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巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 基因缺失对小鼠黑色素瘤
肺转移的影响
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[摘　 要] 　 目的:探究巨噬细胞中 Ｅ３ 泛素连接酶 ＦＢＸＷ７ 基因的表达对小鼠

Ｂ１６Ｆ１０ 黑色素瘤肺转移的影响及可能的机制ꎮ 方法:构建巨噬细胞中缺失

ＦＢＸＷ７ 基因的条件性基因敲除小鼠ꎮ 将 ＦＢＸＷ７ ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ小鼠与带有 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ Ｍ￣Ｃｒｅ
的转基因小鼠杂交繁殖ꎬ通过提取尾巴基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ建立髓系细胞

选择性 ＦＢＸＷ７ 基因缺失的小鼠即 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ 小鼠 (实验组)ꎬ同窝生的

Ｌｙｓｍ － ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠作为对照组ꎮ 尾静脉注射小鼠黑色素瘤细胞系 Ｂ１６Ｆ１０ 至两

组小鼠ꎬ１４ ｄ 后处死小鼠ꎬ计数肺部肿瘤的转移灶ꎬ称量肺部的重量ꎮ 将肺组织消

化成单细胞悬液后ꎬ流式细胞术检测免疫细胞亚群ꎮ 结果:构建的 Ｌｙｓｍ － Ｃｒｅ￣
ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠腹腔巨噬细胞和骨髓来源巨噬细胞中ꎬＦＢＸＷ７ 基因成功敲除ꎮ 与对

照组比较ꎬ实验组肺肿瘤转移灶减少(Ｐ < ０. ０５)ꎬ脾脏中巨噬细胞、树突状细胞、粒
细胞的比例均无变化(均 Ｐ > ０. ０５)ꎬ肺组织中的转移相关巨噬细胞比例降低(Ｐ <
０. ０５)ꎬ而居住型巨噬细胞比例增加(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 结论:巨噬细胞 ＦＢＸＷ７ 基因缺失

能够抑制小鼠黑色素瘤肺部转移ꎬ其机制可能与转移部位的转移相关巨噬细胞比

例降低有关ꎻＦＢＸＷ７ 可能参与调控转移相关巨噬细胞的趋化及功能ꎮ
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ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ( ＢＭＤＭｓ) ｏｆ Ｌｙｓｍ ＋

ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＦＢＸＷ７
ｉｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｉｎｅａｇｅｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ.
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[Ｊ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉ)ꎬ ２０１７ꎬ４６(２):１１１￣１１７. ]

　 　 肿瘤转移是导致肿瘤患者死亡的主要原因之

一ꎬ影响肿瘤转移的因素除了肿瘤细胞本身的特

质以外ꎬ肿瘤微环境也在其中发挥着重要的作

用[１]ꎮ 研究发现ꎬ骨髓来源的免疫细胞ꎬ如 Ｂ 细

胞[１]、髓系来源的抑制性细胞[２]、巨噬细胞[３] 等

都能够影响肿瘤的发生、发展和转移ꎮ 其中ꎬ肿瘤

相关巨噬细胞( ｔｕｍｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ)作为

浸润在肿瘤原位的巨噬细胞ꎬ能够促进肿瘤的生

长和转移[４]ꎮ 近年来研究发现ꎬ在肿瘤转移部位

有一群转移相关巨噬细胞 (ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ) [５]ꎬ主要由外周血的 ＣＤ１１ｂ ＋ Ｌｙ６ｃ ＋

单核细胞通过 ＣＣＲ２ / ＣＣＬ２ 途径趋化至肿瘤转移

部位分化产生ꎬ其可能通过分泌血管内皮生长因

子改变血管的渗透性ꎬ从而促进肿瘤细胞在转移

部位的渗出及存活、生长ꎬ但其中的调控机制尚不

清楚[６]ꎮ 由此ꎬ深入了解转移相关巨噬细胞发挥

功能的调控机制ꎬ能帮助我们更好地了解肿瘤转

移的发生机制ꎬ并为临床提供潜在的治疗靶点ꎮ
ＦＢＸＷ７ꎬ又名 ＦＢＷ７、ＳＥｌ￣１０、ｈＣＤＣ４、ｈＡｇｏꎬ是

ＳＣＦ Ｅ３ 泛素连接酶复合物(ＳＫＰ１￣ＣＵＬ１￣Ｆ￣ｂｏｘ)中
的 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋 白ꎬ 具 有 识 别 靶 蛋 白 的 作 用[７]ꎮ
ＦＢＸＷ７ 在肿瘤的发生发展、脂类代谢、维持干细

