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LRP1B 对 Lewis 细胞增殖、迁移、侵袭及免疫微环境的影响
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　 　 摘要:目的　 探讨 LRP1B 基因对 Lewis 肺癌细胞增殖、迁移、侵袭及免疫微环境的影响。 方法　 采用 TCGA 数

据库分析 LRP1B 基因在肺癌及其他癌种中的表达情况。 使用 CRISPR / Cas9 技术构建 LRP1B 敲除的 Lewis 细胞

(KO 组),选择野生型 Lewis 细胞作为对照组(NC 组)。 免疫印迹法验证上述 2 组细胞中 LRP1B 蛋白的表达。 采用

CCK-8 法检测细胞存活率,划痕实验和细胞侵袭实验检测细胞的迁移和侵袭能力。 将制备好的 KO 组或 NC 组细

胞悬液注射到 C57BL / 6 小鼠右侧腋窝皮下,分别标记为 KO 组小鼠和 NC 组小鼠,观察小鼠皮下移植瘤生长情况,
流式细胞术检测荷瘤小鼠移植瘤中骨髓源性抑制细胞(MDSC)和 CD8+

 

T 细胞浸润的变化,免疫组化法检测程序性

死亡受体-1
 

(PD-1)及其配体(PD-L1)的水平。 结果　 LRP1B 基因在肺腺癌和肺鳞癌组织中的表达水平明显高

于癌旁组织。 与 NC 组细胞相比,
 

LRP1B 基因敲除后 KO 组细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著增加(P<0. 05)。
与 NC 组小鼠相比,KO 组小鼠形成的移植瘤体积明显增加(P<0. 05);移植瘤中 MDSC 比例显著增加、CD8+ T 细胞比

例减少,PD-L1、PD-1 表达水平显著增加(P<0. 05)。 结论　 LRP1B 基因敲除可促进 Lewis 肺癌细胞的增殖、迁移和

侵袭能力,促进 PD-L1、PD-1 表达。
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　 　 Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

LRP1B
 

on
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

invasion
 

and
 

immune
 

microenvironment
 

of
 

Lewis
 

cells. Methods　 The
 

expression
 

of
 

LRP1B
 

gene
 

in
 

lung
 

cancer
 

and
 

other
 

cancers
 

was
 

analyzed
 

using
 

TCGA
 

database.
 

We
 

constructed
 

the
 

LRP1B
 

knock-out
 

Lewis
 

cells
 

by
 

CRISPR / Cas9
 

technique,
 

and
 

set
 

as
 

a
 

KO
 

group.
 

Meanwhile,
 

wild
 

Lewis
 

cells
 

were
 

used
 

as
 

a
 

control
 

( NC)
 

group.
 

Their
 

expression
 

of
 

LRP1B
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

cell
 

viability
 

was
 

measured
 

by
 

CCK-8
 

assay.
 

The
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

were
 

evaluated
 

by
 

would
 

healing
 

assay
 

and
 

Transwell
 

assay.
 

The
 

cell
 

suspensions
 

from
 

either
 

the
 

KO
 

group
 

or
 

the
 

NC
 

group
 

were
 

injected
 

into
 

the
 

right
 

armpit
 

of
 

C57BL / 6
 

mice
 

and
 

set
 

as
 

KO
 

mice
 

or
 

NC
 

mice,
 

respectively.
 

The
 

tumor
 

growth
 

in
 

both
 

KO
 

and
 

NC
 

mice
 

was
 

observed.
 

The
 

infiltration
 

of
 

bone
 

marrow-derived
 

suppressor
 

cells
 

(MDSCs)
 

and
 

CD8+
 

T
 

cells
 

in
 

tumor-bearing
 

mice
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

levels
 

of
 

programmed
 

death
 

receptor
 

- 1
 

( PD - 1)
 

and
 

its
 

ligand
 

( PD -L1)
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry. Results　 The
 

expression
 

of
 

LRP1B
 

gene
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
 

and
 

lung
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 

LRP1B
 

gene
 

knockout
 

resulted
 

in
 

remarkably
 

increased
 

abilities
 

of
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

KO
 

group
 

(P
<0. 05).

