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转基因细胞株BaF3-RAE1ε诱导产生的MDSC的杀伤功能及对NK细

胞功能的影响

钱莉，刘阳，刘露，叶枫，王少卿，贾筱琴，傅奕，龚卫娟，田芳，丁婧娟，徐雨薇（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NKG2D配体视黄酸早期转录因子1ε（retinoic acid early transcript 1ε，RAE1ε）的原B细胞株BaF3诱导

产生的髓系抑制性细胞（myeloid-derived suppressor cell，MDSC）的杀伤功能及对NK细胞功能的影响。方法：以小鼠原B细胞

株BaF3为基础，构建表达空质粒的BaF3-mock对照细胞和表达RAE1ε的BaF3-RAE1ε细胞。将BaF3-mock和BaF3-RAE1ε细胞

分别注射小鼠后诱导产生 CD11b+Gr-1+ MDSC，磁珠分选 MDSC 后与 NK 细胞共培养后，流式细胞术检测其对 NK 细胞表面

NKG2D和CD107a表达的影响，ELISA法检测其对NK细胞分泌 IFN-γ的影响。将MDSC分别与BaF3-mock和BaF3-RAE1ε细胞

共培养后，乳酸脱氢酶释放法检测其对靶细胞BaF3-mock和BaF3-RAE1ε细胞的杀伤作用。结果：与BaF3-mock细胞相比，

BaF3-RAE1ε细胞诱导产生的MDSC对NK细胞表面NKG2D和CD107a的表达没有明显影响（P＞0.05），对NK细胞分泌 IFN-γ的

水平也没有显著影响（P＞0.05）。与BaF3-mock细胞相比，BaF3-RAE1ε细胞诱导产生的MDSC对靶细胞BaF3-mock和BaF3-

RAE1ε的杀伤作用明显增强[（1.99±0.39）% vs（8.63±1.45）%、（5.09±0.67）% vs（17.33±0.41）%，P<0.01]。[（1.20±0.09）% vs

（10.31±0.69）%、（5.52±1.64）% vs（18.91±3.04）%，P<0.01]。结论：RAE-1ε增强MDSC对靶细胞的杀伤功能。
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The cytotoxicity of MDSC-derived from BaF3-RAE1ε injected mice and its effect
on NK cell function

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

Jingjuan, XU Yuwei (Department of Etiology and Immunology, Medical School of Yangzhou University, Yangzhou

225001, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To study the cytolytic activity of myeloid- derived suppressor cell (MDSC) from BaF3-

RAE1ε injected mice and its effect on the function of NK cell. Methods: Two derivatives of murine pro-B cell line

BaF3 cells, expressing empty plasmid (termed BaF3- mock) or retinoic acid early transcript 1ε (RAE1ε, termed

BaF3-RAE1ε) were respectively constructed in the previous study. CD11b+Gr-1+MDSC magnetically purified from

BaF3-mock or BaF3-RAE1ε bearing mice were co-cultured with NK cells. After 24 hours, the cells were harvested

for detecting NKG2D and CD107a expression on NK cells by flow cytometry, and the supernatants were collected

for detecting IFN-γ by ELISA. Moreover, MDSC sorted from BaF3-mock or BaF3-RAE1ε bearing mice were co-

cultured with BaF3-mock or BaF3- RAE1ε target cells. After 5 h, the cytotoxicity of MDSC against BaF3-mock or

BaF3-RAE1 target cells was evaluated by the lactate dehydrogenase release test. Results: There was no obvious dif-

ference in secretion of IFN-γ by NK cells co-cultured with MDSC from BaF3-mock or BaF3-RAE1ε bearing mice

(P＞0.05). No difference in NKG2D and CD107a expression was detected among NK cells co-cultured with MDSC

from BaF3-mock or BaF3-RAE1ε bearing mice (P＞0.05). MDSC isolated from BaF3-RAE1ε bearing mice had

·· 851



中国肿瘤生物治疗杂志, 2017, 24(8)

higher direct cytolytic activity against BaF3-mock or BaF3-RAE1ε cells than MDSC isolated from BaF3-mock bear-

ing mice (P<0.01). Conclusion: RAE1ε enhances the cytolytic activity of MDSC against BaF3- mock or BaF3-

RAE1ε cells.

