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摘 要!%目的& 研究免疫检查点
BC!D#

在胃癌细胞中的转录调控机制# 探讨转录因子
+EFG!

对
BC!D&

的转录调控"两者表达的相关性及其与胃癌患者预后的关系#揭示
+EFG!

在调控
H

细胞抗
肿瘤免疫中发挥的生物学功能' %方法& 利用生物信息学方法筛选能够调控

BC!D&

的转录因子#免
疫组化及免疫荧光检测

+EFG!

和
BC!D&

在胃癌临床标本中的表达以及
+EFG!

与
,C)

I

H

细胞浸
润的关系#

JKH!B,K

与
L4MN4O? P39N

检测
+EFG!

和
BC!D&

在胃癌细胞中的表达 #

,8QB

实验验证
+EFG!

与
BC!D&

基因启动子的直接相互作用#胃癌细胞与
H

细胞共培养实验检测
H

细胞对肿瘤细
胞的杀伤能力#流式细胞术检测肿瘤细胞中

BC!D&

表达情况及
H

细胞中
HR+!!

和
Q+R!"

的表达情
况' %结果&

GSTBSK
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BKEUE

数据库筛选出
!(

个可能调控
BC!D&

的候选转录因子#癌症公共数
据库显示

+EFG!

与
BC!D&

的表达呈正相关(

BV%=%@

$"高表达
+EFG!

的胃癌患者生存期明显缩短
)

BV%=%&
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+EFG!

在胃癌组织中的表达较癌旁组织显著上调"且与
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的表达呈正相关关系!
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JKH!B,K
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证实胃癌细胞中敲低
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表达后
BC!D&

表达下降'

,8QB

实验证实
+EFG!
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基因启动子区域的直接相互作用' 下调胃癌细胞中
+EFG!

表达
后"

H

细胞对肿瘤细胞的杀伤能力增强# 流式细胞术显示肿瘤细胞中的
BC!D&

下降" 而
H

细胞中
HR+!!

和
Q+R!"

的表达升高' %结论&

+EFG!

与
BC!D&

表达和胃癌患者的生存密切相关" 阻断
+EFG!

对
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的转录调控有望成为胃癌免疫治疗的新靶点'

关键词!胃癌#肿瘤免疫#

+EFG!

#

BC!D&

中图分类号!

K-$@=!

文献标识码!

S

文章编号!

&%%('%!(!

%

!%!&

&

&!'%.$$'%.

592

!

&%=&&-$@XY=2MM?=&""('"!(!=!"!&=&!=S"".

!"#$% &'()*)+, - ./00, 1'+)!+2345 &332')+6 -(5427(

-58',95):+)4'80 19+);8+)4' 4< =>!?@ AB:5/,,)4' )' C8,+5)9

.8'9/5 ./00,

LSRZ B42

&

#

!

#

,SE H21?!6<

!

#

[\E] *<?

$

#

[\SRZ F219!8<2

!

#

[\SRZ L4?!619

!

#

LSRZ ,84?

(

#

RQ/ *9?^!781?

!

#

LSRZ F2?

$

#

_SQ +42!8<

@

#

D] *<1?!6<1?

!

#

[\SE F219!52

!

!

&= R2?^`21 U452>13 ]?2a4OM2N6

"

*2?>8<1? -@%%%(

"

,82?1

#

!= H84 +2OMN S;;2321N45 \9Mb2N13 9; S2O +9O>4

U452>13 ]?2a4OM2N6

"

F2

,

1? -&%%$!

"

,82?1

#

$= H84 T4>9?5 S;;2321N45 \9Mb2N13 9; S2O +9O>4 U452>13 ]?2!

a4OM2N6

"

F2

,

1? -&%%%%

"

,82?1

#

(= ,9334^4 9; D2;4 T>24?>4M

"

R9ON8c4MN ]?2a4OM2N6

"

F2

,

1? -&%%A.

"

,82?1

#

@= H84 T4>9?5 S;;2321N45 \9Mb2N13 9; \12?1? U452>13 ]?2a4OM2N6

"

\12d9< @-&&..

"

,82?1

*

1*,+589+

-%

B<Ob9M4

&

H9 2?a4MN2^1N4 N84 O4^<31N9O6 4;;4>N 9; +EFG! 9? BC!D& 4`bO4MM29? 2? ^1MNO2> >1?!

>4OeZ,f=

%

U4N895M

&

_292?;9O01N2>M 04N895M c4O4 b4O;9O045 N9 M>O44? NO1?M>O2bN29? ;1>N9OM ;9O O4^<31N2?^

BC!D&= H84 4`bO4MM29? 9; +EFG! 1?5 BC!D& 2? Z, Mb4>204?M c1M 54N4>N45 P6 JKH'B,K 1?5 L4MN4O?

