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∙论著∙

多发性骨髓瘤患者NK细胞
杀伤功能异常的研究
韩文敏 张修文 贾祝霞 何金媛 晁红颖 杨建和 肖溶 卢绪章

【摘要】 目的 探讨多发性骨髓瘤（MM）患者NK细胞杀伤功能下降的机制。方法 以 13例

MM患者为研究对象，以30名健康志愿者为正常对照，采用流式细胞术检测外周血单个核细胞中CD3-

CD56 +（NK 细胞）表面抑制性受体（CD158a 和 CD158b）以及活化性受体 NKG2D、NCRs（NKp30、

NKp44、NKp46）的表达水平；ELISA法检测血清可溶性NKG2D配体水平；流式细胞术检测NK细胞对

MM细胞株U266细胞杀伤作用的变化。结果 MM患者外周血中NK细胞比例及绝对数、CD158a和

CD158b表达水平与对照组比较差异无统计学意义（P值均>0.05），两组NK细胞表面均不表达NKp44；

与对照组比较，MM患者NK细胞表面活化性受体（NKG2D、NKp30和NKp46）水平均明显降低，血清

中可溶性NKG2D配体水平明显升高，差异均有统计学意义（P值均<0.05）；用MM患者血清培养后的

正常对照者NK细胞对U266细胞的杀伤能力较共培养前明显下降［（25.4±5.9）%对（38.5±6.5）%］，差异

有统计学意义（P=0.044）。结论 MM患者血清可溶性NKG2D配体水平可能是导致NK细胞杀伤活

性下降的原因。
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【Abstract】 Objective To explore the mechanism of NK cell dysfunction in patients with multiple
myeloma（MM）. Methods The expression of inhibitory receptors（CD158a and CD158b）and activating
receptors NKG2D and NCRs（NKp30, NKp44 and NKp46）on CD3-CD56+ NK cell of 13 MM patients and
30 healthy controls were analyzed by flow cytometry. The concentration of soluble NKG2D ligands
（MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3）in serum was detected by enzyme- linked immunosorbent
assay（ELISA）, and the cytotoxicity of NK cell against MM cell line by flow cytometry. Results There
are no significant differences of percentage and absolute number of NK cells, and the expression level of
CD158a and CD158b between MM patients and healthy individuals（P>0.05）. No NKp44 expression was
detected on fresh isolated NK cells from both groups. There is no difference in inhibitor receptors
expression between MM patients and healthy individuals but the expression of NKG2D, NKp30 and
NKp46 on NK cells were higher in MM patients as compared with that in healthy individuals. The
concentration of soluble NKG2D ligands in serum was higher in MM patients as compared with that in
healthy individuals（P<0.05）. Cultured healthy individual’s NK cells with MM patient’s serum could
significantly decrease its cytotoxicity against MM cell line U266 cells［（38.5±6.5）% vs（25.4±5.9）%, P=
0.044］. Conclusion The higher level of soluble NKG2D ligands in serum may be the mechanism of NK
cell dysfunction in MM patient.

【Key words】 Multiple myeloma; Killer cells, natural; Receptors, NK cell lectin- like;
Cytotoxicity
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是血液