 

Furthermore,
 

compared
 

with
 

the
 

NC
 

mice,
 

the
 

KO
 

mice
 

showed
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

volumes
 

of
 

tumors
 

(P
<0. 05),

 

increases
 

in
 

the
 

percentage
 

of
 

MDSCs,
 

decreases
 

in
 

the
 

percentage
 

of
 

CD8+
 

T
 

cells
 

and
 

increases
 

in
 

PD-L1
 

and
 

PD-1
 

levels
 

(P<0. 05). Conclusions　 Knockout
 

of
 

LRP1B
 

gene
 

may
 

promote
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

Lewis
 

cells,
 

and
 

stimulate
 

the
 

expression
 

of
 

PD-L1
 

and
 

PD-1.
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　 　 肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因,其中非小

细胞肺癌(NSCLC)占肺癌病例的 85%[1] 。 近年来,
尽管治疗方法有所改善,但 NSCLC 的死亡率仍然很

高,5 年生存率不到 20%。 免疫治疗在 NSCLC 的治疗

中取得重大进展,肿瘤免疫微环境与免疫治疗效果密

切相关,故研究肿瘤免疫微环境的影响因素具有重要

的意义[2] 。 低密度脂蛋白受体相关蛋白 1B(LRP1B)
是近年来发现的一种候选抑癌基因,在人类正常和肿

瘤细胞中广泛表达,并调控肿瘤细胞黏附、增殖、分化

和血管生 成[3] 。 研 究 发 现, LRP1B 在 近 50% 的

NSCLC 细胞系中发生突变[4] 。 LRP1B 突变与肺癌高

肿瘤突变负荷、较好的免疫治疗效果相关[5-7] ,可作为

免疫检查点抑制剂治疗的预测因子。 目前 LRP1B 突

变对免疫微环境的影响研究较少。 本研究基于生物

信息学发现 LRP1B 基因在肺癌中存在差异表达,然
后以小鼠肺癌细胞系 Lewis 细胞为研究对象,探究敲

除 LRP1B 对细胞生长、迁移、增殖的影响,并建立

LRP1B 基因敲除小鼠模型,研究 LRP1B 缺失对免疫

浸润细胞和程序性死亡受体-1
 

(PD -1)及其配体

(PD-L1)的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 生物信息学分析 　 从癌症基因组图谱( The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas,
 

TCGA,https: / / portal. gdc. canc-
er. gov / )数据库中下载不同种类癌症的转录组数据,
其中肺癌包括肺腺癌和肺鳞癌,提取 LRP1B 基因的

表达量,得到差异表达图。
1. 2　 实验材料　 小鼠 Lewis 肺癌细胞系和 C57BL / 6
小鼠购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司。
DMEM 培养基、0. 25%胰酶、胎牛血清、青霉素 / 链霉

素和蛋白变性裂解液、CCK-8 溶液购自大连美仑生

物技术有限公司。 LRP1B 单克隆抗体,β-actin 单克

隆抗体、CD11b、Gr-1、CD8、CD4、抗体购自 Abcam 公

司。 免疫组化 PD-1 和 PD-L1 一抗、EnVision 聚合物

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。 ECL 化学发

光检测试剂盒购自 Proteinch 公司。 化学发光图像分

析系统(Tanon-4600)购自上海天能科技有限公司。
1. 3　 细胞培养　 小鼠 Lewis 肺癌细胞置于含 10%胎

牛血清、100
 

U / ml 青霉素和 100
 

U / ml 链霉素的培养

基中,在 37°C、95%空气和 5%
 

CO2 的恒温箱中培养。
当细胞生长至 80% ~90%汇合度时进行传代培养。

1. 4 　 慢 病 毒 转 染 　 使用 Synthego 公司的在线

CRISPR 基因敲除设计工具(https: / / www. synthego.
com / products / bioinformatics / crispr-design -tool) 设计

