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%%!摘%要"%目的%研究神经母细胞瘤细胞是否表达免疫逃逸相关分子 +̀b/= 及其对化疗药物的敏感性% 方

法%体外培养神经母细胞瘤细胞株YHW7WF#8GG试验明确化疗药物环磷酰胺'&Gj(*盐酸吡柔比星'GT0(对 YHW

7WF 的效应剂量$流式细胞术' H̀&R(及实时定量 0&>'>GW0&>(测定 +̀b/= 在 YHW7WF 中的表达和 &Gj*GT0对

YHW7WF 中 +̀b/= 表达的影响% 结果% H̀&R结果显示YHW7WF 细胞高表达 +̀b/=$加入 &Gj*GT0后显著降低了YHW

7WF 上 +̀b/= 的表达'<Z$6$#(#>GW0&>显示&Gj显著降低了YHW7WF 细胞中 +̀b/= 的表达'<Z$6$#($GT0加药

组与对照组比较差异无统计学意义% 结论%肿瘤逃逸相关转录因子 +̀b/= 高表达于神经母细胞瘤细胞 YHW7WF#

&Gj*GT0能分别在蛋白或基因水平降低 +̀b/= 分子在YHW7WF 的表达$提示&Gj*GT0可能通过抑制 +̀b/= 分子的

表达而抗肿瘤的作用% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%Q' &%QY"
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%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+()P-J,(M2,-Q'-,'-3)-K3+O52J,+.2L-55JYHW7WF -b/3-JJ̀ +b/= 2)1 Q'-,'-3,'--b/3-JJ(+)

+Ǹ+b/= (JJ-)J(,(P-,+L'-.+,'-32/9O9L9L5+/'+JP)2.(1-'&Gj(2)1 /(323KO(L()'GT0(6@239A.6% b̂/3-JJ(+) +Ǹ+b/=

+) YHW7WF L-55JQ2J-b2.()-1 O9N5+QL9,+.-,392)259J(J6G'-1+J-W-NN-L,J+NL'-.+,'-32/913KMJ()L5K1()M&Gj2)1 GT0

+) YHW7WF L-55JQ-3-()P-J,(M2,-1 O98GG2JJ296G'--NN-L,J+N&Gj2)1 GT0+) +̀b/= -b/3-JJ(+) Q-3--b2.()-1 O9N5+Q

L9,+.-,392)1 3-25W,(.-0&>2JJ29J6B264)36% 5̀+QL9,+.-,392)259J(JJ'+Q-1 ,'2,YHW7WF L-55J-b/3-JJ-1 +̀b/= 2,2'(M'

5-P-56H,JKOW+/,(.25L+)L-),32,(+)$ L'-.+,'-32/913KMJ&Gj2)1 GT0J(M)(N(L2),591+Q)W3-MK52,-1 -b/3-JJ(+) +Ǹ+b/= +)

YHW7WF L-55J2,/3+,-() 5-P-5'<Z$6$#(6&Gj25J+1-L3-2J-1 ,'--b/3-JJ(+) +Ǹ +b/= 2,.>7H5-P-5'<Z$6$#(6

(A+,)46*A+6%7-K3+O52J,+.2L-55JYHW7WF -b/3-JJ̀ +b/= 2,2'(M' 5-P-5$ Q'(L' L2) O-JK//3-JJ-1 O9L'-.+,'-32/913KMJ

&Gj2)1 GT06G'-J-12,2JKMM-J,,'2,L'-.+,'-32/9.(M',JK//3-JJ,'-M3+Q,' 2)1 .-,2J,2J(J+N,K.+3L-55J/23,(2559

,'3+KM' ()'(O(,()M,'--b/3-JJ(+) +Ǹ+b/=6 !(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%Q' &%QY"

%%E2F 8A5.6)% +̀b/=# 7-K3+O52J,+.2# &9L5+/'+JP)2.(1-# 0(323KO(L()# YHW7WF L-55

%%肿瘤免疫逃避相关转录因子 +̀b/= 是参与G淋

巴细胞负性调节的转录因子!!W""

% 有研究报道

+̀b/= 也表达在肿瘤细胞内$通过抑制自身免疫反

应效应细胞参与肿瘤的免疫逃逸过程!=W#"

