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Sh-PLCε提高IL-2治疗肾癌疗效的研究
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(1重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016; 

2重庆医科大学附属第一医院泌尿外科, 重庆 400016)

摘要      该实验旨在探讨磷脂酰肌醇特异性磷脂酶Cε(phospholipase C ε, PLCε)是否在白介素

2(interleukin 2, IL-2)治疗肾癌的过程中发挥一定的作用。采用sh-PLCε慢病毒转染肾癌细胞株786-o。
MTT法检测IL-2处理肾癌细胞最适浓度, 使用最适浓度IL-2处理细胞。流式细胞术检测细胞凋亡。

DAPI染色观察细胞中凋亡小体。q-PCR、Western blot检测Fas/FasL以及Fas下游相关分子在基因

水平以及蛋白水平的表达变化。将肿瘤细胞与淋巴细胞进行共培养, 流式细胞术检测细胞凋亡情

况。结果显示, 敲低PLCε后, Fas/FasL表达降低, 而IL-2处理后, 会逆转这种效果。检测Fas下游相关

通路后发现, IL-2处理阴性对照(negative control, NC)组后, Fas下游凋亡抑制信号通路FADD/cFlip/
Traf2启动, IL-2处理sh-PLCε组后, Fas下游凋亡信号通路FADD/Caspase8/Caspase3启动。共培养实

验后流式细胞术结果显示, IL-2处理与sh-PLCε联用组细胞凋亡比例最高。该实验证明, sh-PLCε可
以通过启动Fas下游凋亡信号通路, 抑制凋亡抑制信号通路来提高IL-2治疗肾癌的疗效。

关键词       肾癌; Fas/FasL; IL-2; 细胞凋亡; 免疫逃逸

Sh-PLCε Improve the Efficacy of IL-2 in the Treatment of Renal Cell Carcinoma

YANG Jinxiao1, DUAN Limei1, FAN Jiaxin1, LI Ting1, FAN Yanru1, YUAN Hongling1, WU Xiaohou2, LUO Chunli1*
(1Key Laboratory of Diagnostics Medicine of Ministry of Education, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China; 

2Department of Urinary Surgery, First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The purpose of this study was to investigate whether PLCε (phospholipase C ε) plays a role in 
the treatment of renal cell carcinoma with IL-2 (interleukin 2). We first built sh-PLCε cell line by transfecting LV-
sh-PLCε into renal caner cell 786-o. Cells were treated with the optimum concentration of IL-2 detected by MTT. 
Flow cytometry was used to detect apoptotic cells. DAPI staining was used to observe apoptotic bodies in cells. q-
PCR and Western blot were used to detect Fas/FasL and Fas downstream molecules at mRNA level and protein lev-
el. Tumor cells and lymphocytes were co-cultured, then apoptotic cells were detected by flow cytometry. The results 
showed that the expression of Fas/FasL was decreased after knocking down PLCε, but the effect was reversed after 
IL-2 treatment. Detecting the downstream pathway of Fas, we found that FADD/cFlip/Traf2 signaling pathway was 
initiated in NC (negative control) group treated with IL-2 and the Fas downstream signaling pathway FADD/Cas-
pase8/Caspase3 was initiated in sh-PLCε group after IL-2 treatment. The results of flow cytometry showed that the 
apoptotic rate was the highest in the group treated with IL-2 and sh-PLCε. This study demonstrated that sh-PLCε 
could improve the therapeutic effect of IL-2 on renal cell carcinoma by activating the downstream apoptotic signal-
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ing pathway of Fas and inhibiting the apoptotic inhibition signaling pathway.
Keywords       renal cell carcinoma; Fas/FasL; IL-2; apoptosis; immune escape

肾癌(renal cell carcinoma, RCC)是起源于肾实

质泌尿小管上皮系统的恶性肿瘤, 1998─2008年, 中
国肿瘤登记地区RCC的死亡率总体呈增长趋势, 年
均增长死亡率为7.63%。随后, 总体趋势趋于稳定。

