(.

/

#

$

1'$2.30#0+0$)

4

-(.&$56$3$(5&')

4

!$)

7

8$93:#;$5(0#).<5=

>

#

0'$<

44

#8#(0$?"#.

@

#()A)3

7

#0(8)

4

1'#5?

B#8#0(5

>

B$?#&(8C.#D$53#0

>

#

-').

/@

#.

/

()))*+

#

-'#.(

%

:35%&,1%

!

93

;

+1%$#+

!

B&

'

CDEF<%

G

$

$

$%&

'

%

H&DD9

I

DE

G

FJ&=K

I

<%FE@F%<D&=@FJ&=KKC@&F<D&%E@H&<LHE@H&%5MCFFJ&K&HJE@=9K=9

9F=DD@<FHD&E%5$J&E=K<LFJ=99FC;

G

NE9F<=@8&9F=

'

EF&FJ&&LL&HF9<LK<C9&".H&DDF%E@9L&HF&;N=FJ!"#

'

&@&<@=@;CH=@

'

FJ&

I

%<,

D=L&%EF=<@<L$%&

'

H&DD=@8=F%<5<+%7'25

!

M

G

C9=@

'

FJ&%&H<KO=@E@FD&@F=8=%ED8&HF<%

#

FJ&JCKE@!"#H"PA NE9F%E@9L&HF&;=@F<

K<C9&".H&DD

$

!"#,".

%

E@;H<,HCDFC%&N=FJ$D

G

K

I

J<H

G

F&9L%<KFJ&

I

&%=

I

J&%EDOD<<;<L.6+K<C9&5$J&

I

E%&@FED".H&DD9E@;".

H&DD9F%E@9L&HF&;N=FJODE@Q

I

DE9K=;

I

2/34

$

2/34,".

%

NE9C9&;E9H<@F%<D

'

%<C

I

95ALF&%HCDFC%&

#

FJ&$%&

'

H&DD9N&%&9<%F&;C9=@

'

LDC<%&9H&@H&,EHF=8EF&;H&DD9<%F=@

'

$

3A.R

%

5=+5.)%5

!

$J&!"#

'

&@&NE9F%E@9L&HF&;=@F<".H&DD9CHH&99LCDD

G

E@;FJ&!"#,".H&DD9

H<CD;=@;CH&FJ&

I

%<D=L&%EF=<@<L$%&

'

H&DD5$J&%&NE99=

'

@=L=HE@FD

G

;=LL&%&@H&O&FN&&@FJ&!"#,".H&DD9E@;2/34,".H&DD9

$

+567

!

*5:7

#

!

$

)5)6

%

E@;O&FN&&@FJ&!"#,".H&DD9E@;".H&DD9

$

+567

!

*507

#

!

$

)5)6

%

5>'"1).5$'"

!

#C%%&9CDF99C

''

&9FFJEFFJ&

".H&DD9F%E@9L&HF&;N=FJ!"#

'

&@&HE@=@;CH&FJ&

I

%<D=L&%EF=<@<L$%&

'

H&DD=@8=F%<

#

NJ=HJN=DDO&<LO&@&L=FF<FJ&%&9&E%HJ<LHE@H,

&%=KKC@&F<D&%E@H&5

?+

/

6'&25

!

=@;<D&EK=@&,-

#

*,;=<S

G'

&@E9&

&

;&@;%=F=HH&DD9

&

DC@

'

@&<

I

DE9K9

&

=KKC@&F<D&%E@H&

&

%&

'

CDEF<%

G

$H&DD

!!

调节性
$

细胞$

%&

'

CDEF<%

G

$H&DD

#

$%&

'

%是
$

细胞中的一

个亚群#极少量的
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细胞便可以通过与
$

细胞直接接触的

方式或产生某些抑制性细胞因子来抑制
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细胞增殖'

$

细胞

功能'甚至诱导
$

细胞凋亡#进而产生强烈的免疫抑制(研究

表明#这种抑制作用与恶性肿瘤的转移关系密切(淋巴结作为

人体免疫器官#是多种恶性肿瘤转移的重要发生部位#是导致
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%在发生或未发生的肺癌引流淋巴结中出

