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干扰素oL2b通过降低MDSC抑制小鼠肾癌生长的研究 

殷永健 ，陈仕友 ，罗春丽。，张 尧 ，吴小候 

(1．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016；2．重庆医科大学检验医学院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究干扰素 2b抑制小鼠肾癌生长及其潜在的作用机制。方法：建立肾癌移植瘤模型，干扰素干预后将肾癌移 

植瘤模型分为对照组和干扰素 q2b组，监测各组小鼠移植瘤体积与重量，切取移植瘤作HE染色，免疫组织化学检测移植瘤蛋 

白BCL一2表达；超滤加蔗糖重水密度梯度离心法提取外泌体，透射电镜鉴定外泌体 形态及数量的变化；流式细胞术检测小鼠 

骨髓中髓源性抑制细胞(myeloid—derived suppressor cells，MDSCs)比例，小鼠脾脏CD4／CD8T淋巴细胞比例。建立 BALB／c小鼠 

实验模型，将其分为生理盐水组、外泌体组和Renca细胞组，建模后第 1O、20、30天应用流式细胞仪检测各组小鼠骨髓 MDSCs 

比例。结果：成功建立肾癌移植瘤模型与BALB／c小鼠实验模型，在肾癌移植瘤模型实验中，与对照组比较，干扰素ot2b组重量 

与体积明显被抑制(P<0．01)。HE染色结果显示：肿瘤组织中细胞大小不均，形态不一，排列紊乱；细胞核增大，核质比例失常，核 

深染，异常核分裂。免疫组织化学检测显示：对照组为、干扰素0【2b组两组间Bcl一2蛋白阳性表达率无统计学差异( 0．05)。成 

功分离并纯化外泌体，对照组、干扰素组2组外泌体形态并无统计学差异(P>0．05)；与对照组比较，干扰素 ct2b能明显减少 

Renca细胞分泌的外泌体数量(P<0．O1)。与对照组比较，干扰素 2b组MDSCs比例明显降低(P<0．05)，与对照组相比，干扰素 

组荷瘤小鼠 CD4／CD8T淋巴细胞比例(P<0．05)明显升高。在 BALB／c小鼠实验模型实验中，在第 l0天、20天和 30天，与生理盐 

水组相比，外泌体组与Renca细胞组的MDSCs比例明显增高(P<0．01)，而外泌体组与 Renca细胞组比较无统计学差异( P> 

0．05)。外泌体组与 Renca细胞组内，第 20天和 30天比第 lO天要明显增加 MDSCs比例(P<0．05)，第 20天和 30天之间 MDSCs 

比例无明显变化( 0．05)。而生理盐水组 MDSCs比例在第 10、20和 30天之间比较无统计学差异( 0．05)。结论：干扰素 a2b 

通过抑制 Renca细胞分泌外泌体．而Renca细胞来源外泌体在体内参与了小鼠MDSCs的活化、增殖，致使 MDSCs的活化、增殖 

受限．从而抑制小鼠肾癌生长。 

【关键词】干扰素ot2bI夕 泌体；髓源性抑制细胞；肾癌；抑制生长 

【中图分类号】R392 【文献标志码】A 【收稿日期】2016—12—11 

Research of interferon cx2b inhibiting the growth of renal carcinoma 

by reducing MDSCs in mice 

Yin Yont~ian ，Chen Shiyou1,Luo Chunli2,Zhang Yao ，Wu Xiaohou 

( ．Department of Urology，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University； 

2．College ofLaboratory Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：to investigate the effect of interferon 2b on the growth of renal carcinoma in mice，and to explore the potential 

mechanism．Methods：Renal carcinoma xenograft model was established．After intervention of interferon，transplanted renal carcinoma 

model was divided into control group and interferon a2b group．The volume and weight of transplanted tumor in mice was monitored， 

and tumor was removed was for HE staining．BCL一2 expression was detected in transplanted tumor by immunohistochemical method． 

Exosomes from renca cells were separated and purified by ultrafihration and sucrose gradient centrifugation．Th e morphology and 

quantitative of exosomes was identified by transmission electron microscope．Th e proportion of MDSCs in bone ma／Tow and spleen 

