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摘要院目的 研究乳腺癌多药耐药细胞人类白细胞抗原渊HLA冤和免疫共刺激分子 B7 的表达袁探讨乳腺癌多药耐药与免

疫逃避的关系遥方法 应用免疫荧光 - 单克隆抗体直接标记的流式细胞技术袁检测并分析比较阿霉素和长春新碱耐药的

乳腺癌细胞渊MCF-7/ADR冤及其化疗敏感的亲本细胞渊MCF-7冤HLA 和 B7 分子渊B7-1/CD80尧B7-2/CD86冤的表达遥结果

MCF-7/ADR 细胞多药耐药糖蛋白P-170 表达的阳性细胞百分率渊PECR冤和平均相对荧光强度渊RLFI冤分别为 85.3%和

40.65依5.54袁明显高于 MCF-7 细胞 (分别为 3.38%尧5.13依3.27, 孕<0.001尧孕=0.0030)遥 MCF-7/ADR 细胞 HLA-Ⅰ表达的

PECR 和平均 RLFI分别为 76.26% 和 51.77依7.55袁明显低于敏感细胞 MCF-7 渊分别为 98.22% 和 129.08依9.97, 孕<0.001冤曰
MCF-7/ADR 细胞 HLA-DR 的 PECR 和平均 RLFI 分别为 13.92%尧19.20依5.23袁MCF-7 细胞分别为 10.06%尧19.20依5.23曰
两种细胞 B7-1 表达的 PECR 和平均 RLFI 没有显著差异 (孕=0.348, 孕=0.105)遥敏感细胞 B7-2 表达的 PECR 为 14.4%袁平

均 RLFI 为 11.72依4.15袁MCF-7/ADR 细胞分别为 1.28%渊孕=0.011冤尧30.06依3.20 渊孕=0.026冤遥 结论 乳腺癌多药耐药细胞

HLA 和 B7 分子表达与敏感细胞有显著区别袁主要表现为 HLA-Ⅰ类分子表达下调袁表明乳腺癌多药耐药细胞存在

HLA-I 相关的免疫逃避机制遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押 韵遭躁藻糟贼蚤增藻TostudytheexpressionofHLA andco-stimulatorymoleculesB7inhumanbreastcancercellswith
multidrugresistance (MDR) phenotypeandexplorethe correlationbetweenMDRmechanismsandimmuneevasionofthe
cancercells. 酝藻贼澡燥凿泽Theexpressions of HLA-I, HLA-DR, B7(CD80, CD86) andP-170(a170000membraneprotein
encoded byMDR gene) in human breast cancer celllineMCF-7 and its adriamycin-resistant subline MCF-7/ADR were
analyzed comparativelyusingflowcytometer(FCM). 砸藻泽怎造贼泽MTTassayandFCManalysisindicatedthattheMCF-7/ADR
cellswithhigherpositivityrateforP-170expression (85.3%) weremoreresistanttoadriamycinandvincristinethanthe
MCF-7cells.Thepositivecellpercentageandmeanrelativelinearfluorescenceintensity(RLFI)forHLAclass Ⅰ inMCF-7/
ADR cellswere76.26%and51.77依7.55respectively, significantlylowerthanthoseinMCF-7cells 渊98.22% and129.08依
9.97, 孕<0.001冤. The2indicesforHLAclass Ⅱ inMCF-7/ADRcellswere13.92%and19.20依5.23, also lowerthanthose
measuredinMCF-7cells (10.06%, 孕<0.001and16.70依2.37, 孕=0.173). CD80expressioninthe2celllineswassimilarin
termsofthepositivecellpercentage(2.08%to1.84%, 孕=0.348)andthemeanfluorescenceintensity(12.76依2.03to21.13依
3.77, 孕=0.105).CD 86-positivecellpercentageinMCF-7/ADRcells(14.4%)washigherthanthat inMCF-7cells(1.28%, 孕=
0.001),buttheRLFIofCD86inMCF-7/ADRcells(11.72依4.15)waslowerthanthatinMCF-7cells(30.06依3.20, 孕=0.026).
悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽Significantly down-regulated HLA class Ⅰ expression and enhanced HLA class Ⅱ expression along with
alteredexpressionofB7moleculesarepresentinMCF-7/ADRcells, indicatingthatthedown-regulationofHLA-Ⅰ molecule
expressionmaybeoneoftheimportantmechanismsofimmuneevasioninMDRbreastcancercells, whichmaybereversed
byup-regulationofHLA-Ⅰ expression.
运藻赠憎燥则凿泽押breastneoplasms;drugtolerance;HLAantigens;co-stimulators;drugresistance,multiple