现#猜测可能与肺癌的淋巴结转移有密切关系(本研究应用阳

离子脂质体将
!"#

基因转染到小鼠
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细胞#并与小鼠外周血
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淋巴细胞混合培养#通过体外培养研究增强
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中的

表达对
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细胞的诱导增殖作用#阐明
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细胞增殖的相互关系#为肺癌淋巴结转移机制研究
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M
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,
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细胞&
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胰蛋白酶溶液消化传代#细胞培养及转染等均在
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饱和湿

度及含
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的培养箱中进行(
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慢病毒转染
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构建非线性病毒穿梭质粒#筛选人全长
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基因阳性克隆#并进行测序鉴定#对于测序正确的阳性克

隆#与慢病毒包装质粒$
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细胞#在细胞中完成病毒的包装#再收集病毒液并浓缩'

纯化#测定病毒滴度#用收集到的高滴度病毒感染小鼠树突状

细胞#用
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筛选后获得稳定表达具有生物学功能
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的
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细胞#空白对照质粒
I
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转染同上#获得的细胞命

名为
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!

转染的鉴定
!

插入片段的测序由上海申博公司完成#

结果与基因库
P.M!

比对&转染后的细胞应用
B$,4.B

检测

!"#KBPA

表达情况#上游引物!

6],/./ .$/ $$/ /AA

A$A/.$$.,*]

#下游引物!

6],.A/ /A./$.AAA /.A

.$/AA,*]

#扩增片段长度为
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#引物由申博公司合成&
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及
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方法检测
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基因的表达(
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小鼠
$

细胞的分离及培养
!

利用小鼠淋巴细胞分离

液#在无菌条件下肝素抗凝'眼眶取血#利用标准的密度梯度离

心法分离获取单个核细胞#计数细胞后#用含
0)7

胎牛血清

0:()

培养基$

/=OH<

%调节细胞浓度至
0_0)

:

"

KZ

#加入终浓度

为
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"

KZ

的白细胞介素
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#置培养箱内培养
(1J

#收集培养

后的
$

细胞#分别加入
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'

2/34,".
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细胞$
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%#继续培养
+-J

(

@5A5D

!

流式细胞仪$

3.Y

%检测
!

上述混合细胞群继续培养

+-J

后#收集所有细胞#离心#取细胞数约
0_0)
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#磷酸盐缓冲

液$

4MR

%洗涤
-

次#

)5-7F%=F<@S,0))

穿膜后加入荧光标记的

抗体
3#b

I

*,42

和
."(,42.X6

#避光孵育
*)K=@

#

4MR

洗涤
*

次#

(J

内上机检测#每次均设置加入小鼠
!
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'
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.X6

荧光抗体作为非特异对照#实验均重复
*

次#结果取均值(
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统计学处理
!

所测数据取均值
Ec3

#组间差异采用
0

检验#使用统计软件
R4RR0*5)

对数据进行统计分析#以
!

$

)5)6

为差异有统计学意义(
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结
!!

果
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!
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基因转染及筛选
!

!"#

基因质粒构建完成后与基因

库比对#结果与基因库完全一致&转染并经
/(01

筛选后#所得

细胞均为绿色荧光表达阳性$图
0

%#

B$,4.B

和
&̂9F&%@OD<F

检测结果表明
!"#

正常表达$图
-
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图
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!!

转染后
!"#

融合蛋白在
!"#,".

细胞中的表达 #
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流式细胞仪$

3.Y

%检测结果
!

3.Y

检测结果提示与
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细胞联合培养的体系中#
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$
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%
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#

3<S

I
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$

T

%细胞比例为$

+56c-56

%
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#而与

2/34,".

或
".

细胞联合培养的体系中#

."(

$

T

%细胞的比例

分别为$

(650c+5(

%

7

和$

(*51c15*

%

7

#

3<S

I

*

$

T

%细胞比例

分别为$

*5:c05:

%

7

和$

*50c05+

%
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#前者与后二者比较#

."(

$

T

%细胞比例差异无统计学意义#而
3<S

I

*

$

T

%细胞比例

差异有统计学意义$
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细胞&

-

!

2/34,".

细胞&

*

!

