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摘要院目的 研究干扰素-酌渊IFN-酌冤对乳腺癌细胞表面 HLA-玉类分子表达的影响袁并探讨其在乳腺癌治疗中的免疫作用机
制遥 方法 培养乳腺癌 SKBR3细胞株袁根据 IFN-酌浓度将其分为 25 U/ml尧50 U/ml尧100 U/ml组袁未加药组为空白对照组遥 通
过实时荧光定量 PCR和流式细胞术实验检测经不同浓度 IFN-酌作用后的乳腺癌 SKBR3细胞内 HLA-玉 mRNA的含量袁以
及表面的 HLA-玉类抗原的表达遥 结果 实时荧光定量 PCR结果显示袁 空白对照组尧25 U/ml尧50 U/ml尧100 U/ml组 HLA-玉
mRNA的表达量分别为渊1.00依0.00冤尧渊2.26依0.54冤尧渊3.89依0.81冤尧渊5.94依0.97冤袁三个浓度组均较空白对照组表达量高渊 约0.05冤曰
流式细胞术结果显示袁 空白对照组尧25 U/ml尧50 U/ml尧100 U/ml组细胞表面 HLA-玉蛋白表达量为 渊14.87依2.80冤尧渊44.33依
3.36冤尧渊48.80依2.63冤尧渊56.77依1.93冤袁三个浓度组均高于对照组渊 约0.05冤遥 结论 IFN-酌上调乳腺癌细胞 HLA-玉类抗原的表达
有利于抗乳腺癌作用遥
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Effect of Interferon-酌 on HLA-玉 Expression in Breast Cancer Cells
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Abstract：Objective To investigate the effect of interferon-酌 (IFN-酌) on the expression of HLA class 玉 molecules on breast cancer cells and to
explore its immune mechanism in the treatment of breast cancer. Methods Breast cancer SKBR3 cell line was cultured and divided into 25 U/ml,50
U/ml and 100 U/ml groups according to IFN-酌 concentration. The untreated group was a blank control group. Real-time quantitative PCR and flow
cytometry were used to detect the content of HLA-玉 mRNA and the expression of HLA-玉 antigen on the surface of breast cancer SKBR3 cells
treated with different concentrations of IFN-酌. Results The real-time PCR results showed that the expression levels of HLA-玉 mRNA in the blank
control group, 25 U/ml, 50 U/ml and 100 U/ml were (1.00依0.00),(2.26依0.54),(3.89依0.81),(5.94依0.97),the three concentration groups were higher than
the blank control group ( <0.05); the flow cytometry results showed that the blank control group, 25 U/ml, 50 U/ml The expression of HLA-玉 protein
in the cell surface of the 100 U/ml group was (14.87依2.80), (44.33依3.36), (48.80依2.63), (56.77依1.93), and the three concentration groups were higher
than the control group ( <0.05). Conclusion IFN-酌 up-regulates the expression of HLA-玉 antigen in breast cancer cells, which is beneficial to the
anti-breast cancer.
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乳腺癌（Breast cancer）是目前世界上第 2大常
见的恶性肿瘤，位居女性恶性肿瘤第 1位。发病率
占成人恶性肿瘤的 3%，仅次于肺癌。2018年新增的
乳腺癌病例超过 200万例[1]。尽管乳腺癌的早期筛
查、手术治疗、放化疗、内分泌治疗以及分子靶向治

疗已取得重大进展，但乳腺癌仍然是女性肿瘤死亡

的重大疾病[2]。肿瘤免疫理论认为免疫逃逸机制在
肿瘤的发生和发展过程中起着关键作用。近年来，

免疫逃避已被公认为癌症进展的标志[3]。MHC（人类
为 HLA）-玉类分子表达缺陷是肿瘤免疫逃逸的重
要机制。研究发现 IFN-酌可以上调多种肿瘤细胞表
面 MHC-玉类分子的表达，有利于阻断肿瘤免疫逃
逸。但对乳腺癌细胞表面 MHC-玉类分子表达的作
用有待进一步研究。本研究应用低表达 HLA-I的乳
腺癌细胞探索 IFN-酌对其细胞表面 HLA-玉类分子
表达的上调。

1材料与方法
1.1药品与试剂 DMEM细胞培养基、胰酶、PBS购
买自美国 Gibco 公司和胎牛血清购买自以色列 BI
公司。IFN-酌购于美国 peprotech公司；HLA-ABC抗
体购于天津三箭生物公司；HLA-ABC以及 GAPDH
引物购自 Invitrogen公司。SKBR3乳腺癌细胞为本
实验室保存。

