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应用流式细胞术检测胃癌移植瘤小鼠脾脏中
MDSC及 T淋巴细胞亚群的变化
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摘要院目的 观察胃荷瘤小鼠脾脏中髓源性抑制细胞渊MDSC)尧调节性 T细胞(Treg)和传统 T淋巴细胞群的变化遥 方法 随机将

30只 C57BL/6J小鼠分成荷瘤组和正常组袁荷瘤组小鼠模型右侧背部皮下注射小鼠前胃癌细胞袁正常组注射等量生理盐水袁待

肿瘤形成后袁 采用多色流式分析检测两组小鼠脾脏中MDSC尧Treg以及 CD4+和 CD8+T细胞数量和相应比例袁 膜联蛋白-V

渊Annexin-V冤染色检测 CD4+和 CD8+T细胞凋亡变化袁5-溴脱氧尿嘧啶核苷渊BrdU冤染色检测 CD4+和 CD8+T细胞增殖变化遥

结果 荷瘤组小鼠脾脏中MDSC和 Treg占总脾脏细胞中的数量和比例高于正常组袁CD4+和 CD8+T细胞数量和比例低于正常

组袁差异有统计学意义渊 约0.05冤遥 荷瘤组小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞增殖低于正常组袁CD8+T细胞凋亡高于正常组袁差异

有统计学意义渊 约0.05冤遥 结论 MDSC和 Treg细胞可积聚在胃荷瘤小鼠脾脏中袁且其能抑制 CD4+和 CD8+T细胞增殖和促进

CD8+T细胞凋亡遥
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Application of Flow Cytometry to Detect the Changes of MDSC and T Lymphocyte Subsets

in the Spleen of Mice with Gastric Cancer Transplantation
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Abstract：Objective To observe the changes of myeloid-derived suppressor cells (MDSC), regulatory T cells (Treg) and traditional T lymphocyte

populations in the spleen of mice bearing gastric tumors.Methods A total of 30 C57BL/6J mice were randomly divided into tumor-bearing group and

normal group. The right back of the tumor-bearing group was injected with mouse forestomach carcinona cell, and the normal group was injected with

the same amount of normal saline. After the tumor formed, polychromatic flow was used. Formula analysis was used to detect the number and

corresponding proportions of MDSC, Treg, CD4+ and CD8+ T cells in the spleens of the two groups of mice. Annexin-V (Annexin-V) staining was used

to detect the changes of CD4+ and CD8+ T cell apoptosis, 5-bromodeoxy Uracil (BrdU) staining was used to detect the proliferation of CD4+ and CD8+

T cells.Results The number and proportion of MDSC and Treg in the total spleen cells in the spleen of the tumor-bearing mice were higher than that

of the normal group, and the number and proportion of CD4+ and CD8+ T cells were lower than the normal group,the difference was statistically

significant ( <0.05).The proliferation of CD4+ and CD8+ T cells in the spleen of mice in the tumor-bearing group was lower than that in the normal

group, and the apoptosis of CD8+ T cells was higher than that in the normal group,the difference was statistically significant ( <0.05).Conclusion

MDSC and Treg cells can accumulate in the spleen of gastric tumor-bearing mice, and they can inhibit the proliferation of CD4+ and CD8+ T cells and

promote the apoptosis of CD8+ T cells.
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胃癌（gastric cancer）是消化道最常见的恶性肿

瘤，其死亡率约占所有癌症死亡率的 20%~30%，一

般患者的 5年生存率小于 20%，且大多预后较差[1]。

目前胃癌的致病机制尚不明确，认为肿瘤细胞可能

通过促进免疫细胞凋亡或抑制其功能从而获得免疫

逃逸。传统治疗方案如手术、放疗及化疗未能明显

改善患者的预后生存，但随着对胃癌生物分子学机

制的不断深入研究，肿瘤免疫治疗可能为胃癌治疗

方案提供新的思路。髓性抑制细胞（myeloid-derived

suppressor cells，MDSC）是一种异质性细胞，主要来

源骨髓组细胞和未成熟髓细胞。研究发现[2，3]，大量

MDSC积聚在荷瘤小鼠脾脏、血液及肿瘤组织或存

在肿瘤患者的外周血及肿瘤组织中。正常的免疫应

答反应是机体抵抗肿瘤细胞形成和发展的重要保护

因素，其中 CD8+T细胞介导的细胞免疫反应尤为突

出。在肿瘤微环境中，活化的 MDSC可通过直接或

间接作用发挥免疫抑制作用，产生免疫逃逸反应，从

而使肿瘤逃避机体的自身免疫监视体系，促进肿瘤

发展[4]。本研究建立小鼠胃癌皮下移植瘤模型，利用

流式细胞术检测荷瘤小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细

胞以及 MDSC和调节性 T细胞（Treg）的数量及相关

比例变化，并分析其相关 T淋巴细胞的增值和凋亡

反应，探讨 MDSC在胃癌免疫逃逸中可能的作用机

制，现报道如下。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1 实验动物 健康 6~8 周龄 C57BL/6J 小鼠 30

