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· 论著 ·

TIPE2通过调控MHCⅠ类分子增强CD8+ T细胞对

肺癌细胞的杀伤作用

刘艳艳1，孙颖川2

（1. 许昌学院医学院临床医学系，河南  许昌  461100； 2. 许昌市中心医院肿瘤内科，河南  许昌  461000）  

摘要  目的 探讨肿瘤坏死因子α （TNF‐α） 诱导蛋白8样因子2 （TIPE2） 对CD8+ T 细胞杀伤肺癌细胞的影响及分子机制。方

法  将人肺癌细胞系A549分为对照组、LV-NC组 （阴性对照LV-NC慢病毒转染）、LV-TIPE2组 （LV-TIPE2慢病毒转染），采用实时

定量PCR和Western blotting检测TIPE2表达，Western blotting和细胞免疫荧光染色检测主要组织相容性复合体Ⅰ类分子 （MHCⅠ） 

表达。采用免疫磁珠法从人外周血中分离CD8+ T 细胞，流式细胞术检测CD8+ T 细胞纯度，将未转染和转染LV-NC、LV-TIPE2慢

病毒的A549细胞分别与CD8+ T细胞共培养，记为CD8+ T+A549组、CD8+ T+LV-NC-A549组、CD8+ T+LV-TIPE2-A549组，采用细胞

毒性 （MTT） 实验检测CD8+ T细胞对A549细胞的杀伤能力，流式细胞术检测A549细胞凋亡情况，酶联免疫吸附试验 （ELISA） 检测

共培养体系上清液中γ干扰素 （INF‐γ） 和TNF‐α的浓度。结果  与对照组、LV-NC组比较，LV-TIPE2组A549细胞中TIPE2 mRNA相

对表达量及其蛋白相对表达量均显著上调 （P < 0.05），MHCⅠ蛋白相对表达量均显著上调 （P < 0.05），荧光强度明显增强； 分选

的 CD8+ T细胞阳性率>90.0%。与CD8+ T+A549组、CD8+ T+LV-NC-A549组比较，在同一效靶比 （10 ∶ 1、20 ∶ 1、30 ∶ 1） 下，CD8+ 

T+LV-NC-A549组CD8+ T细胞对A549细胞的杀伤率显著升高 （P < 0.05），A549细胞凋亡率显著增加 （P < 0.05），上清液中IFN-γ和

TNF‐α含量也显著增加 （P < 0.05） 。结论  TIPE2可能通过促进肺癌细胞表面MHCⅠ表达，增强CD8+ T细胞对肺癌细胞的杀伤作

用。
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TIPE2 enhances the killing function of CD8+ T cells against lung cancer cells by
regulating MHC classⅠmolecules

LIU Yanyan1，SUN Yingchuan2

（1.Department of Clinical Medicine，Medical College of Xuchang University，Xuchang 461100，China； 2. Department of Medical Oncology，Xuchang 

Central Hospital，Xuchang 461000，China） 

Abstract  Objective To investigate the effect of tumor necrosis factor-α-induced protein-8-like factor 2 （TIPE2） on the killing of lung 

cancer cells by CD8+ T cells and the underlying molecular mechanisms. Methods  Human lung cancer cell line A549 was divided into 

control，LV-NC （negative control LV-NC lentivirus transfection），and LV-TIPE2 groups （LV-TIPE2 lentivirus transfection）. TIPE2 expres-
sion was detected by real-time quantitative PCR and Western blotting，while major histocompatibility complex classⅠmolecule （MHCⅠ） 

expression was detected by Western blotting and immunofluorescence staining. CD8+ T cells were isolated from human peripheral blood 

by immunomagnetic beads，and the purity of CD8+ T cells was detected by flow cytometry. A549 cells infected with LV-NC and LV-TIPE2 

were co-cultured with CD8+ T cells and divided into CD8+ T+A549，CD8+ T+LV-NC-A549，and CD8+ T+LV-TIPE2-A549 groups. The 

killing ability of CD8+ T cells against A549 cells was evaluated by MTT assay，A549 cells apoptosis was detected by flow cytometry，and 

the concentrations of interferon-γ （INF-γ） and tumor necrosis factor α （TNF-α） in the supernatant of the co-culture system were deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay. Results  Compared with the control and LV-NC groups，the relative mRNA and protein 

expression of TIPE2 in A549 cells of the LV-TIPE2 group and the relative expression of MHCⅠmolecules were significantly upregu-
lated （P < 0.05）. The fluorescence intensity of MHCⅠmolecules was also significantly enhanced and the positive rate of CD8+ T cells

was >90.0%. Compared with the CD8+ T+A549 and CD8+ T+LV-NC-A549 groups，the same effect target ratio （10 ∶ 1，20 ∶ 1，30 ∶ 1） 

was observed as in the CD8+ T+LV-TIPE2-A549 group. Furthermore，the killing rate of CD8+ T cells on A549 cells and the apoptosis rate 
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of A549 cells，and the contents of IFN-γ and TNF-α in supernatant were significantly increased （P < 0.05）. Conclusion  TIPE2 may 

enhance the killing effect of CD8+ T cells on lung cancer cells by promoting the expression of MHCⅠmolecules on the surface of lung 

cancer cells.

