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　　摘要：目的　探讨经不同剂量高能Ｘ线照射后食管癌患者血清可溶性 ＭＨＣ－Ｉ类分子链相关基因 Ａ （ｓＭＩ-
ＣＡ）含量、自然杀伤细胞 （ＮＫ细胞 ）表面ＮＫ细胞2族成员Ｄ（ＮＫＧ2Ｄ）受体的表达及其杀伤毒性的变化。方法　
采用ＥＬＩＳＡ法检测中晚期食管癌患者 （ｎ＝28）和正常对照 （ｎ＝21）血清ｓＭＩＣＡ的含量�并动态分析6例食管癌患
者经不同剂量高能Ｘ线照射后血清ｓＭＩＣＡ含量的变化。采用流式细胞术检测 ＮＫ细胞 ＮＫＧ2Ｄ受体的表达�胞
内染色法分析ＮＫ细胞杀伤靶细胞功能的变化。结果　与正常对照相比�食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量明显升高�
但不同放疗剂量对食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量无显著影响。食管癌患者外周血阳性表达 ＮＫＧ2Ｄ的 ＮＫ细胞比
例与正常对照相比显著降低�同时其细胞毒活性亦明显降低。而且与治疗前相比�40～60Ｇｙ的放疗剂量时
ＮＫＧ2Ｄ阳性的ＮＫ细胞数增加�同时其ＮＫ细胞毒活性最强。结论　放疗对食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量无明显影
响�但适量放疗可使ＮＫ细胞毒活性增强。
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游约46ｋｂ�其编码分子结构类似 ＨＬＡ－Ｉ类分子�
但不与β2微球蛋白结合�不递呈抗原肽。ＭＩＣＡ主
要表达于绝大多数肿瘤细胞、病毒感染的细胞、受诱
导分化药物处理的细胞及射线照射引起ＤＮＡ损伤

的细胞�代表着机体的一种应激反应 ［1］。ＭＩＣＡ通
过与ＮＫ细胞、ＣＤ8＋Ｔ细胞表面的活化性受体 ＮＫ
细胞2族成员Ｄ（ＮＫＧ2Ｄ）相结合�激活免疫系统而
清除肿瘤及其他基因组损伤的细胞�在抗肿瘤和抗
感染中发挥重要作用 ［2］。然而研究发现�肿瘤细胞
表面的ＭＩＣＡ分子可受到金属蛋白酶的降解而成为

可溶性分子 （ｓＭＩＣＡ）�ｓＭＩＣＡ与ＮＫＧ2Ｄ结合后促进
了受体的内吞和降解�进而抑制ＮＫ细胞的功能 ［3］。
在前列腺癌 ［4］、肠癌 ［5］、宫颈癌 ［6］及头颈癌 ［7］中均
显示血清内 ｓＭＩＣＡ含量与患者预后呈负相关。另
外�我们的前期研究发现�放疗可促进食管癌细胞株
ＥＣＡ－109表达ＭＩＣＡ分子 ［8］�但其是否对食管癌患
者血清ｓＭＩＣＡ的含量产生影响�目前尚不清楚。

研究发现�ＮＫＧ2Ｄ是ＮＫ细胞表面重要的活化
性受体�其表达量高低可反映 ＮＫ细胞的活性状
态 ［9］。在食管癌的放疗过程中�放疗剂量决定其局
部肿瘤控制率�但过高剂量的照射往往损伤患者的
免疫功能。因此本研究探讨食管癌患者在接受放疗
时对血清ｓＭＩＣＡ含量、ＮＫＧ2Ｄ阳性表达的ＮＫ细胞
比例及ＮＫ细胞毒功能的影响�从而深入了解食管
癌患者放疗过程中患者体内 ＮＫ细胞功能的变化�
为进一步研究放疗联合免疫增强治疗提供理论依

