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前言

肿瘤的免疫治疗是一个复杂的过程，理想的免疫治疗是期

望免疫细胞只针对肿瘤细胞产生作用，因此使免疫细胞识别肿

瘤细胞表面的特异性抗原显得尤为重要[1-3]。树突状细胞（DCs）

主要功能为抗原递呈，从而使免疫细胞产生靶向性免疫反应[4-6]。

近年来，DCs逐渐被人们重视，成为免疫治疗研究中重要的研

究对象之一，但 DCs在应用于免疫治疗中仍存在诸多难题，如

其在体外的抗原递呈能力不足和对自身肿瘤相关抗原的耐受，

均极大限制了其应用[7]。目前，学者试图对 DCs某些特定基因
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摘要 目的：在宫颈癌细胞 TC-1的荷瘤小鼠模型中探讨树突状细胞（DCs）的细胞因子信号抑制物 1（SOCS1）基因沉默后对宫颈

癌细胞免疫效应的影响。方法：构建宫颈癌细胞系 TC-1的荷瘤小鼠模型，将含有 SOCS1沉默基因的慢病毒载体感染 DCs细胞，

对荷瘤小鼠进行细胞免疫后监测小鼠体内肿瘤生长、小鼠存活率，并检测小鼠脾细胞对 TC-1细胞的体外裂解率以及 酌干扰素
（IFN-酌）、白细胞介素 -12（IL-12）表达等指标。结果：DCs SOCS1基因沉默后可延长小鼠存活期，增强 DCs对小鼠体内肿瘤生长的

抑制作用，增强小鼠脾细胞对 TC-1细胞的体外裂解率(P<0.05)，增加小鼠血清 IL-12因子表达(P<0.05)和小鼠脾细胞 IFN-酌表达
(P<0.05)，但对小鼠脾内效应细胞的数量没有影响(P>0.05)。结论：小鼠体内实验初步证实，DCs SOCS1基因沉默后可一定程度上
增强小鼠体内效应细胞对肿瘤细胞的杀伤效果。
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Effect of HPVm16E7 Stimulated Dendritic Cell SOCS1 Gene Silencing
on Immune Effect of Cervical Cancer Mouse Model*

To investigate the effect of suppressor of cytokine signaling (SOCS1) gene silencing of dendritic cells

(DCs) on the immune effect of cervical cancer cells in the tumor bearing mouse model of cervical cancer cell TC-1. The tumor

bearing mouse model of cervical cancer cell line TC-1 was constructed. The lentivirus vector containing SOCS1 silencing gene was

infected with DCS cells. After cellular immunization of tumor bearing mouse, the tumor growth and survival rate of mouse were

monitored, the cleavage rate of spleen cells to TC-1 cells in vitro and the expression of 酌interferon (IFN-酌) and interleukin-12 (IL-12)

were detected. DCs SOCS1 gene silencing can prolonged the survival of mouse, enhanced the inhibitory effect of DCs on tumor

growth in vivo, enhanced the lysis rate of mouse spleen cells to TC-1 cells in vitro (P<0.05), increased the expression of IL-12 factor in
serum of mouse (P<0.05) and IFN-酌expression of mouse spleen cells (P<0.05). However, the number of effector cells in spleen of mouse
was not affected (P>0.05). In vivo experiments in mouse show that DCs SOCS1 gene silencing could enhance the killing

effect of effector cells on tumor cells in mouse to a certain extent.
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进行靶向改造以弥补其在应用中的不足。细胞因子信号抑制物

1（SOCS1）是机体免疫细胞和诸多细胞因子重要的负性调控蛋

白，具有抑制炎症因子的释放、抗体的合成及免疫细胞的增殖

和活化等功能[8]。本课题组前期沉默 DCs SOCS1基因后在体外

探讨了 DCs与 CIKs共培养后对 TC-1细胞的裂解效果，发现

CIKs在体外对 TC-1细胞裂解能力增强[9]。为进一步验证，本实

验将以宫颈癌细胞 TC-1的荷瘤小鼠模型为研究对象，探讨

DCs SOCS1基因沉默后对其免疫效能的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料

1.1.1 实验动物及实验细胞 SPF级 C57BL/6雌性小鼠 9只

（购自南方医科大学实验动物中心）；TC-1 宫颈癌细胞系

（HPV16阳性，购自中国科学院上海生科院细胞资源中心）。

1.1.2 主要试剂和仪器 细胞培养所用试剂 DMEM培养液、

抗生素、LDH释放试验试剂盒（购自美国 GIBCO公司），酌干扰
素（IFN-酌）酶联免疫斑点实验检测试剂盒、淋巴细胞分离液（购
自 Life Technology公司），IFN-酌、白细胞介素 -12（IL-12）酶联