CD4／CD8T lymphocytes of mice was determined by flow cytometry．BALB／c mouse model was established and was divided into norm al 
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saline group，exosomes group and renca cell group．On 10，20，30 

days after modeling，the MDSCs ratio of bone marrow in each 

group was detected by flow cytometry．Results：The tumor model 

of renal carcinoma and experimental model of BALB／c mice 

were successfully established．Compared with those of control 

model，the volume and weight of the transplanted tumor treated 

with interferon ct2b were significantly inhibited(P<0．01)．HE 
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staining showed that the tumor cells varied in size and morphology，arranged in disorder and had increased nucleus，nucleo cytoplas— 

nile ratio a】 IIy1hmia。hyperchromatic nuclei，and abnormal nuclear fission．Immunohistochemistry showed that there was no significant 

difference in the expression of Bcl一2 protein between the two groups(P'A)．05)．The exosome was separated and purified．There was no 

significant difference between the two groups in exosomes(P>0．05)．And the interferon ot2b could significantly reduce the amount 

of ex08咖 es secreted by Renca cells compared with that of control group(P=0．000)．Compared with that of control group，the propor- 

fion of MDSCs in interferon a2b group was significantly decreased(P=O．00)，and the proportion of CD4／CD8T lymphocytes in tumor 

b llg mice wag significantly increased(P=O．000)．In the BALB／c mice model experiment，on 10 days，20 days and 30 days，MD— 

SOs of exosomes group and Renea group were significantly higher than those of normal saline group(P<0．O1)．There was no signifi— 

cant difference in MDSCs between exosom~group and Renca cells group on 10 days，20 days and 30 days(P>0．05)．In each ex— 

o8咖 es group and Renca cell group．the proportion of MDSCs on 20 days and 30 days was significantly increased than that on 10 days， 

tII statistical si~ eances(P<O．05)，and there was no significant change in the proportion of MDSCs between 20 days and 

30 days(／'>0．05)．There was no significant difference in the proportion of MDSCs in saline group on 10，20，and 30 days(19>0．05)． 

Cotw／us／on：Interferon a2b inhibits the secretion ofexosome from renca cells，and exosomes from renca cell are involved in the activa- 

lion and proliferation of mOllLge MDSCs in vivo，resulting in the restriction of activation and proliferation of MDSCs，which can inhibit 

the u IlIof renal carcinoma． 

[Key words]interferon et2b；exosomes；myeloid-derived suppressor cells；renal carcinoma；inhibiting growth 

外泌体最早由Johnstone等 1987年在研究网织 

红细胞成熟的过程中发现的【“。肿瘤细胞源性外泌 

体是肿瘤细胞内的多泡体(muhivesicular bodies， 

MVBs)与细胞膜融合而以胞吐方式，向细胞外释放 

的一种直径位于 30～100 am之间杯状双分子层小 

囊泡。是一种类似于亚细胞结构的外核体[21。髓源性 

抑制细胞(myeloid—derived suppressor cells，MDSCs) 