总的来说, 中国肾细胞癌死亡率的增长男性略高于

女性, 城市地区低于农村地区[1]。

磷脂酰肌醇特异性磷脂酶Cε (phospholipase C ε, 
PLCε)是利用酵母双杂交筛选技术在线虫中发现的

一种磷脂酶C的同工酶[2], 除了拥有磷脂酰肌醇特异

性磷脂酶C(phospholipase C, PLC)家族成员共享的

保守的x和y催化基序外, 还包含一个扩展的N终端区

域, 这使它具有了其他磷脂酶所不具备的特殊功能, 
及可被H-ras癌基因的蛋白质表达产物(小G蛋白)和
G蛋白双向调节[3-4]。已有实验证明, 在泌尿系统肿

瘤中, PLCε发挥一个致癌基因的作用。在前列腺癌

中, PLCε通过PPARβ/twist1参与前列腺癌细胞的迁

移和上皮–间充质转换(epithelial-mesenchymal transi-

tion, EMT)过程[5], 并可以通过Wnt/β-catenin信号

通路对比卡鲁胺耐药的前列腺癌的细胞增殖进行

调控[6]。在膀胱癌细胞中, PLCε可以通过CDC25A
影响T24细胞的瓦伯格效应[7], 同时, 对膀胱癌的

EMT和迁移能力具有一定的促进作用[8]。在肾癌

中, PLCε与促炎细胞因子的释放存在一定的相关

性[9]。近年来, 免疫疗法因其具有副作用小、预后

良好的优势, 在肾癌的治疗中得到重视。大剂量的

白细胞介素-2(interleukin 2, IL-2)是最早使用的免

疫疗法, 其主要通过淋巴细胞发挥作用[10], 但对肿

瘤细胞的影响目前尚不明确。PLCε在肾癌中可以

引起一定的免疫反应, 但是否在IL-2治疗中发挥一

定的作用, 目前尚不清楚。本实验将使用sh-PLCε
慢病毒敲减肾癌细胞株786-o中的PLCε, 以此为基

础来探讨PLCε在IL-2治疗中的作用。

1   材料与方法
1.1   细胞株

人肾癌细胞株786-o和人肾皮质近曲小管上皮

细胞HK-2购于中国科学院上海细胞库, 保存于重庆

医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室。

1.2   慢病毒

PLCε干扰慢病毒(LV-sh-PLCε)及通用阴性对照

慢病毒(LV-shNC)由上海吉玛制药技术有限公司构

建, 序列信息见表1。
1.3   主要试剂

细胞培养基RPMI-1640和胎牛血清购于Gibco公
司 ; 嘌呤霉素购于北京索莱宝科技有限公司 ;  q-PCR
引物由 Invitrogen公司合成 , 引物信息见表2; RNA提

取试剂盒Trizol、RT-PCR试剂盒和q-PCR试剂盒购于

TaKaRa公司; 蛋白质提取试剂购于上海碧云天生物技

术有限公司; 山羊抗兔多克隆抗体、山羊抗鼠多克隆

抗体购于杭州联科生物技术股份有限公司; 兔抗人单

克隆抗体 (factor related apoptosis, Fas)、FADD、Cas-
pase-3、C-Flip、Traf2和鼠抗人单克隆抗体Caspase-8购
于Bioss生物技术公司; 细胞因子IL-2购于Novoprotein
科技有限公司; MTT试剂盒购于武汉博士德生物工程

有限公司 ; ficoll试剂购于通用电气医疗集团生命科学

部(GE Healthcare Life Sciences); 新鲜的健康成年人外

表1   慢病毒序列

Table 1   Lentivirus sequence
病毒名称

Lentivirus name
病毒序列(5′→3′)
Lentivirus sequence (5′→3′)

LV-sh-PLCε1

LV-sh-PLCε2

LV-sh-PLCε3

Sense: GCA GAT ATC TGA TGC CAT TGC
Anti-sense: CGT CTA ACT ACG GTA ACG
Sense: GCT TCT TAA CAC GGG ACT TGG
Anti-sense: CGA AGA ATT GTG CCC TGA ACC
Sense: GGT TCT CTC CTA GAA GCA ACC 
Anti-sense: CCA AGA GAG GAT CTT CGT TGG