胞的稳态等过程中发挥着重要的作用ꎬ其机制主

要通过识别靶蛋白ꎬ导致靶蛋白降解ꎮ 迄今研究

发现ꎬＦＢＸＷ７ 识别的靶基因大部分为促进生长相

关基因ꎬ如 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ[８]、ｃ￣Ｍｙｃ[９]、ｃ￣Ｊｕｎ[１０] 等ꎬ由此

认为 ＦＢＸＷ７ 是一个抑癌基因ꎮ 约有 ６％ 的肿瘤

患者原发癌组织中 ＦＢＸＷ７ 基因发生了突变ꎬ其
中约 ４３％ 的突变发生于识别底物的 ＷＤ４０ 结构

域中的精氨酸残基(Ａｒｇ ４６５、Ａｒｇ ４７９)ꎬ最终导致
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其不能识别相关靶基因并使其降解[１１]ꎮ
利用 ＦＢＸＷ７ 组织特异性敲除小鼠证实

ＦＢＸＷ７ 参与了 Ｔ 细胞淋巴瘤、肠道肿瘤等

的发生发展[１２￣１３]ꎮ 然而ꎬＦＢＸＷ７ 对肿瘤微

环境中的免疫细胞的调控作用仍不明确ꎬ
对肿瘤转移的作用也不清楚ꎮ 本研究采用

髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７ 基因缺失的小

鼠ꎬ探究巨噬细胞中的 ＦＢＸＷ７ 基因对小

鼠黑色素瘤肺转移的调控作用ꎮ 图 １　 建立 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠技术路线图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＦＢＸＷ７
１　 材料与方法

１. １　 试剂和仪器

小鼠黑色素瘤细胞系 Ｂ１６Ｆ１０ 购于美国标准

生物品收藏中心(ＡＴＣＣ)ꎬ冻存于浙江大学免疫

学研究所ꎻＦＢＳ 购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养

基、青霉素和链酶素双抗、胰酶 ＥＤＴＡ 消化液购于

杭州科易公司ꎻＰＣＲ 引物购于杭州擎科梓熙生物

技术有限公司ꎻＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取试剂盒购于日本

ＴａＫａＲａ 公司ꎻ逆转录试剂盒购于日本 ＴＯＹＯＢＯ
公司ꎻ荧光定量试剂盒 ＳＹＢＲ 购于上海罗氏诊断

产品有限公司ꎻＰＢＳ 配制试剂购于国药化学试剂

有限 公 司 自 己 配 制ꎻ 抗 ＣＤ１１ｃ￣ＡＰＣ 抗 体、 抗

Ｆ４ / ８０￣ＦＩＴＣ 抗体、抗Ｇｒ１￣ＦＩＴＣ抗体、抗 ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ
抗体购于美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎮ 凝胶电泳成像

仪系美国Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ ＋ ꎬ荧光定量

ＰＣＲ 仪系美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ９６ ＴｏｕｃｈＴＭꎬ流式细胞

仪系美国 ＢＤ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒꎮ
１. ２　 实验动物

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 背景的 ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ转基因小鼠购于

美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验中心ꎮ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 背景的 Ｌｙｓｍ￣
Ｃｒｅ 小鼠由浙江大学吴希美教授惠赠ꎮ 小鼠均在

浙江大学实验动物中心 ＳＰＦ 级环境中饲养和繁殖ꎮ
１. ３　 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠的构建

