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CD226、CD96在非小细胞肺癌患者NK细胞中的
表达及意义★
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（河北燕达医院 呼吸内科，河北 三河，065201）
摘要： 目的　探讨非小细胞肺癌（NSCLC）患者自然杀伤（NK）细胞中 CD226、CD96 的表达水平及意义。方法　

选择 2016 年 1 月—2017 年 1 月我院收治的 85 例 NSCLC 患者为研究对象，选取同期在本院进行健康体检的 50 例正

常人为对照。采用流式细胞术检测外周血 NK 细胞中活化受体 CD226、CD96 和 NK 细胞抑制性受体 TIGIT 的表

达，并分析 CD226、CD96 与 NSCLC 患者临床病理特征的关系。采用 Pearson 分析 CD226 与 CD96 表达水平的关

系；免疫组化法检测 NSCLC 组织和癌旁组织中 CD226 和 CD96 的共同配体 CD155 的表达，并分析 CD155 与

NSCLC 患者临床病理特征的关系。结果　NSCLC 患者和正常人外周血 NK 细胞中 CD226、CD96、TIGIT 的阳性

表 达 率 分 别 为（75.32±12.02）% vs. （84.23±4.01）%（P<0.05），（25.31±5.36）% vs. （34.26±10.23）%（P<0.05），

（47.36±20.08）% vs. （52.31±18.36）%（P>0.05）。Pearson 分析结果显示，CD226+  NK 细胞比例与 CD96+  NK 细胞比

例呈正相关（r =0.486， P<0.05）。NSCLC 高/中分化患者 CD226+  NK 细胞比例明显高于低分化患者（P<0.05）。无

淋巴结转移患者 CD96+  NK 细胞比例明显高于有淋巴结转移患者（P<0.05）。NSCLC 组织中 CD155 免疫组化染色

总分明显高于癌旁组织（P<0.05），CD155 的表达水平与患者临床病理特征无明显相关性（P>0.05）。结论　NSCLC

患者 NK 细胞中 CD226、CD96 的表达水平均明显降低，这可能对肿瘤免疫逃逸有一定影响；上调 NK 细胞中 CD226

和 CD96的表达可能成为治疗 CD155 阳性 NSCLC 患者的潜在方法。
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Abstract: Objective To investigate the expression and significance of CD226 and CD96 in natural killer (NK) cells of 
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). Methods Between January 2016 and January 2017, 85 patients with 
NSCLC in our hospital were selected as the research objects, and 50 normal persons who underwent physical examination 
in our hospital during the same period were selected as the control group. Flow cytometry was used to detect the expressions 
of activating receptors CD226, CD96 and inhibitory receptor TIGIT in peripheral blood NK cells. The relationship between 
CD226, CD96 and clinicopathological features of NSCLC was analyzed. Pearson method was used to analyze the relation⁃
ship between CD226 and CD96 expression levels. The co-ligand CD155 of CD226 and CD96 in NSCLC and adjacent tis⁃
sues were detected by immunohistochemistry. The relationship between CD155 and clinicopathological features of NSCLC 
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was also analyzed. Results The positive rates of CD226, CD96 and TIGIT in peripheral blood NK cells of NSCLC patients and 
healthy persons were respectively (75.32±12.02)% vs. (84.23±4.01)% (P<0.05), (25.31±5.36)% vs. (34.26±10.23)% (P<0.05), 
(47.36±20.08)% vs. (52.31±18.36)% (P>0.05). Pearson analysis showed that the ratio of CD226+ NK cells was positively 
correlated with that of CD96+ NK cells (r=0.486, P<0.05). The percentage of CD226+ NK cells in NSCLC patients with 
high/moderate differentiation was significantly higher than that in patients with low differentiation (P<0.05). The percentage 
of CD96+ NK cells in patients without lymph node metastasis was significantly higher than that in patients with lymph node 
metastasis (P<0.05). The total score of CD155 immunohistochemical staining in NSCLC tissues was significantly higher 
than that in adjacent tissues (P<0.05). The expression of CD155 was not related to the clinicopathological features (P>
0.05). Conclusion The expression levels of CD226 and CD96 in NK cells of NSCLC patients were significantly decreased, 
which may have some influence on the immune escape of tumors. Increasing the expressions of CD226 and CD96 in NK 
cells may be a potential therapy for NSCLC patients with CD155 positive expression. 

