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脱氧雪腐镰刀菌烯醇对人外周血单个核细胞

HLA-I 分子表达的影响

李月 红 *，张祥宏，邢凌霄，严 霞，王俊灵，王凤荣

(河北医科大学基础所实验病理室，石家庄 050017 )

摘 要:研究探讨了脱氧雪腐镰刀茵烯醇(DON)对人外用血羊个核细胞 HLA-I(human leuco­

cyte antigen 1)分子表达影响 。 采用流式细胞术(FCM)和免疫印迹方法研究了 不同剂量 DON对体外

培养人外周血单个核细胞表面 HLA-I分子表达的影响及其量效关系 。 FCM定量检测结果表明，不

同浓度DON 处理均可一定程度降低人外用血羊个核细胞表面 HLA-I 分子的表达， DON 50nglmL 

100 nglmL 1000 nglmL和 2ωo nglmL纽且A-I 类分子的平均表达量分别为 6.92土0.68 、 6.64:1:0.69 、

5 . 95士0.48 和 5 .48 :1:0 .77 ， 在 50-2000ng/mL 范围内随着 DON 浓度增加，外用血单个核细胞 HLA-I

分子表达降低， 两者呈显著负相关(r=0.737 ， P<O.OI) . Western 印迹结果显示，大剂量 DON(1000

ng旭L和 2000 ng/mL)组人外用血羊个核细胞HLA-I分子表达明显减弱 。 研究结果表明脱氧雪腐镰

刀菌烯醇可剂量依赖地抑制体外培养的人外用血单个核细胞 HLA-I 分子的表达。
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HLA- I 类抗原分子广泛分布于有核细胞膜上，

其主要功能是在免疫应答中参与内源性抗原分子的

加工处理和提呈 ， 从而控制免疫应答的发生和强

弱 。 机体抗肿瘤免疫主要依赖细胞毒性 T 淋巴细胞

(CTL)介导的免疫应答 ， HLA-I 分子 - 抗原肤复合体

与 T 淋巴细胞的受体结合是 T 淋巴细胞活化、增殖

进而对靶细胞产生杀伤力并分泌淋巴因子的第一激

活信号 ， 在肿瘤免疫监视中发挥重要作用 [1 ， 2] 。 最

近研究发现，某些外界环境因素可影响正常免疫细

胞表面 HLA-I 分子的表达[3] 。 因此 ， 外界环境因素

对正常免疫细胞表面 HLA-I 分子的表达的影响及其

在恶性肿瘤发生发展中的可能作用， 逐渐受到了学

术界的关注 。

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxyniva1enol， DON)又称

作呕吐毒素(vomitoxin， VT) ，结构上属于单端抱菌

烯族毒素，是全世界饲料和粮食的主要污染霉菌毒

素， 也是我国食管癌、胃癌高发区居民粮食的优势

污染霉菌毒素之一[4 ，5] 。 本研究室进行的研究表明，

DON 对人和动物免疫功能主要产生负面影响 [6 ， 7] 。

DON 的免疫毒性可能在肿瘤的发生中发挥一定作

用 ， 但需进一步证实。目前，有关 DON 对 HLA

表达影响的研究国内外均未见报道。 本研究采用流

式细胞术(FCM)和免疫印迹(Western blotting)方法研

究了 DON对人外周血单个核细胞表面 HLA-I分子表

达的影响 。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

流式细胞仪为美国 BD 公司生产的 FACS420

型 ; 新鲜健康成年人外周静脉血由河北省血液中心

提供:脱氧雪腐镰刀菌烯醇(Sigma) 由北京中 山生物

技术公司提供 ; 淋巴细胞分离液购自上海试剂二

厂 ; RPMI 1640 培养基为 Gibco 公司产品 。

1. 2 人外周静脉血单个核细胞的分离与培养

聚震糖 - 泛影葡肢密度梯度离心法(ficoll­

hypaque density gradient centrifugation)分离人外周静

脉血单个核细胞。 主要步骤如下: 每批新鲜抗凝静

脉血 200mL 加等体积的生理盐水稀释，吸取淋巴细
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胞分离液(每 lOmL稀释血加 5mL 分离液)置于 50mL

