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超声微泡介导沉默 T 淋巴细胞 Itch 基因对胃癌
MFC 细胞免疫杀伤作用的实验研究
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摘要 ：目的   利用超声介导微泡破裂技术（UTMD）沉默 T 淋巴细胞 Itch 基因表达，观察转染 T 细胞

对胃癌 MFC 细胞的免疫杀伤效率。方法   免疫磁珠分离 T 淋巴细胞，构建靶向 Itch 基因的 shRNA 表达质

粒，超声微泡介导转染 48 h 后，流式细胞仪分析 T 细胞转染成功率，Western blot 测定 T 细胞 Itch 蛋白表达。转

染 24 h 后，流式细胞仪检测 T 淋巴细胞活化早期标志 CD69 表达。转染 72 h 后，观察对比单纯 T 淋巴细胞、

阴性对照 T 淋巴细胞及转染 T 淋巴细胞与小鼠胃癌 MFC 细胞共培养时肿瘤杀伤率。结果   利用 UTMD 技

术介导 shRNA 转染效率达到 51.9%，Itch 蛋白表达能被有效抑制。转染 24 h 后，转染组 T 淋巴细胞早期活化

标志 CD69 表达较其他组更高。转染 72 h 后，与阴性对照组和空白组相比，在不同的效靶比水平（10 ∶ 1、

20 ∶ 1、40 ∶ 1），转染 T 淋巴细胞杀瘤活性均增强。结论   利用 UTMD 技术介导 shRNA 转染能有效沉默

Itch 基因表达，促进 T 淋巴细胞免疫活性，增强 T 淋巴细胞对胃癌 MFC 细胞的免疫杀伤效率。
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Effect of ultrasound-targeted microbubble destruction mediated 
silencing of Itch gene in T lymphocyte on cytotoxicity 

against MFC gastric cancer cells
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Abstract: Objective  To investigate the effect of ultrasound-targeted microbubble destruction (UTMD) 
technology mediated silencing of Itch gene in T-lymphocytes on killing MFC gastric cancer cells.  Methods  T 
lymphocyte were isolated by magnetic beads. shRNA plasmid was constructed and transferred by UTMD technology 
to silence Itch gene in T lymphocytes. Twenty-four hours after transfection, the expression of CD69 was detected 
by flowcytometry; 48 hours after transfection, transfection efficiency and expression of Itch were identified by 
flowcytometry and Western blot, respectively; 72 hours after transfection, cytotoxicity activity against MFC 
gastric cancer cells were determined.  Results  Success rate of transfection by UTMD was 51.9%. Transfection of 
Itch increased expression of CD69 significantly when compared with remaining groups. Expression of Itch gene 
was sufficiently blocked by UTMD. Cytotoxicity of transfected T lymphocyte against MFC gastric cancer cells 
was dramatically upregulated when compared with negative control and blank group.  Conclusion  Silencing the 
expression of Itch gene by UTMD significantly promotes immune cytotoxicity of T lymphocyte against MFC gastric 



