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厄洛替尼作用后表皮生长因子受体突变的人肺腺癌 ＨＣＣ８２７细胞
对细胞因子诱导的杀伤细胞的杀伤敏感性
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摘要：　目的　观察表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶抑制剂厄洛替尼及 ＥＧＦＲ下游主要分子对人肺腺癌
ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响，探讨厄洛替尼作用于肺腺癌ＨＣＣ８２７细胞后，细胞因子诱导的杀伤（ＣＩＫ）
细胞对ＨＣＣ８２７细胞杀伤活性的变化。方法　ＨＣＣ８２７细胞分为空白对照组及厄洛替尼５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１组，应用流式
细胞仪检测细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体主要组织相容性复合体Ｉ类链相关蛋白（ＭＩＣ）Ａ、Ｂ及ＵＬ１６结合蛋白（ＵＬＢＰ）１、２、
３的表达。ＨＣＣ８２７细胞培养２４ｈ后，分别以ＥＧＦＲ下游分子磷脂酰肌醇３激酶抑制剂ＬＹ２９４００２、丝裂原活化蛋白激
酶抑制剂ＳＢ２０３５８０、信号传导及转录激活因子３抑制剂ＳＴＡＴ２１、蛋白激酶Ｃ抑制剂Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ进行作用，应用流式细胞
仪分析ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３的表达，并与空白对照组进行比较。乳酸
脱氢酶释放法检测ＣＩＫ细胞对空白对照组和厄洛替尼组ＨＣＣ８２７细胞的杀伤活性。结果　与空白对照组比较，厄洛
替尼５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１组ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５），ＭＩＣＡ、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３
表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；厄洛替尼５μｍｏｌ·Ｌ－１组与１０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体
ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与空白对照组比较，ＳＢ２０３５８０组的
ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＳＴＡＴ２１组的
ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ表达显著增高（Ｐ＜０．０５），ＬＹ２９４００２组的ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体
ＭＩＣＡ表达显著降低（Ｐ＜００５），Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ组的ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＵＬＢＰ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５）。同一
效靶比时，ＣＩＫ细胞对厄洛替尼作用后组 ＨＣＣ８２７细胞的杀伤率均显著高于未经药物作用组（Ｐ＜０．０５）。效靶比
２０１时经ＮＫＧ２Ｄ单抗封闭后的ＣＩＫ细胞对未经药物作用组和１０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼作用后组 ＨＣＣ８２７细胞的杀
伤率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　厄洛替尼能增高ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体表达，增强ＣＩＫ细胞
的杀伤活性。
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ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＮＫＧ２ＤｌｉｇａｎｄｓｏｎＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓａｎｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｋｉｌｌｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ；ｎａｔｕ
ｒａｌｋｉｌｌｅｒｇｒｏｕｐ２，ｍｅｍｂｅｒＤｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｇａｎｄｓ

　　肺癌的发病率逐年增高，目前其发病率和病死
率居恶性肿瘤的首位［１］，传统的化学治疗效果已达

到一个平台期。近年来，分子靶向药物治疗以其毒

副作用小、安全性高等优点成为晚期非小细胞肺癌

的主要治疗手段。有研究表明，对于表皮生长因子

受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）突变的
患者，ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）较传统化学治疗更能提高患者的反应
率并延长其无进展生存期［２３］。但大部分患者在平

均治疗１０个月后会发生耐药［４］，导致治疗失败。近

年来有ＥＧＦＲ家族药物联合免疫生物疗法治疗恶性
肿瘤的相关研究［５］，二者联合应用在提高肿瘤临床

缓解率的同时改善了晚期癌症患者的生存质量。刘

桂举等［６］研究表明，作为 ＥＧＦＲＴＫＩ的厄洛替尼能
提高野生型ＥＧＦＲ的肺腺癌Ａ５４９细胞表面ＮＫＧ２Ｄ
配体的表达，增加细胞因子诱导的杀伤（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎ
ｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞对Ａ５４９细胞的杀伤能力。本
研究选取 ＥＧＦＲ突变型肺腺癌细胞 ＨＣＣ８２７为研究
对象，观察厄洛替尼及其下游分子磷脂酰肌醇３激酶
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、丝分裂原活化
蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）、信
号传导及转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉ
ｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）、蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）对 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配体表
达的影响，探讨厄洛替尼是否提高ＥＧＦＲ突变型肺腺
癌细胞对ＣＩＫ细胞杀伤的敏感效应。

