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摘要：目的  探讨脾多肽注射液增加胃癌大鼠脾脏免疫杀伤细胞活性的机制。方法  取 75 只大鼠，其中 60 只用 N-甲基

-N-硝基-亚硝基胍(MNNG)诱导建立大鼠胃癌模型，采用随机数表法将其分为模型组和低、中、高剂量组；剩余 15 只健

康大鼠给予正常饮用水为对照组。第 36 周起，低、中、高剂量组分别尾静脉注射 0.06，0.18，0.54 mL·kg脾多肽注射液，

对照组和模型组尾静脉注射生理盐水，每日 1 次，持续 35 d。处死大鼠后观察胃组织病理学变化；对比各组脾脏指数、

脾脏 NK 细胞杀伤活性；对比各组胃组织及脾脏中 NK 细胞占比及其表面活化受体(NKG2D)的表达、胃组织中 NKG2D
配体组织相容性复合体Ⅰ类相关基因 A(MICA)mRNA 及蛋白相对表达量。结果  模型组胃黏膜固有层有大量炎性细胞浸

润，癌化细胞多，黏膜腺体排列严重紊乱；低、中、高剂量组胃黏膜固有层炎性细胞减少，黏膜腺体排列紊乱，癌细胞

数量减少，其中中剂量组减少最为显著；脾脏指数、脾脏 NK 细胞杀伤活性、脾脏及胃组织中 NK 细胞占比及 NKG2D
表达、MICA mRNA 和蛋白相对表达量组间比较，对照组最高，中剂量组其次，低、高剂量组稍低，模型组最低，并且

除低、高剂量组之间比较差异无统计学意义外，其他每 2 组间比较差异均有统计学意义(P<0.05)。结论  脾多肽注射液可

增强胃癌大鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性，其中 0.18 mL·kg的脾多肽注射液增强效果最佳，可能与促进 NK 细胞增生、上调

NK 细胞活化性受体 NKG2D 及其配体 MICA mRNA 和蛋白表达有关。 
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Mechanism of Spleen Polypeptide Injection Enhances Activity of Spleen Immune Killer Cells in Gastric 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the mechanism of spleen polypeptide injection enhances the activity of spleen 
immune killer cells in gastric cancer rats. METHODS  Seventy-five rats were selected and 60 of them were induced with 
N-methyl-N-nitro-nitrosoguanidine(MNNG) to establish rats gastric cancer models, which was divided into model group, low, 
medium and high dose groups by random number table method. The remaining 15 healthy rats were given normal drinking water 
as control group. From 36th week, the low, medium and high dose groups were injected intravenously 0.06, 0.18, 0.54 mL·kg 
spleen polypeptide injection, and the control and model groups were intravenously injected with normal saline once daily for 
35 d. After the rats were sacrificed, the histopathological changes of stomach tissues were observed. The spleen indexes and the 
killing activities of NK cells in the spleen of the 5 groups were compared. The expressions of NK cell proportion and its surface 
activating receptor(NKG2D) in the stomach tissues and spleens, the relative expressions of NKG2D ligand histocompatibility 
complex class I related gene A(MICA) mRNA and protein in stomach tissues of the 5 groups were compared. RESULTS  The 
gastric mucosal lamina propria of the model group was infiltrated by a large number of inflammatory cells, and the cancerous 
cells of the epithelial cells were obvious and the mucosal glands were seriously disordered. In the low, medium and high dose 
groups, the number of inflammatory cells in the gastric mucosal lamina propria and the cancer cells were reduced, among which 
the middle dose group had the most significant reduction. The spleen indexes, the killing activities of NK cells in the spleen, NK 
cell ratio and NKG2D expressions in spleen and stomach tissue, the relative expressions of MICA mRNA and protein in gastric 
cancer tissue were compared between each 2 groups, and the results showed that the control group were the highest, the medium 
dose group the second, the low and high dose groups slightly lower, and the model group were the lowest. There were significant 
differences between each 2 groups(P<0.05), without differences between the low and high dose groups. CONCLUSION  
Spleen polypeptide injection can enhance the killing activity of NK cells in the spleen of gastric cancer rats. The 0.18 mL·kg 
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spleen polypeptide injection has the best enhancement effect, which may be related to the promotion of NK cell proliferation, 
up-regulation of NK cell activation receptor NKG2D and the mRNA and protein expressions of its ligand MICA. 
KEYWORDS: spleen polypeptide injection; gastric cancer; spleen; immune killer cell activity 

