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论著 ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１４０７１９４

ＨＩＦＵ通过下调ｍｉＲ１８１ａ进而促进ＩＣＡＭ１表达增强小鼠抗肿瘤免疫

袁世梅１，李　欢１，杨　敏１，段　亮１，查　何１，孙　晖１，李雪茹１，罗进勇１，李崇雁２，王智彪２，何通川１，

周　兰１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学：检验医学院１，生物医学工程学院２）

　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ１８１ａ在高强度聚焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）增强机
体抗肿瘤免疫中的作用及其机制。方法　①皮下构建供 ＨＩＦＵ治疗的黑色素瘤移植瘤小鼠模型，采用
简单随机法随机分为ＨＩＦＵ组与荷瘤组，每组３０只，采用ＭＴＴ方法检测各组脾淋巴细胞对 Ｂ１６细胞的
杀伤活性，ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清及共培养上清中ＴＮＦα及ＩＦＮγ的表达水平；②ｑＲＴＰＣＲ检测ＨＩＦＵ组
与荷瘤组脾淋巴细胞中的差异 ｍｉＲＮＡｓ；③用生物信息学方法预测差异 ｍｉＲＮＡｓ的潜在靶基因，通过
ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证靶基因的表达；④构建荧光素酶报告质粒进一步验证差异 ｍｉＲＮＡｓ的靶基
因，再将差异ｍｉＲＮＡｓ的ｍｉｍｉｃｓ转染脾淋巴细胞，ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其靶基因表达的变化，以
进一步确认差异ｍｉＲＮＡｓ对靶基因表达的影响。结果 　 ①ＨＩＦＵ治疗能够抑制黑色素瘤生长，促进脾
淋巴细胞分泌ＴＮＦα和ＩＦＮγ，增强脾淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤活性；②ＨＩＦＵ处理明显下调脾淋巴
细胞中ｍｉＲ１８１ａ的表达水平（Ｐ＜０．０１）；③生物信息学方法预测发现共刺激分子细胞间黏附分子１
（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）可能是ｍｉＲ１８１ａ的潜在靶基因，且ＨＩＦＵ处理明显促进脾淋
巴细胞中ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ和蛋白质的表达（Ｐ＜０．０１）；④ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ显著抑制ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ报告
质粒荧光素酶的活性 （Ｐ＜０．０１），并下调脾淋巴细胞中 ＩＣＡＭ１的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）和蛋白质的表达
（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＩＦＵ通过抑制ｍｉＲ１８１ａ对共刺激分子 ＩＣＡＭ１的负调控作用从而增强荷瘤小鼠
的抗肿瘤免疫。

　　［关键词］　 高强度聚焦超声；抗肿瘤免疫；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；细胞间黏附分子１
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ４５４．３；Ｒ７３０．５１　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家重点基础研究发展计划（９７３计划，２０１１ＣＢ７０７９０６）
［通信作者］　周　兰，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｌａｎ０１１１＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４０９３０．１１５５．００６．ｈｔｍｌ（２０１４０９３０）

ＲｏｌｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｉｎｄｕｃｅｄａｎｔｉ
ｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｍｉｃｅ
ＹｕａｎＳｈｉｍｅｉ１，ＬｉＨｕａｎ１，ＹａｎｇＭｉｎ１，ＤｕａｎＬｉａｎｇ１，ＺｈａＨｅ１，ＳｕｎＨｕｉ１，ＬｉＸｕｅｒｕ１，ＬｕｏＪｉｎｙｏｎｇ１，ＬｉＣｈｏｎｇｙａｎ２，
ＷａｎｇＺｈｉｂｉａｏ２，ＨｅＴｏｎｇｃｈｕａｎ１，ＺｈｏｕＬａｎ１（１ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，２ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉＲ１８１ａｉｎａｎｔｉｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｉｔｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ（ＨＩＦＵ）ｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｂ１６ｍｅｌａｎｏｍａｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅ（ａｇｉｎｇ６ｔｏ８ｗｅｅｋｓ，ｗｅｉｇｈｉｎｇ２０～２４ｇ），ａｎｄｔｈｅ６０ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ
（ｔｕｍｏｒｍａｓｓ７ｍｍ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２ｇｒｏｕｐｓ：ＨＩＦＵｇｒｏｕｐａｎｄｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｍｉｃｅｉｎ
ｔｈｅＨＩＦＵｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨＩＦＵ（３ＭＨｚ，４．５Ｗ，ｆｏｒ１０ｓｅｖｅｒｙｔｉｍｅ，ｔｏｔａｌｌｙ１２０ｓ）ａｎｄｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｓｈａｍＨＩＦＵｐｒｏｃｅｄｕｒｅ．Ｉｎ１４ｄａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，２０ｍｉｃｅｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｂｌｏｏｄ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｇａｉｎｓｔＢ１６ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ａｎｄＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＴＮＦαａｎｄＩＦＮγｉｎｔｈｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｓｅｒｕｍａｎｄｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

６１
第３７卷第１期
２０１５年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１５



ａｎｄＢ１６ｃｅｌｌｓ．ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｍｉＲＮＡｓｌｅｖｅｌｓｏｆｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅＨＩＦＵｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｇｒｏｕｐｆｏｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ．Ｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｐｌａｓｍｉｄｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ３′ＵＴＲｏｒｍｕｔａｎｔ３′ＵＴＲｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ．ＳｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｍｉｃｓｏｒｍｉＲＮＣｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
　ＨＩＦＵｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＴＮＦαａｎｄＩＦＮγｉｎｓｐｌｅｎｉｃ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｇａｉｎｓｔＢ１６ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ．ＨＩＦＵ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１８１ａ（Ｐ＜０．０１）．Ｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｃｏ
ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ，ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＩＣＡＭ１），ｍｉｇｈｔｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆ
ｍｉＲ１８１ａ，ａｎｄＨＩＦＵｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＣＡＭ１ａｔｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（Ｐ＜０．０１）．ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ（Ｐ＜０．０１）ｉｎｔｈｅＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜０．０１）ｌｅｖｅｌｏｆＩＣＡＭ１ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＩＦＵｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｆｍｉＲ１８１ａｆｏｒｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅＩＣＡＭ１ａｎｄｔｈｅｎｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；ａｎｔｉｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｉｔｙ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（９７３Ｐｒｏｇｒａｍ，２０１１ＣＢ７０７９０６）．ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＬａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｌａｎ０１１１＠
ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　高强度聚焦超声（ｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，
ＨＩＦＵ）是一种治疗实体肿瘤的非侵入性技术，其治疗
肿瘤的原理是利用超声波具有良好的组织穿透能力并

可以聚焦的物理特性，将体外电声换能器产生的多束

超声波聚焦于体内肿瘤病灶，使靶区温度在０．５～１．０ｓ
内达到 ６５～１００℃，从而使靶区的肿瘤组织出现凝固
性坏死而对靶区周围组织无明显影响，实现对实体瘤

的无创性“切除”［１］。近年研究发现ＨＩＦＵ不仅能切除
原发肿瘤，抑制肿瘤再生和远处转移，还可以增强机体

抗肿瘤免疫［２－４］。然而，ＨＩＦＵ增强机体抗肿瘤免疫的
机制尚不清楚。

　　机体抗肿瘤免疫反应主要是 Ｔ细胞依赖性的细
胞免疫反应。目前认为 Ｔ细胞的活化需要双信号刺
激：第ｌ信号由 Ｔ细胞抗原受体（ＴＣＲ）与抗原提呈细
胞 （ＡＰＣ）上的抗原肽—ＭＨＣ分子复合物结合所提
供；第２信号则由ＡＰＣ上的共刺激分子与Ｔ细胞上的
相应配体结合所提供。研究表明，只有在双信号共同