Keywords  lung cancer； tumor necrosis factor α-induced protein-8-like factor 2； major histocompatibility complex classⅠmolecules

肺癌是全球发病率和死亡率最高的癌症，占所

有癌症总发病率的11.4%和死亡病例的18.0%［1］。终

末期肺癌临床疗效有限，且容易出现耐药［2］。目前，

肿瘤免疫疗法已成为研究热点。肿瘤可通过免疫检

查点抑制免疫细胞的杀伤功能，实现免疫逃逸［3］。

而免疫检查点抑制剂则通过阻断其与免疫细胞的

相互作用，恢复T细胞功能并维持抗肿瘤免疫应答，

实现抗肿瘤免疫治疗的目的［4］。主要组织相容性复

合体 （major histocompatibility complex，MHC）Ⅰ类分

子是细胞免疫应答的重要分子，能将细胞内源性抗

原肽呈递给CD8+ T细胞，激活其细胞毒作用，清除感

染或恶变细胞［5］。但许多恶性肿瘤细胞中MHCⅠ表

达下调或缺失，成为免疫逃逸的方式之一 ［6］。因此，

恢复MHC Ⅰ表达可能有助于提高免疫治疗的效果。

肿瘤坏死因子α诱导蛋白8样因子2 （tumor ne-

crosis factor α-induced protein-8-like factor 2，TIPE2） 

为TIPE 家族成员，参与细胞凋亡、炎症和免疫稳态

的调控，在包括肺癌在内的多种肿瘤中表达下调［7］。

研究［8］发现，TIPE2过表达可促进T细胞和NK 细胞

介导的抗肿瘤免疫反应，抑制肿瘤的发展和转移。

但其在肺癌中的免疫调控机制尚未明确。本研究通

过构建TIPE2过表达的人肺癌细胞系A549并与CD8+ 

T细胞共培养，探讨TIPE2对MHC Ⅰ表达及CD8+ T 细

胞介导杀伤作用的影响及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人肺癌细胞系A549购自武汉益普生物科技

