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黑色素瘤对 N K 耐受力的形成

与 M H C
一

I 恢复表达有关
①

唐西明② 董 郡

(中山医科大学病理学教研室 ,广州
,

5 1 0 0 8 9)

提 要 研究了生长在不同自然杀伤 ( N K )细胞活性小鼠皮下的 BI
.
黑色素瘤细胞对 N K 细

胞毒抵抗力
、

体内生长转移能力及其组织相容性 l 类抗原 ( M H C
一

I )表达情况
。

结果表明
,

肿瘤生

长小鼠体内 N K 活性越大
,

瘤细胞对 N K 抵抗力越强
,

生长转移能力越强
,

其表达的 M H C
一

I 抗原

也越多
。

这说明瘤细胞在体内经过 N K 细胞杀伤后
,

残余的瘤细胞能通过表达 M H C
一

I 抗原形成对

N K 细胞毒的耐受
,

从而表现出更强的生长力和转移力
。

主题词 黑素瘤
,

实验性 /免疫学 , 杀伤细胞
,

天然 ; 组织相容性抗原 I 类 , 免疫耐受性

中图号 R 3 6 ; 7 3
一
3 5 4 , 7 3

一
3 7

自然杀伤 ( N K )细胞对 1B
6

黑色素瘤细胞

具有细胞毒作用
,

抑制肿瘤生长和转移
,

然而

肿瘤生物学特性 (包括对 N K 的敏感性
、

生长

转移能力 )也会因生长环境中 N K 活性不同

而改变
〔 ` ’ 。

来自高 N K 活性小鼠的 lB
。
细胞对

N K 耐受
;
来 自低 N K 活性小鼠者对 N K 敏

感
。

肿瘤这种对 N K 敏感性依环境中 N K 活

性改变而改变的特性的机理尚不清
。

有人认

为瘤细胞组织相容性 I 类抗原 (M H C
一

I )的

表达与其对 N K 的敏感性呈负相关 2[]
。

本文

将就生长在不同 N K 活性小鼠的 B , 6

瘤细胞

的 M H C
一

I 抗原表达情况进行探讨
,

以揭示

肿瘤细胞在 N K 环境中降低 N K 敏感性的机

制
。

1 材料和方法

1
.

1 动物及瘤细胞株

C 5 7 B L / 6 J 小鼠
,

雌性
,

1 2 ~ 1 5 9 , 4一 8 周

龄
,

中国医学科学院动物所提供
。

B 16 黑色 素

瘤
,

由 中 国 医 学 科 学 院 药 物 所 提 供
,

在

C 5 7B L 6/ J 小鼠体 内传代
。

L Z 培养试剂

R P M l l 6 4 0 ( G ib e o )
,

加 2 0%小 牛 血 清

(广州光明畜牧场 )
、

青霉素
、

链霉素各 1 00 U /

m l
,

H E P E S 0
.

0 2m m o l
。

1
.

3 动物及瘤细胞的处理

小鼠随机分 3 组
,

每组 5 只
,

分别于接种

肿瘤前 ld 静脉注射聚肌胞昔酸 。
.

25 m g (光

华制药厂 )
、

生理盐 水 0
.

Zm l 和 a n t i
一 a s i a l o

G M I ( 1 0拼g
,

日本 和光公司 )
,

以制造成高
、

中
、

低 N K 活性
。

动物模型 ( N K 细胞毒分别

为 2 1
.

1%
、

1 2
.

5%和 4
.

4 2% )
。

将 B : 。

细胞 ( 2

x l护 )接种在上述模 型鼠皮下
,

此后每 d3 加

注上述药物一次
。

3 周后取下肿瘤匀浆供实

验用
,

并分别命名为 B
, 。
一 P

,

一 S
,

一 G 亚群
。

未经上述处理的 lB
`
细胞作为对照组

。

1
.

4 体外 N K 敏感性试验

按常规方法 l3[ 制备 C 5 7B L 小鼠淋巴细

胞
,

将原代培养至指数分裂期的各 1B
6

亚群细

胞分别用
’ 2 5

1 U d R 标记
,

按 1 :
1 0 0 将已标记

的瘤细胞与脾淋 巴细胞混 合孵育 1 h6
,

收取

①
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上清液和脱落细胞在 F T 6 13 放免仪上测定 I

释放量 (伪 )
。

每个样本设 5 复份
,

取平均值
,

同时设自发释放组和最大释放组
。

按下式计

算 N K 敏感性
。

、

~ ` , `
, 。 / 、 _

实验组 助一 自发释放 鞠
、 , , , 。 ,

N K 敏感性 ( % ) ~ 省签急冷东瓷目今先托尝荞
下 x 10 。写

”
` 、

攀粉 匡
、 z ” `

一 最大释放 均 一 自发释放 鞠
/ 、 ` “ ” / ”

N K 耐受性 (写 ) 一 100 一 ( N K 敏感性 + 自发释

放率 )

1
.

