IL-17调节DLBCL荷瘤小鼠模型MHC II类分子的表达及其与肿瘤进展的关系研究
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[摘要] 目的 建立弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）小鼠模型并接种体外培养的Th17细胞行过继免疫治疗，对比接种组与对照组IL-17及MHC II表达水平的变化，分析IL-17水平与MHC II表达的相关性及其与肿瘤发生发展的关系。 方法 免疫磁珠法分离纯化BALB/c小鼠脾来源的CD4+CD62L+ naïve T细胞，加入anti-CD3、anti-CD28、 TGF-β、IL-6进行Th17细胞体外培养，人GCB样DLBCL细胞株（SUDHL-4）进行传代培养后接种SCID小鼠建立DLBCL小鼠模型，对荷瘤小鼠进行 Th17 细胞接种，ELISA法检测DLBCL小鼠肿瘤组织IL-17表达，免疫组化法检测MHC II的表达。 结果Th17细胞接种后IL-17表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展IL-17表达水平降低； Th17细胞接种后MHC II表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展，MHC II表达水平降低。IL-17与MHC II之间存在显著正相关。结论 MHC II表达水平可作为DLBCL疾病状态的判断指标，而IL-17可对其产生正向调控，IL-17表达水平的上调会影响DLBCL的疾病进程，联合检测IL-17和MHC II表达水平对判断DLBCL疾病状态及进程更有参考价值。
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IL17 regulate the expression of MHC II in DLBCL mice and its affection on tumor growth
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[Abstract] Objection Establish DLBCL mice model and received Th17 cells adoptive immunity, compare the expression level of IL-17 and MHC II in the Th17 cells immunity group and in the compare group, analyse the relativity between IL-17 and MHC II expression and the relation with tumor growth. Method The CD4+CD62L+ T cells purified by MACS were stimulated under cytokine conditions including anti-CD3、anti-CD28、 TGF-β and IL-6 in vitro, transfer and culture 
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SUDHL-4 cell strain and then inoculate the SCID mice, establish DLBCL mice models, inject Th17 cells to mice to get the adoptive immunity, ELISA test IL-17 expression and immunohistochemistry test MHC II expression in the tumor tissue. Result The IL-17 and MHC II 

expression level in Th17 cells immunity group is higher than in compare group. According to the progress of the DLBCL, IL-17 and MHC II expression level decrease. It is significant positive correlation between IL-17 and MHC II. Conclusion The expression level of MHC II can be used as a factor to judge the disease situation of DLBCL, testing both the expression of IL-17 and MHC II will bring more reference value to judge the disease situation and the progress of DLBCL.
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Th17细胞是CD4+T淋巴细胞中的一类，分泌细胞因子IL-17为其主要特征，Th17细胞可通过IL-17来上调其他相关因子，从而对多种疾病的发生发展产生影响，其中包括多种肿瘤。Th17细胞对肿瘤的发生发展可以通过不同的途径起到促进或是抑制的作用。弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)是与细胞免疫紊乱密切相关的一类肿瘤，Th17细胞对DLBCL发生发展的作用如何，其可能的作用机制途径是什么，目前还缺乏相关研究。主要组织相容性复合物(major histocompatibility complex, MHC)分子在人类中被称为人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, HLA)复合体，其分为I、II、III 3个基因座，其中MHC II类分子主要在抗原呈递细胞例如B淋巴细胞上表达，在调节细胞免疫等方面起作用。近年来有研究报道 MHC-II 类分子与DLBCL 发病相关【1】。但具体在DLBCL肿瘤组织中MHC II类分子表达如何？会否受到Th17细胞的调节从而影响DLBCL的发生发展？目前还缺乏相关研究。因此，本文拟在DLBCL小鼠肿瘤发生发展阶段中接种Th17细胞，检测肿瘤组织中MHC II类分子的表达情况，探索Th17细胞对MHC II类分子表达的影响及其与DLBCL发生发展的关系。
1. 材料和方法
1.1  DLBCL小鼠模型的建立
   取SPF级SCID小鼠10只，雌性，5周龄，体重16-20g，取人GCB样DLBCL细胞株SUDHL-4传代培养后接种给小鼠，观察小鼠成瘤及肿瘤生长情况，每日测量体重、肿瘤长短径和高度，并计算肿瘤体积( 计算方法：π/6×长×宽×高) ，当瘤体达到1200 mm3时视为人道终点，记录每只小鼠发生肿瘤的时间和小鼠生存期，从而得出小鼠肿瘤中位发病时间T1和小鼠中位生存期T2。再取相同小鼠30只，按上述方法建立DLBCL小鼠模型，其中20只接种肿瘤细胞时同时接种Th17细胞，每只小鼠分别注射Th17细胞1.6-2×106个，设为A组。另10只注射生理盐水0.2 ml作为对照组，设为B组。
1.2 Th17细胞体外培养
Mini MACS免疫磁珠分离系统分离纯化BALB/c小鼠脾来源的CD4+CD62L+ naïve T细胞（具体操作严格按照Mini MACS 免疫磁珠分离系统说明书进行），流式细胞仪鉴定小鼠脾来源的CD4+CD62L+ naïve T细胞纯度（纯度达到 85%-95%时，可用于体外培养），加入anti-CD3、anti-CD28、 TGF-β、IL-6进行Th17细胞体外培养，37℃ 5% CO2培养箱培养3天，倒置显微镜观察细胞生长状态。
1.3 DLBCL小鼠肿瘤组织IL-17以及MHC II表达的检测
1.3.1 ELISA法检测IL-17的表达：A、B两组小鼠中均半数在T1时处死，设为A1、B1组（A1组10只、B1组5只）；另一半于T2时处死，设为A2、B2组（A2组10只、B2组5只）。处死小鼠后剥离肿瘤制成肿瘤组织细胞悬液，加入预先加有等量小鼠淋巴细胞分离液的离心管中离心，制备DLBCL小鼠肿瘤组织单个核细胞悬液，加入PBS离心，取细胞上清液，采用双抗体夹心酶联免疫吸附实验（ELISA法）检测IL-17表达。IL-17 ELISA检测试剂盒购自上海通蔚公司，IL-17最低检测限为0.1pg/m。用抗IL-17单抗包被酶标板，采用标准品和样品中的IL-17与单抗结合，加入生物素化的抗IL-17抗体形成免疫复合物连接，最后全自动酶标仪进行分析（操作过程严格按照ELISA试剂盒说明书进行）。
1.3.2 免疫组化法检测MHC II的表达以及结果判定：1.3.1时间点处死小鼠后剥离肿瘤组织，固定、石蜡包埋、切片，行常规HE和免疫组化EnVision两步法染色。MHC II/Anti-CD74为浓缩型鼠抗人抗体（稀释倍数1:500），用已知预实验中的阳性切片作为阳性对照，以PBS代替一抗作为阴性对照。结果判定：MHC II定位于细胞质和膜，按染色强度进行判断：阴性，记为0分；细胞质内出现弥漫分布或者散在分布的点状或者均匀一致的沉淀物呈淡棕色，记为1分；呈棕色，记为2分；呈棕褐色，记为3分；按阳性细胞百分率进行判断：0表示阴性，阳性细胞数<5%为0.5分，5-25%为1分，25-50%为2分，50-75%为3分，75-100%为4分。上述两项得分相加，0-3分为低表达，4-7分为高表达。
1.4统计学方法