有限公司，胎牛血清购于浙江天杭生物科技公司，

DMEM培养基购自美国Corning公司，LV-TIPE2及阴

性对照LV-NC慢病毒由江苏金斯瑞生物科技有限公

司构建，TRIzol试剂盒购自南京诺唯赞生物科技公

司，Quant cDNA第一链合成试剂盒和Talent荧光定

量检测试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司，

RIPA裂解液购自上海吉至生化科技有限公司，BCA

蛋白浓度定量试剂盒购自北京百奥莱博科技有限

公司，PVDF膜购自美国Millipore公司，ECL购自广

州博鹭腾生物科技有限公司，TritonX-100和γ干扰素 

（interferon-γ，INF-γ）、肿瘤坏死因子α （tumor necro-

sis factor α，TNF‐α） ELISA试剂盒购自上海酶联生物

科技有限公司，DAPI和MTT试剂盒购自北京索莱宝

科技有限公司，外周血单核细胞分离试剂盒购自上

海吉至生化科技有限公司，CD8磁珠抗体购自美国

Proteintech公司，Annexin V-FITC/PI检测试剂盒购自

沈阳万类生物科技有限公司。TIPE2抗体、MHC Ⅰ

抗体及山羊抗兔IgG抗体购自英国abcam公司，CD8

抗体购自美国eBioscience 公司。

1.2 方法

1.2.1 肺癌细胞培养与转染：在A549细胞中添加含

10%胎牛血清的DMEM培养基，于37 ℃、5%CO2培养

箱中常规培养。待其生长到80%左右，以2×105/孔接

种至24孔板，第2天，在每孔中加入LV-NC、LV-TIPE2

慢病毒液（感染复数=20），分别记为LV-NC组、LV-TIPE2

组，以未转染的A549细胞作为对照组。12 h后更换

为新鲜培养基，继续培养72 h后用嘌呤霉素进行筛

选。通过实时定量PCR和Western blotting验证细胞是

否过表达TIPE2。

1.2.2 实时定量PCR检测肺癌细胞中TIPE2 mRNA

表达：取未感染和感染LV-NC、LV-TIPE2后的A549

细胞，采用TRIzol法从细胞中分离总RNA，测定其

浓度和纯度。按照反转录试剂盒说明书操作合成

cDNA。Oligo 7.60软件设计引物序列如下：TIPE2，正

向5’-ACTGAGTAAGATGGCGGGTCG-3’，反向5’-TT

CTGGCGAAAGCGGGTAG-3’；β-actin，正向5’-CATG

TACGTTGCTATCCAGGC-3’，反 向5’-CTCCTTAATG

TCACGCACGAT-3’。采用Talent荧光定量检测试剂

盒进行实时定量PCR，配制反应体系：2×Talent qPCR 

PreMix12.5 μL、上下游引物各0.75 μL、cDNA模板

1 μL、50×ROX Reference Dye 0.5 μL、无酶水补足

25 μL，在ABI 7500 FAST系统上设置两步法反应程

序：95 ℃ 3 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 15 s （40个循环） 。以

β-actin为内参，采用2-ΔΔCt法计算TIPE2 mRNA的相
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对表达量。

