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NSCLC患者外周血自然细胞毒性受体NKp46，NKp30，
NKG2A和NKG2D表达水平及临床价值研究

李雅楠 a，杨会涛 a，谷 贺 b，李 进 b（河北中医药大学附属石家庄平安医院 a.检验科；b.肿瘤科，石家庄 050021）

摘  要：目的 探究非小细胞肺癌（NSCLC）患者外周血自然细胞毒性受体（NCR）NKp46，NKp30，NKG2A和NKG2D的

表达水平及其临床价值。方法 选取河北中医药大学附属石家庄平安医院2021年10月～2022年8月收治的NSCLC患

者50例作为研究组（NSCLC组），另选取同期健康体检者20例作为对照组。收集外周静脉血标本，采用流式细胞仪检测

NKp46，NKp30，NKG2A和NKG2D在NK细胞表面的表达阳性率。收集患者临床资料，采用单因素方差分析 /t检验分

析NKp46，NKp30，NKG2A和NKG2D的表达阳性率与病理类型、TNM分期、生存时间的相关性。结果 与对照组相比，

NSCLC组外周血自然细胞毒性受体NKp46表达阳性率显著升高（42.09%±18.55% vs 25.92%±14.03%），差异具有统计学

意义（t=3.511，P＜0.01）；NKG2A，NKG2D和NKp30在两组之间的表达阳性率比较，差异无统计学意义（t=0.447，0.536，
1.941，均P＞0.05）。对NK细胞进行亚群分析，与对照组相比，NSCLC组CD56brightCD16+ NK亚群比例显著升高（3.76%± 
1.91% vs 2.42%±0.85%），差异具有统计学意义（t=3.017，P＜0.01）；NKp46在CD56brightCD16+ NK亚群和CD56dimCD16+ NK
亚群的表达阳性率均显著升高（59.64%±21.12% vs 43.91%±16.04%，51.32%±19.84% vs 38.69%±15.12%），差异具有统

计学意义（t=2.999，2.562，均P＜0.01）。NKp46，NKp30，NKG2A和NKG2D在肺鳞癌和肺腺癌的表达阳性率比较，差异无

统计学意义（t=0.188～0.600，均P＞0.05）；NKp46在NSCLC组外周血NK细胞的表达阳性率随TNM分期进展而逐渐降低，

但差异无统计学意义（F=2.381，P=0.10）；与生存期≤12个月患者相比，NKp46在生存期＞12个月患者的表达阳性率显著

升高（49.77%±17.52% vs 36.71%±15.41%），差异具有统计学意义（t=2.716，P＜0.01）。结论 NKp46在NSCLC患者外周

血NK细胞的表达阳性率升高，主要集中在CD56dimCD16+ NK亚群和CD56brightCD16+ NK亚群。NKp46的表达与NSCLC
生存期有关，与病理类型无关。外周血自然细胞毒性受体NKp46可作为NSCLC诊断和预后评估的潜在标志物。
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Expression Levels of NKp46, NKp30, NKG2A and NKG2D on Natural 
Cytotoxicity Receptor in Peripheral Blood of NSCLC Patients and  

Its Clinical Diagnostic Value
LI Ya’nana，YANG Huitaoa，GU Heb，LI Jinb ( a. Department of Clinical Laboratory；b. Department of Oncology，  