是一群异质性细胞．来源于骨髓祖细胞(myeloid pro— 

genitor cells．MPCs)和未成熟髓细胞(Immature myeloid 

cells，IMCs)，是树突状细胞、巨噬细胞和(或)粒细胞 

的前体，其异常扩增、活化可抑制多种免疫细胞功能。 

MDSCs表达特征性分化抗原。在小鼠，MDSCs表达髓 

系分化抗原GRI+CD1 lb+t2]。干扰素ot是一类具有高 

活性、多功能的免疫调节剂，研究发现干扰素仪可 

通过调节 CD4和 CD8 T淋巴细胞 SOCS1功能增强 

抗黑色素瘤效果翻。在荷瘤小鼠中，重组干扰素 也 

能有效降低MDSCs的抑制作用 。最近有学者在对 

乳腺癌源性外泌体的研究中也观察到，将乳腺癌源 

性外泌体注入小鼠体内后，其外周血及肿瘤组织中 

MDSCs的数量明显增多【5J。 

为探明干扰素 ct2b抑制肾癌细胞生长是否与 

外泌体分泌相关，本课题组前期已对肾癌源性外泌 

体进行了大量的基础研究工作 。在本研究中。以 

小鼠Renca细胞分泌的外泌体为实验对象，研究干 

扰素(x2b、外泌体、MDSCs三者之间关系，并对其间 

存在的潜在机制进行初步探究。 

1 材料与方法 

1．1 主要细胞 、动物及试剂 

1．1．1 实验样本 小鼠肾癌 Renca细胞株细胞为上海细胞 

库购买．6周龄 BALB／c雄性小鼠为重庆医科大学动物实验 

中心提供。 

1．1．2 主要试剂 Matrigel为美国 BD公司产品，分析纯蔗糖 

为国药集团化学试剂公司产品。重水(D20)为青岛腾龙微波 

科技公司产品，红细胞裂解液为上海碧云天生物技术研究所 

产品，小鼠脾脏淋巴细胞分离液体为美国BD公司产品，FITC 

GR一1抗~k／PE Anti—Mouse CD1 lb抗体为天津三箭生物技术 

有限公司产品，CD4、CD8流式抗体为美国 ebioscience公司 

产品。 

1．2 方法 

1．2．1 建立小鼠肾癌 Renca细胞株移植瘤模型与 BALB／c小 

鼠实验模型 准备 18只6周龄雄性 BALB／c小鼠，在IVC动 

物房饲养，室温20 22 oC，自由进食饲料 3 d。同时准备接种 

的肾癌Renca细胞。建立小鼠肾癌移植瘤模型：每只小鼠皮 

下注射 100 txL Renca细胞悬液和 100 L matrigel基质胶溶 

液的混悬液。接种细胞之后，每周监测各组小鼠体质量 、肿瘤 

体积 2次，用游标卡尺测量肿瘤尺寸，当移植瘤长到约 40 

50 mm，时药物处理实验小鼠。药物处理：称取小鼠体质量， 

将 18只BALB／c小鼠随机分为2组(每组 9只)：对照组、干 
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扰素 2b组。对照组予每只小鼠腹腔注射无菌 PBS 100 ； 