1.2实验方法
1.2.1细胞培养 将乳腺癌 SKBR3细胞以 DMEM完
全培养基（含 10%胎牛血清），置于 5% 的 CO2恒温
恒湿培养箱中培养，待细胞密度达到 90%左右时传
代。弃去旧的细胞培养基，PBS漂洗细胞 2次，3 ml
0.25%胰蛋白酶消化 1.5 min，吸去胰酶，加入 10%胎
牛血清 DMEM 培养基 3 ml吹打成单细胞悬液，将
细胞悬液传至 3个新培养瓶中，加入 5 ml10%胎牛
血清 DMEM完全培养基继续培养。
1.2.2荧光定量 PCR 实时荧光定量 PCR实验组分
别加入终浓度为 25 U/ml、50 U/ml、100 U/ml IFN-酌，
未加药物组为空白对照组。用 TRIzol抽提各组细胞
总 RNA。按照 Thermo逆转录试剂盒说明书配置实
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验反应液，反转录反应参数为：42益1 h；72益5 min。
qPCR循环参数为：95益预变性 10 s后，随后按 60益
30 s，72益20 s进行 45个循环；实验以 GAPDH基因内
参表达水平为对照，以 2-吟吟Ct法分析细胞中 HLA-玉
类分子的 mRNA表达水平。扩增 HLA-I基因引物：
正向引物：5'-GCTACTACAACCAGAGCGAGG-3'，反
向引物：5'-GTGTGATCTCCGCAGGGTAGA-3'；扩增
GAPDH基因引物：正向引物：5'-GCACCGTCAAG原
GCTGAGAAC -3'， 反 向 引 物 ：5' -TGGTGAA原
GACGCCAGTGGA-3'。实验重复 3次。
1.2.3流式细胞术检测细胞表面 HLA-玉类分子 药

物处理同荧光定量 PCR。将各组细胞制成细胞悬
液，用含 1%胎牛血清的 PBS漂洗 3次。调整每组细
胞浓度为 1伊107个/ml。将每组细胞悬液分 2管，每
管 25 滋l，其中一管加 HLA-玉 FITC 单抗 1.5 滋l。另
一管加入同型对照 1.5 滋l。室温避光反应 40 min。加
入 1%胎牛血清 PBS 400滋l/管。采用流式免疫荧光
法（FACS）检测样品，每管样品分析 5000个细胞。实
验重复 3次。
1.3统计学分析 所有数据采用 SPSS 21.0 统计学软
件进行统计，计量资料采用（ 依）表示，行单因素方
差分析，组间比较用 Tukey检验，约0.05为差异有
统计学意义。

2结果
2.1 IFN-酌对 SKBR3乳腺癌细胞的 HLA-玉 mRNA
水平的影响 实时荧光定量 PCR 结果显示 IFN-酌
处理组细胞 HLA-玉 mRNA 表达量高于空白对照
组（ 约0.05），100 U/ml组最高。且 HLA-玉mRNA 表
达量随着 IFN-酌浓度的增加而增加，表明这个浓度
区间中，IFN-酌有诱导乳腺癌 SKBR3细胞 HLA-玉
mRNA的作用，具有浓度依赖性，差异有统计学意义
（ 约0.05），见表 1。

2.2 IFN-酌对 SKBR3乳腺癌细胞表面的 HLA-玉蛋
白表达的影响 流式细胞免疫荧光检测显示，经 25、
50、100 U/ml IFN -酌 处理的 SKBR3 细胞表面的
HLA-I的表达量高于空白对照组，差异具有统计学
意义（ 约0.05）。且随着 IFN-酌浓度的增高，细胞表面
HLA-玉的表达量增高，具有浓度依赖性，见表 2。

3讨论
免疫应答（Immune response）是指机体免疫系统

对体内抗原进行识别，继而清除抗原的一系列生物

学效应过程。T细胞是人体细胞免疫的主要细胞之
一，在抗肿瘤免疫机制中发挥着主导作用。肿瘤细胞

表面免疫抗原的丢失是肿瘤细胞逃避机体免疫的主

要原因之一，在肿瘤的发生发展中起着关键作用。提

高肿瘤表面的免疫抗原表达可增强肿瘤细胞的免疫

源性，同时提高 T细胞对肿瘤细胞识别度，达到抗
肿瘤的作用。HLA-玉参与人类免疫细胞识别肿瘤抗
原，在多种人类肿瘤细胞中存在着 HLA-玉抗原的
缺失。吴明雨等[4]研究发现低分化型口腔鳞状细胞
癌（OSCC）组织 HLA-B表达较正常组织和高分化
OSCC明显下调,可能与低分化型 OSCC出现较高的
淋巴道转移率相关,提示 HLA-B的表达下调可能在
OSCC淋巴道转移中有着重要意义。同时,HLA-B可
作为一项监测口腔鳞状细胞癌恶性程度与淋巴道转

