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萝卜硫素通过p-mTOR/p-S6信号通路增强CD8+记忆细胞前体细胞的分化

李红 a,b，张震 bΔ，周斌 b，吕全军 a，张毅 b（郑州大学 a. 公共卫生学院; b. 第一附属医院生物细胞治疗中心, 河南 郑

州 450052)

[摘 要] 目的：检测萝卜硫素（sulforaphane, SFN）对CD8+ T细胞分化、表型及胞内因子分泌的影响并探讨其可能的调控机制。

方法：在体外培养实验中，按照SFN处理的剂量分为对照(0 mmol/L)组、SFN 10 mmol/L组、SFN 20 mmol/L组。采用流式细胞术

检测SFN对CD8+ T细胞分化、表型及胞内因子分泌的影响以及mTOR siRNA对CD8+ T细胞CD127和LKRG1表达的影响；采用

qRT-PCR检测抗凋亡因子Bcl-2和Bcl-6的表达水平，Annexin-V/PI双染法检测SFN对CD8+ T细胞凋亡的影响，Western blotting

检测信号通路蛋白p-mTOR、p-S6以及内参b-actin蛋白的表达。结果：SFN促进CD8+记忆细胞前体细胞的形成、显著降低CD8+

T细胞PD-1和Tim-3的表达水平(P<0.01)。同时，SFN处理后抗凋亡基因Bcl-2和Bcl-6的表达显著增加、CD8+ T细胞的凋亡受到

显著抑制，p-mTOR和p-S6蛋白表达水平也显著降低(P<0.05或P<0.01)。此外，SFN能够增加促炎性细胞因子 IL-2、IFN-g、TNF-a

的分泌(P<0.05)。mTOR siRNA能够显著增加 CD127表达及降低LKRG1表达水平(均P<0.01)。结论：SFN可能通过抑制 p-

mTOR信号通路促进CD8+记忆细胞前体细胞的形成,获得更多年轻化的T细胞,为临床免疫细胞治疗提供新的思路。
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Sulforaphone enhances differentiation of memory precursor CD8+ cells by mTOR/
p-S6 signaling pathway

LI Honga,b, ZHANG ZhenbΔ, ZHOU Binb, LYU QuanJuna, ZHANG Yib (a. College of Public Health; b. Biotherapy Center of the First Af-

filiated Hospital, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of sulforaphane (SFN) on CD8+ T cells differentiation, phenotype and the secretion of

intracellular cytokines, as well as to study the underlying molecular mechanism. Methods: In the in vitro culture experiment, the cells

were categorized into control group, SNF 10 mmol/L group and SNF 20 mmol/L group according to the SNF concentration. The effect

of SFN treatment on CD8+ T cells differentiation, phenotype and cytokine secretion were detected by flow cytometry, and the effect of

mTOR siRNA on the expression of CD127 and LKRG1 in CD8+T cells was also detected by flow cytometry. Expression of Bcl-2 and

Bcl-6 were analyzed by qRT-PCR. The effect of SFN on apoptosis of CD8+ T cells was examined by Annexin-V/PI staining. The protein

expressions of p-mTOR, p-S6 and b-actin were detected by western blotting. Results: SFN significantly promoted the formation of

memory precursor CD8+ T cells and decreased the expression level of PD-1 and Tim-3 in CD8+T cells(P<0.01); meanwhile, after the

treatment of SFN, the expressions of anti-apoptosis genes Bcl-2 and Bcl-6 were significantly increased while the apoptosis of CD8+ T

cells was significantly inhibited and the protein expressions of p-mTOR and p-S6 were also significantly inhibited(P<0.05 or P<0.01).

Moreover, mTOR siRNA could significantly increasethe expression of CD127 and decrease the expression of LKRG1 (all P<0.01).

Conclusion: Sulforaphone promotes the formation of memory precursor CD8+T cells possibly by inhibiting the p-mTOR signaling path-

way, and this could obtain more T cells to provide new thoughts for clinical immunotherapy.

