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  摘 要:目的 选择具有肿瘤归巢能力的人脐带来源的间充质干细胞(MSCs)作为细胞载体运载溶瘤病毒

3型呼肠孤病毒(Reovirus3),并与慢性粒细胞白血病K562细胞共同培养,探讨细胞培养体系中相关细胞因子

对 MSCs运载Reovirus3杀伤K562细胞的影响,为利用细胞因子治疗或者辅助 MSCs运载Reovirus3治疗慢

性粒细胞白血病提供依据。方法 通过体外试验从脐带中分离培养出 MSCs,选用对数生长期的 MSCs荷载

Reovirus3,与对数生长期的 K562细胞进行体外细胞培养,分为对照组:K562细胞;MSCs组:K562细胞+
MSCs;Reovirus3组(阳性对照组):K562细胞+Reovirus3;实验组:K562细胞+Reovirus3+MSCs。细胞共培

养24、48、72
 

h,收集各组细胞培养上清液,采用ELISA双抗体夹心法检测肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、干扰素-γ
(IFN-γ)、转化生长因子-β(TGF-β)、白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-5、IL-6和IL-17水平。结果 培养24、48、72

 

h
时 MSCs组和实验组TGF-β、IL-6水平与对照组比较均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05),Reovirus3
组比对照组TGF-β、IL-6水平虽有所升高,但差异均无统计学意义(P>0.05);培养48

 

h时
 

MSCs组、Reovi-
rus3组和实验组TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-4水平虽然均高于对照组,但差异均无统计学意义(P>0.05),培养48

 

h时4组细胞培养上清液均未检测出IL-5和IL-17;培养24、72
 

h时4组细胞培养上清液均未检测出TNF-α、

IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-5及IL-17
 

。
 

结论 MSCs运载 Reovirus3在体外试验的细胞培养体系中可有效抑制

K562细胞,除了溶瘤病毒Reovirus3的溶瘤作用外,可能还与培养体系中的细胞因子促进细胞凋亡从而抑制

K562细胞的增殖有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

related
 

cytokines
 

in
 

cell
 

culture
 

system
 

on
 

the
 

killing
 

of
 

K562
 

cells
 

by
 

human
 

umbilical
 

cord
 

derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(MSCs)
 

carrying
 

Reovirus3,so
 

as
 

to
 

pro-
vide

 

a
 

certain
 

basis
 

for
 

the
 

use
 

of
 

cytokine
 

therapy
 

or
 

MSCs
 

to
 

deliver
 

reovirus
 

3
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

chronic
 

myeloid
 

leukemia.Methods MSCs
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured
 

from
 

umbilical
 

cord
 

in
 

vitro.MSCs
 

in
 

logarith-
mic

 

growth
 

phase
 

were
 

loaded
 

with
 

reovirus
 

3
 

and
 

K562
 

cells
 

in
 

logarithmic
 

growth
 

phase
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro.K562
 

cells
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

control
 

group.K562
 

cells
 

+
 

MSCs
 

were
 

taken
 

as
 

MSCs
 

group.K562
 

cells+
 

Reovirus3
 

were
 

taken
 

as
 

Reovirus3
 

group
 

(positive
 

control
 

group).K562
 

cells
 

+
 

Reovirus3
 

+
 

MSCs
 

were
 

taken
 

as
 

experimental
 

group.The
 

cells
 

were
 

co-cultured
 

for
 

24,48
 

and
 

72
 

h.The
 

supernatant
 

of
 

each
 

group
 

was
 

collected,and
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α),interferon-γ(IFN-γ),transforming
 

growth
 

factor-

β(TGF-β),interleukin
 

(IL)-2,IL-4,IL-5,IL-6
 

and
 

IL-17
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

method.Results TGF-β,IL-6
 

levels
 

in
 

the
 

MSCs
 

group
 

and
 

the
 

experimental
 

group
 

at
 

24,48
 

and
 

72
 

h
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Although

 