Keywords: CD226; CD96; TIGIT; CD155; Non-small cell lung cancer; Natural killer cells

前言

肺癌是全球范围内癌症死亡的主要原因之一，

其 中 非 小 细 胞 肺 癌（non-small cell lung cancer， 
NSCLC）约占肺癌的 85%［1］。在过去十年内，我国

NSCLC发病率呈逐年上升之势［2］。尽管近年来针对

肺癌的外科手术、放疗和化疗已取得长足进步，但

患者 5 年生存率仍不足 15% ［3］。因此，寻找新的肺

癌分子标志物和潜在治疗靶点显得尤为重要。既往

研究显示，自然杀伤（natural killer， NK）细胞和自然

杀伤 T（natural killer T， NKT）细胞功能障碍可导致

肿瘤的免疫逃逸，进而促进肺癌的发展［4-5］。NK 细

胞功能障碍在肺癌、胰腺癌、肝癌和胃癌等多种肿

瘤中均有发生［6］。DNAX 辅助分子 1（DNAM-1），也

被称为 CD226，是 NK 细胞、血小板和某些 T 细胞亚

群的活化受体。CD226可与CD155、CD112结合，增

强NK细胞的毒性并促进细胞因子的分泌［7］。此外，

CD96 也在 NK 细胞毒性中发挥重要作用［8］。TIGIT
是 NK 细胞和 T 细胞的抑制性受体，可与 CD155、
CD112结合，进而抑制NK细胞的功能。CD226表达

下调引起NK细胞功能障碍已在多种恶性肿瘤中被

报道，如胰腺癌和乳腺癌等［9］，而在 NSCLC 中尚未

见报道。本研究旨在分析 CD226、CD96、TIGIT 在

NSCLC患者NK细胞功能障碍中的作用。

1　资料与方法

1.1　研究对象　选择 2016 年 1 月—2017 年 1 月在

我院接受手术治疗的NSCLC患者85例为研究对象，

所有患者在接受手术治疗前均未经过放化疗，术后

共获得肺癌组织和癌旁组织各 85 例。选取同期在

本院进行健康体检的正常人 50 例为对照组。两组

基本资料见表 1。本研究已经过我院伦理委员会

批准。

1.2　试剂　抗人CD3-PERCP、CD16-Brilliant Violet 
510TM、CD56-Brilliant Violet 421TM、CD226-TITC、

CD96PE、TIGIT-APC、FITC mouse IgG1、PE mouse 
IgG1 和 APC mouse IgG1 抗体均购自美国 Sigma 公

司；抗人CD155抗体购自美国 Invitrogen公司。

1.3　外周血样本制备　在含有特定标记物的EP管

中加入 100 μL 血样，加入抗人 CD3-PERCP、CD16-
Brilliant Violet 510TM、CD56-Brilliant Violet 421TM、

CD226-TITC、CD96-PE 和 TIGIT-APC 抗体。抗人

CD3、CD16 和 CD56 用于鉴定 NK 细胞（CD3-、CD16+

和/或 CD56+）。室温避光孵育 20 min 后，加入 2 mL
红细胞裂解/固定液去除红细胞，室温避光孵育 15 
min，PBS洗涤2次。

1.4　流式细胞术　根据细胞的前向散射光（forward 
scattered light， FSC）和侧向散射光（side scattered 
light， SSC）特征，选择位于左下象限（PBMCs）的细

