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NKG2D配体RAE1εε对乳腺癌细胞4T1衍生MDSC功能的影响

钱莉，刘阳，叶枫，刘露，王少卿，贾筱琴，傅奕，龚卫娟，田芳（扬州大学医学院 病原生物学与免疫学教研室，江

苏 扬州 225001）

[摘 要] 目的：探讨表达小鼠NKG2D配体之一视黄酸早期转录因子1ε（retinoic acid early transcript 1ε，RAE1ε）的原B淋巴细

胞BaF3对乳腺癌细胞株4T1成瘤小鼠来源的髓系抑制性细胞（myeloid-derived suppressor cell，MDSC）功能的影响。方法：以小

鼠原B淋巴细胞株BaF3为基础，构建表达RAE1ε的BaF3-RAE1ε细胞以及表达空质粒的BaF3-mock对照细胞。通过4T1原位肿

瘤模型诱导产生CD11b+Gr-1+MDSC，将BaF3-mock细胞和BaF3-RAE1ε细胞作为刺激细胞，分别与脾MDSC共培养，流式细胞术

检测MDSC表面CD40、CD80、F4/80、CD11c的表达和MDSC内活性氧（ROS）的水平；ELISA法检测共培养上清液 IL-10、IL-4和

IFN-γ的含量；Griess法检测共培养上清液一氮化氮（NO）的浓度。磁珠分选共培养体系中的MDSC，检测裂解后精氨酸酶的活

性；另外，将分选后的MDSC与抗CD3/抗CD28抗体活化的脾细胞共培养，CFSE法检测活化的CD3+CD8+Ｔ细胞增殖情况。结

果：成功获得4T1原位肿瘤模型来源的小鼠脾MDSC。与BaF3-mock细胞相比，BaF3-RAE1ε细胞刺激对MDSC分泌 IL-4、IFN-

γ、IL-10和NO的水平没有明显影响（P>0.05）；对MDSC表达CD40、CD80、F4/80、CD11c和ROS也没有显著影响（P>0.05）。与

BaF3-mock细胞相比，BaF3-RAE1ε细胞刺激显著提高MDSC的精氨酸酶活性（156.166±1.209 vs 110.135±7.356, P<0.01），并明显

增强MDSC对CD8+T细胞增殖的抑制作用。结论：RAE-1ε在体外增强4T1成瘤小鼠来源的MDSC的抑制功能。
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Effects of NKG2D ligand RAE1ε on the function of 4T1 mammary cancer cells-
derived MDSC

QIAN Li, LIU Yang, YE Feng，LIU Lu, WANG Shaoqing ，JIA Xiaoqin，FU Yi，GONG Weijuan, TIAN Fang

(Department of Etio-biology and Immunology, Medical School of Yangzhou University, Yangzhou 225001, Jiangsu,

China)

[Abstract] Objective: To explore effect of BaF3 primary B lymphocyte that expresses retinoic acid early transcript

1ɛ (RAE1ɛ), ligand of mouse NKG2D, on function of myeloid- derived suppressor cell (MDSC) originated from

mouse. Methods: Based on mouse primary B lymphocyte BaF3 line, a BaF3-RAE1ɛ cell that expressed RAE1ɛ and

a BaF3-mock control cell with empty plasmid were structured. CD11b+Gr-1+MDSC was produced through introduc-

tion of 4T1 tumor model in situ. Spleen MDSC was respectively co-cultured with BaF3-RAE1ɛ cell and BaF3-mock

cell that acted as stimulating cells. Flow cytometry assay was used to detect expressions of CD40, CD80, F4/80 ,

CD11c and content of reactive oxygen species (ROS) in the MDSC. ELISA assay was used to test contents of IL-10,

