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·基础研究·
肿瘤坏死因子α和甲基化转移酶抑制 siRNA 对 Raji 细胞中癌 - 睾丸抗

原表达的影响 *
杨荣秉 梁 伟 连 觅 徐 兰 初 明 朱蕴兰 余培峰 徐碧荷 王月丹△

（北京大学医学部免疫学系 北京 100191）

摘要 目的：研究细胞因子 TNF-α 和针对 DNA 甲基化转移酶的 siRNA 对 Burkitt 淋巴瘤细胞株 Raji 细胞的癌 - 睾丸抗原表达情

况的影响。方法：1.加入不同终浓度的细胞因子 TNF-α，与 Raji 细胞株共培养，在不同的时间点检测癌 - 睾丸抗原表达情况的改

变。2.转入针对 DNA 甲基化转移酶的 siRNA，检测癌 - 睾丸抗原表达情况的改变。结果：在 TNF-α 作用后，一些细胞组会出现

SSX-1 表达上调，而 siRNA 干扰作用后，转染针对 DNMT1 和 DNMT3b 的细胞组或受 5-aza-dC 作用的细胞组的 PRAME 发生再

表达。结论：TNF-α 和 siRNA 都能诱导某些癌睾丸抗原的表达或使其表达增强。
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前言

癌 - 睾丸抗原（CTA）能在多种组织来源的肿瘤细胞中表

达，但在正常组织中的表达仅限于睾丸的生殖细胞或胎盘细胞

中。由于生殖细胞不表达人白细胞抗原（HLA）分子以及血 - 睾

丸屏障的存在, 所以 CTA 在产生肿瘤免疫时不会对正常组织

及生殖细胞产生损伤作用[1]。因此，这类抗原又被视为具有应用

前景的肿瘤特异性靶抗原[2]。一些针对 CT 抗原的肿瘤疫苗(如
NY-ESO-1[3], MAGE)已被试用于临床治疗并取得了较好的效

果。Raji 细胞是从 Burkitt 淋巴瘤患者分离建株的 B 淋巴细胞

系，来源于滤泡生发中心细胞，具有高度侵袭性。为了研究

CTA 在肿瘤细胞中表达的调控机制，本研究采用了肿瘤坏死

因子 α（TNF-α）和特异性针对 DNA 甲基化转移酶 DNMT1 和

DNMT3b 小干扰 RNA(siRNA)对 Raji 细胞进行处理，观察其对

CTA 表达水平的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和细胞

重组人 TNF-α 购自 Sigma 公司；总 RNA 提取试剂盒购自

MN 公司；逆转录试剂盒：Fermantas 公司；引物及 siRNA 由上

海吉玛生物技术有限公司合成；RPMI1640, 胎牛血清，脂质体

LipofectinamineTM2000 均购于美国 Gibco 公司；PCR Master
Mix 和 DNA Marker 购自北京鼎国生物技术公司。
1.2 细胞培养

Raji 细胞株为本实验室冻存，细胞悬浮生长于 RPMI 1640
培养液中，内含 10％的胎牛血清，另加青霉素和链霉素各 100
U／ml，于 37℃、5％CO2 的孵箱中培养。2～3 d 换液传代 1
次，取对数生长期细胞用于后续的实验。
1.3 加入 TNF-α 后细胞株的培养

取对数生长期的 raji 细胞，移入 6 孔板用无血清 1640 培
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Gene Sequence Size of product

β-actin F:CGTGGACATCCGCAAAGA 304bp

R:GAAAGGGTGTAACGCAACTAAG

DNMT1 F:5'CCGTCACCCCTGTTTCTG3' 254 bp

R:5' GTCTTAATTTCCACTCATACAGTGG3'

DNMT3b F:5' TGAAACAAGGCACAGTTTTTT3' 170 bp

R:5' TGGTGCTATTTTGTAGAATAAGGA3'

CT10 F:5'AAAGAGCAATACATGTGCGAC3' 139bp

R:5' CTTTGCATTTCTGTCCCATATG3

HCA587 F:5' CACAGATGAGGAAGAGGAGGAA3' 104bp

R: 5' GACCACCAAGAATCAGAGAAGAG3'

HCA661 F:5' CGGCAGGTTCCAGGTCTAAT3' 167bp

R:5' GAGGTCGTCATCGTTGTTGTC3

MAGE-A1 F:5' ATGAGTTGCAGCCAAGGC3' 222bp

R:5' CAACCATCCCTTAAAAAAAAACA3'