[Key words] retinoic acid early transcript 1ε；myeloid-derived suppressor cell；NK cell

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(8): 851-855. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.08.006]

NKG2D表达于多种具有杀伤功能的免疫细胞

表面，如NK细胞和CD8+T细胞[1]。NKG2D配体广泛

表达于多种肿瘤细胞及肿瘤细胞株表面，如乳腺癌、

肺癌、胃肠道肿瘤和前列腺癌 [2- 3]。NKG2D 配体与

NKG2D结合后，能够有效活化杀伤细胞，在抗肿瘤

免疫中起着重要作用[1]。但是，从肿瘤细胞表面脱落

形成的可溶性NKG2D配体，可通过多种机制抑制免

疫应答，如降低效应细胞表面 NKG2D 的表达水

平[4-6]；诱导肿瘤患者体内的NK和T细胞CD3ζ信号

接头蛋白丢失，从而使 NK 细胞和 T 细胞功能受

损[7]。本课题组前期研究中将视黄酸早期转录因子

（retinoic acid early transcript 1ε，RAE1ε；小鼠NKG2D

的配体之一）表达于小鼠原B细胞株BaF3细胞上（简

称 BaF3- RAE1ε细胞）[8]，同时构建表达空质粒的

BaF3 细胞（简称 BaF3- mock 细胞），发现与 BaF3-

mock成瘤小鼠相比，BaF3-RAE1ε成瘤小鼠脾脏中表

型为 CD11b + Gr-1 +的髓系抑制性细胞（myeloid-de-

rived suppressor cell，MDSC）数量和比例明显增高，

且MDSC分泌 IL-10 、精氨酸酶（arginase，ARG）以及

对 CD8 + T 细胞增殖的抑制作用明显增强 [9]。有文

献[10-11]报道，MDSC除了负向调节T细胞的功能以外，

对NK细胞的功能也有调控作用。此外，有文献报道

MDSC对肿瘤细胞具有直接的杀伤作用[12]。因此，本

研究探讨BaF3-RAE1ε成瘤小鼠脾脏中MDSC对肿

瘤细胞的直接杀伤作用及对NK细胞功能影响，为进

一步明确RAE1ε诱导产生的MDSC功能特征提供更

多的实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

小鼠CD11b磁珠购自BD Biosciences公司，DX5

磁珠购自美天妮公司，荧光标记的抗小鼠CD11b、Gr-

1、DX5、CD107a和NKG2D购自 eBioscience公司，重

组小鼠白细胞介素3（rmIL-3）购自R&D公司，乳酸脱

氢酶（LDH）细胞毒性检测试剂盒购自碧云天公司。

IFN-γ检测试剂盒购自达科为公司。RBMI 1640培养

基、胎牛血清购自Gibco公司。

1.2 MDSC的获取

前期研究[8]中将小鼠RAE1ε基因克隆至真核表

达载体pVITRO2-mcs后转染BaF3细胞，经潮霉素和

流式细胞仪检测筛选后获得稳定高表达RAE1ε的细

胞（BaF3-RAE1ε细胞）,同时将空质粒 pVITRO2-mcs

转染BaF3细胞，经潮霉素筛选获得对照细胞（BaF3-

mock 细胞）。将 4×106 个 BaF3-mock 细胞或 BaF3-

RAE1ε细胞皮下注射小鼠背部，4周后无菌取小鼠脾

脏，制备单细胞悬液，Tris-NH4Cl溶液裂解红细胞后

PBS洗涤 1次，用抗CD11b 的磁珠分选，流式细胞术

检测CD11b+Gr-1+细胞纯度，常规达到90%左右。

1.3 NK细胞的纯化

无菌取小鼠脾脏，制备单细胞悬液，Tris-NH4Cl

溶液裂解红细胞后PBS洗涤1次，用抗DX5的磁珠分

选，实验步骤参照美天妮公司的说明书进行。

1.4 MDSC与NK细胞共培养

实验分为单纯NK细胞组、BaF3-mock+NK细胞

组和BaF3-RAE1ε+NK细胞组。NK细胞和BaF3工

程细胞株的比例为10∶1，置37 °C、5% CO2、饱和湿度

的培养箱中培养。

1.5 流式细胞术检测MDSC对NK细胞表面NKG2D

和CD107a表达的影响

MDSC 和 NK 细胞共培养 24 h 后收集细胞，用

PBS洗涤 1次后重悬于 20 μl PBS中，加入荧光素标

记的小鼠抗体（CD3、DX5、CD107a、NKG2D），4 ℃孵

育 20 min，PBS洗涤 2次，重悬于 300 μl PBS中，流式

细胞仪检测 CD3- DX5 + NK 细胞表面 NKG2D 和

CD107a的表达。

1.6 ELISA法检测MDSC对NK细胞分泌 IFN- γ的

影响

MDSC和NK细胞共培养24 h后收集培养上清，

ELISA法检测上清中 IFN-γ的分泌水平。实验操作

参照达科为公司的说明书进行。

1.7 LDH释放法检测MDSC对BaF3工程细胞株的杀

伤功能影响

MDSC 和 BaF3-mock 细胞或 BaF3-RAE1ε细胞

按 20∶1或 10∶1的比例共培养 5 h后，LDH释放法检

测MDSC对靶细胞的杀伤。杀伤率（%）＝（处理样品

吸光密度（D）值-样品对照孔D值）/（细胞最大酶活性

的D值-样品对照孔D值）×100%。

1.8 统计学处理

计量数据以x̄±s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。
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2 结 果