P39N= H84 O431N29?M82b P4Nc44? +EFG! 1?5 ,C)

I

H >433 c1M 4`b39O45 P6 200<?982MN9>8402MNO6 1?5 20!

0<?9;3<9O4M>4?>4= H84 ,8QB 4`b4O204?NM c4O4 >9?5<>N45 N9 a4O2;6 N84 2?N4O1>N29? P4Nc44? +EFG! 1?5!

BC!D&!bO909N4O= ,9!><3N<O2?^ Z, >433 1?5 H >433 c4O4 <M45 N9 54N4>N N84 d2332?^ 1P232N6 9; H >433M 9? N<!

09O >433M= +39c >6N904NO6 c1M <M45 N9 54N4>N N84 4`bO4MM29? 9; BC!D& 2? N<09O >433M 1?5 N84 4`bO4MM29?

9; HR+!! 1?5 Q+R!" 2? H >433M=

%

K4M<3NM

&

GSTBSK 1?5 BKEUE 51N1P1M4M bO452>N45 !( >1?5251N4 NO1?!

M>O2bN29? ;1>N9OM N81N 016 O4^<31N4 BC!D&= H84 >1?>4O b<P32> 51N1P1M4M M89c45 N81N N84 4`bO4MM29? 9;

+EFG! 1?5 BC!D& c4O4 b9M2N2a436 >9OO431N45 eBV"="@g 2? Z,= H84 82^8 4`bO4MM29? 9; +EFG! >9OO431N45

c2N8 b99O Z, b1N24?N bO9^?9M2M eBV%=%#g= H84 N2MM<4 02>O91OO16M O4a41345 N81N N84 4`bO4MM29? 9; +EFG!

2? Z, N2MM<4M c1M 82^84O N81? N81N 2? 15Y1>4?N N2MM<4M

"

1?5 2N c1M b9M2N2a436 >9OO431N45 c2N8 N84 4`bO4M!

论 著.$$



中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

'()* )+ ,-!.& /01"23!4

!

,5"6"&76 89: :;<=:''()* )+ ,-!.& >:?=:@':> (+ ABCD! E@' >)E*=:FGH@I:> JK

'(0LM (* NO ?:HH'6 O9P, :;<:=(Q:*I' ?)*+(=Q:> I9: >(=:?I (*I:=@?I()* J:IE::* ABCD! @*> ,-!.# F:*:

<=)Q)I:= =:F()*6 R9:* ABCD! E@' >)E*=:FGH@I:>

!

I9: S(HH(*F @J(H(IK )+ 8 ?:HH' )* IGQ)= ?:HH' E@' :*!

9@*?:>T I9: :;<=:''()* )+ ,-!.# >:?=:@':> (* IGQ)= ?:HH'

!

E9:=:@' 8LA!! @*> PAL!" (*?=:@':> (* 8

?:HH'6

"

O)*?HG'()*

#

ABCD! (' ?H)':HK =:H@I:> I) I9: 'G=U(U@H @*> <=)F*)'(' )+ <@I(:*I' E(I9 F@'I=(? ?@*!

?:=

!

@*> JH)?S(*F I9: I=@*'?=(<I()*@H =:FGH@I()* )+ ABCD! )* ,-!.# (' :;<:?I:> I) J: @ *:E (Q!

QG*)I9:=@<K I@=F:I (* NO6

!"# $%&'(

$

F@'I=(? ?@*?:=

%

(QQG*)I9:=@<K

%

ABCD!

%

,-!.#

当前胃癌主要治疗方式包括手术&化疗和放疗'

然而!多达三分之二的患者未能从这些治疗中受益(

研究发现! 癌细胞中的免疫检查点除了支持免疫逃

避外!还支持包括增殖&转移&糖酵解&

-LM

修复和

化疗耐药等癌症特征"

#

#

( 因此!联合应用免疫检查点

抑制剂可抑制一系列免疫依赖性和非依赖性的肿瘤

发生过程!实现肿瘤治疗的目的(

程序性细胞死亡蛋白
!#

)

<=)F=@QQ:> ?:HH >:@I9

<=)I:(*!#

*
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编码+和程序性死亡配体
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*
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*由
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编码+ 是维持免疫稳态的重要蛋白质* 也是控制
8

细胞活动的主要免疫检查点( 各种类型的癌症高表

达
,-!.&

*并利用
,-!.&X,-!#

信号通路来逃避
8

细

胞介导的肿瘤免疫(阻断
,-!#X,-!.#

通路在晚期癌

症患者中显示出显著的抗肿瘤作用* 被公认为是开

发新的免疫检查点阻断和联合疗法的金标准"

!

