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Klotho蛋白通过TGF-β1/Foxp3/RORγt通路抑制Treg和Th7细胞介导

的宫颈癌细胞的免疫逃逸

李美，张红艳，邵海鸥（河北省沧州中西医结合医院 妇科，河北 沧州 061000）

[摘 要] 目的: 研究抗衰老蛋白Klotho对荷宫颈癌小鼠体内调节性T细胞（Treg细胞）和辅助性T细胞17（Th7）细胞介导宫颈

癌细胞免疫逃逸的影响及其作用机制。方法: 建立宫颈癌U14细胞移植瘤小鼠模型，并设Control组（正常小鼠组）、Model组（荷

宫颈癌小鼠模型组）、Klotho处理组（荷宫颈癌小鼠经Klotho蛋白处理组，200 ng/d)。分别在处理7、14 d时称取各组小鼠体内宫颈

癌移植瘤质量，以流式细胞术检测各组小鼠脾淋巴细胞功能、Treg和Th7细胞比例变化，qPCR检测各组小鼠Treg和Th7细胞关键转录

因子Foxp3、RORγt的表达情况，ELISA方法检测各组小鼠脾淋巴细胞培养液中 IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23等因子的含量变化，

WB检测各组小鼠脾淋巴细胞中Klotho、TGF-β1、Foxp3、RORγt蛋白表达的变化。结果: 14 d时，Klotho组宫颈癌荷瘤小鼠肿瘤

抑瘤率显著高于Model组[(52.16±8.25)% vs (23.33±6.29)%，P<0.05]。Model组与Control组相比，荷瘤小鼠脾淋巴细胞中Treg、

Th7细胞比例均显著升高（均P<0.05），总T淋巴细胞（CD3+）、辅助/诱导T淋巴细胞（CD3+CD4+）比例及免疫指数（CD3+CD4+/CD3+

CD8+）显著下降（均P<0.05），Foxp3、RORγt基因mRNA表达显著增加（均P<0.05），IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23等因子分泌显

著增加（均P<0.05），Klotho蛋白水平明显下降（P<0.05），TGF-β1、Foxp3、RORγt蛋白表达均明显升高（均P<0.05）；而Klotho处理

组与Model组相比，上述指标均出现了相反的变化（均P<0.05），但与Control组无显著差异（均P>0.05）。结论: Klotho蛋白可能

通过调控TGF-β1/Foxp3/RORγt信号通路抑制宫颈癌荷瘤小鼠体内Treg和Th7细胞介导的免疫逃逸，从而发挥抗肿瘤作用。
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Klotho protein inhibits Treg/TH17 cell-mediated immune escape of cervical can‐
cer cells by regulating TGF-β1/Foxp3/RORγt signaling pathway

LI Mei, ZHANG Hongyan, SHAO Haiou (Department of Gynecology, Integrated Traditional Chinese and Western Medicine Hospital

of Cangzhou City, Cangzhou 061000, Hebei, China)

[Abastract] Objective: To study the effect of anti-aging Klotho protein on immune escape mediated by regulatory T cells (Treg)/help‐

er T cells 17 (TH17) in mice bearing cervical cancer and its mechanism. Methods: The model of cervical cancer-bearing mice were es‐

tablished, and the control group (normal mice), model group (cervical cancer-bearing mice model), and Klotho treatment group (cervi‐

cal cancer-bearing mice treated with Klotho protein, 200 ng/d) were set up. The weight of cervical cancer tumors in mice of each group

was weighed at 7 and 14 days after treatment respectively, PBMCs were separated at the same time. Flow cytometry was used to detect

the changes of T lymphocyte function and the proportion of Treg and TH17 cells in mice. qPCR was used to detect the expressions of

Foxp3 and RORγt, the key transcription factors of Treg/TH17 cells, in PBMCs of mice in each group. The changes of IL-17, IL-6, IL-

