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血管内皮生长因子对成熟树突状细胞蛋白质组的影

响

龙金华１，曾　柱２

（１．贵阳医学院附属肿瘤医院，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵阳医学院 生物技术教研室，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探索血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）对成熟树突状细胞（ｍａｔｕｒｅ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｍＤＣｓ）蛋白质表达谱的影响，以进一步理解肿瘤的免疫逃逸机制，为改善基于ＤＣｓ的抗肿瘤免疫
的临床治疗效率寻找新的线索。方法：用免疫磁珠从人外周血分离 ＣＤ１４＋单核细胞，加入粒－巨噬细胞集落刺
激因子（ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅＣＳＦ，ｒｈＧＭＣＳＦ）、白介素４（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎｓ４，
ＩＬ４）将单核细胞诱导分化为未成熟 ＤＣｓ（ｉｍｍａｔｕｒｅＤＣｓ，ｉｍＤＣｓ），利用肿瘤坏死因子 α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）将ｉｍＤＣｓ诱导为成熟 ＤＣｓ（ｍａｔｕｒｅＤＣｓ，ｍＤＣｓ），ＶＥＧＦ作用于 ｍＤＣｓ，用基于质谱的蛋白质组技术研究
ＶＥＧＦ对ｍＤＣｓ的蛋白质表达谱的影响。结果：ＶＥＧＦ可上调或下调ｍＤＣｓ的细胞骨架及其相关蛋白、迁移相关
蛋白、免疫功能相关蛋白和抗氧化相关蛋白的表达。结论：ＶＥＧＦ可能通过重组 ｍＤＣｓ的细胞骨架来损伤其运
动能力和免疫学功能，这对进一步理解ＤＣｓ的生物学功能和肿瘤的免疫逃逸机制具有重要意义。
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　　近年来基于 ＤＣｓ的抗肿瘤细胞免疫治疗在临
床应用上取得成功，但是该疗法的治疗效率还有许

多问题需要解决［１～３］。其中，荷瘤宿主机体内的

ＤＣｓ迁移能力低下是一个值得高度关注的问题
［１］。有研究发现肿瘤浸润部位有 ＤＣｓ存在，而且
ＤＣｓ的数量与肿瘤浸润程度呈负相关［３］。现已知

恶性肿瘤宿主体内的 ＤＣｓ功能发生了紊乱，肿瘤
可以通过多种方式逃脱免疫系统的监视，并且不同

的肿瘤对ＤＣｓ功能的影响机制还不尽相同［２，３］；包

括ＶＥＧＦ等在内的肿瘤微环境来源的抑制性细胞
因子对 ＤＣｓ功能的抑制和损伤是其中的一个关键
问题，但是其潜在的机制还知之甚少［３～５］。有研究

发现，ＶＥＧＦ可抑制 ＤＣｓ分化，其在癌症患者血浆
中的浓度增加与较差的预后密切相关，而且 ＶＥＧＦ
的表达水平与癌症患者肿瘤组织和外周血 ＤＣｓ数
量呈负相关［５～７］。在以前工作的基础上，利用基于

质谱的二维电泳技术研究 ＶＥＧＦ对 ｍＤＣｓ蛋白质
表达谱的影响，以期发现新的线索和分子靶点，为

基于 ＤＣｓ的肿瘤疫苗的临床应用提供理论支
持［８～１０］。

１　材料和方法

１．１　主要试剂
重组人粒－巨噬细胞集落刺激因子（ｒｈＧＭ

ＣＳＦ），重组人白介素４（ｒｈＩＬ４）和重组人肿瘤坏死
因子 α（ＴＮＦα），重组人血管内皮生长因子１６５
（ｒｈＶＥＧＦ），鼠抗人 ＩｇＧ等购自 Ｒ＆Ｄ公司；淋巴细
胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ，１０７７ｇ／ｍｌ）购自上海试剂二厂；
完全培养基包括：ＲＰＭＩ１６４０购自美国 ＧＩＢＣＯ公
司、胎牛血清（ＦＣＳ）购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司、２
ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、００１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、００５
ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇、２０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ、１００Ｕ／ｍｌ青
霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素；ＦＩＴＣ标记的抗人 ＣＤ１４单
克隆抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；人 ＣＤ１４＋单核细
胞阴性选择免疫磁珠试剂盒（ＭｏｎｏｃｙｔｅＩｓｏｌａｔｉｏｎ
ＣｏｃｋｔａｉｌＫｉｔ）购自德国 Ｍｉｔｅｎｙｉ公司；ＩＰＧ干胶条购
自ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｉｃａＢｉｏｔｅｃｈ；蛋白酶抑制剂购自
ＢｉｏＲａｄ。
１２　单核细胞和树突状细胞的获得