[Key words] sulforaphane（SFN）; p-mTOR/p-S6 signaling pathway; memory CD8+T cell; precursor cell
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近年来，随着人类生活方式以及周围环境的改

变，癌症已经成为威胁人类健康和生命的主要危险

因素。据国家癌症中心2017年最新中国肿瘤现状和

趋势报告，中国癌症发病率约占全球的 22%，发病人

数全球第一；中国癌症死亡率约占全球 27%，位居全

球癌症死亡率的29位，高出全球平均水平17%；癌症

已经成为导致死亡的第二大原因，仅次于心脑血管

病。目前，药物治疗在癌症治疗中占据着重要的地

位，但是抗癌药物都有毒性作用。因此，从天然产物

中寻找安全、有效、低毒的抗癌药物已成为肿瘤治疗

研究的热点。萝卜硫素(sulforaphane，SFN)是一种异

硫氰酸酯类化合物[1]。研究[2-7]表明，SFN不仅有预防

癌症的作用，同时具有抑制肿瘤生长、抗转移、抗氧

化等作用。有研究[8-11]显示，SFN与机体免疫有密切

的关系，然而SFN对T细胞的分化及功能方面的影响

尚不清楚。CD8+ T细胞在机体免疫反应中扮演着重

要的角色，急性感染或抗原刺激后初始状态的CD8+

T细胞分化为效应性CD8+ T细胞。随着抗原的清除，

最终仅有5%~10%的效应性CD8+ T细胞进一步分化

为具有自我更新能力并长期生存的记忆性CD8+ T细

胞，以维持免疫内环境的稳态并在再次感染时发挥

作用[12]。近年来，过继性细胞免疫治疗逐渐成为肿瘤

治疗的重要方法之一，并在临床研究及临床治疗中

展示出显著的疗效[13-14]。体外培养的免疫细胞大部

分处于终末状态，限制了免疫治疗的疗效。如何获

取分化程度低、抗肿瘤能力强的T细胞用于免疫治疗

是目前研究的热点。本研究通过探讨SFN对T细胞

分化、凋亡和胞内因子分泌的影响，推测SFN可能通

过抑制p-mTOR信号通路从而促进CD8+记忆细胞前

体细胞的形成,获得更多年轻化的T细胞,为临床免疫

细胞治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

DMEM高糖培养基、RPMI1640培养基购自美国

Hyclone公司，胎牛血清购自美国Gbico公司，IL-2购

自北京双鹭药业有限公司，SFN购自Sigma公司，Hu-

man CD8 microbeads和磁分选缓冲液（MACs Buffer）

购自德国美天旎公司，淋巴细胞分离液购自天津灏

洋生物制品有限公司，Annexin-V binding buffer购自

美国Biologend公司，免疫组化检测用一抗购自美国

CST公司，二抗购自北京中杉金桥公司，流式抗体均

购自美国Biologend公司。

1.2 提取健康人外周血单核细胞

无菌条件下采集健康供者外周血 10 ml，采用磷

酸盐缓冲液（PBS）稀释至30 ml；另取15 ml淋巴细胞

分离液至50 ml离心管中，用无菌移液管吸取血液混

合液，沿管壁缓慢叠加于分离液面上，2 500×g离心

25 min；离心结束后小心吸取上、中层界面处白色云

雾层，移入新的50 ml无菌离心管，加入PBS至50 ml