TGF-β,IL-6
 

levels
 

in
 

the
 

Reovirus3
 

group
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).TNF-α,IFN-γ,IL-2
 

and
 

IL-4
 

levels
 

in
 

the
 

MSCs
 

group,Reovirus3
 

group
 

and
 

the
 

experimental
 

group
 

at
 

24,48
 

and
 

72
 

h
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,but
 

the
 

differences
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).At
 

48
 

h,IL-5
 

and
 

IL-17
 

were
 

not
 

detected
 

in
 

the
 

cell
 

culture
 

supernatant
 

of
 

the
 

four
 

groups.No
 

TNF-α,IFN-γ,IL-2,IL-4,IL-5
 

and
 

IL-
17

 

were
 

detected
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

4
 

groups
 

at
 

24
 

and
 

72
 

h.Conclusion MSCs
 

carrying
 

Reovirus3
 

can
 

ef-
fectively

 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

chronic
 

myeloid
 

leukemia
 

K562
 

cells
 

in
 

vitro.In
 

addition
 

to
 

the
 

oncolytic
 

effect
 

of
 

Reovirus3,it
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

cytokines
 

in
 

the
 

culture
 

system
 

promoting
 

apoptosis
 

and
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

of
 

K562
 

cells.
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  慢性粒细胞白血病(CML)是一种起源于多能造

血干细胞的异常增生性肿瘤,虽然病程发展较慢,但
发病率较高,约占新发白血病病例的10%[1]。CML
的传统疗法治疗后不良反应多、易复发,分子靶向药

物酪氨酸激酶抑制剂的出现虽然使CML的治疗效果

与以往比较取得了重要进展[2],但是酪氨酸激酶抑制

剂不能清除静止期的白血病干细胞,因此,停药后复

发是目前酪氨酸激酶抑制剂治疗CML难以克服的一

个瓶颈[3],这些困难仍困扰着众多临床医生及患者。
异基因造血干细胞移植虽有望治愈CML,但是由于

配型相合的干细胞来源有限、并发症多及费用高昂使

这种治疗方案难以普及,为此有必要探索治疗CML
的新方法,比如免疫疗法。K562细胞是来源于CML
急性病变患者的异常细胞,具有Ph染色体,

 

K562细

胞可以作为构建CML的细胞模型。溶瘤病毒是指能

够感染肿瘤细胞并致其死亡而对正常组织没有影响

的非致病性病毒颗粒,它可以通过在宿主细胞内进行

自我复制来增加病毒载量杀死肿瘤细胞,实现肿瘤靶

向治疗的目标,是恶性肿瘤治疗领域中的新治疗方

式[4-5]。呼肠孤病毒(Reovirus)作为一种天然存在的

溶瘤病毒,不仅可以通过选择性杀死肿瘤细胞直接发

挥溶瘤作用,还能诱导机体的免疫活性介导优异的抗

肿瘤作用[6]。利用天然的肿瘤归巢细胞(如干细胞)
作为细胞载体将Reovirus递送到肿瘤,能帮助病毒逃

避机体的免疫清除,使溶瘤病毒能够到达肿瘤细胞并

进行复制来杀伤肿瘤细胞成为可能[7]。人脐带来源

的间充质干细胞(MSCs)有较强的自我更新能力及多

向分化潜能,来源较为广泛且不损伤供者的身体,易
于转染外源基因,因此,已被众多研究证实是细胞替

代治疗的理想来源。“归巢”最早是指淋巴细胞在体

内依靠归巢受体倾向于由定居地经淋巴循环及血液

循环不断往返于外周免疫器官、外周淋巴组织及全身

器官组织,最终再回到外周免疫器官及外周淋巴组织

的过程,后来这一概念逐渐引申至循环系统中特定的

细胞类群,如干细胞、免疫细胞在多种因素的作用下

能定向趋向性迁移至机体组织或器官微环境,维持或

重塑其细胞命运的生命过程,类似于人体局部炎性反

应后大量白细胞迁移至炎性反应周 围。2002年,

SAITO等[8]证明了 MSCs的归巢能力,有研究表明,
利用 MSCs的肿瘤归巢能力可将抗癌基因产物直接
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递送至肿瘤病灶[9]。单独的溶瘤病毒Reovirus3进入

