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摘要目的：探讨 35-37 kDa形式的可溶性 MHC I释放机制，为开展造血系统恶性肿瘤免疫干预治疗研究奠定理论基础。方法：以

细胞表面标记、免疫沉淀、免疫印迹和增强化学发光法探讨 EGTA和蔗糖对 THP1细胞释放 43和 35-37 kDa可溶性 MHC I的影
响；以超速离心法纯化外排小体，并用免疫沉淀、免疫印迹和增强化学发光法检测 43和 35-37 kDa可溶性MHC I；用 Quantity One

软件对 43和 35-37 kDa可溶性 MHC I进行相对定量分析。结果：EGTA同时显著抑制 43和 35-37 kDa可溶性 MHC I产生；蔗糖

同时显著促进 43和 35-37 kDa可溶性 MHC I产生；43 kDa可溶性 MHC I存在于外排小体上，而 35-37 kDa可溶性 MHC I在外

排小体上检测不到。结论：35-37 kDa可溶性 MHC I与外排小体都来源于细胞内多泡小体同质膜的溶合后释放，但 35-37 kDa可

溶性MHC I并不包含在外排小体的泡囊中，而是独立于外排小体释放。
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Release Mechanism of 35-37 kDa of Soluble MHC I*

To investigate the release mechanism of 35-37 kDa of soluble MHC I and to lay a foundation for the

immune intervention of hematopoietic malignancies. Cell surface labeling, immunoprecipitation, Western blot and enhanced

chemiluminescence methods were used to investigate the effect of EGTA and sucrose on the release of 43 and 35-37 kDa of soluble

MHC I in THP1 cells respectively. Exosomes were separated from the supernatant of cell culture by ultracentrifugation, and then soluble
MHC I was detected with immunoprecipitation, Western blot and enhanced chemiluminescence methods. The quantity of soluble MHC I

release was analyzed with Quantity One software after chemiluminescence. EGTA could inhibit the release of 43 and 35-37 kDa

of soluble MHC I simultaneously, and sucrose could increase the release of 43 and 35-37 kDa of soluble MHC I simultaneously. No

35-37 kDa of soluble MHC I was found in exosomes, contrary to 43 kDa of soluble MHC I. Both 35-37 kDa of soluble

MHC I and exosomes were released by fusing of multivesicular bodies with plasma membrane, but while being released, 35-37 kDa of

soluble MHC I was independent of exosomes, while 43 kDa of soluble MHC I was located in exosomes and released with exosomes.
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前言

可溶性 MHC I (soluble major histocompatibility complex

class I)，简称 sMHC I，近年来逐渐成为研究热点[1-8]，在何杰金

病和非何杰金淋巴瘤、急性髓性白血病、慢性粒细胞白血病、多

发性骨髓瘤和原发性巨球蛋白血症等造血系统恶性肿瘤患者

的血清中，sMHC I水平显著升高，升高的 sMHC I同疾病程度

及预后相关[9-11]。

在功能上，sMHC I可诱导 CD8+ T细胞和 NK细胞发生凋
亡[11-15]，sMHC I还可通过诱导 TGF-茁1表达的方式间接介导免

疫耐受[16]。已知输血或输入血液制品可引起机体的免疫功能抑

制，血液中存在的 sMHCI被认为是引起这一效应的主要原因[17，18]。

血液中的 sMHC I有 43, 39和 35-37 kDa三种形式[11]。已

知 43 kDa为全长形式，存在于外排小体上，随外排小体释放至

胞外；39 kDa分子无跨膜区，为 mRNA改变拼接的产物；35-37

kDa分子来源于金属蛋白酶对 43 kDa分子的切割。我们前期

的研究结果显示，切割产生 35-37 kDa分子的反应发生在细胞
晚期内体[19]，但它的具体释放机制还不清楚。

鉴于 35-37 kDa sMHC I分子的切割产生发生在晚期内体
[19]，因此推测 35-37 kDa sMHC I分子也可能是通过晚期内体分
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泌的外排小体被释放到细胞外。已知 43 kDa sMHC I是外排小