系统常见的恶性肿瘤，虽然近年来硼替佐米、来那

度胺等新药的出现明显改善了MM患者的生存，但

仍是一种不可治愈的疾病［1］。体外研究表明NK细

胞具有很好的抗MM瘤细胞的能力［2-3］，但是通过体

内临床试验并没有得到预期的效果，说明MM患者

体内NK细胞抗肿瘤能力得到抑制，但MM患者中

NK 细 胞 抗 肿 瘤 能 力 下 降 的 机 制 并 不 明 确 。

NKG2D是NK细胞表面重要的活化性受体，与肿瘤

细胞表面配体结合，杀伤肿瘤细胞［4-6］。我们通过检

测初诊或复发MM患者NK细胞的免疫表型、功能

及血清可溶性 NKG2D 配体水平变化，旨在探讨

MM患者NK细胞功能下降的机制。

病例和方法

1. 病例：选取 2009 年 3 月至 2013 年 12 月在我

院确诊的13例MM患者，所有患者均符合国内MM

诊断标准。其中男 7 例，女 6 例，中位年龄 63（41~

89）岁。免疫球蛋白分型 IgGκ型 5例，IgGλ型 4例，

IgAλ型 1 例，κ轻链型 2 例, IgGκ和κ轻链双表达 1

例。据Salmon和Durie分期Ⅰ期 3例，Ⅱ期 6例，Ⅲ
期 4例。以 30名健康志愿者为正常对照，男 18名，

女12名，中位年龄59（45~82）岁，对照者均无肿瘤及

自身免疫性疾病史。

2. 标本采集和细胞培养：采集患者及正常对照

者外周静脉血（EDTA抗凝），采用密度梯度法分离

外周血单个核细胞（PBMNC）备用。MM 细胞株

U266细胞由上海长征医院侯健教授惠赠，用含10%

灭活胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 mg/ml链霉素

的RPMI 1640培养基，于37 ℃、5%CO2、饱和湿度条

件下培养。

3. 主要试剂：MICA/B-PE、BIBP-1-PE、ULBP2-

PE、ULBP3-PE 抗体为美国 R&D 公司产品。CD3-

Percp、CD56- FITC、NKG2D- PE、CD158a- PE、

CD158b-PE、NKp30-PE、NKp44-PE、NKp46-PE抗体

和流式细胞仪（BD FACS CantoⅡ型）为美国Becton

Dickinson 公 司 产 品 。 用 于 sMICA、sMICB、

sULBP1、sULBP2、sULBP3检测的ELISA试剂盒购

于北京百奥莱博科技有限公司。NK细胞磁珠分离

试剂盒为美国 Invitrogen公司产品。

4. 流式细胞术检测NK细胞比率及表面受体：

取分离的PBMNC，调整细胞密度为2×106/L，100 ml

细胞悬液中加入相应抗体各 2 μl，4 ℃避光孵育 30

min，用PBS洗涤2次后上流式细胞仪进行检测。以

淋巴细胞群体设门，检测 CD3-CD56+细胞（NK 细

胞）在淋巴细胞中的比例。NK细胞表面受体检测

包括：检测 CD3- CD56 + 细胞表面抑制性受体

（CD158a、CD158b）和活化性受体（NKG2D、NCRs）

的表达水平。实验设3个复孔。

5. NK 细胞的分离纯化和培养：将正常对照组

PBMNC用PBS洗涤2次，按NK细胞分离试剂盒说

明书进行操作，分离纯化NK细胞，采用流式细胞术

检测分离纯化后的NK细胞纯度，纯度>95%的NK

细胞用含有 10%FBS、100 U/ml IL-2、50 U/ml 青霉

素、50 μg/ml 链霉素的 RPMI 1640 培养基培养 72 h

后作为效应细胞，并检测其表面NKG2D受体的表

达水平。实验设3个复孔。

6. 流式细胞术检测NK细胞的细胞毒性作用：

参照文献［7］方法，将效应细胞预先用 MM 患者血

清培养 24 h 后，用流式细胞术检测效应细胞表面

NKG2D受体表达水平以及NK细胞杀伤功能的变

化。靶细胞（U266 细胞）预先用 0.1 μmol/L 钙黄绿

素乙酰酯孵育15 min后用PBS洗涤2次，在96孔板

中每孔加入5×105个细胞，按效、靶细胞比1∶10的比

例加入效应细胞，在培养箱中共孵育 6 h 后用 PBS

洗涤1次，加入7-AAD抗体在常温中孵育15 min后

上流式细胞仪检测效应细胞对U266细胞的特异性

杀伤活性。实验设3个复孔。特异性杀伤活性计算

公式：

特异性杀伤活性（%）= 活细胞率对照组－活细胞率实验组

活细胞率对照组
×100%

7. ELISA 方法检测可溶性 NKG2D 配体水平：

按照ELISA试剂盒说明书进行操作，用酶标仪于波

长450 mm处测定吸光度（A）值，并计算出待测标本

可 溶 性 NKG2D 配 体（sMICA、sMICB、sULBP1、

sULBP2、sULBP3）的表达水平。实验设3个复孔。

8. 统计学处理：采用SPSS13.0软件进行统计学

分析，患者组和正常对照组之间NK细胞比例及其

细胞杀伤活性的比较采用 t检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

结 果

1. MM 患者外周血 NK 细胞的变化：流式细胞

术检测结果显示，MM患者组与正常对照组比较，外

周血中NK细胞比例［（16.8±9.3）%对（18.2±7.3）%，

P=0.512］、NK 细胞绝对数［（1.08±0.60）×109/L 对
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（1.12±0.80）×109/L，P =0.879］差异均无统计学

