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黑色素瘤 N K 免疫耐受变异群

在体外的产生及其意义
`

唐西明托 董 郡

(中山医科大学病理学教研室 ,广州
,

5 10 0 89)

提 要 研究 BI
.
黑色素启细胞在 自然杀伤 ( N K )细胞环境中获得 N K 耐受力的现象

,

并建立

T哲时耐受 N K 的 B I`

亚群
.

将小眼分别用 OP I y l : C 和 a n t i
一 a s ia lo G M

, ,

处理以活化和灭活 N K 细

胞
,

制备其脾淋巴细胞悬液
。

当 BI
.
细胞反复多次与高 N K 活性的脾淋巴细胞共同孵育后

,

能在体

内或体外抵抗 N K 细胞的杀伤
。

这说明经受 N K 攻击后的肿瘤细胞能从 N K 的攻击中获取对 N K

的耐受力
,

这一现象也许是肿启在机体内得以生存
、

发展并浸润转移的重要因素之一
关挂词 天然杀伤细胞 . BI

.
黑色紊瘤 , 免疫耐受 , 组织培养

中图号 R 7 3 9
.

s , 7 3
一

3 ; 了3 0
.

2 1

近年已十分明确
,

突变后的肿瘤细胞的

生存
、

生长
、

浸润 及转移与宿主内自然杀伤

( N K )细胞活性低下密切相关
“ 3

.

可以推测
,

瘤细胞对 N K 细胞的敏感性也同样影响着肿

瘤的生长与发展
。

因而肿瘤细胞的 N K 耐受

现象 已受到关注
。

不同的肿瘤
、

同一肿瘤内不

同的细胞克隆之间
,

对 N K 的敏感性差异很

大 .z[
3〕 ,

许多因子能影响肿瘤对 N K 的敏感

性 [’. ’ 〕
.

作者认为
,

肿瘤 N K 耐受性可以在其

发展 中不断形成
,

而肿瘤生长环境中 N K 活

性大小是肿瘤产生 N K 耐受性的重要因素之

1 材料与方法

1
.

1 动 物

C 5 7 B L / 6 J 小 鼠 6 0 只
,

雌性
,

体重 12 ~

15 9
,

4~ 8周龄
,

中国医学科学院动物所提供
。

1
.

2 肿 有

B
: 。

黑色素瘤细胞
,

中国医学科学院药物

所提供
,

在 C 5 7 B L / 6J 小鼠体内传代
。

L 3 培养液

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

另 加 2 0 %小 牛血

清
,

青 霉 素
、

链 霉 素 各 10 0拜 / m l
,

2 x 1 0
一

,

m m o l / L H E P E S
。

1
.

4 脾淋巴细胞制备

按 S h u
的方法

L“ 稍加改 良
。

小 鼠颈 椎脱

臼致死
、

75 %酒精浸泡 s m in
,

取脾用 l o m l 氛

化按钾缓冲液将脾细胞冲洗 出
,

经过滤
、

离

心
、

H B S S 洗 2次
,

玻璃粘附法去单核细胞
、

收

集备用
,

台盼蓝染色拒染率不小于 95 %
.

1
.

S B
: 。

细胞 N K 耐受亚群的制备

将 B
: 。
细胞反 复与不同活性的 N K 细胞

共同孵育而产生
。

步骤如下
:

取 15 只小鼠中 3

只
,

分别于处死 前 l
、

3和 l d 注射 P o l y l
:

C

( N K 激活剂 )
,

广州光华制药厂 )
、 a n t i

一 a s i a l o

G M
,

( N K 灭活剂
,

日本和光 ) 和生理盐水 (对

照 )
。

小鼠处死后按前述方法分别制备脾淋 巴

细胞悬液
,

将细胞悬液加于贴壁生长良好的

B 1 6细胞 (与淋巴细胞比约为 1
:

10 0) 上
,

h4 后

倾去淋巴细胞和上清液
,

用 H B S S 洗 3次
,

换

新鲜培养液继续培养至次 日
,

待瘤细胞恢复

. 日家教妥签金资助课厄

粉 第一作者
,
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,
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良好后重复上述处理
,

每日 1次
,

连续 5d
,

所得

细胞分别命名为 B
, 6 一

P i
、

B
1 6一

G i 和 B
I。一

5 1
,

未

经上述处理者为 B
: 一。

。

1
.

6 体外细胞毒试验

采用 16 hl
2 ,

1一 U d R 同位素释 放分析

法川
.

方法大致如下
:

将待测细胞在体外用
` 2 5

I一 U d R 标记
,

与 C 57 B L / 6J 小鼠脾淋巴细胞

混 合培养 1 h6
,

收集上 清液及淋巴 细胞 于

F T 6 1 3放免仪上测定
’ 25 1释放率

。

另设 5孔为

自发释放孔
.

