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四、结 语

微管的聚合和解聚是细胞分裂中的一个重要环

节，其动态平衡状态时常发生变化。 微管动力学不

稳定性通常是用微管正端(未端)聚合、解聚的速率

以及从增长到缩短(灾变) 、从缩短到增长(拯救)的

转换频率四个参数来衡量的 。 对于活细胞来说，影

响其微管动力学的因素不仅包括诸多的物理、化学、

生物方面因素，此外还有物种的差异，以及包括细胞

培养温度、荧光蛋白标记物、图像和软件配置的选择

等因素，这些均可能对微管动力学研究有较大的影

响，因此在研究过程中应兼顾多方面。 目前随着微

管相关蛋白的不断发现，这些相关蛋白的结构和功

能在许多方面亟待进一步研究，特别是 MAPs 磷酸

化、乙酷化后对微管动力学的影响 ， 以及与某些疾病

如恶性肿瘤、老年性痴呆综合征、短暂性大脑缺血等

之间的相关性，均是当前研究者须关心的问题。

1998 年本课题组克隆 的 一 个 新基 因 ]WA

(AF070523) ，初步研究结果显示其表达蛋白可能也

是一种新的微管相关蛋白 ，参与细胞分化、氧化应激

及细胞内氨基酸平衡调节等 ， 目前还正在不断地进

行深入研究。

NKT 会田
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胞 亚 群 铃

张勇王福庆

(上海第二医科大学 上海市免疫学研究所 上海 200025)

经典的 NKT细胞是一类表面既具有 T 细胞又

具有 NK 细胞标志的 T 细胞亚群。与普通 T 细胞

相比，1. NKT 细胞不受经典 肌任-1C 1 类分子限制 ， 而

受非经典肌任-IC 1 类分子、CDld 分子限制，不识别蛋

白质抗原，而是识别脂类抗原;2.NKT 细胞的 TCR

库非常局限，一个物种的 NKT 细胞只有一种 TCRα

链和 3-4 种 TCRß链 ;3. 受刺激后，NKT 细胞能迅

速产生大量的细胞因子，如 IFN子和俄 IL_4 [ 1 ， 2 ] 。

关于 NKT细胞的功能、调控以及与免疫系统其他

细胞的关系尚不十分明确 。 随着对 NKT 细胞研究

的深入，不同实验常得到不相一致、甚至是完全相反

的结果，这可能与 NKT细胞具有不同的亚群有关。

一、 NKT 细胞的分类

NKT细胞是一群高度异质性的细胞，可根据不

同的表型和功能特征加以分类:

1. 根据 NKl . l 的表达分类

1987 年， Fowlkes .等在 C57BL/6 小鼠胸腺中发

现一群 CD4-CD8-TCRα扩的 T 细胞，其表面表达

NK细胞标志 NK1.1[3] ，因此将这种 NK1.l +T 细

胞称为 NKT 细胞。 但 NK1.l 只表达在 C57BL/6 、

NZB 和 CE 等小鼠品系中，而 Balb/c、 NOD 以及

DBA等其他许多小鼠品系均不表达该分子[4] 。 同

时利用 CDldα-GalCer 四聚体技术(见下)发现，即

使在 NK1 .l 小鼠品系中也有不表达 NK1.l、但能

识别 CDld 分子递呈的脂类抗原的 NKT细胞亚群。

因此，NKT细胞可分为 NK1.l +和 NK1.l 一两种。

份 国家自然科学基金资助项目(批准号 :30070709) 。
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2. 根据 ωld 依赖性分类

