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!论
!!

著!

结肠直肠癌患者围手术期
Ph

细胞活化性受体

Phg&0

与其配体
/Y"-

$

.

的表达

张
!

健%

!马
!

莉&

#

!刘
!

俊)

!董明国)

!程
!

静)

"

%'

苏州大学附属常州肿瘤医院检验科!江苏
&%)++%

$

&'

贵阳医学院附属医院中心实验室!

贵州
11+++4

$

)'

武汉科技大学附属天佑医院检验科!湖北
4)++(4

%

!!

摘
!

要"目的
!

观察结肠直肠癌"

"#"

%患者手术前后自然杀伤细胞"

Ph

细胞%活化性受体
Phg&0

与其配体
/Y"-

(

.

的表

达!探讨
Phg&0$/Y"

系统与肿瘤逃避免疫监视的关系&方法
!

流式细胞术检测
41

例
"#"

患者和
)1

例健康体检者"对照组%外

周血
Ph

细胞活化性受体
Phg&0

的表达!组织
/Y"-

(

.

的表达$

5ZY9-

检测血清
/Y"-

"

?/Y"-

%的浓度&结果
!

"#"

组术前

Phg&0

#

/Y"-

(

.

的表达均降低!

?/Y"-

浓度增高!与对照组比较差异均有统计学意义"

%

&

+'+1

%&术后
Phg&0

的表达无显著

增高!

?/Y"-

浓度无显著降低!与对照组比较差异均无统计学意义"

%

'

+'+1

%&结论
!

"#"

患者血清高水平的
?/Y"-

!抑制了

Phg&0$/Y"

介导的抗肿瘤免疫!导致
"#"

患者
Ph

细胞抗肿瘤免疫低下&

Phg&0

低表达!

?/Y"-

高浓度的情况术后短期内

不能迅速逆转&

关键词"结直肠肿瘤$

!

杀伤细胞!自然$

!

自然杀伤细胞凝集素样活化受体
h

$

!

主要组织相容性复合体
Y

类分子链相关蛋

白
-

(

.

$

!

可溶性主要组织相容性复合体
&

类分子链相关蛋白
-
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结肠直肠癌"

"#"

$是消化道常见恶性肿瘤!严重威胁人类

健康与生命(自然杀伤细胞"

Ph

细胞$作为天然免疫细胞!无

须抗原激活!也不受主要组织相容性复合物"

/:"

$分子限制!

即可直接发挥抗瘤效应#其生物学效应决定于抑制性和活化性

受体群的相互竞争(自然杀伤细胞凝集素样活化受体
h

"

Phg&0

$是触发
Ph

细胞细胞毒反应的重要活化性受体!其

配体为
/:"

&

类分子相关蛋白"

/Y"

$

-

或
.

"

/Y"-

*

.

$和

bZ%(

结合蛋白#

Phg&0

与配体交联可触发
Ph

细胞的细胞

毒活性!在肿瘤免疫监视中具有重要作用&

%

'

(本研究通过检测

"#"

患者手术前后外周血
Ph

细胞受体
Phg&0

与肿瘤组织

上相应配体
/Y"-

*

.

的表达情况!探讨
Phg&0$/Y"

系统与

肿瘤免疫逃逸的分子机制(

C

!

资料与方法

C'C

!

研究对象
!

"

%

$

"#"

组%

&++2

年
%%

月至
&++,

年
,

月在

武汉科技大学附属天佑医院经病理检查确诊的
41

例
"#"

患

者!均未接受放)化疗及激素治疗(

"#"

组又分为
"#"

术前

组和
"#"

术后组("

&

$健康对照组%

)+

例体检健康者(

C'D

!

主要试剂和仪器
!

荧光标记抗体
"0%($VY8"

)

"01($

VY8"

)

Phg&0$!5

)

/Y"-

*

.$!5

)

"0)$!BH"!

)

Y

L

g%$VY8"$

Y

L

g&

%

$!5

和
%+W

溶血素"美国
.0

公司$#血清
/Y"-

"

?/Y$

"-

$

5ZY9-

试剂盒"美国
#k0

公司$#

V-"9"DF>EOH

流式细胞

仪"美国
.0

公司$#

aBFF?KD@h)

酶标仪"芬兰雷勃公司$#

+

*(%

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!

PA'&



9f/$.Y_

洗板机"上海新波公司$(

C'E

!