#

( 然

而*

,-!.#

在几种实体瘤中的治疗反应率却十分有

限"

$

#

( 因此*探讨
,-!.#

的表达机制*并制定潜在的

治疗策略和探索新的生物标志物* 提高对免疫治疗

的反应率*能够为癌症患者带来实质性益处(叉头盒

基因
!D!

)

A)=S9:=@> J); D!

*

ABCD!

+是
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盒家

族的新成员*在肿瘤的发生,进展和转移中发挥重要

作用"
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(

本文旨在研究免疫检查点
,-!.&

在胃癌细胞

中的转录调控机制%明确转录因子
ABCD!

对
,-!.&

的转录调控&在胃癌中的表达模式&两者表达的相关

性及其与胃癌患者预后的关系% 并通过敲低胃癌细

胞中
ABCD!

的表达*与
8

细胞共培养*希望能初步

揭示
ABCD!

和
,-!.&

在
8

细胞抗肿瘤免疫中可能

发挥的生物学功能(

&

材料与方法
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\_LW`

细胞系由空军军医大学肿瘤生

物学国家重点实验室长期保存( 所有细胞使用含有

#%a

胎牛血清)美国
N(J?)

+的
-\[\

培养基)美国

N(J?)

+培养*并置于
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&

`a OB

!

培养箱中(

)*+

组织样本

两个商品化的胃癌组织芯片)

-O!ZI)%&%$`

+购自

MU(H@J()

公司 )中国西安+* 包含来自
W%

个胃癌组

织&

W%

个配对的相邻非肿瘤组织的样本( 该组织芯

片的所有样本在临床和病理学上均显示正确标记*

所有患者均知情同意(

W%

例胃癌患者芯片的基本临

床病理信息见
9II<

$
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(

)*,

细胞培养与转染

ABCD!

的
'(0LM

和阴性对照
'(0LM

)中国擎

科+设计并合成( 转染前*将
\_LW`

细胞接种在六

孔板*当细胞融合度达
$%ad`%a

时*

ABCD!

的
'(0!

LM

和阴性对照分别使用
N,!8=@*'+:?I Q@I:

)中国吉

玛+ 转染细胞* 转染后
W] 9

和
V! 9

分别提取
0LM

和蛋白质进行后续实验(

'(0LM

的引物序列如下$
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提取与实时定量
'($

检测

收集对数生长期细胞!使用
'()*+,

试剂盒"美国

-./)0(+12.

#说明书提取总
345

$ 得到的总
345

在微

量核酸
6

蛋白定量仪上定量浓度! 保证所测
78

!9%

6

78

!:%

比值在
#;:<!;%

之间$提取的
345

首先反转录

产生
=845

! 后使用
>?@3!A(22.

体系进行
BC3

反

应$

A5B8D

在组织中的表达相对恒定!因此作为内

参! 引物序列分别为%

E7FG! E

%
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&

E7FG! 3
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&
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&
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&
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$
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反应程序为
IJ "

预变性
$" K

!

IJ "

J K

!

9" " $" K

!扩增
L"

个循环$

!

M!!C0 方法分析实时

定量
BC3

数据$

!")

蛋白提取与
*+,-+./ 012-

检测

收集对数生长期细胞!加入约
#%% "H 3-B5

裂

解液 '含
C+=N0O),

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂(!

置于冰上裂解
&" P).

&超声后
L "

离心并提取上清!

@C5

法进行蛋白定量$取适量体积的蛋白加入
J#

上

样缓冲液!经
&"" "

)变性
&" P).

后用
&"Q

的
>8>!

B5AR

进行凝胶电泳* 电泳结束后将蛋白转移至
4C

膜!用
##

快速封闭液室温封闭
#J P).

* 移除封闭液

后!分别加入
E7FG!

"

@)+KK

!

SK!#9#99

!

#$# %%%
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B8!H#

'

C>'

!
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!
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!
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!
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#一抗!

L "

孵育

过夜,

'@>' J P).6

次!洗涤
$

次后加入对应的二抗

'

5.0)!P+VK2 -1A D3B!H).N2W 5.0)S+WX

!
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'@>' J P).6

次!洗涤

$

次后使用
RCH

化学发光液! 在
@)+!3OW CU2P)8+Y

F3>

凝胶成像系统中显影,

!"3

免疫荧光

石蜡切片在
9""

烤片
& U

!随后二甲苯脱蜡
&"P).

