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TGF-β1对 INF-γ诱导肺鳞癌细胞 β2-M表达的影响
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　　提　要:目的　探讨 TGF-β1 对肺鳞癌细胞MHCⅠ类抗原表达的影响。方法　以原代培养的人肺鳞癌细胞为对象 , 采用免疫荧

光法 ,通过流式细胞仪分别检测加入 rhINF-γ及 rhTGF-β1+rhINF-γ肺鳞癌细胞 β2-M 的表达状况。结果　rhINF-γ能显著诱导肺鳞癌

细胞 β2-M 的表达(P<0.01), 但这种诱导作用在各组癌细胞中均能被 rhTGF-β1 显著抑制(P <0.01),且与其分化程度无关。结论　

TGF-β1 对 INF-γ诱导人肺鳞癌细胞MHCⅠ类抗原表达有明显抑制作用。

　　关键词:转化生长因子 β1;γ-干扰素;β2-微球蛋白;流式细胞仪;肺鳞癌;原代培养
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Effect of TGF-β1 on expression of INF-γ-induced β2 M-in human pulmonary squamous
cell carcinoma
ZHANG Xiao-jun , LU Zuo-xin (Department of Emergency , Southwest Hospital , Thi rd Military Medical University , Chongqing , 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of TGFβ1 on expression of MHCⅠ type antigen in human pulmonary squamous cell carcinoma.

Methods　Expressions of β2-M in primary culture cells with rhINFγand rhTGFβ1 +rhINFγfrom human pulmonary squamous cell carcinoma were

detected by FCM(Flow Cytometry Method), respectively.Results　Expression of β2-M in all tumor cell groups was induced significantly by rhINFγ

(P<0.01).The expression of rhINFγ-induced β2-M could be significantly inhibited by rhTGFβ1.The change of β2-M expression in tumor cells is

not associated with differentiation degree of carcinoma cells(P>0.05).Conclusion　Expression of INFγ-induced MHCⅠ type antigen in human

pulmonary squamous cell carcinoma can be inhibited by TGFβ1.
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　　近年的研究发现 ,作为一种具有多种生物学功能的
细胞生长因子 ,转化生长因子 β1(TGF-β1)在肿瘤的发生

发展过程中起着非常重要的作用。有关 TGF-β1对肺鳞

癌细胞MHC Ⅰ类抗原表达的影响尚有待研究 。本实验
以人肺鳞癌原代培养细胞为研究对象 ,通过流式细胞仪
分别检测加入 rhINF-γ(γ-干扰素)及 rhTGF-β1+rhINF-γ

后肺鳞癌细胞 β2-M(β2-微球蛋白)的表达状况 ,旨在了

解TGF-β1对人肺鳞癌细胞(MHCⅠ)类抗原表达的影响 ,

初步探求 TGF-β1在其生长过程中的作用。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　一般资料　　本实验原代培养的肺鳞癌细胞均取自肺鳞
癌患者手术切除的癌组织 ,共 18例 ,男性 14例 ,女性 4 例。年龄

33～ 71岁 ,平均为 52.4 岁。其中低分化鳞癌 7 例 ,中分化鳞癌 6

例, 高分化鳞癌 5例。所有病例均经术后病理组织切片证实。
1.1.2　主要试剂　　IV 型胶原酶(Sigma 北京邦定公司分装),

胰蛋白酶(北京中山公司 进口分装), RPMI-1640培养基(GIBCO

美国), rhTGF-β1(BM 公司 德国), rhINF-γ(珠海丽珠生物工程制

药厂),鼠抗人 β2-M 抗体(北京中山公司 进口分装), 羊抗鼠

IgG-FITC 荧光抗体(北京中山公司 进口分装)。
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1.2　方法
1.2.1　肺鳞癌细胞的分离及培养[1 ～ 3] 　　无菌条件下切取新
鲜无坏死的肺癌组织块 ,立即浸入含 5%小牛血清的 1640 培养

