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MICA基因多态性与乳腺癌细胞对NK细胞杀伤的敏感性

陈淑萍，周智锋，林万松，李洁羽，刘枋，叶韵斌（福建省肿瘤医院 福建医科大学附属肿瘤医院 肿瘤免疫学研究

室 福建省肿瘤转化医学重点实验室，福建 福州 350014）

[摘 要] 目的：探讨MHC-Ⅰ类链相关分子A（MHC class I chain-related molecule A，MICA）多态性与乳腺癌细胞对NK细胞杀

伤敏感性的关系。方法：测序分析乳腺癌细胞系MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-435S和SK-BR-3的MICA等位基因，用West-

ern blotting 和流式细胞术检测 MICA 重组表达载体转染 293T 细胞（分别命名为 pMCFA5.1、pMCFA4、p231A5R、p231A9 和

p435A5P）MICA蛋白的表达水平，用LDH法检测NK细胞对转染MICA的293T细胞的杀伤活性，酶联免疫斑点法检测NK细胞穿

孔素、颗粒酶B分泌水平。结果：MCF-7细胞表达MICA*008/A5.1和MICA*001/A4，MDA-MB-231和SK-BR-3细胞均表达MI-

CA*019/A5和MICA*002/A9，MDA-MB-435S细胞表达MICA*010/A5。转染MICA后，pMCFA5.1组 293T细胞MICA蛋白的表达

水平最低（P<0.05），p435A5P组次之（P<0.05），pMCFA4组、p231A5R组和p231A9组表达水平较高（均P<0.05）。NK细胞对转染

MICA的293T细胞杀伤活性及穿孔素、颗粒酶B分泌：p435A5P组对NK细胞杀伤的敏感性最低（P<0.05），穿孔素、颗粒酶B分泌

水平最低（均P<0.05）；pMCFA5.1、pMCFA4、p231A5R和p231A9各组之间比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论：MICA基因多

态性与乳腺癌细胞对NK细胞杀伤的敏感性密切相关。
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Associations of MICA gene polymorphism with susceptibility of breast cancer cells
to NK cell-mediated cytotoxicity

CHEN Shuping，ZHOU Zhifeng，LIN Wansong，LI Jieyu，LIU Fang，YE Yunbin (Tumor Immunology Laboratory，

Fujian Cancer Hospital & Affiliated Cancer Hospital of Fujian Medical University，Fujian Key Laboratory of Trans-

lational Cancer Medicine，Fuzhou 350014，Fujian，China)

[Abstract] Objective: To investigate the associations of MHC class I chain-related molecule A（MICA）gene polymorphism with sus-

ceptibility of breast cancer cells to NK cell-mediated cytotoxicity. Methods: MICA alleles of breast cancer cell lines（MCF-7, MDA-

MB-231, MDA-MB-435S and SK-BR-3）were analyzed by DNA sequencing. MICA protein expression in 293T cells transfected with

MICA recombinant expression vectors (namely pMCFA5.1，pMCFA4，p231A5R，p231A9 and p435A5P) was detected by Western

blotting and Flow cytometry; the cytotoxicity of NK cells against the above 293T cells were measured by lactate dehydrogenase

（LDH）assay and the release of perforin（PFN）and granzymes B（Gzm B）were measured by ELISPOT assay. Results: DNA sequenc-

ing result showed that MICA*008/A5.1 and MICA*001/A4 were expressed in MCF-7 cells, MICA*019/A5 and MICA*002/A9 were ex-

pressed in both MDA-MB-231 and SK-BR-3 cells while MICA*010/A5 was expressed in MDA-MB-435S cells. After the MICA recom-

binant expression vectors were transfected into 293T cells, the level of MICA were the lowest in pMCFA5.1 group (P<0.05), following

after p435A5P group (P<0.05), and highly expressed in the pMCFA4, p231AR and p231A9 groups (P<0.05). NK cell-mediated cyto-

toxicity and the release of PFN and Gzm B: NK cell-mediated cytotoxicity were the lowest in p435A5P group (P<0.05), and the ability

of inducing NK cells to release PFN and Gzm B was also the lowest in p435A5P group (P<0.05), but there were no statistical differ-

ence among the other transfected groups (P>0.05). Conclusion: MICA gene polymorphism is closely associated with susceptibility of

breast cancer cells to NK cell-mediated cytotoxicity.
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乳腺癌是女性常见恶性肿瘤，其发病率有逐年