LV-sh-NC Sense: TTC TCC GAA CGT GTC ACG T
Anti-sense: AAG AGG CTT GCA CAG TGC A
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周血由本课题组同学友情提供。

1.4   实验方法

1.4.1   细胞培养      将肾癌细胞株786-o、人肾皮质

近曲小管上皮细胞HK-2常规培养于含10%胎牛血

清的RPMI-1640完全培养基, 后置于37 °C、5% CO2

的湿度饱和培养箱中培养, 待细胞贴壁且生长至

80%~90%时, 以0.25%胰酶消化并进行传代。

1.4.2   转染sh-PLCε, 筛选稳定细胞株      将肾癌细胞株

786-o细胞消化后 , 接种于6孔板中(每孔5×104个)待细

胞生长融合度达40%~60%, 更换培养基 , 同时分别在

其中两个孔中加入2 μL Polybrene之后再分别加入5 μL
的LV-NC、LV-sh-PLCε病毒原液, 置于37 °C、5% CO2

孵箱中孵育48 h后观察细胞状态和转染效率。细胞株

感染病毒后继续传代3次 , 每次加1 μg/mL嘌呤霉素进

行筛选, 获得786-o-sh-PLCε、786-o-shNC稳定细胞株。

1.4.3   MTT检测IL-2处理细胞的最适浓度      在96孔板

中每孔铺入200 μL细胞悬液(细胞个数约为1 500个/孔), 
使用RPMI-1640完全培养基配制IL-2溶液, 设置IL-2
浓度梯度分别为0、5、10、15、20、25、30、35、
40 ng/mL, 使用含不同浓度 IL-2的培养基培养细胞 , 
放置于37 °C、5% CO2孵箱分别培养24 h、48 h、72 h后, 
每孔加入10 μL MTT试剂, 37 °C、5% CO2孵箱培养

4 h终止培养, 小心地将孔内上清完全吸出, 弃去, 每
孔加100 μL DMSO, 37 °C振荡10 min, 使甲臜充分溶

解 (设置5个对照组 , 只加入DMSO用以排除试剂影

响), 490 nm处测量吸光度(D)值, 并绘制生长曲线。

1.4.4   实时定量PCR(q-PCR)      常规处理细胞72 h, 
待细胞生长至90%, 用Trizol法提取细胞的总RNA, 
逆转录为 cDNA后用 SYBGreen法进行 q-PCR(以
β-actin为内参)。反应条件如下 : 95 °C预变性3 min; 

95 °C变性10 s, 退火 (温度因基因不同而不同 ) 30 s; 
72 °C延伸20 s; 共40个循环(RT-PCR为30个循环)。
1.4.5   Western blot检测细胞中相关蛋白质水平      37 °C、
5% CO2条件下培养细胞72 h后 , 热裂解法提取总蛋

白质 , BCA法测定蛋白质浓度。用10%十二烷基硫

酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecylsμLfate-
polyacrylamide-electrophoresis, SDS-PAGE)分离样

品 ; 湿转法转至聚偏氟乙稀 (polyvinylidene fluoride, 
PVDF)膜 ; 5%脱脂奶粉在室温封闭2 h, 一抗4 °C孵
育过夜, TBST洗涤5次; 辣根过氧化物酶(horse-radish 
peroxidase, HRP)标记的二抗室温孵育2 h; TBST洗涤

5次, ECL化学发光, 显影分析。

1.4.6   肿瘤细胞与淋巴细胞共培养      使用ficoll法
提取健康成年人外周血淋巴细胞, 与肿瘤细胞一起

铺于6孔板中进行接触性共培养, 72 h后, 洗去悬浮

的淋巴细胞, 收集肿瘤细胞, 流式细胞术检测共培养

后肿瘤细胞凋亡情况。

1.4.7   统计学分析      实验结果采用SPSS 17.0软件

进行统计分析。计量资料用均数±标准差(x
_
±s)表示, 

多组间比较采用单因素方差分析, 组间两两比较采

用t检验, P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   肾癌细胞株786-o中PLCε呈现高表达状态

q-PCR和Western blot结果发现, 与肾正常上皮

细胞株HK-2对比, 肾癌细胞株786-o中, PLCε表达呈

过表达状态(P<0.01, 图1)。
2.2   转染sh-PLCε慢病毒下调786-o细胞中PLCε
的表达

q-PCR和Western blot结果发现, 无论是mRNA

表2   PCR引物信息

Table 2   The sequence of primer for q-PCR
基因

Gene
上游引物(5′→3′) 
Forward primer (5′→3′)