液 ,室温下 2 h 内进行如下处理:将肿瘤组织剪成 1 mm×1 mm

×1 mm 的组织块 ,加入 0.1%IV胶原酶溶液 , 置 37℃, 5% CO2

的培养箱中消化 2～ 4 h。消化后的单细胞悬液经 100 目钢网过

滤 、不连接密度梯度离心后 , 重悬于含 20%小牛血清的 1640 培

养液 ,调整细胞浓度 105 ～ 106 ml ,移入预先用 1%醋酸鼠尾胶原
被覆后的无菌培养瓶中 ,置 37℃、5% CO2 的培养箱中培养 6 ～

10 d 后 , 将培养细胞制成涂片 , MGG(may-Griunwald-Giemsa)染
色 ,显微镜下观察杂细胞<5%时 ,培养的原代细胞为纯化的肺
鳞癌细胞。 肺鳞癌培养细胞的鉴定:所培养细胞均送样本 HE

染色 , 并与手术标本的病理切片对照 , 根椐肿瘤组织学及形态
特征进行细胞鉴定及分级。
1.2.2　rhTGF-β1 对 rhINF-γ诱导人肺鳞癌细胞 β2-M 表达的影

响[ 4] 　　采用间接免疫荧光法 ,流式细胞仪检测。取贴壁生长
良好的肺鳞癌原代培养细胞 ,经 0.25%胰酶溶液消化 、离心后 ,
重悬于含 5%小牛血清 1640 培养液 , 0.2%台盼蓝染色 , 镜下观
察细胞活力>90%,调整细胞数为 5×106 ml。取 96孔板 ,每份
样品按表 1加样 , 见表 1。

表 1　实验加样

Tab 1　Sample composition

Control rhTGF-β1+rhINF-γ rhINF-γ
Cellular suspension 100μl 100μl 100μl

1640 so lution 100μl   
rhINF-γ   100μl

rhTGF-β1+rhINF-γ  100μl  

Final concentrat ion:rhTGF-β1:1 ng ml;rhINF-γ:100 U ml
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　　加样后置培养箱培养 72 h , 0.25%胰酶溶液消化 、离心后 ,

加入 70%酒精吹打固定后 , 4℃保存(不超过两周)。固定细胞
PBS洗两遍 , 分别加入鼠抗人 β2-M 抗体工作液(1∶100)100μl ,

吹打散开 ,置 4℃冰箱 , 30 min 后 ,弃上清 , PBS 洗两遍 , 吸尽残留
液体后 , 向其中加入羊抗鼠 IgG-FITC 荧光二抗工作液(1∶20),

置4℃冰箱 , 1 h 后 , 弃上清 , PBS 洗两遍立即上流式细胞仪检
测。流式细胞仪测定每 104 个细胞中荧光阳性细胞标记率及

平均荧光强度 ,结果以频道数分布组方图表示 。

1.3　统计学处理
　　所测数据均以 x±s表示 , 采用 SPLM 软件进行χ2 分析。

2　结果

　　rhTGF-β1对 rhINF-γ诱导肺鳞癌细胞 β2-M表达的影响,见表2。

表 2　FCM检测各组细胞荧光阳性率和平均荧光强度( x±s)

Tab 2　FITC positive rate and mean intensity( x±s)

Well-differentiated Moderately-differentiated Poorly-differentiated

Positive rate(%) Mean intensity(%) Positive rate(%) Mean intensity(%) Positive rate(%) Mean intensity(%)

Control 21.84±1.65 55.33±3.29 17.92±2.51 58.54±2.75 14.32±2.07 55.16±2.19

rhINF-γ 25.97±1.88＊ 66.54±2.81＊ 23.83±2.95＊ 64.47±3.07＊ 18.08±1.97＊ 60.73±3.04＊

rhTGF-β1+rhINF-γ 20.30±1.99■ 54.73±3.05■ 17.39±3.14■ 57.06±1.95■ 13.89±1.96■ 54.14±3.14■