5 实验性肺转移

小 鼠尾静脉内接种各亚群瘤细胞 (5 X

1少 )
,

4 周后处死
,

解剖显微镜下计数各肺叶

表面的瘤结节数
。

1
.

6 肿瘤体积

2 x 1 0 5

各亚群瘤细胞接种于小 鼠皮下
,

2 周后用测微尺测定肿瘤最大横径
a 和最大

直径 b
,

按下式计算肿瘤体积
。

附图可见
,

长期体外培养 (无 N K )的 B1
6

细胞

对 N K 高度敏感
,

缺乏体内生长和转移能力
;

生长在低 N K 活性小鼠的 lB
。一

G 对 N K 较敏

感
,

生长转移能力较弱
; 生长在高 N K 活性小

鼠的 B
: 。一

P 对 N K 耐受
,

生长转移能 力最强
。

2
.

2 不 同 N K 敏感性的 lB
。

黑色素瘤细胞

M H C
一

I 抗原表达

B
I。
黑 色素瘤细 胞 对 N K 的敏 感性 与

M H C
一

I 抗原表达有关
。

体外长期培养的 B
, 。

细胞基本上不能表达 M H C
一

I 抗原
,

大多数

B ; 。一 P 细胞都能表达
,

说明瘤细胞 N K 敏感性

与其 M H C
一

I 抗原呈负相关
。

B
l 。

细胞对 N K 敏 感的变化
、

M H C
一

I 抗

原的恢复表达均与其生长环境中 N K 活性有

关 (附表 )
。

环境 中 N K 活 性越大
,

瘤细 胞

M H C
一

1表达越多
,

获得的 N K 抵杭力越强
。

a X a X b翁

6

1
.

7 流式细胞术分析

各亚群 B : `
细胞 ( s x z o ,

) 分别 加 一2 0拌 l

杂交瘤上清液 ( 20 一 8 一 4 5 ,

H
一

ZK D 特异性
,

D r
.

T a n i g u e h 赠 )置冰上孵育 4 5m i n ,

洗涤后

加 荧光结 合的兔抗 鼠免疫 球蛋 白 ( 1
:

10
,

D a k。 )置冰上孵育 45 m in
,

洗 3 次后用荧光激

活细胞分类器 ( F A C S VI )分别测定细胞荧光

强度
。

1
.

8 统计学处理

采用 S P S S / P C 软件包对材料进行方差

分析及回归分析
。

附图 Bj
.
细胞生物学行为

与 H
一
2抗原表达

2 结 果

2
.

1 不同环境下生长的 B 16黑色素瘤细胞对
N K 的敏感性及其生物学行为

B
, 。
黑 色素瘤细胞在不同 N K 活性小鼠

体内生长一段时间后
,

对 N K 细胞毒的敏感

性和生物学行为发生了很大的变化
。

从附表
、

每一亚群来自 5 个宿主
,

同一宿主 来源的亚群细胞分

别接种于 10 只小限
.

方差分析
.

每项各亚群之间 (包括两两

比比较 )存在非常显著差异
,

P < 。
.

01
.

A
.

肿瘤体积 ( m m “ ,

皮下接种 2 周后 )
,

F 一 2 75
.

54
,

p 一 0
.

0 0 00
, n ~ 5 0 ; B

.

实验

性肺转移结节数 (尾静脉接种 4 周后 )
,

F ~ 96
.

37
,

p 一 。

o。。 0 , n ” 5伪 C
.

H
一

2 表达强度 (流式细胞术分析 )
,

F 一 46
.

7。 ,

P 一 。
.

0 0 0 。 , , ~ 5 ; N T
:

未检测出
.

长期体外培养的 B
, ,

细胞不能在体内生长和转移



第 2期 唐西明
,

等
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BI
.
黑色家瘤对 N K 耐受力的形成与 M H C

一
I 恢复表达有关

附表 B
, 。
细胞 H

一

2表达
、
N K 敏感性及其源宿主 N K 活性

”

亚 群

1
.

B z` 一 P

2
.

B 一`一
S

3
.

B l o 一G

4
.