离心管中， 然后小心将 2 倍体积的稀释血加在淋巴

细胞分离液上 ， 2000 r/min 离心 25min，小心吸出

分层液与血浆交界处的灰白色浑浊层(单个核细胞) ，

PBS 洗 2 次 ， 按 l x 106 个细胞 /mL 的浓度接种于含

10% 胎牛血清 ， 105U/L 青霉素 ， 100mg/L 链霉素的

RPMI 1640 培养基中，加入 PHA 至终浓度 300μg/

mL. 37
0

C , 5 % C0 2 培养 。

1. 3 实验分组与处理

将单个核细胞按上述方法培养 48 h ， 然后更换

不含 PHA 的新的 RPMI 1640 培养基，随机分为对

照组和实验组， 实验组根据 DON 处理浓度分为 4个

亚组 。 对照组加入生理盐水 2 0μL ， 实验组加入

DON至终浓度分别为 50ng/mL ， 100ng/mL, 1000ng/ 

mL 和 2000ng/mL，继续孵育 24 h，生理盐水洗涤

2 次， 更换新的 RPMI1640 培养基 ， 继续培养 24h ，

然后离心收集细胞，用于 FCM 和蛋白 印迹检测 。

1.4 流式细胞术(flow cytometry, FCM)样品的制备

及 HLA-I 检测

离心收集细胞， PBS 洗 2 次 ， 1% 多聚甲醒固定，

4 0C保存待测。 且A-I 抗原检测采用间接免疫荧光法，

主要步骤如下: 离心收集细胞， 以Y令 PBS 洗涤 ， 离

心弃上清: 加入 2∞μLPBS 稀释的鼠抗人HLA-I 的单

克隆抗体轻吹混匀 ， 4
0

C孵育 30min ; PBS 洗涤 1 次 ，

加入 200μL PBS 稀释的荧光素标记的二抗轻吹混匀，

避光4 0C孵育 30 rnin; 冷 PBS 离心洗涤 2 次， 细胞重

新悬浮于 2∞JlL PBS 中混匀 ， 置流式测试管中上机检

测 。 以荧光强度(FI)表示 HLA-I 表达的强弱 ， 以平均

荧光强度计量各组 HLA-I 表达量。

1. 5 单个核细胞膜蛋白的提取及总蛋白定量

淋巴细胞膜蛋白的提取简要步骤如下 : 收集培

养的单个核细胞，以冰冷的 PBS 洗涤 2 次 ; 将细

胞重新悬浮于 Tri tonX -100 裂解缓冲液(300mmol/L

NaCl , pH7 .6 50mmol/L Tris-HCl 、 0 . 5%TritonX-

100 、 lmmol/L PMSF 异丙醇溶液)中 ， 细胞浓度为

108 个 /mL ， 4 0C 放置 30-40 min ， 不时轻轻振摇 :

4 0C 1200 r/min 离心 15 min ， 小心吸出上清(膜蛋

白) ， 一 20 0C 保存。 采用改良福林- 酣法测定各组

蛋白样品的总蛋白浓度 。

1.6 Western 印迹

SDS-PAGE 电泳(20mA) ， 分离样品蛋白质 ;

进行印迹电泳(90V ， 1.5 h) ， 将 PAGE 中的蛋白质转

移到硝酸纤维素膜(membrane nitrocellulose, NC)上 :