按文献［８～１０］方法用免疫磁珠从人外周血

分离ＣＤ１４＋单核细胞，加入粒－巨噬细胞集落刺激
因子、白介素 ４将单核细胞诱导分化为未成熟
ＤＣｓ，利用肿瘤坏死因子 α将 ｉｍＤＣｓ诱导为成熟
ＤＣｓ。
１３　成熟树突状细胞的处理

根据 Ｍｉｍｕｒａ等的方法，将 ｍＤＣｓ用 ２０μｇ／Ｌ
重组人血管内皮生长因子 －１６５（ｒｈＶＥＧＦ１６５）
（Ｒ＆Ｄ）在 ３７℃ 下处理 ０５ｈ，未处理细胞作对
照［１１］。

１４　细胞总蛋白的提取
总蛋白的提取参照文献［１０］。

１５　蛋白质表达谱的获得
二维凝胶电泳参照 ＢｉｏＲａｄ公司技术手册，１７

ｃｍ，ｐＨ３～１０胶条，上样量２００μｇ，上样体积３００
μｌ。一向等电聚焦条件设置：５０Ｖ１２ｈ，５００Ｖ１ｈ，
１０００Ｖ１ｈ，４０００Ｖ１ｈ，６０００１ｈ，８０００１０ｈ（总
和为９００００Ｖｈ）。胶条经平衡后进行第２向聚丙
烯酰胺凝胶电泳（１２５％，ＳＤＳＰＡＧＥ）。银染法显
色，重复３次。对二维蛋白图扫描成像，分辨率为
１０２４×１０２４。ＰｒｏＱｕｅｓｔ软件（Ｒ＆Ｄ）分析图像，同
时确定每个蛋白点的相对分子量、等电点和斑点匹

配。

１６　蛋白点的质谱鉴定
切取感兴趣的差异表达蛋白点，经脱色、脱水、

真空干燥、胰酶酶解、真空浓缩、ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）分析。所得肽指纹图谱在ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏ
ｇｙ数据库中对其功能作聚类分析并与标准数据库
比对。

２　结果

２１　二维凝胶电泳的蛋白点图像分析
ｍＤＣｓ和ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ的二维凝胶电泳如图

１所示，利用 ＰｒｏＱｕｅｓｔ软件对所获图像进行分析
如表１所示，ｍＤＣｓ显示４５８个蛋白，ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ
显示６６３个蛋白，二者之间的匹配率为８１％。
２２　差异表达蛋白点的质谱鉴定

利用ＰｒｏＱｕｅｓｔ软件检测凝胶电泳图像蛋白点
的相对体积，两蛋白点的相对体积比大于２被认为
是差异表达蛋白，将感兴趣的３３个蛋白点进行编
号，切取相应蛋白点作ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析，将所鉴
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定的蛋白质在 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ数据库中对其功能作
聚类分析并与标准数据库比对，结果如表２所示。

表１　ＰｒｏＱｕｅｓｔ软件对二维凝胶
电泳图像的分析结果

Ｔａｂ．１　Ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２Ｄｇｅｌ
ｉｍａｇｅｓｗｉｔｈＰｒｏＱｕｅｓｔ

样品名称 数量 匹配 匹配率（％）修正因子

ｍＤＣｓ ４５８ ４５８ １００ １０００
ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ ６６３ ３７２ ８１ ０８５４

ｐＨ３→ｐＨ１０
注：Ａ：ｍＤＣｓ；Ｂ：ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ

图１　ｍＤＣｓ的二维电泳凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１　２ＤｇｅｌｉｍａｇｅｏｆｍＤＣｓ

表２　不同培养条件下ｍＤＣｓ的差异
表达蛋白质的鉴定结果

Ｔａｂ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｍＤＣｓｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

编号 蛋白名称

相对体积

（ｍＤＣｓ：ｍＤＣｓ
＋ＶＥＧＦ）

分子量／
等电点

２ＤＥ

登录号

ＳｗｉｓｓＰｏｒｔ

１ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶２ ４８２／５５ Ｐ０２５７０
２ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶３ ４８８／５４ Ｐ０２５７０
３ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶２ ４７４／５３ Ｐ０２５７０
４ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶２ ４２３／６２ Ｐ０２５７０
５ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶３ ３７２／６０ Ｐ０２５７０
６ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １∶２ １５６／４７ Ｐ０２５７０
７ ＡＲＰ２／３２２ｋＤａ １∶２ ２２１／７８ Ｏ１５５１１
８ Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ ５∶１ ５４８／３７ Ｐ２７７９７