上升的趋势。乳腺癌可以通过多种机制逃逸机体免

疫监视，包括自身抗原改变、不表达共刺激分子、诱

导机体T淋巴细胞凋亡和机体免疫耐受等，但仍有许

多机制尚未明了。NK细胞是机体抗肿瘤天然免疫

的重要效应细胞，是机体防御的第一道屏障，在控制

肿瘤生长方面发挥重要作用。MHC-I类链相关分子

A（MHC class I chain-related molecule A, MICA）是非

经典的HLA-I类分子，是NK细胞表面主要活化受体

NKG2D 的配体，可高表达于上皮源性的肿瘤细

胞[1-2]。MICA与NKG2D结合后，激活NK细胞，促进

对表达MICA分子的肿瘤细胞的杀伤[3]。MICA基因

具有高度多态性，并与肿瘤、自身免疫病及人类对某

些病毒的易感性相关[4-6]。MICA基因多态性可能影

响其蛋白与NKG2D的结合。笔者前期检测了乳腺

癌细胞株MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-435S和

SK-BR-3的MICA表达，发现表达部位不同，而流式

细胞术或 Western blotting 检测 293T 细胞均不表达

MICA蛋白。因此，本研究检测了乳腺癌细胞MCF-

7、MDA-MB-231、MDA-MB-435S和SK-BR-3的MI-

CA等位基因，构建MICA基因真核表达载体并转染

293T细胞，旨在探讨MICA基因多态性与乳腺癌细胞

对NK细胞杀伤敏感性的关系。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要试剂

乳腺癌细胞系 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-

MB-435S和 SK-BR-3购自中国科学院上海细胞库，

293T 细胞株来自福建医科大学。 MEM、高糖

DMEM、L-15 及 1640 培养基和胎牛血清购自美国

GIBCO公司，大肠杆菌DH5α菌株、载体 pcDNA3.1/

myc-His(-) A及 LipofectamineTM 2000购自美国 Invit-

rogen公司，载体pMD 18-T Vector购自TaKaRa公司，

Xho I、Kpn I购自美国BioLab公司，Rneasy Mini Kit、

质粒抽提纯化试剂盒购自德国Qiagen公司，DC蛋白

定量试剂盒购自美国 Bio-Rad 公司，乳酸脱氢酶

（LDH）细胞毒性检测试剂盒购自美国 Roche 公司，

MICA单克隆抗体及流式抗体PE-MICA、PE-IgG2B购

自美国 R&D 公司，流式抗体 FITC-CD3、PE-CD56、

APC-NKG2D 购自美国 BD 公司，NK Cell Isolation

Kit购自德国Miltenyi Biotec公司。

1.2 细胞培养

乳腺癌细胞系 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-

MB-435S和 SK-BR-3为本实验室常规培养。MCF-

7、SK - BR-3 细胞分别培养于含 10% 胎牛血清的

MEM、DMEM 培养基，在 37℃、5%CO2培养箱中培

养。MDA-MB-231、MDA-MB-435S 细胞培养于含

10%胎牛血清的L-15培养基，在 37℃中培养箱中培

养。每种细胞均 2~3 d进行一次细胞传代（0.25%胰

蛋白酶-EDTA消化）。

1.3 PCR扩增MICA基因

收集对数生长期 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-

MB-435S 和 SK-BR-3 细胞，用 Rneasy Mini Kit 提取

总RNA，逆转录合成 cDNA，PCR扩增全长MICA基

因。引物由上海 Invitrogen公司合成，MICA引物序

列：F 为 5'-ATGGGGCTGGGCCCGGTCTTCCT-3'，R

为 5'-CTAGGTGCCCTCAGTGGA-3'。扩增程序为：

95℃预变性 5 min；95℃ 5 min，55℃ 30 s，72℃ 90 s，

共 25个循环；72℃延伸 7 min后冷却至 4℃。PCR产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离后进行胶回收。纯化