2.1 MDSC对NK细胞分泌 IFN-γ的影响

将 BaF3-mock 细胞和 BaF3-RAE1ε细胞注射小

鼠4周后，分选小鼠脾脏CD11b+Gr-1+ MDSC，分别与

NK 细胞共培养 24 h 后，ELISA 法检测培养上清中

IFN-γ的分泌情况。结果（图1）显示，BaF3-mock细胞

和BaF3-RAE1ε细胞诱导的MDSC对NK细胞 IFN-γ

的分泌没有明显影响（P>0.05）。

2.2 MDSC对NK细胞表达NKG2D的影响

将 BaF3-mock 细胞和 BaF3-RAE1ε细胞注射小

鼠4周后，分选小鼠脾脏CD11b+Gr-1+ MDSC，分别与

NK细胞共培养 24 h后，流式细胞术检测NK细胞表

面NKG2D的表达情况，结果（图 2）显示，BaF3-mock

细胞和BaF3-RAE1ε细胞诱导产生的MDSC对NK细

胞表面NKG2D的表达没有明显影响。

图1 MDSC对NK细胞分泌 IFN-γ的影响

Fig. 1 Effect of MDSC on IFN-γ secretion of NK cells

图 2 MDSC对NK细胞表达NKG2D的影响

Fig. 2 Effect of MDSC on NKG2D expression of NK cells

2.3 MDSC对NK细胞表达CD107a的影响

CD107a的表达可以间接反映NK细胞的杀伤活

性[13]。BaF3-mock细胞和BaF3-RAE1ε细胞注射小鼠

4周后，分选小鼠脾脏CD11b+Gr-1+MDSC，分别与NK

细胞共培养 24 h 后，流式细胞术检测 NK 细胞表面

CD107a 的表达情况，检测结果（图 3）显示，BaF3-

mock细胞和BaF3-RAE1ε细胞诱导产生的MDSC对

NK细胞表面CD107a的表达没有明显影响。

2.4 BaF3-RAE1ε细胞促进MDSC的杀伤作用

有文献[12]报道Gr-1+CD115+MDSC对靶细胞具有

直接的杀伤作用。将 BaF3- mock 细胞和 BaF3-

RAE1ε细胞注射小鼠 4周后，分选小鼠脾脏CD11b+

Gr- 1 + MDSC，在体外分别与靶细胞 BaF3- mock 或

BaF3-RAE1ε按20∶1或10∶1（MDSC∶BaF3）的比例共

培养5 h后，LDH释放法检测MDSC对靶细胞的杀伤

情况。结果（图4）显示，当靶细胞为BaF3-mock，效靶

比为 10∶1和 20∶1时，BaF3-RAE1ε成瘤小鼠来源的

MDSC对靶细胞的杀伤率均高于BaF3-mock成瘤小

鼠来源的 MDSC[（1.99 ± 0.39）% vs（8.63 ± 1.45）%、

（5.09±0.67）% vs（17.33±0.41）%，P<0.01]。当靶细

胞为 BaF3-RAE1ε，效靶比为 10∶1 和 20∶1 时，BaF3-

RAE1ε成瘤小鼠来源的MDSC对靶细胞的杀伤率也

均高于 BaF3-mock 成瘤小鼠来源的 MDSC [（1.20±

0.09）% vs（10.31±0.69）%、（5.52±1.64）% vs（18.91±

3.04）%，P<0.01]。由此可见，与 BaF3-mock 相比，

BaF3-RAE1ε来源的MDSC对靶细胞的杀伤效应明

显增强。

3 讨 论

MDSC是一群骨髓来源的具有免疫抑制功能的

异质性细胞，在正常小鼠脾脏中占 2%～4%，生理状

态下MDSC可以分化为成熟的粒细胞、巨噬细胞和

树突状细胞[14]。在肿瘤和炎症等病理状态下，MDSC

分化受阻并由骨髓募集至血液、脾脏、淋巴结或病理

组织中大量扩增并活化，通过多种机制抑制宿主的

免疫应答[15-16]，如MDSC通过产生ARG-1和诱导型一

氧化氮合酶，促进活性氧和一氧化氮产生而直接抑

制T细胞功能；通过分泌 IL-10和TGF-β或ARG-1诱

导调节性 T 细胞的产生从而间接抑制 T 细胞的活

化[17-18]；下调NK细胞表面NKG2D的表达，阻断其分

泌 IFN-γ，从而抑制NK细胞的细胞毒功能 [19]。但有

文献[11]报道，CD11b+Gr-1+F4/80+MDSC表达NKG2D

配体 RAE1，作用于 NK 细胞表面的 NKG2D 后活化

NK细胞、诱导NK细胞分泌高水平的 IFN-γ。
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图3 MDSC对NK细胞表达CD107a的影响