CT9 F:5' GCTCGGACACAGGAACTCA3' 176bp

R:5' GCTTCTGATGACTGCTGATGTT3'

NY-ESO-1 F:5' CGCCTGCTTGAGTTCTACCT3' 158bp

R:5' GTCAGTCGGATAGTCAGTATGTTG3'

PRAME F:5' AAGCAGCCACAGTTTCAG3' 238bp

R:5' GTACTTCCCAAGCCAGAATC3'

SSX-1 F:5' GTTTCAAAGTCACCCTCCC 3' 203bp

R:5' TGCTTCTGACACTCCCTTC 3'

表 1 PCR 引物序列及产物长度

Table 1 Sequence and size of product

养，细胞密度调整为 1×106/ml。细胞因子 TNF-α 用 PBS 分装，

在 6 孔板的各个孔中加入不等量的 TNF-a 细胞因子，使得培养

液终浓度分别为 250，500，1000 pg/ml。在分别作用 4 和 6 小时

后，收集细胞，提取 mRNA，通过 RT-PCR 的方法检测 CTA 的

表达水平。
1.4 siRNA 转染 Raji 细胞

按照文献设计针对 DNMT1 和 DNMT3b 的双链 RNAi 序

列[4]，寡核苷酸序列如下：

DNMT1: 正义链，5-TCT GTC CGT TCA CAT GTG TTT
CCT GTCC；

反义链, 5-ACA CAT GTG AAC GGA CAG ATT CCT GTC
TC
(ucleotide positions 61,544-61,565; GenBank accession no.
NM_001379);

DNMT3b: 正义链, 5-AGA TGA CGG ATG CCT AGA GTT
CCT GTC TC；

反义链 , 5-CTC TAG GCA TCC GTC ATC TTT CCTGTC
TC
(nucleotide positions 46,915-46,936; GenBank accession no.
NM_006892)。

取对数生长期细胞，调整密度为每孔 1×106 个细胞接种

至六孔板中。分别进行如下处理：1）DNMT1+3b 组：采用针对

DNMT1 和 DNMT3b 的 siRNA 转染细胞,转染后培养 6h，更换

无血清培养基后继续培养至 48h。2）DNMT1 组：采用针对

DNMT1 的 siRNA,转染后培养 6h，更换无血清培养基后继续培

养至 48h。3）DNMT3b 组：采用针对 DNMT3b 的 siRNA，转染

后培养 6h，更换无血清培养基后继续培养至 48h。4）阳性对照

组：使用终浓度 5mg/m L 的 5- 杂氮脱氧胞嘧啶(5-Aza-dC)培养

6h ,更换无血清培养液培养至 48h；5）阴性对照组：采用无关序

列 siRAN 转染细胞，转染后培养 6h，更换无血清培养基后继续

培养至 48h。
以上各组中脂质体浓度均为 2μl/ml。细胞转染步骤按

Li-pofectamine 2000TM 脂质体转染试剂说明书进行。
1.5 RT-PCR 检测 CTA 和 DNMT 相关基因表达

在各组细胞到达处理的时间点后，采用 Trizol 提取上述各

组细胞总 RNA，按 fermentas kit 的说明书反转录制备 cDNA。
在 GeneBank 中检索 DNMT1 (NM_001130823.1) 、DNMT3b
(NM_175848.1) 、CT10 (NM_016249) 、MAGE-A1(NM_004988.
4) 、PRAME (NM_206955.1 )、SP17(NM-001009738.1)、NY-ES-
O-1 (NM-001327.2)、HCA587 (AF-151378.1)、HCA661 (NM-
016521.2)和 SSX1 (NM_005635.2)等 CTA 的 cDNA 序列，利用

PREMIER6 软件设计对应的扩增引物，并由北京鼎国公司合成

(表 1)。引物工作液浓度为 10 μmol/ L , 在 20μl 反应体系 （表

2）中进行 PCR。反应参数：94℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃
延伸 1 min，共 28-35 个循环，第一个循环前预变性 94℃ 3 min，

最后一个循环结束后 72℃延伸 10 min。收集 PCR 产物，在

2.0%琼脂糖凝胶中电泳，GOLDENVIEW（上海雷浩信息科技

有限公司）显色，凝胶成像仪(北京六一仪器厂 WD-9413B)拍照

记录结果，并用软件进行条带分析。
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2 结果

2.1 CTA 基因在 Raji 细胞中的表达

NY-ESO-1、SSX-1、MAGE-A1、CT9、HCA587、HCA661、
CT10、PRAME mRNA 表 达 情 况 如 图 1。其 中 SSX-1 和