１　材料与方法

１．１　细胞　肺腺癌 ＨＣＣ８２７细胞由本实验室常规
传代培养。

１．２　主要试剂与仪器　ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎ
ｓｔｉｕｔｅ１６４０（ＲＰＭＩ１６４０）培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＣＤ３单抗购自美国 Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司；乳酸脱氢
酶杀伤活性检测试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２、
ＳＴＡＴ３抑制剂 ＳＴＡＴ２１、ＰＫＣ抑制剂 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙ
ａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ１二抗购自北京中
杉金桥生物技术有限公司；ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、
ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３单抗及流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｔｏｎ，
ＤｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄＣｏｍｐａｎｙ公司；厄洛替尼购自上海罗氏
公司，用二甲基亚砜溶解，含体积分数１０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释至所需浓度。
１．３　ＣＩＫ细胞的制备　采取健康成年人的外周静
脉血５０ｍＬ，参照文献［７］方法培养 ＣＩＫ细胞，每
２～３ｄ更换新鲜培养液，培养１４ｄ后，使用流式细
胞仪测定ＣＩＫ细胞表型。
１．４　ＨＣＣ８２７细胞培养　肺腺癌 ＨＣＣ８２７细胞接
种于含ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基（含体积分数１０％胎
牛血清、１２ｋＵ·Ｌ－１庆大霉素）的培养瓶中，于
３７℃、体积分数５％ ＣＯ２培养箱孵育，待铺满培养
瓶的７０％～８０％，质量分数０．２５％胰蛋白酶消化，
计数、传代。

１．５　流式细胞仪检测厄洛替尼对 ＨＣＣ８２７细胞
ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响　ＨＣＣ８２７细胞以 ５×
１０７Ｌ－１接种于１００ｍＬ培养瓶中，分为空白对照组及
厄洛替尼５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１组，培养２４ｈ后，空白对照
组不加药物，厄洛替尼５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１组分别加入
５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼，继续培养２４ｈ，弃上清液，
质量分数０．２５％胰蛋白酶消化，收集ＨＣＣ８２７细胞，
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磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤，
计数、分管，分别按 １０６个细胞 １μｇ加入 ＭＩＣＡ、
ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３单抗，于 ４℃反应
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，再加入 ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠
ＩｇＧ１二抗，４℃继续反应３０ｍｉｎ，以离心法用ＰＢＳ洗
去未结合的单克隆抗体和二抗，上机，同型ＩｇＧ１作为
阴性对照抗体，用流式细胞仪分析１×１０４细胞中的
阳性细胞数，计算阳性细胞百分率，检测细胞表面

ＮＫＧ２Ｄ配体主要组织相容性复合体Ｉ类链相关蛋白
（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｒｅｘｃｌａｓｓＩｃｈａｉｎｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＩＣ）Ａ、Ｂ及 ＵＬ１６结合蛋白（ＵＬ１６ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＬＢＰ）１、２、３的表达，重复实验３次。
１．６　流式细胞仪检测 ＥＧＦＲ下游分子抑制剂对
ＨＣＣ８２７细胞ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响　取对数生
长期的ＨＣＣ８２７细胞，培养２４ｈ后，ＰＢＳ洗涤，计数、
分管，分为空白对照组、ＳＢ２０３５８０组、ＬＹ２９４００２组、
ＳＴＡＴ２１组和 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ组，空白对照组不加药物，
ＳＢ２０３５８０组、ＬＹ２９４００２组、ＳＴＡＴ２１组、Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ组
分别加入 ＳＢ２０３５８０２５μｍｏｌ· Ｌ－１、ＬＹ２９４００２
１５μｍｏｌ·Ｌ－１、ＳＴＡＴ２１３０μｍｏｌ· Ｌ－１、Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ
５μｍｏｌ·Ｌ－１，继续培养２４ｈ后收集细胞，以流式细
胞仪分析 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配体 ＭＩＣＡ、
ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３的表达。
１．７　乳酸脱氢酶释放法检测 ＣＩＫ细胞的杀伤活性
　以培养１４ｄ的ＣＩＫ细胞为效应细胞，处于对数生
长期的ＨＣＣ８２７细胞（分为２组：未经药物作用组和
１０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度厄洛替尼作用后组）为靶细胞，按