10, TGF-β and IL-23 in PBMCs were detected by ELISA. The protein expressions of Klotho, TGF-β, Foxp3 and RORγt in PBMCs of

mice were detected by WB assay. Results: On the 14th day, the tumor inhibition rate of the cervical cancer-bearing mice in the Klotho

group was significantly higher than that in the Model group [(52.16±8.25)% vs (23.33±6.29)% the model group to be supplemented, P<

0.05). Compared with the Control group, the ratios of Treg and TH17 cells in the lymphocytes of the tumor-bearing mice significantly

increased (all P<0.05), the ratios of total T lymphocytes (CD3+ ), auxiliary / induced T lymphocytes (CD3+ CD4+ ) and immune index

(CD3+CD4+/CD3+CD8+ cells) decreased significantly (all P<0.05); in addition, the mRNA expressions of Foxp3 and RORγt genes, cyto‐

kines of IL-17, IL-6, IL-10, TGF-β and IL-23, as well as protein expressions of TGF-β1, Foxp3 and RORγt increased significantly (all P

<0.05), while the level of Klotho protein significantly decreased in Model group (P<0.05). Compared with the Model group, the above
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indicators showed opposite changes in Klotho group (P<0.05), but there was no significant difference with the Control group (all P>

0.05). Conclusion: Klotho protein may inhibit Treg/TH17 cell-mediated immune evasion in cervical cancer-bearing mice by inhibiting

TGF-β1/Foxp3/RORγt signaling pathway and exert anti-tumor effect.
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[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(11): 1196-11202. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.11.003]