方法
!

"

%

$外周血的采集%抽取静脉血
46Z

!

%

管为
50$

8-$h

&

抗凝血
&6Z

!采血后
&G

内检测#另
%

管为非抗凝血
&

6Z

!分离血清置
5!

管中!

T4+[

保存备用(分别采集健康对

照组!

"#"

组患者术前和术后"术后
%+

"

%4I

$的血液标本(

"

&

$组织的采集%

"#"

患者手术切除的癌组织和良性癌旁组织

"距癌组织
%+

"

%1K6

$(所有组织标本在组织切除
%G

内采集

并置生理盐水处理
5!

管中!

T4+[

保存备用("

)

$流式细胞

仪检测
Phg&0

的表达%取
%++

#

Z

未抗凝全血!加入
"0%($

VY8"

)

"01($VY8"

)

Phg&0$!5

)

"0)$!BH"!

各
&+

#

Z

!相应独

特型抗体"

Y

L

g%$VY8"$Y

L

g&

%

$!5

$作为阴性对照!避光孵育
&+

6>@

#加入稀释至
%W

的溶血素
%6Z

!混匀!室温避光反应
%+

6>@

#加入
!.9

缓冲液
%6Z

混匀!以离心半径
2K6

!

%+++H

*

6>@

离心
16>@

弃上清#加入
!.9

缓冲液
&6Z

混匀!相同方法

离心
16>@

弃上清#加入
!.9

缓冲液
+'16Z

混匀后上机检

测(以前向角散射)侧向角散射设门!调整电压及增益!圈出淋

巴细胞群!以
"0)

T

"0%(

c

"01(

c 细胞群设门!检测
Phg&0

在
Ph

细胞中的表达情况("

4

$流式细胞仪检测组织
/Y"-

*

.

的表达%取
+'1K6

) 大小组织标本!机械剪碎制成单细胞悬液!

调整细胞浓度至
%'+W%+

(

*

6Z

#取单细胞悬液
%++

#

Z

!加入

/Y"-

*

.$!5&+

#

Z

混匀!相应独特型抗体"

Y

L

g%$VY8"$Y

L

g&

%

$

!5

$作为阴性对照!避光孵育
&+6>@

#加入
!.9

缓冲液
%6Z

!

混匀!以
2K6

为离心半径!

%+++H

*

6>@

离心
16>@

弃上清#加

入
!.9

缓冲液
+'16Z

混匀后上机检测("

1

$

5ZY9-

检测

?/Y"-

水平%根据
5ZY9-

试剂盒说明书提供的方法进行血清

标本
?/Y"-

水平的测定(

C'F

!

统计学处理
!

9!99%('+

统计分析软件分析试验数据!结

果以"

Nj/

$表示(多组间总差异采用单因素方差分析!两组间

比较采用
0

检验!

%

&

+'+1

时差异具有统计学意义(

D

!

结
!!

果

D'C

!

"#"

组手术前后及健康对照组外周血
Phg&0

的表达

!

结果见表
%

(

表
%

!!

"#"

术前组&术后组与健康对照组

!!

Phg&0

阳性细胞百分比

组别
# Phg&0

阳性细胞百分率"

3

$

健康对照组
)1 %4'1%j1'++

"#"

术前组
41

*'))j)'&1

"

"#"

术后组
41

('+1j&'1,

")

!!

注%与健康对照组比较!

"

%

&

+'+1

#与
"#"

术前组比较!

)

%

'

+'+1

(

D'D

!

"#"

癌组织及癌旁组织
/Y"-

*

.

的表达
!

/Y"-

*

.

阳

性细胞在
"#"

癌组织及癌旁组织中所占百分比分别为

"

%4')2j2'&&

$

3

和"

41'&%j%2'%,

$

3

!癌组织细胞中
/Y"-

*

.

表达低于癌旁组织!差异有统计学意义"

%

&

+'+1

$(

D'E

!

"#"

组手术前后与健康对照组
?/Y"-

的水平
!

结果见

表
&

(

表
)

!!

"#"

术前组&术后组与健康对照组
?/Y"-

浓度

组别
# ?/Y"-

"

7L

*

6Z

$

健康对照组
)1 %1'%%j)'*&

"#"

术前组
41 ))'4,j4'(,

"

"#"

术后组
41 &,'%&j1'22

")

!!

注%与健康对照组比较!