免疫吸附实验（ELISA）检测试剂盒（购自北京方程嘉鸿科技有

限公司），0.22 滋m微孔滤过膜（购自美国Milipo公司）。

1.2 方法

1.2.1 TC-1细胞体外培养和宫颈癌细胞 TC-1的荷瘤小鼠模型

构建及小鼠体内肿瘤实体的病理鉴定 取冻存的 TC-1细胞

进行复苏，加入 PBS缓冲液冲洗，进行细胞重悬操作后加入

DMEM培养基，再加入抗生素在孵箱中进行细胞培养，培养条

件为 5% CO2浓度，温度 37～38℃。当细胞培养至对数生长期

后应用胰酶消化，收集细胞，应用 PBS缓冲液冲洗后，细胞重

悬，调整细胞密度至 7.5× 107个 /mL备用。取实验用 SPF级

C57BL/6雌性小鼠 9只，将制备好的 TC-1细胞悬液 0.2 mL注

射于小鼠背部皮下，约含有 1.5× 106个细胞，小鼠常规饲养，喂

食、喂水，对小鼠存活状态观察记录，注射部位的皮下成瘤情况

每隔 4天观察一次。小鼠体内肿瘤实体病理鉴定由南方医科大

学南方医院病理科按照常规病理标本完成。

1.2.2 DCs 免疫的肿瘤治疗 未成熟的 DCs 经 50 MOI 的

ad-shRNA-cSOCS1 或 ad-shRNA-SOCS1 感 染 后 脉 冲

HPV16mE7 蛋白(25 滋g/mL)，然后用 LPS (0.5 滋g/mL)刺激 24

小时来制备成熟的 DCs。9只 C57BL/6小鼠肿瘤体积达到约

0.125 mm3（约饲养 10天）时分为 DCs组、DCs+ ad- shRNA-

cSOCS1 组 和 DCs+ ad-shRNA-SOCS1 组 ， 分 别 用 经

HPV16mE7 刺激的 DCs、DCs+ ad-shRNA-cSOCS1 和 DCs+

ad-shRNA-SOCS1经尾部静脉注射入体内进行免疫。肿瘤体积

观察记录 32天，每 4天记录小鼠一次体内肿瘤体积变化，对小

鼠存活情况连续观察 10周。

1.2.3 裂解能力分析 DCs免疫小鼠 2周之后取出小鼠脾脏，

在直立 T25 组织培养瓶培养脾细胞，培养过程中用含 HPV

HPVm16E7（1 滋g/mL）的 CTL培养基刺激。脾细胞单独培养 7

天后，将 TC-1细胞按照脾细胞 /TC-1靶细胞比例依次按 10:1、

50:1、100:1加入脾细胞中，进行混合培养。1周后收集脾细胞，

效应细胞对靶细胞的杀伤作用采用 LDH释放反应进行检测。

1.2.4 脾细胞 IFN-酌和血清 IL-12表达检测 按照 1.2.3中的

处理方法，1周后对脾细胞中的 IFN-酌进行 ELISA分析。摘除

眼球法收集小鼠全血，3000 rpm/min 离心 5 min 分离血清，

ELISA检测 IL-12表达。

1.2.5 酶 联 免 疫 斑 点 试 验 检 测 IFN-酌 从 DCs、DCs+

ad-shRNA-cSOCS1 和 DCs+ ad-shRNA-SOCS1 组分离出的脾

细胞在直立 T25组织培养瓶中用含 1 滋g/mL的 HPVm16E7的

CTL培养基刺激培养 7天，调整细胞浓度为 3× 106个 /mL，充

分混匀后每个反应孔加入 100 滋L，盖上盖板放入 37℃，5%CO2

孵箱培养 20小时，弃去孔内液体，每孔加入洗涤液 200滋L，摇床
上缓慢洗涤 5次，每次 30秒，洗涤后每孔加入 100 滋L酶标液，
室温孵育 1小时，弃去孔内液体，洗涤 5 次，每孔加入 100 滋L
显色液，室温避光静置 30分钟左右，待斑点生长到合适大小即

可终止反应，干燥后进行斑点计数。

1.3 统计学方法

采用 SPSS28.0软件进行统计学分析，计量资料用（x± s）
表示，多组数据比较应用单因素方差分析，两组数据比较应用 t

检验，计数资料以[n（%）]表示，以 x2检验，P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 植瘤小鼠体内分离肿块组织病理鉴定

