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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）表达对肿瘤浸润树突状细胞（ＴＩＤＣｓ）
成熟的影响。方法：在ＢＡＬＢ／ｃ小鼠大腿皮下接种小鼠恶性 Ｂ细胞淋巴瘤 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；从肿瘤中富集ＴＩＤＣｓ，采用荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）方法检
测ＴＩＤＣｓ中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平，蛋白染色方法检测磷酸化 ＳＴＡＴ３蛋白表达水平和 ＤＣｓ表面分子 ＭＨＣＩＩ、
ＣＤ４０及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表达显著降低肿瘤浸润
ＴＩＤＣｓ中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平和ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化水平；与单独放疗相比，放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达显著增
加肿瘤浸润ＴＩＤＣｓ表面分子ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０、ＣＤ８０及ＣＤ８６的表达水平。结论：放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３治疗表达能
促进肿瘤浸润ＴＩＤＣｓ的成熟。
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　　套细胞淋巴瘤（Ｍａｎｔｌｅｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，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］。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患者最终会
复发，并对进一步的治疗反应越来越差［３－５］。树突

状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，Ｄｃｓ）是机体中最主要的抗
原提呈细胞，在抗肿瘤免疫发应中起重要作

用［６－９］。在肿瘤微环境中，肿瘤细胞分泌细胞因子

白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１０，ＩＬ１０）、白介素１１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１１，ＩＬ１１）、
分泌转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，
ＴＧＦβ）及血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等［１０－１４］抑制浸润在肿瘤组织

中的ＤＣｓ成熟，致使他们成为耐受性 ＤＣｓ，导致肿
瘤细胞免疫逃逸。信号转导与转录激活因子 ３
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）信号通路的激活是抑制ＤＣｓ成熟的一个关
键［１５－１７］。本研究采用小鼠恶性Ｂ细胞淋巴瘤Ａ２０
细胞，利用低剂量放疗诱导免疫原性的细胞死亡激

活小鼠免疫系统，同时抑制 ＳＴＡＴ３表达，探讨联合
放疗与抑制 ＳＴＡＴ３表达对肿瘤浸润树突状细胞
（ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＴＩＤＣＳ）成熟的影
响。

１　材料与方法

１．１　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（ｓｃ８０１９）、羊抗 βａｃｔｉｎ
（ｓｃ１６１６）、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗
（ＺＢ２３０１）、兔抗羊二抗 （ＺＢ２３０６）购自美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司，小鼠ＤＣｓ富集试剂盒（ＴｈｅＳｔｅｍＳｅｐＴＭ

ＭｏｕｓｅＤｅｎｄｒｉｔｉｃＣｅｌｌＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＫｉｔ）购自加拿大
ＳＴＥＭＣＥＬＬＴｅｃｈｏｎｏｌｇｉｅｓ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，ＰｈｏｓｐｈｏＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３ＡｌｅｘａＦｌｕ
ｒｏ６４７购自ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，胎牛血清、１ｘＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
Ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ、１６４０培养液 Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓ
ｋｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ合成试剂盒（ｉＳｃｒｉｐｔ）购
自ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及处理　把 Ａ２０细胞放于含
１０％胎牛血清和１ｘＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ的 ＲＰＭＩ

１６４０培养液，５％ ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。
１．２．２　小鼠带瘤实验　 在１００μＬ１×ＰＢＳ中制
备含５×１０６的 Ａ２０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，分别于放疗前、放疗当天和第二
天瘤内注射等量１×ＰＢＳ、空载体和 ＳＴＡＴ３基因特
异 ｐＦＬＵＥＧＦＰＰｕｒｏｍｙｃｉｎＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ质粒（按
小鼠体重０５０ｍｇ／ｋｇ），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
当天和第二天按小鼠体质量０５０ｍｇ／（ｋｇ·次）瘤
内注射质粒。放疗第三天收肿瘤。

１２３　肿瘤ＣＤｓ富集　用手术刀切碎肿瘤组织，加
入胶原蛋白酶ＩＶ／脱氧核糖核酸酶Ｉ（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；按小鼠ＤＣｓ富集试剂盒说明书操
作，富集小鼠ＴＩＤＣｓ，用流式细胞仪验证。
１２４　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
ＰｒｏｂｅＦｉｎｄｅｒＶｅｒｓｉｏｎ２４５（Ｒｏｃｈｅ）软件设计探针－引
物，探针购自ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｂｅＬｉｂｒａｒｙ（ＵＰＬ），ＳＴＡＴ３上
游引物序列为５′ＣＴＧＣＣＴＡＧＡＴＣＧＧＣＴＡＧＡＡＡＡＣ３′，
下游引物序列为 ５′ＣＣＣＴＴＴＧＴＡＧＧＡＡＡＣＴＴＴＴＴＧＣ
３′，内参照 ＴＡＴＡｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（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。
１２５　细胞内或细胞膜蛋白染色　染色缓冲液洗
肿瘤ＤＣｓ１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，２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（细胞内蛋白需用１６％多聚甲醛
固定、预冷的甲醇破膜，染色缓冲液清洗２次，每次
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ），加入用染色缓冲液稀释
荧光标记抗体，冰上避光孵育３０ｍｉｎ，染色缓冲液
清洗２次，重悬细胞，用流式细胞仪收集数据，用
ｆｌｏｗｊｏ软件（ｔｒｅｅｓｔａｒ）分析数据。
１３　统计学分析