"

%

&

+'+1

#与
"#"

术前组比较!

)

%

'

+'+1

(

E

!

讨
!!

论

Ph

细胞活化性受体
Phg&0

与肿瘤细胞膜上配体
/Y$

"-

*

.

的结合比
Ph

细胞抑制性受体"

hY#

$与相应配体的结合

更为牢固&

&

'

(王义平等&

)

'证实
/Y"-

*

.6#P-

表达水平与

Ph

细胞杀伤活性呈正相关!

/Y"-

*

.

在肿瘤细胞表面的表达

水平可能决定着
Ph

细胞抗肿瘤免疫应答的强弱(

恶性肿瘤病因复杂!患者多伴有免疫抑制!肿瘤发病与免

疫监视关系的研究逐渐受到重视(熊彪和邹尤宝&

4

'的研究证

实!大肠癌发生过程中
Ph

细胞功能受抑!且与疾病进展密切

相关#

"FD

Q

CA@

等&

1

'发现
Phg&0

是恶性肿瘤产生的外来物介

导的免疫逃逸的靶目标!

Phg&0

表达降低是肿瘤免疫逃逸的

重要机制之一(本研究发现!

"#"

患者表达
Phg&0

低于健康

对照组!提示
Ph

细胞抗肿瘤免疫功能受到抑制!

/Y"-

*

.

在

"#"

癌组织的表达低于癌旁组织!

"#"

患者
?/Y"-

浓度高于

健康对照组(高水平的
?/Y"-

抑制
Phg&0$/Y"

介导的抗

肿瘤效应!可能是
"#"

逃避抗肿瘤免疫机制之一(

eGD@

L

等&

(

'发现
YVP$

/

能够下调
/Y"-

*

.

在肿瘤细胞中的表达并降

低
Ph

细胞的细胞毒活性(在乳腺癌患者体内!

?/Y"-

能够

抑制
Ph

细胞表达
Phg&0

!破坏
Ph

细胞免疫监视功能!癌细

胞的膜型
/Y"-

*

.

则可上调
Ph

细胞
Phg&0

水平&

*

'

(

笔者既往研究显示!

"#"

患者外周血
Phg&0

的表达与

"#"

组织分化程度呈负相关!血清
?/Y"-

浓度与
"#"0ORBC

分期呈正相关&

2

'

#食道癌患者随着癌症评级的增加和病程的发

展!其体内
"02

c

8

细胞表面
Phg&0

的表达降低&

,

'

#肝癌患者

?/Y"-

水平与肝脏损害程度和是否合并肿瘤明显相关&

%+

'

#胃

癌患者
?/Y"-

水平与癌症发展阶段和转移程度密切相关&

%%

'

(

上述研究结果说明
Phg&0

与
?/Y"-

可以作为判断消化道肿

瘤恶性程度的指标(

本研究通过设置术前组和术后组!对
Phg&0

及
?/Y"-

在
"#"

患者围手术期的动态变化进行分析(研究发现!

"#"

患者在手术治疗前后!其
Phg&0

表达及
?/Y"-

浓度无改变(

外科手术在肿瘤免疫中具有双重作用%一方面能切除肿瘤病

灶!减少肿瘤源性免疫抑制!改善患者免疫功能#另一方面手

术)麻醉)药物及输血等因素有可能加重患者既有免疫功能损

伤(本研究中手术未能改善
Phg&0$/Y"

系统的受损情况!

可能原因是患者免疫功能尚未恢复至正常水平!对
Ph

细胞杀

伤功能的抑制未完全解除(如果延长术后标本采集时间!将会

使患者延期接受化疗!导致患者生存率下降#因此本研究在术

后
%+

"

%4I

采集
"#"

患者血液标本!有可能不能准确反映手

术对
Phg&0

及
?/Y"-

的影响(

参考文献

&

%

'

gD??BH9

!

#DOFBC0:'-KC>MDC>A@D@I?BFJCAFBHD@KBAJ@DCOHDFR>F$

FBHKBFF?

&

\

'

'Y66O@AF#BM

!

&++(

!

&%4

"

%

$%

%)+$%4&'

&

&

' 丁修敬!陈晓峰!王和勇
'/:"

&

类链相关蛋白
-

在肿瘤免疫中

的作用研究&

\

'

'

临床肿瘤学杂志!

&++2

!

