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黏蛋白1基因转染DC对乳腺癌细胞MCF-7裸鼠移植瘤的免疫抑制作用

尹良伟 1 a ,马海英 2,张利 1b,王贺双 1b,刘宇 1a,于环 1a ,祝艳华 1a ,伍建林 3 (1.大连医科大学附属大连市中心医院a.肿瘤

内三科;b.中心实验室，辽宁 大连 116033; 2.大连医科大学组织胚胎学教研室，辽宁 大连 116044; 3.大连大学附

属中山医院医学影像教研室，辽宁大连 116033)

[摘 要] 目的：探讨黏蛋白1（mucin 1, MUC1）基因转染DC对人乳腺癌MCF-7细胞裸鼠移植瘤的抑制作用。方法：体外诱

导培养健康成人DC，应用脂质体转染法将pcDNA3.1-MUC1转染DC，ELISA法检测转染后DC分泌细胞因子 IL-12和TNF-α的

能力，LDH释放法检测基因转染后DC诱导特异性CTL对乳腺癌MCF-7细胞的杀伤活性。应用MUC1基因转染DC、空质粒转染

DC、及生理盐水皮下注射治疗人乳腺癌MCF-7细胞裸鼠移植瘤，观测其对肿瘤生长的抑制作用。结果：转染pcDNA3.1-MUC1

的DC分泌 IL-12、TNF-α的能力较转染空质粒DC明显增强[IL-12:（202.52±29.61）vs（10.83±1.02）pg/ml; TNF-α:（349.07±79.42）

vs（9.26±1.52）pg/ml, 均P<0.01]；转染pcDNA3.1-MUC1的DC诱导产生特异性CTL，对人乳腺癌MCF-7细胞具有更明显的杀伤

活性，效靶比为10∶1、5∶1和2.5∶1时的杀伤率分别达到56.2%、38.9%和25.8%, 显著高于对照组CTL（均P<0.01）。MUC1基因转

染DC对乳腺癌MCF-7裸鼠移植瘤生长抑制作用明显强于空质粒转染DC组(P<0.05)。结论：MUC1基因转染DC可以诱导特异

性CTL，对乳腺癌MCF-7细胞具有更强的抗肿瘤免疫效应。
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［Abstract］Objective: To explore inhibitory effect of dentritic cell (DC) transfected with mucin 1 (MUC1) gene

on xenograft tumor of human breast carcinoma MCF7 cell in nude mouse. Methods: DC of healthy adults were in-

duced-cultured in vitro. Plasmid with human pcDNA3.1-MUC1 gene were transfected into the DC by a lipofection

assay. ELISA assay was used to detect secretion ability of cytokines IL-12 and TNF-α by the transfected DC. LDH

release assay was used to exam killing activity of specific cytotoxic T lymphocytes (CTL) induced by the transfect-

ed DC to the breast carcinoma MCF7 cell. The xenograft tumors of human breast carcinoma MCF7 cell in nude

mice were treated by the DC transfected with MUC1 gene, the DC transfected with empty plasmid and normal sa-

line in subcutaneous injection, and growth inhibition of the xenograft tumors in nude mice were observed. Results:

Secretion abilities of IL-12 and TNF-α by the DC transfected with pcDNA3.1-MUC1 gene were obviously more en-
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hanced than those by the DC transfected with empty plasmid ( IL-12:[202.52±29.61] vs [10.83±1.02] pg/ml; TNF-α:

[349.07±79.42] vs [9.26±1.52] pg/ml, all P<0.01). Killing activity of the specific CTL induced by the DC transfect-

ed with pcDNA3.1-MUC1 genewas more obvious than that by the CTL of the control group, and the killing rates at

effector/targetor ratio of 10:1, 5:1 and 2.5:1 were 56.2%, 38.9% and 25.8% respectively (all P<0.01). Inhibitory ef-

fect of the DC transfected with MUC1 gene on the xenograft tumors of breast carcinoma MCF7 cell in nude mice

was significantly stronger than that of the DC transfected with empty plasmid (P<0.05). Conclusion: The DC trans-

fected with MUC1 gene might induce specific CTL, which might have stronger anti- tumor immuno effect on the

breast carcinoma MCF7 cell.