".

细胞(

图
-
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B$,4.B

检测
!"#

基因的表达

图
*
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检测
!"#

蛋白在

!"#,".

细胞中的表达
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讨
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论

免疫耐受是肿瘤形成的重要机制#同时也是肿瘤免疫治疗

效果不佳的最主要原因之一#在免疫耐受的微环境中#机体免

疫系统无法对肿瘤细胞进行有效地识别和杀伤(目前认为#肿

瘤细胞诱导的外周免疫耐受形成机制主要包括肿瘤抗原缺失'

抗原提呈细胞的抗原识别'加工'提呈障碍以及某些细胞因子

如转化生长因子
,

$

$

$/3,

$

%等介导的
$

细胞增殖受阻或功能

抑制等)

0,*

*

(最近研究发现#

$%&

'

细胞是导致肿瘤细胞免疫耐

受的一个关键因素)

(,6

*

#

$%&

'

细胞是
$

细胞中一个独特的亚

群#这种细胞可以以抗原非特异性的方式'通过细胞间的直接

接触来抑制效应
$

细胞的功能#从而减弱甚至消除免疫反应

的效果#由于
$%&

'

细胞在肿瘤局部免疫耐受的形成和维持中

具有重要地位#所以#该细胞亚群一经发现便在肿瘤免疫耐受

研究中受到极大的重视(

".

细胞是人体内迄今为止所发现

的功能最强大的抗原递呈细胞#在肿瘤免疫中具有重要的地

位#它通过识别提取抗原并向
$

细胞递呈来引导抗肿瘤免疫

反应的发生(最近研究发现#

".

细胞可以通过增强
!"#

基因

的表达来诱导局部的免疫耐受#从而导致肿瘤的侵袭和转移(

人类
!"#

基因位点位于第
1

号染色体上#为单拷贝基因#

编码的
!"#

分子量约
(-Q"

#由
()*

个氨基酸组成#主要在胞

质中发挥作用#人体内调控
!"#

表达主要为
!3P,

%

等一些细

胞因子#研究表明#

!"#

可以通过调节色氨酸的代谢来诱导局

部的免疫耐受微环境)

:,1

*

(最近有研究表明部分患者
".

细胞

内可以检测到
!"#

表达明显增强#同时伴有局部的免疫耐受#

在肿瘤引流淋巴结中#多个研究发现有
!"#

$

T

%

".

的存在#而

无论是否已经发生转移(

3EDDE%=@<

等)

>

*在鼠肿瘤引流淋巴结

中检测到
!"#

在浆细胞样树突状细胞$

I

DE9KEH

G

F<=;".

%内表

达明显增强&

#%EO<@E

等)

0)

*在小鼠脾脏内发现
!"#

在
".

内高

表达#且
!B3,1

是维持
!"#

表达和功能的主要调控因子&国内

有研究者研究结肠癌区域淋巴结转移时也发现#在一些尚未发

现肿瘤转移的前哨淋巴结中#检测到
!"#

$

T

%

".

明显增多#但

在更远的淋巴结中却没有发现此现象)

00
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#这些现象提示
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".

有可能是造成肿瘤引流淋巴结发生转移的一个重要

原因#但是#
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细胞的增殖从而诱导局部的免疫耐受微环境尚不清楚(

本研究通过将含有人全长
!"#

基因通过慢病毒系统转染

到小鼠
".

细胞#得到具有正常
!"#

基因生物学功能的
".

细

胞#再与小鼠
$

淋巴细胞共培养#通过流式细胞仪检测#结果

表明
$%&

'

细胞增殖明显#与亲本细胞和空质粒转染细胞对照

组比较#差异有统计学意义#表明
!"#

$

T

%

".

细胞在体外可以

诱导
$%&

'

细胞的增殖#为恶性肿瘤局部
$%&

'

细胞的产生和肿

瘤淋巴结转移机制的研究提供了新的实验依据#同时也为恶性

肿瘤患者的免疫干预研究提供了新的思路(但是#

!"#

$

T

%

".

细胞是通过哪种信号通路诱导了
$%&

'

细胞的增殖尚不明确#

本课题组正在进一步研究之中(
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