人类白细胞抗原 渊HLA冤和免疫共刺激分子 B7
渊B7-1/CD80尧B7-2/CD86冤是机体免疫细胞和肿瘤细

胞相互作用的两个重要分子咱1~3暂遥HLA 通过与抗原结

合形成野HLA- 抗原冶复合物袁供 T 细胞受体 TCR 识

别袁产生 T 细胞激活的第一信号曰B7 分子与 T 细胞

上相应配体结合而产生共刺激信号袁决定 T 细胞是

否激活及激活状态袁缺乏共刺激信号将导致 T 细胞

无能袁使特异性抗原不能激活相应 T 细胞遥在一些肿

瘤细胞和肿瘤浸润性淋巴细胞渊TIL冤检测到 HLA 和

B7 分子表达水平降低袁这是近年发现的肿瘤细胞逃

避机体免疫识别和攻击的重要分子机制咱1~4暂遥多药耐

药渊Multidrugresistance, MDR冤是影响乳腺癌化疗效
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图 1 流式细胞仪检测乳腺癌细胞 MCF-7 和多药耐药细胞 MCF-7/ADR 多药耐药糖蛋白 P-170 的表达
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果的主要障碍咱5~6暂遥有关乳腺癌多药耐药细胞 HLA 和

B7 表达及其与乳腺癌多药耐药有何关系袁乳腺癌耐

药细胞是否存在 HLA 和 B7 相关的免疫逃避机制未

见报道袁我们对此进行研究遥

1 材料与方法

1.1 细胞株

以人乳腺癌细胞株 MCF-7 及其阿霉素耐药株

MCF-7/ADR 细胞渊购自北京肿瘤研究所冤为研究对

象袁由 DMEM 细胞培养基尧10%渊体积分数冤胎牛血清

和 L- 谷氨酰胺渊FracoCo.冤配制成培养液遥培养的细

胞株置 37 益尧5%渊体积分数冤CO2 饱和湿度下常规培

养传代遥耐药细胞培养液中加入盐酸阿霉素渊ADR袁
日本美露香株式会社袁批号 9804E2冤袁浓度为 2ng/L遥
观察细胞生长状况并确保细胞生长良好遥
1.2 试剂和仪器