回收的 MICA 基因 PCR 产物与 pMD 18-T Vector 在

4℃连接过夜，次日转化DH5α，经酶切鉴定后，4个细

胞株各挑取10个阳性克隆，送至上海 Invitrogen公司

进行测序，获得MICA基因序列。用DNAMAN分析

软件将获得的MICA序列与MICA基因数据库进行比

对，分析MICA基因的多态性。

1.4 Western blotting检测转染293T细胞的MICA表达

将 MICA 等位基因 MICA*008/A5.1、MICA*001/

A4、MICA*019/A5、MICA*002/A9、MICA*010/A5分别

克隆入 pcDNA3.1/myc-His(–)A载体，构建MICA等

位基因重组表达载体，分别命名为 pMCFA5.1、pMC-

FA4、p231A5R、p231A9 和 p435A5P。质粒大量抽提

后，用脂质体法转染293T细胞。以未转染的293T细

胞为空白对照（Ctrl），转染 pcDNA3.1的 293T细胞为

阴性对照(negative control, NC)，转染不同MICA等位

基因的293T细胞作为实验组。

收集未转染及转染MICA的 293T细胞，提取总

蛋白，BCA法测定蛋白浓度。SDS-PAGE分离蛋白

后转膜，5%BSA室温封闭2 h后弃去封闭液。加入一

抗MICA单克隆抗体（1∶500）及内参 β-Tubulin，室温

1~2 h或 4℃过夜。除去未结合一抗，加入二抗Anti-

mouse IgG（1∶4 000），室温孵育 1~2 h。除去未结合

二抗，TBST洗3次，每次5 min。加入显色液，避光振

摇5 min，用化学发光成像系统扫描图像。

1.5 流式细胞术检测转染293T细胞的MICA表达

收集未转染及转染MICA的 293T细胞，PBS洗

涤后每管加 100 μl细胞悬液(约 1×106个)，检测管加

10 μl PE-MICA，同型对照管加 10 μl PE IgG2B，混匀，
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室温避光孵育 15 min。加 PBS洗涤后，每管加 200~

400 μl PBS 重悬，流式细胞仪检测 MICA 的表达

水平。

1.6 LDH法检测MICA基因多态性对NK细胞杀伤

的影响

NK细胞培养参考本科室常规方法[7]：LDH法检

测NK细胞对不同MICA等位基因转染的 293T细胞

的杀伤作用，效靶比 20∶1。以培养 17~20 d的NK细

胞为效应细胞，未转染及转染 MICA 的 293T 为靶

细胞。空白对照组：100 μ l 培养液；靶细胞自发

LDH 释放组：50 μ l 靶细胞＋50 μl培养液；靶细胞

最大LDH释放组：50 μl靶细胞＋50 μl培养液＋5 μl

裂解液；效应细胞自发LDH释放组：50 μl NK细胞＋

50 μl培养液；实验组：50 μl NK细胞＋50 μl靶细胞。

每组设3个复孔。在37℃、5%CO2及饱和湿度条件下

培养4 h。每孔加100 μl反应混合物（新鲜配制），15~

25℃避光孵育5~30 min后，每孔加50 μl终止液，振摇

10 s，用酶标仪检测波长为 490 nm或 492 nm处的光

密度（D）值。按照下述公式计算NK细胞杀伤率：杀

伤率（%）=（实验组D值–效应细胞自发LDH释放组

D值–靶细胞自发LDH释放组D值）/（靶细胞最大

LDH释放组D值–靶细胞自发LDH释放组D值）×

100%

1.7 酶联免疫斑点（ELISPOT）法检测NK细胞穿孔

素、颗粒酶B分泌水平

在预包被抗体的PVDF孔板中，每孔加入 100 μl

PBS，室温孵育 10 min，去液体。每孔加入 100 μl细

胞悬液（50 μl 2×106 NK细胞/ ml，50 μl 5×104靶细

胞/ml）；在37℃的CO2培养箱中孵育18 h，去液体，加

入100 μl PBS-0.1% Tween 20/孔，4 ℃孵育10 min，每

孔加 100 μl稀释 100倍的检测抗体/孔，37 ℃孵育 90

min，去液体，再加入100 μl链霉亲和素碱性磷酸酶稀

释液（1∶5 000）/孔，37 ℃孵育 60 min，去液体后加入

100 μl BCIP/NBT/孔。洗膜、干燥后用 ELISPOT分

析仪读取斑点。

1.8 统计学处理

应用SPSS 18.0统计学软件进行数据分析，计量

数据以 x̄±s表示，组间比较应用配对 t检验，多组样本

均数的比较应用方差分析，同时进行多重均数比较

SNK-q检验。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 乳腺癌细胞株MICA基因的4种等位基因

来源于MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-435S、

SK-BR-3的 pMD 18-T-MICA重组质粒，各挑 10个阳

性克隆测序，用DNAMAN分析软件将MICA序列与

MICA 基因数据库(http://hla.alleles.org/alleles/classo.