刺激下才能有效地激活 Ｔ细胞，否则会导致 Ｔ细胞免
疫无能和凋亡［５－７］。而近年来，大量研究发现ｍｉＲＮＡｓ
在免疫细胞的产生、发育、免疫应答以及免疫耐受过程

中均有着重要的作用［８－１１］。因此，我们假设 ＨＩＦＵ可
能通过调节 ｍｉＲＮＡｓ的表达从而增强机体抗肿瘤免
疫。为此，我们构建了ＨＩＦＵ治疗黑色素瘤模型，证实
ＨＩＦＵ可以诱导机体产生抗肿瘤免疫，进一步研究

ＨＩＦＵ对 ｍｉＲＮＡｓ表达的影响，初步探讨 ｍｉＲＮＡｓ在
ＨＩＦＵ增强机体抗肿瘤免疫中的作用，从而为 ＨＩＦＵ治
疗肿瘤的临床应用提供更多的实验依据和理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料和仪器
　　６～８周龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系小鼠，体质量２０～
２４ｇ，共６０只（重庆医科大学实验动物中心），ＨＩＦＵ肿
瘤治疗系统（重庆医科大学超声工程研究所），小鼠黑

色素瘤Ｂ１６细胞株（重庆医科大学超声工程研究所馈
赠），人胚肾 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞株（购于中国科学院上海
细胞库），小鼠脾脏淋巴细胞分离液（天津灏洋生物制

品责任有限公司），ＨＥ染液（上海恒远生物科技有限
公司），鼠ＴＮＦα和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒（重庆博培公
司），ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（大连 ＴａＫａＲａ公司），鼠抗鼠
ＩＣＡＭ１单克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），荧光素酶
载体质粒ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴＴＭＳｙｓｔｅｍ（重庆医科大学检验
医学院柳满然老师馈赠），ｍｉＲ１８１ａ模拟物（ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃｓ）及阴性对照 （ｍｉＲＮＣ）（上海吉玛公司），
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂 （美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１．２　细胞培养及黑色素瘤动物模型的构建
　　Ｂ１６细胞用含 １０％胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、
１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培
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养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）在３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养，待
其贴壁生长至８０％～９０％融合率时，用含０．２５％的胰
酶消化，并制备单细胞悬液，调整其浓度为５×１０６／ｍＬ，
取１×１０６／２００μＬ单细胞悬液皮下接种于 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，待肿瘤最大直径至７ｍｍ时开始行ＨＩＦＵ治疗。
１．３　动物分组及处理
　　将６０只荷瘤鼠采用简单随机方法分为 ＨＩＦＵ组
与荷瘤组，每组３０只，ＨＩＦＵ组用９．３ＭＨｚ、４．５Ｗ的
ＨＩＦＵ肿瘤治疗系统进行辐照，单次照射１０ｓ，总共照射
１２０ｓ；荷瘤组进行假照处理。ＨＩＦＵ治疗后继续饲养
２０ｄ，每隔３ｄ用游标卡尺测量小鼠瘤体直径，计算瘤体
体积，瘤体体积 ＝（最小直径）２×（最大直径）／２。在
ＨＩＦＵ治疗１４ｄ时，每组处死２０只小鼠，收集血液、脾脏
及肿瘤组织备用。