无菌PBS1O0 灌胃；干扰素组予腹腔注射干扰素a2b 200 

IU；无菌PBSIO0 I,zL灌胃；干扰素用无菌 PBS溶解后现配现 

用，连续 2周，每周监测各组小鼠体质量、肿瘤体积 2次。 

建立 BALB／c小鼠实验模型：准备 54只6周龄雄性BALB／c 

小鼠，在 SPF动物房封闭饲养 ，室温 20℃～22℃，自由进食 

饲料 3 d，同时准备接种的肾癌Renca细胞及外泌体。建立小 

鼠实验模型：将 54只6周龄雄性 BALB／c小鼠随机分为 3组： 

生理盐水组、外泌体组和Renca细胞组，每组 18只。生理盐 

水组每只小鼠皮下注射200 IxL无菌PBS液；外泌体组每只小 

鼠尾静脉内注射 100 g Renca细胞来源外泌体溶液；Renca 

细胞组每只小鼠皮下注射约 100 Renca细胞悬液和 100 

matrigel基质胶溶液的混悬液。隔天观察各组小鼠状态 ， 

每周测量 2次小鼠体质量和移植瘤大小，用游标卡尺测量肿 

瘤尺寸。分别在建模后第 10、20、30天用上述方法分别处理各 

组小鼠。 

1．2．2 小鼠移植瘤体积和重量检测 (1)2周时切取移植 

瘤，游标卡尺测得肿瘤尺寸，按照公式计算肿瘤体积；(2)2周 

时切取移植瘤并称取重量，固定 12 h作 HE染色。 

1．2．3 组织切片制作 固定：处理对照组、干扰素仅2b组后， 

将移植瘤组取出组织后投入 10％中性福尔马林溶液中。固定 

12 h。脱水：85嘲副青脱水处理 2 h；95 I脱水处理 1．5 h； 

95％酒精Ⅱ脱水处理 2 h：100％酒精 I脱水处理 1．5 h；100％ 

酒精Ⅱ脱水处理 1 h。透明：将组织置于二甲苯中，透明时间 

为 30 min。浸蜡：将组织自二甲苯移人石蜡内，放人6O℃孵 

箱内，时间约3 h。包埋：把溶解的石蜡倒进浸蜡组织埋于中 

央的纸盒内，直至冷却成坚硬的蜡块。切片：①将包埋好的蜡 

块进行修块处理。②将蜡块标本切成3 m的薄片，漂在温水 

皿中展开。③把展开的组织切片移上载玻片，放在4O℃孵箱 

24 h，烘干，留作HE染色和免疫组织化学分析。 

1．2．4 HE染色 组织切片常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水， 

自来水冲洗5 min，蒸馏水漂洗，苏木精染色 12～13 rain，自来 

水洗 3次，饱和碳酸锂 10～20 s，重复2次，自来水洗 2次，观 

察，自来水冲洗2～3min，蒸馏水漂洗，95％酒精 I10 s，95％酒 

精Ⅱ10 s，0．5％伊红染色30 s，95％酒精I 2～3 s 4次，100％酒 

精I 2～3 s 3次，二甲苯I 5 min 3次．中性树脂胶封片，倒置 

显微镜下观察照相。 

1．2．5 免疫组织化学检测移植瘤蛋白BCL一2表达 组织切 

片制作：选用准备的5 p．m的薄片组织切片。免疫组织化学 

实验：切片常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，加入3％H2o2室 

温孵育 10 min，PBS冲洗 3次，切片浸入 0．O1 mmol／L枸橼酸 

盐缓冲液(pH6．0)中，微波炉加热，沸腾后断电冷却，重复3 

次，间隔 10 rain，冷却至室温，后用 PBS冲洗3次，加血清封 

闭液，37 下孵育 10min，倾余下液体，各取 5O IxL Bcl一2、 

Bax一抗加于切片上。完全覆盖组织(原液用抗体稀释液按 

1：50稀释)，置于 4℃冰箱过夜，第 2天用 PBS冲洗 3次 ，加 

人二抗，在 37℃孵育 15 rain，用 PBS冲洗 3次 ．加辣根过氧 

化物酶标记的链霉卵白素，于37℃孵育 15 min，用PBS冲洗 

3次，滴加 DAB混合液，镜下观察并且根据颜色控制反应时 

间，最后蒸馏水洗涤以终止反应，苏木素复染，依次脱水、风 

干、二甲苯透明，最后用中性树胶封片，在光镜下观察。阳性 

结果判断标准：Bcl一2蛋白以肾癌细胞胞浆出现黄色或棕黄 

色着色为阳性标准，每张切片观察 5个高倍视野，每个视野 

计数 100个肿瘤细胞，计数阳性率。 

1．2．6 外泌体提取与鉴定 100 mL培养 renca细胞的上清 

液，1 000 r／min离心 10 min，3 500 r／min离心10 min，获取上 

清 ，除去细胞和细胞碎片，10 000 g低温离心 30 min获取上 

清液，加入 100 kD MWCO Centriplus离心超滤管中，1 000 g 

离心 30 min，获取超滤液约 20 mL，将超滤液分别移至容积 

为 10 mL、底部有2 mL 3％蔗糖重水垫的离心管中，100 000 g 

低温超速离心 1 h，收集离心管底部的缓冲垫，用PBS稀释， 

置于 100 kD MWCO高回收率高流速切向流超滤离心管 

中1 000 g再次离心30 min，得到约2 mL外泌体，0．22 m 

滤膜过滤除菌，一80℃保存备用。分别取20 对照组、干扰 

素et2b组外泌体悬液滴加于载样铜网上．1 min后用滤纸吸 

干，再用pH 6．8的2％磷钨酸溶液20 负染 lmin，滤纸吸 

干负染液，用白炽灯烘烤约 10 rain，最后在透射电镜下观察 

照相。 

1．2．7 外泌体计数 铜网直径为 2．5 mm，每个照相视野 

面积为 700 llm×1 000 nm，计算每个视野内外泌体数目，随 

机取 10个视野，计算每个视野内外泌体的平均值，据此推 

算每毫升细胞上清液中的外泌体数目，重复3次实验后取平 

均值，进一步作统计学分析。 

1．2．8 流式细胞术检测荷瘤小鼠骨髓 MDSCs比例 逆向解 

剖法游离股骨 陉骨快捷制备小鼠骨髓细胞嗍，用含 10％胎牛 

血清的RPMI1640培养基重悬细胞，调整细胞浓度至 1×10， 

个／mL从每只小 鼠细胞悬液中吸取 100 txL分别加入 4只 

1 mL无菌EP管中，分别标记。其中1只管中不加任何抗体， 

1只管中加 1 L GR一1流式抗体，1只管中加 1．3 gL CD1lb 

流式抗体 ，1只管中同时加入 1 trL GR一1抗体和 1．3 

CD1lb抗体，避光孵育 30 min。在 4只EP管中分别加入 

RPMI1640稀释液2 000 r／min离心 2 rain吸弃上清液，加 

入300 IxL RPMI1640液(含 10％胎牛血清)的重悬，轻轻吹 

散，将免疫荧光标记的成瘤小鼠组、干扰素 ct2b组小鼠骨髓 

细胞送流式上机检测各组MDSCs比例。 

1．2．9 流式细胞术检测荷瘤小鼠脾脏 CD4／CDST淋巴细胞 

比例 在超净工作台中断颈处死各组实验小鼠同前将小鼠 

放入 75％乙醇内浸泡 5 rain取出小鼠。用 1 mL注射器针头 

将其固定于无菌纱布垫的泡沫板上，在室温无菌条件下分离 

脾脏．尽量除去残 留的筋膜脂肪组织在 200目过滤网中碾 
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磨，用无血清培养基冲洗过滤网使细胞脱落至平皿巾，川移 