通过 Ｃｒｅ / ｌｏｘｐ 重组系统构建髓系细胞(包括

巨噬细胞和中性粒细胞)中特异性敲除 ＦＢＸＷ７
的小鼠ꎬ 即将 ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ 小鼠与带 有 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ
Ｍ￣Ｃｒｅ的转基因小鼠杂交繁殖ꎬ后代经鉴定为

Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ 小 鼠 作 为 实 验 组 ( ｎ ＝ ６ )ꎮ
ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠中ꎬＬｏｘｐ 插入在第 ５、６ 个外显子两

端ꎬＣｒｅ 酶可将这两个外显子剪除(图 １)ꎮ 同时ꎬ将
同窝生的 Ｌｙｓｍ － ＦＢＸＷ７ｆ / ｆ小鼠作为对照组(ｎ ＝６)ꎮ
１. ４　 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠基因组鉴定

取小鼠尾巴提取基因组ＤＮＡꎬ通过相应的引

物(Ｌｙｓｍ 基因:上游引物ꎬ５′￣ＣＣＣＡＧＡＡＡＴＧＣＣＡＧ
ＡＴＴＡＣＧ￣３′ꎬ下游引物ꎬ５′￣ＣＴＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＴ
ＴＴＣＴＣ￣３′ꎻＦＢＸＷ７ 基因:上游引物ꎬ５′￣ＡＴＴＧＡＴＡ
ＣＡＡＡＣＴＧＧＡＧＡＣＧＡＧＧ￣３′ꎬ下游引物ꎬ５′￣ＡＴＡＧＴ
ＡＡＴＣＣＴＣＣＴＧＣＣＴＴＧＧＣ￣３′)ꎬ进行 ＰＣＲꎬ产物采用

１. ２％琼脂糖凝胶电泳ꎬ凝胶电泳成像仪观察条带

大小ꎮ
１. ５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠模型

收集细胞ꎬ按 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 说明书提取细胞总

ＲＮＡꎬ使用逆转录试剂盒进行逆转录得到 ｃＤＮＡꎬ使
用相应的定量 ＰＣＲ 引物和 ＳＹＢＲ 染料ꎬ在荧光定

量 ＰＣＲ 仪上进行检测和分析ꎮ 以 ２ － ΔΔＣｔ 法计算

ＦＢＸＷ７ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ ΔΔＣｔ ＝ Ｃｔ 值(实验组

靶基因 － 实验组 ＧＡＰＤＨ) － Ｃｔ 值(对照组靶基

因 －对照组 ＧＡＰＤＨ)ꎮ 引物序列如下:ＦＢＸＷ７:上
游引物ꎬ５′￣ＴＧＣＡＡＡＧＴＣＴＣＡＧＡＴＴＡＴＡＣＣ￣３′ꎬ下游

引物ꎬ５′￣ＡＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＣＣＧＣＴＣＣＡＧＣ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ:
上游引物ꎬ５′￣ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ￣３′ꎬ下游

引物ꎬ５′￣ＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡ￣３′ꎮ
１. ６　 建立小鼠肿瘤肺转移模型

取对数生长期 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞ꎬ消化计数并调

整细胞浓度至所需浓度ꎬ用注射器抽取肿瘤细胞

悬液注射两组小鼠尾静脉下ꎬ每只注射 ０. ２ ｍＬꎮ
接种后第 １４ ｄ 小鼠断颈处死ꎬ开胸取肺脏置于培

养皿中称取质量ꎬ肉眼观察并计数小鼠肺部肿瘤

转移灶数目ꎮ
１. ７　 流式细胞术检测肿瘤肺转移小鼠免疫细胞

亚群

小鼠断颈处死后ꎬ取脾脏置于含预冷的 ＰＢＳ
培养皿ꎬ用注射器吸取 ＰＢＳ 反复冲洗脾脏ꎬ离心

收集脾脏细胞后ꎬ加入红细胞裂解液裂解红细胞ꎬ
再用 ＰＢＳ 洗涤重悬并计数ꎬ获得脾脏单细胞悬液ꎮ

􀅰３１１􀅰张　 玮ꎬ等. 巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 基因缺失对小鼠黑色素瘤肺转移的影响