１．４　ＨＥ染色
　　分离小鼠肿瘤组织，并进行石蜡包埋切片后行
ＨＥ染色，具体操作按上海恒远生物科技有限公司操
作说明书进行。

１．５　脾淋巴细胞与Ｂ１６细胞共培养
　　采用小鼠脾脏淋巴细胞分离试剂盒分离小鼠脾淋
巴细胞，将获得的脾淋巴细胞和Ｂ１６细胞按２０∶１的比
例在含１％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０中混合，共孵育于９６孔
板，４８ｈ后分离共培养上清液保存于 －８０℃冰箱备
用，同时用 ＭＴＴ法检测存活的 Ｂ１６细胞，以酶标仪测
Ｄ（４９２）值，以反映各组脾淋巴细胞对肿瘤细胞的相对
杀伤活性。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测
　　将上述各组小鼠血清及脾淋巴细胞与 Ｂ１６细胞
共培养上清液于 －８０℃冰箱保存。ＥＬＩＳＡ方法检测
ＴＮＦα和ＩＦＮγ的表达水平，按试剂盒说明书操作。
１．７　ＲＮＡ提取和ＲＴＰＣＲ、ｑＲＴＰＣＲ检测
　　使用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，微量检测仪检测ＲＮＡ
的浓度，计算逆转录的 ＲＮＡ用量，即时进行 ｃＤＮＡ转
化；以合成的 ｃＤＮＡ为模板进行 ｑＲＴＰＣＲ检测
ｍｉＲＮＡｓ的水平，ＲＴＰＣＲ检测ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ水平。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　提取脾淋巴细胞总蛋白，以１００μｇ／孔的量上样，
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，湿转法将电泳产物转移到孔径
为０．４５μｍ的ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，滴
加一抗（１∶１０００）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜１５ｍｉｎ×３次，
滴加二抗（１∶５０００）３７℃孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１５ｍｉｎ×
３次，按 ＥＣＬ试剂盒说明进行显色，ＧｅｌＤｏｃ凝胶成像
仪采集图像，通过 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析获得各阳性
条带的灰度值。

１．９　生物信息学预测ｍｉＲＮＡｓ的靶基因
　　用ｍｉＲＢａｓｅ、ＰｉｃＴａｒ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测差异

ｍｉＲＮＡｓ的靶基因。
１．１０　构建荧光素酶报告质粒及荧光素酶报告基因实验
　　通过生物信息学方法预测到差异ｍｉＲＮＡｓ的靶序
列，并人工合成靶序列双链（靶基因的３′ＵＴＲ和 Ｍｕｔ
３′ＵＴＲ）插入到载体质粒ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴＴＭＳｙｓｔｅｍ，经菌
落ＰＣＲ筛选阳性菌落扩增，质粒提取纯化后的产物进
行ＨｉｎｄⅢ和 ＳｐｅⅠ双酶切及基因测序鉴定证实获得
ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ及ｐＬＵＣＩＣＡＭ１Ｍｕｔ３′ＵＴＲ后，大量抽提高纯度质
粒，置－８０℃冰箱保存备用。
　　将对数生长期２９３细胞种入２４孔板，待细胞贴壁
５０％时，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂说明书将
荧光素酶报告质粒和 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ进行共转染，
４８ｈ后检测荧光素酶活性。
１．１１　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，组间
差异采用单因素方差分析，均作双侧检验。

２　结果

２．１　ＨＩＦＵ治疗能够破坏肿瘤组织、抑制肿瘤生长和
增强机体抗肿瘤免疫

　　ＨＩＦＵ治疗０ｄ时取出肿瘤组织，经 ＨＥ染色显示
ＨＩＦＵ治疗可以引起靶区肿瘤组织发生凝固性坏死
（图１Ａ红色箭头示）而不影响周围其他组织。小鼠瘤
体生长曲线显示，ＨＩＦＵ治疗１１ｄ以后ＨＩＦＵ组瘤体体
积明显小于荷瘤组，且随着饲养时间的延长，统计学差