1995 年 ，发现 NKT 细胞识别由非经典孔任-IC 1 

类分子 CD1d 递呈的脂类抗原[5J 。 但直到现在仍未

发现 CD1d 分子的天然配体。 一种人工合成的糖脂

α半乳糖神经销胶醇 (α-galactosylceramide ， α-Gal­

Cer)被证明能与人和小鼠 APC 的 CD1 分子结合，在

体内、外有效地激活 NKT 细胞[6J 。 在此基础上，

Benlagha 等首次利用荧光标记的 CD1d-a-GalCer 四

聚体成功地鉴定 NKT 细胞[7 J 。 四聚体技术最初用

于检测特异性 CD8 + T 细胞。 其原理是:将装载有

特定抗原肤的重组肌但CI 类分子(孔但C: 肤单体)重

链 C端生物素化，则四个这样的单体分子能同时与

一个荧光素标记的亲和素分子结合，形成荧光素标

记的四聚体。 由于特定的 TCR 分子能与相应

沁任-IC:肤复合物结合，所以利用荧光素标记的四聚

体就能检测抗原肤特异性 CD8 + T 细胞。 与此类

似，四个生物素化的 CD1d:α-GalCer 单体与荧光标

记的亲和素装配成的囚聚体可以特异地检测 NKT

细胞。 这种方法被认为是目前分离和鉴定 NKT 细

胞最有效的方法。 但是，正像下文将要提到的，某些

NKT 细胞是不受 CD1d 限制的 。

3. 根据 TCR 基因取用分类

经典 NKT 细胞一个显著的特点是 TCR 基因

取用呈极度偏移的格局，在小鼠为 Vα14Jα281-Vß

8/7 (称为 Vα14 + NKT 细胞) ，在人类则是 Vα24JαQ

Vßll [2 J 。 但有报道称，在 Jα281 缺陷小鼠外周，发

现有些 CD4 - CD8 - 和 CD8 + NKT 细胞，其 TCR 基

因取用是随机的[8J 。 表明存在另一种 Vα14 - NKT

细胞。

4. 另外，NKT 细胞还可根据 TCR 的不同分为

呻+ NKT 和 协+NKT 细胞。

二、 CD4 + 、DN 和 CDS + NKT 细胞

经典成熟 T 细胞根据表面共受体的不同可分

为 CD4 + 和 CD8 + 两种亚群。 与此类似， NKT 细胞

主要可分为 CD4 +、 CI旷 CD8 - (DN) 和 CD8+ 三种

NKT细胞亚群。 这三类 NKT 细胞的性质、分布、

特点和功能等均存在一定的差异。

1.组织分布

NKT 细胞最初是在胸腺中发现的。 现在，几乎

在所有经典 T 细胞存在的部位均可检测到 NKT 细

胞，包括肝脏、骨髓、脾、外周血、淋巴结、子宫、肠和

肺部等。 其中需要特别指出的是，在正常子宫中无

NKT细胞，但娃振早期子宫中即出现一定数量的

NKT细胞，其中绝大多数为 DN NKT[9J 。 我们实

验室在对自发性流产模型小鼠的研究中也得到一致

的结果。 在不同的器官和组织成熟 T 细胞中，NKT

细胞所占的比例差异很大，以肝脏最多 (30% -

50%) ，而淋巴结最少(约 0 . 3%) 。 除胸腺元 CD8 +

NKT 细胞外，其余器官都存在所有三种不同的

NKT细胞亚群，但各亚群的比例差异很大(见表
1) [ 10 ， 11J 。

表 1 不同组织中 NKT细胞亚群

组织 CI旷 DN CD8+ 

胸腺 +++ ++ 
脾 +++ ++ + 
肝脏 +++ 十+ + 
骨髓 ++ +++ + 
淋巴结 ++ +++ ++ 
外周血 ++ 十+ + 
肺 ++ ++ +++ 
子宫 + +++ + 
大肠和小肠 + ++ +++ 
腹膜渗出液 ++ +++ ++ 

注: + + + : > 50 % , + + : > 10 % , < 50 % , + : < 10 % 。

2 . 表面分子

NKT 细胞既具有 T细胞标志，又具有 NK 细胞

标志，故其表面分子的种类非常丰富。 除了上面已

经介绍的 TCR 和 NK1 . 1 外，还表达下列分子。

(1) Ly49:小鼠 NKT细胞主要表达 Ly49A、 C/

I 和 G。 但不同亚群的 NKT 细胞， Ly49 的表达存

在明显差异。 在肝脏和脾， Ly49 只表达在 DN 和

CD8+NKT 细胞表面，而 CD4+NKT 不表达;胸腺

和骨髓 CD4 + NKT 虽表达 Ly49 ，但 Ly49 + 的比率明

显低于 CD8 + 和 DNNKT细胞[ 12 J 。

(2) CI削和 C凶4:CI削和 CI则是免疫细胞

活化标志，在细胞活化后高表达。 在 CD4 + 和 DN

NKT细胞表面均表达高浓度的 CD69 和 CD44 ，提

示这可能是一群在组织局部已受脂类抗原活化的细

胞，因此再次受到剌激后能立即释放大量的细胞因

子;而 CD8+NKT更类似于未致敏细胞，表面 CI削

和 CD44 的表达很低，但高表达 CD62L。

(3) 趋化性细胞因子受体 : NKT 细胞表面表达

多种趋化性细胞因子受体，但不同亚群的 NKT 细

胞表达的趋化性细胞因子受体的种类是不同的:如

CCR4 主要表达在 CD4 + NKT 细胞表面，而 CCR1 、

CCR6 和 CXCR6 则主要表达在 DN 和 CD8 + NKT

细胞表面[ 13 J 。 这可能是造成不同亚群 NKT 细胞在
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不同组织中分布不同的重要原因 。 例如，在胸腺中