离心管，洗涤PBMCs 2遍，收集PBMCs。

1.3 细胞免疫磁珠分选

PBMCs用10 ml磁分选缓冲液重悬、吹打、混匀，

取 10 ml细胞+10 ml锥虫蓝，显微镜下计数；1 500×g

离心 5 min；弃上清，按照 1×107个细胞加入 80 ml磁

分选缓冲液，同时避光加入 20 ml人CD8磁珠，混匀

后 4°C避光孵育 20 min；用 1 ml Buffer冲洗LS柱子

后，将细胞悬浮于 5 ml Buffer中并注入柱子中，阴性

细胞流入收集管中，CD8+ T细胞吸附在LS柱，加入缓

冲液洗LS柱 2次，再加入适量Buffer后用活塞将柱

子内的细胞打入 50 ml 离心管，加Buffer至 15 ml。

1 500×g离心5 min，弃上清。CD8+ T细胞重悬在RP-

MI 1640（含 10% FBS）中，调整细胞密度至 2×106个/

ml，同时加入 100 U IL-2、CD3/C28 beads，将细胞铺

至 24孔板中，置于 5% CO2、37 °C细胞培养箱中过

夜。萝卜硫素（5 mg/支）溶于 1.4 ml DMSO中，配成

20 mmol/L）。次日按照分组要求加入 SFN 0、10 和

20 mmol/L孵育。

1.4 mTOR siRNA转染

由上海吉马公司分别合成mTOR siRNA以及阴

性对照（negative control，NC），按照说明书使用

DEPC水将其配置成浓度为 20 mmol/L 的溶液后备

用。mTOR siRNA 序列：sense 5' - CCACCCGAAU-

UGGCAGAUUTT-3'，antisense 5'-AAUCUGCCAAU-

UCGGGUGGTT -3'；另外设计一条 NC 序列 ：5' -

UUCUUCGAACGUGUCACG UTT- 3'，antisense 5' -

ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。将1×106个/ml

的T细胞系铺于24孔板中，一组细胞转染NC与脂质

体复合物，另一组细胞转染mTOR siRNA与脂质体

复合物的混合液（体积比为 1∶1）。将细胞培养板放

入 37 °C、5% CO2培养箱中，48 h后收集部分细胞用

于分析 siRNA效率。采用荧光定量PCR检测NC组

与mTOR siRNA组mTOR的表达水平。mTOR引物

序列：上游引物5'-CAGGGACTTGAAGATGAAGGT-

GAT- 3'；下游引物 5' - GGAAACTTGCCTCTGGAT-

GAG-3'。72 h后收集细胞进行表型检测。实验重复

3次。

1.5 流式细胞术检测SFN对T细胞分化、表型、凋亡

及T细胞功能的影响

收集细胞至 1.5 ml EP管中计数，1 500×g离心 5

min，取 1×106个细胞，避光加入抗体：CD8-APC-cy7、

CD45RA-APC、CD127-Percp 和 KLRG1-APC。震荡

混匀后，置于4 °C避光孵育15 min，加入1 ml PBS 洗

涤；1 500×g离心5 min，弃上清。加入200 ml PBS，重
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悬细胞后转至流式管，上机检测T细胞分化、表型情