Affiliated Shijiazhuang Ping’an Hospital of Hebei University of Chinese Medicine, Shijiazhuang 050021, China)
Abstract：Objective To analyze the expression levels of natural cytotoxicity receptor (NCR) NKp46, NKp30, NKG2A and 
NKG2D in peripheral blood of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients and its clinical diagnostic value. Methods  A total of 
50 NSCLC patients admitted to Affiliated Shijiazhuang Ping’an Hospital of Hebei University of Chinese Medicine from October 
2021 to August 2022 were selected as the study group (NSCLC group). Meanwhile, 20 healthy individuals who underwent 
physical examinations during the same period were selected as the control group. Peripheral blood samples were collected and 
the positive expression rate of NKp4, NKp30, NKG2A and NKG2D on NK cell surface was detected by flow cytometry. Clinical 
data from patients was collected and the correlation between the positive expression rate of NKp46, NKp30, NKG2A and 
NKG2D and pathological type, TNM staging and survival time were analyzed by One-way ANOVA/t test. Results  Compared to 
control group, the positive expression rate of NKp46 on NK cells in peripheral blood of NSCLC patients were significantly 
elevated (42.09%±18.55% vs 25.92%±14.03%), the difference was statistically significant (t=3.511, P ＜ 0.01). Comparison of 
the positive expression rates of NKG2A, NKG2D and NKp30 between the two groups and the differences were not statisticany 
significant (t=0.447，0.536，1.941，all P ＞ 0.05). Subgroup analysis of NK cells revealed a significant increase in the 
proportion of CD56brightCD16+ NK subgroups in NSCLC group compared to control group (3.76%±1.91% vs 2.42%±0.85%), 
the difference was statistically significant (t=3.017, P ＜ 0.01). The positive expression rate of NKp46 in the CD56brightCD16+ 
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NK subgroup and CD56dimCD16+ NK subgroup significantly increased（59.64%±21.12% vs 43.91%±16.04%，51.32%± 
19.84% vs 38.69%±15.12%）, the differences were statistically significant (t=2.999, 2.562, all P ＜ 0.01). There was no 
significant difference in the positive expression rate of NKp46, NKG2A, NKG2D and NKp30 among squamous cell carcinoma 
and adenocarcinoma in lung (t=0.188 ～ 0.600, all P ＞ 0.05). As TNM progresses, the positive expression rate of NKp46 on 
peripheral blood NK cells in NSCLC patients decreases, but the trend is of no statistical difference (F=2.381, P=0.10). Compared 
to patients with survival period ≤ 12 months, the positive expression rate of NKp46 in patients with survival period > 12 months 
was significantly higher (49.77%±17.52% vs 36.71%±15.41%), the difference was statistically significant (t=2.716, P ＜ 0.01). 
Conclusion The positive expression rate of NKp46 in peripheral blood NK cells of NSCLC patients is increased, mainly in the 
CD56dimCD16+ NK subgroup and CD56brightCD16+ NK subgroup. The expression of NKp46 is related to the survival time of 
NSCLC patients, but not to the pathological type. Peripheral blood NCR NKp46 can serve as a potential biomarker for the 
diagnosis and prognostic evaluation of NSCLC.
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在我国，肺癌的发病率和死亡率均位居恶性

肿瘤的首位 [1]。其中，非小细胞肺癌（non-small cell 
lung cancer，NSCLC）是肺癌的主要类型，约占全部

肺癌的85%[2]。在临床上，多数NSCLC患者就诊

时已处于肿瘤中晚期，五年生存率低 [3]，如何提高

NSCLC患者生存期、改善生存质量成为研究的热点

与难点。随着肿瘤免疫微环境的深入研究和免疫检

查点抑制剂的广泛使用，如今NSCLC已进入免疫治

疗时代 [4]。

先天性免疫系统是人体免疫防御的第一道屏障，

其中固有免疫细胞，如自然杀伤（natural killer，NK）细

胞、单核 -巨噬细胞和树突状细胞等，在抗肿瘤免疫

过程中发挥重要作用。NK细胞占外周血淋巴细胞

的5%～10%，无需抗原预先刺激即能发挥抗感染、抗

肿瘤作用 [5-6]。自然细胞毒性受体（natural cytotoxicity 
receptor，NCR）能够识别并结合靶细胞上的特定分

子，触发NK细胞的杀伤活性或调节功能，是NK细

胞免疫应答中发挥功能的关键分子 [7]。常见的NCR
分为激活型受体，如NKp46，NKp30，NKG2D和抑制

型受体，如NKG2A[8]。然而，外周免疫系统的NK细

胞如何调控细胞表面受体的表达参与NSCLC的抗肿

瘤免疫反应尚无文献报道。本研究以新发NSCLC患

者为研究对象，探究其外周血NCR NKp46，NKp30，
NKG2A和NKG2D的表达情况，以了解NSCLC患者

外周免疫状态，为免疫治疗提供新靶点和新思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取2021年10月～2022年8月就

