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近年来已有许多报道，证明未致敏机体的

淋巴细胞， 对同系、同种异体、异种肿瘤靶

细胞，病毒感染的细胞及体外长期培养的正常

细胞株等具有自然杀伤功能。这现象引起了免

疫学界的极度重视和广泛兴趣，因为它不仅与

同种异体骨髓移植的排斥和自身免疫现象有

关(1 ]，而且也涉及抗病毒感染和防御肿瘤的免

疫监视[ 2] 。 行使这自然杀伤功能的效应者称

NK 细胞。国外对这细胞群已进行了大量的研
究[3 -

本文主要报道正常人 PBL 分别用抗胸腺

血清处理及去除 EA 玫瑰花结形成细胞 (EA­

RFC) 后 ， 应用微量细胞毒性试验来检测它们

对自然杀伤的影响，以分析其效应细胞的组
L ì-
.U 。

材料和方法

一、制备兔抗人胸腺血清(RATS)

混合人胎胸腺制成单细胞悬液。选用对人 PBL

无天然抗体的白兔(五斤左右)进行免疫注射，一组用

1 X 10 8 胸腺细胞( 1 毫升 )，经静脉注入，另一组以同

样细胞数加弗氏完全佐剂， 在脚掌及皮下多点注射，

每隔一周免疫一次， 共注射三次，末次注射后三周放

血。

抗血清归入A 、 B 、 0血型红细胞，在 37'C 、室

温、 4'C 分别吸收，再用泪合的正常人外周血经尼龙

棉分离所获得的 B 淋巴细胞吸收。所有的抗血清经

4 0 %饱和硫酸饺沉淀初步纯化， 最后以 6 号砂芯漏斗

灭菌过滤， 分装成小瓶， 置低温冰箱保存待用。在补

体的参与下， 将 1 : 32 稀释的 RATS 处理 PBL，其E

玫瑰花结形成细胞(E-RFC)值均为<1% 。

以下实验所用的 RATS 均为稀释 32 倍。

二、 RATS 对淋巴细胞转化的抑制效应

正常供主肝素抗凝全血0 . 3毫升+ 0.31毫升RATS

3 ("C 
一一7再加 PHA 及培液作淋巴细胞转化试验，观察

30' 
指标为分裂率。 以 0. 3 毫升肝素抗凝全血 + 0.3 毫升

培液先温育 30 分钟作为对照， 详细方法见[叫。

三、补体

选用对人淋巴细胞无天然细胞毒性抗体的白兔新

鲜血洁，灭菌过滤后， 置低温冰箱备用 ， 一 般不超过

一个月。

四、微量细胞毒性试验

(一〉靶细胞: 7402 入体肝癌细胞株， 引自 中科

院上海细胞生物学研究所， 由本所细胞库传代培养。

〈二〉效应细胞， 12 例正常人， 取其外周静脉 全

血〈肝素抗l疑 50μ1m!) ， 用比重 1. 07 7 淋巴细胞分离

液(上海试剂二厂出品)梯度离心， 所获单个核的细胞

经 37'C 45 分钟贴壁培养，以丢除单核细胞， 得 到较

纯的 PBL。将这 PBL 分成三份g

(1)第一部分形成 EA 花结， 详细方法见[12] : 

37'C 
(2) 第二部分 +RATS 一， n ' 如 + 1640 培 液继续

30' 
培育一小时。

37'C 
(3) 第三部分 +RATS一一丁~ +补体(C) 后再继

刊 '