液枪反复冲洗，制成成单细胞悬液后收集于离心管中．300 g 

离心 5 rain弁_I二清，加入小鼠淋巴细胞分离液 2 mL．2 000 r／ 

rain离心 30 min，让离心机缓缓地停下来。Ⅱ发 吖1问层的灰 

白细胞，移人另一只试管内，加 1640培养液，2 000 -／llli， 离 

心 10 rain。倒掉上清液，加 5 mI 无血清 1640培养基，吸管轻 

轻吹打， 分别加入 PE Anti—nl()use CD8和 FITC Anti—mouse 

CD4流式抗体，4 c避光孵育30 nlin。 加入 1 mL FACS缓冲 

液重悬细胞 ，1 500 r／rain离心 5 min，弁上清，取 200 t*1 FACS 

缓冲液重悬细胞，转移至 FCM上样管l11送流式上机检测 、 

J．3 统计学方法 

使．}}j软件 sigmaplot l0或 GraphPad Prism 5．0进行网表 

制作，运用 SPSS 19．0软什进行统计学分析．．计量资料以均 

数 ±标准差 (x 4-s)表 ，使用独立样本t检验进行两组独立 

样本的数据 比较；重复测量资料，整体分析采川重复测最方 

差分析，组间采用 LSD—t检验进行两两比较，组内使用配对 t 

检验 检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 建立小鼠 Renca细胞移植瘤模型及移植瘤 HE染色 

接种肾癌 Renca细胞 2周后成功构建小鼠移植瘤模型 

(见图1)。干扰素干预荷瘤小鼠 2周后，切取移植瘤组织石蜡 

包埋切片作 HE染色结果显示 ：肿瘤组织 中细胞大小不均． 

形态不一，排列紊乱 ；细胞核增大，核质比例失常，核深染，异 

常核分裂，说明成功建立小鼠肾癌移植瘤模型( 图2) 

A．对照组移植瘤模型 B．干扰素a2b组移植瘤模型 

注：红色箭头为接种 Renea细胞位置 

图 1 Balb／c小鼠肾癌细胞 Renca移植瘤模型及组织 

Fig。1 Balb／c mouse renal cell carcinoma Renca transplanted 

tumor model and its tissue 

舔 一  
B．干扰素 2b组 

圈2 Balb／c小鼠肾癌细胞 Renca移植瘤 HE染色光镜(200×) 

Fig．2 HE staining of xenografts tissues in each group observed 

by microscopy(200 X) 

2．2 干扰素对小鼠移植瘤蛋白Bcl一2表达无明显影响 

在小鼠肾癌 Renca细胞移植瘤中．蛋白 Bcl一2阳性表达 

呈棕 黄色或黄色着色，阳性表达产物位于肾癌细胞的咆浆 

【fI。免疫组织化学分析各组小鼠移植瘤，结果显示：取 5个高 

倍视野，平均每个视野的 Bcl一2 m性肾癌细胞数量 分比． 

对照组为(67．9±4．2)％、十扰素 2b组(68．7±3．3)％( 

3)，2组 Bcl一2蛋 白阳性表达率无统汁学差异(t=O．476， 

0．641) 
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A．对照组 B．干扰索d2I1组 

图3 干扰素对小鼠移植瘤蛋白Bcl一2表达的影1~(200×) 

Fig．3 Effect of IFNc~2b on the protein expression of Bcl——2 

in each group xenografts by immun0histOchemistry 

analysis(200 X) 

2．3 干扰素 n2b降低小鼠移植瘤体积和重量．抑制其生长 

对小 鼠肾癌移植瘤的药物十预发现：与对照组重量 

(696．31±21．87)相比，十扰素 (x2b组移植瘤重量(366．60± 

29．65)被显著抑制(t=26．845，P=O．000) 与对照组体积卡f1比， 

十扰素 a2b组移植瘤的体积 样被明显抑制((】3 F0．034， 

P=0．857；(t6：tD=l0．899，P=O．005；d9：fD=40．380，P=O．000；dl2： 

t1)=44．537，P=O．000；d15： 『j=305．970，P=O．000)， 4， 

表 l 

l 000 

E 80f) 

600 

兰 400 
超  

鎏 200 

蹬 0 

A 对照组移植瘤 B干扰素 2l 组移植瘤 

0 5 10 15 20 埘照组 F扰素d21)组 

天数 (d) 