IL-4 ans IFN-γ in supernatant of the co-culture. Concentration of nitric oxide (NO) in the supernatant was examed

by Griess assay. Magnetic beads were used to separate the MDSC in the co-culture system, activity of arginase was

detected after splitting. In addition, the separated MDSC co-culture with splenocyte activated by anti-CD3/CD28 an-
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tibody. Proliferation of the activated CD3+CD8+ T cell was examed by CFSC assay. Results: The MDSC of mouse

spleen derived from 4T1 in situ tumor model was successfully obtained. Comparing with the BaF3-mock cell, effect-

ing of the BaF3-RAE1ɛ cell stimulation on amounts of IL-4, IFN-γ, IL-10 and NO secreted by the MDSC was not

significant (P>0.05), and on amounts of CD40, CD80, F4/80 ,CD11c and ROS expressed by the MDSC also not sig-

nificant (P>0.05). Stimulation of the BaF3-RAE1ɛ cell did more increase activity of arginase in the MDSC than that

of the BaF3-mock cell obviously (156.166±1.209 vs 110.135±7.356, P<0.01), and evidently enhanced inhibitory

effect of the MDSC on proliferation of CD8+ T cell. Conclusion: RAE1ɛ could enhance inhibitory function in vitro

of the MDSC derived from 4T1 mouse with tumor.

[Key words] retinoic acid early transcript 1ε；myeloid-derived suppressor cell；arginase; 4T1 cell of breast cancer

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(7): 721-726. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.07.005]