 
胃癌是起源于胃黏膜上皮细胞的一种恶性消

化道肿瘤，我国胃癌发病率居全球第 5 位，死亡

率居全球第 6 位[1]，且随着人们生活节奏逐渐加

快、饮食结构的改变，胃癌的发病率和死亡率逐

年上升。研究证实，肿瘤的发生和发展与机体免

疫调控机制关系密切，免疫疗法是除常规手术切

除、放化疗外的重要抗肿瘤手段之一[2]。自然杀伤

性(natural killer，NK)细胞是细胞免疫的主要群体

之一，活化的 NK 细胞可识别和杀伤组织相容性复

合体Ⅰ(MHCⅠ)缺陷或低表达的靶细胞，在抗肿瘤

免疫中发挥重要作用[3]。脾多肽注射液是常用的免

疫调节药物[4]，具有增强免疫力、抗肿瘤、抗病毒

等作用，在胃癌、细胞免疫缺陷病等多种疾病的

辅助治疗中已有应用，但关于其调控机制的研究

仍然较少。鉴于此，本研究通过观察脾多肽注射

液对胃癌大鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性的影响，探讨

其免疫学机制。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  动物  75 只 SPF 级 SD 大鼠，♂，3 月龄，

体质量 150~180 g，来自北京维通利华实验动物技

术有限公司，生产许可证号：SCXK(京)2016-0001；
该批小鼠的合格证号：0162035。 
1.1.2  药物、主要试剂和仪器  脾多肽注射液(吉
林风生制药有限公司，规格：每支 2 mL；批号：