据。
1　材料和方法
1．1　试剂和药品　ＥＬＩＳＡ双抗体夹心法检测试剂
盒�购自德国ＩｍｍａｔｉｃｓＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。辣根过
氧化物酶 （ＨＲＰ）标记的羊抗鼠 ＩｇＧ�购自深圳晶美
公司。淋巴细胞分离液购自上海生物工程公司；小
牛血清和胎牛血清为杭州四季青公司产品；ＲＰＭＩ
－1640培养基为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；青霉素、链霉
素、β巯基乙醇为上海生物工程公司产品；Ｋ562细
胞为本室常规保存；ＦＩＴＣ－ＣＤ56单克隆抗体
（ｍＡｂ）、ＰＥ－Ｃｙ5－穿孔素 ｍＡｂ、ＰＥ－ＮＫＧ2ＤｍＡｂ
购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
1．2　分组　正常对照组：21例正常人�男12例�女
9例�年龄18～62岁。收集血清5ｍｌ�其中11例同
时收集外周抗凝血5ｍｌ。食管癌组：28例中晚期食
管癌患者 （均为食管病灶长度＞5ｃｍ�未发现其他
的转移灶 ）�男16例�女12例�年龄51～78岁。

1．3　方法
1．3．1　直线加速器照射食管癌患者　所有食管癌
患者予以瓦利安直线加速器6ＭＶＸ线进行放疗。
放疗后收集血清5ｍｌ�中25例同时收集外周抗凝血
5ｍｌ。另外�6例食管癌患者在治疗前、治疗剂量累
计达20～30Ｇｙ及40～60Ｇｙ时均收集血清5ｍｌ、
外周抗凝血5ｍｌ。
1．3．2　ＥＬＩＳＡ法检测血清ｓＭＩＣＡ浓度　双抗体夹
心法�包被抗体为ＡＭＯ1�检测抗体为ＢＡＭＯ3（针对
ＭＩＣＡ分子的α3结构域 ）�酶标抗体为ＨＲＰ标记的
羊抗鼠抗体。取标准品、患者血清、正常对照组血清
及ＰＢＳ各100μｌ加入各孔。封盖后37℃孵育2ｈ；
冲洗3次�用试剂稀释液将检测抗体稀释成终浓度
为400μｇ／Ｌ�各孔加入100μｌ�封盖37℃孵育2ｈ；
冲洗3次�加酶�冲洗3次�加底物�当显色满意后每
孔加入终止液 （1ｍｏｌ／Ｌ硫酸 ）50μｌ终止反应；轻拍
使之混匀后立即上机检测�以450ｎｍ读取光密度
值。经标准品曲线拟合后获得每份标本中 ｓＭＩＣＡ
的含量。
1．3．3　流式细胞仪检测 ＮＫＧ2Ｄ的表达　取5ｍｌ
外周抗凝血�Ｆｉｃｏｌｌ常规分离外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣ）�分别用 ＰＥ－ＮＫＧ2Ｄ单抗、ＰＥ－Ｃｙ5－
ＣＤ56单抗�ＦＡＣＳＡｒｉａ流式细胞仪检测 ＮＫＧ2Ｄ阳
性表达的ＮＫ细胞比例。
1．3．4　ＮＫ细胞毒活性测定　当ＮＫ细胞杀伤靶细
胞时�释放其细胞内的穿孔素�胞内染色法分析穿孔
素阳性ＮＫ细胞减少的数量 （即释放穿孔素的 ＮＫ
细胞 ）占总ＮＫ细胞的比例�可代表ＮＫ细胞的杀伤
毒性。具体方法为：取外周抗凝血5ｍｌ�Ｆｉｃｏｌｌ常规
分离ＰＢＭＣ�与对数期Ｋ562细胞按10∶1比例37℃
5％ ＣＯ2孵育2ｈ�加入高尔基体阻断剂 ｂｒｅｆｉｅｌｄＡ
（ＢＦＡ�10ｍｇ／Ｌ）�4ｈ后按照ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司胞内
染色法的操作说明标记ＮＫ细胞内的穿孔素。
1．4　统计学处理　用Ｇｒａｐｈｐａｄ4．0软件进行数据
处理。组间血清 ｓＭＩＣＡ含量、ＮＫＧ2Ｄ阳性表达的
ＮＫ细胞数、ＮＫ细胞毒活性的比较均用团体ｔ检验。
食管癌患者不同剂量照射后血清 ｓＭＩＣＡ含量的变

化用ＡＮＯＶＡ方差分析和ｑ检验。食管癌患者经不
同剂量照射后ＮＫＧ2Ｄ表达率、ＮＫ细胞功能的变化
采用团体ｔ检验。Ｐ＜0．05认为差异有显著性。
2　结　果
2．1　食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量的变化　与正常
对照组相比�食管癌组血清内ｓＭＩＣＡ含量显著升高
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（Ｐ＜0．05）。见表1。
表1　2组血清ｓＭＩＣＡ含量的比较 （﹣ｘ±ｓ）
组　别 ｎ 血清ｓＭＩＣＡ含量 （ｎｇ／Ｌ）

