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负载核糖体蛋白L8的树突状细胞
对黑色素瘤的抑制作用

李燕　尹令丝　岳欢　黄俊琼　胡永林
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　　［摘要］　背景与目的：研究发现核糖体蛋白L8(ribosomal protein L8，RPL8)在黑色素瘤中表达能激活

黑色素瘤患者外周血单个核细胞增殖并产生白细胞介素2，提示RPL8可能参与抗肿瘤免疫应答，有望成为抗肿

瘤治疗的靶点。本研究通过RPL8蛋白负载树突状细胞(dentritic cell，DC)，探讨负载RPL8蛋白的DC对黑色素

瘤的免疫效应。方法：原核表达RPL8蛋白，纯化后致敏小鼠骨髓来源DC，流式细胞仪检测DC表面标志，MTT法

检测细胞毒性T淋巴细胞对小鼠黑色素瘤细胞的杀伤作用；负载RPL8蛋白DC免疫治疗小鼠后，观察肿瘤体积变

化及小鼠生存时间。结果：纯化蛋白经蛋白质印迹法(Western blot)分析见约28×103大小的特异性条带；DC

经RPL8及细菌脂多糖(Lipoplysaccharide，LPS)诱导成熟后细胞表面CD11c、CD80、MHC-Ⅰ类、MHC-Ⅱ类分子

表达增高，能激活T淋巴细胞，对B16细胞有抑制作用，RPL8-DC组的抑制率在效靶比为30∶1时高达70%，较PBS

组和DC组明显增高；负载RPL8蛋白DC免疫治疗小鼠后，肿瘤体积缩小，小鼠的生存期明显延长。结论：负载

RPL8的DC对黑色素瘤有生长抑制作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Studies have shown that ribosomal protein L8 (RPL8) is shared by 
melanomas, gliomas and ovarian carcinomas. A peptide of RPL8 significantly stimulated proliferation and cytokine 
expression of the hepler T cell clone and lymphocytes in melanoma patients. RPL8 may stimulate anti-tumor immunity, 
making RPL8 an attractive candidate for therapeutic intervention. In this study, we prepared DC pulsed by RPL8 
(RPL8-DC) and investigate the anti-tumor effect of RPL8-DC on melanoma in mice. Methods: The recombinant 
protein was achieved through IPTG induction in E. coli and identified with Western blot. Bone marrow-derived DC was 
loaded with RPL8 protein. RPL8 and CD11c, CD80, MHC-Ⅰ, MHC-Ⅱ molecules on dentritic cells were monitored by 
fluorescence microscope and FACS analysis, respectively. The anti-tumor effect of T cells in vitro was detected by MTT 
assay. Subcutaneous tumors were induced in C57BL/6 mice using B16 cells. The tumor volumes were measured after 
injection with RPL8-DC. Results: The purified protein was combined with specific antibodies. DCs pulsed by RPL8 
were visualized under fluorescent microscopy. CD11c, CD80, MHC-Ⅰ, MHC-Ⅱ molecules on DCs were up-regulated 
after stimulation with RPL8 and LPS. B16 cells were inhibited by T cells stimulated with RPL8-DC. The inhibition 
rate of tumor cells was 70% in RPL8-DC group when effector-to-target ratio was 30∶1, which was higher than PBS 
and DC groups. Inhibition of growth could be observed more significantly in mice after the treatment with RPL8-DC. 
The mice receiving the therapy of RPL8-DC were able to survive much longer than the mice receiving control therapy. 
Conclusion: The DC pulsed by RPL8 protein can inhibit the growth of melanoma.
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　　树突状细胞是目前已知的抗原提呈功能最