NY-ESO-1 在 Raji 细胞中表达，其他均不表达。

2.2 TNF-α 对 Raji 细胞株 CTA 表达的调节

CT10、SSX-1、MAGE-A1、CT9、HCA587、HCA661、NY-ES-
O-1、PRAME mRNA 表达结果如图 2。其中 SSX-1 的表达水平

在 250 pg/ml 4 小时和 6 小时组表达升高，NY-ESO-1 在 1000
pg/ml 6 小时组升高。其他的 CTA 在 Raji 细胞株均无表达，

TNF-α 也不能激活其再表达。

2.3 TNF-α 对 Raji 细胞株 DNMT1 和 DNMT3b 表达的影响

经 TNF-α 处理后，Raji 细胞的 DNMT1 和 DNMT3b 的表

达与未处理组相比较，并未发生明显变化（图 3）。这说明 TNF-
α 对 Raji 细胞 CTA 表达的影响并不需要通过 DNMT1 和 DN-
MT3b 作为中介。

2.4 RT-PCR 检测 siRNA 干扰后 DNMT1 和 DNMT3b 的表达

DNMT1 + 3b 组、DNMT1 组、DNMT 3b 组、受相应 siRNA
干扰,DNMT 的表达均降低；在阳性对照组中 DNMT 的表达明

显降低、阴性对照组中 DNMT 的表达较强 (图 4)。
2.5 siRNA 干扰后 Raji 细胞 CTA 的表达情况

经 RT-PCR 筛选后，发现被针对 DNMT1+3b 的 siRNA 或

阳性对照组 5-aza-dC 处理后的 Raji 细胞能诱发 PRAME 基因

的再表达 （图 5）。而单独针对 DNMT1 或 DNMT3b 的 siRNA
干扰并没能产生相同的效应，这表明 DNMT1 和 DNMT3b 的

联合作用导致了 PRAME 基因的再表达。

3 讨论

抗原特异性的免疫治疗手段能够特异地识别肿瘤细胞，同

时消灭转移在身体各处正常组织中的肿瘤细胞，是一种理想的

抗肿瘤治疗措施。长期以来，筛选具有应用价值的肿瘤特异的

cDNA 2 μl

Forward Primer 1 μl

Reverse Primer 1 μl

PCR Master Mix 10 μl

ddH2o 6 μl

Total 20 μl

表 2 PCR 反应体系

Table 2 PCR reaction system

图 1 检测 8 种 CTA 基因在 Raji 细胞的表达情况

Fig.1 Expression file of 8 CTA genes in Raji cells

图 2 SSX-1 和 NY-ESO-1 基因的 mRNA 在 Raji 细胞株的表达：A.
TNF-α 处理 4 小时后 SSX-1 的表达；B TNF-α 处理 6 小时后 SSX-1 的

表达；C. TNF-α 处理 6 小时后 NY-ESO-1 的表达。从左至右各组如

下：1.未处理的 Raji 细胞；2.250 pg/ml 处理组；3.500 pg/ml 处理组；

4.1000 pg/ml 处理组

Fig.2 Effect of TNF-α on the expression of SSX-1 and NY-ESO-1 in Raji
cell line detected by RT-PCR：A. SSX-1 expression after 4 h ; B. SSX-1
expression after 6 h ; C. NY-ESO-1 expression after 6 h. Groups:1.

Untreated Raji cells; 2. Treated with TNF-α 250 pg/ml; 3. Treated with
TNF-α 500 pg/ml; 4. Treated with TNF-α 1000 pg/ml

图 3 DNMT1 和 DNMT3b 在 Raji 细胞株的表达情况。A.Raji 细胞

DNMT1 的表达；B. Raji 细胞 DNMT3b 的表达。实验分组：1为未处理

的 Raji 细胞,4 小时组；2 为 250 pg/ml，4 小时处理组；3 为 500 pg/ml，4

小时处理组；4 为 1000 pg/ml，4 小时处理组；5 为未处理 Raji 细胞，6 小

时组；6 为 250 pg/ml，6 小时处理组；7 为 500 pg/ml，6 小时处理组；8 为

1000 pg/ml，6 小时组

Fig.3 Effect of TNF-α on the expression of DNMT1 and DNMT3b in Raji

cell line detected by RT-PCR: A. expression of DNMT1 in Raji cells; B.

expression of DNMT3b in Raji cells. Groups: 1. Untreated Raji cell,for 4

h; 2. Treated with 250 pg/ml, for 4h; 3. Treated with 500 pg/ml, for 4h;

4. Treated with 1000 pg/ml, for 4h; 5. Untreated Raji cell,for 6 h; 6.

Treated with 250 pg/ml, for 6h; 6. Treated with 500 pg/ml, for 6h; 7.