   下游引物(5′→3′) 
   Reverse primer (5′→3′)

PLCε     GGA GAA TCC TCG GTA G GGT TGT CAG CGT ATG TCC

Fas     TCT GGT TCT TAC GTC TGT TGC CTG TGC AGT CCC TAG CTT TCC

FasL     GGT TGC CTT GGT AGG ATT GGG CCT TGA GTT GGA CTT GCC TGT TA

FADD     GCT GGC TCG TCA GCT CAA A ACT GTT GCG TTC TCC TTC TCT

Caspase-8     GAA TGT TGG AGG AAA GCA ATC TC TGA GCC CTG CCT GGT GTC T

Caspase-3     CAT GGA AGC GAA TCA ATG GAC T CTG TAC CAG ACC GAG ATG TCA

c-Flip     CTT GGA CCT TGT GGT TGA GTT GG CCT TGA GAT TCT TTT GGA TTG CTG

Traf2     CCT TCC CAG ATA ATG CTG CCC GCT CTC GTA TTC TTT CAG GGT C

β-actin     GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC ACG AGA CCA CCT TCA ACT CCA C

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



2354 · 研究论文 ·

还是蛋白质水平, 感染sh-PLCε慢病毒组的PLCε表
达均低于NC组(P<0.01, 图2); 而空白对照组和NC组
的PLCε表达差异无统计学意义(P>0.05, 图2)。结果

表明, 转染sh-PLCε慢病毒成功下调786-o细胞内源

性PLCε的表达, 为后续实验奠定基础。

2.3   转染sh-PLCε慢病毒后细胞凋亡水平增加

DAPI染色显示, 与NC组相比, sh-PLCε组的细胞开

始出现凋亡小体(图3); 流式细胞术结果显示, NC组凋亡

细胞比例为17.64%, sh-PLCε组凋亡细胞比例为25.27%, 
重复3次实验后分析2组凋亡比例差异水平 , 结果显示 , 
二者具有统计学意义(P<0.05, 图3)。两个实验结果均

证明,  敲减PLCε后,  细胞的凋亡水平开始增加。 
2.4   敲减PLCε后, Fas/FasL表达水平下降

使用q-PCR和Western blot实验检测敲减PLCε
后, Fas/FasL的表达水平, 结果显示, 无论是在蛋白水

平还是mRNA水平, Fas、凋亡相关因子配体(fas li-
gand, FasL)表达水平均降低(**P<0.01, ***P<0.001, 
图4), 提示PLCε可能通过Fas/FasL途径来对肾癌细

胞凋亡进行调控。

2.5   敲减PLCε后, 细胞凋亡信号增强, 凋亡抑制

信号减弱

使用q-PCR和Western blot实验检测敲减PLCε
后, Fas/FasL途径的下游分子, 包括接头蛋白FADD、

凋亡相关的分子Caspase8、Caspase3以及凋亡抑制

相关的分子cFlip、Traf2的表达水平。结果显示 , 无
论是在蛋白水平还是mRNA水平 , 接头蛋白FADD
表达差异无统计学意义 (P>0.05, 图5), 凋亡相关分

子Caspase8、Caspase3表达增高 (P<0.01和P<0.001, 
图 5); 凋亡抑制相关的分子 cFlip、Traf2表达减低

(P<0.01和P<0.001, 图5), 提示 sh-PLCε可能通过增

A: q-PCR检测HK-2细胞与786-o细胞中PLCε mRNA表达水平; B: Western blot检测HK-2细胞与786-o细胞中PLCε蛋白表达水平; C: HK-2与786-o
细胞蛋白表达灰度值相关水平。**P<0.01。
A: PLCε mRNA expression detected by q-PCR; B: PLCε protein expression detected by Western blot; C: relative protein level in 786-o and HK-2 cells. **P<0.01.

