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［摘　要］目的：研究放疗联合抑制信号转导与转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）表达对恶性 Ｂ细胞免疫原性的影响。
方法：在ＢＡＬＢ／ｃ小鼠大腿皮下接种小鼠恶性 Ｂ细胞淋巴瘤表达 ＧＦＰ的 Ａ２０细胞形成肿瘤，在肿瘤内注射
ＳＴＡＴ３基因特异的ｓｈＲＮＡ质粒并进行放疗；采用荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
方法分别检测肿瘤组织中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平；细胞膜蛋白分子染色法检测恶性Ｂ细胞表面分子ＭＨ
ＣＩＩ、ＣＤ４０和ＣＤ８０的表达，用流式细胞仪收集细胞染色数据。结果：放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达能显著降低
ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，与单纯放疗比较，放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达治疗显著增加 Ａ２０细胞表面分子
ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：放疗联合抑制ＳＴＡＴ３表达能增强决定
恶性Ｂ细胞免疫原性的分子表达。

［关键词］信号转导与转录激活因子３；放射疗法；淋巴瘤，Ｂ细胞；聚合酶链式反应；免疫印迹；流式细胞术
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　　套细胞淋巴瘤（ｍａｎｔｌｅｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＭＣＬ）是
Ｂ细胞非霍奇金淋巴恶性肿瘤的一个独特亚型，约
占淋巴瘤的５％ ～１０％。目前治疗淋巴瘤多采用
化疗联合妥昔单克隆抗体方案，其次为造血干细胞

移植［１－３］。这些治疗虽然可以缓解患者的病情，但

多数无法治愈，最终会复发［４－５］。临床急需探寻一

种新的治疗方案以提高患者的整体生存率。有研

究发现把耐受性抗原呈递细胞转换为能够触发有

效的Ｔ细胞、反应炎性抗原呈递细胞及增强恶性Ｂ
细胞的免疫原性，起到抵抗淋巴瘤的作用［６－８］。满

足上述要求的治疗策略可能不仅能成功消灭 Ｂ细
胞肿瘤，还可能给机体提供更长久的免疫力，避免

肿瘤复发。本研究在 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠大腿皮下接种
小鼠恶性 Ｂ细胞淋巴瘤 Ａ２０细胞形成肿瘤，利用
放疗大量杀死肿瘤细胞，利用免疫原性细胞，诱导

机体发生免疫反应，同时抑制信号转导与转录激活

因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
３，ＳＴＡＴ３）表达，探讨放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达对
恶性Ｂ细胞的免疫原性的影响。

１　材料与方法

１１　试剂
小鼠恶性 Ｂ细胞淋巴瘤 Ａ２０细胞购自美国

ＡＴＣＣ公司 ，ＳＴＡＴ３探针购自 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｂｅＬｉ
ｂｒａｒｙ（ＵＰＬ），兔抗 ＳＴＡＴ３（ｓｃ８０１９）、羊抗 βａｃｔｉｎ
（ｓｃ１６１６）、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗
（ＺＢ２３０１）、兔抗羊二抗 （ＺＢ２３０６）购自美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司，荧光标记抗体主要组织相容性复合
体（ＭＨＣ）ＩＩ、ＣＤ４０、ＣＤ８０购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，胎
牛血清、１ｘＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ、１６４０培养液购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓｋｉｔ购自 Ｑｉａｇｅｎ公司，ｃＤ
ＮＡ合成试剂盒（ｉＳｃｒｉｐｔ）购自ＢｉｏＲａｄ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养及处理　把实验前期表达荧光
ＧＦＰ的阳性的Ａ２０细胞（Ａ２０．ＧＦＰ）放于含１０％胎
牛血清和 １×ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ的 ＲＰＭＩ１６４０
培养液，５％ ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。
１２２　小鼠带瘤实验　 在１００μＬ１×ＰＢＳ中制
备含 ５×１０６的 Ａ２０．ＧＦＰ细胞悬浮，并接种于
ＢＡＬＢ小鼠大腿皮下。根据公式Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２计算
肿瘤体积（Ｖ为体积，Ｌ为瘤体的长，Ｗ为宽）。待瘤
块长至约１５０ｍｍ３时，随机分为３组，每组６只，分