合成目标 sgRNA,并将其插入至 lentiv2 载体中,构建

病毒包装质粒,并与辅助质粒共转染 293T 细胞,制备

病毒。 病毒感染 Lewis 细胞,并通过嘌呤霉素筛选后

挑取单克隆,随后通过免疫荧光对敲除细胞进行鉴

定,获取稳定敲除 LRP1B 基因的 Lewis 细胞。 将

LRP1B 敲除的 Lewis 细胞设为 KO 组,选择野生型

Lewis 细胞作为对照组(NC 组)。
1. 5　 免疫印迹法　 将对数生长期细胞接种于细胞培

养皿中,培养 24
 

h 后裂解细胞,测定蛋白浓度,每孔

按 30
 

μg 的蛋白样品进行电泳。 电泳结束后,将分离

的蛋白转印至 PVDF 膜。 封闭后,一抗和二抗孵育,
显色液显影,曝光。 采集与分析蛋白条带灰度值,以
β-actin 作为对照进行标准化。
1. 6　 CCK-8 法　 取对数生长期细胞,以 1×104 个细

胞 / ml 的密度接种于 96 孔板中,100
 

μl / 孔,培养 24
 

h、48
 

h、72
 

h 细胞贴壁。 加入 10
 

μl
 

CCK-8 溶液,并
于 37

 

℃下孵育 30
 

min。 使用酶标仪检测 450
 

nm 处

的光密度。
1. 7　 划痕实验　 取对数生长期细胞,以

 

4×105 个细

胞 / 孔的密度接种于 6 孔板。 待细胞生长至贴壁融合,
用 200

 

μl 移液管尖刮取细胞。 将分离的细胞用PBS 清

洗并去除后,加入培养基,在 37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培

养。 在显微镜下观察细胞 0
 

h、24
 

h、48
 

h 后的划痕距

离。 采用 Image
 

J 软件测量细胞划痕距离。 细胞迁移

率(%)= (0
 

h 宽度-48
 

h 宽度) / 0
 

h 宽度×100%。
1. 8　 细胞侵袭实验 　 稀释 Matrigel 胶,平铺于 Tr-
answell 小室微膜上备用。 取对数生长期细胞,以每

孔 0. 2×105 个细胞的密度接种于 Transwell 上室内,
下室加入

 

500
 

μl 含 10%胎牛血清的培养基,放入
 

37
 

℃ 、5%
 

CO2 的恒定培养箱培养。 培养 48
 

h 后,
取出上室,PBS 洗涤、甲醛固定、结晶紫染色,在显微

镜下观察各个小室侵袭细胞状况。 随机选取 5 个视

野( ×200)拍照,统计侵袭细胞数。
1. 9　 动物模型的建立　 取 4 ~ 6 周龄 C57BL / 6 雌性

小鼠 40 只,12
 

h / 12
 

h 暗 / 光循环条件下饲养。 当

Lewis 肺癌细胞生长到 80%左右时,用胰蛋白酶消

化,以 1
 

000 转 / min
 

离心 5
 

min,PBS 洗涤 3 次,在不

含 Matrigel 血清的 DMEM 培养基中重新悬浮。 将制
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备好的 KO 组或 NC 组细胞悬液注射到 C57BL / 6 小

鼠右侧腋窝皮下,每只接种 1×105 个细胞,分别标记

为 KO 组小鼠和 NC 组小鼠,每日定时观察小鼠皮下

移植瘤生长情况。 10
 

d 后 CO2 吸入法处死小鼠,取
出皮下肿瘤称重,并进行组织学检查。 小鼠肿瘤体

积计算公式为:体积 =
 

1 / 2
 

L1
 

×
 

(L2) 2,其中 L1 为

长轴,L2 为短轴。 所有动物实验操作均经徐州医科

大学动物伦理委员会批准(202209S094)。
1. 10　 流式细胞术　 取 C57BL / 6 小鼠肿瘤组织,用
胶原酶消化制备单细胞悬液,每份细胞样品分成

 

3
份,分别标记骨髓源性抑制细胞(MDSC) (CD11b+ /
Gr-1+ )、CD8+ T(CD8+ )。 采用 FCS

 

Express
 

version
 

6
软件进行分析。
1. 11　 免疫组化法 　 采用免疫组化 EnVision

 

