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sIL-15Rα与脾细胞孵育后对小鼠黑色素瘤细胞生长的免疫调节作用
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[ Abstract] 　 AIM:To studytheimmunomodulatory
effectsofspleeniccellsaddedbysoubleIL-15Ralphaonthe

regulationofmelanoma cellgrowth. METHODS:The

spleeniccellsofmicewerepreparedforculturefor48 hours

by adding ornotadding soluble IL-15Ralpha ( sIL-

15Ralpha).Thentheadherentcellsandnon-adherentcells

wereseparated.FACSwasusedtodetecttheexpressionof

CD4, CD8, B220, CD11candCD1a;asmentionedabove,

thefourgroups(non-adherentcellsofspleeniccells, adher-

entcellsofspleeniccells, non-adherentcellsofspleenic

cellsaddedbysIL-15Ralpha, adherentcellsofspleeniccells

addedbysIL-15Ralpha) weremixedwithmelanomacells

separately, theninjectedintraperitoneallyintothecellsto

micetoobservethetumorvolumeofthemice, controlgroup

wasonlyinjectedintraperitoneallyintomelanomacells.RE-

SULTS:Themelanomagrowthrateofmicewithadherent

cellsaddedbysIL-15Ralphawassignificantlylessthanthat

oftheothergroups.FACSshowedthemoleculesofthis

groupwerepossiblydendriticcells.CONCLUSION:sIL-

15Ralphaaddedbyspleeniccellscanmakeanimmunomod-

ulatoryeffetspossiblymainlybytheeffectsofdendriticcells

andinhibitthegrowthoftumorcells.
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[摘 要 ] 　目的:研究可溶性 IL-15Rα与脾细胞共同孵育后对

小鼠黑色素瘤细胞生长的免疫调节作用。方法:制备小鼠脾

细胞, 分成两组, 一组加入可溶性重组 IL-15Rα (sIL-15Rα),

另外一组不加, 培养 48h后, 分离两组的贴壁细胞和非贴壁

细胞, 流式细胞术 (FCM)分析 CD4、 CD8、 B220、 CD11c、

CD1a的表达;并把上述 4组细胞 (即脾细胞非贴壁细胞组,

脾细胞贴壁细胞组, 脾细胞 +sIL-15Rα非贴壁细胞组, 脾细

胞 +sIL-15Rα贴壁细胞组 )和黑色素瘤细胞一起分别注射到

小鼠腹部皮下, 观察小鼠腹部皮下肿瘤生长抑制情况, 对照

组只注射小鼠黑色素瘤细胞。结果:脾细胞 +sIL-15Rα贴壁

细胞组小鼠黑色素瘤的生长速度显著小于其他各组;FCM分

析, 此组细胞主要成分可能为树突状细胞 (DC)。结论:sIL-

15Rα与脾细胞共同孵育后, 可能通过 DC的作用, 对黑色素

瘤的生长进行免疫调节, 从而抑制瘤细胞的生长。
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[中图分类号 ] R392.11　　　[文献标识码 ] A

　　IL-15属于 IL-2家族, 它与 IL-2共用 β和 γ受

体进行信号传导, 但同时又拥有自己独特的 α受体,

是与 IL-2功能有所不同的一种 T细胞生长因子
[ 1]
。

在生理条件下, IL-15与膜上的 IL-15Rα结合, 但一

般认为, 只有在出现 IL-2/15Rβ和 γc时, 才能进行

信号传导
[ 2]
。IL-15Rα分布广泛, 在很多组织和细胞

都能被检测出来, 例如脑 、肠 、肝 、外周血单核细胞

(PBMC)等。它在体内以两种形式存在, 一种是膜

型, 一种是可溶型, 可通过自分泌 、内分泌 、旁分泌

或近分泌形式作用于靶器官和组织。其中, 可溶型

的 IL-15Rα(sIL-15Rα)相对分子质量 (Mr)为 42 000,

在生理条件下, 很低的浓度 (pmol/L)就能与 IL-15有

很高的亲和力 。现在认为, 这种 sIL-15Rα是锚在膜

上的 IL-15Rα通过金属蛋白酶水解后脱落的, 它可

以阻断 IL-15与细胞膜表面受体的连接, 抑制 IL-15

的作用 。因为 sIL-15Rα对 IL-15有高亲和力, 有假

说认为, sIL-15Rα可能扮演一种类似分子清洗物的

作用来去除多余的 IL-15;当然, 它们之间的这种高

亲和力的结合也许还起到其他作用, 目前仍不清

楚
[ 3, 4]
。本实验中, 我们把 sIL-15Rα与脾脏细胞共

同孵育后, 进一步研究其对小鼠黑色素瘤生长的

影响 。
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1　材料和方法
1.1　材料　6 ～ 8周龄的雄性 C57BL/6小鼠, 质量 22 ～ 25 g