视黄酸早期转录因子（retinoic acid early tran-

script 1ε，RAE1ε）为小鼠NKG2D的配体之一, 表达在

多种肿瘤细胞株和肿瘤组织表面[1]。NKG2D配体与

NK细胞和CD8+ T细胞表面的NKG2D结合后，能够

有效活化NK细胞和CD8+ T细胞，在抗肿瘤免疫中起

重要作用[2]。然而，肿瘤细胞通过一系列的逃逸机制

躲避NKG2D介导的杀伤，如肿瘤细胞产生可溶性的

NKG2D 配体下调 NK 细胞和 CD8 + T 细胞表面

NKG2D 的表达水平 [3]；肿瘤细胞表面持续表达

NKG2D 配体也会下调杀伤细胞表面 NKG2D 的表

达 [4]。髓系抑制性细胞（myeloid-derived suppressor

cells，MDSC）是一群骨髓来源的异质性细胞，肿瘤发

生时，MDSC大量扩增并活化，通过释放精氨酸酶和

诱导型一氧化氮合酶等机制抑制宿主的免疫应答，

在肿瘤免疫逃逸中发挥重要的免疫负向调节作

用 [5-6]。小鼠的MDSC具有共同的CD11b+Gr-1+的表

型[7]。本课题前期研究中，将RAE1ε表达于小鼠原B

淋巴细胞株BaF3细胞上（简称BaF3-RAE1ε细胞）[8]，

发现BaF3-RAE1ε成瘤小鼠脾中CD11b+Gr-1+MDSC

的数量和比例均增多且抑制功能增强[9]。本研究进

一步探讨BaF3-RAE1ε细胞在体外对乳腺癌细胞株

4T1 原位肿瘤模型来源的 MDSC 功能影响，为阐明

RAE1ε通过增强MDSC的负向调节功能介导免疫逃

逸提供更多的实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

RBMI 1640 培养基、胎牛血清均购自 Gibco 公

司，荧光标记的抗小鼠CD40、CD80、CD11c和 F4/80

抗体均购自 eBioscience公司，重组小鼠白细胞介素3

（rmIL-3）购自R&D公司，CFSE购自 Invitrogen公司，

小鼠CD11b磁珠购自BD Biosciences公司，精氨酸酶

活性检测试剂盒购自 BioAssay 公司，IL-4、IL-10 和

IFN-γ的ELISA检测试剂盒购自达科为公司，Griess

试剂购自Sigma公司，活性氧（ROS）检测试剂盒购自

碧云天公司。

1.2 获取MDSC

在6~8周龄雌性BALB/c小鼠第四对乳腺处皮下

注射2×105个4T1细胞，20 d 左右无菌取小鼠脾，研磨

后收集细胞悬液，用 Tris-NH4Cl 溶液裂解红细胞，

PBS洗涤 1次，用抗CD11b的磁珠进行分选，流式细

胞术检测CD11b+Gr-1+MDSC细胞纯度。

1.3 BaF3工程细胞株与MDSC共培养

本课题组前期研究[8-9]通过基因工程方法将小鼠

RAE1ε基因克隆至真核表达载体 pVITRO2-mcs，稳

定转染小鼠原B淋巴细胞株BaF3细胞，获得高表达

RAE1ε的BaF3细胞（BaF3-RAE1ε细胞）,同时将空质

粒pVITRO2-mcs稳定转染BaF3细胞，获得对照细胞

（BaF3-mock细胞）。

实验分为单纯MDSC组、单纯BaF3-mock细胞

组、单纯BaF3-RAE1ε细胞组、BaF3-mock细胞+MD-

SC 组和 BaF3- RAE1ε 细胞+ MDSC 组。MDSC 和

BaF3工程细胞株的比例为10∶1，置37 ℃、5% CO2饱

和湿度的培养箱中培养。

1.4 流式细胞术检测BaF3工程细胞株对MDSC表面

分子表达的影响

MDSC和BaF3工程细胞株共培养24 h后收集细

胞，用PBS洗1次后重悬于20 μl PBS中，加入荧光素

标记的小鼠抗体（CD11b、Gr-1、CD40、CD80、F4/80、

CD11c）至质量浓度1 μg/ml，4 ℃标记20 min，PBS洗

2次，重悬于 300 μl PBS中，流式细胞仪检测CD11b+

Gr-1+MDSC 表面 CD40、CD80、F4/80 和 CD11c 的表

达。

1.5 ELISA法检测BaF3工程细胞株对MDSC细胞因

子和一氧化氮（NO）分泌的影响

MDSC和BaF3工程细胞株共培养24 h后收集培
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养液上清，ELISA法检测上清液中 IL-4、IL-10和 IFN-

γ的水平，具体步骤参照达科为公司ELISA检测试剂

盒说明书进行。Griess法检测上清中NO的含量，具

体步骤如下：取 100 μl上清与 100 μl Griess试剂室温

孵育 10 min，检测 550 nm波长的光密度(D)值，根据

亚硝酸钠标准曲线计算NO浓度。

1.6 检测BaF3工程细胞株对MDSC分泌精氨酸酶的

影响

MDSC 和 BaF3 工程细胞株共培养 24 h 后，用

CD11b磁珠分选共培养体系中的MDSC，裂解后按照

BioAssay公司精氨酸酶活性检测试剂盒说明书检测

精氨酸酶活性。

1.7 检测BaF3工程细胞株对MDSC表达ROS的影响

MDSC和BaF3工程细胞株共培养 24 h后，收集

细胞，PBS 洗涤后，用 10 μmol/L DCFH-DA 重悬细

胞，37 ℃孵育20 min，用PBS洗涤3次后，标记CD11b

和 Gr- 1 抗体，标记方法同 1.4，流式细胞仪检测

CD11b+Gr-1+ MDSC中DCF的平均荧光强度（MFI）。

DCF的MFI与胞内ROS的水平呈正相关。

1.8 流式细胞术检测MDSC对活化CD8+T细胞增殖

的影响

MDSC 和 BaF3 工程细胞株共培养 24 h 后，用

CD11b 磁珠分选共培养体系中的 MDSC，备用。

BALB/c小鼠脾细胞用CFSE标记后铺至预先包被有

1 μg/ml 抗 CD3 抗体的 96 孔圆底板中，加入 1 μg/ml

可溶性的抗 CD28 抗体。MDSC 与 CFSE 标记的抗

CD3/CD28抗体活化脾细胞按 1∶1的比例共培养，在

BaF3-RAE1ε+MDSC组的MDSC与T细胞共培养孔

中加 500 μmol/L nor-NOHA (精氨酸酶抑制剂) 。共

培养 3 d后，收集细胞，用荧光素标记的抗CD3和抗

CD8 抗体标记，流式细胞仪检测 CD3+CD8+T 细胞

CFSE的表达情况。

1.9 统计学处理

采用 PRISM5.0 统计学软件，计量数据以 表

示，组间比较采用 t检验。以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功获得4T1成瘤小鼠脾来源的MDSC