C．移植瘤体积线条图 D．移植瘤重量柱状图 

a， 对照组比较，P<O．Ol 

图4 小鼠成瘤后干扰素c~2b对小鼠移植瘤体积 

和重量生长的影响 

Fig．4 Effects of IFNc~2b on the volume and weight 

of tumour xenografts 

盛 

圈  
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表 1 干扰素组与对照组在各时间点的体积 

Tab．1 Statistical analysis of volume change 

f ：F K =266I．385．／ - =()．000； 【 J=221．437，1 - =()．000；F  ̂ ~)Ittill 

= 66．992．，J m _=()．000 

1，4 干扰素 c~21)减少Rcn( 细胞分泌外泌体 

透射电镜愉 示：埘照 、I 扰素 2I】 Hent·a细胞 

分泌的外泌体为人小不等 、 炎 艇形的翩平形状半球体， 

径约为 30～lO0 1111l j刈‘ (46．0±3．4)11III十I{比，十扰 

素 2h组(45．2±4．4)tllll外泌怵 I l 并 无统 汁 、 ：莘 (t= 

0．412，P=O．685)； j刈照组(4．74±0．10)×1() 【L较 ．I 扰襄e2h 

(3．70±0．07)X10 能明 减少 ·a细胞分泌外泌体数量(t= 

27．191．P=O．000)， 罔 5雨I 6 

图5 透射电镜下肾癌 Renca细胞来源外泌体形态图 

(100 000× ) 

Fig．5 Morphology of Renca cell-derived exosomes visualized 

by transmission electron microscopy(1 00 000× ) 

A 对Jt(!fl1 B．十扰粜(x2l，组 

图 6 干扰素 a2b对 Renca分细胞泌外泌体形态 

及数量的影响 

Fig．6 Morphology and quantity changes of Renca cell—derived 

exosomes treated with l FN a2b 

2．5 干扰素 2l1降低荷瘤小鼠骨髓中MDSCs比例 

十扰豢 2}l(200 IL；1只) 独处理荷瘤小鼠 2捌后，采抖j 

逆向解剖法获嫩简瘤小烈股州 ／JJ ～11．．提取小鼠股骨／胫骨内 

骨髓，流式细胞仪检测各组小鼠骨髓内 MDSCs比例，结果 

尔 ：与埘照绀的 盯分比(47．65±0．25)％比较，十扰素d2}1组 

(37．7±()．50)％MI)SCs比例明 降低(t=57．193．P=0．ooo)。 
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a： j对照组比较．P<O．05 

图7 流式细胞仪检测干扰素 a2b对荷瘤小鼠骨髓 

CD1 1 b+GR一1+MDSCs比侈0的影响 

Fig．7 Effect of IFNc~2b on the ratios of CD1 1 b+GR一1+MDSCs 

in tumor-bearing mice by flow cytometry 

2．6 干扰素 2l1升高荷瘤小鼠脾脏中CD4／CD8 T淋巴细胞 

比侈4 

十扰素 e211(200 IU／只)单独处理荷瘤小鼠2岗后，解剖 

荻取各组荷瘤小鼠脾脏 ，提取小鼠脾脏内细胞，见图 8。流式 

细胞仪检测荷瘤小鼠脾脏 CD4／CD8 T淋巴细胞比例结果显 

爪 ：与对照组的订分比(1．25±0．12)％比较， f=扰素 2b组 

(1．87±0．14)％能明显升高荷瘤小鼠 CD4／CD8T淋巴细胞 比 

例(t=-9．747．P=O．000)， 9 

图 8 脾脏淋巴细胞形态图(光镜。1O0×) 

Fig．8 Morphology of lymphocyte in the spleens of each group 

(1ight microscope，100 X) 
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干扰素 ct2b组 

o7％ 

Q1 
’