Treated with 1000 pg/ml, for 6h
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抗原分子是抗原特异性免疫治疗的一个核心问题。近年来，

CTA 因其表达的特异性和较强的免疫原性，成为肿瘤免疫治

疗的研究热点[5]。然而，CTA 在不同的肿瘤细胞中表达具有差

异，并且即使在同一种肿瘤组织中表达也具有异质性，这些都

会影响免疫治疗的效果[6]。
TNF-α 能够促进肿瘤的发生和发展，又可以对肿瘤细胞发

挥毒性效应[7-9]。在 Raji 细胞表面存在两种 TNF-α 受体，TNFR1
和 TNFR2。其中，TNFR1 主要参与凋亡信号的传导，而 TNFR2
则传递细胞增殖的信号[10]。研究证明 Raji 细胞表面有高密度的

TNFR2 表达[11]。环境中低浓度 TNF-α 可以经由 TNFR2 诱导增

殖，而高浓度的 TNF-α 则能通过细胞表面地低表达的 TNFR1
诱导凋亡[12]。这也可以解释为何不同不同浓度条件在 Raji 细胞

引起不同的效应。例如在终浓度为 250 pg/ml 时，TNF-α 可以引

发 Raji 细胞增殖；在终浓度为 500 pg/ml 时，5 小时前有增殖抑

制效应，其后却可以诱导 Raji 细胞增殖；而在最高终浓度 1000
pg/ml 时，会强烈抑制其增殖，并诱导细胞凋亡[12]。

DNA 甲基化转移酶 DNMT1 和 DNMT3b 是表观调控肿

瘤细胞 CTA 基因表达的关键酶[13]。DNMT1 是维持基因组甲基

化状态的主要催化酶，而 DNMT3b 主要负责全新甲基化合成[14]。
研究表明基因敲除 DNMT1 和 DNMT3b 会诱导 CTA 在肿瘤

细胞的表达或使已表达的 CTA 表达上调。本研究使用了针对

人 DNMT1 和 DNMT3b 的 mRNA 的特异性 siRNA, 能够专一

性的有效抑制 DNMT1 和 DNMT3b 基因的表达，以检测对 Ra-
ji 细胞 CTA 基因表达的影响。DNMT 抑制物 5-Aza-dC 可以通

过抑制 DNA 甲基化转移酶而激活多种 CTA 的表达，如在人类

黑色素瘤细胞中激活 MAGE-A1 的表达[15]。
本研究结果表明，应用 TNF-α 或抑制 DNMT，能够诱导

Raji 细胞表达的 SSX-1、NY-ESO-1 和 PRAME 等 CTA 的表达

上调。这表明，采用适当的细胞因子治疗或基因干扰措施等辅

助性手段，可能有助于提高肿瘤细胞表达的 CTA 水平，提高其

免疫原性，促进机体免疫系统对肿瘤细胞的识别和杀伤。从而，

为进一步深入探讨细胞因子和表观遗传改变对 CTA 表达调控

的影响，改善针对 CTA 的抗肿瘤免疫疗法中的效果提供新的

思路和初步的实验依据。
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依次为 DNMT1 + 3b 组，DNMT1 组，DNMT3b 组，阳性对照组、阴性

对照组

Fig.4 Expression of DNMT1 and DNMT3b genes detected by PCR.

Groups: 1. DNMT1+3b；2. DNMT1; 3. DNMT3b; 4. Positive control; 5.

Negative control

图 5 RT-PCR 检测 siRNA 干扰后 PRAME 基因的表达，1 - 5 依次为

DNMT1 + 3b 组，DNMT1 组，DNMT3b 组，阳性对照组、阴性对照组

Fig.5 Expression of PRAME gene detected by PCR after transfected with

agents. Groups: 1. DNMT1+3b；2. DNMT1; 3. DNMT3b; 4. Positive

control; 5. Negative control
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