· 23 ·

第 9 期 刘丹，等 ：超声微泡介导沉默 T 淋巴细胞 Itch 基因对胃癌 MFC 细胞免疫杀伤作用的实验研究

胃癌发生率和死亡率占目前全部癌症例数第二

位 [1]。胃癌进展与机体免疫水平密切关系，然而针对

晚期胃癌的靶向免疫治疗至今仍未取得实质进展，如

何增强胃癌组织内 T 淋巴细胞活性将成为胃癌免疫

治疗关键 [2-3]。Itch 蛋白是一种 E3 泛素链接酶，在调

节 T 淋巴细胞活化和免疫耐受方面起着关键作用，其

通过调控 T 细胞受体表达和转化生长因子 -β 信号通

路以诱导机体免疫耐受 [4-5]。敲除 Itch 基因可增强 T

淋巴细胞免疫活性和促进 Th2 细胞因子（IL-4/IL-5）

分泌，同时 Itch 基因敲除小鼠血清 IgE 和 IgG1 水平升

高，出现严重的自体免疫性皮炎病变 [6-8]。因此，Itch

基因可作为抗肿瘤免疫治疗新型靶点用于临床。RNA

干扰（RNA interfere，RNAi）技术是基因研究中一种

常用有效工具，但如何将外源基因无创且高效地导入

靶细胞内是目前亟待改善的关键技术。超声介导微泡

破裂技术（ultrasound-targeted microbubble destruction，

UTMD）是一种新型基因定位释放技术，可为基因靶

向治疗提供一种简便、高效、无创的转染途径 [9]。目

前国内外关于 Itch 抗肿瘤免疫治疗应用的报道少见，

且未见 UTMD 介导靶向沉默 Itch 基因用于胃癌免疫

治疗的相关研究。本研究拟利用 UTMD 技术沉默 T

淋巴细胞 Itch 基因表达，检测 T 淋巴细胞因子 IL-2 和

IFN-γ 分泌水平变化，分析转染 T 细胞对胃癌 MFC 细

胞的免疫杀伤情况，探索以 Itch 基因为靶点免疫治疗

胃癌的可行性。

1    材料与方法

1.1    试剂及设备

615 小鼠购于中国科学院（北京）动物实验中

心（许可证号 ：SHZK（沪）2016-0002），无特定病原

体级（SPF 级），体重约 20 ～ 25 g。利用德国美天尼

公司免疫磁珠纯化脾脏 T 淋巴细胞，T 淋巴细胞纯度

达 96.9%，培养基构成 ：90%1640 培养基，10% 胎牛

血清，5 μg/ml ConA 和 1% 双抗。小鼠胃癌 MFC 细

胞起源于 615 小鼠，购自中国科学院（北京）细胞库，

培养基配置 ：10% 胎牛血清 +90% 1640 培养基 + 链霉

素（100 μg/ml）+ 青霉素（100 IU/ml）。细胞培养基

及耗材购自美国 Gibco 公司，T 淋巴细胞免疫磁珠购

自德国美天尼公司，CD3、CD69 兔抗小鼠多克隆抗体

购自美国 BD 公司，Itch 兔抗小鼠多克隆抗体购自美

国 Abcom 公司，超声低变频治疗仪器购自 Chattanooga

公司，SonoVue 超声微泡造影剂购自美国 Bracco 公司，

Itch-shRNA 序列合成和质粒构建由上海吉凯基因公司

完成，其中质粒携带绿色荧光蛋白（green fluorescence 

protein，GFP）标记基因。

1.2    ShRNA/ 微泡复合物制备

采用文献报道 Itch-shRNA 高效沉默序列 [10]，正

向：5'-AACCATGACCAATCCGAATAC-3'，反向：5'-AA 

TGTTAGCCCCAATCGTT-3'，扩增片段长度为 256 bp。

shRNA 质粒合成与构建由上海吉凯基因公司合成，按

照说明书操作，将正、反 2 条核苷酸链退火得到双链

DNA，T4 连接酶定向克隆退火后的 shRNA 双链模板，

包装至线性化的质粒载体中。随后，将 10 μl Itch-

shRNA 表达质粒与 100 μl 微泡混合，加入 100 μl 

DMEM 培养基中室温孵化 10 min，0.22 μm 滤器过滤

除菌，备用。

1.3    T 淋巴细胞转染

调节超声辐照最优参数为 1 W/cm2，3 min，20%

占空比 [11]，超声探头置于水槽正下方，探头上放置 12