强的细胞，有强大的激活CD8+ 细胞毒性T细胞

(cytotoxic T lymphocyte，CTL)及CD4+ 辅助T细

胞的能力。树突状细胞(dentritic cell，DC)表面

高表达MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ类及黏附分子，在激

发免疫反应诱导CTL对肿瘤细胞产生特异性杀

伤的过程中起重要作用。以肿瘤特异性抗原或

肿瘤相关抗原致敏DC，可诱导特异性抗肿瘤免

疫应答［1-2］。本研究采用原核表达的核糖体蛋

白L8(ribosomal protein L8，RPL8)冲击DC，探

讨RPL8致敏的DC对黑色素瘤的治疗作用。

1　材料和方法

1.1　实验材料

　　E.coliDH5a、BL21、PET28a(+)质粒、

PUC57-RPL8由本实验室保存；T4DNA连接酶、

限制性内切酶HindⅢ和EcolⅠ购自日本Takara
公司；质粒中小量提取试剂盒购自美国Omega
公司；6～8周龄C57BL/6小鼠购自第三军医大

学实验动物中心；重组小鼠GM-CSF、IL-4分

别购自杭州隆基生物科技公司、PeproTech公

司；荧光素标记的anti-CD11c、anti-CD80、anti-
MHC-Ⅰ、anti-MHC-Ⅱ购自美国eBioscience 
公司。

1.2　方法

1.2.1　RPL8原核表达载体的构建及诱导表达

　　以本实验室构建的pUC57-RPL8载体为模

板，扩增目的基因RPL8，构建pET28a(+)-RPL8
原核表达载体，经测序鉴定正确后将其转化

BL21工程菌，用IPTG诱导目的蛋白表达，采

用Ni柱进行纯化，纯化蛋白用蛋白质印迹法

(Western blot)进行鉴定。

1.2.2　负载RPL8蛋白的DC的制备及鉴定  

　　无菌取小鼠股骨、胫骨，PBS液冲洗髓

腔，收集冲洗液，NH4Cl溶液裂解红细胞，用含

10%胎牛血清的RPMI-1640培养液调节细胞浓度

为1×106/mL，接种于6孔板内培养(含10 ng/mL
的GM-CSF和5 ng/mL的IL-4)，第6天加入RPL8

蛋白，使其终浓度为10 μg/mL，于37 ℃、CO2

体积分数为5%的条件下培养，第2天加入LPS继

续培养24 h，收集细胞，即为RPL8-DC。加入

RPL8一抗和二抗，荧光显微镜下观察。流式细

胞仪分析细胞表面CD80、CD11c、MHC-Ⅰ及

MHC-Ⅱ类分子的表达。

1.2.3　细胞杀伤活性测定  

　　取小鼠脾脏，研磨成匀浆，低渗破红细

胞，加入含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液

重悬制成细胞悬液后，加至尼龙毛柱中，与

37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下培养1 h，收

集T细胞。分别取PBS、DC、RPL8-DC与T细胞

以1∶3比例混匀，继续培养72 h后，调节细胞浓

度为1×106/mL，培养24 h后以效靶比为10∶1、

20∶1、30∶1加入培养于96孔板内的B16细

胞中，每组设3个复孔，继续培养48 h后加入

MTT，4 h后加入DMSO，于570 nm波长处检测

各组的A值。

1.2.4　体内抑瘤实验  

　　小鼠右前腋下注射B16细胞(1×106/只)，

待小鼠长出肿瘤后即为荷瘤小鼠模型。荷瘤5 d
后，随机将荷瘤小鼠分为3组，分别接受PBS、

DC、RPL8-DC注射，体积为200 μL，每隔5 d注

射1次，共3次，用游标卡尺测量小鼠的肿瘤大

小，观察小鼠的生存情况。

1.3　统计学处理  

　　实验数据用x±s 表示，应用SPSS 13.0统

计软件采用单因素方差分析进行差异显著性 

分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　纯化蛋白的鉴定

　　重组蛋白经Western blot分析，可见大小约

28×103的特异性条带，同时以BL21空菌作为对

照，对照菌未出现相应条带(图1)。 

图 1　纯化蛋白的鉴定

Fig. 1    Purified protein was identified by Western blot

  1: BL21; 2: Purified protein.
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2.2　DC表面标志分析

　　在体外培养第6天未经RPL8诱导的DC，细

胞表面特征性分子CD11c，共刺激分子CD80，

MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ类分子低表达；经RPL8、

LPS诱导后的DC表面标志符合成熟DC的特点，

即CD11c、CD80、MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ类分子等

高表达(图2)。

图 2　DC细胞表型鉴定

Fig. 2    The membrane molecules on DC were analyzed after stimulation with RPL8

2.3　RPL8-DC的鉴定

　　DC和RPL8蛋白混合培养24 h后加入RPL8一

抗，于37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下温育

1 h，加入FITC标记的羊抗鼠IgG，室温避光1 h

后，荧光显微镜下观察可见细胞内有绿色荧光

(图3)。

2.4　RPL8-DC诱导T细胞的杀伤效应

　　RPL8-DC激活的T淋巴细胞对B16黑色素瘤

细胞的抑制率，以效靶比30∶1的效率最高，为

70%，DC组的抑制率为48%，PBS组的抑制率为

35%，RPL8-DC组对黑色素瘤的抑制率较DC组

及PBS组明显增高(P<0.05，图4)。

2.5　荷瘤小鼠的生存时间及肿瘤体积的变化

　　C57BL/6小鼠右前腋皮下接种B16细胞5 d

后，所有小鼠接种部位均出现直径约0.2~0.3 cm

大小的结节，此时给予第1次免疫治疗，隔5 d

免疫1次 ，游标卡尺测量肿瘤的大小，直到PBS

组和DC组出现进食减少、精神萎靡、活动减

少，逐渐死亡。RPL8-DC组的肿瘤大小显著

小于PBS组及DC组(P<0.05)，PBS组与DC组差

异无统计学意义(图5)。RPL8-DC组小鼠的生

存期明显延长，RPL8-DC组与DC组、PBS组比

较，小鼠的生存期差异有统计学意义(P<0.05， 

图6)。

图 3　荧光显微镜观察负载RPL8蛋白DC

Fig. 3    RPL8-DCs were observed under fluorescence microscope

(×400)