html)进行比对结果见表1。

表1 乳腺癌细胞系的MICA等位基因

Tab. 1 MICA alleles of breast cancer cell lines

Breast cancer cell line

MCF-7

MDA-MB-231

MDA-MB-435S

SK-BR-3

MICA allele

MICA*008/A5.1, MICA*001/A4

MICA*019/A5, MICA*002/A9

MICA*010/A5

MICA*019/A5和MICA*002/A9

2.2 转染MICA后293T细胞MICA蛋白的表达变化

Western blotting检测结果（图 1）显示，转染不同

MICA 等位基因的 293T细胞均有不同程度的MICA

蛋白表达，其中以 pMCFA5.1组表达最低（P<0.05），

p435A5P 组其次（P<0.05），而 pMCFA4、p231A5R 和

p231A9组表达水平较高（均P<0.05）。

M：Marker; 1：pMCFA5.1; 2：pMCFA4; 3:p231A5R; 4: p231A9;

5: p435A5p; 6: NC; 7: Ctrl

图1 转染与未转染MICA组293T细胞的MICA蛋白表达

Fig. 1 Protein levels of MICA in 293T cells transfected with

or without MICA were measured by Western blotting

流式细胞术检测检测结果（图 2）表明，MICA转

染后，293T 细胞膜表面 MICA 蛋白的表达水平，以

p435A5P 组表达水平最低（P<0.05），其次是 pMC-

FA5.1 组和 pMCFA4 组（P<0.05），而 p231A5R 组和

p231A9组表达水平较高（P<0.05）。

2.3 NK细胞对转染MICA的293T细胞的杀伤作用

用LDH法检测结果（图 3）显示，转染MICA后，

与空白对照组及阴性对照组相比，靶细胞对NK细胞

杀伤的敏感性明显升高（P<0.05）；在 MICA 转染的

293T细胞中，p435A5P组对NK杀伤的敏感性最低（P

<0.05），pMCFA5.1、pMCFA4、p231A5R、p231A9各组

对NK杀伤的敏感性之间相比差异无统计学意义（均

P>0.05）。
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图2 流式细胞术检测转染MICA后293T细胞膜表面的MICA蛋白表达

Fig.2 Protein levels of MICA on 293T cell membrane after MICA transfection were measured by flow cytometry

2.4 转染MICA的 293T细胞诱导NK细胞分泌穿孔

素和颗粒酶B

将不同 MICA 等位基因转染的 293T 细胞与

NK 细胞共培养后，ELISPOT 法检测结果（图 4）

显示，与空白对照组及阴性对照组相比，实验组

中，以 p435A5P 组诱导 NK 细胞分泌穿孔素和颗

粒酶 B 的能力最低（P<0.05）外，其余各组（pMC-

FA5.1、pMCFA4、p231A5R、p231A9 组）诱导 NK 细

胞分泌穿孔素和颗粒酶 B 的能力均较高（P<

0.05），且各组间比较差异无统计学意义（P>

0.05）。

*P<0.05 vs Ctrl group or NC group，△P<0.05 vs p435A5P group

图3 NK细胞对转染MICA基因的293T细胞的杀伤作用

Fig. 3 Cytotoxicity of NK cells to 293T cells transfected

with MICA gene

*P<0.05 vs Ctrl group or NC group，△P<0.05 vs p435A5P group

图4 转染MICA的293T细胞诱导NK细胞释放穿孔素（A）和颗粒素（B）

Fig. 4 293T cells transfected with MICA gene induces NK cells releasing perforin（（A））and granzyme B（（B））

3 讨 论

NKG2D表达于所有NK细胞、γδT细胞、CD8＋αβT

细胞表面。MICA/B是NKG2D的主要配体，正常情况

下仅在胃肠道上皮细胞表面有少量表达，感染、肿瘤恶

性转化等条件能诱导MICA/B表达[8-9]。MICA分子对

NK细胞杀伤的敏感性与肿瘤细胞表面MICA/B的表达

水平呈正相关，肿瘤细胞表面MICA/B的表达水平影响

NK细胞的杀伤活性[10-11]。MICA基因具有高度多态性，

目前已发现并命名的MICA等位基因多达90多个，编号

为MICA*001~MICA*076。编码胞外区的外显子2、3、

4是MICA等位基因多态性的集中区域；另外，穿膜区有

一个三核苷酸重复序列的微卫星多肽位点（GCT）。根

据GCT的差异至少已发现8个等位基因，分别命名为

A4、A5、A5.1、A6、A7、A8、A9和A10等[12]，数字代表GCT

的重复数目。A5.1是在A5基础上插入一个G，在2个

GCT重复顺序后插入一个碱基G，导致在穿膜区提前出

现终止密码子，编码产生可溶性蛋白[13]。

NK细胞的杀伤敏感性与肿瘤细胞表面MICA/B

的表达水平呈正相关，提高MICA/B的表达水平，可
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使肿瘤细胞对NK细胞杀伤的敏感性明显增强。但