续在 37
0

0 培育一小时。

把以上(1)、 (2) 、 (3)部分 ， 再次梯度离心，所获

的界面层细胞分别为去除EA-RFC(即 Fc-R(f)细胞〉

的 PBL、经 RATS 处理的 PBL 、 去 T细胞的 PBL 。

各组分的纯度用形成E 、 EA 花结来鉴定。 去 EA­

RFC 前的 PBL 中 EA-RFC 的百分率 24.95 士 5.66 ，

去 EA-RFC 后为 5.88 :t 2. 队 总 PBL 中 E-RFC是

59.74 土 5.28，单独 RATS 处理的 PBL 为 4.87 土

1. 88 ，而去 T细胞后的 PBL 中 E-RFC 则仅为<1% 。

PBL+RATS+C 组的细胞)> 50 % 死 亡， 单 1虫

加 RATS 无C者与不加 RATS 组相同， 均 90% 以
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上存活。

(三)细胞霉试验g 将上述总 PBL 、去 EA-RFC

的 PBL、 RATS 处理过的 PBL 及去 T细胞的 PBL

分别作为效应细胞， 每效应者作 5 个复份，检测其杀

伤靶细胞的能力[13] 。

(囚〉分析z 各组都先求其平均贴壁细胞数和标

准差， 只有当加效应细胞的实验组的平均贴壁细胞数

与对照组的差异有统计学意义时(P<O.05) ， 才分别

计算该效应细胞的真正细胞毒性能力，细胞毒性以贴

壁细胞抑制率Q表示g

Q= 对照组贴联细胞均生二三实验组贴壁细胞均数
一 对照组贴壁细胞均数

x 100% 

结果

从 12 例淋转资料中发现 RATS 对

PHA 引起的淋巴细胞转化， 显示了不同程度

的抑制，从 11%→93% 不等。它和 E花结抑

制及对 7402 人体肝癌细胞株的自然杀伤未见

有明显的相关性。

二、从本组实验看，正常人对人肝癌细胞

株 7402 的天然杀伤(NK) 与性另IJ 、 年龄无关，

这与本室以前检测了近百名正常人所获结果一

致，本实验的细胞毒性试验结果显示， 经过各

种处理的效应细胞。其 NK 没有超过总的 PBL

‘者。单独 RATS 处理与去除T细胞的 PBL 情

况相似，只是单独 RATS 处理的 PBL 丧失的

NK 较明显，该组 NK 消失者占 7/14，而去T

细胞后的 PBL NK 消失者仅 4/12(见表 1) 。

去除 Fc 受体阳性细胞 (EA-RFC ) 后的

PBL，只有二例 (11 、 12 号见表 1 )仍然有 NK ，

但已明显减弱，并且它们去T细胞以后的PBL ，

NK 分别为完全消失或大部分丧失 ， 可见其

NK 效应细胞主要是具有 Fc 受体的T 淋巴细

胞，另有小部分为无 Fc 受体的T 与非 T ，另

10 例，去除 EA-RFC 后 PBL 的 NK 完全消

失，它们有下列三种情况:

表 1 经各种不同处理后 PBL 自然杀伤率(%)及效应细胞组分

凶，ω |去 EA-RFCl 叫胞后|经 RATS~理 效应细胞组分
供 主号 PBL 后~PBL I PBL 的 PBL

石 x x 50.67 (一〉 。 42.77 48.97 
Fc-R EÐ 的 二II~ T细胞

杨 x x 64.39 〈一〉 57.41 38.70 

潘 x x 95.97 (一〉 20.37 23.55 

徐 x x 77.26 ( - ) 40.68 29.31 Fc-R EÐ 的 T细胞及

A金 x x 78.54 ( - ) 30.06 (- ) 

张 x x 52.05 (一〉 33.06 ( - ) 
Fc-R EÐ 的非 T细胞

虞 x x 74.11 (一) 44.92 35.03 

杨 x x 21. 33 (一〉 (一) ( - ) 

秦 x x 42.18 (一〉 〈一〉 ( - ) Fc-R EÐ 的 T细胞

俞 x x 78.29 (一〉 (一〉 ( - ) 