购自扬州大学实验动物中心。饲养温度为 25℃左右, 光照周

期为光照 12h, 黑暗 12 h( 12L:12D), 自由采食 、 饮水。 小

鼠黑色素瘤细胞 (B16 )为本实验室长期拥有, 培养于 RP-

MI1640培养液中, 含 100 mL/L新生小牛血清, 10万 U/L的

青霉素 /链霉素 (INVITROGEN)。 CD4、 CD8、 B220、 CD1a、

CD11c单克隆抗体 (mAb)均购自美国 BD公司。小鼠 IL-15、

IL-2、 IFN-γELISA试剂盒购自 R＆D公司。可溶性重组 IL-

15Rα/Fc嵌和体 (sIL-15Rα) 购自 R＆D公司。

1.2　方法

1.2.1　小鼠脾细胞的制备　拉颈椎处死小鼠, 无菌条件下取

出脾脏, 放入盛有 RPMI1640完全培养液的平皿中, 研磨, 过

滤, 获得粗制的脾细胞悬液;4℃低速离心 1 000 r/min, 5 ～

10 min, 弃上清, 重悬细胞, 加入预冷 Tris-NH4Cl红细胞裂解

液 1 mL, 轻轻吹打混匀, 室温静置 1～ 2min, 溶解红细胞;加

5 mLRPMI1640完全培养液终止反应, Hank's液洗 2次, 最

后将沉淀细胞重悬于 2 mLRPMI1640完全培养液中;细胞计

数及测定存活率。

1.2.2　FCM检测　把上述制备的小鼠脾细胞, 分成两组, 一

组加入可溶性重组 IL-15Rα(sIL-15Rα), 另外一组不加, 培养

48 h后, 分离两组的贴壁细胞和非贴壁细胞, 用 FCM分析其

组分。即把上述 4组细胞:脾细胞非贴壁细胞组 (SCNA),

脾细胞贴壁细胞组 (SCAD), 脾细胞加入 IL-15Rα非贴壁细

胞组 (SC+sIL-15RαNA) , 脾细胞加入 IL-15Rα贴壁细胞组

(SC+sIL-15RαAD), 分别用 PBS洗涤 2次, 将细胞重悬于

PBS中, 加入抗 CD4-PE、 CD8-PE、 CD11c-PE、 CD1a、 B220-

PE。充分混匀, 置 4℃黑暗中孵育 30 min, PBS洗涤 2次后,

用 FCM检测。

1.2.3　动物实验　共 60只小鼠, 分 5组。第 1组为对照组,

注射小鼠黑色素瘤细胞, 其余 4组分别注射上述培养 48 h后

分离的细胞 (即 SCNA、 SCAD、 SC+sIL-15RαNA、 SC+sIL-

15RαAD)和小鼠黑色素瘤细胞的混悬液。 具体如下:用

750 mL/L乙醇消毒小鼠腹部皮肤, 用注射器吸取上述细胞悬

液 0.2 mL( 5×105 ), 接种于小鼠腹部皮下。接种 1周后, 用

游标卡尺测量肿瘤结节的最长径 a和最短径 b, 根据公式计

算肿瘤体积 (V) [ 5] , V=a×b2 /2, 求其平均值绘制肿瘤生长

曲线。并根据不同时间段绘制无瘤小鼠的百分比曲线, 以评

价各组小鼠肿瘤生长情况。

1.2.5　统计学分析　采用 SPSS10.0软件分析数据, 两两比

较采用 Student' st检验, 以 P<0.05为差异有统计学意义。

流式细胞仪采用 CellQuest软件获取, WinMDI2.8分析。

2　结果

2.1　细胞表型分析　SCNA与 SC+sIL-15RαNA组细胞表型

分析:CD11c、 CD1a表达阴性, CD4、 CD8、 B220表达阳性,

提示其主要成分为 T、 B细胞。 SCAD组与 SC+sIL-15RαAD

组, CD11c、 CD1a表达阳性, CD4、 CD8、 B220表达阴性, 提

示其主要组分可能为树突状细胞 (图 1)。

图 1　细胞表面 CD4、 CD8、 B220、 CD11c、 CD1a的表达

Fig1　ExpressionofCD4, CD8, B220, CD11candCD1aonthesurfaceofcells

2.2　小鼠黑色素瘤的生长抑制情况　对照组肿瘤生长速度

最快, 其次为 SCNA组和 SC+sIL-15RαNA组, 再其次为 SC