胞亚群（A）（图 1）。通过细胞染色，从通道A中选择

表 1　NSCLC 患者和正常人一般资料比较

Tab. 1 Comparison of the general data between NSCLC pa‐

tients and healthy persons

一般资料

年龄/岁
性别

BMI/（kg·m-2）

TNM分期

男

女

Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ

NSCLC患者

（n=85）
58.22±8.32
46（54.12）
39（45.88）
21.32±5.20
46（54.12）
39（45.88）

正常人

（n=50）
57.36±3.02
29（58.00）
21（42.00）
22.31±2.61

—

—

t/χ2

0.861
0.192
1.454

P

0.391
0.661
0.148
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NK细胞亚群（CD3-、CD16+和/或CD56+），定义为通道

AC，分析CD226、CD96和TIGIT的表达。使用匹配的

单克隆抗体（FITC mouse IgG1、PE mouse IgG1 和

APC mouse IgG1抗体）排除非特异性荧光。流式细

胞仪购自美国 Beckman 公司，分析软件为 Kaluza 流

式细胞仪分析软件。

1.5　免疫组化　将 5 μm厚度的石蜡切片置于 60 ℃
恒温箱烘烤 120 min；二甲苯和乙醇脱蜡、水化处理，

3% H2O2室温孵育 10 min，消除内源性过氧化物活

性；抗原修复、血清封闭；加入一抗、二抗后进行显

色、封片观察。根据 CD155 阳性细胞数进行评分：

0 分（0%）、1 分（1%）、3 分（3%）……100 分（100%）；

根据染色强度进行评分：0 分（无染色）、1 分（弱染

色）、2分（中度染色）、3分（强染色）。以两项评分的

乘积计算总分［10］。
1.6　统计学方法　采用 SPSS 20.0统计学软件进行

数据分析，计量资料组间比较采用 t 检验；计数资

料采用 χ2 检验；相关性检验采用 Pearson 分析，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　外周血 NK 细胞中 CD226、CD96和 TIGIT 的

表达　NSCLC 患者外周血 CD226+、CD96+ NK 细胞

比例均明显低于正常人（P<0.05），但两组TIGIT+ NK
细胞比例无明显差异（P>0.05）。两组 CD226、CD96
和TIGIT的平均荧光强度（median fluorescence inten⁃
sity， MFI）比较，差异均无统计学意义（P>0.05）（图2、
表 2）。 CD226+ 与 CD96+ NK 细胞比例呈正相关

注：（A） PBMCs的细胞亚群；（B） CD3-细胞亚群；（C） CD16+、CD56+细胞亚群。

Note：（A） Cell subsets of PBMCs；（B） CD3- cell subsets；（C） CD16+ and CD56+ cell subsets.
图1　不同细胞亚群的选择

Fig.  1　Selection of different cell subsets

注：（A-C） NSCLC患者和正常人外周血中CD226+、CD96+、TIGIT+ NK细胞比例；（D-F） CD226+、CD96+、TIGIT+ NK细胞的MFI比较。***P<
0.001，nsP>0.05。

Note：（A-C）The percentages of CD226+， CD96+， TIGIT+ NK cells in peripheral blood of NSCLC patients and health controls； （D-F） Comparison 
of the MFI of CD226+， CD96+， TIGIT+ NK cells.***P<0.001，nsP>0.05。

图2　NK细胞中CD226、CD96和TIGIT的表达

Fig. 2　Expressions of CD226, CD96 and TIGIT in NK cells
−− 222
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（r =0.486， P<0.001）（图 3），提示随着CD226+、CD96+ 

 NK细胞比例的下降，NSCLC患者NK细胞功能也明

显降低。

2.2　CD226+、CD96+ NK 细胞与 NSCLC 患者临床

病理特征的关系　NSCLC 高/中分化患者 CD226+  
NK细胞比例明显高于低分化患者（P<0.05）；无淋巴

结转移患者 CD96+ NK 细胞比例明显高于有淋巴结

转移患者（P<0.05）（表3、图4）。

2.3　CD226和CD96的共同配体CD155在NSCLC
组织中的表达　NSCLC 组织和癌旁组织中 CD155
阳性细胞数分别为 92.65%（40%~95%）和 39.50%
（0%~90%），染色强度评分分别为 2~3 分和 1~3 分；