,

依次加入乙醇中进行梯度脱水!后用蒸馏水冲洗

& P).

&双氧水冲洗
& P).

,将配制好的
R8'5

修复液

在微波炉上加热! 沸腾后将脱苯的组织切片放入高

压锅中!上汽开始计时
! P).

!关闭微波炉!冷却至

室温后
B@>

洗涤
$

次!每次
J P).

!然后滴加正常山

羊血清!放置于湿盒中室温封闭
!" P).

, 甩去切片

上的封闭液后! 滴加按
&$$""

比例稀释的
E7FG!

)

C8:

抗体后置于湿盒!

L"

孵育过夜, 次日清晨将湿盒

取出并恢复至室温!

B@>

洗涤
$

次!每次
J P).

!滴加
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& U

!

B@>
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$
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J P).

!最后

加入
85B-

染色细胞核及适量抗淬灭剂!自然晾干后

用甘油配制的封片剂封片!

L "

避光保存!镜下观察,
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免疫组织化学

采用
>B

法!按试剂盒说明书操作步骤进行, 胃

癌组织芯片在二甲苯中脱蜡并在乙醇中梯度水化!

置于
B@>

&使用
R8'5

柠檬酸盐修复液'

ZD[9

#在高

压锅中还原产物!冷却至室温&组织芯片用
B@>

冲

洗
$

次'

J P).6

次#并浸泡于
$Q D

!

7

!

中
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以阻

断内源性过氧化物酶&

B@>
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闭
&J P).
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E7FG!

多克隆一抗'

@)+KK

!

SK!

&9&99

!

&$L""

#)兔抗
B8!H&

'

C>'

!

&$9:L>

!

&$$""

#单克

隆一抗!放置在保湿盒中
L "

孵育过夜, 室温孵育半

小时后!

B@>

漂洗!加入生物素标记的二抗'

&$! """

#!

放置于保湿盒中室温孵育
$" P).

!

B@>

洗涤& 加入

85@

试剂后根据观察控制显色时间! 蒸馏水冲洗&

苏木素染色约
& P).

!蒸馏水冲洗后脱水透明!中性

树胶封片后备用,强度估计如下%强染色'

$

#!中等染

色 '

!

#!弱染色 '

&

#或阴性染色 '

"

#, 计数方法 %

D!

K=+(2[

强度
%

阳性细胞
6

上皮细胞总数
#&""Q

!用来评

定芯片的强度和范围,

D!K=+(2\I"

被认为是
E7FG!

)

B8!H&

阴性或低表达!

!I"Q

被认为是高表达,

!"5 (67'

实验

>AC!TI"&

细胞培养待融合度达
$"Q<J"Q

后进

行转染!转染
L: U

后收样!室温下加入
&Q

甲醛进行

固定!并进行后续
CU-B

检测实验,根据
'U2(P+

公司

所产
CU-B

操作试剂盒进行实验!

BC3

检测染色质

免疫共沉淀得到的
845

片段!进一步利用琼脂糖凝

胶电泳检测
BC3

结果,

B8!H&

基因启动子区设计
J

对引物!引物序列如下%

B8!H&!CU-B!4C E

%

'A5AA5!

5''5CC5C5C'A'C

&

B8!H&!CU-B!4C 3

%

'5'A'5AC!

C55C5A5C5C5'A

&

B8!H&!CU-B!& E

%

C5C5ACC'A!

'''''C55'C'C

&

B8!H&!CU-B!& 3

%

'5''5A'55'A'!

A5AA5''CA

&

B8!H&!CU-B!! E

%

'C'A'A5'5C55'C!

5A55'A

&

B8!H&!CU-B!! 3

%

AAC''A5ACC5CCA'A!

CC'A

&

B8!H&!CU-B!$ E

%

55AAAA'55CC''55AC'C!

''5C

&

B8!H&!CU-B!$ 3

%

A5''''C5CCAAA55A5A'!

''C

&

B8!H&!CU-B!L E

%

5C'5'5AAA555C555AAA5C

&

B8!H&!CU-B!L 3

%

''A'C5'AC''A'''5555C

,

!"8 ((9!5

试验

采用
CC]!:

试剂盒'中国翊胜#进行试验!根据

论 著I$J



中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

说明书检测细胞增殖能力和活力! 细胞与
''(!)

反

应溶液在
$* "

孵育
! +

后"

,-" ./

波长下测量光

密度#

01

$值"量化细胞的增殖能力和生存能力%

!"!#

细胞共培养

2(3,-

细胞铺板于六孔板中" 待融合度达到

$%45-%4

后转染
6078!

