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  [摘要] 目的 检测自然杀伤细胞(NK细胞)在肾细胞癌(RCC)患者癌组织和癌旁组织中可塑性及其与

疾病的相关性。方法 收集30例RCC患者的癌组织和癌旁组织,经过密度梯度离心法获得组织浸润的淋巴

细胞,采用流式细胞术检测组织浸润的淋巴细胞中NK细胞比例,统计其表型分布的特征,并分析其变化与肿

瘤分期之间的相关性。结果 与癌旁组织(8.53±3.00)%相比,癌组织中NK细胞的比例明显增加(14.43±
3.96)%;且与癌旁组织比,癌组织中 NK细胞高表达1型固有淋巴细胞(ILC1)的表面标志CD127[(7.97±
2.65)%

 

vs.
 

(12.66±2.88)%]、CD49a[(8.70±3.90)%
 

vs.
 

(16.49±5.02)%]、TRAIL[(13.77±3.82)%
 

vs.
 

(19.76±3.75)%
 

],低表达 NK细胞的转录因子Eomes[(9.20±3.41)%
 

vs.
 

(4.82±1.20)%]。同时

ILC1样细胞的比例随着肿瘤TNM分期增高逐渐增多。结论 RCC患者癌组织中NK细胞转换为ILC1样细

胞,且与疾病进展密切相关。
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  [Abstract] Objective To

 

detect
 

the
 

plasticity
 

of
 

natural
 

killer
 

cells
 

(NK
 

cells)
 

in
 

tumor
 

tissues
 

and
 

ad-
jacent

 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

renal
 

cell
 

carcinoma
 

(RCC)
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

disease.Methods The
 

tumor
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

30
 

patients
 

with
 

RCC
 

were
 

collected.
 

The
 

infiltrating
 

lymphocytes
 

were
 

obtained
 

by
 

density
 

gradient
 

centrifugation,and
 

the
 

proportion
 

of
 

NK
 

cells
 

in
 

infiltrating
 

lymphocytes
 

was
 

de-
tected

 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

characteristics
 

of
 

their
 

phenotypic
 

distribution
 

were
 

analyzed,and
 

the
 

correla-
tion

 

between
 

the
 

changes
 

and
 

tumor
 

stage
 

was
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

adjacent
 

tissues
 

[(8.53±3.00)%],the
 

proportion
 

of
 

NK
 

cells
 

in
 

tumor
 

tissues
 

[(14.43±3.96)%]
 

increased
 

significantly.
Compared

 

with
 

the
 

adjacent
 

tissues,intrinsic
 

lymphocyte
 

cell
 

type
 

1
 

(ILC1)
 

related
 

surface
 

markers,including
 

CD127
 

[(7.97±2.65)%
 

vs.
 

(12.66±2.88)%],CD49a
 

[(8.70±3.90)%
 

vs.
 

(16.49±5.02)%],and
 

TRAIL
 

[(13.77±3.82)%
 

vs.(19.76±3.75)%]
 

increased
 

in
 

NK
 

cells
 

of
 

tumor
 

tissues,and
 

Eomes
 

[(9.20±3.41)%
 

vs.(4.82±1.20)%],a
 

transcription
 

factor
 

of
 

NK
 

cells,decreased
 

in
 

NK
 

cells
 

of
 

tumor
 

tissues.
 

The
 

propor-
tion

 

of
 

ILC1-like
 

cells
 

gradually
 

increased
 

with
 

the
 

progress
 

of
 

TNM
 

stage.Conclusion NK
 

cells
 

in
 

tumor
 

tis-
sues

 

transformed
 

into
 

ILC1-like
 

cells
 

in
 

patients
 

with
 

RCC,and
 

these
 

ILC1-like
 

cells
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

disease
 

progress.
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  肾细胞癌(renal
 

cell
 

carcinoma,RCC)是泌尿外

科常见恶性肿瘤,其发病率位居泌尿生殖系统肿瘤第
2位[1-4]。关于RCC的发病机制至今尚未完全阐明,
目前普遍认为其发生、发展的过程与机体的免疫功能
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有着密切的联系[5]。固有淋巴细胞(innate
 

lymphoid
 

cells,ILC)是近年来新发现的参与固有免疫的异质性

淋巴细胞,在免疫系统发挥重要的作用,其中早年发

现的自然杀伤细胞(natural
 

killer
 

cell,NK细胞)和淋

巴组织诱导细胞也被纳入这一新的细胞类群当中。
根据固有淋巴细胞分泌的细胞因子可将其分为三大

群,1类ILC以分泌干扰素(IFN)-γ为标志,包括NK
细胞和ILC1;2类ILC以产生白细胞介素(IL)-5、IL-
9、IL-13等细胞因子为标志;3类ILC则由淋巴组织