将肿瘤转移灶计数后的肺脏置于含预冷的

ＰＢＳ 培养皿中ꎬ剪碎ꎬ转移至 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加
入胶原蛋白酶Ⅳ３７ ℃消化 １ ｈꎮ 之后ꎬ过 ２００ 目筛

网收集细胞ꎬ进一步加入红细胞裂解液裂解红细胞

后用 ＰＢＳ 洗涤重悬并计数ꎬ获得肺单细胞悬液ꎮ
上述得到的脾脏或肺脏单细胞悬液中ꎬ分别

加入 Ｆｃ 受体阻断剂 ＣＤ１６ / ＣＤ３２ 室温孵育 １０ ｍｉｎ
之后ꎬ加入相应抗体 (抗 ＣＤ１１ｃ￣ＡＰＣ 抗体、抗

Ｆ４ / ８０￣ＦＩＴＣ 抗体、抗 Ｇｒ１￣ＦＩＴＣ 抗体、抗 ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ
抗体)室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤一次后ꎬ
４００ ｍＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ在流式细胞仪上进行检测ꎮ 所

得结果用 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行分析ꎬ分析小鼠脾脏中

中性粒细胞、巨噬细胞、树突状细胞的比例ꎬ以及

肺脏巨噬细胞亚群的比例ꎮ
１. ８　 统计学方法

实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件进行

Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ 检验ꎬ计量资料采用均数 ± 标准差

(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬＰ < ０. ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２. １　 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠鉴定结果

ＦＢＸＷ７ｆ / ｆ小鼠与带有 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ Ｍ￣Ｃｒｅ 的转基

因小鼠杂交繁殖后ꎬ子代基因型鉴定结果如图 ２ 所

示ꎬＣｒｅ 阳性 ＰＣＲ 片段大小为 ７００ ｂｐꎬＦＢＸＷ７ｆ / ｆ阳

性 ＰＣＲ 片段大小为 ４９７ ｂｐꎻＦＢＸＷ７ ＋ / ＋ ＷＴ ＰＣＲ 片

段大小为 ３１５ ｂｐꎮ 含 Ｃｒｅ 阳性片段及 ＦＢＸＷ７ｆ / ｆ阳

性片段ꎬ同时不含 ＦＢＸＷ７ ＋ / ＋ ＷＴ 片段的小鼠即为

Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ｆ / ｆ小鼠(图 ２)ꎮ ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ
与对照组比较ꎬＬｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ｆ / ｆ小鼠腹腔巨噬细胞

和骨髓巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 表达均降低(０. ９５５０ ±
０. ０４５ ４６与０. １４１０ ± ０. ０６１ ９９ꎬ１. ０３５０ ± ０. １６０ ４０与
０. １４１７ ± ０. ０３５ ４７ꎬ 均 Ｐ < ０. ００１ )ꎬ 提 示

Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 已敲除ꎮ

图 ２　 Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ小鼠基因组 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｌｙｓｍ ＋

ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ｍｏｕｓｅ

２. ２　 实验组小鼠表型检测结果

实验组与对照组小鼠外形、毛色等表型特征

上相近ꎮ 进一步检测两组脾脏中 ＣＤ１１ｂ ＋ Ｇｒ１ ＋ 中

性粒细胞、ＣＤ１１ｂ ＋ Ｆ４ / ８０ 巨噬细胞、ＣＤ１１ｃ ＋ 树突

状细胞的比例ꎬ结果两组差异无统计学意义ꎬ见
图 ３和表 １ꎮ 提示髓系细胞中 ＦＢＸＷ７ 缺失不影

响髓系细胞的发育ꎮ

　 　 Ａ:中性粒细胞ꎻＢ:巨噬细胞 Ｃ:树突状细胞.
图 ３　 两组脾脏中髓系细胞流式细胞术检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｌｙｓｍ － ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ａｎｄ Ｌｙｓｍ ＋

ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ｍｉｃｅ

表 １　 两组脾脏中髓系细胞比例比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ
Ｌｙｓｍ － ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ａｎｄ Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆｍｉｃｅ

(ｎ ＝ ６ꎬ􀭰ｘ ± ｓꎬ％ )

细胞种类 实验组 对照组

中性粒细胞 １. ６５００ ± ０. ２４１２ １. ６５３０ ± ０. ２６５９
巨噬细胞 １. １５３０ ± ０. ３７３４ ０. ８４００ ± ０. ３２１９
树突状细胞 ０. ５３７５ ± ０. １７２５ ０. ８２５０ ± ０. ２４１５

２. ３　 实验组小鼠黑色素瘤肺转移变化

注射 Ｂ１６Ｆ１０ 肿瘤细胞 １４ ｄ 后ꎬ实验组肺部

􀅰４１１􀅰 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



肿瘤转移灶较对照组少(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而对照组肺

组织质量与实验组差异无统计学意义 ( Ｐ >
０. ０５)ꎬ见图 ４ 和表 ２ꎮ 可见ꎬ 髓系细胞中的

ＦＢＸＷ７ 对黑色素瘤肺转移具有一定的影响ꎮ

　 　 上排为对照组ꎬ下排为实验组.
图 ４　 髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７ 基因缺失小鼠黑色素

瘤肺转移灶大体变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＦＢＸＷ７ ｏｎ
ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｍｅｌａｎｏｍａ

表 ２　 两组肺部黑色素瘤转移灶数及肺质量比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｌｙｓｍ ＋ ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆｍｉｃｅ

(􀭰ｘ ± ｓ)

组　 别 ｎ 肿瘤转移灶数 肺质量(ｇ)

实验组 ６ １２２ ± １２∗ ０. ２７２９ ± ０. ００８１
对照组 ６ １６５ ± ４２　 ０. ３２００ ± ０. ０１６６

　 　 与对照组比较ꎬ∗Ｐ < ０. ０５.

２. ４　 实验组黑色素瘤肺转移小鼠肺组织巨噬细

胞亚群变化

用 ＣＤ１１ｂ ＋ Ｇｒ１ ＋ 标记髓系来源的抑制性细

胞ꎬ用 Ｆ４ / ８０ ＋ ＣＤ１１ｂ ＋ 标记肺部转移相关巨噬细

胞ꎬ用 Ｆ４ / ８０ ＋ ＣＤ１１ｃ ＋ 标记肺部居住型巨噬细胞ꎮ
结果实验组髓系来源的抑制性细胞比例无变化

(Ｐ > ０. ０５)ꎻ实验组转移相关巨噬细胞的比例降

低(Ｐ < ０. ０５)ꎻ实验组居住型巨噬细胞的比例有

所增加(Ｐ < ０. ０５)ꎬ见图 ５ꎬ表 ３ꎮ 以上结果表明ꎬ
髓系细胞中 ＦＢＸＷ７ 基因的缺失降低了肺部转移

相关巨噬细胞的比例ꎬ增加了居住型巨噬细胞的

比例ꎮ

３　 讨　 论

ＦＢＸＷ７ 是一个潜在的抑癌基因ꎬ其在多种人

　 　 Ａ:髓系来源的抑制性细胞ꎻＢ:肺部转移相关巨噬细胞ꎻ
Ｃ:肺部居住型巨噬细胞.
图 ５　 髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７ 基因缺失黑色素瘤小

鼠肺部髓系细胞亚群变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｌｕｎｇｓ ｆｒｏｍ Ｌｙｓｍ － ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆ ａｎｄ Ｌｙｓｍ ＋

ＦＢＸＷｆ / ｆｍｉｃｅ

表 ３　 两组肺组织髓系来源的巨噬细胞比例比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｌｙｓｍ ＋

ＦＢＸＷ７ ｆ / ｆｍｉｃｅ
(ｎ ＝ ６ꎬ􀭰ｘ ± ｓꎬ％ )

细胞类型　 实验组 对照组

髓系来源的抑制性细胞 １８. ００ ± １. ０７１　 １５. ４２ ± １. ６０２
转移相关巨噬细胞 ２３. １５ ± ７. ５９∗ １３. １３ ± ２. ２６
肺部居住型巨噬细胞 １０. ４２ ± １. ９０∗ ５. ４２６ ± ０. ４２

　 　 与对照组比较ꎬ∗Ｐ < ０. ０５.