肿瘤细胞免疫逃逸是肿瘤发生发展的重要机制之

一，也是当前肿瘤免疫学研究的热点。CD4+CD25+Foxp3+

表型的调节性T细胞（regulatory T cell，Treg细胞）和CD4+

IL-17+表型的辅助性T细胞17（helper T cell 17，Th7细

胞）被认为在各种肿瘤的免疫逃逸中扮演重要角色[1]。

宫颈癌是最常见的女性恶性肿瘤之一，其在导致女性

死亡的肿瘤中占第二位。宫颈癌患者在接受治疗中常

会发生复发和远处转移，主要原因可能是肿瘤细胞发

生免疫逃逸[2]。同时有调查研究[3]表明，年龄也是宫颈癌的

发病原因之一，即衰老也可导致宫颈癌的发生。统计[4]发现，

宫颈癌的发病年龄主要集中在40~60岁，随着年龄的增

加，免疫力逐渐下降，宫颈癌等恶性肿瘤的发病率也会

增加。新近发现的抗衰老蛋白Klotho广泛参与体内生

理活动，在老化、癌症、免疫调节等各方面均发挥重要

调节作用，它可能是联系老龄因素和肿瘤免疫调节的

一条重要纽带[5]。贺启华等[6]最新研究发现，Klotho蛋

白在宫颈癌细胞系中低表达，而Klotho能够显著抑制

人宫颈癌细胞株增殖、迁移，并且其可以成为诊断和靶

向治疗宫颈癌的潜在作用位点。因此，本研究建立宫

颈癌荷瘤小鼠模型，以探索抗衰老蛋白Klotho对荷宫

颈癌小鼠淋巴细胞中Treg和Th7细胞的影响，并揭示其

是否通过调节Treg和Th7细胞介导宫颈癌的免疫逃逸。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

雌性昆明小鼠（KM）80只，4~5周龄，SPF级，购

自北京大学实验动物中心，在本实验中心SPF室内饲

养。鼠源宫颈癌细胞株U14购自中国科学院上海生

科院细胞资源中心。

分泌型Klotho蛋白购自美国Sigma公司，流式细胞

术检测T淋巴细胞功能标记抗体（FITC标记的CD3、PE

标记的CD4、APC标记的CD8）、Treg标记抗体（PE-RCP

标记的CD4、FITC标记的CD25、PE标记的叉状螺旋转

录因子 3（foxkhead /winged helix transcription factor,

FOXP3）、Th7细胞标记抗体（FITC标记的CD4、PE标记

的 IL-17）及所有单克隆鼠抗购自美国BD公司，RPMI

1640细胞培养基、胎牛血清、淋巴细胞分离液均购自美

国Gibco公司，TRIzol总RNA提取试剂、逆转录试剂盒、

qPCR试剂盒均购自大连TaKaRa公司，鼠源细胞因子

IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23酶联免疫吸附（ELISA）

试剂盒购自武汉博士德公司，多克隆兔抗小鼠Klotho、

TGF-β1、Foxp3、维甲酸相关核受体（orphan nuclearre‐

ceptor，RORγt）一抗均购自美国Abcam公司，单克隆山

羊抗兔IgG二抗、化学发光试剂ECL购自北京中杉金桥

公司，Calibur流式细胞仪购自BD公司。

1.2 宫颈癌荷瘤小鼠模型的构建及分组处理

宫颈癌U14细胞用RPMI 1640细胞培养基稀释成

每200 µl含1×107个细胞的悬液，注射至3只小鼠的腹

腔，继续饲养1周后，可见小鼠的腹部明显隆起，说明含

有宫颈癌肿瘤细胞的腹水生成。将小鼠脱脊处死后，

用医用酒精消毒灭菌后超净工作台中剪开小鼠腹部，

用无菌注射器吸取腹水，800×g离心5 min，去上清后用

无菌PBS溶液洗涤细胞2次。后加入适量细胞培养基

调整密度为1×108个/ml。60只KM小鼠随机分成3组：

空白组(Control组)，不做任何处理；宫颈癌荷瘤模型组

（Model组），将200 µl的上述腹水宫颈癌细胞悬液接种

到小鼠右侧腋下于腋中线上约2 cm处皮下，并观察小

鼠成瘤情况，当皮下宫颈瘤块直径为5 mm时即为宫颈

癌荷瘤模型成功；Klotho蛋白处理组（Klotho组），即宫

颈癌荷瘤小鼠造模成功后，每只每天腹腔注射200 µl的

Klotho蛋白溶液（1 ng/µl）。

1.3 脾脏组织单个核细胞的分离

各组小鼠在处理 7 d和 14 d时，随机挑取 10只，

分离并提取脾脏中淋巴细胞。在超净工作台中麻醉

处死各组小鼠，取出移植瘤组织，称质量。抑瘤率=

（对照组瘤质量-处理组瘤质量）/对照组瘤质量×

100%。分离小鼠的脾脏制成细胞悬液，经 200目细

胞筛过滤后转移至新的离心管，800×g离心5 min，去

上清。用PBS溶液洗涤细胞 2次后离心去上清。加

入适量细胞培养基，调整细胞密度为1×107个/ml。用

淋巴细胞分离液处理使细胞分层，淋巴细胞层为分

层液和上清液之间的云雾层，用注射针吸取到新的

离心管中。同样用无菌PBS溶液洗涤2次后，离心去

上清，即得到脾脏组织单个核细胞。

1.4 流式细胞术检测Klotho蛋白处理对荷瘤小鼠脾

淋巴细胞功能的影响

取各组小鼠分离的脾脏组织单个核细胞，调整至

1×106个/ml。分别取100 µl的细胞悬液于两个流式细

胞管中，第1管为阴性对照，第2管中加入FITC标记的

CD3抗体、PE标记的CD4抗体、APC标记的CD8抗体

各5 µl，在室温下避光孵育20 min。两组各加入1 ml的

PBS溶液洗涤1次，1 500×g离心5 min，再加入100 µl
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PBS重悬细胞，经流式细胞仪检测各组小鼠淋巴细胞中