意义。

2. MM 患者 NK 细胞表面受体水平的变化：流

式细胞术检测结果显示，MM患者组NK细胞表面

抑制性受体CD158a、CD158b表达水平与正常对照

组比较，差异均无统计学意义（P值均>0.05），活化

性受体除 NKp44 外，NKG2D、NKp30、NKp46 两组

间差异均有统计学意义（P值均<0.001）（表1）。

3. MM患者血清可溶性NKG2D配体水平的变

化：ELISA 法检测结果显示，患者血清可溶性

NKG2D 配体水平较正常对照组明显增高，差异均

有统计学意义（P值均<0.001）（表2）。

4. MM患者血清可溶性NKG2D配体对正常人

NK细胞表面NKG2D受体和杀伤功能的影响：流式

细胞术检测结果显示，与共培养前比较，共培养后

正常人NK细胞表面NKG2D受体表达水平明显降

低［（86.4±4.3）%对（62.5±3.9）%，P<0.001］，NK细胞

对U266细胞的杀伤活性也明显下降［（38.5±6.5）%

对（25.4±5.9）%，P=0.044］。

讨 论

MM免疫缺陷状态被大家所熟知，不仅可引起

严重的感染并发症，还可以降低机体的免疫细胞对

自身瘤细胞的杀伤。近来的研究表明，意义未明的

单克隆免疫球蛋白疾病（MGUS）和早期MM患者的

NK细胞抗肿瘤细胞能力并无明显改变，而晚期患

者的NK细胞抗肿瘤细胞能力明显下降［8-10］。NK细

胞活性依赖于表面的抑制性受体（inhibitory Killer

Immunoglobulin-like Receptors, iKIRs）和活化性受

体与其相应的配体相互作用介导的抑制性和活化

性信号间的平衡，靶细胞表面的MHCⅠ类分子表达

异常，靶细胞缺乏 iKIR 的特定配体（KIR KIR-

Ligand mismatch）将激发 NK 细胞对靶细胞的杀伤

活性［11］。此外，NK细胞活化性受体与其配体分子

的相互作用可解除NK细胞抑制性受体对NK细胞

活性的抑制，从而激活NK细胞杀伤靶细胞［12-13］。在

本研究中我们发现MM患者外周血NK细胞的比例

及绝对数较正常对照者物明显变化，但其NK细胞

表面活化性受体（包括NKG2D、NKp30及NCRs）水

平均明显降低。NKG2D是NK细胞表面重要的活

化性受体，体外实验证明表达NKG2D配体的肿瘤

细胞可以被NK细胞通过NKG2D介导活化性信号

对其实施杀伤作用［4- 6］。MM 患者 NK 细胞表面

NKG2D受体表达降低可能会削弱NK细胞的抗肿

瘤能力。

NK细胞对MM肿瘤细胞的杀伤作用部分是通

过 NKG2D 受体和配体的相互作用介导的［14- 15］。

NKG2D 配体有两种存在形式，一种是表达于肿瘤

细胞表面的膜结合蛋白，另一种主要是肿瘤细胞分

泌的金属蛋白酶水解膜结合蛋白使之脱落至血清

中的可溶性形式［16］，可溶性NKG2D配体和NK细胞

表面的NKG2D受体结合可阻滞NK细胞对肿瘤细

胞的识别和杀伤［17- 18］。我们在以前的研究中发现

MM患者肿瘤细胞和肿瘤细胞株细胞中均表达一定

水平的NKG2D配体［15］。在本研究中我们发现MM

患者血清可溶性NKG2D配体水平较正常对照者明

显升高，而可溶性NKG2D配体可能会影响NK细胞

对MM肿瘤细胞的杀伤作用。

为进一步验证MM患者血清可溶性NKG2D配

体对NK细胞杀伤作用的影响，我们用血清可溶性

NKG2D 配体高表达患者的血清对正常对照者的

NK细胞进行24 h培养，并检测NK细胞对MM细胞

表1 流式细胞术检测多发性骨髓瘤（MM）患者NK细胞表面受体表达水平（%，x±s）

组别

MM患者组

正常对照组

P值

例数

13

30

CD158a

2.3±1.2

1.9±1.2

0.392

CD158b

30.3±19.9

26.2±23.1

0.168

NKG2D

61.2±9.4

78.5±8.5

<0.001

NKp30

1.6±0.9

8.4±2.5

<0.001

NKp44

0.8±0.2

0.9±0.2

0.360

NKp46

15.4±2.9

36.7±5.8

<0.001

表2 ELISA法检测多发性骨髓瘤（MM）患者血清可溶性NKG2D配体水平（ng/L，x±s）

组别

MM患者组

正常对照组

P值

例数

13

30

sMICA

166.4±43.1

61.2±36.7

<0.001

sMICB

110.2±38.2

47.1±25.7

<0.001

sULBP1

312.5±63.8

102.3±47.2

<0.001

sULBP2

788.4±97.5

94.4±32.5

<0.001

sULBP3

143.0±52.2

86.5±32.2

<0.001
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株 U266 细胞（表达一定 NKG2D 配体水平）的杀伤

活性，结果显示培养后NK细胞表面NKG2D受体的

表达水平较培养前明显降低，NK细胞对U266细胞

的杀伤作用明显降低，表明 MM 患者血清可溶性

NKG2D配体可能通过阻滞NK细胞表面NKG2D受

体从而降低了对MM肿瘤细胞的杀伤作用。

我们在研究中发现 MM 患者血清中升高的可

溶性NKG2D配体可引起NK细胞表面活化性受体

NKG2D表达下降，从而导致NK细胞的杀伤活性下

降，这可能是MM患者病情进展及肿瘤细胞免疫逃

逸的机制之一，同时也可能是MM患者体内NK细

胞输注治疗效果不佳的原因。如果能在降低 MM

患者血清可溶性 NKG2D 配体水平的基础上联合

NK细胞输注，将为MM的免疫治疗提供新的思路

和方法。
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