［［Key words］］MUC1 gene; dendritic cell（DC）; gene transfection; breast cancer; immune efficacy

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(7): 756-761. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.07.010]

黏蛋白 1(mucin 1, MUC1)是黏蛋白家族中最重

要的成员之一，为一种穿膜糖蛋白。依据检测及分

离方法的不同可命名为多形上皮黏蛋白（polymor-

phic epithelial mucin, PEM）、上皮膜抗原（epithelial

membrane antigen, EMA）、CD227 及 CA153 等 。

MUC1存在于正常组织腺上皮细胞表面的分泌极，其

作用为润滑、保护、调节细胞间黏附等[1]。MUC1还广

泛存在于腺癌上皮细胞的表面，表达异常丰富，而且

其表达程度与肿瘤恶性程度呈正相关；MUC1在乳腺

癌、肺腺癌、胰腺癌、卵巢癌、胃癌、结肠癌等多种癌

组织中均有表达，其异常表达程度越高提示肿瘤侵

袭性越强，预后越差，且其表达与淋巴结转移、肿瘤

进展明显相关[2-3]。本研究依据MUC1在多种恶性肿

瘤中表达的普遍性，以及近年来MUC1在肿瘤生物

治疗中的新发现，结合DC疫苗在抗肿瘤免疫治疗方

面的强大作用，应用脂质体将质粒pcDNA3.1-MUC1

转染健康成人DC，检测MUC1基因修饰DC的抗肿

瘤免疫活性,探讨其抗肿瘤的相关机制。

1 材料与方法

1.1 质粒和主要试剂

质粒 pcDNA3.1-MUC1由宝生物公司（大连）合

成。脂质体 LipofectamineTM 2000 购自 Initrogen 公

司，重组人GM-CSF、重组人 IL-4、重组人TNF-α购自

Cytolab公司，FITC-CD83、FIT-CD86、PE-CD80单克

隆抗体购自 Ebioscience 公司，RPMI 1640 培养基、

10%胎牛血清(FBS) 购自晶美公司，Ficoll淋巴细胞分

离液购自达科为公司；质粒提取试剂盒、RNA 提取试

剂盒、Taq 酶、AMV 购自 Promega 公司，用于扩增

MUC1基因及内参 β-actin基因的引物由宝生物公司

（大连）合成。

MUC1基因引物序列：上游引物5′-CGGAATTC-

TATGACACCGGGCACCCAGTC- 3′ ;下 游 引 物 5′-

CGGGATCCCTACAAGTTGGCAGAAGTGGCTGC-

3′。β-actin引物序列：上游引物5′-AGCGGGAAATC-

GTGCGTG- 3′ ;下游引物 5′- CAGGGTACATGGTG-

GTGCC-3′。

1.2 质粒提取及纯化

应用质粒提取试剂盒制备和纯化 pcDNA3.1-

MUC1质粒, 采用紫外分光光度计测定pcDNA3.1(+)-

MUC1 质粒在 260 nm、280 nm 波长时的光密度（D）

值，D260/D280值为 1.9328,计算并稀释至质量浓度为 1

μg/μl，置-20 ℃保存。

1.3 体外培养人外周血DC

抽取健康志愿者新鲜血 50 ml, 密度梯度离心分

离外周血单个核细胞 (peripheral blood mononuclear

cell, PBMC)，37 ℃贴壁3 h，弃上清，培养瓶中加入含

有重组 GM- CSF(1 000 U/ml）和 IL- 4（500 U/ml）的

RPMI 1640 完全培养基，第 3 天换液,取出培养液，

400×g离心 10 min，弃上清，加入新鲜诱导体系培养

至第 7 天，流式细胞仪检测 DC 表面的分子标志物

CD80、CD83和CD86。

1.4 MUC1基因转染DC

将 100 μl pcDNA3.1-MUC1 质粒与脂质体混合

液加入培养 DC 的 24 孔板中（pcDNA3.1-MUC1-DC

组），对照组将100 μl pcDNA3.1与脂质体混合液加入

培养DC的24孔板中（pcDNA3.1-DC组），轻轻摇动，

置含5% CO2、37 ℃培养箱中孵育6 h，弃上清，换含有

重组 GM-CSF (1 000 U/ml)、IL- 4 (500 U/ml)的 RP-

MI 1640完全培养基, 继续培养24 h。

1.5 RT-PCR检测转染后DC MUC1 mRMA的表达

采用 RNA提取试剂盒提取 DC 总 RNA ，贮存

于 -80 ℃冰箱备用。取2 μg总RNA逆转录, 按M-MLV

逆转录酶说明书操作。反应体系（25 μl）：RNA 10 μl、随

机引物1 μl、RNA酶抑制剂1 μl、5×缓冲液 5 μl、dNTP混

合物1 μl、DEPC (0.1%的焦碳酸二乙酯)处理水 6 μl和
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AMV 1 μl，反应条件：80 ℃ 5min，38 ℃1 h，85 ℃ 10 min，