况。收集CD8+ T细胞和经SFN处理的CD8+ T细胞，

取1×105细胞用PBS离心洗涤2次，弃上清；每管加入

200 ml Annexin-V 结合缓冲液和 2 ml Annexin-V 抗

体，4 °C避光孵育15 min 后，离心清洗1次；样品在检

测前要置于冰上，上机前加入2 ml PI，流式检测细胞

凋亡情况。CD8+ T细胞经佛波酯（PMA 1 mg/ml）、离

子霉素（ionomycin 1 mg/ml）和阻断剂BFA（1 mg/ml）

在 37 °C、5% CO2培养箱中孵育 6 h；将细胞收集至

1.5 ml EP管中，1 500×g离心 5 min，弃上清，用含 2%

FBS的 PBS洗涤细胞，避光加入表面抗体CD8,孵育

20 min后加入 200 ml 4%多聚甲醛固定细胞 20 min，

离心弃去多聚甲醛，每管加入200 ml破膜剂，避光孵

育30 min；离心后弃上清，加入胞内抗体 IFN-γ、IL-2、

TNF-α和Granzyme-B等，避光孵育20 min，上机前用

200 ml PBS 重悬，检测 T 细胞功能。实验均重复

3次。

1.6 Western blotting检测SFN对信号通路蛋白表达

的影响

收集不同处理组的CD8+ T细胞，PBS 洗涤 2次,

加入适量细胞裂解液，超声破碎细胞，离心：4 ℃、

12 000×g离心10 min，收集上清，使用BCA 法检测蛋

白浓度。加入4×Loading buffer，煮沸10 min，低速离

心后使用。选择合适浓度的分离胶、5%浓缩胶，制

备 SDS-PAGE胶，总蛋白的上样量一般为20~30 mg；

电泳以恒压进行（1.0~1.5 h）。电泳结束后将凝胶转

移至电转板中、对齐滚压气泡后放入电转槽中，冰浴

中以 200 mA 恒流电转 1~3 h。电转结束后，清洗

PVDF膜 1次，丽春红 S染液中染色 3~5 min，根据蛋

白大小剪膜、清洗、置于封闭液中，室温晃动 1 h。封

闭结束后，TBST清洗3次，每次5 min。使用5% BSA

将一抗（p-mTOR、p-S6、b-actin）稀释至合适浓度后，

4 ℃摇动过夜。孵育结束后TBST 清洗3次。加人二

抗（中杉金桥）室温晃动孵育 1 h，TBST 清洗 3 次。

ECL发光孵育2 min后，应用凝胶成像系统拍照。实

验重复3次。

1.7 qPT-PCR检测SFN对抗凋亡基因Bcl-2和Bcl-6

表达的影响

收集不同浓度 SFN 处理的 CD8+ T 细胞。采用

TRIzol法提取细胞总RNA，并反转录成 cDNA。将 2

μl DNA 和 10 μl SYBER Green、10 mmol/L的上游和

下游引物各0.8 μl及无酶水加入到荧光定量板中，每

孔 20 μl 体系。设置程序：95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，

60 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，40个循环；溶解曲线；以GAP-

DH作为内参，记录每个反应的Ct值,以 2-ΔΔCt公式计

算基因相对倍比关系。

表1 qPT-PCR引物序列

Tab.1 Sequences of qPT-PCR primers

Gene

GAPDH

Bcl-2

Bcl-6

Primer sequence

F 5'-GGAGCCAAAAGGGTCATCATCTC-3'

R 5'-GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT-3'

F 5'-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAAC-3'

R 5'-GAGACAGCCAGGAGAAATCAA-3'

F 5'-CGGAAGGGTCTGGTTAGTCC-3'
R 5'-GCATTCTGGTTGAGGCTGTT-3'