两步

法进行实验。 取小鼠肿瘤石蜡组织标本做 3
 

μm 连

续切片,经脱蜡、热抗原修复及血清封闭,分别孵育

PD-1 和
 

PD-L1 一抗过夜,滴加二抗(Evension 聚合

物)后 DAB
 

显色,苏木精复染细胞核,中性树胶封

片。 细胞膜呈现染色的肿瘤细胞为阳性细胞。 根据

肿瘤细胞阳性细胞比率比较染色强度。
1. 12　 统计学处理　 采用 SPSS

 

20. 0 软件进行统计

学分析。 组间数据比较采用单因素或双因素方差分

析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 LRP1B 在肺癌亚型及其他肿瘤中的表达　 采用

TCGA 数据库分析不同肺癌亚型或其他肿瘤中

LRP1B 基因的表达。 结果显示,在肺腺癌和肺鳞癌肿

瘤组织中 LRP1B
 

mRNA 的表达水平明显高于对应的

癌旁组织,差异有统计学意义(P<0. 05)。 见图 1。

图 1　 LRP1B 在肺癌亚型及其他肿瘤中的表达。 与对应癌旁组织比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001

2. 2　 LRP1B 基因敲除对 Lewis 细胞增殖能力的影

响　 免疫印迹结果显示,与 NC 组细胞相比,
 

KO 组

细胞中未见 LRP1B 表达。 体外培养 Lewis 细胞,通
过 CCK-8 法检测培养 24

 

h、48
 

h、72
 

h 时 KO 组和

NC 组细胞的增殖能力。 结果显示,KO 组细胞增殖

能力较 NC 组明显增强,差异有统计学意义 (P <
0. 05,图

 

2)。

　 　 A. LRP1B 基因敲除后 Lewis 细胞中 LRP1B 蛋白表达情况;
B. LRP1B 基因敲除对 Lewis 细胞增殖能力的影响。 与 NC 组比

较,∗∗P<0. 01
图 2　 LRP1B 基因敲除对 Lewis 细胞增殖能力的影响
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2. 3　 LRP1B 基因敲除对 Lewis 细胞迁移和侵袭能

力的影响　 划痕实验结果显示,与 NC 组细胞相比,
KO 组细胞 LRP1B 基因敲除后 24

 

h、48
 

h 时愈合能

力均增强,差异有统计学意义(图 3A、B)。 细胞侵

袭实验结果显示,与 NC 组相比,KO 组侵袭细胞数

显著增加,差异有统计学意义(P<0. 01,图 3C、D)。

　 　 A、B. 划痕实验检测 Lewis 细胞迁移能力( ×100)(A)和柱状图分析(B);C、D. 细胞侵袭实验检测 Lewis 细胞侵袭能

力( ×200)(C)和柱状图分析(D)。 与 NC 组比较,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
图 3　 LRP1B 基因敲除对 Lewis 细胞迁移和侵袭能力的影响

2. 4　 LRP1B 敲除对 C57BL / 6 小鼠成瘤能力的影响

　 构建小鼠肺癌移植瘤模型后 6 周,手术完整剥离

肿瘤组织。 结果显示注射 KO 组细胞的 C57BL / 6 小

鼠瘤体生长速度较 NC 组明显加快(图 4)。

图 4　 NC 组和 KO 组肺癌移植瘤外观比较图像(n= 5)

2. 5　 LRP1B 敲除对荷瘤小鼠肿瘤组织中 MDSC 和

CD8+
 

T 细胞浸润的影响 　 流式细胞术结果显示,
KO 组小鼠肺癌移植瘤内 MDSC 的比例较 NC 组小

鼠明显增加,差异有统计学意义(P< 0. 01,图 5A、

B);与 NC 组小鼠相比,KO 组小鼠肺癌移植瘤内

CD8+
 

T 细胞比例显著下降,差异有统计学意义(P<
0. 001,图 5C、D)。
2. 6　 LRP1B 敲除对肺癌移植瘤内 PD-1 和 PD-L1
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表达的影响 　 免疫组化结果显示,与 NC 组相比,
KO

 

