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沙利度胺对白血病细胞 NKG2D 配体表达 

及 NK 细胞杀伤敏感性的影响

邓黎黎，张岩，张壮苗，梅瑜，颜榕辛，罗伟，李洪芳

(三亚市人民医院血液肿瘤内科，海南 三亚 572000)

[摘　要]	 目的：探究沙利度胺对白血病细胞自然杀伤细胞及活性受体D(natural  ki l ler  cel l  group 2 member 

D，NKG2D)配体表达及自然杀伤细胞(natural  k i l ler，NK)杀伤敏感性的影响。方法：取对数生

长期白血病细胞株H L - 6 0、K 5 6 2细胞，以不同浓度沙利度胺作用4 8  h，并设置未经沙利度胺处

理的细胞为对照组，采用细胞计数实验(cel l  counting kit-8，CCK-8)检测沙利度胺对细胞的半抑

制浓度(half-inhibitor y concentration，IC50)，实时荧光定量聚合酶链反应(real-time f luorescence 

quantitative polymerase chain reaction，RT-PCR)和流式细胞术检测细胞NKG2D配体[MHC-I类链相

关分子A(major histocompatibility complex class I chain-related protein A，MICA)、MICB]及人巨细

胞病毒UL16蛋白的结合蛋白(UL16-binding proteins，ULBPs：ULBP1、ULBP2、ULBP3)]表达情

况，乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)释放法检测沙利度胺对NK-92MI细胞的杀伤效率。 

结果：沙利度胺干预HL -60、K562细胞，IC50分别为30.06、31.95 μg/mL，且随着沙利度胺浓度

的升高，抑制作用越明显；与对照组比较，沙利度胺组MICB、ULBP1、ULBP2基因mRNA水平明

显升高(P<0.05)，但MICA和ULBP3 mRNA水平无明显变化(P>0.05)；与对照组比较，沙利度胺组

MICB、ULBP1、ULBP2表达明显升高(P<0.05)，但MICA和ULBP3表达无明显变化(P>0.05)；效

靶比分别为1:1、5:1、10:1时，与对照组比较，沙利度胺组NK-92MI对细胞的杀伤效率明显升高

(P<0.05)。结论：沙利度胺可能通过提高NKG2D配体MICB、ULBP1、ULBP2表达，提高HL -60、

K562细胞对NK-92MI的杀伤敏感性。

[关键词]	 沙利度胺；急性白血病；自然杀伤细胞；NKG2D配体；杀伤敏感性
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Abstract Objective: To explore the effects of thalidomide on the expression of natural-killer group 2 member D (NKG2D) 
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急 性 白 血 病 是 造 血 干 细 胞 的 恶 性 克 隆 性 疾