９
Ｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｃｈａｎｎｅｌ

１∶２ ３６８／５７ Ｏ００２９９

１０
Ｆａｃｔｉｎｃａｐｐｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎｂｅｔａｓｕｂｕｎｉｔ

１∶４ ３７６／６１ Ｐ４７７５６

１１
Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋＤａ

２５∶１ ７５９／４６ Ｐ１１０２１

１２
ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅＰ

１∶３５ ３１２／６２ Ｐ０９２１１

　　续表２

编号 蛋白名称

相对体积

（ｍＤＣｓ：ｍＤＣｓ
＋ＶＥＧＦ）

分子量／
等电点

２ＤＥ

登录号

ＳｗｉｓｓＰｏｒｔ

１３
Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅ
７１ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ

１∶５ ５３５／７１ Ｐ１１１４２

１４
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｐｅｃｉｆ
ｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１

３∶１ ６１２／４９ Ｐ３３２４１

１５
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｐｅｃｉｆ
ｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１

３５∶１ ５８１／５１ Ｐ３３２４１

１６ ＭＨＣⅠ ３∶１ １０２／４５ Ｐ３０４８０

１７
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

１∶＿ １６５／５５ Ｐ０６７０２

１８
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

１∶５ １３６／５４ Ｐ０６７０２

１９ Ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ １∶３ １４３／３４ Ｐ１６４７５

２０
ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１

１∶１８ ３１３／４８ Ｐ５２５６５

２１
ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２

１∶３ ３３６／５１ Ｐ５２５６６

２２
ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２

１∶７ １５７／５２ Ｐ５２５６６

２３ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ １∶１ ７４９／３９ Ｐ０８６７０
２４ Ｃｏｆｉｌｉｎ１ １∶６ １５７／９１ Ｐ２３５２８
２５ Ｐｒｏｆｉｌｉｎ ２∶１ １０８／９２ Ｐ０７７３７
２６ Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ １∶３ １７５／３７８Ｐ６２１５８

２７
Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ２

１∶３ ３８５／８８ Ｑ６３７１６

２８ Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ １∶２ ９６／３９ Ｐ１０５９９
２９ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ １∶５ ２３９／５８ Ｐ００４４１
３０ Ｇｅｌｅｃｔｉｎ１ １∶３ ２１３／６２ Ｐ０９３８２
３１ Ｓ１００Ａ６ ＿∶５ ９２／５９ Ｐ０６７０３
３２ ＡＣＴＧ１ｐｒｏｔｅｉｎ ＿∶２ ７５／４７ＢＣ００９８４８
３３ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ １∶２ ３６７／９１ Ｐ０８６７０

注：“－”表示蛋白点未被检出

３　讨论

为了从分子水平上探索 ＶＥＧＦ对 ｍＤＣｓ的影
响，本研究利用基于质谱的蛋白质组技术获得了

ｍＤＣｓ蛋白质表达谱，共鉴定了 ３３个差异表达蛋
白，分别涉及细胞的形态、结构、代谢、信号转导以

及运动能力。

丝切蛋白（ｃｏｆｉｌｉｎ１）是肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）的结合
蛋白，通过切断肌动蛋白丝和增加解聚作用而在细

胞骨架重组的过程中发挥重要作用，它的活性可由

于其磷酸化和去磷酸化可逆调节。Ｃｏｆｉｌｉｎ及其相
关的因子肌动蛋白解聚因子（ＡＤＦ）结合肌动蛋白

１４３
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单体、丝切有效的解聚和切断肌动蛋白丝，因此，它

们在快速转换肌动蛋白丝中有重要作用，而且这种

解聚合是可逆的，这一蛋白的表达对于具有高运动

性的 ＤＣｓ质膜运动来说显得尤为重要，但是其过
度表达同样也会影响细胞骨架的重组［１２，１３］。本研

究发现 ＶＥＧＦ可上调 ｃｏｆｉｌｉｎ１在 ｍＤＣｓ中的表达，
这可能会引起细胞的细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ微丝结构被
过度的解聚或切断，导致其骨架系统发生重组和紊

乱，进而影响细胞的迁移能力，这与本课题组以前

的研究结果相一致，但是还需进一步研究［８～１０］。

而ｐｒｏｆｉｌｉｎ的功能与 ｃｏｆｉｌｉｎ相反，它是 ａｃｔｉｎ多聚化
的重要调节分子，在细胞骨架重组的过程中，它们

相互之间是一种“脚踏车”式的表达关系［１４，１５］。

本研究发现，ＶＥＧＦ可使 ｍＤＣｓ中的 ｐｒｏｆｉｌｉｎ下调，
这可能会导致其与 ｃｏｆｉｌｉｎ之间的功能配合发生失
调，影响细胞骨架的重组和运动能力。

Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ、Ｇｒｐ７８和 Ｈｓｐ７１属于细胞内一些
重要生物学过程的伴侣蛋白（Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ），它们可
以与其他构象不稳定的蛋白相结合并使之稳定，通