CD3+（T淋巴细胞）、CD3+CD4+（辅助/诱导T淋巴细胞）、

CD3+CD8+（抑制/毒性T淋巴细胞）比例，并计算CD3+

CD4+/CD3+CD8+比值以反映小鼠机体免疫力。

1.5 流式细胞术检测Klotho蛋白处理对荷瘤小鼠脾

淋巴细胞中Treg和Th7的影响

按照上述同样方法各取 100 µl的脾脏组织单个

核细胞悬液于两个流式管中，第 1管中加入 PERCP

标记的CD4抗体，第2管中加入PERCP标记的CD4、

FITC标记的CD25，室温下避光孵育 20 min后，分别

加入 500 µl的胞内破膜剂作用 10 min，离心去上清；

再加入PE标记的Foxp3抗体，避光孵育 20 min，PBS

洗涤1次并重悬细胞；上流式细胞仪检测各组小鼠淋

巴细胞中CD4+CD25+Foxp3+/CD4+（Treg）细胞比例。

取 500 µl 的脾淋巴细胞悬液加入 1 ml 的 RPMI

1640细胞培养液于细胞培养板中，加入佛波醇乙酯

20 µl，培养 3 h 后 800×g 离心 5 min 收集细胞，加入

500 µl的PBS重悬后分成对照管和测试管。先分别

加入 FITC标记的CD4室温下避光孵育 20 min，PBS

洗涤1次后，分别加入200 µl的细胞破膜剂A孵育15

min后，再加入 200 µl的细胞破膜剂B和 PE标记的

IL-17抗体避光孵育30min，后PBS洗涤1次再重悬细

胞，上流式细胞仪检测各组小鼠淋巴细胞中CD4+IL-

17+/CD4+（Th7）细胞的比例。

1.6 qPCR检测Klotho蛋白处理对荷瘤小鼠脾淋巴

细胞中Foxp3、RORγt表达的影响

利用 TRIzol 法提取各组小鼠脾淋巴细胞的总

RNA，分光光度法测定总RNA浓度，用逆转录试剂盒

反转录各组提取小鼠淋巴细胞的总RNA 500 ng得到

cDNA模板。Foxp3、RORγt基因的qPCR引物由上海

生工公司设计和合成（表 1）。按照SYBR Premix Ex

TaqTM II 中说明方法进行操作，由美国 Bio-Rad IQ5

qPCR系统进行检测。GAPDH作为内参基因，进行3

次重复实验，以 2-△△ct法计算各组小鼠淋巴细胞中

Foxp3、RORγt mRNA的相对表达情况。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Real-time PCR primer sequence

Primer name

Foxp3 Sense：
Foxp3 Anti-sense：
RORγt Sence：
RORγt Anti-Sence：
GAPDH Sense：
GAPDH Anti-Sence：

Sequence

5’-CACCTATGCCACCCTTATCCG-3’
5’-CATGCGAGTAAACCAATGGTAGA-3’
5’-CCGCTGAGAGGGCTTCA-3’
5’-TGCAGGAGTAGGCCACATTACA-3’
5’-AGGTCGGTGAACGGATTTG-3’
5’-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3’