病，尽管现代诱导化疗、异体造血干细胞疗法不

断发展，患者预后也不断改善，但仍存在较多限

制因素 [ 1 ]。近年来，随着对白血病免疫发病机制

研究的深入，免疫治疗已经成为白血病治疗的研

究热点，尤其是清除微小残留病灶方面 [ 2 ]。自然

杀伤(n at u ra l  k i l l e r，N K )细胞是先天性免疫系统

的重要组成部分，是机体抗感染免疫、抗肿瘤免

疫及清除非己细胞的第一道防线 [3]。NK细胞不仅

可用于肿瘤的过继免疫治疗，而且还可作为干细

胞/骨髓移植的辅助疗法，用于消除微残留，减少

复发 [4-5]。自然杀伤细胞表面活化性受体D(natural 
ki l ler cel l  group 2 member D，NKG2D)是NK细胞

表面的主要活化性受体，可直接识别肿瘤细胞表

面表达的配体分子，进而激活或协同刺激免疫效

应细胞，从而发挥对肿瘤细胞的杀伤作用 [ 6 ]。沙

利度胺起初被广泛用作镇静药物，后因会引起畸

胎而禁用，随后研究 [ 7 ]发现：沙利度胺具有免疫

调节、抗血管生成和 T 细胞调节作用，可用于抗

肿瘤治疗。但沙利度胺是否可通过NK细胞免疫应

答途径，抑制白血病细胞尚未有报道。本研究观

察沙利度胺对白血病细胞NKG2D配体表达及其对

N K细胞杀伤敏感性的影响，为同种异体N K细胞

对白血病的免疫治疗提供新的思路。

1  材料与方法

1.1  细胞来源

白血病细胞株HL -60、K562细胞及NK细胞株

NK-92MI细胞购于中国科学院上海细胞库。

1.2  药品与主要试剂

沙 利 度 胺 购 于 常 州 制 药 厂 有 限 公 司 ， 国

药 准 字 H 3 2 0 2 6 1 2 9 ； 胎 牛 血 清 、 洛 斯 维 · 帕 克

纪念研究所 ( R o s w e l l  Pa r k  Me m o r i a l  In s t i t u t e ，

R P M I ) 1 6 4 0 培 养 基 、 含 有 E a r l e ’ s 平 衡 盐 的 最 低

必需培养液 ( E a g l e ’ s  m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m 
w i t h  E a r l e ’ s  b a l a n c e d  s a l t s ， M E M - E B S S ) 培 养

基 购 于 美 国 G i b c o 公 司 ； T R I z o l 试 剂 购 于 美 国

S i g m a 公 司 ； 反 转 录 试 剂 盒 、 实 时 荧 光 定 量 聚

合酶链反应 (r e a l - t i m e  f l u o r e s c e n c e  q u a n t i t a t i v e 
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ， RT- P C R ) 试 剂 盒 购

于美国 I n v i t r o g e n 公司；抗 M H C  I 类链相关蛋白

A(major  histocompatibi l i t y  complex class  I  chain-
related protein A，MICA)抗体、抗MHC I类链相

关蛋白B(major histocompatibi l i t y  complex class  I 
chain-related protein B，MICB)抗体、抗UL16结合

蛋白1(UL16-binding protein1，ULBP1)抗体、抗

ULBP2抗体、抗ULBP3抗体购于美国BD公司。

ligands in leukemia cells and cytotoxicity sensitivity of natural killer cell (NK). Methods: The leukemia cell lines 

HL-60 and K562 cells in logarithmic growth phase were collected and treated with different concentrations of 

thalidomide for 48 h. The cells without thalidomide treatment were collected as control group. The half-inhibitory 

concentration (IC50) of thalidomide on cells was detected by cell counting kit-8 (CCK-8). The expressions of 

NKG2D ligands [major histocompatibility complex class I chain-related protein A (MICA), MICB], UL16-

binding proteins (ULBPs: ULBP1, ULBP2, ULBP3) were detected by real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction (RT-PCR) and flow cytometry. The cytotoxicity efficiency of thalidomide on NK-92MI 

cells was detected by lactate dehydrogenase (LDH) release method. Results: IC50 values for HL-60 and K562 

cells were 30.06 and 31.95 μg/mL, respectively. With the increase of thalidomide concentration, the inhibitory 

effects were more significant. Compared with the control group, mRNA levels of MICB, ULBP1 and ULBP2 genes 

were significantly increased in the thalidomide group (P<0.05), but there was no significant change in mRNA 

levels of MICA and ULBP3 (P>0.05). Compared with the control group, expressions of MICB, ULBP1 and 

ULBP2 were significantly increased in the thalidomide group (P<0.05), but there was no significant change in the 

expression of MICA and ULBP3 (P>0.05). Themultiplicity of infection values were 1:1, 5:1 and 10:1, respectively. 

Compared with the control group, cytotoxicity efficiency of NK-92MI on cells was significantly increased in 

thalidomide group (P<0.05). Conclusion: Thalidomide may improve the cytotoxicity sensitivity of HL-60 and 

K562 cells to NK-92MI by increasing the expressions of NKG2D ligands (MICB, ULBP1, ULBP2).

Keywords thalidomide; acute leukemia; natural killer cell; NKG2D ligand; cytotoxicity sensitivity
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1.3  方法