NSCLC 组织中 CD155 免疫组化染色总分明显高于

癌旁组织（P<0.05）（图 5、图 6）；几乎所有 NSCLC 组

织中CD155均呈高表达，而CD155的表达与NSCLC
患者临床病理特征无明显相关性（表 4），提示

CD226-和/或 CD96+ NK 细胞可能有助于 NSCLC 的

治疗。

3　讨论

肺癌是世界范围内发病率及死亡率极高的恶

性肿瘤之一，全世界每年新发病例约 180万例，占所

有恶性肿瘤新发病例的 13%，每年因肺癌死亡的患

者 接 近 160 万 ，占 所 有 恶 性 肿 瘤 死 亡 人 数 的

19.4%［11］。据报道，2010 年我国肺癌发病率约占所

有恶性肿瘤的 19.59%，死亡率约占 24.89%［12］。因

此，寻找新的肺癌分子标志物和潜在治疗靶点至关

重要。本研究采用流式细胞术检测NSCLC患者NK
细胞活化受体CD226和CD96、抑制性受体 TIGIT的

表达，结果显示，NSCLC 患者 NK 细胞中 CD226、
CD96 表达水平均明显下降，且与疾病进展有关。

CD226和 CD96可能通过介导 NK细胞功能紊乱，导

致NSCLC的进展和肿瘤免疫逃逸。

CD226是研究最为广泛的活化受体，最早被描

表 2　NSCLC 患者和正常人外周血 NK 细胞中 CD226、

CD96和 TIGIT 的表达

Tab. 2　Expressions of CD226, CD96 and TIGIT in NK cells 

of peripheral blood of NSCLC patients and health controls

指标

CD226

CD96

TIGIT

比例/%
MFI

比例/%
MFI

比例/%
MFI

正常人

（n=50）
84.23±4.01
11.20±3.21
34.26±10.23

2.68±0.42
52.31±18.36
24.62±13.62

NSCLC患者

（n=85）
75.32±12.02

9.93±4.85
25.31±5.36

2.85±0.63
47.36±20.08
22.30±8.21

t

6.267
1.828
5.740
1.878
1.461
1.093

P

<0.001
0.069

<0.001
0.063
0.147
0.278

图3　Pearson结果分析图

Fig.  3　Pearson analysis results

表 3　CD226+、CD96+ NK 细胞与 NSCLC 患者临床病理特征的关系

Tab. 3　The relationship between CD226+, CD96+ NK cells and clinicopathological features of NSCLC patients

指标

组织学类型

肿瘤大小/cm

分化程度

肿瘤分期

淋巴结转移

腺癌

鳞癌

<5
≥5

高/中分化

低分化

Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ
否

是

例数

49
36
40
45
53
32
46
39
57
28

CD226 /%
78.12±10.20
76.35±12.39
79.36±12.36
77.06±9.33
80.86±8.26
74.02±11.00
78.23±18.36
73.36±15.34
77.50±11.25
77.16±12.09

P

0.486

0.331

0.003

0.187

0.901

CD96 /%
25.36±6.39
25.38±12.33
23.68±8.00
26.41±9.21
24.10±6.98
26.81±11.11
26.30±6.58
25.14±7.63
27.58±6.95
23.50±6.37

P

0.993

0.158

0.221

0.495

0.009
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述为促进 NK 细胞杀伤靶细胞的黏附蛋白。CD226
可通过上调 γ 干扰素的表达增强 NK 细胞的毒