正常对照组 21 258．8±26．69
食管癌组 28 899．2±89．13

2．2　不同剂量放疗后食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量
的变化　我们动态观察了6例患者在治疗前、治疗
剂量分别累计到20～30Ｇｙ和40～60Ｇｙ时血清
ｓＭＩＣＡ含量的变化。结果显示�6例患者于治疗前、
20～30Ｇｙ及40～60Ｇｙ的治疗剂量时血清内ｓＭＩ-
ＣＡ含量无明显变化 （Ｐ＞0．05）。见表2。
表2　不同放疗剂量对食管癌患者血清ｓＭＩＣＡ含量的影响

（ｎ＝6�﹣ｘ±ｓ）
照射剂量 （Ｇｙ） ｓＭＩＣＡ含量 （ｎｇ／Ｌ）

0 843．0±374．7
20～30 833．8±262．2
40～60 854．5±359．6

2．3　食管癌患者外周血ＮＫ细胞ＮＫＧ2Ｄ阳性表达
率及ＮＫ细胞毒功能的变化　利用流式细胞术分析

食管癌组和正常对照组外周血 ＮＫ细胞表达

ＮＫＧ2Ｄ的阳性率�结果显示食管癌组 ＮＫＧ2Ｄ阳性
率显著降低 （Ｐ＜0．05）�见表3。同时利用胞内染色
法分析 ＮＫ细胞接触 Ｋ562细胞时�释放穿孔素的
ＮＫ细胞比例作为评价ＮＫ细胞杀伤毒性�比较2组
ＮＫ细胞的杀伤毒性�发现食管癌组ＮＫ细胞毒性明
显降低 （Ｐ＜0∙05）�见表4。
表3　2组ＮＫ细胞ＮＫＧ2Ｄ阳性表达率的比较 （﹣ｘ±ｓ）
组　别 ｎ ＮＫＧ2Ｄ阳性ＮＫ细胞比例 （％ ）

食管癌组 25 23．1±17．7∗∗
正常对照组 11 84．5±9．8
　　与正常对照组比较：∗∗Ｐ＜0．01

表4　2组ＮＫ细胞杀伤毒性的比较 （﹣ｘ±ｓ）
组　别 ｎ 释放穿孔素的ＮＫ细胞比例 （％ ）

食管癌组 25 25．8±19．9∗∗
正常对照组 11 49．6±15．3

　　与正常对照组比较：∗∗Ｐ＜0．01
2．4　40～60Ｇｙ的放疗剂量时ＮＫＧ2Ｄ阳性表达率
及ＮＫ细胞毒功能的变化　对6例食管癌患者动态
检测其体内ＮＫＧ2Ｄ的表达率及ＮＫ细胞毒功能�分
别比较治疗前、20～30Ｇｙ和40～60Ｇｙ的治疗剂量
时ＮＫＧ2Ｄ阳性表达的ＮＫ细胞数�发现40～60Ｇｙ

的治疗剂量时 ＮＫＧ2Ｄ表达率最高�与治疗前相比
差异有显著性 （Ｐ＜0．05）�见图1。与之对应的是�
此时ＮＫ细胞杀伤毒性亦最高�与治疗前相比明显
提高 （Ｐ＜0．05）�见图2。

图1　不同放疗剂量对ＮＫ细胞ＮＫＧ2Ｄ阳性
表达率的影响 （ｎ＝6）

与治疗前 （0Ｇｙ）比较：∗Ｐ＜0．05

图2　不同放疗剂量对ＮＫ细胞杀伤毒性的影响
（ｎ＝6）

与治疗前 （0Ｇｙ）比较：∗Ｐ＜0．05

3　讨　论
我们采用回顾性研究的手段�不仅分析中晚期

食管癌患者与正常个体血清内ｓＭＩＣＡ含量、ＮＫＧ2Ｄ
阳性表达的 ＮＫ细胞数及 ＮＫ细胞毒活性�还观察
了接受不同放疗剂量治疗后�患者血清内ｓＭＩＣＡ含
量的变化、ＮＫＧ2Ｄ的表达及 ＮＫ细胞功能变化�从
而在整体水平研究高能 Ｘ线照射对患者体内肿瘤