逆转录获得cDNA。

PCR 反应体系：上、下游引物各 2 μl，5×缓冲液

5μl、dNTP 混合液 1 μl、cDNA 2 μl、Taq 酶 1 μl 和

DEPC 处理水 37 μl。反应条件：94 ℃ 2 min，93 ℃

45 s，56 ℃ 70 s，72 ℃ 5 min，30个循环。β-actin引物

作为内参照。PCR 扩增产物用琼脂糖凝胶电泳鉴

定。

1.6 Western blotting检测转染后DC的 MUC1蛋白表

达水平

分别收集转染MUC1基因及对照组DC，乙基苯

基聚乙二醇-40（NP-40）裂解细胞，提取细胞总蛋白，

18 407×g 离心10 min后加入等体积的2×SDS上样缓

冲液，95 ℃变性 5 min后行 SDS，电转移至 PVDF膜

上，5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，加入 MUC1 单抗后

4 ℃下孵育过夜，用 TBST缓冲液洗涤 3次，每次 10

min，加入二抗室温孵育2 h，再用TBST缓冲液洗涤3

次，然后加入化学发光剂进行检测，X线片暗室曝光，

常规显影定影。

1.7 ELISA法检测转染后DC分泌 IL-12和TNF-α的

水平

将上述基因转染DC用完全培养基调整细胞密

度为 1×106个/ml置于 96孔板中培养，48 h后收集每

孔上清液，用ELISA法检测 IL-12、TNF-α含量，并以

空质粒转染DC作对照。

1.8 诱导培养 CTL细胞

将体外培养PBMC中非贴壁淋巴细胞用含 IL-2

（500 U/ml）的RPMI 1640完全培养基培养，隔天半量

换液并补充细胞因子，第7天将上述细胞分别与培养

至第 7 天的 pcDNA3.1- MUC1 质粒转染组 (pcD-

NA3.1- MUC1- DC 组）、pcDNA3.1 空质粒转染组

（pcDNA3.1-DC组）以及无转染DC组（DC组）DC，以

10∶1的比例混合培养，隔天半量换液并补充细胞因

子，培养至第12天，所收集细胞即为CTL细胞。

1.9 LDH释放法检测CTL的杀伤活性

以人乳腺癌细胞系 MCF-7 为靶细胞，以转染

pcDNA3.1的DC细胞刺激淋巴细胞后的CTL（CTL-

DC组）及pcDNA3.1-MUC1质粒转染的DC刺激淋巴

细胞后的CTL（CTL-DC-MUC1组）为效应细胞。按

10∶1、5∶1、2.5∶1混合培养6 h后，采用LDH释放试验

检测CTL特异性杀伤率。CTL特异性杀伤率（%）=

（试验孔值-效应细胞对照值）/（最大杀伤对照值-最

小杀伤对照值）×100%。

1.10 裸鼠体内抑瘤实验

于裸鼠胸背部皮下注射 0.1 ml对数生长期人乳

腺癌MCF-7细胞（1×107个/只）。第 7天选择荷瘤大

小相似的裸鼠共 18只，数字表法随机分为生理盐水

对照组、转染空质粒DC细胞治疗组及转染MUC1质

粒DC细胞治疗组,每组6只。治疗组皮下注射0.2 ml

相应处理的DC（1×107个/只）,对照组皮下注射0.2 ml

生理盐水，每天注射 1次。治疗第 3天起每 5 d用卡

尺测量肿瘤的最大长径(a)及最大横径(b)，肿瘤体积=