可检测到高水平的 CCR4 配体 TARC和阻兀，而在

肺及肠道，它们的水平很低。 这与 CD4 + NKT 细胞

在胸腺中比例很高，而在肺部及肠道只占极少部分

是一致的，因为在不同组织和不同生理状态下各种

趋化性细胞因子的表达有所不同。

(4) 其他表面分子，如 Fas、 CD28 、 CDld 等在三

种亚群中均高表达。

3. CDld 约束性

一直以来 ， NKT 细胞都被认为是只能识别由

CDld分子递呈的脂类抗原。 但 Eberl 等发现在

CDld 基因敲除小鼠脾脏和骨髓仍存在一定数量的

NK1 . l +TCRα旷 NKT 细胞，这些细胞表型为 CD8+

或 DN，而且 TCR基因的取用也是随机的[8] 。

4. 发青过程

在裸鼠和出生后即摘除胸腺的小鼠中均发现

CI旷和 DNNKT细胞数量急剧减少，提示这两类

NKT细胞的发育是胸腺依赖性的。 但是在这些小

鼠的肝脏， CD8 + NKT 细胞数量并无明显变化。 那

么这群细胞是怎样产生的呢?有报道认为 CD8 +

NKT细胞是由经典 .MHC 1 类分子选择产生[ 10] 。

越来越多的学者认为 CD8 + NKT 细胞的发育是胸

腺非依赖性[ l4] ，更确切地说， CD8 + NKT 细胞是在

胸腺外组织，如肝脏中产生。 最直接的证据就是在

胎肝和成年肝脏中均检测到 TCR 基因重排所必需

的重组激活基因 (RAG- l 和 RAG-2)的表达[ 15 ] 。

TCRVα14Jα281 对不同亚群 NKT 细胞的发育

的影响也不同 ， 在 TCRVα14Jα281 缺陷小鼠中，

NKT细胞总数明显下降，但进一步分析亚群时发

现， CD4+NKT 细胞明显下降， CD8 + NKT 细胞数量

未见明显改变[ 10 ] 。

从谱系发育过程来看 ， DN NKT 细胞可能是由

CD4 + NKT 细胞转变而来，因为有实验表明， CD4 +

NKT 细胞在体外经抗 CD3 单抗剌激 4 天后，其表

面 C凶分子表达降低，而且仍保持 CD8 - [ 16 ] 。 而

CD8 + NKT 细胞与 CD4 + 和 DNNKT在发育上似元

直接关系。 但现已发现在许多器官和组织中 ， 当

C凶+ NKT 细胞受到损伤时， CD8 + NKT 细胞会代

偿性扩增[8] 。

5. 分泌细胞因子

激活后能迅速分泌大量的细胞因子并藉此发挥

各种效应功能是 NKT 细胞最重要的特征之一。 很

多报道表明， CD4+和 DN NKT 细胞在激活后能平

衡地分泌大量的 IL-4 和 IFNγ[ 1 3] ， 但不同组织中

的 NKT细胞分泌细胞因子能力的差异很大。 脾脏

NKT细胞分泌细胞因子的量远远低于胸腺中的

NKT细胞[ 10 ] 。 而且，不管是在胸腺还是脾脏， DN

NKT细胞分泌 IL-4 的能力较 CD4+NKT 细胞为

低;而 CD8 + NKT 细胞分泌细胞因子的能力则存在

明显差异。 最近所有关于 CD8 + NKT 细胞的研究

均显示 ， CD8 + NKT激活后只能分泌 IFN-y，而不能

分泌 IL-410 ， 17 ] ，提示 CD8 + NKT 在功能上与前两

类细胞存在明显差异。 这可能也是早期不同实验室

结论不相一致的重要原因之一。

需要特别指出的是， α-Ga1Cer 能特异地激活

NKT 细胞。 在小鼠实验中发现，这种激活作用一个

显著的特点是 ， 初次注射 α-Ga1Cer 能使小鼠 NKT

细胞迅速活化 ，平衡地分泌大量的 IL-4 和 IFN-γ。

而多次注射 α-Ga1Cer 后， NKT 细胞极化为只分泌

IL-4的细胞，同时伴有血清 IgE 升高[ 18 ] 。 虽然该实

验未能确定这些 NKT 细胞的亚群，但很可能这是

CD4 +或 DNNKT。 α-GalCer 已成功地用于预防和

治疗小鼠糖尿病的发生和发展[ 19 ， 20 ] 。 但是也存在