别为ＰＢＳ组、放疗 ＋空质粒组（ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ）、放疗
＋ｓｈＲＮＡ（ＲＴ＋ｓｈＲＮＡ）组，放疗前瘤内注射
ＳＴＡＴ３基因特异 ｓｈＲＮＡ质粒 １次，肿瘤处放疗
１０Ｇｙ，放疗当天和第２天按小鼠体质量０５０ｍｇ／
（ｋｇ·次）瘤内注射质粒。放疗第３天收取肿瘤，
切成小块，一部分制备细胞用于染色，一部分用于

提取总ＲＮＡ和蛋白，立即用液氮冻存备用。
１２３　肿瘤细胞悬浮液制备　用手术刀除去肿瘤
周边组织，切碎新鲜肿瘤组织，加入ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅＩＶ／
ＤＮａｓｅⅠ处理，置于含 ５％ ＣＯ２的 ３７℃培养箱
３０ｍｉｎ，加入细胞培养液 ＲＰＭＩ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，用ＲＰＭＩ洗细胞一次，计数细胞。
１２４　ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平　采用荧光定量聚
合酶链式反应（ｑＰＣＲ）方法，采用ＲＮｅａｓｙ试剂提取
细胞总ＲＮＡ，按 ｉＳｃｒｉｐｔ反转录试剂盒说明书合成
ｃＤＮＡ，用 ｑＰＣＲ检测 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平。用
ＰｒｏｂｅＦｉｎｄｅｒＶｅｒｓｉｏｎ２４５（Ｒｏｃｈｅ）软件设计探针 －
引物，探针购自 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｂｅＬｉｂｒａｒｙ（ＵＰＬ），人
ＳＴＡＴ３上 游 引 物 序 列 为 ５′ＣＴＧＣＣＴＡＧＡＴＣＧ
ＧＣＴＡＧＡＡＡＡＣ３′，下游引物序列为 ５′ＣＣＣＴＴＴＧ
ＴＡＧＧＡＡＡＣＴＴＴＴＴＧＣ３′，内参照 ＴＡＴＡｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＢＰ）采用Ｒｏｃｈｅ’ｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅＡｓｓａｙｓ。ｑＰＣＲ
反应条件为９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ、６０℃ ３０ｓ（４０个
循环）。采集待测基因和内参照 ＴＢＰ的荧光信号
值，计算ΔΔＣｔ及相对含量（ＲＱ），ＲＱ＝２!ΔΔＣｔ。
１２５　ＳＴＡＴ３蛋白表达水平　采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
方法，收集细胞，提取总蛋白。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离蛋白，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，常规
一抗和二抗孵育后，ＥＣＬ超敏免疫印迹检测试剂
（Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）检测蛋白表达，用 ＩｍａｇｅＪ软件
分析图像强度。

１２６　 细胞膜蛋白染色　收集细胞，染色缓冲液
漂洗细胞１次，小鼠 ＣＤ１６／３２抗体和小鼠血清封
闭细胞膜 ＦｃγⅡ／Ⅲ受体，冰上孵育１０ｍｉｎ，２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，加入染色缓冲液稀释的荧光标
记抗体，冰上避光孵育３０ｍｉｎ。用染色缓冲液清漂
洗两次，重悬细胞，用流式细胞仪收集数据，ＧＦＰ阳
性的细胞为肿瘤细胞，用 Ｆｌｏｗｊｏ软件（ｔｒｅｅｓｔａｒ）分
析数据。

１３　统计学分析
采用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６０自带统计分析软件处

理数据，每组实验重复３次，数据均以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示。多组单变量实验间比较采用单因
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素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜００５为差异
有统计意义。

２　结果

２１　恶性Ｂ细胞中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
与ＰＢＳ组和 ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，ＲＴ＋ｓｈＲＮＡ

组ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），分别被抑制了 ５０％ ～
６０％和 ５０％，说明放疗联合 ＳＴＡＴ３基因特异的