P value >0.05 >0.05 >0.05

＊:P<0.01 vs Control;■:P<0.01 vs rhINF-γ

　　从表 2可以看出 , rhINF-γ可显著诱导各组癌细胞 β2-M 表

达增加 , 而 rhTGF-β1 可显著抑制 rhINF-γ对各组癌细胞 β2-M 的

诱导表达 ,这种变化与肿瘤分化程度无关。

3　讨论

　　Czarniecki等
[ 5]
首先发现 ,TGF-β1 可抑制 INF-γ诱

导Hs294T细胞株细胞 HLA-DR(MHC Ⅱ类抗原)和 β2-

M(MHCⅠ类抗原)的表达 。Ma 等
[ 6]
在对葡萄膜黑色

素瘤细胞的研究中也有相同结果。我们的实验结果也

显示:TGF-β1 能够显著抑制 INF-γ诱导人肺鳞癌 MHC

Ⅰ类抗原的表达 ,这种抑制作用与其分化程度无关。
Pison等

[ 7]
认为 ,TGF-β1 能够减少靶细胞 INF-γ受体表

达 ,从而抑制了 INF-γ的诱导作用 ,因此单独使用TGF-

β1 对肿瘤细胞 MHC抗原的表达没有影响。

　　主要组织相容性复合体(Major histocompatibility

complex ,MHC)是一组编码主要组织相容性抗原的基

因 ,其蛋白质产物则为 MHC抗原 ,分为 Ⅰ类 、Ⅱ类 、Ⅲ
类 ,均表达于细胞膜表面 ,其中 Ⅰ类抗原分布最为广

泛 ,存在于所有有核细胞的表面 , β2-M(β2-微球蛋白)是

Ⅰ类抗原的轻链 ,因此检测 β2-M 即可反映MHCⅠ类抗

原表达状况
[ 8]
。在免疫系统识别和杀伤肿瘤细胞的过

程中 ,发挥主要作用的CTL(Cytotoxic T lymphocyte ,细胞
毒性T 淋巴细胞)除识别肿瘤特异性抗原外 ,必须同时

识别肿瘤细胞表面的 MHCⅠ类抗原分子 ,否则免疫反
应不会发生 ,肿瘤细胞也不会被淋巴细胞识别和杀伤 ,

这就是 MHC 限制(MHC restriction)。因此肿瘤细胞

MHCⅠ类抗原表达的强弱 ,直接影响 CTL 对肿瘤细胞

的识别和杀伤
[ 9]
。INF-γ(γ-干扰素)主要由激活的淋

巴细胞(CTL 、NK 细胞等)产生和释放 ,是免疫反应重

要的参与者和调节者 。INF-γ可诱导肿瘤细胞的MHC

Ⅰ类抗原表达 , 使 CTL 与肿瘤细胞的特异性抗原和

MHCⅠ类抗原结合 ,并对肿瘤细胞进行识别和杀伤;同

时 , INF-γ还可增强 CTL 、NK细胞 、巨噬细胞等免疫细
胞对肿瘤细胞的杀伤活性

[ 10]
。

　　TGF-β1 是一种多功能细胞因子 ,广泛参与胚胎的

形成和发育 、免疫系统的调节 、组织的损伤与修复等多

种生理病理过程
[ 11]
。近年的研究发现 ,在许多肿瘤组

织和细胞中 ,TGF-β1 表达高于正常组织和细胞
[ 12, 13]

。

　　由于肿瘤细胞大量分泌 TGF-β1 ,不仅不能抑制肿

瘤细胞自身生长 ,同时还以旁分泌的形式 ,影响肿瘤细

胞局部的生长环境:①抑制 INF-γ诱导肿瘤细胞 MHC

抗原的表达 ,逃避淋巴细胞对肿瘤细胞的识别和杀伤。
②抑制 CTL、LAK 、NK细胞等免疫细胞的增殖及杀瘤

活性
[ 14]
。③抑制 IL-2 、IL-1等免疫因子的表达 ,并拮抗

其抗肿瘤免疫的活性
[ 15]
。通过以上途径 ,肿瘤细胞得

以逃避机体的免疫监视 。由此可见 ,TGF-β1 为肿瘤细

胞不断生长营造了良好的局部环境和有利的生存空

间。因此 ,在肿瘤的生长过程中 , TGF-β1 间接地发挥

了促进肿瘤细胞生长的作用。
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24 h动态脑电图对癫疒间的诊断价值

Diagnostic value of 24 hour dynamic electroencephalogram on epilepsia

王惠玉 ,朱德辉 ,陈　莉　　(第三军医大学附属西南医院神经内科 , 重庆 400038)