异更加明显（图１Ｂ）。在ＨＩＦＵ治疗１４ｄ时处死小鼠，
收集小鼠血液及脾脏组织。将纯化后的小鼠脾淋巴细

胞与Ｂ１６细胞进行体外共培养４８ｈ，ＭＴＴ法检测脾淋巴
细胞对Ｂ１６细胞的杀伤活性，结果显示ＨＩＦＵ组Ｄ（４９２）
值明显低于荷瘤组（０．３０９±０．０２５ｖｓ０．３３８±００１９，Ｐ＜
０．０５），即ＨＩＦＵ组脾淋巴细胞杀伤活性明显强于荷瘤
组。ＥＬＩＳＡ检测血清及共培养上清中 ＴＮＦα及 ＩＦＮγ
的表达水平，结果发现 ＨＩＦＵ组小鼠血清及共培养上
清中ＩＦＮγ的表达水平明显高于荷瘤组（Ｐ＜００５），
ＴＮＦα的表达水平较荷瘤组也有所升高（表１）。
２．２　ＨＩＦＵ治疗引起脾淋巴细胞中 ｍｉＲＮＡｓ出现差异

表达

　　通过阅读文献筛选了 ６个与免疫密切相关的
ｍｉＲＮＡｓ：ｍｉＲ３４、ｍｉＲ１０６ａ、ｍｉＲ１２６ａ、ｍｉＲ１５５、ｍｉＲ
１８１ａ和ｍｉＲ２２１。ｑＲＴＰＣＲ检测结果发现，ＨＩＦＵ组脾
淋巴细胞中 ｍｉＲ１５５和 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平明显低
于荷瘤组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ３４的表达水平明
显高于荷瘤组（Ｐ＜０．０５），其中ｍｉＲ１８１ａ的表达差异最
为显著（Ｐ＜０．０１，图２）。ｍｉＲ１０６ａ、ｍｉＲ１２６ａ和 ｍｉＲ
２２２的ｑＲＴＰＣＲ结果显示Ｃｔ＞３５，在脾淋巴细胞中几乎
不表达。
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Ａ：肿瘤组织ＨＥ染色（×１００）；Ｂ：瘤体生长曲线　ａ：Ｐ＜
０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＩＦＵ组比较

图１　ＨＩＦＵ治疗对肿瘤组织及肿瘤生长的影响

表１　ＥＬＩＳＡ检测血清及共培养上清中ＴＮＦα及ＩＦＮγ的
表达（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｎｇ／ｍＬ）
组别

血清 共培养上清 血清 共培养上清

荷瘤组 ３４．０±１２．１ ５３．４±１１．８ ６５．０±１１．３ １０５．６±１１．１
ＨＩＦＵ组 ５９．７±１１．５ａ ７９．０±１０．２ａ ７３．６±１３．３ １２７．０±５５．２

ａ：Ｐ＜０．０５，与荷瘤组比较

!"#

$%&

$%#

'%&

'%#

#%&

#

!"#

()*+ #

,
-
.
/
0
1
$
%
&
'
(

,-.!'&& ,-.!'2'3 ,-.!!4

3

5

3

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与荷瘤组比较
图２　ｑＲＴＰＣＲ检测脾淋巴细胞中ｍｉＲＮＡｓ的相对表达

２．３　ＨＩＦＵ治疗促进脾淋巴细胞中ＩＣＡＭ１的表达
　　利用生物信息学分析差异表达ｍｉＲＮＡｓ的靶基因，
发现ｍｉＲ１８１ａ可以靶向作用于共刺激分子ＩＣＡＭ１，因
此，我们分别从基因及蛋白水平检测脾淋巴细胞中

ＩＣＡＭ１的水平。结果显示，ＨＩＦＵ组小鼠脾淋巴细胞
中ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ（１．２７±０．２４，Ｐ＜０．０５，图３Ａ）及
蛋白表达（１．６９±０．６０，Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）均明显高于
荷瘤组。

! "

! "

#$%&!!!!!' ()"!

*%+,-!!"' ()"!

#$%&!!.!/'0!''"!!'

1

2!

"!34567!81!!'

1

"!