ｓｈＲＮＡ可以有效地抑制恶性Ｂ细胞中ＳＴＡＴ３的表
达。见图１。
２２　恶性 Ｂ细胞表面分子 ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及 ＣＤ８０
的表达水平

与ＰＢＳ组和 ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，ＲＴ＋ｓｈＲＮＡ
组ＭＨＣＨ、ＣＤ４０及 ＣＤ８０平均荧光强度均显著增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），分别增加了
４６％、４０％和６０％，说明放疗联合 ＳＴＡＴ３基因特异
的ｓｈＲＮＡ可以有效增加恶性Ｂ细胞表面分子ＭＨ
ＣＩＩ、ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平。见图２。

（１）与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，Ｐ＜００５

图１　恶性Ｂ细胞中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
Ｆｉｇ．１　ＲａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡｓｉｌｅｎｃｅｄＳＴＡＴ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（１）与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，Ｐ＜００５

图２　恶性Ｂ细胞表面分子ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平
Ｆｉｇ．２　ＲａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＨＣＩＩ，ＣＤ４０ａｎｄＣＤ８０

３　讨论

ＭＣＬ是所有Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤中预后较
差的肿瘤之一［１－２］。尽管ＭＣＬ患者对化疗加单克
隆抗体的一线治疗初始反应良好，但几乎所有的

ＭＣＬ患者最终都会复发，并对进一步的治疗反应
越来越差［１－４］。增强恶性 Ｂ细胞的免疫原性可产
生有效的抗淋巴瘤免疫反应［８］。本研究在 ＢＡＬＢ／

ｃ小鼠大腿皮下接种小鼠恶性 Ｂ细胞淋巴瘤 Ａ２０
细胞形成肿瘤，利用放疗大量杀死肿瘤细胞和产生

免疫原性细胞，诱导机体发生免疫反应，同时抑制

ＳＴＡＴ３表达，观察恶性 Ｂ细胞中表面分子 ＭＨＣＩＩ、
ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平，结果发现放疗联合抑
制 ＳＴＡＴ３表达有效地上调了 ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０和
ＣＤ８０在恶性Ｂ细胞的表达，增强了恶性 Ｂ细胞免
疫原性。

放疗方法能大量杀死肿瘤细胞，引起免疫原性
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细胞死亡（ＩｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃＣｅｌｌＤｅａｔｈ，ＩＣＤ），能诱发
机体发生适应性免疫反应，消除远端病灶［９－１０］。

因此，触发ＩＣＤ可成为 Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤新
的治疗方案。但是，放疗诱导死亡的细胞也同时释

放线粒体 ＤＮＡ、白细胞介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｅｌｉｎ６，ＩＬ
６）等因子激活 ＳＴＡＴ３蛋白表达，促进肿瘤生长，
引起肿瘤复发［１１］。因此，本研究为了规避放疗诱

导的死亡细胞激活 ＳＴＡＴ３蛋白表达，选用特异性
ｓｈＲＮＡ抑制ＳＴＡＴ３表达并联合放疗治疗恶性 Ｂ细
胞淋巴瘤，结果显示，放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达能
显著降低 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，与单纯
放疗比较，放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达治疗显著增
加Ａ２０细胞表面分子 ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及 ＣＤ８０的表
达水平（Ｐ＜００５），说明联合治疗增强了恶性Ｂ细
胞的免疫原性的分子表达。笔者所在研究团队还

发现用抑制ＳＴＡＴ３表达联合一次大剂量放疗能彻
底治愈小鼠Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤，３月后没有肿
瘤复发；在这些小鼠上又移植了同样的小鼠 Ｂ细
胞非霍奇金淋巴瘤，没有一只小鼠长肿瘤［１２］。均

说明放疗联合抑制ＳＴＡＴ３表达能消除ＭＣＬ小鼠残
留的恶性细胞，避免肿瘤复发，持久增加患者机体

持续的免疫潜能。

综上，联合放疗与抑制 ＳＴＡＴ３基因表达增强
了恶性Ｂ细胞的ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０和ＣＤ８０的表达，增
强了恶性 Ｂ细胞的免疫原性，促进恶性 Ｂ细胞成
熟。
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