  A: Control; B: RPL8-DC.
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图 4　各组对B16细胞的杀伤效应

Fig. 4    RPL8-DC inhibited the growth of B16 cells 

  *: Compared with other groups, P<0.05.

图 5　RPL8-DC治疗后肿瘤体积的变化

Fig. 5    The tumor volumes after treatment with RPL8-DC

图 6　RPL8-DC治疗后荷瘤小鼠的生存时间

Fig. 6    Survival period of tumor-bearing mice after treatment 

with RPL8-DC

3　讨　　论

　　黑色素瘤是来源于黑色素细胞的肿瘤，常

发生于皮肤，恶性程度高，易发生转移，近年

来其发生率和死亡率呈上升趋势。黑色素瘤早

期以手术切除为主要治疗手段，结合化疗、放

疗效果仍不理想，复发率高，5年生存率低于

10%，属于难治疗的肿瘤之一，需要新的治疗

手段的开发和应用［3］。肿瘤发生过程中常常伴

有机体抗肿瘤免疫功能的低下，发生机制包括

肿瘤抗原调变、表达减少，以及抗原提呈细胞

MHC及共刺激分子的下调等，导致不能有效提

呈抗原、刺激产生特异性抗肿瘤免疫应答［4］。

肿瘤疫苗研究主要是围绕如何增强肿瘤的免疫

原性、增强机体的抗肿瘤免疫应答及如何打破

肿瘤免疫耐受这一关键问题。理想的肿瘤疫苗

不仅能刺激宿主产生有效的免疫应答，而且还

应安全、无不良反应，具有预防肿瘤复发的保

护性的长期的免疫记忆功能［5］。

　　树突状细胞是机体免疫应答反应的首要环

节，是唯一能直接激活初始型T淋巴细胞的抗原

提呈细胞，在抗肿瘤免疫应答的启动及调控中

起着极其关键的作用［6-7］。近年来，利用DC提

呈肿瘤抗原，诱导机体产生特异性抗肿瘤免疫

是肿瘤免疫治疗研究的一个热点。Lin等［8］将

肿瘤抗原基因MAGE-A3转染DC，后者可诱导抗

原特异的T细胞应答，活化的T细胞可抑制肿瘤

细胞系Huah-7、SGC-7901的生长。Markowicz
等［9］给黑色素瘤Ⅲ期患者用负载黑色素瘤抗原

肽的DC疫苗进行治疗可使患者3年生存率明显

提高。目前抗原致敏的DC疫苗已应用于肿瘤的

辅助治疗，但其诱导产生特异性CTL反应的能

力还不稳定，究其根本原因在于抗原的免疫原

性，与抗原的选择有关。RPL8属于核糖体蛋白

家族，参与蛋白质翻译、复制、转录、翻译调

控等。研究发现RPL8在脑胶质瘤、黑色素瘤和

乳腺癌中高表达，能被CD4+HLA-DR7限制性的

Th细胞识别，能激活黑色素瘤患者外周血单个

核细胞增殖并产生白细胞介素2，提示RPL8可
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作为肿瘤抗原，用于肿瘤的免疫治疗［10］。

　　本实验利用原核表达技术表达目的蛋白

RPL8，RPL8冲击致敏DC，获得的负载RPL8

的DC免疫治疗小鼠后，能抑制肿瘤的生长，

RPL8-DC组肿瘤体积较PBS组和DC组明显缩

小。体外实验发现，经RPL8冲击后的DC能激活

T细胞，抑制B16黑色素瘤细胞的生长，与PBS

组和DC组比较差异有统计学意义。表明所制备

负载RPL8的DC具有诱导小鼠产生抗肿瘤免疫的

能力。负载RPL8的DC能明显抑制黑色素瘤的生

长，PBS组、DC组的小鼠在24 d内均死亡，而负

载RPL8的DC组生存期为31 d，荷瘤小鼠的肿瘤

体积变化及生存期与对照组比较差异有统计学

意义。本研究成功制备了负载RPL8的DC，在体

内外可抑制黑色素瘤的生长，为进一步研究其

作用机制奠定了基础。
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