孔板操作平台，探头中心正对靶孔。CD3 免疫磁珠

纯化分离小鼠脾脏 CD3+T 淋巴细胞，离心收集 P2 代

T 淋巴细胞，无血清 DMEM 培养基重悬，以细胞密度

1×105/cm2 接种至 12 孔板中。超声辐照前，3 ml PBS

溶液与 Sono Vue 微气泡预混合，振荡或倒置使其分布

均匀，微泡密度约为（5 ～ 0）×108 个 /ml，微泡直径

约为 2 ～ 5 μm。30 μl 质粒溶液与 100 μl SonoVue

微泡悬液充分混匀后，将质粒 - 微泡混合液置入 T 淋

巴细胞悬液内，予超声辐照 60 s。辐照完成后，从水

槽中移出 6 孔板，37℃细胞培养箱中继续培养。处

理后 6 h，更换为 10%FBS 的 1640 培养基，继续培养

48 h 后离心收集细胞。本实验设置 3 个分组，其中实

验组 ：Itch-shRNA 质粒 +SonoVue 微泡 + 超声辐照，

对照组 ：阴性对照 shRNA 质粒 +SonoVue 微泡 + 超声

辐照，空白组 ：无微泡及超声辐照处理，另外将 GFP

质粒按照上诉步骤予以超声辐照微泡处理，转染 48 h

后，流式细胞仪检测 UTMD 介导细胞转染效率，荧光

cancer cells in vitro.
Keywords:  Itch; ultrasound-targeted microbubble destruction; gene silencing; gastric cancer; immunotherapy
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显微镜下观察各分组 GFP 表达情况。

1.4    Western blot 检测 Itch 蛋白表达

细 胞 转 染 后 继 续 培 养 48 h，1 200 r/min 离 心

5 min，收集细胞后提取 T 淋巴细胞总蛋白，检测其中靶

蛋白 Itch 表达水平，80 V 直流电压转 PVDF 膜 3 h，2% 

BSA 封闭 1 h，剪膜，加入 1 ∶ 800 稀释兔抗鼠 Itch 多

克隆抗体 4℃过夜孵育（16~18 h），加入 1 ∶ 500 稀

释 HRP 标记 IgG 抗体室温孵育 1 h，在 ECL 显色系统

中显色定影，分析杂交条带。

1.5    流式细胞仪检测 CD69 表达

转染 T 淋巴细胞 24 h 后，PBS 清洗 2 次。每组各

取 1×105 个细胞，分别加入 PBS 溶液 100 μl，吸管轻

柔吹打均匀，加入 1μl 兔抗小鼠多克隆 CD69 抗体，

FITC 荧光标记，混匀后置室温避光孵育 30 min，PBS 清

洗 3 次，800 r/min 细胞离心，弃上清液，250 μl PBS

溶液重悬，流式细胞仪上机检测。

1.6    T 淋巴细胞免疫杀伤效率测定

转染 T 淋巴细胞 72 h 后，将 100 μl 实验组、对

照组及空白组 T 淋巴细胞分别与 100μl 胃癌 MFC 细

胞混合接种于 96 孔板，效靶比梯度分别为 10 ∶ 1、

20 ∶ 1、40 ∶ 1，其中胃癌 MFC 细胞密度为 2×104 个

/ml，每组设 3 个复孔。设置单纯胃癌 MFC 细胞为靶

细胞组，单纯 T 淋巴细胞作为效应细胞组。细胞共培

养 72 h，CCK-8 法测定细胞杀伤效率。

1.7    肿瘤杀伤率计算方法如下 [12] ：

肿瘤细胞杀伤率（%）=[（ODE+ODT）-ODE+T]/

ODT×100%

ODE+T= 效应细胞 + 靶细胞孔 OD 值

ODE= 单独 T 淋巴细胞 OD 值

ODT= 单独胃癌 MFC 细胞 OD 值

1.8    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，采用单因素方差分析，

两两比较方差齐性用 LSD-t 法检验，方差不齐性用

Dunnett's T3 法检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    T 淋巴细胞原代培养