0.5×a×b2,观察肿瘤的生长情况。

1.11 统计学处理

数据采用SPSS 11.0统计学软件分析，计量资料

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 DC具有典型形态学特征和表型分子

相差显微镜动态观察体外培养的外周血来源

DC形态变化过程，由初始的细胞聚集成团，到分散

状态；由DC的表面毛茸状到不规则的细胞表面毛刺

状突起。

人DC的特异性标志CD80、CD83 、CD86等已经

得到公认，CD83是DC成熟的标志，同样共刺激因子

CD80（B7-1）也是在DC成熟时有较高表达。培养7 d

的 DC 流式检测结果（图 1）显示，CD80、CD83 及

CD86分子表达率分别为（22.7±1.6）%、（24.9±2.1）%

及（95.4±4.3）%，提示本实验已获得成熟DC。

2.2 转染后DC显著提高MUC1 mRNA和蛋白的表达

将pcDNA3.1(+)-MUC1转染人DC，RT-PCR检测

到在 296 bp处有一特异性的扩增带（图 2A）。同时

Western blotting检测转染后DC有明显MUC1蛋白条

带（图2B）。

2.3 转染后DC明显提高分泌 IL-12、TNF-ɑ能力

转染空质粒（pcDNA3.1-DC组）的DC分泌细胞

因子 IL-12、TNF-ɑ能力较低，分别为（10.83±1.02）pg/

ml、（9.26 ± 1.52）pg/ml；而转染 MUC1（pcDNA3.1-

MUC1-DC组）的DC分泌这两种因子的能力明显增

强，分别为（202.52±29.61）、（349.07±79.42）pg/ml，与

前者有明显统计学差异（P<0.01，表1）。

2.4 转染MUC1基因DC明显加强了CTL对乳腺癌

细胞的杀伤活性

LDH释放法检测结果（表 2）显示，CTL-DC-

MUC1组CTL对靶细胞人乳腺癌MCF-7细胞具有明

显的杀伤活性，与 CTL-DC 组比较差异非常显著

（P<0.01)，而且随着效靶比的升高，CTL的杀伤活性
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逐渐增强，说明MUC1基因转染DC刺激的CTL具有

明显的杀伤活性。

2.5 转染MUC1基因DC对乳腺癌细胞裸鼠移植瘤具

有明显免疫抑制效应

裸鼠移植瘤抑制实验结果（图3）所示，生理盐水

对照组裸鼠移植瘤块生长较快，空质粒转染DC组和

转染MUC1基因DC组裸鼠肿瘤生长明显受抑制，从

25 d开始，转染MUC1基因DC组裸鼠肿瘤生长抑制

作用显著大于空质粒转染DC组(P<0.05)裸鼠和生理

盐水对照组(P<0.01)。

图1 流式细胞仪检测DC表型分子典型图

Fig. 1 Typical images of DC phenotypic molecules detected by flow cytometry assay

1, 3: pcD-NA3.1-MUC1-DC; 2, 4: pcD-NA3.1-DC; 5:Marker

A. Expression result of MUC1 mRNA detected by RT-PCR

assay;