效靶比１０１、２０１、３０１共同培养２４ｈ，按乳酸
脱氢酶杀伤活性检测试剂盒说明书操作，参照文献

［８］方法进行，分别检测 ＣＩＫ细胞对 ２组 ＨＣＣ８２７
细胞的杀伤活性。取效靶比２０１时，ＣＩＫ细胞先
与 ＮＫＧ２Ｄ单抗室温共同孵育 １５ｍｉｎ，然后加入
１０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼作用后的 ＨＣＣ８２７细胞，计
算ＣＩＫ细胞杀伤活性。重复实验３次。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１０．０统计学软件进
行分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
ｔ检验和单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＣＩＫ细胞表型　培养１４ｄ后的ＣＩＫ细胞经流
式细胞仪检测，ＣＤ３＋细胞数在ＣＩＫ群体细胞中的比
例＞９５％，其中 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋（３２．５７±２．３８）％，
ＣＤ３＋ＣＤ８＋（８５．１６±３．９４）％，ＣＤ３＋ＣＤ４＋（２１．０８±
３．１５）％，ＣＤ３＋细胞中ＮＫＧ２Ｄ表达率＞８０％。
２．２　厄洛替尼对 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配体
ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达的影响
　结果见表 １。与空白对照组比较，厄洛替尼 ５、
１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配体
ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５），ＭＩＣＡ、
ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
厄洛替尼５μｍｏｌ·Ｌ－１组与１０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，
ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、
ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　厄洛替尼对ＨＣＣ８２７细胞ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＫＧ２ＤｌｉｇａｎｄｓｉｎＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＩＣＡ／％ ＭＩＣＢ／％ ＵＬＢＰ１／％ ＵＬＢＰ２／％ ＵＬＢＰ３／％
空白对照组 ３ ９５．４２±２．５２ ７９．０３±２．４７ ２．７１±０．８９ ２０．４４±０．９３ １．７５±０．４７
厄洛替尼５μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ９５．２６±０．３４ ８７．０２±０．８３ａ １２．１４±０．３０ａ ２０．６０±０．６２ １．８８±０．１４
厄洛替尼１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ９６．１０±１．５９ ８９．５３±３．２７ａ １１．９６±１．２２ａ ２１．２７±１．７２ １．９４±０．２８

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．３　ＥＧＦＲ下游分子抑制剂对 ＨＣＣ８２７细胞表面
ＮＫＧ２Ｄ 配 体 ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、
ＵＬＢＰ３表达的影响　结果见表 ２。与空白对照组
比较，ＳＢ２０３５８０组的 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配
体ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１、ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３表达差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与空白对照组比较，

ＳＴＡＴ２１组的ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体ＭＩＣＡ、
ＭＩＣＢ表达显著增高（Ｐ＜０．０５），ＬＹ２９４００２组的
ＨＣＣ８２７细胞表面 ＮＫＧ２Ｄ配体 ＭＩＣＡ表达显著降
低（Ｐ＜０．０５），Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ组的 ＨＣＣ８２７细胞表面
ＮＫＧ２Ｄ配体ＵＬＢＰ１表达显著增高（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＥＧＦＲ下游分子抑制剂对ＨＣＣ８２７细胞ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＥＧＦＲｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＫＧ２ＤｌｉｇａｎｄｓｉｎＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＩＣＡ／％ ＭＩＣＢ／％ ＵＬＢＰ１／％ ＵＬＢＰ２／％ ＵＬＢＰ３／％
空白对照组 ３ ９５．４２±２．５２ ７９．０３±２．４７ ２．７１±０．８９ ２０．４４±０．９３ １．７５±０．４７
ＳＢ２０３５８０组 ３ ９４．６０±１．３１ ７７．６９±１．８２ ２．５７±０．３３ ２１．６６±１．０９ １．７６±０．１９
ＳＴＡＴ２１组 ３ ９８．６２±０．１４ａ ８６．４３±０．６５ａ ３．２６±０．２２ ２０．２７±０．２２ １．８６±０．１４
ＬＹ２９４００２组 ３ ７８．６７±１．４４ａ ７７．２８±３．２４ ２．５８±０．５６ ２１．３３±１．１５ １．８３±０．２０
Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ组 ３ ９３．７２±２．５４ ７７．８１±６．０８ ２９．１５±１．１８ａ ２０．３１±１．７４ １．８１±０．１８