160113002)；小鼠白血病细胞株 YAC-1(中科院细

胞库供应)，甲基-N-硝基-亚硝基胍(MNNG，Fluka
公司)；RPMI1640 细胞培养液(Gibco 公司)；乳酸

脱氢酶释放(LDH)检测试剂盒(Solarbio，批号：

160115A)；淋巴细胞分离液(Ficoll，Solarbio)；异

硫氰酸荧光素(FITC)-CD3+(eBioscience)；NKG2D-
藻红蛋白、NK1.1-PE-Cy7、NKG2D-PE(R&D 公

司)；逆转录试剂盒(Promega，批号：1602189160)，
兔抗大鼠 MICA 单抗、人抗兔 MICA 单抗(Abcam
公司)。 

DSX100 光学显微镜(奥林巴斯工业有限公

司)；SM2010R 徕卡切片机、Qwin3 图像分析软件

(徕卡显微系统贸易公司)；Veriti 酶标仪、9700 实

时荧光定量 PCR 仪均来自 ABI 公司；CytoFLEX

流式细胞仪(BeckMan Coulter)；电泳仪(Bio-rad)。 
1.2  方法 
1.2.1  模型构建及分组  取 60 只 SD 大鼠，饮用

水中加入 MNNG，使 MNNG 浓度为 100 μg·mL 
(酒精助溶，用前配制并避光放置)，持续给予 36
周后换用正常饮用水，建立大鼠胃癌模型，采用

随机数表法将其分为模型组和低、中、高剂量组；

另取 15 只健康大鼠为对照组，给予正常饮用水。

低、中、高剂量组分别尾静脉注射脾多肽注射液

0.06，0.18，0.54 mL·kg(根据大鼠与人等效剂量

换算系数计算[5]，低、中、高剂量组分别为临床等

效剂量的 1/3，1，3 倍)，对照组和模型组尾静脉

注射等体积生理盐水，每天注射 1 次，持续给药

35 d。 
1.2.2  脾指数及胃组织病理学观察  末次给药 6 h
后处死大鼠，剥离完整脾脏，称重，计算脾脏指

数(脾脏质量/体质量)。取胃组织放入 4%中性甲醛

固定(确保胃内外充满甲醛固定液)，组织修剪后，

酒精梯度脱水 (50%→70%→80%→95%→100%→ 
100%)，然后用石蜡包埋，制作石蜡切片。经二甲

苯脱蜡后，酒精梯度水化 (100%→95%→85%→ 
70%→50%)，采用常规苏木精-伊红染色法(HE)进
行染色，并用中性树胶封片，显微镜下观察胃组

织病理学改变。 
1.2.3  脾脏 NK 细胞杀伤活性检测  采用 LDH 释

放法检测。无菌取大鼠脾脏，剪碎后匀浆制成脾

单细胞悬液即为效应细胞，选择 YAC-1 细胞为靶

细胞，按效应细胞-靶细胞 10∶1 的比例加至 96
孔板中，每孔设置 5 个复孔，设置自然释放孔、

全部释放孔。用酶标仪检测 490 nm 处的吸光度(A)
值，NK 细胞活性(%)=(A 试验孔A 自然释放孔)/(A 全部释放孔

A 自然释放孔)×100%。 
1.2.4  流式细胞术检测胃组织、脾脏中 NK 细胞

占比及其表面活性受体(NKG2D)的表达  末次给

药后处死大鼠，取胃组织和脾脏组织，分别剪碎

后放置于 200 目滤网研磨，收集于 50 mL 离心管

中，静置后 800 r·min离心 5 min，弃去上清用

Percoll 溶液进行分离、加入细胞裂解液重悬，PBS
终止反应，收集得到单核淋巴细胞，加入
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CD3-FITC、NKG2D-PE、NK1.1-PE-Cy7 荧光抗体

各 15 μL，避光孵育 30 min 后用 PBS 洗涤(选用鼠

IgG1-PE 为阴性对照抗体)，采用流式细胞术检测

胃组织、脾脏中 NK 细胞及 NKG2D 的表达。 
1.2.5  胃组织中 NKG2D 表面配体 MICA mRNA
的相对表达量检测  取 75 mg 大鼠胃组织，采用

Trizol 一步提取胃组织中总 mRNA。用逆转录试剂

盒获得 cDNA，经鉴定后用作聚合酶链反应(PCR)
反应模板，然后进行 RT-PCR，设定 30 μL 的反应

体系：10×buffer 3 μL；1.5 mmol·L MgCl2 1.7 μL；
0.2 mmol·L dNTP 1.0 μL；1 U Taq 酶 0.3 μL；上

下游引物各 1.5 μL；cDNA 3 μL；ddH2O 9.5 μL，
反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 60 s，
59 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，重复 35 个循环。

以 β-actin 作为内参对照物。采用凝胶成像系统

MICA mRNA 相对表达量，2CT 为其相对表达强

度。MICA：上游引物：5’-ATCGATCGATCGTACG 
TGCGCAGCA-3’；下游引物：5’-TGCTACGTCATC 
GCGATCGTACTAC- 3’； β-actin：上游引物：

5’-GTCGTACGTACGTACGTCGATGCTA-3’；下游

引物：5’-ATCGTCGATGCATCGGCGTACTGAT-3’。 
1.2.6  胃组织中 MICA 蛋白相对表达量检测  取
75 mg 胃组织，液氮中研磨后加入细胞裂解液，置

于沸水浴 10 min，离心后取上清液进行蛋白定量。

取 45 μg 样品加入等体积上样 Buffer，沸水浴

5 min，12 000 r·min离心 10 min 取上清液，进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)
分离，电转 40 min，加入 5%脱脂奶粉室温摇床 2 h，
加入一抗(1∶1 000)，4 ℃摇床孵育过夜，加入二