% 神经母

细胞瘤恶性程度高$易复发$对于其发生发展机制是

否也涉及免疫逃逸过程尚不清楚% 本研究以神经母

细胞瘤细胞株YHW7WF 为研究对象$分别用流式细胞

术' H̀&R(*实时定量 0&>'>GW0&>(等方法检测

+̀b/= 在YHW7WF 细胞中的表达$研究化疗药物环磷

酰胺'&Gj(*盐酸吡柔比星'GT0(对 +̀b/= 表达的

影响%

#G材料与方法

#H#GS<;R;' 细胞培养

YHW7WF 细胞为神经母细胞瘤细胞株$由美国洛

&FB=&
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杉矶儿童医院 R,K23,̂ 6R(-M-5教授惠赠% 采用含

!$D胎牛血清的 >08?!F<$ 培养基$=Cm*#D&d

"

饱和湿度条件下培养*传代% 实验用对数生长期细

胞$台盼蓝拒染率在 :#D以上%

#H!G主要试剂和仪器

注射用&Gj'山西普德药业公司($生理盐水稀

释成 $6! 8分装待用#注射用 GT0'深圳万乐药业

有限公司($生理盐水稀释成 " .ME.Y分装待用%

<m冰箱保存% G>?idY试剂 ' ?)P(,3+M-) 公司$美

国( # >08?!F<$ 培养基'h(e&d公司(#胎牛血清

'北京元亨金马生物技术有限公司(#0&>试剂*

>7H反转录试剂盒*>GW0&>试剂盒' Gdgded公

司$日本(# +̀b/= 抗体及 +̀b/= 细胞内染色试剂盒

购自-e(+JL(-)L-公司'&5+)-) *̀fW!FJ(% 酶联检测

仪'e(+W>21(#流式细胞仪'e@公司(# >GW0&>分

析仪'e(+>21公司(%

#H%G@MM比色法检测化疗药物对 S<;R;' 细胞增

殖的影响

接种 ! a!$

< 个细胞于 :F 孔板中$!$$

%

YE孔%

参考文献所用的浓度$&Gj浓度自 $6$= .+5EY起倍

比稀释$GT0浓度自 $6FC

%

ME.Y起 !$ 倍稀释$共

设 # 个梯度$每组设 = 个复孔$与细胞共培养 ! 1 后

进行8GG检测% 每孔加入 !$

%

Y8GG' # .MEY(

溶液$继续培养 < '$ 弃上清$ 每孔加入 !$$

%

Y

'$6$!8T&Y]!$D十二烷基磺酸钠($ 培养过夜$

以全自动酶标仪在 #C$ ).波长下检测各孔吸光度

值'd@(% 以药物浓度为横轴$以吸光度值为纵轴绘

制量W效曲线%

#HJG <̂(X检测 Â\7% 在S<;R;' 细胞的表达

收集YHW7WF 细胞$细胞穿孔液由 -e(+JL(-)L-J

公司提供$每管加细胞穿孔液 #$$

%

Y$<m孵育过

夜$每管加入 ! .Y0eR$洗涤一次后$每管再加入

! .Y穿孔洗液$洗涤一次$弃上清$震荡重悬细胞

后$加入 !

%

Y的 +̀b/= 抗体$避光冰浴 =$ .()$每管

加入 !.Y穿孔洗液$洗涤一次$弃上清$震荡重悬细

胞沉淀$加入 =$$ [<$$

%

Y多聚甲醛溶液中固定%

然后用流式细胞仪进行检测%

#H$GBM;D(B检测 Â\7% 在S<;R;' 中的表达

按>7H试剂盒提供的方法提取YHW7WF 细胞的

>7H$确定L@7H反转录成功后$取 !

%

YL@7H作为

模板$用>GW0&>试剂盒扩增目的基因片断% 用相

应的>GW0&>结果分析软件分析结果% 人 +̀b/= 引

物序列)正向 #nWhGG&H&H&h&HGhGGGh&&GG&W=n$

反 向 #nWh&H&HHHh&H&GGhGh&HhH&G&W=n% 人

hH0@T引物序列)正义 HHGhhHHHG&&&HG&H&W

&HG&G# 反 义 &h&&&&H&GGhHGGGGhh% 用 " ;

$$

&G方法来计算基因表达的相对变化% 将未经

处理的样品作为参照因子$经内标基因均一化处理

后$以经过处理的样本相对于未经处理的样本的倍

数来表示%

#H'G统计学分析

计量资料数据用均数\标准差'H\?( 表示$用

R0RR !=6$ 软件进行卡方检验*8检验及方差分析$

<Z$6$#认为差异有统计学意义%

!G结果

!H#G Â\7% 在S<;R;' 细胞上的表达

流式细胞术检测 +̀b/= 在神经母细胞瘤YHW7WF

中的表达$多次重复的实验结果显示$ b̀+/ = 在

YHW7WF上的表达结果为阳性% 见图 !%
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GG图 #G流式细胞术检测 Â\7% 在S<;R;' 中的表达