过控制结合和解离来帮助被结合多肽在体内的折

叠、组装、转运或降解等，在 ＤＣｓ对抗原的处理和
呈递过程中具有一定的作用［１６～１８］。本研究发现，

ＶＥＧＦ可使 Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ和 Ｇｒｐ７８在 ｍＤＣｓ中表达，
这可能影响到细胞内新生糖蛋白的折叠途径和

ＭＨＣ分子的组装过程。
主要组织相容性复合体分子ＭＨＣⅠ作为重要

抗原呈递相关分子，其表达高低直接影响到 ＡＰＣ
的抗原呈递效率。ＭＨＣⅠ在 ＤＣｓ＋ＶＥＧＦ中均有
明显的下调，这可能是肿瘤微环境下 ｍＤＣｓ的抗原
呈递能力下降原因，这与 Ｇａｂｒｉｌｏｖｉｃｈ等［１９］的研究

结果一致。

硫氧还原蛋白（Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ）、硫氧化还原蛋白
过氧化酶（Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）和铜锌超氧化
物歧化酶（ＣｕＺｎＳＯＤ）是细胞内重要抗氧化分子，
它们在ＤＣｓ＋ＶＥＧＦ中出现了较大幅度的上调，这
可能与细胞的处于某种应激状态有关［２０，２１］。

钙调素（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ）是一种能与钙离子结合
的蛋白质，涉及细胞的多种功能，其在 ＤＣｓ＋ＶＥＧＦ
中的表达上调可能是细胞对其胞浆内的钙离子浓

度增高的一种自我调节反应［２２］。

淋巴细胞特异性蛋白 １（ＬｙｍｐｈｏｃｙｔｅＳｐｅｃｉｆｉｃ
Ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＳＰ１）是一种位于细胞膜胞浆侧且与 Ｆ
ａｃｔｉｎ结合的细胞骨架蛋白［２３］。本研究发现，ＬＳＰ１
在ＤＣｓ＋ＶＥＧＦ中表达下调，这可能会影响到 ＤＣｓ

吞噬能力、胞浆内囊泡的运输能力和迁移能力。

迁移抑制因子相关蛋白（Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）８和１４属于 Ｓ１００蛋白
家族的２个钙离子和锌离子结合蛋白，可以通过调
控包括微丝和微管在内的细胞骨架的聚合或解聚

来影响细胞粘附和迁移过程［２４，２５］。本研究发现，

ＭＲＰ１４在ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ中显著上调，说明细胞骨
架在分化过程中可能发生了异常的重组。ＭＲＰ８／
１４的另一个重要生物学功能是其可特异性地结合
ｅｉｃｏｓａｎｏｉｄ的前体－花生四烯酸（ＡｒａｃｈｉｄｏｎｉｃＡｃｉｄ，
ＡＡ）［２６，２７］。ｅｉｃｏｓａｎｏｉｄ在细胞内消耗脂肪酸或脂
肪酸结合蛋白的过程中发挥着重要的调控作用，可

影响细胞磷脂、三酰基甘油和胆固醇酯的合成。

ＭＲＰ１４表达上调，意味着 ｅｉｃｏｓａｎｏｉｄ的形成增加，
细胞膜脂中的胆固醇含量增加，从而导致细胞膜流

动性下降，这可能是肿瘤微环境下 ｍＤＣｓ膜流动性
显著下降的直接原因之一［８～１０］。

ＲｈｏＧＤＰ解聚抑制因子 ＲｈｏＧＤＩ（ＲｈｏＧＤＰ
ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＩｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＧＤＩ）负调控 ＲｈｏＧＴＰａｓｅ的
表达，它具有结合 Ｒｈｏ家族成员羧基末端异戊二
烯并将它们从质膜中移除的能力，它还可以抑制

ＧＴＰａｓｅ在ＧＴＰ和 ＧＤＰ结合两种不同的结合构象
间循环［２８］。ｍＤＣｓ＋ＶＥＧＦ中 ＲｈｏＧＤＩ显著上调，
可能导致更少的 ＧＤＰ转化为 ＧＴＰ，使 ＲｈｏＧＴＰａｓｅ
的表达下调，下调的 ＲｈｏＧＴＰａｓｅ也可能会导致细
胞骨架发生错误重组，使细胞的运动能力下降。

总之，ＶＥＧＦ可上调或下调 ｍＤＣｓ的细胞骨
架、免疫功能和代谢相关蛋白等的表达，并可能通

过重组ｍＤＣｓ的细胞骨架来损伤其运动能力和免
疫学功能，这对进一步理解 ＤＣｓ的生物学功能和
肿瘤的免疫逃逸机制具有重要意义。
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