图1   HK-2与786-o细胞中PLCε mRNA以及蛋白表达水平

Fig.1   PLCε mRNA and protein levels in HK-2 and 786-o cells

A: q-PCR检测转染3种sh-PLCε慢病毒后, 786-o细胞中PLCε mRNA表达水平; B: Western blot检测转染3种sh-PLCε慢病毒后786-o细胞中PLCε蛋
白表达水平; C: 786-o细胞蛋白表达灰度值相关水平。**P<0.01, ***P<0.001。
A: PLCε mRNA expression detected by q-PCR; B: PLCε protein expression detected by Western blot; C: relative protein level in 786-o cells. **P<0.01, 
***P<0.001.

图2   转染sh-PLCε慢病毒后, 786-o细胞中PLCε mRNA以及蛋白表达水平

Fig.2   PLCε mRNA and protein levels in 786-o cells treated with sh-PLCε lentivirus transfection
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2.6   MTT法检测IL-2处理细胞的最适条件

使用0、5、10、15、20、25、30、35和40 ng/mL, 
9个浓度的IL-2来处理786-o细胞。分别在24 h、48 h、
72 h 3个时间点来检测细胞的存活率 , 结果显示 , 在

25 ng/mL浓度 , 72 h处理细胞为 IL-2处理细胞的最适

条件(图6)。
2.7   加入IL-2后Fas、Fasl表达增高

使用q-PCR和Western blot实验检测IL-2处理NC
组、sh-PLCε组后, Fas、FasL的表达水平, 结果显示, 
无论是在蛋白水平还是mRNA水平, Fas、FasL表达

A: 786-o细胞NC组、sh-PLCε组DAPI染色, 框出部分为凋亡小体; B: 786-o细胞NC组、sh-PLCε组流式细胞术检测细胞凋亡; C: 细胞凋亡比例统

计分析。*P<0.05。
A: staining of 786-o cells in NC group, sh-PLCε group, the framed part is apoptotic body; B: Flow cytometry of 786-o cells in NC group, sh-PLCε 
group; C: statistical analysis of apoptosis ratio. *P<0.05.

图3   786-o细胞NC组、sh-PLCε组细胞凋亡检测

Fig.3   Apoptotic detection of 786-o cells in NC group and sh-PLC epsilon group

A: q-PCR检测786-o细胞中Fas、FasL表达水平; B: Western blot检测786-o细胞中Fas、FasL蛋白表达水平; C: 786-o蛋白表达灰度值相关水平。

**P<0.01, ***P<0.001, 与NC组比较。

A: Fas, FasL mRNA expression detected by q-PCR; B: Fas, FasL protein expression detected by Western blot; C: relative protein level in 786-o cells. 
**P<0.01, ***P<0.001 vs NC group.

图4   786-o细胞中Fas、FasL mRNA以及蛋白表达水平

Fig.4   Fas, FasL mRNA and protein levels in 786-o cell
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水平均增高(P<0.01, 图7), 提示IL-2可能会通过Fas/
FasL来影响细胞。

2.8   加入IL-2后, 影响Fas/FasL下游分子的表达

使用q-PCR和Western blot实验检测IL-2处理NC

组、sh-PLCε组后, Fas/FasL途径的下游分子, 包括接

头蛋白FADD、凋亡相关的分子Caspase8、Caspase3
以及凋亡抑制相关的分子cFlip、Traf2的表达水平, 
结果显示, 无论是在蛋白水平还是mRNA水平, 接头