!H!G(Ma'MPD对S<;R;' 增殖的影响

8GG检测显示$YHW7WF 细胞对 &Gj的敏感区

间是)"$ ..+YEY[< ..+YEY$决定采用 F ..+5EY

&Gj作为下一步实验的浓度% YHW7WF 细胞对 GT0

的敏感区间是) lF6C )ME.Y$决定采用 B$ )ME.Y

GT0作为下一步实验的浓度%

!H%G <̂(X检测 (Ma'MPD对 S<;R;' 中 Â\7%

表达的影响

H̀&R 检测结果显示$在 YHW7WF 细胞中加入

F ..+5EY&Gj后$ +̀b/= 表达的平均荧光强度为

#! \=6##加入 B$ )ME.YGT0后$ +̀b/= 的平均荧光

强度为 <# \F6!#同时加入 &Gj和 GT0后 +̀b/= 的

平均荧光强度 <B \<6$#各组与未加液的对照组

'CB \:6B(相比$平均荧光强度显著降低$差异有统

计学意义$<Z$6$#% 见图 "%

&CB=&
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GG图 !G化疗药物对在神经母细胞瘤细胞上的 Â\7% 表

达水平的影响G

2) 与对照组比较$<Z$6$#

!HJ G BM;D(B检测 (Ma' MPD对 S<;R;' 中

Â\7% 基因表达的影响

&Gj处理后 +̀b/= 在 YHW7WF 细胞中的表达显

著降低'!6$! \$6!#($与对照组'!6FB \$6!"(相比

差异有统计学意义 '<Z$6$# ($而 GT0处理后

+̀b/= 在 YHW7WF细胞中的表达'!6C \$6"#(与对照

组比较差异无统计学意义% &Gj与 GT0合用后

+̀b/= 的表达'$6:B \$6!"(也显著降低$但由于

GT0单独不能降低 +̀b/= .>7H的表达$故该效应

主要由&Gj引起% 见图 =%
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GG图 %G化疗药物(Ma'MPD对S<;R;' 中 Â\7% 基因表

达的影响G

2) 与对照组比较$<Z$6$#

%G讨论

免疫系统对突变细胞监视功能的异常$或肿瘤细

胞逃避免疫系统的攻击是肿瘤发生*发展的机制之

一% 神经母细胞瘤恶性程度高*易复发% 起初发现

+̀b/=是一种&@< ]&@"# ]G淋巴细胞的转录因子$

其活性与免疫应答的负性调节相关$主要作用是防止

机体过强的免疫应答% +̀b/= 表达过高$则出现免疫

抑制状态$导致感染扩散或者肿瘤的发生!FWB"

% 本研

究结果显示神经母细胞瘤细胞株YHW7WF 中 b̀+/= 表

达增高$且&Gj*GT0能影响 b̀+/=在YHW7WF中的表

达$提示 +̀b/=可能参与了肿瘤细胞YHW7WF 的免疫

逃避过程$化疗药物 &Gj$GT0可能通过抑制 +̀b/=

分子的表达而发挥抗肿瘤的作用%

YHW7WF中表达 +̀b/=是一个具有生物学意义的

现象% 先前的报道认为 +̀b/= 的表达仅限于G淋巴

细胞!:W!$"

$近来发现 +̀b/= 转录因子在其他非G细胞

系上也有表达$如黑色素瘤细胞$胰腺肿瘤细胞!!!W!""