只，购自中国医学科学院医学实验动物研究所[许可
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证号：scxk（京）2019-0011]，在新疆医科大学大学实

验动物中心饲养。本实验设计经动物实验伦理审核。

1.1.2细胞株 小鼠前胃癌细胞株（mouse forestomach

carcinona cell，MFC）购自于中科院上海生命科学院。

1.1.3 仪器及试剂 红细胞裂解液，Fc 受体阻断剂

（2.4G2），相关流式抗体（BV421标记大鼠抗小鼠

CD25；BV605 标记大鼠抗小鼠 CD8a；Alexa FluorTM

647 标记大鼠抗小鼠；Foxp3 APC-cy7 标记大鼠抗

小鼠 CD11b。FITC标记大鼠抗小鼠 CD4；PE标记大

鼠抗小鼠 Gr-1；PE-cy7 标记大鼠抗小鼠 CD3），活

力染料 FVS510，荧光补偿微球及膜联蛋白-V（An原

nexin-V）凋亡染色试剂盒、5-溴脱氧尿嘧啶核苷

（BrdU）细胞增殖检测试剂盒均购自美国 BD bio原

science公司。流式细胞仪为 CytoFLEX和流式数据

分析软件为 Kaluza 2.0均购自美国 Beckman Coulter

公司。

1.2方法

1.2.1造模消化 收集对数生长期的 MFC细胞，PBS

洗涤 2次后，用 PBS制成细胞悬液，台盼蓝染色活

细胞比例大于 95%，并进行细胞计数，调整细胞浓

度为 1伊107/ml。采用随机数字表法将 30只小鼠分成

正常组和荷瘤组，每组 15只。对小鼠右侧背部皮肤

进行常规酒精消毒后，荷瘤组小鼠注射取 0.2 ml的

MFC细胞悬液，正常组小鼠注射等量的生理盐水。

1.2.2免疫细胞表面抗原染色 肿瘤形成约 2 周后

采用颈椎脱臼法处死小鼠，分离脾脏并将其制成

单细胞悬液，加入 Fc受体阻断剂 2.4G2，4 益下封

闭 10 min，然后加入活力染料 FVS510（1颐1000 稀

释），室温下孵育 15 min。用细胞缓冲液洗涤 2遍

后加入滴定的细胞表面抗体混合液，总反应体系

为 50 滋l，4 益下避光孵育 10 min，细胞缓冲液清洗

两遍后上机检测。采用 FMO 作为阴性对照，细胞

凋亡检测按照说明书操作。

1.2.3细胞内染色 制备脾脏单细胞悬液，在进行细

胞表面抗原染色后，染色缓冲液洗涤 2次后，加入

100 滋l细胞固定/打孔液，混匀后 4 益下避光放置

20 min。2次细胞固定/打孔缓冲液洗涤后，用 100 滋l

细胞固定/打孔缓冲液重悬后，加入滴定的 Foxp3抗

体，4 益下避光孵育 30 min。细胞固定/打孔缓冲液

洗涤 2次后上机检测。

1.2.4细胞增殖检测 小鼠 24 h腹腔内注射 BrdU溶

液，1 mg/只，连续注射 3 d。在处死小鼠制成脾脏单细

胞悬液后，先进行细胞表面染色，细胞经固定，破膜

后加入 DNase（1伊107/ml），37 益下避光孵育 60 min，

加入荧光素标记的 BrdU单克隆抗体染色，采用流

式细胞仪进行检测分析。

1.3统计学方法 采用 SPSS 17.0统计软件进行数据

分析，计量资料以（ 依）表示，组间比较采用 检验。

将 琢=0.05设为检验水准。

2 结果

2.1胃癌 MFC荷瘤小鼠肿瘤形成情况 胃癌移植瘤

接种小鼠后，第 6天可在体外触及约黄豆大小肿块，

约第 17天后肿块显著增大，其与正常组小鼠相比，

荷瘤组小鼠开始出现不同程度的消瘦、竖毛、蜷缩、

精神萎靡、懒动、活动量减少，成瘤率为 100.00%。

2.2荷瘤小鼠脾脏中 MSDC和 Treg细胞变化 在流

式数据分析中，应用 4个基本的二维散点图以消除

上样分析样本的碎片、死细胞，粘连体和不稳定的细

胞流见图 1。与正常组相比，荷瘤组 MDSC占脾细胞

的比例和数量升高，差异有统计学意义（ 约0.05）；荷

瘤组 CD3+CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例及数量较

正常组升高，差异有统计学意义（ 约0.05），见图 2、

表 1。

图 1 粘连体和不稳定的细胞流

图 2 小鼠脾脏中 MDSC和 Treg细胞
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组别

正常组

荷瘤组

15

15

MDSC比例（%）

3.24依1.39

26.56依3.91

5.862

0.000

MDSC数量（伊107）

0.42依0.01

1.94依0.58

2.365

0.023

Treg比例（%）

10.18依2.76

37.93依4.01

3.824

0.001

Treg数量（伊107）

0.12依0.03

0.29依0.05

2.122

0.004

表 1 两组小鼠脾脏中 MDSC和 Treg细胞比例及数量比较渊 依 冤

2.3荷瘤小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+ T细胞变化 荷瘤

组小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞所占脾细胞比例

和数量低于正常组，差异有统计学意义（ 约0.05），见