的
9:;3<

! 转染后
!, +

"将

=

细胞加入到六孔板中"与
2(3,-

细胞共同培养!

!"!!

流式细胞术

2(3,-

与人活性
=

细胞共培养
!, +

后" 吸取

上清中的人活性
=

细胞于离心管中离心得到细胞

沉淀! 胰酶消化收集
2(3,-

的
3'

组及转染
9:;3<

的各组细胞"

>?@

洗
$

次后"

AB/C:D 3E;

染料&

?:B!

FDGD.H

"

I,!$&"-

$ 重悬细胞" 室温避光染色
$" /:.

后"用流式洗液&

?:BFDGD.H

"

I,!"!"&

$洗涤%

2(3,-

细 胞 和
?J,!&!KB.LMGNODH N.O:!>1!F&

&

?:BFDGD.H

"

I$!P*&,

$于
, "

避光孵育
$% /:.

后"用流式洗液清

洗
!

次"使用流式细胞仪&索尼"

@<$)%%

$上机检测%

=

细胞用固定缓冲液&

?:BFDGD.H

"

I,!%)%&

$室温避光

孵育
!% /:.

"流式洗液清洗
&

次% 接着用细胞内染

色透化洗涤缓冲液&

?:BFDGD.H

"

I,!&%%!

$对细胞进

行透化%

=

细胞和
?J,!&!KB.LMGNODH N.O:!E63!!

&

?:!

BFDGD.H

"

I-%!-$&

$和
>Q!KB.LMGNODH N.O:!=36!"

&

?:!

BFDGD.H

"

I-%!P%)

$室温避光染色
!% /:.

"洗涤
!

次

后流式细胞仪上机检测% 所有数据采用
6RBS80 &%

软件进行分析%

!"!$

数据库

利用
8<@><;

数据库
T+OOU

'

VVLN9UNWXGD.DWDGX.DOVY

和
>;020

数 据 库 &

+OOU

'

VVNRGGD.XR9:XMUKXD9VKG:!C:.V

UWB/BZ[$VUWB/BVUWB/B:.:OXKG:\H:W1?]=6Z)X$

$来筛选

靶向
>1!F&

的转录因子( 用
=E2Q;

数据库#

+OOU9

'

VV

K:9OWB/DX9+:.^NUU9X:BVO:/DWV

$ 来初步探索
6078!

与

>1!F#

的表达相关性(

_.KBF.K

数据库#

+OOU

'

VVSSSX

B.KBR.KXBWGV

$来揭示
6078!

表达与胃癌患者预后的

关系 % 用
(NURN.`2D:DW >F0==Q;

数据库 #

+OOU9

'

VV

a/URBOXKB/VN.NR^9:9V

$分析
6078!

的表达与胃癌患者

总生存期 #

B[DWNRR 9MW[:[NR

"

0@

$) 首次进展生存期

&

b:W9O UWBGWD99:B.

"

6>

$)进展后生存期 &

UB9O UWBGWD9!

9:B. 9MW[:[NR

"

>>@

$的关系%

!%!&

统计学处理

采用
@>@@!%X%

软件统计分析" 计量数据以均

数
#

标准差&

!#9

$表示"组间比较采用单因素方差分

析%

>$%X%-

为差异有统计学意义%

!

结 果

$%!

数据库筛选靶向调控
'(!)!

的转录因子

为了筛选
>1!F&

的转录因子"我们利用
8<@><;

和
>;020

数 据 库 筛 选 了
E;6&

)

@=<=,

)

607>$

)

6078!

等
!,

个靶向
>1!F&

的转录因子&

6:GMWD &<

$%

=E2Q;

数据库结果表明
6078!

与
>1!F&

的表达呈

正相关&

6:GMWD &?

$%

_BKBF.K

数据库揭示
6078!

表

达越高"胃癌患者的预后越差 &

6:GMWD &'

$%

(N!

URN.`2D:DW >F0==Q;

分析显示
6078!

的表达与胃

癌患者的
0@

)

6>

)

>>@

相关&

6:GMWD &1

$%

6078!

在胃

癌中的研究鲜有报道" 因此我们进行下一步研究%

>1!F&V>1!&

信号通路作为最经典的检查点通路之

一"能够介导肿瘤诱导的免疫抑制"从而实现免疫逃

逸*

)

+

% 因此我们认为"在胃癌患者中"

6078!

通过调

控
>1!F&V>1!&

信号转导"使得免疫监视中断"从而

促进癌细胞的存活%

$%$ *+,-$

表达及与胃癌患者预后的关系

较癌旁正常组织相比"

6078!