1.8 统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件，数据以 x̄±s表示，两

组间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 SFN提高CD8+ T细胞分化能力

流式细胞术检测结果（图1）显示，10、20 mmol/L

SFN处理后CD8+ T细胞CD127的表达明显高于对照

组[（47.5±11.2)%、(55.5±9.9)% vs (25.8±3.8)，P<0.01]；

KLRG1 的表达低于对照组[（4.7±1.0)%、(3.0±0.8)%

vs (14.2±2.0)%，P<0.05]。

2.2 不同剂量SFN 对CD8+ T细胞表面分子的影响

流式细胞术检测结果显示，10、20 mmol/L SFN

处理后，T细胞表面抑制性分子 PD-1的表达显著低

于对照组[（12.80±1.11）%、（11.80±2.32）% vs（20.81±

2.92）%，P<0.01，图 2 A]；Tim-3的表达水平显著低于

对照组 [(19.40 ± 1.72)%、（14.10 ± 1.38）% vs（24.00 ±

4.28）% ，P<0.05,图 2 B]。T 细胞表面活化性分子

CD28 及CD69的表达与对照组比较差异无统计意义

(P>0.05，图 2C、D）。表明SFN促进记忆性CD8+T细

胞形成并维持其活性。

2.3 SFN 明显提高 CD8+T 细胞促炎性细胞因子的

分泌

流式细胞术检测结果显示，10、20 mmol/L SFN

处理后，CD8+ T 细胞 IFN-γ（图 3A)、IL-2（图 3B)和

TNF - α( 图 3C) 的表达明显高于对照组 [（22.60 ±

7.15）%、（30.02±8.88）% vs（14.20±3.06）%；（16.00±

2.50）%、（26.00±6.91）% vs（10.70±0.99）%；（18.40±

2.50）%、（30.6±4.95）% vs（14.1±4.18）%，均 P<0.05]。

表明 SFN提高CD8+T细胞促炎性细胞因子的分泌，

提示SFN能够促进T细胞的抗肿瘤效应。

2.4 SFN能够增加抗凋亡基因的表达并降低CD8+T

细胞凋亡率

qPT-PCR检测结果（图4A、B）显示，10、20 mmol/L

SFN处理后Bcl-2和Bcl-6 mRNA的表达明显高于对
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照组（P<0.05 或 P<0.01）；流式细胞术检测结果(图

4C、D)显示，采用 10 mmol/LSFN 处理后 48、72 h 的

CD8+ T 细胞的凋亡率均明显低于对照组（均 P<

0.05）。表明SFN能够增加抗凋亡基因的表达并降低

CD8+T细胞凋亡率，有利于记忆性T细胞的生存。

*P<0.05 ,**P<0.01 vs 0 or 10 mmol/L group

A: CD127; B: KLRG1

图1 不同剂量SFN对CD8+T细胞分化的影响

Fig. 1 Effects of different concentrations of SFN on the differentiation of CD8+T cells

*P<0.05,**P<0.01 vs 0 or 10 mmol/L group

A:PD-1; B: Tim-3; C: CD28; D: CD69

图2 不同剂量SFN 对CD8+ T细胞表面分子的影响

Fig. 2 Effects of different doses of SFN on the surface molecules of CD8+ T cells

2.5 SFN通过p-mTOR/ p-S6通路影响T细胞的分化

Western blotting 检测结果(图 5A、B)显示，10、

20 mmol/L SFN处理CD8+ T细胞后，与对照组相比，

p-mTOR和p-S6的表达水平显著下降（均P<0.01），提
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示SFN可能通过抑制信号通路中p-mTOR和p-S6蛋

白的表达促进记忆前体CD8+ T细胞形成；同时，流式

细胞术检测结果 (图 5C)显示,采用mTOR siRNA处

理 CD8+ T 细胞，结果发现 CD127 表达显著增高而

KLRG1显著降低（均P<0.01）。表明抑制mTOR的表

达可以促进忆前体T细胞的形成。

*P<0.05 vs 0 mmol/L group

A:IFN-γ ; B: IL-2; C:TNF-α;

图3 不同剂量SFN对CD8+ T细胞内因子分泌的影响

Fig.3 Effects of different doses of SFN on the cytokine secretionin CD8+T cells

*P<0.05,**P<0.01 vs 0 or 10 mmol/L group

A: Bcl-2; B: Bcl-6 ; C: 48 h CD8+ T; D: 72 h CD8+ T

图4 SFN对抗凋亡基因Bcl-2和Bcl-6 mRNA表达及CD8+ T细胞凋亡率的影响

Fig. 4 Effects of SFN on the expressions of Bcl-2 and Bcl-6mRNA and apoptosis rate of CD8+ T cells
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**P<0.01 vs Control group

A: p-mTOR、p-S6 and b-actin; B: Relative expression of mTOR siRNA; C: CD127 and KLRG1

图5 不同剂量SFN对p-mTOR、、p-S6蛋白表达的影响及mTOR siRNA对CD8+T 细胞中表面分子CD127和KLRG1影响

Fig.5 Effect of different doses of SFN on protein expressions of p-mTOR，，p-S6 and the effect of mTOR siRNA on surface