抗(1∶5 000)，常温孵育 1.5 h，暗室中曝光，并应

用凝胶成像系统扫描分析，以 MICA 与内参 β-actin
灰度值比值表示蛋白相对表达量。 
1.3  统计学分析 

采用 SPSS 23.0 统计软件对数据分析处理，计

量资料用 sx  表示，并用 t 检验；多样本比较采

用单因素方差分析。P<0.05 为差异有统计学意义。 
2  结果 
2.1  大鼠一般情况 

本实验共选取 75 只大鼠，建模 36 周期间，

60 只大鼠共死亡 12 只，存活大鼠随机分为模型组

和低、中、高剂量组各 12 只；脾多肽注射液或生

理盐水干预 35 d 期间，模型组和低、中、高剂量

组各死亡 4，2，1，0 只，对照组 15 只大鼠均存

活，共有 56(56/75)只大鼠完成实验研究。 
2.2  胃组织病理学观察 

对照组胃黏膜细胞层次明显、排列整齐；模

型组胃黏膜固有层可见大量炎性细胞浸润，癌化

细胞多，黏膜腺体排列严重紊乱；低、中、高剂

量组胃黏膜固有层炎性细胞减少，黏膜腺体排列

紊乱，癌细胞数量减少，其中中剂量组减少最为

显著，提示脾多肽注射液可减轻胃癌大鼠胃组织

病理变化。结果见图 1。 

 
对照组            模型组 

 
低剂量组            中剂量组           高剂量组 

图 1  胃黏膜病理切片 HE 染色图(200×) 
Fig. 1  HE staining of gastric mucosal pathological sections 
(200×) 

2.3  脾脏指数、脾脏 NK 细胞杀伤活性对比 
脾脏指数、脾脏 NK 细胞杀伤活性组间比较，

对照组最高，中剂量组其次，低、高剂量组稍低，

模型组最低，除低、高剂量组比较差异无统计学

意义外，其他每组间比较差异均有统计学意义

(P<0.05)，提示脾多肽注射液可增强胃癌大鼠脾脏

NK 细胞杀伤活性。结果见表 1。 

表 1  脾脏指数、脾脏 NK 细胞杀伤活性对比( sx  ) 
Tab. 1  Spleen index, spleen NK cell killing activity 
comparison( sx  ) 

组别 n 脾脏指数 脾脏 NK 细胞杀伤活性/%

对照组 15 0.36±0.04 35.44±3.49 

模型组  8 0.24±0.031) 14.02±1.641) 

低剂量组 10 0.26±0.031)2) 25.46±2.471)2) 

中剂量组 11 0.30±0.041)2)3) 31.51±3.331)2)3) 

高剂量组 12 0.27±0.031)2)4) 26.19±2.701)2)4) 

注：与对照组比，1)P<0.05；与模型组比，2)P<0.05；与低剂量组比，
3)P<0.05；与中剂量组比，4)P<0.05。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the 
model group, 2)P<0.05; compared with the low dose group, 3)P<0.05; 
compared with the middle dose group, 4)P<0.05. 

2.4  胃组织及脾脏中 NK 细胞占比的对比 
胃组织及脾脏中 NK 细胞占比组间比较，对照

组最高，中剂量组其次，低、高剂量组稍低，模
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型组最低，除低、高剂量组比较差异无统计学意