组小鼠肺癌移植瘤内 PD-1 和 PD-L1 的表达水

平均明显升高,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 见

图 6。

　 　 A、B. LRP18 敲除后荷瘤小鼠 MDSC 细胞浸润变化(A)和柱状图分析(B);C、D. LRP1B 敲除后荷瘤小

鼠 CD8+
 

T 细胞浸润变化(C)和柱状图分析(D)。 与 NC 组比较,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
图 5　 LRP1B 敲除后荷瘤小鼠 MDSC 和 CD8+

 

T 细胞浸润变化

　 　 A、B. LRP1B
 

敲除后荷瘤小鼠 PD-1
 

免疫组化染色(A)和柱状图分析(B);C、D. LRDIB
 

敲除后

荷瘤小鼠 PD-L1
 

免疫组化染色(C)和柱状图分析(D),与 NC 组比较,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
图 6　 LRP1B 敲除后荷瘤小鼠肿瘤组织中 PD-1 和 PD-L1 的表达变化
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3　 讨　 论

LRP1B 是低密度脂蛋白受体家族成员之一,是
一种重要的抑癌基因。 LRP1B 与多种细胞外配体

结合,包括携带纤维蛋白原和载脂蛋白的载脂蛋白

E,并可能参与细胞外配体清除,调节肿瘤微环境和

细胞药物摄取。 LRP1B 基因改变在肺癌的发病机

制中非常重要,在近 50%的非小细胞肺癌细胞系

中,观察到
 

LRP1B 基因外显子纯合缺失或异常转录

致 LRP1B 部分缺失的现象[3] 。 LRP1B 缺失与肺癌

细胞增殖、转移相关,而 LRP1B 过表达抑制肺癌细

胞的增殖。 LRP1B 突变也与结肠癌[8] 、胶质母细胞

瘤[9] 、黑色素瘤[10] 、尿路上皮瘤、多发性骨髓瘤[11] 、
前列腺癌[12] 等多种癌症的发生和进展相关。 研究

发现,LRP1B 在肺癌与免疫治疗效果相关,可作为

免疫治疗的预测因子,但关于 LRP1B 对肺癌免疫微

环境影响的实验性研究较少。
本研究显示,TCGA 数据库分析显示,肺腺癌和

肺鳞癌肿瘤组织中 LRP1B
 

mRNA 的表达水平明显

高于对应的癌旁组织。 与正常的 Lewis 肺癌细胞相

比,LRP1B 基因敲除后 Lewis 细胞的增殖、迁移、侵
袭能力明显增强;接种至 C57BL / 6 小鼠皮下后,移
植瘤生长更快,肿瘤组织中 MDSC 比例明显升高,
CD8+ T 比例明显减少。 这是首次在动物实验中验证

LRP1B 缺失对肿瘤免疫微环境的影响。
LRP1B 的缺失可能导致肿瘤微环境的改变,从

而促进肿瘤生长,增强癌细胞的侵袭能力,影响免疫

治疗疗效[13] 。 研究发现,LRP1B 突变与多种癌症较

好的免疫治疗生存结局有关[5] 。 基因富集分析显

示,LRP1B 突变与抗原处理提呈通路、T 细胞炎症基

因表达谱相关,与较高的肿瘤突变负荷相关。 在肺

癌中,LRP1B 突变患者肿瘤突变负荷的中值高于野

生型患者(组织:17. 1
 

VS
 

6. 0,P = 0. 009;血液:17. 5
 

VS
 

2. 4,P = 0. 018) [5] 。 LRP1B 可用作免疫检查点

抑制剂治疗的标志物[7,14] 。
PD-L1 与肿瘤的发生和侵袭性密切相关,PD-

L1 作为免疫治疗的标记物,与 LRP1B 基因的关系

尚不明确。 而本研究发现,KO 组小鼠接种 LRP1B
敲除的 Lewis 肺癌细胞后,移植瘤 PD-L1 的表达增

加,这可能是免疫治疗临床效果更好的原因。
综上,LRP1B 可能通过调节 CD8+T 淋巴细胞功

能和免疫相关分子的表达,参与肿瘤免疫微环境的调

控,从而影响免疫治疗效果。 LRP1B 在肿瘤中诱导免

疫细胞浸润的机制尚不清楚,需要进一步研究。
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