类肿瘤中发生了突变[１１]ꎬ同时在条件性敲除小鼠

中也促进了肿瘤的形成[１２ꎬ１４]ꎮ ＦＢＸＷ７ 能特异性

地与底物结合ꎬ并使底物泛素化后由蛋白酶体降

解ꎮ ＦＢＸＷ７ 的抗肿瘤作用主要源于其能够降解

一些重要的促进生长的蛋白分子ꎬ 如 Ｎｏｔｃｈ、
ｃ￣ＭＹＣ、ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ｃ￣ＪＵＮ 及 ｍＴＯＲ 等[１５￣１６]ꎮ 目前的

􀅰５１１􀅰张　 玮ꎬ等. 巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 基因缺失对小鼠黑色素瘤肺转移的影响



研究大部分集中在 ＦＢＸＷ７ 对肿瘤细胞本身的作

用ꎬ却很少有对肿瘤微环境中其他细胞的调控作

用的相关研究ꎮ 最新的一项研究表明ꎬＦＢＸＷ７ 缺

失的骨髓基质细胞会分泌更多的趋化因子 ＣＣＬ２ꎬ
招募髓系来源的抑制性细胞及肿瘤相关巨噬细胞

至肿瘤转移部位ꎬ从而促进肿瘤的转移[１７]ꎮ 本研

究发现ꎬ髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７ 基因的缺失抑

制了黑色素瘤肿瘤细胞在肺部的转移ꎻ髓系来源

的免疫细胞ꎬ特别是巨噬细胞中的 ＦＢＸＷ７ 能够

促进黑色素瘤的转移ꎮ 由此ꎬ 不同细胞中的

ＦＢＸＷ７ 基因可能对肿瘤的转移起着不同的调控

作用ꎮ 我们的研究发现为 ＦＢＸＷ７ 对肿瘤微环境

细胞以及肿瘤转移的调控增添了新的观点ꎮ
转移相关巨噬细胞最初在乳腺癌肺转移的小

鼠模型中发现ꎬ后来证明在胰腺癌肝转移、乳腺癌

脑转移小鼠模型的转移部位中也存在[１８￣２０]ꎮ 转

移相关巨噬细胞主要来自于外周血表达 ＣＣＲ２ 的

ＣＤ１１ｂ ＋ Ｌｙ６ｃ ＋ 单 核 细 胞ꎬ 即 炎 性 单 核 细 胞

(ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ)ꎮ 肿瘤转移部位分泌的

趋化因子 ＣＣＬ２ 能够招募炎性单核细胞至转移灶

部位分化成转移相关巨噬细胞ꎮ ＣＣＲ２ / ＣＣＬ２ 信

号通路的激活能促进转移相关巨噬细胞分泌

ＣＣＬ３ꎬ从而进一步促进其在转移部位的聚集[２１]ꎮ
研究表明ꎬ转移相关巨噬细胞可通过分泌血管内

皮生长因子一定程度上增加血管的渗透性ꎬ从而

促进肿瘤细胞在转移部位的渗出[３]ꎮ 肝脏中的

转移相关巨噬细胞也可通过高分泌颗粒体蛋白激

活居住型肝星状细胞成为肌成纤维细胞ꎬ从而形

成一个纤维化的微环境ꎬ促进肿瘤细胞肝转

移[２０]ꎮ 此外ꎬ转移相关巨噬细胞表面特异性地表

达血管内皮细胞生长因子受体 １ꎬ该信号通路对

转移相关巨噬细胞促进肿瘤细胞在转移部位的生

长起着重要的作用ꎮ 转移相关巨噬细胞也可通过

血管细胞黏附分子 １ 与肿瘤细胞相互作用ꎬ从而

促进肿瘤细胞的存活[２２]ꎮ 然而ꎬ调控转移相关巨

噬细胞分化和功能的分子生物学机制仍然不清

楚ꎮ 本研究结果显示ꎬ髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７
基因的缺失会影响小鼠黑色素瘤肺转移部位巨噬