本课题组以往研究[14]发现，乳腺癌细胞系 MCF-7、

MDA-MB-231、MDA-MB-435S和SK-BR-3的MICA

表达部位及表达水平与NK细胞杀伤的敏感性不一

致，究其原因，MICA基因存在多态性，可能影响它与

NKG2D的结合，导致乳腺癌细胞对NK细胞杀伤的

敏感性各不相同。所以本研究将乳腺癌细胞来源的

MICA等位基因克隆入 pcDNA 3.1/myc-His(-)A真核

表达载体，进一步进行功能研究。

转染MCF-7来源的 pMCFA5.1后MICA蛋白表

达水平最低，可能是由于A5.1编码截短型蛋白，产生

可溶性MICA分泌至上清。但 pMCFA5.1仍有部分

结构锚定在细胞膜上，固定在细胞膜上的MICA仍可

与NKG2D结合，诱导NK细胞活化，促进NK细胞对

靶细胞的杀伤。另外，MCF-7来源的 pMCFA4蛋白

表达水平较高，膜蛋白的表达水平相对不高，提示

MICA*001/A4基因编码的蛋白可能在结构上不稳定，

导致MICA蛋白部分降解，分泌至细胞质中。

MDA-MB-231来源的MICA*019/A5、MICA*002/

A9都编码全长MICA，因此这两种等位基因构建的重

组载体（p231A5R、p231A9）转染 293T细胞后，West-

ern blotting和流式细胞术检测结果一致，显示MICA

蛋白表达水平较高，对 NK 细胞杀伤的敏感性也较

高。MDA-MB-231和SK-BR-3细胞同样表达这两种

基因，本课题组前期研究[14]结果显示，MDA-MB-231

对NK杀伤的敏感性高于 SK-BR-3，而前者膜MICA

的表达水平高于后者。推测其原因，当细胞中表达

的是编码全长蛋白的MICA等位基因时，决定NK细

胞杀伤敏感性的主要是膜MICA的表达水平。

本课题前期对蛋白序列分析比对发现，MDA-

MB-231表达的MICA*019/A5和MDA-MB-435S表

达的MICA*010/A5仅在蛋白N端（膜外区）第 29位

氨基酸有差异，MICA*019/A5在该位点为精氨酸（ar-

ginine，Arg），而 MICA*010/A5 在该位点为脯氨酸

（proline，Pro）。可能由于 Pro 破坏蛋白质的二级结

构，影响整个蛋白的稳定以及与NKG2D的结合，因

此由该等位基因所构建的 p435A5P 组的 Western

blotting 和流式细胞术检测结果都显示该蛋白低表

达，并且对NK细胞杀伤相对不敏感。本课题前期[14]

的研究结果显示，MDA-MB-435S对NK细胞杀伤的

敏感性最低，而该细胞的MICA只表达在细胞质中。

这与MICA*010/A5结构分析的结果一致。

MICA 是 NK 细胞表面主要的活化性受体

NKG2D的配体。在课题组以往的研究[15]中检测到乳

腺癌细胞系自身都表达MICA蛋白，因此选择不表达

MICA蛋白的非乳腺癌293T细胞，构建了MICA等位

基因的真核表达载体来转染 293T细胞，初步探讨了

MICA 基因多态性与 NK 细胞杀伤乳腺癌细胞的关

系。研究结果表明，MICA基因多态性与乳腺癌细胞

对NK细胞杀伤的敏感性有关。通过检测MICA等位

基因，筛选对NK细胞治疗敏感的肿瘤患者，有望指

导以NK细胞为主的过继免疫治疗，是实现NK细胞

个体化治疗的有效手段。但本研究仍有许多机制尚

未阐明，如乳腺癌患者的 MICA 基因多态性与其对

NK细胞治疗的敏感性，将是后续研究的重点。
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