1.2.3 Western blotting检测肺癌细胞中TIPE2、MHC 

Ⅰ 蛋白表达：在未转染及转染LV-NC、LV-TIPE2的

A549细胞中加入RIPA，分离总蛋白，BCA法测定

浓度。蛋白加热变性，取40 μg经电泳分离蛋白，转

PVDF膜，用5%脱 脂 奶 粉 封 闭2 h，加 入 兔 抗TIPE2

多克隆抗体 （1 ∶ 1 000）、兔抗MHC Ⅰ多克隆抗体 

（1 ∶ 1 000），4 ℃摇床孵育过夜。加入抗生素标记的

山羊抗兔IgG抗体 （1 ∶ 5 000），室温摇床孵育1 h，

ECL显色，观察蛋白条带，ImageJ软件分析条带灰度

值，以GAPDH为内参对目的蛋白灰度值进行量化。

1.2.4 细胞免疫荧光染色观察肺癌细胞中MHC Ⅰ

表达：未转染及转染LV-NC、LV-TIPE2后的A549细

胞进行爬片，4%多聚甲醛覆盖固定后，0.5%TritonX-

100渗透10 min，浸入10%山羊血清中封闭1 h。配置

一抗，滴加兔抗MHC Ⅰ多克隆抗体 （1 ∶ 200） 覆盖

细胞，锡纸包裹后于4℃孵育过夜。配置荧光二抗，

滴加Alexa Fluor标记山羊抗兔IgG抗体 （1 ∶ 500），

室温孵育1 h，DAPI染核，抗荧光淬灭剂封片，晾干，

荧光共聚焦显微镜观察着色情况并拍照。

1.2.5 CD8+ T细胞分离与鉴定：经患者知情同意，

且经许昌市中心医院伦理委员会审核批准，抽取在

许昌市中心医院进行体检的健康志愿者外周血15 

mL，放入含肝素的离心管内，加入Ficoll分离液提取

外周血单核细胞。调整细胞密度至1×107/mL，吸取

80 μL悬液，并加20 μL CD8磁珠抗体，混匀后4℃孵

育 15 min，PBS洗去未结合的磁珠抗体，流式缓冲液

重悬细胞。将分选柱置于磁铁上，PBS洗润分选柱，

将细胞悬液过柱，重复3遍，取下分选柱，加PBS后立

即推出分选柱内液体并收集。取1×105个细胞置于

流式管内，分别加入5 μL FITC标记的CD8抗体及同

型对照抗体，室温孵育 15 min，PBS清洗后重悬，流

式细胞仪检测CD8+ T细胞表达情况。

1.2.6 肺癌细胞与CD8+ T 细胞共培养及肿瘤杀伤

效果测定：将未转染及转染LV-NC、LV-TIPE2慢病

毒的A549细胞分别与CD8+ T细胞进行共培养，记

为CD8+ T+A549组、CD8+ T+LV-NC-A549组、CD8+ 

T+LV-TIPE2-A549组。以CD8+ T细胞分别作为效应

细胞，A549细胞作为靶细胞，依次按照效靶细胞

10 ∶ 1、20 ∶ 1、30 ∶ 1的比例加入到96孔培养板内，

共培养18 h后，按照MTT试剂盒说明书，测定各孔吸

光度值，确定CD8+ T 细胞对肺癌细胞的杀伤效果。

1.2.7 Annexin V-FITC/PI双 染 法 检 测 肺 癌 细 胞 凋

亡：收 集CD8+ T+A549组、CD8+ T+LV-NC-A549组 及

CD8+ T+LV-TIPE2-A549组的A549细胞，用PBS洗涤，

胰蛋白酶消化，吸取100 μL细胞悬液置于流式管，依

次加入5 μL Annexin V-FITC与PI，混匀，避光孵育15 

min，用流式细胞仪检测细胞凋亡水平。

1.2.8 ELISA检测共培养后上清液中IFN-γ和TNF‐α

的分泌水平：收集 CD8+ T+A549组、CD8+ T+LV-NC-A549

组及CD8+ T+LV-TIPE2-A549组的细胞培养上清液，

ELISA法测定上清液中INF‐γ、TNF‐α含量，按照试

剂盒说明书操作，并测定吸光度值，根据标准曲线

计算INF‐γ和TNF‐α含量。

1.3 统计学分析

采用SPSS 23.0软件对数据进行统计分析，计量

资料以x
_

±s表示。多组间数据比较用单因素方差分

析，组间两两比较用LSD-t检验。采用GraphPad 8.0软

件制图。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组肺癌细胞中TIPE2表达比较

实时定量PCR结果显示，与对照组 （1.00±0.04） 和

LV-NC组 （0.97±0.08） 比 较，LV-TIPE2组TIPE2 mRNA

相对表达量 （3.52±0.36） 显著上调 （P < 0.05）；Western 

blotting结果显示，与对照组 （0.43±0.03） 和LV-NC组 

（0.40±0.04） 比较，LV-TIPE2组TIPE2 蛋白相对表达

量 （1.15±0.13） 显著上调 （P < 0.05） 。见图1。

2.2 3组肺癌细胞中MHCⅠ表达比较

Western blotting检测结果显示，与对照组 （0.39±

0.04）、LV-NC组 （0.40±0.03） 比较，LV-TIPE2组MHC 

Ⅰ蛋白相对表达量 （1.18±0.12） 显著上调 （P < 0.05） 。

图1  3组A549细胞中TIPE2蛋白表达

Fig.1  TIPE2 protein expression  in A549 cells among  three 

groups
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见图2。

细胞免疫荧光染色显示，与对照组和LV-NC组

比较，LV-TIPE2组A549细胞表面MHC Ⅰ荧光强度

明显增强。见图3。

2.3 CD8+ T 细胞鉴定结果

流式细胞术检测结果显示，磁珠分选的 CD8+ T

细胞阳性率>90.0%。见图4。

2.4 TIPE2对CD8+ T 细胞杀伤肺癌细胞的影响

图3  细胞免疫荧光染色观察3组A549细胞中MHC Ⅰ表达  ×100 

Fig.3  Immunofluorescence staining of MHC Ⅰ in A549 cells among three groups  ×100

CD8+ T 细胞对A549细胞杀伤能力检测结果显示，

在同一效靶比 （10 ∶ 1、20 ∶ 1、30 ∶ 1） 下，CD8+ T+

LV-TIPE2-A549组CD8+ T细胞对A549细胞的杀伤率

显著高于CD8+ T+A549组和CD8+ T+LV-NC-A549组 （P < 

0.05） 。见图5。

图2  3组A549细胞中MHCⅠ蛋白表达

Fig.2  MHC  I protein expression  in A549 cells among  three 

groups
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图4  CD8+ T 细胞鉴定结果

Fig.4  Identification of CD8+ T cells
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*P < 0.05 vs. CD8+ T+A549 group；#P < 0.05 vs. CD8+ T+LV-NC-A549 

group.

图5  CD8+ T 细胞对A549细胞的杀伤率

Fig.5  Killing rate of A549 cells by CD8+ T cells
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图6  各组共培养体系A549细胞凋亡率

Fig.6  Apoptosis rate of A549 cells in each co-culture system

流式细胞术检测结果显示，与CD8+ T+A549组

（10.81%±1.07%） 和CD8+ T+LV-NC-A549组 （12.64%±

1.21%） 比较，CD8+ T+LV-TIPE2-A549组A549细胞凋

亡率 （33.63%±3.48%） 显著增加 （P < 0.05） 。见图6。

ELISA检测结果显示，与CD8+ T+A549组 （115.67 

pg/mL±12.03 pg/mL、142.72 pg/mL±14.66 pg/mL）和

CD8+ T+LV-NC-A549组 （117.30 pg/mL±12.34 pg/mL、

144.09 pg/mL±15.16 pg/mL） 比较，CD8+ T+LV-TIPE2-

A549组上清液中IFN-γ （175.54 pg/mL±18.02 pg/mL） 

和TNF‐α （198.78 pg/mL±20.46 pg/mL） 含量显著增

加 （均P < 0.05） 。
PI
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在癌症进展过程中，肿瘤细胞可通过多种机制