细胞亚群的分布ꎬ而对髓系来源的抑制性细胞的

比例没有影响ꎮ 对照组小鼠肺组织中 Ｆ４ / ８０ ＋

ＣＤ１１ｂ ＋ 转移相关巨噬细胞的比例降低ꎬ而居住型

的巨噬细胞比例增加ꎮ 因此ꎬＦＢＸＷ７ 可能参与调

控了肿瘤转移部位转移相关巨噬细胞的招募、分

化及功能ꎬ但其中的具体分子生物学机制还有待

进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ髓系细胞特异性 ＦＢＸＷ７ 基因的

缺失ꎬ可能通过影响黑色素瘤转移部位转移相关

巨噬细胞的比例ꎬ从而影响黑色素瘤的转移ꎮ
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􀅰学术动态􀅰

王青青教授团队发现 ＦＢＸＷ７ 在抗病毒天然免疫中的调控功能

近日ꎬ浙江大学免疫学研究所王青青教授团队在«自然—通讯»(Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ)发表了研究论文“Ｅ３ ｌｉｇａｓｅ
ＦＢＸＷ７ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ＲＩＧ￣Ｉ ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ”(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎａｔｕｒｅ. ｃｏｍ / ａｒｔｉｃｌｅｓ / ｎｃｏｍｍｓ１４６５４)ꎬ阐明在

ＲＮＡ 病毒感染过程中ꎬＥ３ 泛素连接酶 ＦＢＸＷ７ 通过保持维甲酸诱导Ⅰ型基因(ＲＩＧ￣Ｉ)的稳定性ꎬ正向调控Ⅰ型干扰素的

产生ꎬ促进抗 ＲＮＡ 病毒的天然免疫应答ꎮ
机体在遭遇病原微生物感染后ꎬ天然免疫细胞通过模式识别受体ꎬ识别病原微生物中一系列保守的病原分子模式ꎬ

触发天然免疫应答ꎮ ＲＩＧ￣Ｉ 作为细胞内重要的受体ꎬ识别病毒双链 ＲＮＡ 后迅速活化下游信号ꎬ促使Ⅰ型干扰素的产生ꎮ
研究人员前期发现ꎬ在感染呼吸道合胞病毒的患者外周血单个核细胞中ꎬＦＢＸＷ７ 表达显著降低ꎬ这预示着 ＦＢＸＷ７ 在抗

病毒感染中可能具有重要的调控作用ꎮ 随后发现ꎬ在髓系细胞中特异性敲除 ＦＢＸＷ７ 基因的小鼠对水疱性口炎病毒和

Ｈ１Ｎ１ 病毒感染更加敏感ꎬ病毒复制更加活跃ꎬⅠ型干扰素的产生减少ꎮ 进一步的机制研究发现ꎬ在病毒感染过程中

ＦＢＸＷ７ 能够结合并降解 ＳＨＰ２ꎬ从而抑制 ＳＨＰ２ / Ｃ￣ｃｂｌ 复合物对 ＲＩＧ￣Ｉ 的降解ꎮ 该研究揭示了 ＦＢＸＷ７ 在抗病毒天然免

疫中发挥着重要的调控作用ꎬ这为深入认识天然免疫的调节机制提供了新的途径ꎬ并可能为感染性疾病的诊治提供新

的视角ꎮ
该研究主要由宋寅敬博士研究生、来利华博士后、种振路博士研究生共同完成ꎬ得到国家自然科学基金和国家重点

基础研究发展计划(９７３ 计划)资助ꎮ

􀅰７１１􀅰张　 玮ꎬ等. 巨噬细胞中 ＦＢＸＷ７ 基因缺失对小鼠黑色素瘤肺转移的影响