和
>1!F&

在胃癌组

织中显著高表达#

6:GMWD !<

$% 统计分析发现"

6078!

在胃癌中高表达具有统计学意义#

>c%X%%&

$#

=NCRD &

$%

6078!

在胃癌组织中高表达"并且
6078!

的表达越

高"

>1!F&

的表达也越高"

6078!

与
>1!F&

的表达具

有相关性#

;]%Xd!P%

"

>c%X%-

$#

6:GMWD !?

$%

=E2Q;

数

据库进一步提示"

6078!

的高表达与
'1)

e

=

细胞)

'1)

e

.N:[D=

细胞表达呈负相关" 且与
2!

巨噬细

胞)辅助
=

细胞#

=WDG

$表达呈正相关#

6:GMWD !'

$% 这

一证据提示"

6078!

的高表达可能促进肿瘤的免疫

逃逸%

6078!

的表达与
'1)

e

=

细胞的浸润存在负相

关关系" 即
6078!

的表达越高"

'1)

e

=

细胞的浸润

越少#

6:GMWD !1

$%

$"& *+,-$

和
'(!)!

在胃癌细胞中的表达

fD9ODW. CRBO

实验显示"在胃癌细胞
2(3,-

中"

>1!F&

和
6078!

蛋白均呈高表达#

6:GMWD $<

$% 利用

9:;3<

敲低
6078!

后 "

>1!F&

的蛋白表达量下降

#

6:GMWD $?

$"

g;=`>';

结果也显示
>1!F&

的
/;3<

表达下调#

6:GMWD $'

$%

为了验证
6078!

对
>1!F&

的转录调控作用"我

们在胃癌细胞中进行了
'+E>

实验 % 首先 " 结合

论 著 P$d



中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

'()*(+

数据库 !

,--.

"

//012.1345676365476-/

#$我们预

测出
89:'!

在
*;!<&

启动子区域有
=

个结合位点

%

>,?*#@=

&%

8A5B36 =(

&' 接着$ 针对每一个结合区

域$我们设计
=

条特异性引物并进行
*>+

和琼脂糖

电泳实验'结果显示$与无
89:'!

抗体组相比$第
$

(

=

对引物在
89:'!

抗体组
*>+

数值有差异$并且在

琼脂糖凝胶中显出特异条带$说明
89:'!

能够结合

到
*;!<#

启动子区域!

8A5B36 =C@=>

&'

!"# $%&'!

在
(

细胞抗肿瘤免疫中的功能

我们敲低
89:'!

后$ 将其与人
D

细胞共培养$

利用流式细胞术检测肿瘤细胞中
*;!<#

和人
D

细

胞中
DE8!!

和
?8E!"

的表达'结果表明$敲低
89:'!

表达后$ 肿瘤细胞中的
*;!<#

表达下降至
!F4"G

和

$=4%G

$ 而人
D

细胞里的
DE8!!

和
?8E!"

均有所上

升$分别为
!$4!G

和
!H4IG

!

8A5B36 H(@HC

&)同时$利

用
>>J!K

检测肿瘤细胞的存活情况$发现肿瘤细胞

的活性明显降低 $ 具有统计学意义 !

*L%4%H

)

*L

%4%%#

&!

8A5B36 H>

&' 这一结果进一步表明$下调肿瘤

细胞中
89:'!

的表达可以降低肿瘤细胞中的
*;!

<#

水平$增加
D

细胞中
DE8!!

和
?8E!"

等对肿瘤的

杀伤能力$减少免疫逃逸'

$

讨 论

胃癌是最常见的消化系统肿瘤$ 仍然是全球癌

症相关死亡的主要原因之一' 早期胃癌的症状不明

显$大多数胃癌发现时已是晚期'对于晚期胃癌患者

的治疗$目前仍以化疗方案为主$但由于化疗耐药的

D?MN+ O1-1P126

*;!<& 6Q.3622AR7 S6T6S

8
9
:
'
!
6
Q
.
3
6
2
2
A
R
7
S
6
T
6
S

H

=

$

!

&

3U"4$"=

*U!4=I6

V&"

" &""" !""" $""" ="""

DAW6XOY

*U%4%$

Z7[R<7[ O1-1P126X\>Y

&%%

K%

]%

=%

!%

)
B
3
T
A
T
1
S
X
G
Y

9)

^+U!4$#

*L%4%#

% H% #%% #H%

DAW6XWR7-,2Y

#4%

%4K

%4]

%4=

%4!

*
3
R
P
1
P
A
S
A
-
_

NQ.3622AR7

<R`X7U!$#Y

^A5,X7U]==Y

8*

^+U#4I!