#

$

Ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＩＣＡＭ１的 ｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＩＣＡＭ１的蛋白表达　１：荷瘤组；２：ＨＩＦＵ组

图３　ＨＩＦＵ促进脾淋巴细胞中ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ及蛋白表达

２．４　荧光素酶活性实验鉴定 ＩＣＡＭ１是 ｍｉＲ１８１ａ的
靶基因

　　人工合成的靶基因３′ＵＴＲ和 Ｍｕｔ３′ＵＴＲ被分别
克隆到载体质粒ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴＴＭＳｙｓｔｅｍ，构建为荧光
素酶报告质粒 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ和 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１
Ｍｕｔ３′ＵＴＲ（图 ４Ａ）。再将 ｍｉＲＮＣ和 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ、
ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ和 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ、ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ和
ｐＬＵＣＩＣＡＭ１Ｍｕｔ３′ＵＴＲ分别共转染 ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ后，裂
解细胞并检测荧光素酶活性。结果显示，ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃｓ和ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ组的荧光强度相比对照组显著
降低（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ），证实 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ对
ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ的表达有抑制作用，并且发挥该抑制功能
是通过ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ与ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ３′ＵＴＲ结合实
现的，提示ＩＣＡＭ１是 ｍｉＲ１８１ａ的靶基因。
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Ａ：荧光素酶报告质粒构建示意图；Ｂ：荧光素酶活性
１：ｍｉＲＮＣ 和 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ；２：ｍｉＲ１８１ａ ｍｉｍｉｃｓ和
ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ；３：ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ和 ｐＬＵＣＩＣＡＭ１Ｍｕｔ３′ＵＴＲ；
ａ：Ｐ＜０．０１，与ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ和ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ比较
图４　ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ抑制ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ荧光素酶活性
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２．５　ｍｉＲ１８１ａ抑制脾淋巴细胞中ＩＣＡＭ１的表达
　　为进一步证明ｍｉＲ１８１ａ对共刺激分子ＩＣＡＭ１的
调控作用，我们分别用 ｍｉＲＮＣ及 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ转
染脾淋巴细胞，４８ｈ后用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
检测细胞中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白质水平。ｑＲＴＰＣＲ
结果显示，当转染 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ后，细胞中 ｍｉＲ
１８１ａ的表达水平相较于 ｍｉＲＮＣ组平均高出 ２２７６
倍，表明转染成功（Ｐ＜０．０１）。ＲＴＰＣＲ检测细胞中
ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ水平，结果显示 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组
（０．８２±０．０８）明显低于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图５Ａ）；
同时，ＩＣＡＭ１蛋白质水平（０．６５±０．４４）也显著低于
ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ）。表明在脾淋巴细胞中
ｍｉＲ１８１ａ可以下调ＩＣＡＭ１的表达。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测转染ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ后ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ

水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ后ＩＣＡＭ１

的蛋白水平　１：ｍｉＲＮＣ组；２：ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ组

图５　ｍｉＲ１８１ａ降低脾淋巴细胞中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和

蛋白质水平

３　讨论

　　恶性肿瘤严重威胁着人类健康，有相当一部分患
者死于肿瘤复发或转移。因此，在有效摧毁原发癌灶

的同时增强机体抗肿瘤免疫、控制肿瘤复发和转移是

提高患者预后的一条重要途径。近几年来，ＨＩＦＵ已逐
渐成为治疗子宫肌瘤、前列腺癌、肝癌等实体肿瘤的有

效手段之一，且周颦等［１２］研究发现 ＨＩＦＵ在有效治疗
局部肿瘤时，还可以诱发宿主抗肿瘤免疫功能的活化，

诱导小鼠产生抗同源肿瘤的免疫力。然而，ＨＩＦＵ改善
患者免疫功能的机制至今未明。

　　近年来相关研究表明ｍｉＲＮＡｓ参与机体免疫应答
与免疫耐受，如 ｍｉＲ１５５可以通过调控干扰素信号调

节 ＣＤ８＋Ｔ细胞的反应［１３］，ｍｉＲ１２６可以通过调节
ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路诱导和维持 Ｔｒｅｇ细胞的免疫抑制
功能［１４］，ｍｉＲ２２２和 ｍｉＲ３３９通过抑制肿瘤细胞表面
ＩＣＡＭ１的表达从而下调 ＣＴＬ细胞对肿瘤细胞的杀伤
活性［１５］等。本研究前期结果显示，ＨＩＦＵ可以使靶区
肿瘤组织出现凝固性坏死而对靶区周围组织无明显影