将从小鼠背部取出的肿块组织经甲醛固定后送病理科做

病理检查，病理结果显示分离出的肿块细胞有典型的肿瘤细胞

形态特征。见图 1A-B。

2.2 不同 DCs疫苗对小鼠体内肿瘤生长的抑制效果

DCs 组和 DCs+ad-shRNA-cSOCS1 组对小鼠体内肿瘤生

长抑制效果相似，DCs+ad-shRNA-SOCS1组肿瘤体积在免疫后

的第 12天左右开始明显小于其它两组(P<0.05)。见图 2。

2.3 不同 DCs疫苗对小鼠存活率的影响

DCs组在第 5周和第 6周分别死亡 1只，在第 9周全部死

亡；DCs+ad-shRNA-cSOCS1组小鼠在第 6周死亡 2只，剩余 1

只在第 10周仍然存活；DCs+ad-shRNA-SOCS1组则在第 8周

出 现 1 只 死 亡 ， 剩 余 2 只 在 第 10 周 仍 然 存 活 ，

DCs+ad-shRNA-SOCS1组小鼠第 10周的存活率为 66.67%，高

于 DCs+ad-shRNA-cSOCS1组的 33.33%和 DCs组的 0.00%。

2.4 LDH释放反应

LDH释放反应检测脾细胞体外对 TC-1细胞的裂解情况。

脾细胞 /TC-1 细胞比例为 50:1、100:1 时，相比 DCs 组和

DCs+ad-shRNA-cSOCS1组，DCs+ ad-shRNA-SOCS1组处理的

脾细胞诱导针对 TC-1细胞的裂解率最高（P<0.05）。见图 3。

2.5 IFN-酌和 IL-12表达的 ELISA分析

当脾 细胞 /TC-1 细胞 比例分 别为 50:1、100:1 时 ，

DCs+ad-shRNA-SOCS1组的 IFN-酌表达则明显高于其他两组
（P<0.05）。 见 图 4。 血 清 中 的 IL-12 表 达 在 DCs+ad-

shRNA-SOCS1组明显升高，高于其他两组（P<0.05），而 DCs和

DCs+ad-shRNA-cSOCS1组间无明显差异（P>0.05）。见图 5。

2.6 IFN-酌表达的酶联免疫斑点试验分析
IFN-酌的酶联免疫斑点试验用于测定免疫不同 DC疫苗小

鼠产生的抗 HPV16 E7 的特异性脾细胞数量。DCs 组、

DCs+ad-shRNA-cSOCS1 组及 DCs+ad-shRNA-SOCS1 所产生

的特异性脾细胞数量相似（P>0.05）。见图 6。
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3 讨论

恶性肿瘤细胞可使人体免疫系统功能下降，从而逃避免疫

系统对其的杀伤作用[10-12]。肿瘤的免疫治疗能够重新启动并维

持体内的免疫循环功能，发挥机体的抗肿瘤免疫反应来清除肿

瘤细胞[13-15]。DCs是目前已知的功能最强的抗原呈递细胞，DCs

表面抗原的表达和多种炎症因子的分泌可有效促进 Th细胞等

多种效应细胞的增殖和活化[16-18]，通过其抗原呈递功能可以迅

图 1 TC-1细胞植瘤小鼠体内肿块组织病理鉴定

Fig.1 Histopathological identification of tumor tissue in TC-1 cell transplanted mouse

Note: A: hematoxylin eosin staining, × 100. B: Hematoxylin eosin staining, × 400.

图 2 不同组小鼠体内肿瘤体积变化

Fig. 2 Changes of tumor volume in different groups of mouse

Note: compared with DCs group, *P<0.05. Compared with
DCs+ad-shRNA-cSOCS1 group, #P<0.05.

图 3 不同组小鼠脾细胞体外对 TC-1细胞的裂解率

Fig.3 Lysis rate of TC-1 cells by splenocytes of different groups of mouse

in vitro

Note: compared with DCs group, *P<0.05. Compared with
DCs+ad-shRNA-cSOCS1 group, #P<0.05.

图 4 不同组小鼠脾细胞 IFN-酌表达
Fig. 4 The expression of IFN-酌of splenocytes in different groups of mouse

Note: compared with DCs group, *P<0.05. Compared with
DCs+ad-shRNA-cSOCS1 group, #P<0.05.