B. Expression result of MUC1 protein detected by Western

blottting assay

图2 RT-PCR 和Western blotting实验检测

MUC1 的mRNA和蛋白质表达结果

Fig. 2 Expression results of mRNA and proteins of MUC1

detected by RT-PCR and Western blotting assays

表1 不同组DC分泌 IL-12、、TNF-ɑɑ的能力[ρρB/(pg··ml-1)]

Tab.1 Secretion abilities of IL-12 and TNF-α of DCs in

the various groups[ρB/(pg··ml-1)]

Group

PcDNA3.1-MUC1-DC

PcDNA3.1-DC

t

P

IL-12

202.52±29.6

10.83±1.02

58.47

<0.01

TNF-α

349.07±79.42

9.26±1.52

36.41

<0.01

表2 不同组DC诱导CTL的乳腺癌细胞杀伤率（（%））

Tab. 2 Killing rates of CTL against the breast cancer cells

induced by DC in the various groups (%)

Group

CTL-DC-MUC1
CTL-DC

t
P

E∶T
10∶1
56.2
28.7

13.985
<0.01

5∶1
38.9
20.1
4.661
<0.01

2.5∶1
25.8
12.7
4.213
<0.01

△△P<0.05 vs pcDNA3.1-DC
**P<0.01 vs Saline control

图3 不同实验组裸鼠移植瘤生长情况

Fig. 3 Growth situations of the xenograft tumor

in nude mice of the various groups

3 讨 论

研究[4]表明MUC1在肿瘤的发生、发展中起重要
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作用，其广泛表达于肿瘤组织表面，所以MUC1可能

成为肿瘤生物靶向治疗的新靶点。在肿瘤免疫治疗

中，一个重要的途径就是利用理想的靶向抗原基因

修饰DC，进而诱导机体产生特异性的抗肿瘤免疫应

答。

成熟DC可以通过诱导细胞免疫途径发挥其抗

肿瘤作用：成熟DC摄取肿瘤抗原后，将其加工、处理

成MHC-抗原肽复合物形式表达于细胞表面，进而与

T细胞表面T细胞受体结合，在DC表面高表达的B7-

1、B7-2等共刺激分子协同作用下，激活T细胞，启动

CTL 介导的抗肿瘤免疫应答 [10]。这种受 MHC-Ⅰ类

分子限制的高度特异性的杀伤机制有两种：通过分

泌释放穿孔素、颗粒酶、淋巴毒素、肿瘤杀伤因子等

引起靶细胞的裂解或凋亡（分泌型杀伤）；激活CTL

细胞表面FASL与肿瘤细胞表面的FAS分子结合，进

而诱导肿瘤细胞凋亡（非分泌型杀伤）[11]。有研究[12-13]