%)

"

(

$%

1(($1(2'

&

)

' 王义平!张彩!牛家峰!等
'Phg&0

配体在
%)

种肿瘤细胞系中的

表达及意义&

\

'

'

癌症!

&++2

!

&*

"

)

$%

&4)$&42'

&

4

' 熊彪!邹尤宝
'

大肠癌患者外周血
8

细胞亚群和
Ph

细胞活性检

测的临床意义&

\

'

'

国际检验医学杂志!

&++2

!

&,

"

%+

$%

2,&$2,)'

&

1

'

"FD

Q

CA@-

!

/>CKGBFF\!

!

"AOHC\

!

BCDF':O6D@CO6AH$IBH>MBIBUA$

?A6B?IAN@$6AIOFDCBPhg&0BU

7

HB??>A@

&

\

'

'

"下转第
%*+

页$

+

2(%

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!

PA'&



E

!

讨
!!

论

胚胎是动物个体发育的重要阶段!包括
YgV

在内的多种

生长因子和激素在胚胎生长发育过程中发挥重要调控作用&

&

'

(

YgV

具有同化作用!能增加细胞对葡萄糖和氨基酸的吸收!抑

制蛋白质降解!刺激各种细胞的增殖和分化&

)

'

(

妊娠早期!

YgV$

&

等细胞因子在局部组织环境中可通过自

分泌和旁分泌机制调节滋养细胞的增殖)分化等生理活动(有

研究表明!

YgV$

&

可增加体外培养孕早期滋养细胞的增殖活

性&

4

'

#不仅可直接刺激胎儿神经)骨骼)血液和内分泌系统等的

发育!还可改善胎盘功能!调节胎盘血流!增加胎盘对营养物质

的摄取!从而促进胎儿生长&

1

'

(本研究结果表明对照组
YgV$

&

浓度高于流产组!说明在正常情况下!胚胎发育早期
YgV$

&

保

持较高表达水平!证明
YgV$

&

与早期胚胎的正常发育密切相

关!在维护胚胎和胎盘正常生长方面具有重要意义(

YgV$

'

可显著促进胎盘滋养细胞的浸润能力!利于胚胎着

床!参与早期妊娠多个环节的调节!是胚胎发育的重要影响因

子&

(

'

(

VD@

L

等&

*

'报道!在妊娠的前
)

个月!

YgV$

'

是早期合体

滋养层细胞增殖和"或$分化的自分泌调节者#在孕
(

周!

YgV$

'

随绒毛外合体滋养层渗透入母体蜕膜!参与调节滋养层细胞

的浸润过程(

YgV$

'

也具有抗细胞凋亡的作用&

2$,

'

(同胰岛素

一样!

YgV$

'

可刺激葡萄糖在胎盘内的转运)合成!对胎盘的形

成与功能有显著影响!进一步影响胎儿生长发育&

%+

'

(本研究

显示!早期流产时
YgV$

'

表达水平显著降低(

YgV$

'

低水平

表达可影响胎盘的生长和功能!进而影响胚胎及滋养叶的生

长)发育!同时使炎性细胞因子分泌增多!导致免疫微环境的破

坏和异常的免疫排斥反应!最终导致流产(

YgV.!

作为
YgV?

的重要组成部分!不仅以高亲和力结

合)转运
YgV

!延长其半衰期!调控其生物活性!且具有独立的

生物活性&

&

'

(

YgV.!

在妊娠早期调节胚胎发育)内膜分化)胚

泡着床)胎盘形成与发育(本研究显示!对照组
YgV.!$

&

浓度

高于流产组!与
:>FF?

等&

%%

'的研究结果一致!即
YgV$

'

能诱导

YgV.!$%

的降解!促进胚泡植入(

YgV.!$%

一方面通过抑制

YgV$

'

生物活性!另一方面通过与滋养层细胞表面整合素相互

作用!发挥其对滋养层细胞浸润的阻碍作用!使胚胎着床浅而

易于流产(因此!

YgV$

'

与
YgV.!$%

共同组成一个调节网络!

使胚胎精确地在子宫内膜着床并形成胎盘(

综上所述!

YgV?

的发现为深入研究生殖医学开辟了新途

径!但
YgV?

的作用机制仍未完全明了(本研究结果说明
YgV?

可作为预测自然流产的敏感因子!为进一步探索自然流产的发

病原因及治疗开辟了新途径(
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