1.3.1  细胞培养与药物处理

将白血病细胞株HL -60、K562细胞以含有10%
胎牛血清的 R P M I 1 6 4 0 培养基， N K - 9 2 M I 细胞以

ME M-EBSS培养基，分别置于37 ℃、5%CO 2条件

下培养，待细胞融合至 8 0 % 以上时，进行传代培

养。以5、10、15、20、25、30、50、100 μg/mL
沙利度胺处理细胞，并设置未经沙利度胺处理的

细胞为对照组。

1.3.2  细胞计数实验检测细胞增殖

取对数生长期细胞接种于9 6孔板，沙利度胺

处理细胞 4 8  h ，每孔加入 2 0  μ L  C C K - 8 试剂，继

续孵育 4  h ，于 4 5 0  n m 波长下测定各孔吸光度值 
(A值)，绘制细胞增殖曲线，计算沙利度胺对细胞

的半抑制浓度(IC50)、细胞抑制率=[(A对照−A实验)/
A对照]×100%。

1.3.3  RT-PCR 法检测 NKG2D 配体水平

收 集 各 组 细 胞 ， 添 加 T R I z o l 试 剂 裂 解 细

胞 ， 经 氯 仿 - 异 丙 醇 体 系 提 取 总 R N A ， 再 经 反

转 录 试 剂 盒 合 成 c D N A 链 ， 以 此 为 模 板 进 行 RT-
P C R，引物序列见表1。反应条件：9 5  ℃预变性

5  m i n ， 9 5  ℃变性 1 5  s ， 6 0  ℃退火 3 0  s ，共 4 0 个

循环。以三磷酸 - 甘油醛脱氢酶 ( g l y c e r a l d e h y d e -
3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e ， G A P D H ) 为 内

参 ， 应 用 2 −∆∆C t公 式 ， 计 算 N K G 2 D 配 体 M I C A 、
M I C B 、 U L B P 1 、 U L B P 2 、 U L B P 3 基 因 的 m R N A
水平。

1.3.4  流式细胞术检测 NKG2D 配体表达

收 集 各 组 细 胞 ， 加 入 流 式 抗 体 ( 抗 M I C A 抗

体、抗 M I C B 抗体、抗 U L B P 1 抗体、抗 U L B P 2 抗

体、抗ULBP3抗体)，在4 ℃下避光孵育30 min，上

流式细胞仪分析阳性细胞数，计算百分率。

1.3.5  乳酸脱氢酶释放法检测杀伤效率

收集各组细胞接种于9 6孔板，以不同效靶比

(1:1、5:1、10:1)分别加入效应细胞NK-92MI，再

设置靶细胞自发释放孔、最大释放孔、培养基背

景孔及体积校正孔，继续培养4 h，离心后小心吸

取上清于酶标分析板，加入底物，室温下避光孵

育30 min，于450 nm处检测各孔吸光度值，计算

NK-92MI对HL -60、K562细胞的杀伤效率。

1.4  统计学处理

采用S P S S  1 8 . 0软件分析数据。数据以均数±

标准差 ( x± s) 表示，两组均数比较采用 t 检验。以
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  沙利度胺对 HL-60、K562 细胞增殖的影响

CCK-8检测沙利度胺干预HL -60、K562细胞后

细胞的增殖情况，通过线性回归方程计算，IC50
分别是29.69、31.59 μg/mL，且随着沙利度胺浓度

的升高，抑制作用越明显(表2)。选取后续实验剂

量为5 μg/mL。

表1 基因引物序列

Table 1 Primer sequences of genes 

基因 引物序列

MICA 正向：CCACACAGCTCGGATTTCAG

反向：TTTGCAGCCTCCAACAACAA

MICB 正向：CAGGATGTGGGCAAACTCAC

反向：GGTGAAGAAGGAGTCAGCT

ULBP1 正向：GCCTGTCTACTCACCACTGA

反向：TCTCCCATTAGCACCGACAA

ULBP2 正向：TGAGGACTTCTTGATGGGCA

反向：AGACAGAAGGGCGGAGTTG

ULBP3 正向：CGTGGATCTTGGCAGTTCAG

反向：AGCCTCGGATTCCTGTGCAT

GAPDH 正向：ACGACCACTTGGTCAAGCTC

反向：GTGAGGAGGGGAGATTCAG

表2 沙利度胺对HL-60、K562细胞增殖的影响

Table 2 Effects of thalidomide on the proliferation of  

HL-60 and K562 cells

组别
细胞抑制率/%

HL-60细胞 K562细胞

对照组 0.00±0.00 0.00±0.00

沙利度胺组

5 μg/mL 16.12±2.25 14.86±1.85

10 μg/mL 26.74±4.21 25.11±3.21

15 μg/mL 39.25±5.38 37.84±4.60

20 μg/mL 48.32±4.94 46.20±4.23

25 μg/mL 64.78±5.83 63.37±5.37

30 μg/mL 69.62±5.54 69.15±5.62

50 μg/mL 80.26±7.36 78.42±6.28

100 μg/mL 94.20±7.85 90.27±6.68
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2.2  沙利度胺对 NKG2D 配体 mRNA 水平的影响