响，进而抑制肿瘤生长，增加血液及共培养上清中

ＴＮＦα及ＩＦＮγ的表达，明显增强脾淋巴细胞对肿瘤
细胞的杀伤活性。这与国内外相关研究结果一

致［１６－１７］，证实ＨＩＦＵ可以抑制原发肿瘤生长和增强机
体抗肿瘤免疫力。此外，我们通过阅读文献筛选了

６个与免疫密切相关的 ｍｉＲＮＡｓ：ｍｉＲ３４，ｍｉＲ１０６ａ，
ｍｉＲ１２６ａ，ｍｉＲ１５５，ｍｉＲ１８１ａ和 ｍｉＲ２２１，研究 ＨＩＦＵ
对ｍｉＲＮＡｓ表达的影响。结果显示 ＨＩＦＵ可以调控脾
淋巴细胞中 ｍｉＲ１５５，ｍｉＲ３４，ｍｉＲ１８１ａ的表达，且通
过生物信息学分析发现 ｍｉＲ１８１ａ可以靶向作用于
ＩＣＡＭ１。ＩＣＡＭ１是免疫球蛋白超家族成员之一［１８］，

属于共刺激分子中的一种，可分布在淋巴细胞、内皮细

胞、单核细胞等多种细胞表面［１９］，其中 ＡＰＣ表面的
ＩＣＡＭ１与 Ｔ细胞表面受体淋巴细胞功能相关抗原１
（ＬＦＡ１）的特异性结合可协同促进淋巴细胞活化、增
殖和分化，增强机体免疫应答［２０］。因此，我们推测

ＨＩＦＵ可以通过下调 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平，调控脾淋
巴细胞表面 ＩＣＡＭ１的表达，从而增强机体产生抗肿
瘤免疫。

　　为初步验证假设，我们分别从基因及蛋白水平检
测在ＨＩＦＵ治疗１４ｄ时脾淋巴细胞中 ＩＣＡＭ１的表达
含量。结果表明ＨＩＦＵ可以诱导增强脾淋巴细胞表达
ＩＣＡＭ１。那么，ＩＣＡＭ１表达含量的增加与 ｍｉＲ１８１ａ
下调之间是否存在相关性？为此，我们构建了

ｐＬＵＣＩＣＡＭ１３′ＵＴＲ荧光素酶报告质粒，并根据实验结果得到
初步结论，即 ｍｉＲ１８１ａ可以直接靶向作用于 ＩＣＡＭ１
的３′ＵＴＲ。为进一步验证该结论，我们将 ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃｓ转染脾淋巴细胞，发现ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃｓ可以明
显下调脾淋巴细胞中 ＩＣＡＭ１的 ｍＲＮＡ及蛋白水平，
进一步确认ｍｉＲ１８１ａ对共刺激分子ＩＣＡＭ１具有负性
靶向调控作用。

　　本研究表明，ＨＩＦＵ可增强荷瘤小鼠体内的抗肿瘤
免疫能力，其机制可能是通过下调脾淋巴细胞中 ｍｉＲ
１８１ａ的水平，抑制ｍｉＲ１８１ａ对靶基因 ＩＣＡＭ１的负调
控作用，增强淋巴细胞表面共刺激分子 ＩＣＡＭ１的表
达，影响ＩＣＡＭ１与 Ｔ细胞表面受体 ＬＦＡ１的特异性
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结合，促进淋巴细胞活化、增殖和分化来实现的。该实

验虽然初步证实了 ｍｉＲ１８１ａ在 ＨＩＦＵ增强机体抗肿
瘤免疫力中的作用，但参与机体免疫应答的 ｍｉＲＮＡｓ
较多，故在ＨＩＦＵ治疗过程中是否有其他ｍｉＲＮＡｓ的参
与仍需进一步探讨。
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