逃避免疫监视，其中免疫检查点抑制信号通路是关

键途径之一。阻断免疫检查点可增强免疫系统识别

和攻击肿瘤细胞的能力，目前程序性细胞死亡蛋白

1 （programmed cell death protein 1，PD-1） /程序性细胞

死亡配体1 （programmed cell death ligand 1，PD-L1） 和

细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4 （cytotoxic T lympho-

cyte-associated antigen 4，CTLA-4） 抑制剂已被批准用

于晚期肺癌治疗［9］。然而，受益患者有限且伴有免

疫相关不良反应。研究［10］表明，肿瘤微环境中免疫

细胞与肿瘤细胞之间的动态串扰决定了免疫状态，

从而影响免疫检查点抑制剂的疗效。CD8+ T 细胞

通过识别MHCⅠ类分子呈递的肿瘤抗原，在抗肿瘤

免疫中发挥关键作用，其杀伤功能的维持或增强是

当前研究的重点。

TIPE2在多种肿瘤中表现异常，并具有重要的

免疫调控作用。下咽鳞状细胞癌中TIPE2低表达与

患者不良预后相关，过表达其可抑制细胞增殖和迁

移并促进凋亡［11］。胰腺癌相关研究［12］显示，TIPE2

在早期表达升高但随肿瘤进展而下降，其过表达能

下调Survivin表达、激活半胱氨酸蛋白酶3/7，抑制

细胞增殖并促进凋亡。TIPE2作为免疫稳态的调

节因子，在免疫细胞中同样发挥重要作用。研究［13］

表明NK细胞中TIPE2缺失不仅能增强NK细胞自身

的抗肿瘤活性，还可以间接提升CD8+ T细胞活性及

功能。ZHANG等 ［8］研究发现，在乳腺癌细胞中过

表达TIPE2不仅抑制乳腺癌的生长和转移，还能增

加CD8+ T细胞和NK细胞数量，并增强其毒性功能。

FENG等［14］报道，TIPE2通过抑制转化生长因子 β1 

（transforming growth factor β1，TGF-β1） 相关通路抑制

胰腺癌增殖和转移，并通过促进T细胞活化来发挥

抗肿瘤作用。本研究同样发现，在A549细胞中过表

达TIPE2后 再 与CD8+ T细 胞 共 培 养，CD8+ T细 胞 对

A549细胞的杀伤作用增强，A549细胞凋亡率增加，

促进CD8+ T细胞分泌IFN-γ和TNF-α，提示在肺癌微

环境中提高TIPE2表达能够增强CD8+ T细胞的杀伤

作用。

CD8+ T细胞的有效激活依赖于肿瘤抗原的呈

递，抗原缺失或呈递障碍是导致免疫应答失败的重

要原因。肿瘤发生早期，MHCⅠ类分子可将抗原递

呈至细胞表面，介导CD8+ T细胞识别并发挥细胞毒

作用；但在肿瘤进展过程中，MHCⅠ类分子表达减

少，抗原呈递功能受损，从而削弱CD8+ T细胞的识别

与杀伤能力，促进肿瘤免疫逃逸。已有研究［15］表明，
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干预特定信号通路可恢复MHCⅠ类分子表达并增

强免疫效应，如抑制PIKfyve脂质激酶可通过阻断自

噬通量上调MHCⅠ表达，增强CD8+ T细胞杀伤力；组

蛋白乙酰转移酶p300/CBP和核因子κB （nuclear factor 

κB，NF-κB） 的激活也可促进MHCⅠ表达和抗原呈

递，激活CD8+ T细胞并增强化疗药物对肿瘤细胞的

毒性作用［16］。本研究结果显示，在A549细胞中过表

达TIPE2可增加MHCⅠ蛋白表达和细胞表面荧光

强度，结合其对CD8+ T细胞杀伤A549细胞的促进作

用，提示TIPE2可能通过促进MHCⅠ表达增强CD8+ 

T细胞的抗肿瘤功能。

综上所述，在肺癌细胞中过表达TIPE2能够上

调MHCⅠ表达，增强CD8+ T细胞介导的杀伤作用，

从而抑制肺癌的发生与进展，提示TIPE2可能成为

肺癌免疫治疗的新靶点。然而，本研究结果仍需在

动 物 模 型 中 进 一 步 验 证，并 深 入 探 索TIPE2调 控

MHCⅠ表达的具体分子机制，为肺癌免疫治疗提供

理论依据和新思路。
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