A: q-PCR检测786-o细胞中FADD、Caspase8、Caspase3、cFlip、Traf2 mRNA表达水平; B: Western blot检测786-o细胞中FADD、Caspase8、
Caspase3、cFlip、Traf2蛋白表达水平; C: 786-o细胞蛋白表达灰度值相关水平。NS: P>0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: FADD, Caspase8, Caspase3, cFLIP, Traf2 mRNA expression detected by q-PCR; B: FADD, Caspase8, Caspase3, cFLIP, Traf2 protein expression 
detected by Western blot; C: relative protein level in 786-o cells. NS: P>0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图5   786-o细胞中FADD、caspase8、caspase3、cFlip、Traf2 mRNA以及蛋白表达水平

Fig.5   FADD, caspase8, caspase3, cFlip, Traf2 mRNA and protein levels in 786-o cell 
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图6   MTT法检测IL-2处理细胞的最适条件

Fig.6   Optimum conditions of IL-2 treatmentimg cells measured
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A: q-PCR检测786-o细胞中Fas、FasL mRNA表达水平; B: Western blot检测786-o细胞中Fas、FasL蛋白表达水平; C: 786-o细胞蛋白表达灰度值

相关水平。*P<0.05, **P<0.01。
A:Fas, FasL mRNA expression detected by q-PCR; B: Fas, FasL protein expression detected by Western blot; C: relative protein level in 786-o cells. 
*P<0.05, **P<0.01.

图7   IL-2处理后, 786-o细胞中Fas、FasL mRNA以及蛋白表达水平

Fig.7   Fas, FasL mRNA and protein levels in 786-o cells treated with IL-2
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蛋白FADD表达水平增高(P<0.01, 图8), 凋亡相关分

子Caspase8、Caspase3表达增高 (P<0.01和P<0.001, 
图 8); 凋亡抑制相关的分子 cFlip、Traf2表达减低

(P<0.01和P<0.001, 图8), 方差分析 sh-PLCε转染与

IL-2处理2种处理因素对相关分子表达的影响 , 5个
分子中, 只有cFlip存在拮抗作用(P<0.05)。结果提示, 
IL-2可以通过促进Fas/FasL下游凋亡信号通路, 抑制

Fas/FasL下游凋亡抑制信号通路来调控肾癌细胞的

凋亡情况, 并且在cFlip分子的调控上, IL-2处理与sh-
PLCε转染起拮抗作用。

2.9   淋巴细胞与786-o细胞共培养后, 细胞凋亡比

例增加

Ficoll法提取健康成年人外周血的淋巴细胞, 与
786-o细胞进行共培养。流式细胞术检测肿瘤细胞凋

亡情况, 结果显示, NC组凋亡细胞比例为21.92%, sh-
PLCε组凋亡细胞比例为38.28%, 加入IL-2后, NC组
凋亡细胞比例为30.52%, sh-PLCε组凋亡细胞比例为

62.64%(图9)。sh-PLCε转染和IL-2处理组的凋亡比例

最高, 对结果进行方差分析得, sh-PLCε转染和IL-2处
理对细胞的凋亡影响存在协同作用(P<0.05)。进一

步证明了转染sh-PLCε可以提高IL-2对肾癌的疗效。

3   讨论
凋亡相关因子 Fas是一种定位于多种细胞表面的

死亡受体(death receptor, DR), 它可以触发凋亡信号转导

通路, 导致细胞凋亡[11-12]。FasL是肿瘤坏死因子家族

的一种细胞表面分子 , 与Fas受体结合 , 诱导Fas阳性

细胞凋亡。Fas表达在多种细胞的细胞膜 , 而FasL主

要在活化的T细胞中表达。在免疫系统中, 由活化的

T淋巴细胞表达的FasL既可以诱导细胞介导的细胞

毒性, 也可能导致T淋巴细胞自身的凋亡性自杀[13-14], 
这取决于Fas下游启动的是凋亡信号通路 , 还是凋亡

抑制信号通路 [15-19]。外周T细胞的稳态主要由3种机

制维持 : T细胞无反应、调节性T细胞抑制和活化诱

导的细胞死亡(activation induced cell death, AIDC)[20]。

AICD是通过Fas介导的凋亡反复刺激TCR来控制效

应T细胞群[21]。此外, AICD可以通过Fas和FasL之间

的相互作用 , 诱导表达Fas和FasL的活化T细胞通过

自杀或相互作用被杀死 [22-23]。Fas/FasL介导的免疫

调节具有双重特征 , 诱导有益或有害的影响 , 这与

免疫紊乱的发生发展相关 [24]。本课题证明 , 转染 sh-
PLCε可以抑制肾癌细胞株786-o细胞中Fas、FasL的
表达, 但在IL-2处理后, 会逆转这种作用, 奇怪的是, 
在二者联用组Fas、FasL的表达反而是最高的 , 这其