抗原表达及免疫功能的影响�为在放射治疗过程中
及时监测患者体内肿瘤负荷及评估免疫功能提供理

论依据。
前期研究表明�ｓＭＩＣＡ下调ＮＫ细胞的功能�而

且随着多数肿瘤病程的进展�ｓＭＩＣＡ在血清中的含
量升高。Ｇｒｏｈ等 ［3］发现ｓＭＩＣＡ能诱导Ｔ细胞表面
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ＮＫＧ2Ｄ的内吞和降解�并发现在胃肠恶性肿瘤患者
的血清中含高水平的ｓＭＩＣＡ分子�且浸润至肿瘤部
位的肿瘤浸润性淋巴细胞 （ＴＩＬ）和外周血Ｔ淋巴细
胞表面ＮＫＧ2Ｄ受体的表达明显低下�从而认为是
这些从肿瘤细胞表面释放的 ｓＭＩＣＡ分子导致了

ＮＫＧ2Ｄ的下调�并进一步严重影响了抗原特异性Ｔ
细胞的活性 ［10］。Ｓａｌｉｈ等 ［11］证实白血病患者的瘤细
胞亦表达ＮＫＧ2Ｄ受体的配体ＭＨＣ－Ｉ类分子链相
关基因 （ＭＩＣ）和ＵＬ16结合蛋白 （ＵＬＢＰ）�且患者血
清中亦含有高水平的ｓＭＩＣＡ分子。Ｄｏｕｂｒｏｖｉｎａ等 ［5］

发现结肠癌患者血清中的高水平 ｓＭＩＣＡ还可引起

细胞毒性受体ＮＫｐ44的表达下调�影响ＮＫ细胞的
细胞毒功能。Ｊｉｎｕｓｈｉ等 ［12］发现�晚期肝癌患者血清
中ｓＭＩＣＡ含量明显高于早期患者。本研究结果显
示�食管癌患者与正常人相比�血清 ｓＭＩＣＡ含量明
显升高�说明ｓＭＩＣＡ同样与食管癌的进程相关。但
不同剂量放疗后食管癌患者血清 ｓＭＩＣＡ的含量无

明显变化�提示放疗虽然可以促进肿瘤细胞上调膜
表面ＭＩＣＡ抗原表达�却对 ＭＩＣＡ自肿瘤细胞表面
脱落无重要影响。

ＭＩＣＡ与ＮＫＧ2Ｄ在抗肿瘤免疫中占有重要地
位。ＮＫＧ2Ｄ在结肠癌患者的ＮＫ细胞／Ｔ细胞上的
表达降低已得到证实 ［13］。本研究结果显示�与正常
人相比食管癌患者外周血 ＮＫ细胞 ＮＫＧ2Ｄ表达降
低�同时外周血ＮＫ细胞毒活性降低�提示食管癌可
通过下调ＮＫ细胞功能而逃逸免疫系统的监视。40
～60Ｇｙ的放疗剂量时ＮＫ细胞表面ＮＫＧ2Ｄ表达显
著上调�ＮＫ细胞毒活性最强�提示放疗剂量不是越
高越好�过高的剂量不但损伤周围正常的组织�而且
损伤了患者的免疫功能�结果虽然提高了肿瘤的局
部控制率�反而降低了患者的远期生存率。

另一方面�40～60Ｇｙ的放疗剂量引起ＮＫＧ2Ｄ
阳性的ＮＫ细胞数增加及ＮＫ细胞毒功能增强的原

因并不清楚�可能与放疗杀死肿瘤组织、降低肿瘤负
荷有关。而ｓＭＩＣＡ在放疗后无明显变化可能与本
研究收集样本相对较少有关�扩大样本量可带来更
明确的结果。同时�本研究亦提示自肿瘤细胞脱落
的ｓＭＩＣＡ仅是下调ＮＫ细胞功能的原因之一�而肿
瘤细胞分泌的转化生长因子－β（ＴＧＦ－β）和 ＩＬ－
10可能是抑制免疫功能的更重要因素 ［14］。总之�
在肿瘤的临床治疗中�当我们为了提高肿瘤的局部
控制率不得不予以高剂量的放疗时�可与免疫增强
疗法联用�不仅可提高肿瘤的局部控制率�还可延长
患者的远期生存率。
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