义外，其他各组间比较差异均有统计学意义

(P<0.05)，提示脾多肽注射液可以增加 NK 细胞在

胃组织和脾脏中的占比。结果见图 2~3。 
2.5  胃组织及脾脏中 NKG2D 的表达对比 

胃组织及脾脏中 NKG2D 的表达组间比较，对

照组最高，中剂量组其次，低、高剂量组稍低，

模型组最低，除低、高剂量组比较差异无统计学意

义外，其他各组间比较差异均有统计学意义

(P<0.05)，提示脾多肽注射液可上调胃组织及脾脏中

NK 细胞活化性受体 NKG2D 的占比。结果见图 4~5。 
2.6  胃组织中MICA mRNA和蛋白相对表达量对比 

胃组织中 MICA mRNA 和蛋白相对表达量组

间比较，对照组最高，中剂量组其次，低、高剂

量组稍低，模型组最低，除低、高剂量组比较差

异无统计学意义外，其他各组间比较差异均有统

计学意义 (P<0.05)，提示脾多肽注射液可上调

NKG2D 配体 MICA mRNA 和蛋白的表达。结果见

表 2、图 6。 

 
图 2  胃组织及脾脏中 NK 细胞占比对比 
与对照组比，1)P<0.05；与模型组比，2)P<0.05；与低剂量组比，3)P<0.05；
与中剂量组比，4)P<0.05。 
Fig. 2  Comparison of NK cell ratio in gastric tissue and spleen 
Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model 
group, 2)P<0.05; compared with the low dose group, 3)P<0.05; compared 
with the middle dose group, 4)P<0.05. 

 
图 3  流式细胞仪检测胃组织及脾脏中 NK 细胞占比 
Fig. 3  Flow cytometry to detect the proportion of NK cells in gastric tissue and spleen 

 
图 4  胃组织及脾脏中 NKG2D 的表达对比 
与对照组比，1)P<0.05；与模型组比，2)P<0.05；与低剂量组比，3)P<0.05；
与中剂量组比，4)P<0.05。 
Fig. 4  Comparison of NKG2D expression in gastric tissue 
and spleen 
Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model 
group, 2)P<0.05; compared with the low dose group, 3)P<0.05; compared 
with the middle dose group, 4)P<0.05. 

表 2  胃组织中MICA mRNA和蛋白相对表达量对比( sx  ) 
Tab. 2  Comparison of relative expression of MICA mRNA 
and protein in gastric tissue( sx  )                 % 

组别 n MICA mRNA MICA 蛋白 

对照组 15 0.78±0.08 0.83±0.10 

模型组  8 0.30±0.031) 0.11±0.021) 

低剂量组 10 0.43±0.051)2) 0.32±0.041)2) 

中剂量组 11 0.54±0.071)2)3) 0.57±0.071)2)3) 

高剂量组 12 0.44±0.051)2)4) 0.33±0.051)2)4) 

注：与对照组比，1)P<0.05；与模型组比，2)P<0.05；与低剂量组比，
3)P<0.05；与中剂量组比，4)P<0.05。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the 
model group, 2)P<0.05; compared with the low dose group, 3)P<0.05; 
compared with the middle dose group, 4)P<0.05. 
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图 5  流式细胞仪检测胃组织和脾脏中 NKG2D 表达 
Fig. 5  Flow cytometry for detection of NKG2D expression in gastric and spleen 

 
图 6  蛋白免疫印迹法检测胃组织中 MICA 蛋白表达 
Fig. 6  Western blotting detection of MICA protein expression 
in gastric tissue 