王 x x 79.60 16.53 (一〉 ( - ) Fc-R EÐ 及 Fc-R 8 的T细胞

手L x x 87.93 4l. 75 29.76 ( - ) 
Fc- R EÐ 的 T及非 T

Fc-R 8 的 T及非 T

。表示 NK 消失。

/.':,. ì亥例的 PBL 有部分经尼龙棉处理获较纯的T淋巴细胞， 1!l!U得其 NK 为 72.40 % ， 与总 的 PBL 的 NK

相同， 说明 NK 细胞不是 B 细胞。
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( 二 ) 2 例 ( 2亿 1 、 2 号 ) 去 T 细胞以 后的

NK 与总的 PHL 相阳， 表示它们的 NK 细胞

是 PBL li=1具有 t气，立体的非 T 细胞。

(二 ) 3 例(第 8 、 9 、 10 号)的 PBL 去T

淋巴细胞后 NK 消失，它们的 NK 细胞为 Fc

丑'体阳性的 T 淋巴细胞。

(三 ) 5 例 (第 3 、 4 、 5 、 6 、 7 号)的 PBL ，

去 T 淋巴细胞后 NK 尚有，说明其效应细胞是

具 Fc 受体的包括T和非T 的细胞所组成。

讨论

在对 NK效应细胞本质的研究中，分离所

获各淋巴细胞亚群的纯度是很关键的。作者

以前曾用 梯度离心法去除 E-RFC ， 以期除

去T 细胞，但去T 的组分内常仍有相当量的 E­

RFC。为此， 本实验用自 信1] RATS 加补体处

理 PBL ， 这样能较满意地去除绝大部分 E­

RFC , E 花结仅为主ζ 1 %，最高的一例也仅

为 3% 。 单独用 RATS 处理的 PBL ， 虽然 T

细胞未被杀死， 但也已明显地抑制了 T细胞表

面的 SRBC 受体和 SRBC 形成花结的能力，

即 E花结明显减少。 去 EA-RFC 效果虽然不

\ 

及去 T 淋巴细胞那样彻底 ， 但也可去除 2/3 以

上， 最大的去除率可达 96% 。

进行这类研究所需血11:较大，经各种处理

细胞损起又多，所以用减注-以反证被减去的群

体在 NK 中的作用， 实为可取的方法。

NK 细胞的特征仍是免疫学界争论的课题

之一[8 >1 2 ， 14 >1 5] 。 最初认为 NK 细胞与成熟的

T 、 B 及单核巨噬细胞不同，它无粘附能力，是

具有 Fc 受体的中小淋巴细胞[ 2 ， 6 ， 8 >1 5 >1 6 >1 7]。进

一步又有报道 NK 细胞表面有T 淋巴细胞的

表面抗原，而认为T细胞的 某 亚群也导介
NK庐山， 11 >1 8-21] 。本实验结果发现，正常人外周

血淋巴细胞对 7402 人体肝癌细胞株的自然杀

伤效应细胞主要是 IgG Fc 受体阳性的 (Fc­

REB)T 细胞和 Fc 受体阳性的非T细胞，说明

了本实验系统中 NK 细胞的异质性。 而这 Fc

受体阳性的非T细胞可能不是 B细胞，因为作

者曾对 1 例(第 6 号)PBL 经尼龙棉过滤，去除

B细胞后，再作细胞毒试验，发现与该份样本总

的PBL的Q值相似，分别为 77.26%和 72 .40%

〈见表 1 )。最近 AH-KAU 等报道[22 ] ， 用单

克隆抗 HLA-DR 抗原的抗体进行研究，发现

- - - -二--~~

韩玉升等固版说明

图 1 碱性磷酸酶

小白鼠肾近曲小管刷状缘处见到电子密度高的沉

淀物(箭头) ， ( N )为上皮细胞核(未染色)0 x 1, 100 

图 2 碱性磷酸酶