中的机制通路目前尚不清楚, 但流式细胞术显示, 二
者联用组的肿瘤细胞凋亡比例最高, 这就说明, 肿瘤

细胞的Fas、FasL表达增高会增加肿瘤细胞自身的

凋亡。

IL-2可以激活肿瘤特异性T细胞 , 并以此来抵抗

肿瘤的发生发展已经成为一种有效的免疫疗法 [10]。

1985年 , Rosenberg等 [25]在向患者注射 IL-2后观察到

了侵袭性人类癌症的消退 , 这首次证明操纵人类免

疫系统可重复导致肿瘤消退。自1992年起 , 美国食

品药品管理局 (Food and Drug Administration, FDA)
已陆续批准 IL-2可用于治疗转移性肾癌和黑色素

瘤 , 并在治疗肾癌 [26]黑色素瘤的临床试验上取得了
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A: q-PCR检测786-o细胞中FADD、Caspase8、Caspase3、cFlip、Traf2 mRNA表达水平; B: Western blot检测786-o细胞中FADD、Caspase8、
Caspase3、cFlip、Traf2蛋白表达水平; C: 786-o细胞蛋白表达灰度值相关水平。**P<0.01, ***P<0.001。
A: FADD, Caspase8, Caspase3, cFlip, Traf2 mRNA expression detected by q-PCR; B: FADD, Caspase8, Caspase3, cFlip, Traf2 protein expression de-
tected by Western blot; C: relative protein level in 786-o cells. **P<0.01, ***P<0.001.

图8   IL-2处理后, 786-o细胞中FADD、caspase8、caspase3、cFlip、Traf2 mRNA以及蛋白表达水平

Fig.8   FADD、caspase8、caspase3、cFlip、Traf2 mRNA and protein levels in 786-o cells treated with IL-2
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较好的结果[27], 因此大剂量的IL-2治疗已成为临床

上最早批准投入临床使用的免疫疗法之一, 并具有

较好的临床治疗效果[28-29]。但是IL-2治疗癌症存在

剂量限制性的毒副反应[25], 部分患者会出现钠水潴

留, 全身性毛细血管渗漏综合征等毒副反应。故如

何减低大剂量IL-2治疗的毒副反应就成了目前所面

临的主要问题, 本课题研究证明, IL-2虽主要作用于

淋巴细胞[10], 但同时也会使肿瘤细胞相应的抗凋亡

信号通路FasL/Fas/FADD/cFlip/Traf2激活, 使细胞对

IL-2的治疗产生一定的抵抗作用, 这也许会是IL-2
须使用较大剂量的原因之一, 转染sh-PLCε则可以抑

制此抗凋亡通路的激活, 相反地, 激活凋亡蛋白Cas-
pase8, 启动凋亡信号通路FasL/Fas/FADD/Caspase8/
Caspase3。故将转染sh-PLCε与IL-2联合使用, 可以

提高IL-2的治疗效果, 为了证明我们的观点, 我们将

健康成年人外周血的淋巴细胞与肿瘤细胞进行了共

培养, 我们发现, 二者连用组的肿瘤细胞凋亡比例最

高, 于是我们可以得出结论: sh-PLCε可以提高IL-2
的治疗效果, 进而可以达到减少使用剂量, 降低IL-2
毒副反应的目的。

综上所述, 本实验揭示了敲减PLCε可以通过减

少细胞的凋亡抑制, 增强细胞凋亡信号的启动, 来降

低肾癌细胞对IL-2治疗的抵抗作用。这为改善IL-2
临床使用的副反应, 提高IL-2的疗效提供新的思路。
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