1.7 ELISA检测Klotho蛋白处理对脾淋巴细胞 IL-

17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23分泌的影响

取分离的各组小鼠脾淋巴细胞细胞悬液500 µl，

无菌PBS洗涤1次，用RPMI 1640调整细胞密度为1×

106个/ml。各组取1 ml的细胞液接种到6孔细胞培养

板中，置于细胞培养箱中继续培养24 h。收集各组培

养上清液，ELISA方法检测其中 IL-17、IL-6、IL-10、

TGF-β、IL-23的含量。

1.8 WB检测Klotho蛋白处理对脾淋巴细胞中TGF-

β1/Foxp3/RORγt信号通路相关蛋白表达的影响

Klotho 蛋白处理 14 d 后，取各组小鼠脾淋巴细

胞，PBS洗涤，每组细胞中加入200 µl的RAPI强细胞

裂解液，冰上裂解细胞并提取小鼠淋巴细胞中总

蛋白。BCA 方法测定各组细胞中总蛋白浓度，

每组上样 30 ng总蛋白进行SDS-PAGE，后将蛋白电转

移至PVDF膜上，封闭后分别孵育多克隆兔抗Klotho、

TGF-β1、Foxp3、RORγ t、GAPDH 一抗（1∶1 000），

4 ℃下孵育过夜，后 TBST 洗涤 3 次，每次 5 min；

再孵育HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（1∶5 000），室

温下孵育 2 h，TBST洗涤 3次，加入 1 ml的ECL化学

发光试剂对目的蛋白条带进行曝光显影，并利用

Qunatity One软件分析各目的蛋白的相对表达量。

1.9 统计学处理

应用 SPSS13.0统计软件进行相关数据分析，所

有数据用 x̄±s 表示，两组之间的比较采用 t检验，多组

间的比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Klotho处理可抑制小鼠宫颈癌移植瘤的生长

Klotho蛋白处理宫颈癌荷瘤小鼠7、14 d后，摘取移

植瘤称质量，分析结果显示，14 d时Model组瘤质量显

著高于7 d时[(0.73±0.16) vs (0.31±0.09) g，P<0.05）]，而

Klotho组小鼠瘤质量增加不显著[(0.32±0.11) vs (0.23±

0.06) g，P>0.05]。7 d时Klotho组宫颈癌荷瘤小鼠肿瘤

抑瘤率与Model组无显著差异（P>0.05）；14 d时，Klotho

组宫颈癌荷瘤小鼠肿瘤抑瘤率显著高于Model组[(52.16±

8.25)% vs (23.33±6.29)%，P<0.05）。
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2.2 Klotho蛋白对宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞水平

的影响

流式术检测结果表 2 显示，与 Control 组相比，

Model组宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中总T淋巴细

胞（CD3+）、辅助/诱导T淋巴细胞（CD3+CD4+）比例及

免疫指数（CD3+CD4+/CD3+CD8+）显著下降，（均 P<

0.05）。而与Model组比较，Klotho蛋白处理组CD3+、

CD3+CD4+细胞比例及 CD3+CD4+/CD3+CD8+指数显

著升高（均P<0.05）；同时随着处理时间从7 d到14 d，

Model组宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中CD3+、CD3+

CD4+细胞比例及CD3+CD4+/CD3+CD8+指数均显著下

降（均 P<0.05），但Klotho蛋白处理组中CD3+、CD3+

CD4+细胞比例及CD3+CD4+/CD3+CD8+指数则均显著

上升（均P<0.05）。

表2 Klotho蛋白对宫颈癌荷瘤小鼠T淋巴细胞水平的影响（（n=10, x̄±s））

Tab.2 Effect of Klotho protein on the level of T lymphocyte in mice bearing cervical cancer ((n=10, x̄±s))

Group

Control

Model (d 7)

Model (d 14)

Klotho (d 7)

Klotho (d 14)

CD3+(%)

35.11±6.41

18.39±4.51*

12.03±5.27*▲

24.58±6.33△

28.77±4.13△▲

CD3+CD4+(%)

24.42±4.16

8.57±2.56*

4.67±2.35*▲

15.29±2.11△

20.55±3.48△▲

CD3+CD8+(%)

9.72±3.47

7.89±2.33

6.59±2.71

8.47±2.63

9.33±2.17

CD3+CD4+/CD3+CD8+

2.21±0.55

0.96±0.34*

0.52±0.33*▲

1.89±0.22△

3.14±0.47△▲

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Model group (at the same time)；▲P<0.05 vs Mode group (d 7) (in the same group)