*L%4%#

% H% #%% #H%

DAW6XWR7-,2Y

#4%

%4K

%4]

%4=

%4!

*
3
R
P
1
P
A
S
A
-
_

NQ.3622AR7

<R`X7U$%=Y

^A5,X7U$$]Y

**)

^+U!4K#

*L%4%#

% !% =% ]% K%

DAW6XWR7-,2Y

#4%

%4K

%4]

%4=

%4!

*
3
R
P
1
P
A
S
A
-
_

NQ.3622AR7

<R`X7U!FFY

^A5,X7U!!#Y

NQ.3622AR7

<R`X7U]]Y

^A5,X7U]]Y

ER-62

"

(

"

*;!<# -1356-6O 5676 2[36676O P_ '()*(+ O1-1P126 17O *+9M9 O1-1P126

)

C

"

D?MN+ O1-1P126 .36OA[-6O -,6 [R336S1-AR7 P6!

-`667 89:'! 17O *;!<# X>;!F=Y

)

>

"

D,6 .3R57R2-A[ 36S1-AR72,A. P6-`667 89:'! 17O 512-3A[ [17[63 .1-A67-2 A7 Z7[R<7[ O1-1P126

)

;

"

D,6 36S1-AR72,A. P6-`667 89:'! 17O 9)

$

8* 17O **) A7 .1-A67-2 `A-, 512-3A[ [17[63 A7 J1.S17VM6A63 *<9DDN+ O1-1P126

$)*+,- . /010203- )456,701)643 026+1 $%&'! 048 9/!:.

%4% !4H H4% F4H

( C >

;

(02;- . <=>,-33)64 65 $%&'! )4 *031,)? ?04?-, 048

08@0?-41 1)33+-3

\3RB. E

89:'! 6Q.3622AR7

#

!

*

*R2A-AT6 E651-AT6

\12-3A[ [17[63 =% !F #$

$F4#$ L%4%%#

(O01[67- -A22B62 =% # $I

ER-6

"

)-1-A2-A[1S 171S_2A2 `12 .63aR3W6O P_ -,6 *6132R7

*

2 #

!

-62-

'()*(+ O1-1P126 *+9M9 O1-6P126
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中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

'()*+

!

,

!

-./0*++1(2+ (3 4567! 829 :;!<& 12 =8+)01> >82>*0 829 >82>*0 89?8>*2) )1++@*+

"

A

!

BC* C1=C 829 D(E *./0*++1(2+ (3 4567! 829 :;!<&

12 =8+)01> >82>*0 829 1)+ >(00*D8)1(2

"

F

!

BC* >(00*D8)1(2 G*)E**2 4567! *./0*++1(2 829 B >*DD F;H

I

#

B >*DD F;H

I

281J*

#

K8>0(/C8=* L! 829 B0*=+ 12

BML-N 98)8G8+*

"

;

!

MKK@2(3D@(0*+>*2>* 0*+@D)+ +C(E*9 )C* 0*D8)1(2+C1/ G*)E**2 4567! 829 B >*DD F;H

I

"

O

!

:P%Q""&

#

J+ 2(0K8D )1++@*+

!"#$%& ' ()*+,"-./0"1 2&,3&&. 45678 +.9 :*".":+* 1-%;.-/"/ -< ;+/,%"= :+.:)% 1+,").,/

4567! *./0*++1(2 :;!<& *./0*++1(2

,9?8>*2) )1++@* ,9?8>*2) )1++@*R8+)01> >82>*0 R8+)01> >82>*0

S1=C *./0*++1(2 <(E *./0*++1(2

4567! :;!<& 4567! :;!<&

'(0K8D

R8+)01> >82>*0

&!"

T"

U"

$"

"

:
*
0
>
*
2
)
8
=
*
(
3
+
/
*
>
1
K
*
2
+

S

1

=

C

4

5

6

7

!

<

(

E

4

5

6

7

!

:P"Q""&

0V%QU!T

4567! *./0*++1(2

% W% &%% &W% !%% !W%

!X%

!%%

&U%

&!%

H%

X%

:
;
!
<
&
*
.
/
0
*
+
+
1
(
2

4
5
6
7
!
*
.
/
0
*
+
+
1
(
2

X

$

!

4
5
6
7
!
*
.
/
0
*
+
+
1
(
2

X

$

!

% %Q%! %Q%X %Q%U

<*J*D (3 B >*DD F;H

4
5
6
7
!
*
.
/
0
*
+
+
1
(
2

X

$

!

4
5
6
7
!
*
.
/
0
*
+
+
1
(
2

X

$

!