取出 NC 膜放入塑料袋中 ， 加入 2mL 牛血清白蛋白

(BSA)封闭， 4
0

C过夜 ; 加入 lmL I %BSA 稀释的

HLA-I 单克隆抗体(1 : 100)室温反应 3-4 h ; 加入生物

素标记的第二抗体室温反应 2-3 h ; DAB 显色试剂

盒进行显色 ， 反应 5 -10min ， 终止显色，拍照记

录 ， 应用 图像分析对阳性条带进行定量分析 。

1.7 统计学处理

实验数据以均数 ±准差 (.i:t: s)表示 ， 应用

SPSS 10.0 统计软件包进行单因素方差分析和

相关回归分析 。

2 结果

2. 1 流式细胞术检测结果

FCM 定量分析结果表明， 不同浓度 DON 处理

24h 后 ， 单个核细胞表面的 HLA-I 分子表达量与对

照组比都降低(见图 1 ) 。 各组单个核细胞表面 HLA­

I 分子平均表达量见表 1， 高浓度 DON(1 000ng/mL

和 2000ng/mL)处理组 HLA-I 分子表达降低较明显 ，

与对照组比有统计学意义(P<0.05 )。在 50ng/mL 到

2000ng/mL 的浓度范围 内， 随着 DON 浓度的升高

HLA-I 表达量相应降低， 两者呈明显的负相关 ， 直
(A) (B) 
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图 1 DON 处理的人外周血单个核细胞 HLA-I 表达的 FCM

组方图

A: 对照; B : OON 50ng/mL; C: OON lOOng/mL; 0 : DON lOOOng/mL; 

E : DON 2000ng/mL 。
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表 l 不同浓度 DON 处理 24h 后，单个核细胞的 HLA-I 分

子表达(FI， n=6) 

DON concentration (nglmL) 

Control (0) 
50 
100 
1000 

HLA-I expression (FI) 

7. 1 3土 0. 38

6.92土0.6 8

6.64 :t0.69 
5 . 95土0.48*

2000 5 .4 8主0 . 77 *

单因素方差分析 ， * P <0. 05 ， 与对照组比较 。

3 4 5 

图 2 蛋白质印迹桩贝IJ DON处理人夕|、周血单个梯田胞皿A-I表达

线回归方程为 Y=7.699 一 0.425X (r=0.737, P<O.OI , 1: DON 2000ng/此; 2: DON 1000ng/mL; 3: DON 100nglmL; 4: DON 