2.3 Klotho 蛋白对宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中

Treg、Th7细胞含量的影响

流式术检测结果（图 1）显示，相同时间点时，

Model组宫颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中Treg、Th7细胞

与Control组相比均显著升高（均P<0.05），而Klotho

组淋巴细胞中Treg、Th7细胞含量较Model组显著降

低（均P<0.05）、与Control组无显著差异（均P>0.05）；

在同一组内，与处理7 d时相比，处理14 d时Model组

宫颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中Treg、Th7细胞比例显著

上升（均P<0.05），而Klotho组小鼠淋巴细胞中Treg、

Th7细胞比例显著减少（均P<0.05）。

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Model group

(at the same time)；▲P<0.05 vs d 7 group (in the same group)

图1 流式细胞术检测Klotho蛋白处理后宫颈癌移植瘤小鼠

Treg（A)和Th17(B)细胞的变化

Fig.1 Changes of Treg (A) and Th17 (B) in cervical

cancer model mice treated by Klotho protein

detected by flow cytometry

2.4 Klotho 蛋白对宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中

Foxp3、RORγt mRNA表达的影响

qPCR检测结果（图2）显示，Model组宫颈癌荷瘤

小鼠淋巴细胞中Foxp3、RORγt mRNA表达与Control

组相比显著增加（P<0.05），而Klotho蛋白处理组小鼠

淋巴细胞中Foxp3、RORγt mRNA表达较Model组相

比则显著下降（P<0.05）、与Control组无显著差异；在

同一组内，与处理 7 d时相比，处理 14 d时，Model组

宫颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中Foxp3、RORγt mRNA表

达显著上升（P<0.05），而 Klotho 组小鼠淋巴细胞中

Foxp3、RORγt mRNA表达显著降低（P<0.05）。

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Model group (at the same

time)；▲P<0.05 vs d 7 group (in the same group)

图2 Klotho处理对宫颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中Foxp3(A)、、

RORγt(B) mRNA表达的影响

Fig.2 Effects of Klotho on the expression of Foxp3 (A) and

RORγt (B) mRNA in lymphocytes of cervical

cancer-bearing mice
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2.5 Klotho处理对宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中免

疫相关细胞因子的影响

ELISA方法检测结果（表 3）显示，Model组宫颈

癌荷瘤小鼠淋巴细胞中 IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-

23细胞因子含量较Control组均显著增加（P<0.05）；

而Klotho蛋白处理组小鼠淋巴细胞中 IL-17、IL-6、IL-

10、TGF-β、IL-23细胞因子含量较Model组均明显下

降（P<0.05）、且与 Control 组无显著差异；在同一组

内，与处理7 d时相比，处理14 d时Model组宫颈癌荷

瘤小鼠淋巴细胞中 IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23

细胞因子含量显著升高（P<0.05），而Klotho组小鼠淋

巴细胞中 IL-17、IL-6、IL-10、TGF-β、IL-23细胞因子

含量显著下降（P<0.05）。

2.6 Klotho处理对荷瘤小鼠脾淋巴细胞中TGF-β1/

Foxp3/RORγt信号通路相关蛋白的影响

WB检测结果（图 3）显示，Klotho蛋白处理 14 d

后，Model组宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中Klotho蛋

白水平较 Control 组明显下降（P<0.05），TGF -β1、

Foxp3、RORγt 蛋白表达均明显升高（P<0.05）；与

Model组相比，Klotho组小鼠脾淋巴细胞中Klotho蛋

白含量显著升高（P<0.05）、TGF-β1、Foxp3、RORγt蛋

白显著降低（P<0.05），与Control组比较则均无显著

差异。

表3 Kolotho处理对宫颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中免疫相关细胞因子水平的影响[ρB/(pg·ml-1)]

Tab.3 Effect of kolotho treatment on levels of immune-related cytokines

in lymphocytes of cervical carcinoma-bearing mice[ρB/(pg·ml-1)]