诊于河北中医药大学附属石家庄平安医院肿瘤学部

的50例新发NSCLC患者作为研究组（NSCLC组）。

纳入标准：①1个月内新发肺占位患者；②符合中华

医学会肿瘤学分会肺癌临床诊疗指南（2021版）肺癌

诊断标准 [9]；③经支气管镜咬检或经皮穿刺肺组织

活检，病理证实为肺部原发肿瘤，且组织病理类型为

NSCLC中的鳞癌或腺癌。排除标准：①有恶性肿瘤

病史；②曾接受肺癌相关手术、化疗、放疗、免疫治

疗、靶向治疗、类固醇激素治疗；③急性及严重播散

性感染性疾病；④自身免疫性疾病；⑤并发其他部位

原发肿瘤者。NSCLC组男性38例，女性12例，年龄

44～85（65.26 ± 9.16）岁；22例为鳞癌，28例为腺癌；

根据TNM分期，T1期9例，T2期18例，T3期8例，T4

期15例；N0-1期13例，N2期20例，N3期17例；M0期

25例，M1期25例。

另选取同期20例健康体检者作为对照组。入

组标准：①年龄18～80岁；②符合SENIEUR协议

指南规定的标准。排除标准：血细胞检测、肝肾功

能、肿瘤标志物、甲状腺功能、抗核抗体谱异常或乙

型肝炎、丙型肝炎、艾滋病、梅毒阳性者。对照组男

性14例，女性6例，年龄42～81（60.60 ± 9.14）岁。

两组在年龄和性别分布上的差异无统计学意义（t/
χ2=1.924，0.269，均P＞0.05）。本研究经石家庄平安

医院医学伦理委员会审核批准（批件号：202112），所
有研究对象均签署知情同意书。

1.2 试剂与仪器 荧光单克隆抗体CD3-PerCP（货号：

552851），CD16-APC-H7（货号：561306），CD56-APC（货号：

555518），NKG2D-BB515（货 号：564566），NKG2A-BV421
（货号：747924），NKp30-PE（货号：558407），NKp46-BV510
（货号：564064），PE标记IgG1 κ同型对照（货号：555749），
BV510标记IgG1 κ同型对照（货号：562946），BV515标记

IgG1 κ同型对照（货号：564416），BV421标记IgG2a κ同

型对照（货号：562439），Brilliant Stain Buffer（货号：563794）
和溶血素（货号：349202）均为美国Becton Dickinson公
司产品；流式细胞仪（美国Becton Dickinson公司，FACS 
Canto Ⅱ）；流式分析软件（BD Diva 8.0.2）。
1.3 方法

1.3.1 样本采集：采集治疗前1天NSCLC组和对照组

空腹外周静脉血2 ml，采用EDTA抗凝，4℃保存待检。

1.3.2 流式检测：检测前，血样恢复至室温，每个流式

管中加入200μl全血样品，分别加入相应流式抗体，

避光孵育15min。加入红细胞裂解液，孵育5min后，

200×g离心5min。弃上清，磷酸盐缓冲溶液重悬细
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胞，洗涤两次后，上机检测。每样本管获取5万个

活细胞。首先，利用前向散射光 /侧向散射光（FSC/
SSC）散点图和FSC-A/FSC-H散点图去除碎片，设置

不规则门圈出淋巴细胞。利用CD3/CD56散点图圈

出NK细胞群，利用CD56/CD16散点图区分NK细

胞 亚 群。 利 用NKp30/SSC，NKp46/SSC，NKG2A/
SSC和NKG2D/SSC散点图，结合同型对照，分别圈

出该受体表达阳性的细胞群，计算受体阳性表达率

=该受体阳性细胞数 /细胞总数×100%。见图1。

图 1 流式散点图

1.4 统计学分析 使用SPSS 24.0分析数据。计量

资料均服从正态分布，以均数±标准差（x ± s）表示，

多组间比较采用One-way ANOVA，两组间比较采用

独立样本 t检验。两组之间的性别分布比较采用卡

方检验。以P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 NCR 在 外 周 血 NK 细 胞 的 表 达 见 表 1。
NSCLC组外周血NCR NKp46的表达阳性率显著