流式细胞术检测4T1原位成瘤小鼠脾中CD11b+

Gr-1+的MDSC比例为 41%（图 1左），用抗CD11b的

磁珠分选后，流式细胞术检测CD11b+Gr-1+的MDSC

纯度达到90%（图1右），说明成功获得了小鼠4T1肿

瘤诱导产生的MDSC。

2.2 BaF3-RAE1ε细胞对MDSC分泌细胞因子没有显

著影响

BaF3- mock 细胞和 BaF3- RAE1ε 细胞分别与

MDSC共培养 24 h后，ELISA法检测培养上清中 IL-

4、IL-10 和 IFN-γ的分泌情况。结果（图 2）显示，

BaF3-RAE1ε+MDSC 组 MDSC 分泌 IL-10 的水平和

BaF3-mock+MDSC组相比没有显著差异（P>0.05）。

并且这两组MDSC分泌 IL-4和 IFN-γ的水平也没有

显著差异（结果未显示）。说明BaF3-RAE1ε细胞对

MDSC分泌L-10、IL-4和 IFN-γ没有显著影响。

图1 成功获得小鼠4T1肿瘤诱导产生的脾MDSC

Fig.1 4T1 tumor cells- derived mouse splenic MDSCs

were obtained successfully

图2 各组MDSC分泌 IL-10的水平

Fig. 2 Levels of IL-10 secreted by the MDSCs

in various groups

2.3 BaF3-RAE1ε细胞增高MDSC精氨酸酶活性

BaF3- mock 细胞和 BaF3- RAE1ε 细胞分别与

MDSC共培养 24 h后，检测MDSC精氨酸酶活性结

果（图3A）显示，与BaF3-mock+MDSC组相比，BaF3-

RAE1ε+MDSC 组 MDSC 的精氨酸酶活性显著升高

(110.135 ± 7.356 vs 156.166 ± 1.209, P<0.01)，说 明

BaF3-RAE1ε细胞可诱导MDSC精氨酸酶表达上调。

此外，检测这些组MDSC表达NO和ROS的结果

发现，与 BaF3-mock+MDSC 组相比，BaF3-RAE1ε+

MDSC组MDSC分泌NO（图3B）和ROS（图3C）水平

均没有显著差异（P>0.05），说明BaF3-RAE1ε细胞对

MDSC分泌NO和ROS没有明显影响。
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2.4 BaF3-RAE1ε细胞对MDSC表面分子表达没有明

显影响

BaF3- mock 细胞和 BaF3- RAE1ε 细胞分别与

MDSC共培养 24 h后，流式细胞术检测MDSC表面

CD40、CD80、F4/80和CD11c的表达结果（图4）显示，

与 BaF3-mock+MDSC 组相比，BaF3-RAE1ε+MDSC

组 MDSC 表面 CD40、CD80、F4/80 和 CD11c 的表达

无明显差异。

图3 各组MDSC的精氨酸酶活性及NO和ROS浓度

Fig. 3 Activity of arginase as well as concentrations of

NO and ROS in the MDSCs of various groups

2.5 BaF3-RAE1ε细胞促进MDSC对CD8+ T细胞增

殖的抑制

BaF3- mock 细胞和 BaF3- RAE1ε 细胞分别与

MDSC 共培养 24 h 后，与 CFSE 标记的抗 CD3/抗

CD28抗体活化的脾细胞共培养 3 d后，流式细胞术

检测CD3+CD8+ Ｔ细胞CFSE的表达结果（图5）显示，

与 BaF3-mock+MDSC 组相比，BaF3-RAE1ε+MDSC

组MDSC对CD8+ T细胞增殖的抑制作用明显增强。

在BaF3-RAE1ε+MDSC组的MDSC与T细胞共培养

体系加入精氨酸酶抑制剂nor-NOHA（BaF3-RAE1ε+

MDSC+nor-NOHA组），结果（图 5）显示，nor-NOHA

可明显降低MDSC对CD8+ T细胞增殖的抑制作用。

由此说明，BaF3-RAE1ε细胞通过诱导MDSC精氨酸

酶表达上调，促进MDSC对CD8+ T细胞增殖的抑制。

图4 各组MDSC表面分子的表达

Fig. 4 Expressions of surface molecules on the MDSCs

in various groups

图5 各组MDSC对CD8+T细胞的抑制活性

Fig. 5 Suppressive activities of the MDSCs for CD8+T cell in various groups
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3 讨 论