机体有可能被体内针对Reovirus3产生的抗体中和,
所以本研究选用具有肿瘤归巢能力的 MSCs作为运

载Reovirus3的载体可使之躲过体内抗体的攻击,使

Reovirus3能够到达肿瘤病灶并进行复制来杀伤肿瘤

细胞。本研究探讨细胞培养体系中相关细胞因子对

MSCs运载Reovirus3杀伤K562细胞的影响,为利用

细胞因子治疗或者辅助 MSCs运载 Reovirus3治疗

CML提供一定依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器 K562细胞株(美国ATCC公司);

Reovirus3病毒株(贵州医科大学组织工程与干细胞

中心);DMEM 培养基、RPMI1640培养基(Gibco公

司);胎牛血清(FBS
 

,
 

BI公司);磷酸盐缓冲液(PBS,

Solarbio公司);ELISA细胞因子检测试剂盒(安徽巧

伊生物科技有限公司);CO2 培养箱(Thermo公司)。

1.2 方法与步骤

1.2.1 细胞的分离与培养 参照刘雨思[10]及《细胞

培养技术》,通过体外实验从脐带中分离培养 MSCs,
取第3代处于对数生长期的 MSCs进行实验。K562
细胞在含有10%FBS的RPMI1640培养基,于37

 

℃,

5%CO2 条件下进行传代培养,取对数生长期的K562
细胞进行实验。

1.2.2 分组 对照组:K562细胞;MSCs组:K562细

胞+MSCs;
 

Reovirus3组(阳 性 对 照 组):K562细

胞+Reovirus3;实 验 组:K562细 胞+Reovirus3+
MSCs。

1.2.3 检测方法 分别收集共培养24、48、72
 

h各组

细胞 培 养 上 清 液,1
 

000
 

r/min离 心5
 

min,采 用

ELISA双抗体夹心法,按照试剂说明书检测肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)、转化生长因子-β
(TGF-β)、白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-5、IL-6和IL-
17水平。培养24、48、72

 

h后培养体系中的K562细

胞由本课题组刘雨思[10]进行 K562细胞增殖抑制能

力检测。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步多重比

较采用Dunnett-t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 培养24
 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平

比较 培养24
 

h时4组细胞培养上清液均未检测出

TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-5及IL-17。见表1。

2.2 培养48
 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平

比较 培养48
 

h
 

时 MSCs组、Reovirus3组和实验组

TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-4水平虽然均高于对照组,但
差异均无统计学意义(P>0.05)。培养48

 

h时4组

细胞培养上清液均未检测出IL-5和IL-17。见表2。
表1  培养24

 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平

   比较(x±s,pg/mL)

组别 TGF-β IL-6

对照组 47.01±2.36 25.41±1.67

MSCs组 120.70±12.89* 285.21±2.06*

Reovirus3组 49.76±3.95 26.91±1.88

实验组 293.70±12.06* 658.82±21.75*

F 4.541 6.965

P <0.05 <0.05

  注:与对照组比较,*P<0.05。

表2  培养48
 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平比较(x±s,pg/mL)

组别 TNF-α IFN-γ TGF-β IL-2 IL-4 IL-6

对照组 4.96±0.10 2.98±0.11 41.16±0.58 4.50±0.08 3.31±0.56 29.09±1.68

MSCs组 8.30±0.25 3.89±0.36 93.02±12.34* 4.75±0.05 3.37±0.56 705.09±12.20*

Reovirus3组 5.47±0.64
 

3.14±0.26 43.73±3.15
 

4.61±0.02 3.33±0.02 29.65±0.67

实验组
 

8.41±0.36 4.81±0.31 218.54±12.76* 4.78±0.02 3.34±0.51 1
 

164.17±66.10*

F 1.638 1.476 4.303 1.533 1.460 7.741

P >0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05 <0.05
 

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.3 培养72
 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平

比较 培养72
 

h时
 

MSCs组和实验组 TGF-β、IL-6
水平均高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05),