体的标志分子之一，因此本研究以 43 kDa sMHC I分子为研究
参照，探讨 35-37 kDa sMHC I的释放机制，为开展造血系统恶

性肿瘤免疫干预治疗研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

生物素购自 Sigma公司；蛋白酶抑制剂混合物和辣根过氧

化物酶偶联链亲合素购自博士德公司；W6/32抗体购自 Santa

Cruz公司；硝酸纤维素膜购自 Amersham公司；预染蛋白分子

量标准购自 Fermentas公司；THP1细胞为本室保存；蛋白 A琼

脂糖购自 GE公司；外排小体裂解液（50 mmol/L Tris/HCl，pH7.
4，150 mmol/L NaCl，2 mmol/L EDTA，1 % NP-40，1 mmol/L

EDTA，1 mg/L胃蛋白酶抑制剂 A，1 mg/L抑肽酶，1 mg/L亮抑

酶肽）。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 在含 5 % CO2的细胞培养箱对 THP1细胞

进行培养，培养液为含 10 %胎牛血清的 RPMI 1640。
1.2.2 细胞表面生物素标记 用 0.5 mg/mL生物素于 4 ℃标

记细胞表面 15 min，加入 8 mL PBS，于 8 ℃ 1000 rpm离心 8

min，去上清，重复洗涤细胞 2次，将细胞重悬于培养液，加入终

浓度为 1.5 mol/L的 EGTA或 0.45 mol/L的蔗糖，37 ℃继续培
养 4 h。收集培养液，2000 rpm离心 5 min，保留上清，用于免疫

沉淀。

1.2.3 外排小体制备 2000× g离心细胞培养上清 30 min，去

除细胞碎片，加入 5 mL外排小体分离试剂并混匀，过夜，于 4

℃ 10000× g离心 1 h，弃上清，留沉淀，用外排小体裂解液重悬

沉淀，4 ℃保存，用于免疫沉淀。
1.2.4 免疫沉淀和免疫印迹 将 100 滋L包被有蛋白 A 的琼

脂糖同 100 滋g W6/32 抗体 4 ℃过夜孵育，加入 800 L PBS，
5000 rpm离心 3 min，弃上清，重复洗涤琼脂糖 2次，然后加入

细胞培养上清或外排小体混合物，于 4 ℃旋转过夜，进行免疫

沉淀。免疫沉淀物经免疫印迹后，用辣根过氧化物酶偶联链亲

合素进行化学发光检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS10.0软件进行独立样本的 t检验，以 P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EGTA和蔗糖对 43和 35-37 kDa sMHC I产生的影响
在 EGTA或蔗糖存在条件下，对生物素表面标记的 THP1

细胞进行培养，收集培养上清，并进行免疫沉淀、免疫印迹和增

强化学发光分析，结果显示，细胞内多泡小体与质膜融合抑制

剂 EGTA，在抑制 43 kDa sMHC I产生的同时（图 1），同样可显

著抑制 35-37 kDa sMHC I产生(P<0.05)（图 2）。蔗糖在促进
43 kDa sMHC I产生的同时（图 1），同样可显著促进 35-37 kDa