图 5 不同组小鼠血清中 IL-12表达

Fig. 5 Expression of IL-12 in serum of mouse in different groups
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图 6 不同组小鼠产生的抗 HPV16 E7的脾细胞数量

Fig. 6 Number of anti HPV16 E7 splenocytes produced by different groups

of mouse

速激活 CD4+、CD8+、细胞毒性 T淋巴细胞等，并使机体分泌多

种细胞因子，起到免疫调节的作用，在肿瘤免疫治疗中发挥重

要作用[19-21]。SOCS1基因是诸多细胞因子以及免疫细胞的负性

调控蛋白[22-24]，研究表明，SOCS1可以负性调节大量的炎症因

子，其中大部分炎症因子是通过 DCs表面抗原来表达[25-27]。因

此，对 SOCS的敲低来促进以 DCs为基础诱导的特异性 T和

B细胞反应可能在肿瘤免疫治疗中发挥重要的作用[28,29]。刘媛

瑞[30]等人的研究发现，DC细胞内 SOCS1基因沉默并经过 LPS

刺激后，细胞因子 IL-6、IL-12、TNF-琢 以及表面抗原 CD40、

CD83、CD80、CD86和 MHC-I的表达水平均明显升高，而将

SOCS1沉默后的 DC和 CIK共培养，结果显示 CIK对 TC-1的

裂解能力明显增强，并证实了 SOCS1基因的敲除能够增强 DC

细胞的免疫效能。

本实验将 SOCS1 基因敲除的 DCs 输入宫颈癌细胞系

TC-1荷瘤小鼠体内，以进一步探讨 DCs SOCS1基因沉默后对

其免疫效能的影响。本实验中通过含有 SOCS1沉默基因的慢

病毒体外感染 DCs，并用 HPV16mE7蛋白进行刺激后尾静脉

回输宫颈癌细胞系 TC-1荷瘤小鼠体内，免疫两周后取小鼠脾

脏细胞进行 LDH释放反应检测，以确定脾细胞体外对 TC-1细

胞的裂解情况。相比 DCs 组和 DCs+ad-shRNA-cSOCS1 组，

DCs+ ad-shRNA-SOCS1组处理的脾细胞诱导的针对 TC-1 细

胞的裂解率最高，结果说明 DCs SOCS1基因沉默后在体内亦

能增强效应细胞对宫颈癌细胞的杀伤效果，刘媛瑞[30]等人的研

究结果与本研究结果相符，进一步证实了 DCs SOCS1基因沉

默后可以发挥免疫治疗的作用。本实验连续 32天观察荷瘤小

鼠免疫后肿瘤体积变化，发现从免疫后第 12 天左右

DCs+ad-shRNA-SOCS1组肿瘤体积明显小于其它两组；连续

10周观察小鼠存活情况，DCs组和 DCs+ad-shRNA-cSOCS1组

小 鼠 分 别 在 第 5 周 和 第 6 周 出 现 小 鼠 死 亡 ，

DCs+ad-shRNA-SOCS1组小鼠在第 8周才出现死亡，明显延长

小鼠存活期。结果初步提示，DCs SOCS1基因沉默后对肿瘤生

长延缓和生存期延长均具有一定效果。

本研究结果提示 DCs+ad-shRNA-SOCS1 组血清中的

IL-12表达水平明显升高，随着脾细胞 /TC-1细胞比例增加（50:

1、100:1），DCs+ad-shRNA-SOCS1组的 IFN-酌表达则明显高于
其他两组。从细胞因子水平反映 DCs SOCS1基因沉默后在小

鼠体内能够增强效应细胞的免疫效能。然而，在对免疫不同

DCs疫苗小鼠产生的抗 HPV16 E7的特异性脾细胞数量研究

中， 本研究 发现 DCs 组、DCs+ad-shRNA-cSOCS1 组 及

DCs+ad-shRNA-SOCS1所产生的特异性脾细胞数量相似，结合

IL-12和 IFN-酌的 ELISA结果，提示 DCs SOCS1基因沉默后可

能主要影响效应细胞的免疫功能而不是其数量。

综上，本研究在小鼠体内初步探讨了对 DCs进行特定基

因干预以增强其免疫效能的可能性。综合以上实验结果，本研

究表明 DCs SOCS1基因沉默后能够延缓肿瘤生长和延长小鼠

生存期，并且能够更好激活小鼠体内效应细胞的免疫效能，在

后续的研究中将加大小鼠模型例数，并且尝试在体外与 CIKs

共培养后再对小鼠模型进行免疫，以进一步探讨细胞免疫方法

在宫颈癌治疗中应用的可能。
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