AD组, SC+sIL-15RαAD组肿瘤生长速度最慢。 SC+sIL-

15RαAD组与对照组比较差异有统计学意义 (P<0.05,

图 2)。

2.3　不同时间段无瘤小鼠的百分比　对照组从第 20天开始

小鼠均出现肿瘤, 无瘤百分比为 0;SCNA(图 3A)组在第 27

天有 6只小鼠出现肿瘤, 第 39天时共有 9只小鼠出现肿瘤;

SC+sIL-15RαNA组 (图 3B)在第 20天 3只小鼠出现肿瘤,

第 27天时共有 6只小鼠出现肿瘤;SCAD组 (图 3C)在第 27

天有 3只小鼠开始出现肿瘤;SC+sIL-15RαAD组 (图 3D)直

到第 35天才开始有 3只小鼠出现肿瘤。各组无瘤小鼠的百
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分比情况基本跟肿瘤的生长抑制情况一致 。其中 SC+sIL-

15RαAD组无瘤小鼠的百分比最高。

图 2　荷瘤小鼠的生长抑制情况

Fig2　Theinhibitoryeffectofmicebearingmelanomas

图 3　不同时间段无瘤小鼠的百分比 (与对照组相比 )

Fig3　Thepercentageoftumorfreemiceindifferenttimeinterval

3　讨论

IL-15是一个对原发性和过继性免疫都非常重要

的多效性细胞因子。 IL-15Rα作为 IL-15的独特型受

体, 对 IL-15而言是非常重要的 。在本实验中使用的

sIL-15Rα是与 IL-15具有高亲和力的的重组 IL-

15Rα/Fc的嵌合体, 其 Mr为 42 600, 与 IL-15结合

后, 能竞争性抑制 IL-15与膜上 IL-15Rα受体的连

接
[ 6]

, 已经成为研究可溶型 IL-15Rα的工具。

实验中显示, 当把对 IL-15有高亲和性的可溶型

的 IL-15Rα和脾脏细胞共同培养后与小鼠黑色素瘤

细胞一起种植到小鼠皮下, 其中 SC+sIL-15RαAD组

出现肿瘤的时间最晚, 肿瘤的生长速度最慢, 分析

其组分发现, 其主要成分可能为 DC, 同样 SCAD组

细胞表型与其相同。 DC是体内非常重要的一种高度

特异性抗原递呈细胞, 在免疫系统中起着非常重要

的作用 。为什么两者的细胞表型相同, 但对小鼠黑

色素瘤的抑制情况却不同呢? 我们考虑主要是 sIL-

15Rα的作用, 在培养 48 h后, sIL-15Rα可以与脾细

胞中各种细胞分泌的 IL-15相结合, 从而能竞争性抑

制 IL-15与膜上 IL-15Rα受体的连接
[ 6]

, 使得 DC膜

上的 IL-15Rα可能得以保存。当把这种细胞和黑色

素瘤细胞一起注射到小鼠体内时, DC细胞表面的

IL-15Rα能够递呈 IL-15给邻近的细胞, 例如 NK细

胞, CD8
+
细胞, 启动它们分泌细胞因子和细胞毒效

应, 来杀伤肿瘤细胞
[ 7]
。而 SCAD组, DC膜上的 IL-

15Rα被 IL-15结合, 不能起到递呈作用, 所以效果

不显著。而在其他两组, sIL-15RαNA和 SCNA组,

由于缺乏 DC的作用, 不能启动小鼠体内的免疫监

视, 导致肿瘤生长速度较快 。各组无瘤小鼠的百分

比跟上述结果一致, 生长速度最快的对照组, 无瘤

小鼠的百分比最低, 生长速度最慢的 SC+sIL-

15RαAD组, 无瘤小鼠的百分比最高 。

本实验中我们进一步揭示了可溶型 IL-15Rα在

IL-15作用机制中的重要性, 它与脾细胞共同孵育

后, 可能通过 DC的作用发挥免疫调节作用, 从而抑

制小鼠黑色素瘤的生长 。可溶型的 IL-15Rα将来也

许能成为一个有前景的药物, 特别是对肿瘤的免疫

治疗方面, 可能起到更重要的作用 。
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