B
一。

【( x 士 :
)% 〕

( A )

[ (
x 士 : ) %〕
( B )

[ ( x 士 : ) % ]
(C )

1 9
.

5 6士 3
.

3 6

1 1
.

0 7士 3
.

0 3

4
.

4 7士 2
.

0 1

0 2 )

8 2
.

9 6士 2
.

2 5

7 8
.

0 0士 1
.

5 0

7 3
.

4 7士 2
.

6 5

4 9
.

1 2士 5
.

7 7

6 2
.

4士 4
.

7 1

3 4
.

6士 2
.

1 4

2 1
.

8士 2
.

1 5

6
.

6士 4
.

0 7

F 6 1
.

4 2 6 9 7
.

1 6 3 4 6
.

7 0 1

尸 0
.

0 0 0 1 0
.

0 0 0 1 0
.

0 0 0 1

两两 比较
3 , 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

2 朴 朴

3 签 补 补 签 怜

4 关 爷 赞 苍 爷 釜 赞 铃 书

1) 单因家方差分析
,

各项每群之间的差异有显著意义
,

尹 < 0
.

01
.

相关系数
: : ( ` ,B 、一 。

.

85
, r 认 ,c ) = 0

.

9 95
, : (B ,c )一 。

.

85
,

p

< 。
.

01
, n = 5 . 2) 长期体外培养

,

环境 N K 活性 = o ; 3 )方差分析
,

3 讨 论

肿瘤对 N K 细胞毒的敏感性在很大程度

上影响着肿瘤细胞的生物学行为
。

而影响肿

瘤对 N K 敏感性的因素很多
,

M H C
一

I 抗原

的 表 达 21[
、

某 些 癌 基 因 的 表 达 3[]
、

y
一

干 扰

素〔` 〕、 几
一

微球蛋白〔5 ,等都能使肿瘤细胞获得

相对较大的对 N K 抵抗力
。

许多实验指出
,

M H C
一

I 抗原 的表达是其中的关键
,

不少 因

素都是通过诱导瘤细咆表达 M H c
一

I 抗原而

起作用的
。

过去的工作发现 B ; `

瘤细胞对 N K

的敏感性会因其生活环境中 N K 活性的变化

呈逆向变化
,

也就是说 B 1 6

细胞对 N K 的耐受

力与其经历过的 N K 杀伤呈正相关
。

本实验

证 实
.

B I。
细胞 这 种 N K 抵 抗性 的 获 得 与

M H C
一

I 抗原的恢复表达密切相关
。

实际上
,

N K 细胞 主要 杀伤对象是某些

M H C
一

I 抗原表达不足的靶细胞 s[]
,

所 以
,

瘤

细胞表达的 M H C
一

I 抗原的质或量的变化都

会影响其对 N K 的敏感性
。

不过
,

M H C
一

I 抗

原如何影响瘤细胞对 N K 的敏感性 尚不清

楚
。

目前有两种模式 〔 ,
,

, 〕
,

一是表达的 M H c
-

I 抗原封闭了 N K 细胞结 合点 (靶细胞干扰

模式 )
,

二是 N K 细胞与靶细胞 M H C
一

I 的识

别和结合对 N K 的活化产生负调节作用 (效

应细胞抑制模式 )
。

大多数人已接受第二种观

,
P 《 0

.

0 5

点
。

许多迹象表明
,

效应细胞与靶细胞是相

互作用的
。

靶细胞的死亡是效应细胞杀伤的

结果
;
残存的靶细胞恢复 M H C

一

I 的表达也

是 N K 细胞作用的结果
; M H C

一

I 抗原的表

达 又通过 N K 细胞的结合而发挥其自身 N K

敏感性的负调节作用
。

机体内对 N K 敏感的

瘤细胞被 N K 细胞杀伤后
,

残余的瘤细胞对

N K 越来越耐受
,

其生物学行为将越来越恶

化
,

这是临床上肿瘤防治中值得注意的问题
。
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B y e o m P a r i n g t h e r e s i s t a n e e t o n a t u r a l k i l l e r e y t o t o x i e i t y ( N K )
,

t h e g r o w t h a n d

m e t a s t a t ie a b i l i t y
, a n d t h e e x P r e s s i o n o f e la s s 1 m a jo r h i s t e o m P a b i l i t y e o m P l e x (M H C

一

I )

a n t ig e n o n e e l l m e m b r a n e o f t h e B
z`

m e l a n o m a s u b s e t s in o e u l a t e d i n m i e e w i t h d i f f e r e n t N K
,
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一
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t h e r e s id u a l t u m o r
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-
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