人胃粘膜下层的毛细血管内皮细胞边缘〈箭头〉及

管腔中红细胞膜(R)上有电子密度高的沉淀物〈未染

色)0 x2 ,200 

图 3 酸性磷酸酶

小白鼠肝血窦叫 l枯氏细胞 (K) 胞浆内见到电子密

度高的沉淀物(箭头)， (D)为狄氏腔， (W)为血窦中

白血球(未染色 ) 0 x 7, 900 

图 4 酸性磷酸酶

入骨巨细胞瘤的多核巨细胞，胞浆内见到许多电

子密度高的沉淀物(箭头) (未染色 )0 x 16 , 000 

图 5 三磷酸H庆节F酶

小白鼠腹腔游离巨噬细胞(M) 及红细胞 (R) 膜上

有电子密度高的沉淀物(箭头) (未染色)0 x 5, 200 

图 6 三磷酸腺昔酶

嗜酸性白血球，胞浆内见到结晶颗粒 (G) ， ' 在细

胞膜上见到电子密度高的沉淀物(箭头儿 (N ) 为细胞

分叶核〈未染色)0 x 6, 400 

图 7 硫胶素焦磷酸酶

大白鼠副主喜上皮细胞胞浆内见到高尔基体 (G)扇

平囊泡及凹面小泡中有电子密度高的沉淀物， (N) 为

细胞核(铀和铅染色) 0 x 7, 900 

图 8 硫胶素焦磷酸酶

大白鼠肝细胞的高尔基体(G)及毛细胆管 (C)的

微绒毛有电子密度高的沉淀物(未染色 ) 0 x7 , 900 

图 9 葡萄糖-6-磷酸酶

肝细胞胞浆内质网及核膜见到电子密度高的沉淀

物(箭头)， (N)为细胞核〈未染色 ) 0 x 14 , 000 

图 10 琉王自酸脱氢酶

大白鼠心肌线粒体睛， ili香间间隙及外室有电子密

度高的沉淀物， (Mr )为肌原纤维(未染色 )0 x 14 , 000 
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HLA-DR 抗原阴性的细胞有 NK 和 ADCC

效应，而 HLA-DR 抗原阳性的 B 细胞则无此

效应，这支持了我们的观点。也有报道正常人

PBL 对同一靶的 自然杀伤， 在不同的时间差

异很大[叫，并且各种不同靶对同一供主 PBL

自然杀伤的敏感性也不同。本实验结果显示2

不同正常人 PBL 杀伤同一靶的 NK 细胞组成

有个体差异 ， 虽然均包括 Fc-REB的 PBL，有

的为T细胞， 有的是非T细胞，有的则二者兼

有之。说明同一个体对某一靶的 NK效应细胞

并非纯一群体，可有不同类型细胞组成，不同

个体由于它们以往对靶抗原接触情况不同，可

以通过不同的机制行使细胞毒效应。我们认为

这个现象是可以理解的，因为人非纯系，各具

不同的 HLA 系统，各人以往生活过程中接触

的抗原各不相同， 本实验应用肝癌细胞株作

靶，虽然我们选悸淋巴细胞的供主无肝炎史，

但不能排除有与肝炎病毒相关抗原接触或隐性

感染的可能性，而 7402 细胞的表面抗原不全

清楚，它是否可能表达有与肝炎病毒相关抗原

也未定论，况且我们进行的细胞毒试验是效靶

接触 48 小时， 在理论上也可能包含有激活或

致敏的T 淋巴细胞杀伤效应， 可见较长时间的

培育与短期 51Cr 释放试验的细胞毒机制不尽

相同。 最近报道人T细胞中 Fc-REB者称 TG

是 NK 和 ADCC 的效应细胞， 并且证明 NK

和激活的淋巴细胞杀伤效应者不全相同[叫。

看来研究人体 NK细胞较困难，但如果多

选择几种靶， 并同时研究靶抗原及用具有各种

不同靶抗原的细胞进行竞争抑制试验，将有助

于深入了解和研究 NK 细胞。
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