RT-PCR检测沙利度胺对NKG2D配体mRNA水

平的影响，结果显示：与对照组比较，沙利度胺

组M ICB、ULBP1、ULBP2基因mRNA水平明显升

高(HL -60细胞：t=8.980、4.364、6.713，P<0.05；

K562细胞：t=6.775、4.190、7.492，P<0.05)，但

MICA和ULBP3 mRNA水平无明显变化(P>0.05；图

1，表3)。

2.3  沙利度胺对 NKG2D 配体表达的影响

流式细胞术检测沙利度胺对细胞表面NKG2D
配体表达的影响，结果显示：与对照组比较，沙

利度胺组 M I C B 、 U L B P 1 、 U L B P 2 表达明显升高

(HL -60细胞： t=7.629、7.281、7.859，P<0.05；

K562细胞：t=7.980、9.856、7.241，P<0.05)，但

MICA和ULBP3表达无明显变化(P>0.05，表4)。

2.4  沙利度胺对细胞杀伤效率的影响

L D H释放法检测沙利度胺对细胞杀伤效率的

影响，结果显示：效靶比分别为 1 : 1 、 5 : 1 、 1 0 : 1
时 ， 与 对 照 组 比 较 ， 沙 利 度 胺 组 N K - 9 2 M I 对 细

胞的杀伤效率明显升高 ( H L - 6 0 细胞： t = 6 . 3 7 7 、

6 . 6 6 4 、 4 . 2 7 8 ， P < 0 . 0 5 ； K 5 6 2 细胞： t = 5 . 7 7 7 、

5.853、5.011，P<0.05，表5)。

图1 MICA PCR产物溶解曲线图

Figure 1 Dissolution curves of MICA PCR products

表3 沙利度胺对NKG2D配体mRNA水平的影响

Table 3 Effects of thalidomide on mRNA levels of NKG2D ligand

NKG2D配体
HL-60细胞 K562细胞

对照组 沙利度胺组 对照组 沙利度胺组

MICA 0.73±0.19 0.81±0.22 0.65±0.16 0.70±0.18

MICB 0.78±0.17 2.13±0.29* 0.71±0.20 1.68±0.25*

ULBP1 1.63±0.32 2.57±0.36* 1.37±0.27 2.29±0.41*

ULBP2 0.52±0.11 1.34±0.25* 0.63±0.15 1.55±0.23*

ULBP3 1.22±0.21 1.43±0.27 1.16±0.17 1.32±0.24

与对照组比较，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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表4 沙利度胺对NKG2D配体表达的影响

Table 4 Effects of thalidomide on expressions of NKG2D ligand

NKG2D配体
HL-60细胞 K562细胞

对照组 沙利度胺组 对照组 沙利度胺组

MICA 2.23±0.25 2.51±0.28 2.54±0.22 2.62±0.26

MICB 3.27±0.32 7.54±1.21* 3.18±0.35 7.13±1.05*

ULBP1 4.56±0.40 9.27±1.39* 4.67±0.43 10.58±1.27*

ULBP2 5.48±0.49 12.24±1.86* 5.52±0.45 11.34±1.74*

ULBP3 3.62±0.34 3.93±0.46 3.49±0.32 3.85±0.41

与对照组比较，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.

表5 沙利度胺对细胞杀伤效率的影响

Table 5 Effects of thalidomide on cytotoxicity efficiency

效靶比
HL-60细胞杀伤效率/% K562细胞杀伤效率/%

对照组 沙利度胺组 对照组 沙利度胺组

1:1 4.32±0.52 11.24±2.37* 4.15±0.55 9.36±1.94*

5:1 18.12±2.61 42.18±7.64* 16.84±2.83 39.57±8.21*

10:1 36.75±5.49 67.76±15.25* 32.93±4.74 62.41±12.27*

与对照组比较，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.