利 用 免 疫 磁 珠 分 离 C57 小 鼠 脾 脏 CD3+T 淋 巴

细胞，T 淋巴细胞呈椭圆形外观，悬浮生长，直径在

20 µm 左右，流式细胞仪检测 T 淋巴细胞表面标志

CD3 抗原分子表达，证实分离 T 细胞纯度为 95.9%。

见图 1。

2.2    细胞转染率测定结果

GFP 是一种绿色荧光蛋白，激发后表达绿色荧

光，并散在分布于胞质内，荧光显微镜下可观察转染

成功的 T 淋巴细胞显示绿色荧光，超声微泡转染 Itch-

siRNA 质粒 48 h 后，本研究利用流式细胞仪检测 T 淋

巴细胞转染率达到 70.8%。见图 2。

2.3    超声微泡介导 Itch-shRNA 质粒转染对 Itch
蛋白表达的影响

Western blot 检测 UTMD 介导 Itch-shRNA 质粒转

染 T 淋巴细胞后各组 Itch 蛋白表达，空白组、对照组

和实验组 Itch 蛋白相对表达量分别是（0.41±0.09）、

（0.39±0.10）和（0.15±0.078），各组 Itch 蛋白相对表

达量比较，差异有统计学意义（F =7.699，P =0.022）。

各组总体方差相等，满足方差齐性，两两对比采用

A  磁珠分选 T 淋巴细胞                    B  T 淋巴细胞纯度

图 1    T 淋巴细胞培养与鉴定

A：DAPI 染色；B：转染 T 淋巴细胞绿色荧光蛋白表达；C：图

像整合；D：细胞转染率检测

图 2    细胞转染率测定
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LSD 法。与对照组比较，实验组 Itch 蛋白表达量降低

（t =-0.327，P =0.021）；空白组与对照组 Itch 蛋白表

达量比较，差异无统计学意义（t =0.0273，P =0.810），

表明超声微泡介导 Itch-siRNA 质粒能高效且特异性

抑制 T 淋巴细胞 Itch 蛋白表达。见图 4。

2.4    超 声 微 泡 介 导 Itch 基 因 沉 默 后 细 胞 表 型
CD69 表达变化

转 染 24 h 后 流 式 细 胞 仪 检 测 T 细 胞 早 期 活 化

标志 CD69 表达，显示实验组 CD69 表达上调，达到

（27.61±3.65）%，对照组和空白组分别为（7.82± 

1.79）%、（9.33±1.54）%（见图 3），各分组早期活化

标志 CD69 表达比较，差异有统计学意义（F =57.79，

P =0.000）。各组总体方差相等，满足方差齐性，两两

比较采用 LSD 法。与对照组比较，实验组早期活化

标志 CD69 表达增加，差异有统计学意义（t =9.701，

P =0.000）；对照组与空白组早期活化标志 CD69 表达

差异无统计学意义（t =-0.737，P =0.489）。由此得知，

沉默 Itch 基因表达后 T 淋巴细胞表面活化标志 CD69

表达提高。

2.5    Itch 基因沉默可增强 T 淋巴细胞肿瘤免疫杀
伤效率

各组总体方差相等，满足方差齐性，两两对比采

用 LSD-t 法。 不 同 效 靶 比 水 平（10 ∶ 1、20 ∶ 1、

40 ∶ 1）比较，各分组肿瘤杀伤效率比较，差异有统

计学意义，其中效靶比水平为 10 ∶ 1 时（F =12.988，

P =0.007），与对照组比较，实验组肿瘤杀伤效率增加

（t =4.496，P =0.011）；效靶比水平为 20 ∶ 1 时（F = 

9.003，P =0.016），与对照组比较，实验组肿瘤杀伤效

率增加（t =4.496，P =0.011）；效靶比水平为 40 ∶ 1

时（F =26.881，P =0.001），与对照组比较，实验组肿

瘤杀伤效率增加，（t =4.496，P =0.011）。此外，随着效

靶比升高，T 淋巴细胞对于胃癌 MFC 细胞杀伤率逐渐

增加，当效靶比为 40 ∶ 1 时，实验组 T 淋巴细胞杀伤

效率最高，达到（45.91±5.65）%。

图 3    各组 Itch 蛋白表达
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图 4    转染 24 h 后 CD69 表达
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3    讨论