荧光素渊FITC冤标记的鼠抗人 HLA-Ⅰ 单克隆抗

体 渊IgG-2a冤尧HLA-DR 单 克 隆 抗 体渊IgG-2b冤尧CD80
渊B7-1冤单克隆抗体渊IgM冤尧CD86渊B7-2冤单克隆抗体

渊IgG1冤以及 FITC 标记的同型阴性对照单克隆抗体

鼠 IgG-2a尧IgG-2b尧IgM尧IgG1 购 自 加 拿 大 Caltag
Laboratories遥FITC 直接标记的鼠抗人多药耐药糖蛋

白 P-170 单克隆抗体渊IgG1冤和 FITC 标记鼠 IgG1 阴

性对照抗体购自法国 ImmuneTechCo.遥所用流式细

胞仪渊FCM冤为美国 BD 公司生产的 ELITE 临床应用

研究型流式细胞仪遥
1.3 耐药性鉴定

应用改良的四甲基偶氮唑盐渊MTT冤法咱7暂进行耐

药性检测袁观察耐药细胞对 ADR 和硫酸长春新碱

渊VCR袁广州明星制药厂冤的半数抑制浓度渊IC50冤值遥采

用 FITC 直接标记的鼠抗人多药耐药糖蛋白 P-170 单

克隆抗体检测耐药细胞 P-170 表达袁并与敏感细胞进

行比较遥
1.4 FCM 分析

取对数生长期的敏感细胞和耐药细胞袁分别收

集尧制备单个细胞悬液袁用 0.01mmol/L尧pH7.4 的不

含钙镁离子的 PBS 洗 2 次袁70 滋m 尼龙网过滤袁加入

PBS袁制成单个细胞悬液袁细胞计数为 渊2~3雪伊106 /ml遥
然后按每管 0.5ml 分别加入作有不同标号的测试管

和对照管遥测试管分别加入 FITC 标记的 HLA-Ⅰ 尧
HLA-Ⅱ 尧B7-1尧B7-2 单克隆抗体 10 滋l曰同型对照管

加入相应的同型对照抗体遥37 益避光孵育 30min 后袁
上机检测遥重复实验 3 次遥
1.5 数据资料分析

采用 FCM 点密度双参数图和三维数据曲线分

析图袁比较 MCF-7尧MCF-7/ADR 细胞 HLA-Ⅰ尧HLA-
Ⅱ尧B7-1尧B7-2 表达情况遥应用 SPSS10.0 对数据进行

统计分析袁比较 IC50 值尧HLA和 B7 表达的阳性细胞百

分率和平均相对荧光强度袁分别采用 字2 检验与 贼检验遥

2 结果

2.1 耐药性比较

体外药敏试验 渊MTT 法冤结果表明袁ADR尧VCR
对敏感细胞 MCF-7 的 IC50 分别为(0.52依0.18)尧(0.75依
0.41) 滋g/ml袁对耐药细胞 MCF-7/ADR 的 IC50 分别为

(25.75依5.84)尧(10.44依1.57) 滋g/ml袁是敏感细胞的 49.5
倍和 13.9 倍 渊贼=7.25, 8.47; 孕=0.018, 0.014冤遥FCM 检

测结果 渊图 1冤表明袁MCF-7 细胞多药耐药糖蛋白

P-170 阳性细胞百分率和平均相对荧光强度分别为

3.38% 和 (5.13 依3.27)袁MCF-7/ADR 细 胞 则 分 别 为

85.3%和 40.65依5.54遥耐药细胞 P-170 表达明显高于

敏感细胞渊字2 =6797.99熏孕<0.001; 贼=19.38, 孕=0.003冤遥
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图 2 乳腺癌细胞 MCF-7 和多药耐药细胞 MCF-7/ADRHLA 和 B7 表达的流式细胞仪检测
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2.2 HLA 和 B7 的表达

FCM 检测敏感细胞 MCF-7 和耐药细胞 MCF-7/
ADR HLA 和 B7 表达结果见图 2袁MCF-7/ADR 细胞

HLA-Ⅰ 表达的阳性百分率和相对荧光强度分别为

76.26%尧51.77依7.55袁MCF-7 细胞则分别为 98.22%尧
129.08依9.97袁两者比较有显著差异 渊字2=1 083.03,
孕<0.001; 贼=6.49, 孕=0.023冤遥耐药细胞 HLA-DR 表达