Fig. 3 Effects of MDSC on CD107a expression of NK cells

**P<0.01
图4 BaF3-RAE1ε细胞增强MDSC的杀伤功能

Fig. 4 MDSC derived from BaF3-RAE1ε bearing mice

have increased cytotoxicity

本课题组前期研究[8]中发现，与BaF3-mock细胞

相比，表达NKG2D配体RAE1ε的BaF3-RAE1ε细胞

可以诱导小鼠脾脏中MDSC数量和比例的增多，并

且通过高分泌 IL-10和ARG-1增强MDSC对CD8+T

增殖的抑制作用 [9]。本研究检测了 BaF3-mock 和

BaF3-RAE1ε成瘤小鼠来源的MDSC对NK细胞的功

能影响。结果发现BaF3-mock和BaF3-RAE1ε成瘤

小鼠来源的MDSC均能诱导NK细胞高分泌 IFN-γ，

这一结果与之前报道[11]的CD11b+Gr-1+F4/80+ MDSC

诱导 NK 细胞分泌高水平 IFN-γ的结果一致。但

BaF3-mock 和 BaF3-RAE1ε成瘤小鼠来源的 MDSC

在诱导 IFN-γ分泌水平上并没有明显差别。此外，

BaF3-mock 和 BaF3-RAE1ε成瘤小鼠来源 MDSC 对

NK细胞表面NKG2D的表达均没有明显影响，与已

有文献[18]报道MDSC通过表达膜型TGF-β从而下调

NK细胞表面NKG2D表达的结果不同。本课题认为

这一差异是由于不同肿瘤来源的MDSC功能特征并

不完全相同所导致：表达膜型TGF-β的MDSC来源

于肝癌细胞株Hepa和肺癌细胞株 3LL成瘤小鼠，而

本研究用的MDSC来源于原B淋巴细胞瘤BaF3成瘤

小鼠，并不表达膜型TGF-β（数据未显示）。

已有文献[12]报道，肺癌细胞株LLC成瘤小鼠肿瘤

浸润部位的MDSC对靶细胞LLC具有直接的杀伤作

用，PIR-B 缺陷后 MDSC 对 LLC 的直接杀伤功能增

强。本研究也检测了BaF3-mock和BaF3-RAE1ε成

瘤小鼠来源的 MDSC 对靶细胞 BaF3-mock 细胞和

BaF3- RAE1ε 细胞的直接杀伤作用。结果发现，

BaF3-mock 和 BaF3-RAE1ε成瘤小鼠来源的 MDSC

对两种靶细胞均有直接的杀伤作用，且BaF3-RAE1ε

成瘤小鼠来源 MDSC 的杀伤功能明显高于 BaF3-

mock 成瘤小鼠来源 MDSC。前期研究 [9]中已证实

MDSC 可以表达 NKG2D 受体，推测可能是 BaF3-

RAE1ε 细 胞 表 面 的 RAE1ε 作 用 于 MDSC 表 面

NKG2D受体，从而增强MDSC的杀伤功能。本课题

前期结果 [9]显示，BaF3-RAE1ε成瘤鼠来源的MDSC

抑制T细胞增殖的能力明显增强，但其杀伤肿瘤细胞

的能力也增强，提示RAE1ε配体诱导的MDSC在抗

肿瘤免疫应答中可能具有多重作用。