Reovirus3组比对照组TGF-β、IL-6水平虽有所升高,
但差异无统计学意义(P>0.05)。培养72

 

h时4组

细胞培养上清液均未检测出TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-
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4、IL-5及IL-17。见表3。
表3  72

 

h时4组细胞培养上清液细胞因子水平

   比较(x±s,pg/mL)

组别 TGF-β IL-6

对照组 36.36±0.01 19.98±0.62

MSCs组 61.28±8.24* 332.07±19.33*

Reovirus3组 37.61±1.20 24.35±3.37

实验组 107.52±12.23* 598.67±20.98*

F 3.930 4.025

P <0.05 <0.05

  注:与对照组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  细胞因子是由免疫细胞和某些非免疫细胞经刺

激而合成并分泌的具有多种生物学活性的小分子蛋

白质,在免疫应答与调节、细胞分化和发育、炎性反

应、组织修复及造血中发挥重要作用。MSCs可分泌

多种细胞因子,包括IL-6、IL-7、IL-8、白血病抑制因

子、IFN-γ及 TNF-α,MSCs具有抗肿瘤免疫调节功

能,它的免疫调节功能是通过细胞分泌的可溶性细胞

因子,还有细胞与细胞之间受体与配体的相互作用或

者两种机制的组合来实现。因此,可以通过检测相应

的细胞因子来评价抑瘤体系对白血病细胞溶瘤作用

的效果和可行程度。有研究显示,MSCs分泌的细胞

因子可促进细胞凋亡,改变K562细胞的细胞周期分

布,这些细胞因子可通过BAX和Caspace-3级联途径

抑制K562细胞增殖[11]。此外,MSCs分泌的细胞因

子IFN可以激活双链RNA依赖性蛋白激酶(PKR)
途径,Reovirus3感染 K562细胞后,转录过程中的小

基因片段编码的σ3蛋白也可以引起PKR的活化,经

IFN及σ3蛋白激活的PKR可引起细胞凋亡来抑制

K562细胞的增殖[12]。
本课 题 组 刘 雨 思[10]采 用 流 式 细 胞 仪 检 测 了

MSCs与K562细胞表面Reovirus3易感受体重组人

连接黏附分子-A(JAM-A)的表达量分别为11%和

99%,JAM-A在K562细胞表面高表达。K562细胞

增殖抑制能力检测结果显示,对照组和Reovirus3组

(阳性对照组)K562细胞随着时间延长细胞存活率始

终最高和最低,
 

MSCs组在24
 

h时发现 MSCs有一

定促进肿瘤生长的作用,但随着共培养时间的延长这

种促瘤作用转为抑瘤作用。实验组与 MSCs组相似,
在24

 

h时发现MSCs有一定促进肿瘤生长的作用,随
着共培养时间延长至72

 