sMHC I的产生(P<0.05)（图 2）。上述实验结果重复 3次。

图 1 EGTA和蔗糖对 43 kDa sMHC I产生的影响

Fig.1 Effect of EGTA and sucrose on the release of 43 kDa of soluble

MHC I

2.2 检测外排小体上 sMHC I分子的种类

从表面生物素标记后的 THP1 细胞培养上清纯化外排小

体，并将外排小体溶解后，进行免疫沉淀、免疫印迹和增强化学

发光分析，实验结果显示在纯化的外排小体上检测到其标志性

内容物之一 43 kDa sMHC I，而检测不到 35-37 kDa sMHC I（图
3泳道 1）。图 3泳道 2为用于纯化外排小体的 THP1细胞培养

上清，在该上清中，既存在 43 kDa sMHC I分子，也存在切割形

式的 35-37 kDa sMHC I。

3 讨论

MHC I既以跨膜蛋白的形式存在于几乎所有有核细胞膜
表面，也以可溶性形式存在于血液、尿液、淋巴液、乳汁等体液

中[11]。MHC I的主要功能是向杀伤性 T细胞提呈抗原，引发免

疫系统对携带有抗原肽细胞的攻击，同时 MHC I也作为 NK

细胞的抑制性配体起作用，而 sMHC I则可诱导 CD8+ T细胞

和 NK细胞发生凋亡，介导肿瘤免疫耐受，具有免疫抑制功能。

血液中 sMHC I水平升高同淋巴瘤和急性髓性白血病等疾病

差的预后相关，因此开展 sMHC I产生机制研究，可为开展针

对造血系统恶性肿瘤的免疫干预研究提供药物设计靶标，具有

重要的理论价值和社会意义。

外排小体是由细胞晚期内体分泌的 40-100 nm的小囊泡

体，而我们前期的研究结果显示 35-37 kDa sMHC I分子的产生

依赖于金属蛋白酶切割活性，切割反应发生在晚期内体，由此

推测 35-37 kDa sMHC I分子也可能是通过晚期内体分泌的外

图 2 EGTA和蔗糖对 35-37 kDa sMHC I产生的影响

Fig.2 Effect of EGTA and sucrose on the release of 35-37 kDa of soluble

MHC I
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图 3检测外排小体中的 sMHC I, 1:外排小体；2:阳性对照（用于外排小

体纯化的细胞培养上清）

Fig.3 To detect sMHC I from exosomes: Lane 1 is exosome; lane 2 is

positive control (cell culture supernatant for exosome purification)

排小体被释放到细胞外。已知 43 kDa sMHC I分子为全长型
MHC I分子，是外排小体的标志分子之一，因此在本研究中，我

们以细胞表面生物素标记、免疫沉淀、免疫印迹和增强化学发

光法对比研究了 43 和 35-37 kDa sMHC I的产生机制。已知
Ca2+螯合剂 EGTA，可通过抑制细胞内多泡小体与质膜的融
合，抑制外排小体释放[20]。在本研究中，我们发现 EGTA可同时

抑制 43和 35-37 kDa sMHC I产生，这一结果提示这两种分子

释放通路具有一致之处；蔗糖分子在促进 43 kDa sMHC I产生

的同时，可同样促进 35-37 kDa sMHC I产生，进一步支持 43

和 35-37 kDa sMHC I释放通路具有一致性之处。但进一步检

测外排小体，只检测到 43 kDa sMHC I，而检测不到 35-37 kDa

sMHC I，这说明 43和 35-37 kDa sMHC I释放通路大体一致，

但细节稍有差异，既它们都来源于细胞内多泡小体同质膜的溶

合后释放，但前者随外排小体释放到细胞外，而后者独立于外

排小体被释放到细胞外。

在本研究中，多泡小体与质膜融合的抑制剂 EGTA抑制
35-37 kDa sMHC I释放的事实也进一步验证了我们前期的研

究结果，既 35-37 kDa sMHC I的切割产生发生在细胞内，而不

是简单的发生在细胞表面[19]。

本研究结果显示，43 和 35-37 kDa sMHC I的产生都来源

于内化的细胞表面 MHC I，内化的 MHC I分子中有的保持了

分子的完整性，随外排小体释放，而有的则被切割为 35-37 kDa

sMHC I后释放，是什么因素导致了上述差异是下一步值得探

究的问题。

该研究结果也提示我们，可通过调控 Ca2+浓度，影响细胞

内多泡小体与质膜的溶合，同时干预 43和 35-37 kDa sMHC I

产生，进行后续的造血系统恶性肿瘤免疫干预治疗研究。
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