总之，本研究发现RAE1ε刺激对MDSC调节NK

细胞的功能没有影响，但增强了MDSC的直接杀伤

功能。这一结果有助于深入了解NKG2D配体刺激

后的MDSC功能特征，也有助于更好地理解MDSC

在抗肿瘤免疫应答中的复杂作用。
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凡临床试验都应在中国临床试验注册中心注册

中国临床试验注册中心（Chinese Clinical Trial Register,ChiCTR）为卫生部下属的国家临床试验注册中心，是世界卫生组织国

际临床试验注册协作网一级注册机构（World Health Organization International Clinical Trial Registration Platform Primary Register,

WHO ICTRP Primary Register）,由卫生部中国循证医学中心和四川大学华西医院等于2005年7月25日正式成立并运行。

全球临床试验注册制度由世界各国政府共同决定由WHO领导建立。临床试验注册具有伦理和科学的双重意义，目的是为了尊

重和珍惜所有试验参与者的贡献，他们的贡献用于改善全社会的医疗保健，因此，任何临床试验都与公众利益相关。公开临床试

验的信息，并将其置于公众监督之下是试验研究者的义务和道德责任。临床试验注册不仅能确保追溯每个临床试验的结果，公

开在研试验或试验结果信息还有助于减少不必要的重复研究。

ChiCTR的宗旨是联合中国和全球的临床医师、临床流行病学家、统计学家、流行病学家和医疗卫生管理者，严格科学地管理

中国临床试验信息，提高其质量，为广大医务工作者、医疗卫生服务消费者和政府卫生政策制定者提供可靠的临床试验证据，让

医疗卫生资源更好地服务于中国人民和全人类的健康事业。

所有在人体实施的试验均属于临床试验，都应该先注册后实施。凡已注册临床试验都会被授予WHO ICTRP全球统一的唯

一注册号。

我国众多医学期刊已和中国临床试验注册中心共同建立了临床试验报告发表机制，正在分步实施优先发表、直到只发表具

有全球性唯一注册号的临床试验报告。

ChiCTR接受中国地区及全球的临床试验注册申请，还接受获得WHO ICTRP认证的二级注册机构输送的注册资料，并向

WHO ICTRP中央数据库输送注册信息供全球检索。除注册临床试验外，ChiCTR以卫生部中国循证医学中心、循证医学教育部

网上合作研究中心、中国Cochrane中心、英国Cochrane中心、四川大学华西医院国际临床流行病学网华西资源与培训中心为人才

和技术支持平台，负责指导临床试验设计、中心随机、论文写作、教育培训，推动提高我国临床试验的质量。

通过ChiCTR检索入口网址www.chictr.org，公众可方便地查询已注册临床试验信息，并与WHO全球检索入口链接，可方便

地查询全球已注册临床试验。

(本刊编辑部）
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