表明，经特定基因修饰的DC诱导出的特异性CTL 具

有更强的杀瘤活性。本研究结果表明，MUC1基因转

染 DC 与空质粒转染 DC 诱导的 CTL，对人乳腺癌

MCF-7 细胞具有更明显的杀伤活性，在效靶比为

10∶1时对效应细胞的杀伤率达到 56.2%。MUC1基

因可以在转染的DC内转录并翻译为MUC1糖蛋白，

不仅可以提呈到DC表面形成有效的抗原表位，而且

可以成功诱导抗原特异性 CTL，可有效识别人乳腺

癌MCF-7细胞表面的MUC1抗原表位，通过分泌释

放穿孔素、颗粒酶或通过FAS/FASL途径诱导肿瘤细

胞凋亡。

成熟DC还可以通过参与体液免疫及分泌细胞

因子等途径发挥抗肿瘤作用。DC 可调控特异性辅

助T淋巴细胞的分化，促进抗体生成，介导体液免疫；

另外，DC还可以直接作用于B细胞，参与B细胞的发

育、分化、激活，并可以通过分泌 IFN-γ，诱导初始和

记忆型 B 细胞分化为浆细胞，促进体液免疫。成熟

DC可以分泌多种细胞因子，如 IL-12、IL-4、IL-1、IL-

8、IFN-γ、TNF-α、GM-CSF等。这些细胞因子能促进

免疫效应细胞的增殖，增强它们特异性或非特异性

杀瘤活性。其中 IL-12 还可以抑制肿瘤新生血管的

形成，增强肿瘤细胞MHC-Ⅰ类、MHC-Ⅱ类分子和共

刺激分子的表达，增强特异性CTL杀瘤活性[14]。本实

验表明转染MUC1基因的DC分泌 IL-12和TNF-α细

胞因子的能力显著提高。

近些年，诸多临床试验已经验证了DC疫苗在一

些恶性肿瘤方面的疗效，部分DC疫苗已经正式批准

应用于临床[15-17]。Kai等[18]研究表明，转染MUC1基因

的DC活化的淋巴细胞对膀胱癌BIU-87细胞的杀伤

作用明显大于未转染DC活化的淋巴细胞；Chen等[19]

应用 MUC1 基因转染 DC 体外作用于胰腺癌细胞也

得到了相似的结果。王小利等 [20]的研究显示转染

CEA（MUC1）基因的 DC 诱导产生抗原特异性 CTL

不但对表达CEA的乳腺癌细胞有明显的杀伤作用，

对CD44+CD24-/low乳腺癌干细胞也有一定的杀伤。本

研究应用 MUC1 基因转染人 DC 免疫人乳腺癌荷瘤

裸鼠后，基因转染组裸鼠肿瘤生长明显抑制，体现了

较好的抗肿瘤活性。在临床应用方面，Pecher等[21]应

用脂质体将连续重复序列的MUC1-cDNA转染DC，

并应用于10例晚期乳腺癌或胰腺癌患者，结果显示4

例患者特异性CTL明显增强，且未发生明显不良反

应。

近年来，转染目的基因的DC疫苗成为了肿瘤靶

向免疫治疗的热点。本研究成功的应用质脂体转染

方式将MUC1 基因转染到DC 表面，显著激活了DC

抗原提呈功能，并且成功诱导出抗原特异性CTL并

发挥出高效而特异的抗肿瘤免疫应答。这将为进一

步开展基因治疗恶性肿瘤奠定理论和实验基础。
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文稿中须写成斜体的外文字符

在科技文稿中出现许多外文字符,它们有的是正体、有的是斜体。正体和斜体外文字符各有其特定含义和用法,切不可混淆

使用。现根据有关标准和规则,把生物医学文稿中须要写成斜体的外文字符归纳为以下几类:

(1)生物学中拉丁学名的属名和种名(包括亚属、亚种、变种)应斜体,例如大肠杆菌Escherichia coli、幽门螺杆菌Heliobacter
pylori等。(2)各种基因的缩写符号应斜体(基因表达产物缩写符号应写成正体),例如人脆性X智力低下基因1的符号为 FMR1、
原癌基因RAF1(人)、病毒癌基因 v-raf-1(鼠)、抑癌基因 p53(鼠)等。(3)限制性内切核酸酶缩写符号中前 3个字母应斜体,例如

HindⅢ、BamHⅠ、SalⅠ等。(4)各种统计学符号应斜体,例如样本数 n、均数 x̄ 、样本差 s、t检验、F检验、概率P、相关系数 r等。

(5)各种物理量的量符号应斜体(pH用正体除外),例如长度L(l)、面积A(或S)、体积V、质量m、时间 t、压力p、相对分子质量Mr、物

质的量浓度 cB等。(6)化学中表示旋光性、分子构型、构象、取代基等符号应斜体,例如左旋L-、右旋D-,邻位o-、对位 p-、反式

trans-、顺式 cis-等。(7)数学中用字母表示的变数和一般函数应斜体。(8)英文中使用的某些拉丁词应斜体,例如vs、in situ、in
vivo、in vitro等。
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