阳性百分率为 13.92%袁较敏感细胞渊10.06%冤高渊字2=
3.788, 孕=0.052冤曰两种细胞 HLA-DR 相对荧光强度分

别为 19.20依5.23尧16.70依2.37袁没有显著差异渊贼=2.082,
孕=0.173冤遥敏感细胞和耐药细胞 B7-1 表达的阳性细

胞百分率分别为 2.08%尧1.84%袁平均相对荧光强度分

别为 12.76依2.03尧21.13依3.77袁两种细胞 B7-1 表达没

有显著差异 渊字2 =0.876, 孕=0.348; 贼=2.83, 孕=0.105冤遥敏

感细胞 B7-2 表达阳性细胞百分率为 14.4%袁高于耐

药细胞的 1.28%渊字2=12.18, 孕=0.001冤曰其平均相对荧

光强度为 11.72依4.15袁低于耐药细胞的 30.06依3.20
渊贼=6.097, 孕=0.026冤遥

3 讨论

HLA 和 B7 是机体免疫识别尧抗原递呈以及免疫

细胞激活和杀伤靶细胞的重要分子遥正常人体内

HLA-Ⅰ类分子几乎分布于全部有核细胞表面袁作为

人体主要组织相容性抗原袁并参与内源性抗原渊如肿

瘤抗原和病毒抗原冤的加工和提呈袁激活特异性 CD8+

细胞毒性杀伤淋巴细胞渊CTL冤袁在移植免疫和抗肿瘤

免疫中发挥关键性作用曰HLA-Ⅱ类分子主要分布于

抗原提呈细胞和激活的 T 细胞尧B 细胞尧单核巨噬细

胞等免疫效应细胞表面袁参与外源性抗原渊如细菌蛋

白冤的加工尧提呈和免疫效应过程遥B7 分子主要表达

在活化的 B 细胞尧树突状细胞及单核细胞袁非免疫细

胞 B7 分子几乎不表达遥在树突状细胞尧郎罕氏细胞

等多种抗原提呈细胞袁B7-1尧B7-2 可同时表达袁并受

干扰素渊IFN冤-酌尧白细胞介素渊IL冤-4尧5尧12 和粒细胞 -
单核细胞集落刺激因子渊GM-CSF冤等多种细胞因子

调节咱2暂遥
已有研究表明袁一些免疫性疾病的发生与 HLA

和 B7异常表达有关咱1尧2暂遥在恶性淋巴瘤尧结肠癌尧恶性

黑色素瘤等细胞也检测到 HLA 和 B7 分子异常表

达袁并证实与肿瘤免疫耐受有关咱3尧4暂遥本研究发现袁多

药耐药细胞 MCF-7/ADR HLA-I 类分子表达明显低

于其化疗敏感的亲本细胞 MCF-7袁HLA-II 类分子则

略有升高曰B7-1 分子表达变化不大袁而 B7-2 表达则

较亲本细胞减少袁表明乳腺癌多药耐药细胞也存在

HLA 和 B7 相关的免疫耐受机制遥有关乳腺癌多药耐

药细胞是否存在 HLA 和 B7 分子结构和功能改变需

要进一步研究遥
肿瘤细胞 HLA 和 B7 分子异常表达的原因和机

制目前还不清楚遥根据临床观察袁肿瘤细胞 HLA 和

B7 异常表达与肿瘤组织类型尧恶性程度及临床分期

有一定关系咱1尧2暂遥Lollini 等咱9暂将大鼠原癌基因 灶藻怎与乳

腺癌病毒长末端重复序列连接袁转导诱发鼠乳腺癌袁
发现 匀藻则- 2 /灶藻怎转基因可导致主要组织相容性复合

体渊MHC冤-I 类分子低表达并使特异性 CTL 对其杀伤

作用明显减弱袁说明癌基因的表达可能抑制了 MHC
的正常表达遥Kono 等咱10暂在体外将 HLA-A2 及 Her-2
阳性表达的卵巢癌细胞与 HLA-A2 限制性抗 Her-2
的 CTL 共育袁结果导致了部分肿瘤细胞 HLA-A2 表

达降低袁并且逃避了特异性 CTL 的攻击遥可见袁肿瘤

细胞在与免疫细胞的相互作用过程中袁其 MHC 表达

可发生改变遥本研究首次发现袁乳腺癌耐药细胞 MDR
表型也伴有 HLA 和 B7 分子表达的变化袁提示乳腺

癌 MDR 的出现可能引起了 HLA 和 B7 分子表达的
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改变遥有关肿瘤多药耐药与 HLA 和 B7 表达的相互

关系和机制我们正在进行深入研究遥
乳 腺 癌 多 药 耐 药 涉 及 多 药 耐 药 基 因 皂凿则和

糟-枣燥泽尧糟-皂赠糟等癌基因的异常表达袁以及拓扑异构酶

Ⅱ尧谷胱甘肽 S 转移酶 仔活性和功能改变等多种机

制遥为了逆转乳腺癌多药耐药袁提高耐药细胞对化疗

药物的敏感性袁有人应用反义核酸技术和核酶切割

皂凿则基因的方法来抑制 皂凿则的表达尧应用维拉帕米和

环胞素 A 抑制多药耐药糖蛋白 P-170 的活性以及应

用中医中药等多种方法进行了研究袁但是袁到目前为

止袁上述方法都未能取得理想的临床应用效果咱5尧6暂遥大

剂量化疗加自体造血干细胞移植因存在明显的毒副

作用而使其临床应用受到限制咱11暂遥新的化疗药物渊如

紫杉醇类以及拓扑异构酶抑制剂拓扑特肯等冤也出现

了耐药问题咱6尧12暂遥因此袁深入研究乳腺癌多药耐药细胞

免疫学特性及其免疫耐受的分子机制袁有可能为耐药

肿瘤免疫治疗提供新的理论和方法遥本研究检测到乳

腺癌耐药细胞 HLA-Ⅰ表达下调袁提示增强 HLA-Ⅰ
表达有可能成为逆转多药耐药肿瘤免疫耐受的途径

之一遥
致谢院本课题 FCM 检测得到广东省人民医院检验科张建军副

主任医师和王随昭博士的协助袁特此致谢遥
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