性［13］。CD226介导的NK细胞功能依赖于淋巴细胞

功能相关抗原-1 的表达和 Ser329 的磷酸化［14］。本

研究首次发现CD226在NSCLC患者NK细胞中呈低

表达，并且可能促进 NSCLC的进展；NSCLC高/中分

化患者 CD226+ NK 细胞比例明显高于低分化患者。

CD96也是NK细胞表面受体，特别是在癌症中［15-16］。
有研究发现，CD96不仅可增强NK细胞与靶细胞之

间的黏附性，还可增加 NK 细胞的毒性，功能与

CD226类似［17］。然而，Chan等［18］发现，在CD96基因

敲除的小鼠中，CD96和CD226在结合配体方面存在

相互竞争的关系，并且 CD96 可抑制 NK 细胞分泌 γ
干扰素。上述研究结果的差异可能与物种有关，小

鼠和人类 CD96 的分子结构不同［19］。本研究发现，

NSCLC患者NK细胞中CD96表达明显下调，并与淋

巴结转移有关。CD96 可能是 NSCLC 患者 NK 细胞

图6　NSCLC组织和癌旁组织的免疫组化染色评分

(**P<0. 01)
Fig.  6　Immunohistochemical staining scores of NSCLC and 

para-cancer tissues (**P<0. 01)

注：（A）组织学类型；（B）肿瘤大小；（C）分化程度；（D）肿瘤分期；（E）淋巴结转移。

Note：（A） Histological type； （B）Tumor size； （C） Degree of differentiation； （D） Tumor stage； （E） Lymph node metastasis. 
图4　CD226+、CD96+ NK细胞与NSCLC患者临床病理特征的关系

Fig.  4　The relationship between CD226+, CD96+ NK cells and clinicopathological features of NSCLC patients 

注：（A） CD155在癌旁组织中的表达；（B） CD155在NSCLC组织

中的表达，主要表达于胞膜和胞浆（×100）。

Note：（A） Expression of CD155 in para-cancer tissues； （B） Ex⁃
pression of CD155 in NSCLC tissues， mainly in cell membrane and cyto⁃
plasm （×100）. 

图5　CD155在NSCLC组织和癌旁组织中的表达

Fig.  5　Expression of CD155 in NSCLC and para-cancer tissues

表 4　CD155 与 NSCLC 患者临床病理特征的关系

Tab.4　The relationship between CD155 and clinicopatho‐

logical features of NSCLC patients 

指标

组织学类型

肿瘤大小/cm

分化程度

肿瘤分期

淋巴结转移

腺癌

鳞癌

<5
≥5

高/中分化

低分化

Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ
否

是

例数

49
36
40
45
53
32
46
39
57
28

免疫组化得分

250.32±80.32
247.39±60.00
248.36±60.32
251.36±48.39
243.36±70.52
259.37±34.28
248.37±65.04
258.64±71.15
253.32±52.14
248.36±75.35

P

0.848

0.799

0.224

0.493

0.750
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表面的活化受体，未来还需进一步探讨CD96在NK
细胞及NSCLC中的作用。

有研究显示，NK细胞抑制性受体TIGIT可抑制

CD226与CD155结合［20］，并降低NK细胞的毒性［21］。
在 多 种 肿 瘤 中 ，NK 细 胞 抑 制 性 受 体 NKG2A、

KIR3DL1 等的表达水平明显升高［22-23］。本研究发

现，NSCLC 患者和健康人的 TIGIT 表达无明显差异

（P>0.05）。Wang 等［24］发现，TIGIT 可表达于 NK 细

胞，但存在明显的个体差异，这或许可解释本研究

结果。

近年来，基于T细胞或NK细胞而开发的免疫疗

法受到肿瘤学家的广泛关注。上调 NK 细胞中

CD226、CD96 的表达可能有助于治疗 NSCLC，但这

种方法依赖于 CD155 的表达。CD155 是 CD226 和

CD96 的共同配体，对于 CD226 和 CD96 介导的 NK
细胞免疫非常重要［25］。本研究发现，NSCLC组织中

CD155 表达水平明显高于癌旁组织。因此，基于

CD226和 CD96的 NK细胞治疗值得进一步的体内、

外研究。

综上所述，CD226和 CD96可能通过介导 NK细

胞功能紊乱，导致 NSCLC 的进展和肿瘤免疫逃逸，

上调 NK 细胞中 CD226、CD96 的表达可能是治疗

CD155阳性NSCLC患者的潜在方法。
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