Group

Control

Model（d 7）

Model（d 14）

Klotho（d 7）

Klotho（d 14）

IL-17

74.58±19.45

156.42±22.35 *

288.39±26.67 *▲

90.46±18.33△

43.27±15.59△▲

IL-6

53.57±17.43

93.79±18.82 *

111.50±18.93 *▲

65.38±14.33△

35.68±11.36△▲

IL-10

33.14±9.38

68.26±11.50 *

94.84±15.57 *▲

44.57±9.04△

31.24±8.41△▲

TGF-β

35.69±7.88

89.34±19.24 *

193.57±21.39 *▲

51.02±11.25△

20.25±6.67△▲

IL-23

29.96±8.89

94.43±18.44*

175.35±20.25 *▲

45.59±9.46△

18.15±6.38△▲

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Model group (at the same time)；▲P<0.05 vs d 7 group (in the same group)

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Model group；

图 3 Kolotho处理对宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中TGF-β1/

Foxp3/RORγt通路相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of Klotho on TGF-β1/Foxp3/RORγt signaling

pathway related proteins in lymphocytes of mice

bearing cervical cancer

3 讨 论

目前中国每年新发的宫颈癌病例就有 10万例，

占全球病例的 1/5；每年有约 3万妇女死于宫颈癌[7]。

宫颈癌是一个病因明确的恶性肿瘤，除了人类乳头

状瘤病毒HPV感染外，年龄因素和机体免疫力下降

都是其重要致病原因[8]。另外宫颈癌细胞容易发生

免疫逃逸，从而导致肿瘤侵袭性转移，其是患者病死

率高的主要原因之一[9]。Klotho作为新发现的具有

抗衰老功能的新型蛋白，近来发现其在胃癌、肺癌、

乳腺癌、宫颈癌中均表达下调，而提高这些癌细胞中

Klotho蛋白表达水平后能够显著抑制肿瘤的扩散转

移能力，并促使肿瘤细胞趋于凋亡，因此推测Klotho

蛋白作为抗衰老因子也可发挥重要的抗癌作用[10]。

DAI等[11]研究发现，Klotho能够通过调节 stanniocal‐

cin-1的表达抑制人卵泡甲状腺癌细胞的恶性行为。

而新近研究[12]也发现，Klotho蛋白能够抑制人宫颈癌

细胞增殖、迁移并能够促进细胞凋亡，提示Klotho能

够作为诊断和靶向治疗宫颈癌的作用位点。本研究

成功建立宫颈癌荷瘤小鼠模型，发现Klotho处理宫

颈癌荷瘤小鼠 14 d能够显著抑制体内宫颈癌生长，

并随着时间的延长，其抑瘤率随之上升，同样验证了

Klotho蛋白对宫颈癌具有抑制作用。
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宫颈癌在发生发展及侵袭转移过程中会通过多