$

与本研究报道一致% 由于 +̀b/= 在G细胞中的免疫

应答中的负性调节作用$其在肿瘤细胞中的表达是否

也具有免疫抑制功能是目前比较关注的课题% 有研

究显示表达 +̀b/= 的黑色素瘤细胞具有抑制G效应

细胞活性的功能!=W#"

$该现象提示肿瘤细胞有可能通

过表达 +̀b/=逃避免疫细胞的攻击%

+̀b/= 能够结合到@7H上$调节下游基因的表

达% T+3(等!""研究表明转导了 +̀b/= 的初始 G细

胞$其?YW"*?YW< 和 ?̀7W

%

的表达被抑制% 研究发现

+̀b/= 结合到 @7H上的位点是在 ?YW" 增强子附近

的 7̀HG')KL5-23N2L,+3+N2L,(P2,-1 GL-55J(调节位

点$ +̀b/= 通过结合 7̀HG来抑制 ?YW" 增强子的活

性$抑制 ?YW" 的产生!!="

% 由此可以看出$ +̀b/= 分

子可能通过抑制肿瘤局部的特异性免疫反应$介导

免疫逃避过程% 本研究用 H̀&R 及 >GW0&>的方法

检测到神经母细胞瘤YHW7WF 细胞中 +̀b/= 的表达$

提示该肿瘤细胞可能通过模拟抑制性 G调节细胞

的功能逃避机体的免疫监视作用%

本研究发现化疗药物能降低 +̀b/= 在神经母细

胞瘤细胞中的表达% 化疗药物使免疫抑制分子表达

下调目前尚未见报道% 尽管药物下调 +̀b/= 表达的

机制尚不明确$但可以排除药物直接杀伤YHW7WF 细

胞的可能性% 因为实验中选用的化疗药物剂量为非

致死剂量% 本研究结果提示 +̀b/= 可能参与了神经

母细胞瘤细胞的免疫逃避过程$&Gj*GT0可能通过

抑制 +̀b/= 的表达抑制肿瘤的生长过程%
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R(/+Je$ -,256̀ +b/= -b/3-JJ(+) () 02)L3-2,(LL23L()+.2L-55J2J2

)+P-5.-L'2)(J.+N(..K)--P2J(+) () L2)L-3!*"6&2)L-3>-J$

"$$C$ FC'!C()B=<<WB=#$6

!#"%4(MK(-38$ Y-.2(,3-̀ $ 4-3+52d$ &'+8R$ h+3+L'+Ph$ @KO-3W

,3-,Y$ -,256 +̀b0= -b/3-JJ()M&@< ]&@"#' '(M'( 3-MK52,+39G

L-55J23-+P-33-/3-J-),-1 () 'K.2) .-,2J,2,(L.-52)+.259./'

)+1-J2)1 ()'(O(,,'-NK)L,(+) +N()N(5,32,()MGL-55J!*"6*?..KW

)+5$ "$$<$ !C='"()!<<<W!<#=6

!F"%1-f5--3?8$ A-11-3OK3) Y>$ G22.JYR$ 02,-5H$ 423J2)(T$

f5-() 8$ -,256&@< ]&@"#' O3(M',( 3-MK52,+39GL-55J2L,(P-59

3-MK52,-()N52..2,(+) () ,'-S+(),J+N/2,(-),JQ(,' ,'-3-.(,,()M
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&消息&

!"#" 年全军第十一届儿科专业学术会议征文通知

中国人民解放军医学科学技术委员会儿科学专业委员会拟定于 "$!$ 年 B 月在兰州举办全军第十一届儿科专业

学术会议暨第四次全国儿科热点会议% 欢迎军内外从事小儿内科*内儿科*妇儿科*小儿外科专业的各级临床医师及

护理人员*预防医学工作者*实验室研究及相关人员踊跃投稿参加学术会议%

一*征文范围)小儿内*外科所有专业临床*保健*实验室以及军事儿科学方面各种形式的论文%

二*征文要求)'!(文章未在国内外杂志上公开发表$全文 <#$$ 字以内及摘要 B$$ 字以内的打印稿一份$需同时附

电子版'A+31格式($写明作者姓名*单位*邮编*联系电话$加盖单位公章%

三*来稿请寄)兰州市七里河区滨河南路 === 号兰州军区总医院儿科收% 邮编 C=$$#$% 在信封上请注明+会议征

文,字样$联系人)戴永利'手机)!=$::!<CFCB(% 电子版请寄)c.,$C$"I!F=6L+.#MK+5().-(::::IJ()26L+.#MK+5()W

.-(::::I!F=6L+.

四*注意事项)'!(请作者自留底稿# '"(截稿日期)"$!$ 年 F 月 "F 日

五*会议确切时间以第二轮会议通知为准%

全军医学科学委员会儿科专业委员会

"$!$ 年 ! 月 "" 日

&:B=&