NKG2D 是 C 型凝集素超家族中的一员，是由

NK、CD8+ T细胞和某些 γδT细胞亚群表达的一种活

化型受体[10]。NKG2D 配体主要在大多数上皮源性肿

瘤细胞上表达，在正常细胞上极少表达 [2]。NKG2D

配体与NKG2D结合后会给NK细胞和CD8+ T细胞

提供活化信号，促进NK细胞和CD8+ T细胞杀伤效

应，在抗肿瘤免疫中发挥着重要作用[11−12]。然而，肿

瘤浸润部位的杀伤细胞通常低表达NKG2D，且功能

下降。肿瘤细胞可通过多种机制逃逸NKG2D通路

介导的杀伤效应，如NKG2D配体从肿瘤细胞表面脱

落形成可溶性NKG2D配体，可溶性NKG2D配体与

NKG2D结合后促进NKG2D的内化和降解，从而降

低效应细胞表面 NKG2D 的表达水平 [3]；可溶性

NKG2D配体能够导致NK细胞和T细胞表面CD3分

子 ζ信号接头蛋白丢失，抑制 NK 细胞和 T 细胞活

化 [13]。与此相一致，有研究[14−15]报道在侵袭性乳腺癌

和卵巢癌中，可溶性NKG2D配体的表达水平与疾病

预后呈负相关，即可溶性 NKG2D 配体表达水平越

高，疾病预后越差。另外，肿瘤细胞表面持续性

NKG2D配体的刺激也可下调NKG2D的表达，从而

损害效应细胞的杀伤效应[4]。

本课题组前期研究 [8 − 9]成功构建了表达小鼠

RAE1ε（NKG2D 的配体之一）的 BaF3 细胞（BaF3-

RAE1ε细胞）及不表达 RAE-1ε的 BaF3 细胞（BaF3-

mock细胞）株，将BaF3-mock细胞和BaF3-RAE1ε细

胞注射小鼠后发现，与BaF3-mock注射鼠相比，BaF3-

RAE1ε注射鼠脾和外周血中MDSC的比例和绝对数

均出现了明显的增高；并且BaF3-RAE1ε注射鼠的脾

MDSC分泌更高水平的 IL-10和精氨酸酶，对CD8+ T

细胞增殖的抑制作用更为明显。因此，本研究提出

了肿瘤细胞通过表达NKG2D配体诱导MDSC的产

生，从而参与免疫逃逸的新机制。

然而，在体外用BaF3-mock和BaF3-RAE1ε分别

刺激结肠癌细胞株CT26成瘤小鼠来源的MDSC后

发现，与 BaF3-mock 相比，BaF3-RAE1ε只能诱导高

水平 IL-10 的分泌，而不能诱导精氨酸酶的活性增

强[9]。本研究认为体内与体外结果不一致的可能性

有两个：一是BaF3-RAE1ε在体内间接促进MDSC精

氨酸酶活性增高；二是不同肿瘤来源的 MDSC 对

BaF3-RAE1ε的反应不同。因此，本研究用 BaF3-

RAE1ε体外刺激乳腺癌细胞株 4T1成瘤小鼠来源的

MDSC，检测其功能变化。结果发现，与BaF3-mock

细胞相比，BaF3-RAE1ε细胞可以促进 4T1成瘤鼠来

源的MDSC精氨酸酶活性上调，但不能诱导 IL-10分

泌增高。这一结果提示尽管BaF3-RAE1ε具有直接

促进MDSC高分泌 IL-10和精氨酸酶的能力，但不同

肿瘤来源的 MDSC 对 BaF3-RAE1ε的反应不尽相

同。已有的研究[16]表明，MDSC可以通过分泌精氨酸

酶直接抑制T细胞的功能。本研究检测了经BaF3-

RAE1ε刺激后的MDSC对活化 T细胞增殖的影响，

发现BaF3-RAE1ε刺激后的MDSC抑制T细胞增殖

的能力明显增强；在加入精氨酸酶抑制剂后MDSC

对T细胞的抑制作用下降，提示确实是精氨酸酶介导

了MDSC对T细胞的负向调节作用。此外，本研究还

检测了BaF3-RAE1ε对 4T1成瘤小鼠来源MDSC 的

表型影响，结果发现与BaF3-mock细胞相比，BaF3-

RAE1ε并没有改变 MDSC 表面 CD40、CD80、F4/80

和CD11c分子的表达水平，这一结果与本课题组前

期研究中BaF3-RAE1ε成瘤小鼠体内的MDSC未发

现表型变化的结果是一致的。

总之，本研究发现表达 NKG2D 配体 RAE1ε的

BaF3-RAE1ε细胞在体外能够促进4T1原位肿瘤模型

来源的MDSC精氨酸酶活性上调并增强其对CD8+ T

细胞增殖的抑制作用，为深入研究NKG2D配体对不

同肿瘤来源的MDSC功能影响提供了实验依据。
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