免疫细胞通过关键蛋白调节其自身免疫水平而

不致过度活化或抑制。Itch 蛋白负性调节 T 淋巴细

胞活化因子，如核转录因子 BAP-1、NF-κb 及 T 细

胞表面受体等，诱导机体免疫无反应性，防止机体免

疫过度活化 [13]。研究证实，特异性 T 淋巴细胞能浸润

至肿瘤组织内部，然而浸润 T 淋巴细胞在肿瘤微环境

中处于免疫耐受状态，无法对肿瘤细胞发动有效免疫

攻击 [14-15]。胃癌组织中抗肿瘤免疫应答被调节性 T 细

胞抑制，细胞毒性 T 细胞活性受损，如能特异性抑制

Itch 基因表达，则可增强 T 淋巴细胞免疫反应性以免

疫杀伤胃癌细胞。

RNA 干扰技术利用小双链 RNA 诱发同源 mRNA

高效特异性降解，沉默目的基因表达，是目前常用的

分子生物学技术。小干扰 RNA（Small interfering RNA，

siRNA）和短发夹 RNA（short hairpin RNA，shRNA）

是 RNAi 技术常用的效应片段。具体来讲，siRNA 的

沉默效应是暂时的，而基因载体与 shRNA 结合后，能

实现稳定转染，诱导靶基因 mRNA 分解，达到持续抑

制效果 [16]。本研究选用文献报道的成熟 shRNA 序列

持续抑制 Itch 基因表达以便于后续动物实验研究。将
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图 5    共同培养肿瘤杀伤效率比较
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RNAi 用于特异性沉默 Itch 基因之前，首先应解决是基

因转染载体的问题，目前通常采用非病毒或病毒载体。

病毒载体转染效率较高，但存在一定的生物安全隐患，

同时病毒自身免疫原性也是实际运用中需要考虑的难

题 [17] ；脂质体和质粒等非病毒载体虽无上述缺陷，但

其转染效率不高，且具有一定的细胞毒性，因此有必

要寻找一种新的转染途径 [18]。UTMD 技术利用超声介

导微泡靶向释放所携带基因，可为细胞转染提供新的

途径，该方法产生细胞空化作用，增加细胞膜通透性，

一过性地形成细胞膜孔洞，减小细胞表面不流动层厚

度，从而增加转染效率，本实验中，UTMD 技术转染

48 h 后，荧光显微镜下可观察到转染成功细胞内发出

绿色荧光，转染成功率达 51.9%。当然，超声介导微

泡空化转染基因作为一种物理辅助手段，如果超声能

量强度过大，也可能造成细胞不可逆损伤，甚至导致

细胞凋亡和溶解，因此本研究参考既往文献调整超声

辐照最优参数为 1 W/cm2，3 min，20% 占空比 [11]，可有

效避免潜在的细胞损伤发生，有利于确保 UTMD 介导

细胞转染的安全性。

Itch 基因对于 T 淋巴细胞免疫功能具有负调控作

用，本研究首先利用 UTMD 介导 shRNA 转染 T 细胞

以有效沉默 Itch 基因表达，继而观察 T 淋巴细胞活化

程度。CD69 分子位于 T 淋巴细胞表面，静止的 T 淋

巴细胞不表达 CD69 分子，而一旦活化，其 CD69 分

子表达数量则上升，因此被认为是 T 淋巴细胞活化早

期标志 [19]。实验结果表明，UTMD 转染 48 h 后，实验

组 CD69 表达率升高，这表明 UTMD 技术能有效抑制

Itch 基因表达，进而增强 T 淋巴细胞活性。如何体外

评价转染 T 淋巴细胞对胃癌 MFC 细胞免疫杀伤效率

是本实验研究重点。混合细胞培养 72 h 后，在不同效

靶比（10 ∶ 1、20 ∶ 1、40 ∶ 1），实验组 T 淋巴细

胞较空白组或对照组均具有更高的肿瘤杀伤效率。当

效靶比为 40 ∶ 1 时，杀伤效率达到（45.91±5.65%），

这表明超声微泡介导沉默 Itch 基因能增强 T 淋巴细胞

对胃癌 MFC 细胞的免疫杀伤作用。

上述研究结果表明，UTMD 技术具有较强基因转

染效率，下调 Itch 基因表达能有效增强 T 淋巴细胞免

疫活性，增强 T 淋巴细胞对胃癌 MFC 细胞的体外免

疫杀伤作用。
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