移的指标。纪晓坤等[5]发现在人卵巢癌 SKOV3细胞
转染 Beclin1质粒后 HLA-玉、HLA-域表达量增加，
使卵巢癌细胞免疫应答增强。Chang C等[6]报道大部
分肿瘤中均存在 HLA-玉表达异常，并在对 100多
种肿瘤性损伤的研究中发现 16%~80%的损伤均出
现 HLA-玉的表达缺失或下降。由此可见 HLA-玉分
子的表达对肿瘤的发生、发展有关键作用。近些年来

兴起的肿瘤免疫疗法较传统治疗方法可显著提高患

者的生存质量。目前对乳腺癌的免疫疗法的研究相

对较少。IFN-酌作为重要的天然免疫调节剂，可上调
多种肿瘤细胞表面免疫分子的表达，从而增强免疫

细胞的抗原提呈作用，使 Th0细胞向 Th1分化[7]。同
时，IFN-酌还可刺激 APCs细胞，上调 IL-12、IL-27
和 CD86等的表达，促进了 Th1细胞的分化和细胞
毒性 T淋巴细胞（CTL）功能。此外，IFN-酌 可干扰
Th2，Th17、调节性 T细胞（Treg）等在肿瘤细胞免疫
逃避过程中起关键作用的细胞的分化[8]。李林卿等[9]

在对 271例乳腺癌手术患者的癌组织的检测中发现
其中有 92例患者的乳腺癌组织中 HLA-玉呈强阳
性表达，而 179 例表达下调；且 HLA-玉的表达量与
TNM分期早晚、有无淋巴结转移及血管侵犯均相

组别

空白对照组

25 U/mL
50 U/mL

100 U/mL

HLA-玉
14.87依2.80
44.33依3.36*

48.80依2.63*

56.77依1.93*#吟

表 2 不同浓度 IFN-酌作用后 SKBR3细胞表面
HLA-玉表达情况渊 依 袁%冤

注：*表示与空白对照组组比较，约0.05；#表示与 25 U/ml组比
较，约0.05；吟表示与 50 U/ml组比较，约0.05

组别

空白对照组

25 U/ml
50 U/ml

100 U/ml

HLA-ImRNA
1.00依0.00
2.26依0.54*

3.89依0.81*

5.94依0.97*#吟

表 1 不同浓度 IFN-酌作用后 SKBR3细胞 HLA-玉 mRNA
表达情况渊 依 冤

注：*表示与空白对照组组比较，约0.05；#表示与 25 U/ml组比
较，约0.05；吟表示与 50 U/ml组比较，约0.05
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关。HLA-玉表达下调者的无病生存率显著低于
HLA-玉表达阳性者。说明 HLA-玉分子的表达与乳
腺癌的发生和进展有着重要的相关性。研究表明

IFN-酌可抑制多种肿瘤细胞系生长（包括乳腺癌细
胞），而且对乳腺癌皮肤复发患者进行病灶内注射

IFN-酌可使皮肤损伤部分或完全消退[10]。但是其抗肿
瘤作用机制尚未完全清楚。据以往的研究发现[11,12]，
IFN-酌可上调结肠癌细胞、胃癌细胞表面 HLA-玉
分子表达。但对乳腺癌细胞表面 HLA-玉分子表达
的作用有待进一步研究。

本研究通过荧光定量 PCR实验和流式细胞术
检测观察到 IFN-酌在体外对乳腺癌细胞株 SKBR3
的 HLA-玉基因转录与空白对照组比较明显增加、
细胞表面 HLA-玉蛋白表达与空白对照组相比也明
显增加，且上调强度与干扰素的浓度呈剂量依赖的

关系。IFN-酌上调乳腺癌细胞的 HLA-玉表达，可抑
制肿瘤细胞的免疫逃避作用，增强免疫系统对肿瘤

细胞的识别，从而起到抗乳腺癌的作用。本研究为

乳腺癌的免疫治疗提供了一定的研究基础，也为以

后 IFN-酌联合其他药物治疗乳腺癌提供了实验基
础。总之，IFN-酌在乳腺癌治疗中的作用机制值得进
一步深入研究。
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