% %Q%%W %Q%&% %Q%&W

<*J*D (3 B >*DD F;H 281J*

% %Q& %Q! %Q$ %QX %QW

<*J*D (3 K8>0(/C8=* L!

% %Q%! %Q%X %Q%U

<*J*D (3 B >*DD 0*=@D8)(0YZB0*=+[

NV\%Q&!U

:V$QTH*

\%!

NV\%Q!WW

:V&QHW*

\%W

NV\%QWWH

:VWQ&!*

\!X

NV%QXWX

:V&QHW*

\&W

;,:M]4567!]F;H ;,:M]F;H ;,:M]4567!

S1=C F;H <(E 4567! S1=C 4567! <(E F;H

,

A

F

;
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中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

出现!使得大多数患者中位生存期小于
&

年"

'

#

$ 尽管

胃癌的发病率在下降!但胃癌患者的预后仍然较差$

因此! 早期筛查并且选择合适的治疗方法对于降低

胃癌的死亡率至关重要$

()!*&

结合
()!&

维持免疫耐受!同时发挥损伤

抗肿瘤免疫的作用$ 许多肿瘤可以上调
()!*&

的表

达!从而抑制抗肿瘤的
+

细胞应答并实现免疫逃逸"

,

#

$

近年来众多研究发现! 靶向
()!&

或
()!*&

的阻断

性抗体已经彻底改变了癌症免疫治疗现状$因此!对

()!*&

功能的抑制有望成为治疗癌症的新方法$

-./

家族因子是共享进化上保守的
)01

结合

域的转录因子!称为%叉头&或%翼状螺旋&域"
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中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&!

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-+

越多的证据表明!

'()

家族成员在许多癌症中异常

表达!并参与增殖"分化"黏附"迁移和侵袭等多种细

胞活动过程#

*

!

&&+#!

$

%

'(),!

是
'()

家族的一员!分布

于人体的不同器官和组织中#

##

$

% 据报道
'(),!

在多

种癌症中异常表达!包括鼻咽癌"神经胶质瘤和非小

细胞肺癌等#

#$+#-

$

% 然而其在胃癌中的研究仍不清楚%

本研究利用生物信息学技术筛选出可能调控免

疫检查点
./!0&

的转录因子
'(),!

% 对
1"

例胃癌

组织和癌旁组织免疫组织化学的研究中! 胃癌患者

中
'(),!

与
./!0&

均显著高表达%体外细胞实验敲

低
'(),!

后!

./!0&

在
2345

及蛋白水平的表达均

下降%

678.

实验验证了
'(),!

对
./!0#

的直接相

互作用%

9:41-

细胞与人
;

细胞共培养后!下调胃

癌细胞中的
'(),!

表达!使
;

细胞对肿瘤细胞的杀

伤能力增强& 流式细胞术发现肿瘤细胞中的
./!0#

下降!

;

细胞中
;4'!!

和
8'4!"

的表达升高%另一方

面! 免疫荧光揭示了
'(),!

与
6/<

=

;

细胞的浸润

关系!即胃癌患者中高表达
'(),!

蛋白!其
6/<

=

;

细胞的浸润明显降低% 该发现与文献所报道的内容

相一致!即癌细胞中的
./!0&

与
./!&

之间的结合能

够激活含有
>?@

同源区
!

结构域的磷酸酶 '

>.A!

(细

胞受体'

;63

(通路!从而抑制
;

细胞活性#

#B

$

!实现免疫

逃逸%

./!#C./!0&

免疫检查点的相互作用是肿瘤免

疫逃逸的主要调节因子! 阻断或下调肿瘤细胞中

./!0&

的表达有利于打破免疫负调控! 增强人体对

肿瘤的免疫力% 基因敲低和化学抑制信号通路的方

法已被证明可有效抑制细胞内
./!0&

的产生#

&D

$

% 本

研究发现
'(),!

对
./!0&

的调控关系是一种新的

有前景的胃癌治疗策略% 尽管近年来科学家们发现

基于
./!&C./!0&

信号通路的免疫疗法在治疗多种

人类癌症方面表现出前所未有的疗效! 然而只有一

部分患者对治疗表现出客观反应! 一小部分患者完

全反应#

&<

$

% 因此未来仍需进行体内试验观察
'(),!

对
./!0&

的调控是否具有治疗潜力% 然而!我们的

研究仍存在一定的局限性% 虽然初步揭示了
'(),!

对
./!0&

的调控关系!其潜在的病理生理机制仍不

清楚% 因此!未来将更进一步探讨
'(),!

对
./!0&

的表观调控机制%
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