高于对照组，差异具有统计学意义（P＜0.001）；NK-
G2A，NKG2D和NKp30在两组之间的表达阳性率比

较，差异无统计学意义（均P＞0.05）。
表 1 NCR 在 NSCLC 组和对照组外周血 NK 细胞的

表达阳性率（x ± s , %）

表面受体 对照组 (n=20) NSCLC 组 (n=50) t P

NKp46 25.92±14.03 42.09±18.55 3.511 ＜ 0.01

NKp30 38.86±20.62 38.86±18.50 1.941 0.06

NKG2A 28.89±19.37 30.80±14.64 0.447 0.66

NKG2D 46.44±16.03 48.40±16.91 0.536 0.59

2.2 NCR在外周血NK亚群的表达 见表2。利用

CD16和CD56对外周血NK细胞进行亚群检测 [10]，

结果显示NSCLC组CD56brightCD16+ NK亚群的比例

显著高于对照组，差异具有统计学意义（P＜0.01）。
同时，对NKp46，NKp30，NKG2A和NKG2D在NK
细胞亚群的表达阳性率进行比较，结果显示，与对照

组相比，NKp46在NSCLC组CD56brightCD16+ NK细

胞亚群和CD56dimCD16+ NK细胞亚群的表达阳性率

均显著升高，差异具有统计学意义（均P＜0.01）；其

余受体在NK各亚群的表达阳性率差异无统计学意

义（均P＞0.05）。
2.3 外周血NCR的表达与NSCLC病理类型的相关

性 见表3。NSCLC最常见的病理类型为鳞癌和腺

癌。结果显示，NKG2A，NKG2D，NKp30和NKp46
在鳞癌和腺癌患者外周血NK细胞的表达差异无

统计学意义（均P＞0.05）。进一步亚群分析显示，

NKp46在鳞癌和腺癌患者外周血NK各亚群的阳性

表达差异无统计学意义（均P＞0.05）。
2.4 外周血NCR NKp46的表达与NSCLC TNM分

期的相关性 见表4。比较NKp46与NSCLC患者原

发肿瘤情况（tumor，T）、区域淋巴结受累情况（node，N）
和远处转移情况（metastasis，M）的相关性。结果显示，

NKp46在不同T分期、N分期、M分期之间的表达阳

性率差异无统计学意义（均P＞0.05）。随着TNM分

期的进展，NKp46在NSCLC患者外周血NK细胞的

表达阳性率逐渐降低，但差异无统计学意义（P=0.10）。
2.5 外周血NCR的表达与NSCLC生存期的相关

性 见表5。所有患者均于确诊后进行系统随访，随

访时间为12个月。结果显示，在50例NSCLC患者

中，有23例（46.00%）生存期＞12个月。结果显示，

NKp46在生存期＞12个月患者的表达阳性率显著高

于其在生存期≤12个月患者的表达阳性率，差异具

有统计学意义（P＜0.01），其余受体在不同生存期患

者之间的表达阳性率差异无统计学意义（均P＞0.05）。
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表 2 NCR 在 NSCLC 组和对照组外周血 NK 亚群的表达阳性率（x ± s，%）

项目 对照组 (n=20) NSCLC 组 (n=50) t P
CD56brightCD16+NK 细胞亚群 2.42±0.85 3.76±1.91 3.017 ＜ 0.01