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜０．０５。
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２．４　ＣＩＫ细胞对未经药物作用组和厄洛替尼作用
后组ＨＣＣ８２７细胞的杀伤活性　效靶比 １０１、
２０１、３０１时，ＣＩＫ细胞对未经药物作用组
ＨＣＣ８２７细胞的杀伤率分别为（１４．８５±２．２０）％、
（４２．１５±３．０２）％、（５０．０８±１．１６）％；ＣＩＫ细胞对
１０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼作用后组 ＨＣＣ８２７细胞的
杀伤率分别为 （２１．４４±１．０４）％、（５１．６０±
１４８）％、（６１．９９±０．９０）％；同一效靶比时，ＣＩＫ细
胞对厄洛替尼作用后组ＨＣＣ８２７细胞的杀伤率均显
著高于未经药物作用组（Ｐ＜０．０５）。效靶比２０１
时经ＮＫＧ２Ｄ单抗封闭后的 ＣＩＫ细胞对未经药物作
用组和 １０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼作用后组 ＨＣＣ８２７
细胞的杀伤率分别为（７．８２±０．８４）％、（８．２０±
０５４）％，２组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

ＮＫＧ２ＤＮＫＧ２Ｄ配体信号通路介导的肿瘤杀伤
是机体抗肿瘤免疫的主要机制。ＮＫＧ２Ｄ是机体免
疫细胞抗肿瘤的主要活化性受体［９］，在自然杀伤

（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌ，ＮＫ）细胞、ＮＫＴ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、γδＴ
细胞及某些状态下的 ＣＤ４＋Ｔ细胞表面均有表达。
ＮＫＧ２Ｄ配体主要包括 ＭＩＣＡ／Ｂ及 ＵＬＢＰ［９］，这些配
体在肿瘤细胞表面广泛表达，其与免疫细胞表面

ＮＫＧ２Ｄ受体相结合，激发抗肿瘤免疫应答，ＮＫＧ２Ｄ
配体作为新的抗肿瘤免疫治疗靶点越来越引起关

注［１０１２］。

靶向ＥＧＦＲ药物延长了肺癌患者的生存，但是
随着病情的发展仍会产生多种形式的耐药，导致靶

向治疗的临床受益受到限制。近年来，肿瘤靶向治

疗联合免疫治疗受到关注［１３］。研究表明肿瘤驱动

基因如慢性粒细胞白血病断裂点簇集区、艾贝逊白

血病病毒融合基因及人类表皮生长因子受体２（ｈｕ
ｍａｎｅｐｌｄｅｒｍａｌｇｒｏｕｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｅｒ２，ＨＥＲ２）阳性乳
腺癌的ＨＥＲ２／ＨＥＲ３基因调控肿瘤细胞表达ＭＩＣＡ、
ＭＩＣＢ［１４１５］，进一步研究证实赫赛汀治疗 ＨＥＲ２阳性
乳腺癌的疗效与患者体内 ＮＫ细胞功能密切相
关［１６］。上述研究结果提示，驱动基因可能调控肿瘤

细胞表面ＭＩＣ表达，靶向治疗疗效和体内免疫细胞
功能密切相关。因此，探索突变型 ＥＧＦＲ信号通路
与ＮＫＧ２Ｄ配体表达之间的关系，研究靶向治疗药
物对 ＥＧＦＲ突变型肺腺癌患者肿瘤细胞表面
ＮＫＧ２Ｄ配体表达的影响及其对免疫细胞杀伤活性
的影响，为肺癌的免疫靶向治疗提供了新的思路。

ＥＧＦＲ基因突变是肺腺癌的驱动基因，其重要
的下游信号通路包括ＲａｓＲａｆＭＡＰＫ通路、ＰＩ３Ｋ丝／
苏氨酸蛋白激酶（ｓｅｒｉｎｅｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）通路

和ＳＴＡＴ通路等，ＥＧＦＲ激活后通过上述信号通路调
控肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡、血管新生和迁移。