图 3、表 2。

2.4荷瘤小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞凋亡率与增

值率变化 荷瘤组 CD4+T细胞凋亡率高于正常组，

但差异无统计学意义（ 跃0.05）；荷瘤组小鼠脾脏

CD8+T细胞凋亡比例高于正常组，且 CD4+和 CD8+T

细胞增值率低于正常组，差异有统计学意义（ 约

0.05），见图 4、表 3。

图 3 小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞

图 4 小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞凋亡率与增值率

CD4+T细胞比例（%）

50.12依2.98

7.54依1.64

8.457

0.000

组别

正常组

荷瘤组

15

15

CD4+T细胞数量（伊107）

2.87依0.35

0.96依0.81

3.525

0.001

CD8+T细胞比例（%）

25.17依0.74

5.14依0.63

4.963

0.000

CD8+T细胞数量（伊107）

0.95依0.13

0.46依0.05

2.114

0.044

表 2 两组小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞比例及数量比较渊 依 冤

正常组 荷瘤组
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3讨论

肿瘤的发生与发展常伴随着机体自身的免疫功

能异常变化，且主要体现在各种功能性免疫细胞数

量或功能的改变。体内多种免疫细胞可杀伤或清除

肿瘤细胞，但传统 T细胞仍发挥着至关重要作用，

其中 CD8+效应性 T细胞可释放穿孔素或颗粒酶，分

泌肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）及表达膜型 FasL等机

制直接杀伤肿瘤细胞，而 CD4+效应性 T细胞可释放

Th1型细胞因子，促进 CD8的细胞毒性杀伤机制[5]。

然而，在机体抗肿瘤免疫应答过程中，肿瘤细胞却能

逃避机体免疫系统的攻击或抑制传统 T细胞免疫

应答，从而导致肿瘤细胞在体内进行性生长。MDSC

和 Treg细胞可发挥免疫抑制作用，其中人 MDSC定

义为 CD33+CD11b+HLA-DRlow/-，小鼠 MDSC 定义为

Gr1 +CD11b +[6]，而 Treg 是一群细胞表面高表达

CD25，胞内高表达 Foxp3转录因子的 CD4+T细胞亚

群。肿瘤部位的 MDSC可分泌白介素-10（IL-10）和

转化生长因子-茁（TGF-茁）等抑制免疫应答，而 Treg

细胞可通过细胞直接接触和分泌 IL-35 和 TGF-茁

等细胞因子抑制 T效应细胞增殖[7，8]。

MDSC是免疫抑制网络中主要的细胞群，其是

由早期髓源祖细胞、非成熟粒细胞、单核细胞以及不

同分化阶段的树突状细胞组成，可存在于肿瘤患者

外周血和大量积聚在荷瘤宿主外周淋巴和肿瘤组织

中[6]。本研究采取 MFC小鼠背部注射制备胃癌小鼠

模型，主要观察荷瘤小鼠脾脏中各种淋巴细胞的变

化，结果显示荷瘤小鼠脾脏中 MDSC和 Treg细胞较

正常组升高，而 CD4+和 CD8+T细胞比例和数量却呈

下降趋势（ 约0.05），其原因可能为这两类淋巴细胞

的增殖能力明显降低，且 CD8+T细胞的凋亡能力显

著升高。此外，MDSC的大量增殖和激活能诱导一氧

化氮合酶，精氨酸酶和活性氧的表达，从而导致精氨

酸的加速分解和一氧化氮的大量合成，而精氨酸的

缺乏会阻滞 T细胞的分化和增殖，且一氧化氮的积

聚会抑制 IL-2受体下游信号蛋白，从而抑制 T细胞

活化，并激活 Fas-FasL途径促进 T细胞凋亡[9，10]。此

外，CD8+T细胞 Fas表达的增加，也会增强肿瘤组织

MDSC和 Treg诱导凋亡的敏感性。

总之，胃荷瘤小鼠脾脏中 MDSC和 Treg细胞比

例和数量增加，而具有抗肿瘤细胞作用的 CD4+和

CD8+T细胞数量降低，增殖受阻和凋亡增加，提示肿

瘤形成和发展过程中机体免疫功能的复杂变化，且

主要表现为抑制肿瘤作用减弱，促进肿瘤进展因素

增强。因此，如何扭转这一免疫功能变化，将会为临

床胃癌患者的治疗提供新的方向，但具体免疫细胞

在肿瘤微环境中所起的作用仍需进一步研究阐明。
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CD4+凋亡率

11.94依3.96

13.94依1.45

2.543

0.017

组别

正常组

荷瘤组

15

15

CD8+凋亡率

3.74依1.07

5.53依0.84

2.087

0.046

CD4+增值率

9.32依1.65

2.96依0.47

4.352

0.000

CD8+增值率

5.94依0.43

1.33依1.59

6.113

0.000

表 3 两组小鼠脾脏中 CD4+和 CD8+T细胞凋亡率与增值率比较渊 依 袁%冤
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