　　普通脑电图(EEG)对脑部疾病能够提供有价值的资料已为

人所共识 , 特别是对于癫疒间的诊断 , 其作用几乎是不可缺的。

但是普通 EEG 在临床应用中由于受到常规检查时间的限制和

在发作间期检查常难有阳性所见[ 1] 。 为了提高 EEG的辅助诊

断能力 ,近年来动态脑电图(AEEG)24h 连续监测已逐渐推广应

用 ,提高了癫疒间病人脑电检查的阳性率和疒间样放电的检出率。

本研究通过对84 例癫疒间病人24 h 的AEEG监测 ,分析其对癫疒
间的诊断价值。

1　资料与方法

1.1　一般资料
　　所选 84 例患者中 , 男 51 例 , 女 33 例。年龄 7 个月至 53

岁 ,平均 31 岁。病程≤1 年 35 例 , 2～ 5 年 24例 , 6～ 9 年 15 例 ,

≥10 年9 例。其中脑伤史及产伤史 11例 , 脑梗塞史12 例 , 脑炎

史4 例 , 脑先天发育不良史 8 例 , 癫疒间家族史 21 例 , 脑肿瘤 6

例 ,动静脉畸形 3 例。发作类型:强直阵挛发作 33 例(39%), 单

纯部分性发作 27例(32%), 复杂部分性发作 2 例(2%),头痛性

发作 9例(11%), 失神发作 5 例(6%), 颞叶癫疒间 5 例(6%), 非

典型发作 3例(4%)。 84 例患者均查 EEG 1 ～ 3 次。

1.2　方法
　　应用丹麦SYNCMASTER 750 型 8道动态脑电图记录仪作连

续24 h 的脑电活动监测 ,按国际10 20 系统放置头皮电极 , 检查

开始时向患者解释检查方法和意义 ,其间嘱病人闭目清醒状态

下休息 10 min 并做5 min过度换气。请病人或家属详细记录监
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测24 h 内各项活动及不适感觉 , 睡眠时间及发作时间等 ,以便

回放分析时参考。24 h 监测结束后 , 取回闪光卡放置 AEEG 主

机回放系统 ,选择时间常数 0.3 s ,滤波 30 Hz。分析清醒 、安静 、

闭目状态下的常规记录 ,过度换气后的脑电活动情况及睡眠中

的 EEG 表现 ,睡眠脑电图的时相分析按照睡眠周期分为非眼球

快速运动睡眠(MREM)Ⅰ Ⅱ 、Ⅲ 、Ⅳ期及快速眼球运动睡眠

(REM)期 ,分析按照黄远桂等的标准进行诊断[ 2] 。

2　结果与分析

2.1　AEEG与 EEG比较
　　常规 EEG 记录到 ,疒间样放电 17 例(20%)。AEEG记录到 66

例(79%),χ2 检验两者比较有显著差异(P <0.02 , P <0.01),

且AEEG监测中 18 例(21%)有临床发作。

2.2　临床发作出现率
　84 例癫疒间患者中 , 69 例 EEG 检查 , 除 2 名(3%)出现临床发

作 ,其余均未发现临床发作;AEEG 监测中 18 例(21%)出现临

床发作 ,其中单纯部分性发作 7 例 , 复杂部分性发作 4 例 ,肌阵

挛 1例 , 失神发作 4例 , 混合型 2例。

2.3　疒间样放电的部位
　　检出 66 例疒间样放电患者中 ,前颞区 17例 、前至中颞区 13

例 、额区 8 例 、额中央区 7 例 、中央顶区 3 例 、顶枕区 6 例 、一侧

半球 5例 、两半球 3例 、枕区 4例 , 涉及额 、前颞区 53 例(80%)。

2.4　癫疒间放电出现的时间
　　66 例疒间样放电者中 ,出现在清醒期者 11 例(17%), 出现于

睡眠中 31 例(47%), 出现于清醒及睡眠中 24 例(36%)。于睡

眠中出现者 55例次(83%), 清醒时出现者 35 例次(53%)。

　　55 例睡眠中出现癫疒间样放电:出现于 NREM Ⅰ、Ⅱ期者 32 例
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