! 2 5
1释放率
请器器器唱雀馨聂毛器

X `。。%

2 结 果
1

.

7 体内4 h 肺滞留率

将上述同位素标记的 B
: .

各亚群 细胞注

入 C 5 7 B L / 6J 小 鼠尾 静脉 内
, 4 h 后 取肺 于

F T 6 13 放免仪上测 定同位素滞留率
,

以检测

B
: `

各亚群细胞在体内对 N K 细胞的敏感性
。

1
.

8 统计学方法

采用单因素多个实验组与一个对照组均

数间的两两 比较 ( D u n n e t t t 检验 ) 〔
“ 〕 .

2
.

1 P o l y l
,
C 和

a n t i一 a s i a l o G M
:

对小鼠脾

N K 活性的影响

本文采用 1 6h
`25 1 同位素释放分析法检

测 T 经 P o ly l
,

C
、 a n t i

一 a s i a l o G M
:

和生理盐

水 处理 后 的小鼠脾 N K 细 胞 活性
。

以
’ ” I

-

U d R 标记的 B
: .

细胞为靶细胞
,

各组小鼠 N K

活性如表 1
。

表 1 P o l y l : C 和
a n t i

一 a s
i
a l o G M I 小鼠脾 N K 活性

处 理 1 6 h ” , I
一

B
,`

细胞同位素释放率 ` ) 叮
, 谷

1
.

生理盐水对照 1 1
。

0 7

2
.

oP ly l : C 1 9
.

5 6 3
.

0 2

3
.

a n t i
一 a s ia lo G M 1 5 4

。

4 7 2
.

9 9

.

uD
n n e t t 止检脸

,

P < 0
.

0 1

2
.

2 与不同 N K 活性的淋巴细胞共同孵育

后的 B “
亚群细胞体外对 N K 的敏感性

B
: .

细
·

胞在体外与不同活性的 N K 细胞

反复共同孵育后
,

对 N K 的敏感性明显不同
,

体外细胞毒试验结果 (表 2) 显示
,

B “ 一

iP 的

N K 耐受性较 B
; 一。 )者增姗

; B
: 一5 1的 N K 耐

受性轻度增加
; B

: `一

iG 的 N K 耐受性未增加
。

而且这种获得性的 N K 耐受性的差别是暂时

的
,

体外传代过程中会逐渐丧失
,

至第 10 代时

各组与对照组 B
: ` 一 O之间已无明显差别

,

说明

肿瘤这种获得性 N K 耐受性在无 N K 细胞环

境中不能长期保持
。

2
.

3 与不同 N K 活性脾淋巴细胞共同孵育

后的 B
, 。

细胞对体内 N K 的敏感性

在体内
,

N K 细胞较其它免疫细胞作用

迅速
。

因而肿瘤细胞 4 h 肺滞留率反映了体内

N K 活性或肿瘤对 N K 的敏感性
。

实验结果

表明 (表 3 ) B
, ` 一

iP 较对照组 B
,一。在肺内滞留

率高
,

在体内能抵抗 N K 听攻击
,

说明其获得

了耐受 N K 的能力
。

B
I。一

iG 则不能耐受 N K
。

因此可以认为肿瘤细胞经受 N K 攻击后能耐

受 N K
,

增强在 N K 环境中的生存能力
.
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表 2 B
. 。
亚群细胞体外 N K 敏感性

1 6 h
, ’ 5

1同位素释放率 ` 土 : )铸
B

, .

亚群

第 2代 第 1 0代

B
, 。一

P i 8
.

0 3 士 1
.

2 8 , 1 7
.

2 3士 2
.

6 2

B
l。一G i

B
, 。一5 1

1 3
.

3 2士 2
.

0 6 1 7
.

9 2士 2
.

0 3

1 0
.

5 4士 1
.

3 9 , , 1 6
.

9 8士 2
.

8 4

B
t ` 一

0 1 3
.

6 5士 1
.

8 9 1 7
.

4 2土 1
.

9 9

, ,
`

= 5
.

5 2
,

p < 0
.

0 1 ; , , 叮
`

~ 2
.

91
,
0

.

0 1 < p < 0
.

0 5
,

其余各组 p > 0
.

0 5
.

D u n n e t t ` 检验
,

各实验组

与对照组 lB
` 一。比较

B
, 。

亚群

表 3 B
l 。

亚群细胞体内 N K 敏感性

4 h
’ 2 5

1同位素滞留率 (牙士 :
)佑

B
, ` 一

P i 3 2
.