NKp46 43.91±16.04 59.64±21.12 2.999 ＜ 0.01

NKp30 49.42±18.18 57.51±21.61 1.476 0.14

NKG2A 32.90±18.83 34.26±15.82 0.309 0.76

NKG2D 58.90±15.98 63.22±15.80 1.031 0.31

CD56brightCD16-NK 细胞亚群 2.93±1.38 2.86±1.97 0.151 0.88

NKp46 81.93±16.53 81.90±16.98 0.005 1.00

NKp30 68.59±13.58 69.21±16.34 0.151 0.88

NKG2A 73.19±15.69 69.88±16.96 0.751 0.46

NKG2D 62.51±15.72 63.28±15.45 0.190 0.85

CD56dimCD16+NK 细胞亚群 70.63±12.14 73.38±11.56 0.887 0.38

NKp46 38.69±15.12 51.32±19.84 2.562 0.01

NKp30 34.84±16.59 44.85±21.73 1.852 0.07

NKG2A 46.54±16.50 49.78±17.17 0.721 0.47

NKG2D 26.26±18.05 28.68±14.71 0.582 0.56

CD56dimCD16-NK 细胞亚群 24.02±12.44 18.85±10.13 1.796 0.08

NKp46 22.70±16.44 30.39±16.97 1.726 0.09

NKp30 27.71±18.32 33.86±16.61 1.360 0.18

NKG2A 48.58±14.98 49.77±15.58 0.293 0.77

NKG2D 31.12±17.16 29.64±16.34 0.290 0.77

表 3 不同病理类型 NSCLC 患者外周血 NCR 的表达阳性率（x ± s，%）

项  目 腺癌 (n=28) 鳞癌 (n=22) t P
NKG2A/NK 细胞 29.69±14.45 32.20±15.08 0.600 0.55

NKG2D/NK 细胞 47.94±15.26 49.90±19.11 0.403 0.69

NKp30/NK 细胞 49.65±18.52 48.53±23.47 0.188 0.85

NKp46/NK 细胞 40.92±17.79 43.58±19.79 0.499 0.62

NKp46/CD56brightCD16+ NK 亚群 57.80±21.42 61.99±20.97 0.693 0.49

NKp46/CD56brightCD16- NK 亚群 81.99±18.37 81.80±15.46 0.040 0.97

NKp46/CD56dimCD16+ NK 亚群 50.33±18.83 52.59±21.44 0.396 0.69

NKp46/CD56dimCD16- NK 亚群 29.33±16.65 31.73±17.67 0.493 0.62

表 4 不同 TNM 分期 NSCLC 患者外周血 NCR NKp46 的表达阳性率（x ± s，%）

分期 阳性表达率 F P 值 分期 阳性表达率 F P
T 分期 T1 44.67±22.68

1.006 0.40

N 分期 N0-1 46.46±23.43

1.697 0.19T2 44.33±15.91 N2 44.84±14.22

T3 44.33±15.91 N3 35.51±18.19

T4 37.68±16.75 TNM 分期 Ⅰ～Ⅱ 59.50±16.05

2.381 0.10M 分期 M0 45.24±18.36
1.208 0.23

Ⅲ 42.64±17.40

M1 38.94±18.56 Ⅳ 38.12±19.06

表 5 不同生存期 NSCLC 患者外周血 NCR 的表达阳性率比较（x ± s，%）

受体种类
生存期

t P
≤ 12 个月 (n=27) ＞ 12 个月 (n=23)

NKp46 36.71±15.41 49.77±17.52 2.716 ＜ 0.01

NKp30 47.26±22.23 51.39±18.81 0.703 0.49

NKG2A 27.02±11.84 35.23±16.53 2.038 0.05

NKG2D 50.53±18.79 46.78±14.54 0.777 0.44

3 讨论

NK细胞起源于共同淋巴祖细胞（CLP），作为固有

淋巴细胞（ILCs）的成员之一，是机体免疫防御的第一

道防线。与T细胞不同，当机体受到病原体感染或发
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生肿瘤时，NK细胞无需预先致敏即能发挥非特异性杀