诱导细胞和ILC3组成,以产生IL-17、IL-22为 标

志[6-8]。免疫细胞在疾病的进展过程中会发生不同亚

群间的转换,即为免疫细胞的可塑性。学者研究发现

不同的ILC细胞亚群也可发生转换,说明其存在可塑

性。有研究表明,肿瘤中 NK细胞可转换形成ILC1
样细胞,降低其杀伤效应,促进肿瘤的进展[9]。而NK
细胞这种可塑性在RCC中尚少有报道。因此,本研

究采用流式细胞术对RCC患者癌组织和癌旁组织中

NK细胞进行检测和分析,探索 NK 细胞可塑性与

RCC之间的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2017年1月至2019年12月重庆医科大学

附属第二医院收治的
 

30例RCC患者,其中男18例、
女12例,年龄30~80岁,临床分期Ⅰ期10例、Ⅱ期

12例、Ⅲ期6例、Ⅳ期2例。其中,Ⅰ~Ⅲ期患者均行

RCC根治术治疗,而Ⅳ期患者行姑息性减瘤手术治

疗。本研究纳入患者治疗前血常规、肝功能及肾功能

均正常,且无自身免疫性疾病,无急、慢性炎性反应,
不伴有其他原发性恶性肿瘤。纳入患者手术前未使

用任何放化疗及靶向免疫治疗。本研究经重庆医科

大学附属第二医院伦理委员会批准同意[科伦预审

(2018)134号]。单克隆流式抗体购自美国BD公司,
胶原酶购自美国Sigma

 

Ⅳ-Aldrich上海公司,DNA
酶购自上海生物生工公司。

1.2 方法

将获得的RCC癌组织和癌旁组织置于10
 

cm培

养皿中,用无菌磷酸盐缓冲液(PBS)清洗两遍。弃上

清液,将组织置于200目膜之上,使用5
 

mL注射器活

塞末端研磨后加入常温Ficoll淋巴细胞分离液。研

磨后的组织碎片经1%胶原酶和50
 

μg/mL
 

DNA酶

在37
 

℃水浴箱中消化1
 

h。再经常温Ficoll淋巴细

胞分离液进行密度梯度离心,获得组织淋巴细胞。调

整组织细胞浓度为l×106 个/mL,每管取100
 

μL,按
试剂说明加入适量体积荧光标记的BD公司单克隆流

式抗体:利用 CD45、CD3、CD56检测 NK 细胞的频

数,并 同 时 检 测 NK 细 胞 上ILC 相 关 细 胞 标 志

CRTH2、CD117、NKp44、CD49a、CD127、TRAIL及

Eomes的表达。使用IgG作为阴性对照。外标抗体

(CRTH2、CD117、NKp44、CD49a、CD127、TRAIL)在
4

 

℃染色30
 

min。将外标完成后的细胞悬液弃上清

液后,加入2%多聚甲醛(PFA)细胞固定液,避光4
 

℃
固定,加细胞穿膜液(0.1%)后离心,弃上清液,按试

剂说明书加入内标(Eomes)流式抗体,避光4
 

℃、共
孵育2

 

h。流式缓冲液洗涤后,用BD
 

CantoⅡ流式仪

(美国)检测,并用 FlowjoV10流式软件 分 析 流 式

数据。
1.3 统计学处理

统计学软件 Graphpad
 

Prism8.3.0进行数据处

理分析,正态分布的计量资料以x±s表示,组间比较

采用配对t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 组织浸润的NK细胞频数规律分布

组织浸润CD45+CD3-CD56+的NK细胞圈门策

略见图1A。流式细胞术分别检测30例RCC患者癌

组织及癌旁组织中 NK 细胞的比例。与癌旁组织

(8.53±3.00)%相 比,癌 组 织 中 NK 细 胞 的 比 例

(14.43±3.96)%明显上调(P<0.001,图1B)。

  A:肾脏组织
 

NK细胞圈门策略;B:比较RCC患者癌组织及癌旁

组织中NK细胞频数。ANT:癌旁组织;a:P<0.001。

图1  RCC癌组织及癌旁组织中NK细胞的频数比较

2.2 RCC浸润的NK细胞具有ILC1细胞样特性

流式进一步检测RCC患者癌组织及癌旁组织中

NK细 胞 上ILC
 

相 关 细 胞 标 志 CD127、CRTH2、
CD117、NKp44、CD49a、Eomes及 TRAIL,见 图2。
与癌旁组织相比,癌组织中NK细胞高表达ILC1细胞

标志CD127[(7.97±2.65)%
 

vs.
 

(12.66±2.88)%,
P<0.001]、CD49a[(8.70±3.90)%

 

vs.
 