n=6) 0 50ng/mL; 5 : 对照 。

2 .2 HLA-I 蛋白免疫印迹结果

SDS-PAGE 电泳后 ， HLA-I 可分解为 α 、 P 两

条链，分子量分别为 43kDa 和 12kDa。经 Western

杂交后发现分别在 43kDa 和 12kDa 位置出现了棕黄

色阳性条带(见图 2) 。采用图像分析对阳性条带进

行灰度扫描定量分析，对照组的两条带的灰度值分

别为 2.482/ 1. 506 ， DON(50 , 100 , 1000 和 2000ng/

mL)处理组的灰度值分别为 2.427/ 1. 731 、 2 .569/

1. 296 、1.634/ 1. 224 和 1. 000/ 1. 000。其中高浓度

DON(1000 和 2000ng/mL)处理组与对照组比降低最

明显(见图 3) 。

3 讨论

HLA-I 分子是参与免疫应答的重要细胞表面分

子 ， 在机体的排斥免疫、 肿瘤免疫和自身免疫方面

发挥重要作用 。 HLA-I 分子的正常表达是机体免疫

监视和杀伤的重要环节 ， 一方面，肿瘤的发生发展

过程中肿瘤细胞 HLA-I 分子表达的丢失或降低，不

能有效的将肿瘤抗原肤呈递给 CTL 激活 T 淋巴细

胞的免疫应答，从而造成了肿瘤细胞逃避免疫系统

的监视和杀伤 [ 1 ， 2 ] 。 另 一方面，机体的单核细胞、

巨噬细胞等抗原提呈细胞的 HLA-I 分子表达降低抑

制了抗原的提呈，同样不能有效激活 T 淋巴细胞的

免疫应答。 Salek 等[3 ]研究发现 EB 病毒编码的 IL-I0

可完全抑制单核细胞和巨噬细胞 HLA-I 分子表达 ，

从而造成其抗原提呈功能的缺陷，进而避免了宿主

T淋巴细胞对病毒感染细胞的监视和杀伤。 Fine 等[8J

研究发现烟叶提取物抑制体外培养的原角质细胞表

面 HLA-I 的表达，认为这可能有助于细胞逃避免疫

监视，使癌变发生成为可能 。

DON是我国食管癌高发区居民粮食中最常见的

一种污染霉菌毒素 ， 其污染率和含量均很高 ， 常与

其他致癌性霉菌毒素如黄曲霉毒素、杂色曲霉素 、

. HLAA 

口且AB

00.00 50.00 100.00 1000.00 2000.00 
DON concentration(ng!mL) 

图 3 HLA-I 表达的 Westem 印迹检测定量结果

伏马菌素等形成混合污染[5] 。目 前 ， DON 免疫毒

理学的研究主要集中在免疫细胞凋亡与增殖、细胞

因子分泌和抑制蛋白合成等方面[6，7 ，9 ， 10] ，未见 DON

对激活肿瘤免疫应答的重要细胞膜分子 HLA-I 类抗

原影响的研究报道。本研究从免疫应答的抗原呈递

角度分析了 DON对体外培养的人外周血单个核细胞

HLA-I 类分子表达的影响。本研究 FCM 结果表明，

体外经 PHA 活化的单个核细胞在 DON 处理 24h 后，

其表面的 HLA-I 分子表达明显受到抑制，而且随着

DON 浓度的升高， HLA-I 分子表达相应降低，两

者呈明显的负相关。 免疫印迹结果也证实，高浓度

DON 可明显抑制 HLA-I 分子的表达。

本研究从皿A-I分子表达的角度分析了 DON对

免疫细胞的影响，发现 DON 可浓度依赖性地抑制

体外培养的人外周血淋巴细胞和单核细胞 HLA-I 的

表达，从而可能对机体的免疫监视产生一定的负面

影响。结合我国恶性肿瘤高发区居民饮食霉菌毒素

污染情况综合分析可见， DON通过抑制免疫细胞的

HLA-I 分子表达，进而抑制免疫应答造成恶变细胞

逃避免疫监视和攻击， 可能在致癌性霉菌毒素诱发
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恶性肿瘤的发生发展中发挥一定的作用 ， 应该引起

肿瘤工作者的重视 。
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The Effeds of DON on HLA-I Expression of Human Peripheral 

Blood 岛1ononuclear Cells in vitro 

LI Yue Hong, ZHANG Xiang Hong, XING Ling Xiao, YAN Xia, WANG Jun Ling, WANG Feng Rong 

( Laboratoη of Experimental Pathology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 05001 7, China ) 

Abstract: To explore the effects of deoxynivaleno l on HLA-I express ion of human peripheral blood 

mononuclear cells . Effects of deoxynivalenol at different concentration on HLA-I expression of human peripheral 

blood mononuclear cells in vitro were studied with f10w cytometry(FCM) analysis and Westem blotting . FCM 

analysis indicated that HLA-I expressions of human peripheral blood mononuclear cells were reduced in DON 

treatment groups (50ng/mL, lOOng/mL, lOOOng/mL and 2000ng/mL), especially in relatively higher concentration 

DON (1000ng/mL and 2000ng/mL) groups (P<O.Ol ), compared to that in control. In the concentration range from 

50ng/mL to 2000ng/mL, a significant concentration-depended negative correlation could be found between HLA-

1 expression and DON concentration. Westem blotting also confirmed that DON at higher concentration (1000ng/ 

mL and 2000ng/mL) could significantly inhibit HLA-I expression at protein leve l. The results suggest that DON 

could reduce HLA-I expression of human peripheral blood mononuclear cells in concentration-dependent manner 

in vitro. 

Key w ords : deoxynivalenol; HLA-I; human peripheral blood mononuclear cell; flow cytometry; 

Western blotting 
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