采用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６０自带统计分析软件处
３６１１

　１１期 张启芳等　放疗联合抑制ＳＴＡＴ３表达对肿瘤浸润树突状细胞成熟的影响



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
素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；Ｐ＜００５为差异
有统计意义。

２　结果

２１　ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和ＳＴＡＴ３磷酸化蛋白表达水平
与ＰＢＳ组和 ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，ＲＴ＋ｓｈＲＮＡ

组ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平和磷酸化ＳＴＡＴ３蛋白表
达水平均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），分别被抑制了５０％ ～６０％和８０％，说明放
疗联合ＳＴＡＴ３基因特异的ｓｈＲＮＡ可以有效地抑制
肿瘤侵润ＤＣｓ中ＳＴＡＴ３表达。
２２　ＴＩＤＣｓ表面分子 ＭＣＨＩＩ、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＜００５），分别增加了
５０％、６０％和８０％，说明放疗联合 ＳＴＡＴ３基因特异
的ｓｈＲＮＡ可以有效增加 ＴＩＤＣｓ表面分子 ＭＣＨＩＩ、
ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平。

（１）与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，Ｐ＜００５

图１　ＴＩＤＣｓＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和ＳＴＡＴ３
磷酸化蛋白表达水平

Ｆｉｇ．１　ＲａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ
ｓｉｌｅｎｃｅｓｄＳＴＡＴ３ｍＲＮＡａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＳＴＡＴ３Ａｃｔｉｖｉｔｙ

（１）与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＲＴ＋ｅｍｐｔｙ组比较，Ｐ＜００５
图２　ＴＩＤＣｓ表面分子ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及ＣＤ８０的表达水平
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＨＣＩＩ，ＣＤ４０ａｎｄＣＤ８０

３　讨论

ＭＣＬ是一种进展快、无法治愈的 Ｂ细胞非霍
奇金淋巴瘤亚型。本研究应用 ＳＴＡＴ３基因特异
ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ质粒注射恶性Ｂ细胞淋
巴瘤并给予肿瘤处１０Ｇｙ放疗处理，探讨肿瘤侵润
ＤＣｓ表面分子ＭＨＣＩＩ、ＣＤ４０及 ＣＤ８０的表达水平，
结果发现，应用 ＳＴＡＴ３基因特异 ｓｈＲＮＡ联合放疗
可上调肿瘤侵润ＤＣｓ的表面ＭＨＣＩＩ类分子与共刺
激分子（ＣＤ４０和 ＣＤ８０）的表达，有效地促进肿瘤
侵润ＤＣｓ成熟。

免疫细胞能够杀死肿瘤化疗耐药细胞［７－８］，激

活ＭＣＬ患者的免疫系统可引起机体持续的免疫应
答［１２］。因此，激活具有抗原提呈功能的 ＤＣｓ成为
治疗肿瘤的首先策略之一。ＤＣｓ迁移能力强，浸润
到肿瘤组织，但肿瘤细胞分泌细胞因子可抑制浸润

在肿瘤组织中的ＤＣｓ成熟，成为耐受性ＤＣｓ［１０－１４］。
耐受性 ＤＣｓ表面 ＭＨＣⅡ类分子与共刺激分子
（ＣＤ４０和 ＣＤ８０）均为低表达或不表达，不能有效
的提呈抗原激活 ＣＤ８＋Ｔ细胞杀伤肿瘤细胞，导致
了肿瘤细胞免疫逃逸［６－９］。ＳＴＡＴ３调控 ＤＣｓ分化
和成熟，抑制 ＳＴＡＴ３表达能促进 ＤＣｓ分化和成
熟［１０－１２，１５－１６］。放疗在杀死肿瘤细胞的同时，还诱

导细胞死亡，因死亡细胞具有免疫原性，激活机体

免疫系统，消除远端病灶［１８－１９］；但大剂量放疗对癌
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症患者副作用较大，临床常使用小剂量多次放射疗

法。但对于放疗后复发患者，放疗效果较差；前人

和笔者前期研究发现，放疗诱导的死亡细胞也释放

如线粒体 ＤＮＡ、ＩＬ６等因子激活残余肿瘤细胞中
的ＳＴＡＴ３蛋白，激活的 ＳＴＡＴ３蛋白又促进肿瘤生
长，引起复发［２０］。这就造成多次放疗诱导肿瘤细

胞多次死亡，但又多次激活肿瘤细胞中的 ＳＴＡＴ３
蛋白，持续性促进肿瘤生长。因此本研究尝试一次

放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达是否能杀死肿瘤细胞，
协同激活免疫系统，抑制残余肿瘤细胞的 ＳＴＡＴ３
表达，规避放疗的不足，阻止肿瘤复发。结果发现

一次放疗联合抑制 ＳＴＡＴ３表达在降低 ＳＴＡＴ３ｍＲ
ＮＡ表达水平的同时引起 ＳＴＡＴ３磷酸化蛋白表达
下降，上调 ＴＩＤＣｓ的表面 ＭＨＣⅡ类分子与共刺激
分子（ＣＤ４０和 ＣＤ８０）的表达，促进 ＴＩＤＣｓ成熟。
这种联合治疗是否能增强恶性 Ｂ细胞的免疫原性
功能还有待进一步研究。
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ｔｈｒｏｕｇｈｃａｔｈｅｐｓｉｎＳａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｉｍ
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　１１期 张启芳等　放疗联合抑制ＳＴＡＴ３表达对肿瘤浸润树突状细胞成熟的影响