ＮＫＧ２Ｄ配体表达受多种因素调节，其中 ＭＩＣＡ的表
达受ＳＴＡＴ３、ＰＩ３Ｋ、ＭＡＰＫ等分子活性调节［１７１８］。本

研究观察了上述信号通路中主要分子在调控

ＮＫＧ２Ｄ配体表达中的作用，结果显示，ＳＴＡＴ３分子
抑制剂 ＳＴＡＴ２１增高了 ＨＣＣ８２７细胞表面 ＭＩＣＡ、
ＭＩＣＢ的表达，提示抑制ＳＴＡＴ３分子活化能提高ＭＩ
ＣＡ、ＭＩＣＢ表达；ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２降低了 ＭＩ
ＣＡ的表达，提示 ＰＩ３Ｋ分子本身可能参与 ＭＩＣＡ高
表达；ＭＡＰＫ分子抑制剂 ＳＢ２０３５８０不影响 ＨＣＣ８２７
细胞表面ＭＩＣＡ表达，表明ＭＡＰＫ分子不参与ＭＩＣＡ
的调控；ＰＫＣ抑制剂 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ增高了 ＨＣＣ８２７细胞
表面ＵＬＢＰ１表达，考虑厄洛替尼增高 ＨＣＣ８２７细胞
ＵＬＢＰ１的表达可能与其抑制ＰＫＣ活性有关。另外，
本研究结果显示，厄洛替尼干预后 ＨＣＣ８２７细胞表
面ＮＫＧ２Ｄ配体 ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１表达显著增高，ＣＩＫ
细胞对厄洛替尼作用后组ＨＣＣ８２７细胞的杀伤率均
显著高于未经药物作用组，提示厄洛替尼可以增高

ＨＣＣ８２７细胞表面ＮＫＧ２Ｄ配体表达，增强其对 ＣＩＫ
细胞杀伤的敏感性；经 ＮＫＧ２Ｄ单抗封闭后，ＣＩＫ细
胞对厄洛替尼处理后的ＨＣＣ８２７细胞的杀伤活性明
显下降，这表明 ＣＩＫ细胞对突变型肺腺癌 ＨＣＣ８２７
细胞的杀伤是通过 ＮＫＧ２ＤＮＫＧ２Ｄ配体信号通路
发挥作用，厄洛替尼主要通过增高 ＨＣＣ８２７细胞表
面ＮＫＧ２Ｄ配体 ＭＩＣＢ、ＵＬＢＰ１的表达，增强 ＣＩＫ细
胞对ＨＣＣ８２７细胞的杀伤活性。

本研究结果提示，ＥＧＦＲＴＫＩ可能通过增强肿
瘤细胞表面配体的表达激发免疫细胞的活性，从而

提高免疫细胞的抗肿瘤效应。ＥＧＦＲＴＫＩ联合 ＣＩＫ
细胞治疗有望成为肺癌过继性细胞免疫治疗的一种

方案，特别是对体质较差的晚期非小细胞肺癌患者。

然而二者联合应用的抗肿瘤机制尚未完全明确，有

待更多相关的研究证实。
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色着色逐渐减弱，通过观察培养至第５代后软骨细
胞的形态及生物学特征均有变化。这些形态学变化

与胡志俊等［７］报道基本一致。本研究明显提高了

软骨细胞的传代次数并能保持细胞的特性。

骨性关节炎是关节表面软骨损伤的一种临床表

现，关节软骨主要由软骨细胞和基质组成，因其无血

管及淋巴管，损伤后自我修复能力较弱，至今仍缺乏

改善骨性关节炎病情进展的有效治疗方法，软骨移

植是当前较为有效的治疗方法［８］。软骨移植主要

有骨软骨移植和软骨细胞移植；软骨细胞移植又分

为异体软骨细胞移植和自体软骨细胞移植，自体软

骨细胞移植来源有限并可造成供区的破坏，异体软

骨细胞移植则容易造成免疫排斥反应，均给软骨移

植带来困难。软骨细胞培养即自体软骨细胞在体外

培养扩增后接种到一种生物相容性良好、具有生物

可降解性及一定三维空间结构的生物材支架上，形

成细胞材料复合物，然后移植入体内形成某种结构

和功能的组织和器官［９］，是治疗骨性关节炎的有效

方法。

本研究建立了简便快捷获取高纯度软骨细胞的

方法，对软骨细胞的生长、传代、鉴定等提供了实验

研究基础，也为下一步的软骨细胞移植创造了条件。
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