。 04 2
-7％ 

： 0 

CD4 FlTC—A CD4 FITC—A 

对照组 干扰素 o【2b组 

a：与对照组比较 ，P<O．05 

图 9 流式细胞仪检测干扰素 ct2b对荷瘤小鼠脾脏中CD4／CD8 T 

淋巴细胞比例的影响 

Fig．9 Effect of I FNcx2b on the ratios of CD4／CD8 T lymphocyte 

in the spleens of tumor-bearing mouse by flow cytometry 

2．7 Renca细胞来源外泌体在体内参与了小鼠 MDSCs的活 

化 、增殖 

对照组每只小鼠皮下注射 200 无菌 PBS液 ，外泌体 

组每只小鼠尾静脉内注射 100 g外泌体溶液 ，Renca细胞 

组每只小鼠皮下注射 100 Renca细胞悬液造模后 ，在第 

一  

l专 

2DI峨 ．1 -6G+ 

(：Ul Ih—l_v—6G 

：： 
一  _ 

饕，一 
CI】I】b+l 一6(；一 

CD1 Ib—L 一6C— 

一

199 010 10 l o4 I o5 

、。 

j 

7天 ，注射 Renca细胞的小鼠形成小的移植瘤模型。在第 10 

天处理 3组小鼠各 6只，采用逆向解剖法获取荷瘤小鼠股骨／ 

胫骨。分离骨髓细胞，流式细胞术检测各组小鼠骨髓 MDSCs 

比例结果显示：与生理盐水组 MDSCs百分比比较．外泌体组 

和 Renca细胞组的 MDSCs比例明显增高(外泌体： ，F一11，810， 

P=O．000；Renca细胞：f 一13．840，P=-0．000)，见图 l0。第20天同 

法检测显示：与生理盐水组 MDSCs百分比比较，外泌体组和 

Renca细胞组的 MDSCs比例明显增高(外泌体： 一64．020， 

P=-O．000；Renca细胞 ￡ 一64．440，P=0．000)，见图 l1。第 30天 

同法检测显示：与生理盐水组 MDSCs百分比比较，外泌体组 

和 Renca细胞组的 MDSCs比例明显增高(外泌体：tt】=_70．270， 

P=0．000：Renca细胞：to=一69．010，P=0．000)，见图 12。外泌 

体组与 Renca细胞组 比较 ，在第 l0天、20天和30天均无统 

计学差异(dl0：tD_2．020，P=O．061；d20：tD--0．430，P=0．676；d30： 

tv=1．260，P=-O．227)。外泌体组与Renca细胞组内，第20天和 

30天 比第 l0天要明显增加 MDSCs比例 (外泌体组 ：dl0— 

20 t：一23．18l，P=O．000；dlO一30：t=一36．31l，P=0．000；Renca 

细胞组 ：d10—20 t=一15．541，P=0．000；dl0—30：t=一l3．716，JD= 

0．000)，有统计学意义 ，第 20天和 30天之间 MDSCs比例无 

统计学变化(外泌体组 ：d20—30 =一2．221，P=O．077；Renca细 

胞组：d20—30￡一0．335，P=0．751)，见图 l3、表2。而生理盐水 

组 MDSCs比例在第 10、20和 30天之 间比较无统计学差 

异(dlO一20： =一0．820，P=O．456；dlO一30：￡=一2．285，P=O．071； 

d20—30：t=O．420．P=O．692)。 

II】1u~W '-6c+ 

CDIIh—h 6G+ 、r t ．’ 

- 

、 

CDI l‘ -6G- ：Dl lh+1．v一6(1广 

CD1 1I1 FITC—A CD1 1b FITC—A CD1 1h FITC-A 

A．生理盐水组 B．外泌体组 C．Renca细胞组 

图1O 建模后第 10天流式细胞仪检测各组小鼠骨髓 MDSCs比例变化 

Fig．1 0 Ratio of mice bone marrow in each group on 1 0th day by flow cytometry 

CDl lb FITC—A 

A．生理盐水组 

CD1 IM, Ly—6C 

CDI】b—I v—6G 

乏 ’。 
CD¨b— 一6G— CD1 1b+Lv一6G一 

l99 010 103 10 10 

CD11b F1TC—A 

B外泌体组 

CD1 1h FITC—A 

D．Renca细胞组 

图 1 1 建模后第 20天流式细胞仪检测各组小鼠骨髓 MDSCs比例变化 

Fig．1 1 Ratio of mice bone marrow in each group on 20th day by flow cytometry 
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图 1 2 建模后第 30天流式细胞仪检测各组小鼠骨髓 MDSCs比例变化 

Fig．1 2 Ratio of mice bone marrow in each group on 30th day by flow cytometry 

0 10 20 3O 40 

天数(d) 