伤作用，这主要通过其细胞表面受体发挥调节作用 [11]。

根据功能不同，NCR可分为激活型受体和抑制

型受体 [12]。激活型受体包括NKp30，NKp46，NKG2D
等，通常识别被感染细胞或肿瘤细胞表面表达的异常

分子，与相应配体结合后，触发NK细胞的激活信号，

最终导致靶细胞裂解 [8,13]。抑制性受体一般识别正常

细胞表面的自身分子，如组织相容性复合体（MHC） I
类分子，两者结合后，向NK细胞传递抑制性信号，防

止其对正常细胞产生攻击，维持免疫稳态，如杀伤细

胞激活性受体（KIRs），NKG2A等。激活型受体与抑

制型受体之间的动态平衡决定NK细胞对病原体或肿

瘤产生免疫应答或耐受 [14-15]。

研究发现，NK细胞通过识别和消除应激或转化

细胞在肿瘤免疫监视中发挥重要作用，是启动肿瘤循

环免疫的关键 [16]。CD56dimCD16+ NK细胞是外周血

占比最大的NK亚群，可以介导对恶性细胞的连环杀

伤 [17]。NKp46在CD56dimCD16+ NK细胞亚群和CD-
56brightCD16+NK细胞亚群的高表达有助于提高其对肿

瘤细胞的杀伤作用，是机体外周免疫系统对肿瘤产生

免疫应答的表现。作为激活型受体，NKp46既能够

诱导穿孔素释放发挥直接细胞毒作用，又能诱导炎症

因子γ-干扰素（IFN-γ）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

的分泌，发挥间接杀伤作用 [14]。当采用单克隆抗体封

闭NKp46后，NK细胞介导的细胞溶解效应被抑制。

由此可见，NKp46与其配体的结合是NK细胞发挥细

胞毒作用的关键 [13]。此外，体内研究证实NK细胞通

过NKp46介导 IFN-γ产生，进而上调肿瘤组织细胞

外基质蛋白 -纤连蛋白1（FN1）的表达，参与肿瘤结构

重塑，阻止肿瘤转移 [18]。与外周免疫反应相似，在肿

瘤组织中，缺氧和蛋白平衡的打破会诱发内质网应

激，招募NK细胞浸润肿瘤组织，NKp46能够识别从

内质网转移到细胞膜表面的外化钙网蛋白，两者结合

驱动NK细胞激活，促进机体的抗肿瘤反应 [19]。

NSCLC患者外周血NCR NKp46的表达上调可

能参与机体外周免疫系统的抗肿瘤反应。随着病程

进展，NKp46表达呈下降趋势，这可能与外周免疫细

胞耗竭或机体对肿瘤细胞产生免疫耐受有关。同时，

NKp46的表达阳性率不受NSCLC患者病理类型的影

响。由此可见，作为固有免疫系统的重要组成部分，

NK细胞的抗肿瘤免疫反应具有广泛性和非特异性。

本研究还发现，NKp46的表达阳性率与患者生存时间

有关。NKp46表达阳性率高的患者，生存期更长。因

此，提高NKp46表达水平可能有助于延长患者的生

存时间。此外，抑制性受体NKG2A的表达无显著上

调，这提示肿瘤在新发阶段尚未对机体外周免疫系统

NK细胞产生免疫抑制。值得注意的是，激活型受体

NKp30和NKG2D的表达也未显著上调，表明NK细

胞对肿瘤刺激的免疫应答具有不完全性，或者肿瘤初

期已经存在免疫逃逸。NKp46在不同TNM分期的表

达阳性率不同，这提示在肿瘤不同阶段，机体的抗肿

瘤免疫反应可能存在差异。因此，充分了解患者的免

疫状态有助于开发新的免疫疗法和免疫制剂。

以免疫疗法促进机体免疫细胞的抗肿瘤反应，一

直是实体瘤治疗领域的研究热点与难点。与T细胞

相比，NK细胞的优势在于在同种异体环境中不会诱

导移植物抗宿主病。因此，靶向NK细胞的免疫疗法

细胞毒性更低。基于此，GAUTHIER团队制备出靶

向NKp46，CD16和特定肿瘤表面抗原的三功能NK
细胞接合剂（NKCEs）。经体内外试验证实，其能够

将NK细胞和肿瘤细胞相结合，诱发肿瘤细胞破坏。

三功能NKCEs的杀伤作用优于常规治疗性抗体，同

时能够改善肿瘤治疗的获益风险比 [20]。因此，针对

NCR的免疫疗法有望在实体瘤治疗领域实现突破。

为排除外源性治疗对患者外周免疫系统的影

响，本研究纳入以肺占位起病，经病理证实为原发肺

腺癌或肺鳞癌，且未接受任何抗肿瘤治疗的NSCLC
病例为研究对象。本研究尚存在局限，未探讨特异

性免疫细胞T细胞和B细胞对肿瘤的免疫反应以及

各免疫细胞间相互调节的免疫网络。

综上所述，NKp46在NSCLC患者外周血NK细

胞的表达阳性率升高，主要集中在CD56dimCD16+ NK
亚 群 和CD56brightCD16+ NK亚 群。NKp46的 表 达 与

NSCLC生存期有关，与病理类型无关。外周血NCR 
NKp46可作为NSCLC诊断和预后评估的潜在标志物。
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