种途径使机体免疫功能下降，而同时肿瘤细胞所处

的免疫微环境会发生变化，致使发生免疫逃逸[13]。一

般认为CD4+T淋巴细胞能够辅助免疫杀伤细胞杀伤

肿瘤，而缺乏CD4+T淋巴细胞及CD4+/CD8+细胞比例

降低是导致抗肿瘤免疫效应降低的主要原因之一[14]。

也有研究[15]发现，Klotho蛋白与机体CD4+淋巴细胞

具有表达相关性，它影响机体感染和肿瘤的免疫调

节能力，并推测其可能可作为衰老因素和肿瘤免疫

抑制的枢纽，但Klotho具体能否发挥免疫调节作用

及其如何影响宫颈癌肿瘤细胞的免疫逃逸尚未见研

究。本研究发现，当Klotho蛋白连续作用于宫颈癌

荷瘤小鼠后，其总T淋巴细胞（CD3+）、辅助/诱导T淋

巴细胞（CD3+ CD4+）比例及免疫指数（CD3+ CD4+/

CD3+CD8+）均显著上升，说明Klotho蛋白能够提升宫

颈癌荷瘤小鼠的淋巴细胞免疫能力。

肿瘤细胞发生免疫逃逸是肿瘤发生发展的重要

机制之一，也是当前肿瘤免疫学研究的热点[16]。研

究[17]发现，Treg、Th7细胞在抑制T淋巴细胞功能的同

时，会降低机体对肿瘤细胞的免疫监视，间接促进肿

瘤的生长进展，因此Treg、Th7细胞在肿瘤细胞的免

疫逃逸中扮演重要角色。鉴于Treg、Th7细胞在肿瘤

免疫逃逸中发挥的重要作用，减少或抑制Treg、Th7

细胞时将有助于机体抗肿瘤免疫功能的恢复[18]。本

研究发现，宫颈癌荷瘤小鼠脾淋巴细胞中的 Treg、

Th7细胞水平显著高于普通小鼠，并且随着时间增长

和荷瘤生长，其Treg、Th7细胞水平随之显著上升，也

说明Treg和Th7细胞介导了宫颈癌荷瘤细胞发生免

疫逃逸而促进肿瘤生长。而当Klotho蛋白作用于宫

颈癌荷瘤小鼠后，其体内淋巴细胞中Treg、Th7细胞

水平均显著下降，说明Klotho蛋白能够抑制Treg和

Th7细胞介导的宫颈癌荷瘤细胞免疫逃逸。

Foxp3是Treg细胞最具特异性的标志物，对Treg

细胞的分化和功能调节发挥关键作用[19]。RORrt是

Th7细胞的关键性转录因子，它控制着Th7细胞的增

生和分化[20-21]。本研究利用qPCR检测了宫颈癌荷瘤

小鼠脾淋巴细胞中Treg和Th7细胞的关键转录因子

基因表达变化，发现荷瘤模型组小鼠体内淋巴细胞

中 Foxp3 和 RORrt mRNA 表达水平显著上升，而

Klotho蛋白处理组中 Foxp3和RORrt mRNA表达水

平均下降明显，并具有时间效应，说明Klotho蛋白可

能通过抑制Treg和Th7细胞中关键转录因子 Foxp3

和RORrt mRNA表达而发挥免疫调节作用。同时本

研究也发现，宫颈癌荷瘤模型组小鼠体内 Treg 和

Th17 细胞相关免疫细胞因子（IL-17、IL-6、IL-10、

TGF-β、IL-23）的含量均显著上升，而Klotho蛋白处

理后Treg和Th17细胞相关免疫细胞因子含量均显著

下降，说明Klotho蛋白能够通过抑制Treg和Th17细

胞相关免疫细胞因子水平，进而降低宫颈癌荷瘤小

鼠脾淋巴细胞中Treg和Th7细胞含量。研究[22-23]发

现，多数肿瘤不能依靠自身免疫系统清除肿瘤细胞，

与 Klotho 表达下调不无关系。为了进一步揭示

Klotho蛋白如何调控宫颈癌荷瘤小鼠体内的Treg和

Th7细胞介导的免疫逃逸，本研究检测了各组宫颈癌

荷瘤小鼠淋巴细胞中TGF-β1/Foxp3/RORγt信号通路

相关蛋白表达情况，发现宫颈癌荷瘤模型组小鼠脾

淋巴细胞中Klotho蛋白水平显著下降，同时TGF-β1/

Foxp3/RORγt蛋白水平也显著上升；而Klotho蛋白处

理组小鼠体内 Klotho 水平随之上升，而 TGF -β1 /

Foxp3/RORγt蛋白水平明显下降。

综上，本研究认为Klotho蛋白能够通过抑制宫

颈癌荷瘤小鼠淋巴细胞中TGF-β1/Foxp3/RORγt信号

通路来调节Treg和Th17细胞介导的癌细胞免疫逃

逸，具有成为宫颈癌免疫治疗靶点的潜力。
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