◆ 生理盐水组 

t 外泌体组 

_．- Il‘ 细胞组 

图 13 建模后第 10、20、30天各组小鼠骨髓 MDSCs比例变化 

Fig．1 3 Changes of MDSCs ratio in each group after modeling 

on the 10th，20th and 30th days 

表 2 在 1 0、2O、3O天时各组小鼠骨髓中 MDSCs比例 

Tab．2 The propo rtion of MDSCs in bone marrow of mice in the 

days of 10，20and30 

注：F 数=729．026，P 精=0000；F绸别=2175．615 P k壮=0000；P 敬 I别 

=163．3l7，P  ̂ 蛆i =0．000 

3 讨 论 

肾癌被认为是少数几种具有免疫原性的肿瘤。 

免疫治疗是转移性肾癌主要的治疗方式。目前研究 

认为，肿瘤免疫逃逸可能是其疗效欠佳的主要原因。 

肿瘤免疫编辑假说_9_Ⅲ认为，在肿瘤发生发展的进程 

中，肿瘤细胞通过多种机制改变肿瘤组织周围的微 

环境而形成免疫“赦免区”，最终逃避机体的免疫识 

别与攻击 目前研究认为：髓源性抑制细胞对多种 

免疫细胞具有强大的抑制作用，其在肿瘤微环境的 

高浓度聚集是形成免疫“赦免区”的原凶之～。MDSCs 

在肾癌组织微环境中呈高浓度聚集，肾癌组织中浸润 

性淋巴细胞表现为功能缺陷、失能或凋亡 ，外周血 

巾精氨酸酶 I显著增加，IFN一 生成明显降低，T细 

胞 cD3∈链表达明显降低。因此，MDSCs是参与肾癌 

的免疫逃逸的主要原 。MDSCs的数量及分布变 

化 ，贯穿于肿瘤发生发展的整个过程，且与肿瘤的 

大小和恶性程度相关I“I。目前认为外泌体是在许多 

活细胞晚期内体形成的，分泌到细胞外的一种纳米 

大小的膜性小囊泡，不同细胞分泌的外泌体其所含 

的蛋白质不同，其生物学功能也是有差异的_l21。肿瘤 

细胞源性外泌体具有肿瘤细胞自身的特点，在其表 

面既含有一套肿瘤共同抗原，又有肿瘤特异性抗原， 

完全具备抗原提呈条件，在肿瘤免疫活动中具有重 

要的作用。 

本实验中将于扰素tx2b干预小鼠肾癌细胞Renca 

后收集的上清液，应用超滤加蔗糖／重水密度梯度离 

心法分离、纯化 肾癌细胞 Renca分泌的外泌体， 

用透射电镜观察不同干预组外泌体的形态学及数 

量的变化，结果显示外泌体形态与之前文献描述一 

致，为大小不等、呈类网盘形的扁平形状半球体，其 

直径约为 30～100 Ilnl。干扰素 oL2b在体外可以显著 

减少小鼠肾癌 Renca细胞来源的外泌体分泌量，而 

对外泌体的形态影响并无统计学差异。另外我们将 

干扰素 2b处理实验组 BALB／c小鼠，逆向解剖游 

离双侧股骨／胫骨分离小鼠骨髓细胞．运用流式细胞 

术分别检测各组荷瘤小鼠骨髓中 MDSCs比例和脾 

脏中CD4／CD8T淋巴细胞比例．结果显示与对照组 

比较，干扰素 a2b明显减少荷瘤小鼠骨髓中MDSCs 

比例。同时与对照组比较，干扰素 2b组能明显升 

高荷瘤小鼠CD4／CD8T淋巴细胞比例，这与之前的文 

献报道是一致的。证实了干扰素 2b在体内抑制小 

鼠’肾癌移植瘤生长是与低 MDSCs比例，减少 MDSCs 

的免疫抑制作用，升高 CD4VCD8 T淋巴细胞比例， 

恢复免疫功能密切相关。本实验中，干扰素 et2b在体 

组 

F  n 

¨  

一 

∞ ∞ ∞ 

一 一嚣丑 墨苫÷疆啦 
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外能明显抑制小鼠肾癌 Renca细胞的生长，减少外 

泌体的分泌：在体内也能抑制荷瘤小鼠移植瘤生 

长 ，降低骨髓中 MDSCs和脾脏 CD4／CD8 T淋巴细 

胞比例，那么在肾癌荷瘤小鼠体内，机体抗肿瘤除 

了依赖促凋亡／抗凋亡这条途径，是否还存在其他的 

机制参与了肾癌的进展呢?本课题组前期研究发现 

肾癌 ACHN细胞来源外泌体可促进 自身细胞生长 

和增殖，那么外泌体与具有免疫抑制作用的 MDSCs 

之间是否存在某种联系呢?在本研究中采用生理盐 

水 、Renca细胞来源外泌体和 Renca细胞分别在 

BALB／c小鼠皮下或尾静脉内注射建立实验小鼠模 

型，分别在建模后在第 l0、20和30天分离各组小 

鼠骨髓细胞 ，运用流式细胞术检测各组小鼠骨髓 

MDSCs比例的变化，验证肾癌细胞来源外泌体携带 

有肾癌细胞的相关抗原。在体内可以活化 MDSCs． 

促进其增殖，以期为后续机制研究打下基础。 

综上所述，干扰素 ct2b在体外能显著抑制小鼠 

肾癌 Renca细胞的生长，减少外泌体的分泌，降低 

骨髓中 MDSCs和脾脏 CD4／CD8 T淋巴细胞 比例． 

从而提高机体免疫能力 ，介导抗肿瘤免疫，抑制肿 

瘤生长。干扰素、外泌体、MDSCs在肿瘤免疫方面仍 

有许多值得研究的地方。深人对其机制的认识．对 

于认识肿瘤免疫具有重要作用，若能在这些机制方 

面寻找到新的突破点，必将为肿瘤治疗找到更为广 

阔的前景。 
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