数据均用SPSS16.0 统计软件包处理，计量资料以
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±s 表示，两参数比较采用t检验，IL-17与VEGF的相关性分析采用Spearman相关检验， P < 0.05 为差异具有统计学意义。
2. 结果

2.1 DLBCL小鼠模型的建立
小鼠在接种SUDHL-4细胞约8天左右均形成瘤结节，成瘤率为100%。实验结果显示，8天为DLBCL小鼠肿瘤中位发病时间T1，28天为DLBCL小鼠肿瘤中位生存期即T2。

2.2 Th17细胞体外培养结果鉴定

小鼠脾单个核细胞经磁珠分选后，流式细胞术鉴定结果显示CD4+CD62L+ naïve T 细胞纯度在 90%以上，加入anti-CD3、anti-CD28、 TGF-β、IL-6进行体外培养3天，倒置显微镜下观察可见，CD4+CD62L+ naïve T 细胞大小一致，经 3 天培养后各组细胞逐渐呈集落状生长，细胞数目增多。
2.3 Th17细胞接种组与对照组DLBCL小鼠肿瘤组织IL-17及MHC II表达水平的对比及相关性分析。

DLBCL小鼠Th17细胞接种组T1及T2时间点（即A1、A2组）肿瘤组织IL-17表达水平分别高于对照组（即B1、B2组）（P<0.05），A2组与B2组IL-17表达水平分别低于A1组与B1组（P<0.05），提示Th17细胞接种后IL-17表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展IL-17表达水平降低；A1、A2组肿瘤组织MHC II表达水平均高于B1、B2组 （P<0.05），A2组与B2组肿瘤组织MHC II表达水平分别低于A1组与B1组（P<0.05），提示Th17细胞接种后MHC II表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展，MHC II表达水平降低。（见表1）。IL-17与MHC II表达水平的相关性分析采用Spearman相关分析法进行统计分析，两者差异有统计学意义，（r= 0.88，P=0.000），提示IL-17与MHC II之间存在显著正相关。（见图一。）

表1   Th17细胞接种组与对照组IL-17与MHC II表达水平的比较 (
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±s ) 
	组别
	
	n
	IL-17（pg/ml）
	P
	MHC II （阳性率 %）
	P

	对照组
	B1
	5
	9.84±0.26
	0.032
	43.59
	0.045

	
	B2
	5
	7.30±0.13
	
	31.03
	

	接种组
	A1
	10
	11.84±0.56*
	0.048
	68.12△
	0.021

	
	A2
	10
	9.56±0.18**
	
	53.62△△
	


* A1与B1组比较，P<0.05；** A2与B2组比较，P<0.05；

△A1与B1组比较，P<0.05；△△A2与B2组比较，P<0.05；
图一   IL-17与MHC II 相关性分析
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3. 讨论