molecules CD127 and KLRG1 of CD8+T cells

3 讨 论

SFN对食道癌、结肠癌、乳腺癌和肝癌等多种肿

瘤具有很好的防治效果，因此被认为是蔬菜中最强

的抗癌成分之一[9]。随着对SFN深入而系统的研究,

发现 SFN 与机体的免疫系统存在着一定的相互作

用[10]。已有文献[9，11]报道，SFN能够增强NK细胞的细

胞毒性，提高免疫治疗的临床疗效。然而，SFN对T

细胞分化和功能影响的相关报道较少。因此，探讨

SFN对T细胞表面标志物、分化表型、凋亡及胞内因

子分泌的影响有重要意义。

当T细胞受到抗原刺激时，抗原特异性的T细胞

在多种因素的作用下导致不同的分化命运，包括抗

原暴露的时间、抗炎性因子以及共刺激信号的存在

等。有研究[15-17]显示，T细胞不同的分化程度及分化

阶段与分子标志物CD127和KLRG1相关，例如短期

效应性细胞 SLECs (CD127loKLRG1hi)和长期记忆前

体效应细胞 MPEC（CD127hi KLRG1lo），这些细胞均

分化来源于表达 CD127lo KLRG1lo的早期效应性细

胞。有研究[18]显示，来源于骨髓的一群具有干性的特

异性CD8+ T细胞高表达CD127，同时这些细胞具有

早期记忆性T细胞的特征：KLRG1 lo及Bcl-2 hi和分泌

TNF-α等。本研究结果与上述文献报道基本一致。

此外，PAIARDINI等[19]的研究同样证实，CD127

影响T细胞分化命运和功能。记忆前体细胞均高度

表达CD127，而效应性T细胞及终末分化T细胞表型

为CD127-。已有文献[20-21]报道，记忆前体细胞表达较

高水平的 CD127 和较低水平的 KLRG1。本结果显

示，SFN处理后的CD8+ T细胞高表达CD127及低表

达KLRG1，提示SFN能够促进记忆前体细胞的形成。

记忆性CD8+ T细胞分泌 IFN-γ、IL-2和TNF-α的能力

优于初始状态及终末分化状态的CD8+ T细胞[22]。本

研究发现，SFN处理后的CD8+ T细胞分泌促炎性细

胞因子 IFN-γ、IL-2和TNF-α的水平增加。颗粒酶B

（granzyme B）作为效应性细胞的标志物，在记忆前体

细胞（KLRG1lo）中其表达水平上调[23]。本研究中，采

用SFN处理的CD8+ T细胞分泌颗粒酶B的能力略优

于对照组T细胞，但差异无统计学意义。本结果进一
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步说明 SFN能够促进记忆前体细胞形成，增强其分

泌促炎性细胞因子的能力。

在T细胞活化过程中伴随表面分子表达的变化。

采用 SFN处理后CD8+ T细胞 PD-1、Tim-3表达水平

显著降低，而 CD69 的表达水平增加。抑制性受体

PD-1在体外培养时作为T细胞活化的标志物，但是

输注到患者体内后，T细胞PD-1的表达抑制其功能，

并促进T细胞的凋亡。另外一个抑制性受体Tim-3

在耗竭的T细胞表面表达水平也增高，这些抑制性受

体能够抑制T细胞的分化使其走向衰老和凋亡。本

研究发现，SFN能够降低CD8+ T细胞凋亡比例。这

些结果表明SFN在体外实验中不影响T细胞活化，同

时增加了其抗凋亡能力。T细胞的分化受到一些关

键信号通路的调控。已有文献 [6, 24]报道，抑制

mTOR 及其下游信号通路 S6 能够促进记忆细胞分

化。在我们的结果中观察到 SFN 能显著降低 p -

mTOR及p-S6蛋白的表达水平。上述结果表明，SFN

通过抑制p-mTOR及其下游p-S6进而促进CD8+记忆

细胞前体细胞的形成，增强其抗凋亡能力。此外，有

文献[22]报道，抑制mTOR通路可以促进干细胞样T

细胞产生，为进一步验证mTOR对记忆前体细胞分

化的影响，本研究采用mTOR siRNA处理T细胞发现

CD127表达显著增高，同时KLRG1表达显著降低。

综上所述，SFN通过抑制p-mTOR/p-S6信号通路

增强T细胞抗肿瘤效应、降低T细胞表面抑制性分子

的表达水平及凋亡，从而促进记忆前体细胞形成。

采用SFN处理能够获得更多年轻化的T细胞，为临床

免疫治疗提供新的策略。
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