3  讨论 
胃癌的诱发原因较多，包括饮食、幽门螺杆

菌、长期过量饮酒、遗传等因素[6]。胃癌的发病机

制复杂，目前仍未完全阐明，有研究认为胃癌的

发生与胃癌细胞的免疫逃逸有关，生理状态下，

机体免疫细胞可及时清除癌化细胞，而当机体免

疫力下降时，癌化细胞不能及时激活免疫应答机

制，肿瘤细胞存活[7]。NK 细胞在无预先刺激情况

下即可活化，活化后可激活机体多种信号通路，

进而在抗肿瘤免疫应答过程中发挥重要免疫监视

作用，对胃癌患者的治疗和预后均有重要影响[8]。 
本研究发现，高、中、低剂量组胃黏膜下层

炎性细胞减少，癌细胞数量减少，其中中剂量组

减少最为显著；脾脏指数、脾脏 NK 细胞杀伤活性

组间比较，对照组最高，中剂量组其次，低、高

剂量组稍低，模型组最低，除低、高剂量组之间

无统计学差异外，其他各组间比较差异均有统计

学意义(P<0.05)，提示脾多肽注射液可增强胃癌大

鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性，其中 0.18 mL·kg的脾

多肽注射液增强效果最佳。脾脏是机体重要外周

免疫器官，而随着肿瘤的进展，脾脏中免疫杀伤

细胞活性逐渐减弱[9]。动物实验证实[10]，荷瘤小鼠

脾脏前期受非小细胞肺癌细胞抗原刺激可产生可

溶性抑制因子，且随着肿瘤的进展，抑制因子数

量增多。本实验中，经 MNNG 诱导的胃癌大鼠脾

脏中 NK 细胞被明显抑制，说明大鼠脾脏内已存在

某种抑制因子，进而降低脾脏内 NK 细胞对炎症因

子刺激的反应能力。脾多肽是由小牛脾脏提取物

纯化的一类多肽，相对分子质量<6 000，经静脉注

射后随血液循环进入脾脏，通过与细胞膜受体结

合，提高 NK 细胞活性，进而提高细胞非特异性免

疫反应。本研究中中剂量组作用效果最好，推测

可能是该剂量为临床等效剂量一致的原因，另外，

高剂量的脾多肽注射液可能对大鼠有一定的毒理

性，进而可能降低其临床效果。由此，脾多肽注

射液对胃癌大鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性具有明显

促进作用。 
胃组织及脾脏中 NK细胞占比及 NKG2D的表

达、MICA mRNA 和蛋白相对表达量组间比较，对

照组最高，中剂量组其次，低、高剂量组稍低，

模型组最低(P<0.05)，提示脾多肽注射液增强胃癌

大鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性的调控机制可能与 NK
细胞占比增加、NK 细胞活化性受体 NKG2D 及其

配体 MICA mRNA 和蛋白表达上调有关。Wu 等[11]

从健康小牛脾脏中提取多肽混合物，作用于肺癌

小鼠，证实脾多肽提取物可缓解癌细胞免疫抑制

效应，通过免疫调节途径治疗肺癌，提示与肺癌

小鼠 NK 细胞增殖有关，与本研究中应用脾多肽注

射液明显提高胃癌大鼠脾脏及胃组织中 NK 细胞

占比结果相似。NKG2D 可表达于 NK 细胞表面，
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也可表达于其他免疫效应细胞表面，属于激活受

体蛋白[12]。机体正常细胞表面 MHCⅠ类分子可正

常表达，NK 细胞通过识别 MHCⅠ类分子后，其

杀伤功能抑制，病理状态下，部分细胞表面 MHC
Ⅰ表达抑制，NKG2D 与靶细胞表面相应配体

MICA 结合，从而激活 NK 细胞杀伤活性[13]。研究

表明[14-15]，MICA 可在胃癌、非小细胞肺癌等多种

肿瘤细胞表面低表达，肿瘤细胞表面 MICA 配体

与 NKG2D 结合的有效性较低，有利于肿瘤细胞免

疫逃逸。本研究用不同浓度的脾多肽注射液进行

干预后，胃癌组织中 MICA mRNA 表达升高，

MICA 释放相应增多，与 NKG2D 结合后增强 NK
细胞的免疫杀伤作用，激活免疫应答反应[16]。由

此，脾多肽注射液可能不仅通过增加 NK 细胞占

比，而且上调胃癌组织中 MICA mRNA 表达、与

NKG2D 结合后增强 NK 细胞的免疫杀伤作用而发

挥免疫杀伤作用。 
综上所述，脾多肽注射液可增强胃癌大鼠脾

脏 NK 细胞杀伤活性，其中 0.18 mL·kg的脾多肽

注射液增强效果最佳，可能与上调 NK 细胞活化性

受体 NKG2D 及其配体 MICA mRNA 表达有关。

本研究通过讨论脾多肽注射液增强胃癌大鼠脾脏

NK 细胞杀伤活性及其调控机制，为胃癌临床治疗

提供理论基础。 
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