h时,实验组K562细胞存活

率与Reovirus3组(阳性对照组)接近。在Reovirus3
存在的Reovirus3组和实验组K562细胞存活率明显

低于对照组,可能是因为Reovirus3感染 K562细胞

后激活了PKR途径,引起细胞凋亡。而 MSCs组和

实验组在24
 

h时发现 MSCs有一定促进肿瘤生长的

作用,但随着共培养时间的延长这种促瘤作用转为抑

瘤作用,可能是因为随着共培养时间的延长,培养体

系中产生的细胞因子对抗肿瘤的作用得以发挥,由促

瘤作用转为抑瘤作用。通过检测细胞培养上清液细

胞因子,48
 

h时在 MSCs存在的情况下,细胞培养上

清液TNF-α、IFN-γ水平比并没有MSCs存在的Reo-
virus3组和对照组高,培养体系中的IFN-γ可能激活

了PKR途径引起细胞凋亡,TNF-α可能是通过启动

Caspase信号通路使肿瘤细胞发生凋亡。4组IL-2、

IL-4水平较为接近,差异无统计学意义(P>0.05),
可能是因为培养体系中IL-2、IL-4主要由K562细胞

自分泌产生参与免疫应答。24、72
 

h时细胞培养上清

液均未检测出TNF-α、IFN-γ、IL-2及IL-4,可能是因

为这2个时间点的这4种细胞因子水平较低,采用

ELISA双抗体夹心法没有检测出来。IL-4能以自分

泌的方式促进Th2细胞分化,参与变态反应,在肿瘤

免疫中起抑制肿瘤免疫应答的作用。IL-2可由CD4+

和CD8+T细胞产生,另外转化的B细胞、白血病细胞

亦可产生,是对免疫系统具有重要作用的细胞因子之

一,可以使细胞毒性 T细胞、自然杀伤细胞(NK细

胞)增殖,并使它们的杀伤活性增强,还可促进淋巴细

胞分泌抗体和IFN,具有抗病毒、抗肿瘤和增强机体

免疫功能等作用,已经被批准用于治疗转移性肾细胞

癌和转移性黑色素瘤,改进的IL-2制剂可单独使用,
与其他的抗癌免疫疗法结合有望治疗转移性癌症[13]。
培养24、48、72

 

h时 MSCs组和实验组 TGF-β、IL-6
水平均高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05),
而Reovirus3组 TGF-β、IL-6水平虽有所升高,但差

异无统计学意义(P>0.05)。4组TGF-β水平随着

时间的推移不断降低,可能是因为TGF-β对肿瘤具有

双重作用,随着时间的推移被逐渐消耗及不断降解而

减少,还可能与K562细胞死亡率逐渐增加及培养体

系中的营养逐渐消耗有关。48
 

h时IL-6水平最高,
之后降低可能与IL-6随着时间的推移不断降解,以及

培养体系中营养逐渐消耗及K562细胞死亡率逐渐增

加有关。有研究表明,肿瘤(如卵巢癌、乳腺癌等恶性

肿瘤)处于旺盛时期均出现了IL-6的高表达[14-15],作
为促炎因子的IL-6可通过自分泌和旁分泌方式促进

肿瘤发生,在肿瘤血管生成、肿瘤微环境的免疫调节

及疾病进展中起重要作用。此外,在肿瘤微环境中,

TGF-β、IL-6和IL-10可以直接抑制NK细胞活性,还

·0591· 国际检验医学杂志2021年8月第42卷第16期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,August
 

2021,Vol.42,No.16



可以通过影响免疫抑制细胞和拮抗刺激细胞因子的

作用间接抑制NK细胞活性,从而抑制NK细胞的抗

肿瘤反应,使肿瘤细胞有机会逃避免疫系统的攻

击[16]。培养48
 

h时细胞培养上清液未检测出IL-5、

IL-17,可能是因为IL-5主要由Th2细胞和活化的肥

大细胞产生,IL-17主要由Th17细胞产生,因此,细胞

培养体系中未检测到IL-5、IL-17存在,也有可能是这

两种细胞因子水平过低,采用ELISA双抗体夹心法

没有检测出来。本研究采用ELISA双抗体夹心法检

测细胞因子,检测的是可溶性细胞因子的免疫反应性

即细胞因子的蛋白水平,因此,检测结果与细胞因子

的生物活性不一定呈正比。并且测定结果与所用的

抗体来源及亲和力有关,样本中存在的各种细胞因子

结合蛋白也可能对细胞因子免疫测定产生干扰。

MSCs运载Reovirus3在体外实验的细胞培养体

系中可以有效抑制 K562细胞增殖,除了溶瘤病毒

Reovirus3的溶瘤作用外,可能还与培养体系中细胞

因子促进细胞凋亡从而抑制K562细胞的增殖有关。
本课题组荷瘤小鼠体内细胞因子的检测结果提示细

胞因子在体内对抑制 K562细胞的增殖有一定作

用[17]。细胞因子对肿瘤的作用十分复杂,随着人们对

各种细胞因子的来源、生物学功能、分子结构、相应受

体和受体介导的信号转导等多方面研究取得的进展,
采用细胞因子治疗或者辅助治疗 CML受到临床

关注。
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