DLBCL是最常见的侵袭性非霍奇金淋巴瘤（NHL)。目前联合化疗是DLBCL有效的治疗手段，但仍有相当一部分患者不能达到完全缓解或缓解后出现复发，因此寻找化放疗以外的免疫治疗方法是近年DLBCL治疗的研究热点。MHC是一个具有高度多态性的基因群，经典的MHC II类基因由3个编码基因HLA-DR、HLA-DQ、HLA-DP组成，其主要作用是将抗原肽呈递给辅助性T淋巴细胞，在T淋巴细胞介导的抗肿瘤免疫中发挥作用。既往许多实验证明，MHC II表达下降与多种肿瘤包括NHL相关【2,3】。在淋巴瘤的发生发展过程中，淋巴细胞产生恶变，转化为淋巴瘤细胞，有可能与淋巴瘤细胞MHC II的表达下调相关【4】。在多种淋巴系统肿瘤如边缘区淋巴瘤等均发现存在MHC II表达的缺失【5】。DLBCL是我国NHL中最常见的类型，也有研究报道MHC II 类分子与DLBCL的发病相关，MHC II的表达可能促进肿瘤对淋巴细胞的浸润【6】。MHC II表达的缺失，可能是包括DLBCL在内的多种肿瘤逃避免疫监视从而促进肿瘤侵袭转移的机制，研究其可能的调节机制，可以监测DLBCL的发生发展及寻找可能的免疫治疗途径。

Th17细胞分泌的特征性因子IL-17是介导肿瘤发生发展的炎性因子，在多种肿瘤小鼠模型如头颈部肿瘤、纤维肉瘤、前列腺癌组织中，均可检测到高水平表达的Th17细胞【7】。既往研究表明， IL-17可以作用于间质细胞和成纤维细胞，诱导了包括血管内皮生长因子VEGF在内的中介因子，从而促进肿瘤新生血管生成，对肿瘤的转移和浸润有促进作用【8】；Kryczek等【9】在结肠癌病人的肿瘤组织中发现Th17细胞表达的增多，其可能通过诱导IL-1等细胞因子表达或是通过募集中性粒细胞来促进肿瘤的生长。国内重庆理工大学的研究生实验也证实，IL-17促进结肠癌细胞株的血管生成是通过上调肿瘤细胞的VEGF，进而活化血管内皮细胞，并且通过上调趋化因子CXCL6和CCL2，作用于游离的血管内皮细胞，然后促进其迁移，为下一步的血管生成做准备。但同时，也有一部分研究表明IL-17具有抑制肿瘤的作用。Cantini等把来自正常小鼠脾脏的Th17细胞（nTh17）和胶质瘤细胞系GL261同时经颅内或皮下注入免疫适能的小鼠后，输注nTh17细胞的荷瘤鼠生存期明显延长，瘤体内有高水平的IFN-γ和TNF-α及低水平的IL-10和TGF-β【10】。有实验发现，IL-17可抑制CD8+T淋巴细胞在肿瘤组织中的表达，从而增加髓源性抑制细胞抑制T细胞增殖和杀伤的能力，参与肿瘤免疫过程，起到促肿瘤免疫的作用【11】。因此，IL-17 与肿瘤的关系目前还不明确。如上所述，Th17细胞可能会通过某些途径影响肿瘤的发生发展，在DLBCL的发生发展中Th17细胞的表达情况如何？其会否通过调节某些因子如MHC的表达来影响DLBCL的发生发展？目前国内外还缺乏Th17细胞影响DLBCL中MHC II的表达及其意义的相关研究。
因此，本文通过建立DLBCL小鼠模型并在肿瘤发生发展的不同时间点给予Th17细胞接种，检测接种后MHC II表达的变化，探索其与DLBCL肿瘤发生发展的关系。本研究的结果显示，Th17细胞接种后DLBCL小鼠IL-17表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展IL-17表达水平降低；Th17细胞接种后DLBCL小鼠MHC II表达水平较对照组升高，随着肿瘤病程进展MHC II表达水平降低。相关性分析提示，IL-17与MHC II之间存在显著正相关，IL-17水平高可上调MHC II的表达，但随着病程进展，IL-17水平下降，MHC II表达水平也下降，促进肿瘤的生长及DLBCL小鼠的死亡。这与既往研究MHC II的缺失促进肿瘤的发生发展是一致的。Th17细胞特征性分泌的IL-17与MHC II两者之间的正调控机制，对DLBCL肿瘤发生发展过程产生影响。但Th17细胞具体通过什么途径影响MHC II的表达？是否可通过Th17细胞接种增强IL-17表达，更大程度地上调MHC II表达水平，从而达到延长DLBCL生存期？还有待后续研究。
通过我们的研究结果，初步了解到MHC II表达水平可作为DLBCL疾病状态的判断指标，而Th17细胞通过特征性分泌的细胞因子IL-17可对其产生正向调控，从而影响DLBCL的疾病进程，联合检测Th17细胞和MHC II表达水平对判断DLBCL疾病状态及进程更有参考价值。
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