3  讨论

提高抗白血病免疫效应，清除残余肿瘤细胞，

是进一步提高白血病长期疗效的重要策略，其中抗

肿瘤免疫的第一道防线——非特异性免疫，已成为

免疫治疗的研究热点[8-9]。NK细胞具有无肿瘤抗原

特异性和MHC限制性的特点，作为生物治疗的新

手段越来越受到关注，如何提高NK细胞杀瘤的敏

感性及杀瘤的特异性是关键所在[10]。

N K 细 胞 功 能 的 发 挥 由 其 细 胞 表 面 活 化 性

受 体 和 抑 制 性 受 体 所 传 递 的 信 号 共 同 决 定 。

N KG 2 D除表达于所有的N K细胞上外，在未受刺

激的外周血CD 8 + T细胞、γδ T细胞以及肠上皮内
γδ T 细胞、活化的巨噬细胞表面均有表达，包括

MICA、MICB、ULBPI、ULBP2、ULBP3 [11]。大

量研究 [12-13]表明：NKG2D与其配体的交联可触发

N K细胞的细胞毒性，且靶细胞上N KG 2 D配体的

表 达 水 平 几 乎 决 定 了 机 体 N K 细 胞 免 疫 应 答 的 强

弱。肿瘤细胞的表面M H C  I类分子产生减少，无

法被抑制性受体识别，导致负调节信号中断，故

N K 细 胞 处 于 激 活 状 态 而 杀 伤 上 述 靶 细 胞 ； 然 而

部分肿瘤细胞即使表达MHCI类分子，仍可被NK
细 胞 识 别 ， 这 是 因 为 其 同 时 表 达 N K G 2 D 配 体 ，

激 活 N K 细 胞 “ 识 别 异 我 ” 功 能 ， 防 止 肿 瘤 细 胞

免疫逃逸 [ 1 4 ]。因此，提高肿瘤细胞 N KG 2 D 配体

的数量与密度是有效激活机体抗肿瘤免疫反应的

重 要 方 式 。 M c c a r t h y 等 [ 1 5 ]研 究 显 示 ： 异 丙 肌 苷

可 诱 导 N K G 2 D 配 体 表 达 ， 发 挥 免 疫 调 节 活 性 。

C h e n 等 [ 1 6 ]报道显示：黄芪甲苷 I I I 可能通过上调

N K 细 胞 的 免 疫 应 答 发 挥 抗 肿 瘤 作 用 ， 这 与 提 高

NKG2D配体及干扰素γ表达有关。

目 前 已 有 大 量 关 于 沙 利 度 胺 及 其 类 似 物 的

抗肿瘤作用研究报道，Gu o等 [ 1 7 ]通过异种移植小

鼠模型，发现沙利度胺可抑制促血管生成因子血

管生成素的表达，从而阻滞血管内皮瘤的进展。 
Wang等 [18]将对数期4T1细胞注入乳腺脂肪组织构

建乳腺肿瘤模型，结果显示：沙利度胺可减少M2
型肿瘤相关巨噬细胞的聚集和浸润，从而抑制乳

腺肿瘤的生长。近期研究 [19]显示：沙利度胺可通

过诱导NK细胞功能成熟，从而抑制癌细胞的肺转
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移 。 但 沙 利 度 胺 是 否 可 通 过 N K 细 胞 免 疫 应 答 途

径，抑制白血病细胞尚未有报道。本研究中沙利

度胺对白血病细胞株HL -60、K562细胞均有抑制作

用，提示沙利度胺在白血病中发挥抗肿瘤作用。

采用HL -60、K562细胞与NK-92MI细胞共培养，观

察沙利度胺处理前后NK-92MI对HL -60、K562细胞

杀伤效率的变化，发现沙利度胺可激活NK细胞对

HL -60、K562细胞的杀伤活性，抑制其增殖。进一

步检测细胞内NKG2D配体表达情况，结果显示：

沙利度胺可促进HL -60、K562细胞中NKG2D配体

MICB、ULBP1、ULBP2的表达，促进NKG2D与配

体结合，从而增强NK细胞的免疫应答。

综 上 所 述 ， 沙 利 度 胺 可 能 通 过 上 调 N K G 2 D
配体MICB、ULBP1、ULBP2表达来提高HL -60、

K562细胞对NK-92MI的杀伤敏感性，这可能是沙

利度胺抑制白血病细胞增殖的作用机制，提示沙

利度胺是白血病的潜在治疗药物，但沙利度胺是

否还存在其他作用途径，还有待深入分析。
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