(16.49±
5.02)%,P<0.001]、TRAIL[(13.77±3.82)%

 

vs.
 

(19.76±3.75)%,P<0.001],低表达NK细胞固有的

转录因子Eomes[(9.20±3.41)
 

vs.
 

(4.82±1.20)%,
P<0.001]。而 ILC2 相 关 的 细 胞 标 志 CRTH
[(0.46±0.16)%

 

vs.
 

(0.46±0.19)%,P>0.05],
ILC3相关的细胞标志 NKp44[(0.41±0.12)%

 

vs.
 

(0.40±0.16)%,P>0.05]及 NK细胞受体CD117
[(0.47±0.17)%

 

vs.
 

(0.42±0.20)%,P>0.05]并
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  ANT:癌旁组织;a:P<0.001。

图2  RCC患者癌组织及癌旁组织中NK细胞上ILC1
 

相关细胞标志的表达比较

无明显变化。
2.3 ILC1样细胞与临床相关性分析

根据肿瘤特性、淋巴结范围、是否远处转移采用

TNM分期,将纳入研究的30例RCC患者分为Ⅰ期、
Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期,比较不同分期患者ILC1样细胞的

频数分布,见图3。临床分期在Ⅲ~Ⅳ期的RCC患者

癌组织中ILC1样细胞的比例明显高于Ⅰ~Ⅱ期的

RCC患者[(16.84±2.55)%
 

vs.(12.03±3.67)%,
P<0.001,图3]。

  a:P<0.001。

图3  RCC患者不同分期癌组织中ILC1样细胞比例比较

3 讨  论

  RCC是最常见的肾脏恶性肿瘤,其发病率和病死

率仅次于膀胱癌,并且呈逐年上升的趋势,是影响居

民健康的主要肿瘤之一。目前临床诊断出RCC时,
已经有1/4~1/3的患者出现转移病灶,而转移患者

的中位生存期只有8~12个月,5年的生存率不足

10%[1-3]。晚期RCC对放疗、化疗、内分泌治疗等多

种治疗手段均不敏感,所以有必要寻找新的治疗方

式。RCC因其具有较高的自发消退率及存在大量组

织浸润淋巴细胞,是少数的具有较强免疫原性的肿

瘤[6]。研究RCC免疫功能及其免疫细胞状态发生变

化的机制,对寻求解决免疫治疗的方法有着重要的参

考价值[10-12]。目前对固有免疫细胞在肿瘤中的大多

数研究尚处在探索阶段,对于RCC
 

NK细胞的研究,
则主要集中在其表面受体的变化上[13]。本研究初步

探索NK细胞在RCC中的可塑性,以期为固有免疫

应用于RCC的临床治疗提供初步的实验数据。
NK细胞与ILC1属于ILCs家族第一类亚群,他

们均能分泌IFN-γ,但两者之间仍存在较大差异。
NK细胞具有杀伤功能,在抗病毒及抗肿瘤中发挥重

要作用。ILC1虽然也能分泌IFN-γ,但其细胞毒性较

低,以发挥辅助作用为主;ILC1严格依赖 T-bet,而
NK细胞在T-bet缺失小鼠中仍然存在[14];NK细胞

发育依赖转录因子Eomes,而ILC1在无Eomes表达

时仍然正常发育。因此,Eomes常被认为是NK细胞

的特征性转录因子。ILC1常与NK细胞具有某些共

同的表面标志物,但又有不同的表型特点,如小鼠NK
细胞与ILC1均表达NK1.1和NKp46等;人ILC1表

达CD49a、TRAIL和CD127,而NK细胞不表达[15]。
本研究将癌组织与癌旁组织进行对比,探讨NK可塑

性与RCC之间的关系。结果表明,与癌旁组织相比,
癌组织中 NK细胞的比例明显上调,且高表达ILC1
细胞标志物CD127、CD49a、TRAIL,低表达NK细胞

固有的转录因子Eomes。提示肿瘤组织中 NK细胞
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特性 发 生 了 变 化,转 换 为 ILC1 样 细 胞,这 与

CORTEZ等[9]研究观点一致。本研究同时还分析

ILC1样细胞与RCC患者临床特征的关系,发现ILC1
样细胞与RCC临床分期密切相关,提示ILC1样细胞

亚群可促进肿瘤的发展。
综上所述,RCC中存在NK细胞向ILC1样细胞

转换现象。ILC1样细胞的富集与患者肿瘤分期情况

密切相关,提示患者抗肿瘤的免疫功能存在缺陷。目

前细胞可塑性研究尚处于初步阶段,主要集中在干细

胞分化与调控,关于免疫细胞可塑性报道较少。本研

究通过对NK细胞可塑性研究,发现其在肿瘤中新的

转换方式,将为肿瘤的免疫治疗提供重要理论依据。
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