例外， Cui 等报道，反复注射 α-GalCer 会抑制 Th2类

细胞的分化[21 ] 。与此相一致的是，有报道 α-GalCer

能剌激脾脏细胞表达 CD40L，继而激活分泌 CD40 +

APC分泌 IL-12[剧。

6. NKT 细胞与临床免疫

KT细胞与临床免疫的关系日益受到重视。

迄今已发现 NKT 细胞与自身免疫病[23] 、 抗肿

瘤[24 ] 、抗感染[25 ] 以及免疫耐受(移植排斥)关系密

切，不同亚群的 NKT 细胞在其中可能发挥着不同

的作用。

(1)自身免疫病 : 大量的研究证明，包括糖尿

病、多发性硬化(MS) 、结肠炎和 SLE 在内的大多数

Thl 型自身免疫病的发生与发展与 NKT 细胞密切

相关，其中以糖尿病的研究最为详细。 几个不同的

实验室均发现在糖尿病 NOD 小鼠中， NKT 细胞数

量明显下降，分泌 IL-4 的能力显著降低，但仍保留

分泌 IFN-γ 的能力 。 如果给这些小 鼠转移正常

NKT 细胞，则可明显降低疾病的发生或缓解病

情[26 ， 27 ] 。 在这种过继性免疫治疗中 ， CI旷和 DN

KT细胞在其中发挥了重要作用，这与其受 αGa1-

Cer 反复剌激后，主要产生 IL-4，从而能预防和治疗

糖尿病的发生是一致的。

(2) 抗肿瘤:现已证明 NKT细胞在肿瘤免疫中

也发挥重要作用。 IL-12 或 α-GalCer 活化的 NKT

细胞可通过释放高浓度的穿孔素、 IFN-γ 或激活
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NK细胞和 crL 等细胞的杀肿瘤活性杀死肿瘤细

胞[划。其中发挥重要作用 的效应细胞主要是

CDS +及部分DNNKT细胞。 而 CD4 + NKT 细胞被

认为产生穿孔素的能力较弱。 还有报道甚至认为在

小鼠中 CDld 限制性的 CD4 + NKT 细胞可以通过分

泌 IL-13 抑制效应性口L 介导的清除肿瘤的作

用国]。

(3) 控制感染 :NKT 细胞主要识别由 CDld 分

子递呈的脂类抗原。 而各种病原生物(包括细菌、寄

生虫等)表面富含脂类物质，因此 NKT 细胞必然在

抗感染免疫中发挥重要作用。 现巳证实 ， NKT 细胞

与多种病原生物感染密切相关。 但各种 NKT 细胞

亚群在其中的作用不完全相同。在单核细胞增多性

李斯特菌[29)和症原虫[30 )感染小鼠外周均发现分泌

IL-4 的 CD4 + NKT 细胞下降，而分泌 IFN-γ 的 DN

NKT 细胞增加 。 针对这些病原生物的免疫应答既

包括将 DN NKT 招募到感染局部，也包括 CD4 +

NKT细胞聚集在脾脏以辅助特异性抗体的产生。

CDS + NKT 细胞与抗病毒感染有关 ，在感染 A 型流

感病毒的小鼠肺部常可检测到大量的 CDS + NKT

细胞，其作用可能是在病毒感染期间调节 CDS + T

细胞的效应功能[31 )0 Baron 等也发现在感染乙型肝

炎病毒的转基因小鼠模型中，一种 CDld 限制性、但

对 α-GalCer 元反应的非经典 NKT 细胞激活后可介

导急性乙型肝炎的发生[32) 。

丢士
-μ 1吾

综上所述，NKT 细胞是一群对免疫调节、抗肿

瘤和抗感染具有重要作用的 T 细胞亚群。 近年来

发现不同品系的小鼠或同一品系的小鼠的 NKT 可

具有不同的表型和功能，给 NKT 细胞的分离、鉴定

及其功能的研究带来困难。 CDld-Q-GalCer 四聚体

技术是分离和鉴定 NKT 细胞最好的方法之一 ， 它

能涵盖大部分具有 NKT 功能的细胞，但仍然不能

包括 CDld 非限制性 NKT 细胞。 不同亚群的 NKT

细胞须根据其表型采用不同的方法分离鉴定。
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