6 4士 5
.

4 2

B
, ` 一 G i

B
,` 一

5 1

l 0

l 0

1 4
.

4 2士 2
.

8 0

3
.

2 2

1
.

9 7

< 0
.

0 1

> 0
.

0 5

2 0
.

3 7士 3
.

5 1 2
.

7 1 ( 0
.

0 5

B
, ` 一 0 1 3

.

6 2士 2
.

3 2

uD
n n et t l 检验

,

各实验组与对照组 B
, ` 一 O比较

3 讨 论

越来越多的迹象表明肿瘤在宿主内的生

物学行为是不断变化的
。

随着肿瘤在体内的

生长和发展
,

其生物学行为不断恶化
,

生长速

度加快
、

浸润转移能力增强
,

这往往是恶性肿

瘤病人在 中晚期迅速恶化的原因之一
。

肿瘤

生物学行为的恶化
,

一方面是机体重要器官

功能包括免疫功能衰竭的结 果
,

另一方面是

肿瘤 自身发生了重要变化
,

如免疫耐受 力的

增强
。

从事实验肿瘤的人们曾注意到
,

转 移灶

肿瘤的移植块较原发灶容 易接种成功
;
体内

生长的肿瘤较体外培养的瘤细胞容易接种成

功
。

这说明能逃避机体 免疫生存下来的肿瘤

细胞具有较强的生命力
。

作者进一步推测这

种肿瘤逃避免疫的能 力实际上主要是 (或一

定程度上是 )
,

肿瘤获得的 N K 耐受 力
,

而这

种获得性 N K 耐受 力是肿瘤细胞在经受 N K

细胞攻击后产生的一种适应性 变化
。

实验结

果证实了这一推测
。

实验结果显示
:
B

, 6

细胞在体外遭受 N K

细胞反复攻击后
,

对 N K 的敏感性降低 ( 即

N K 耐受性增强 )
。

而且增加的 N K 耐受力的

强度与其遭受 N K 攻击的 N K 活性有关
。

这

种 N K 耐受力的获得很可能会影响肿瘤生物

学 行为
。

N K 细胞的攻击使大部分敏感 的肿

瘤细胞死亡
,

然而少数残存的肿瘤细胞由于

产生了 N K 耐受性
,

从而能逃避 N K 的杀伤
,

进而生物学行为更加恶化
。

Y og ee “ w “ ar n
等

` ’
早已注意到肿瘤细胞

与脾淋 巴细胞接触后产 生 N K 耐受性的现

象
,

但对机理的解释未能统一认识
。

有人认为

是 I F N
一 r
的作用

,

G r o n b e r g 等
“
指 出 I F N

一 r

能降低靶细胞对大颗粒淋巴细胞胞浆颗粒溶

解毒性的敏感性
。

但 s a x e n a
等

’ 5

从 C o n A 刺

激的大 鼠脾细胞上清液中分离出的一种诱导

Y a c l细胞能抵抗 N K 的因 子并不具 备 IF N
-

r

的 免疫学和理化特性
。

他们发现用该因子
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处理 Y ac
一

1细胞后能使细胞表 达 M H C
一

I 抗

原增多
,

从而认 为肿瘤细胞 N K 耐受性的改

变与其表达 M H C 一 I 抗原有关
。

但这一观点

并未得到广泛支持
。

本文对 N K 耐受性的机

制未作进一步探讨
,

肿瘤获得 N K 耐受性与

其经受 N K 的直接攻击有关
,

而这并非是简

单的克隆选择的结果
,

因为这一获得 的 N K

耐受力并不能在体外长期保持
。

肿瘤在 N K 细胞环境中获得 N K 耐受的

现象在解释肿瘤生物学行为恶化方面具有很

大意义
。

N K 细胞是肿瘤的重要免疫细胞
,

肿

瘤逃避 N K 的攻击是其生存的重要前提
。

肿

瘤细胞从 N K 的杀伤过程中获得 N K 耐受 力

是其生长适应能力增强的表现
。

这一能力直

接导致肿瘤在机体内因逃避 N K 的免疫而加

速其生长
、

浸润和转移过程
。
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A N E W N K
一

T O L E R A N T V A R I A N T

S U B S E T O F B 1 6
M E L A N O M A C E L L S P R O D U C E b

I N V I T R O A N D I T S S I G N I F I C A N C E

T a n g X im i n g D o n g Ju n

(块钾
r t

me
n t o f P a t h ol o盯 S u n Y a t 一eS n U n iv e r s i t y o f M de ie a l 反 ie

cn
e 。 ,

G u a n g hz o u ,

5 1 0 0 8 9 )

A p h e n o m e n o n o f B
x .
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