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天然杀伤 (NK) 细胞

R. B. Herberman, MD 

导言

除免疫细胞毒 T细胞、巨噬细胞和抗体依

赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC) K细胞以外，

NK 细胞最近也被认为是细胞毒效应细胞家族

中的成员。它们能对肿瘤细胞和其它一些类型

的靶细胞起反应，象是淋巴细胞的一个小的亚

群，具有一套特殊的细胞表面标志和形态学特

征。

正常个体淋巴细胞对肿瘤细胞和培养的肿

瘤细胞株的细胞毒效应，最初是在寻找带瘤个

体淋巴细胞对自身肿瘤的或相同组织和病因类

型肿瘤的特异细胞毒活性研究过程中认识到

的。在那些研究中，人们设想正常个体淋巴样

细胞将会是无反应的，可以起基线对照的作用，

可是一些正常对照淋巴细胞对某些靶细胞的细

胞毒，实际上都超过了带瘤个体的淋巴细胞。

这些异常的对照反应最初被认为是由于体外的

人为现象，不过后来证明大部分或所有这种反

应性都是由 NK 细胞引起的。这些发现使得有

必要重新评价癌瘤病人细胞的细胞毒反应，以

便从更特异的免疫效应细胞中区别出 NK 细胞

的活性。

近几年，一些实验室对人类和啃齿类的NK

细胞已作了广泛的研究，其中一些结果将概括

在这里。有关天然细胞介导的细胞毒性和 NK

细胞更详细的情况，读者应查阅最近的一些综

述和这一课题的书。

方法

对NK 细胞活性的一些早期观察，特别在

人体中，是用长期细胞毒性试验('吨udR 释放

试验或目测微量细胞毒性试验)做的。为了详细

地弄清NK细胞的特性和迅速得到定量的资料，

许多研究者已经改用短期(通常 4 小时)51Cr 释

放试验。靶细胞悬液用 Naz61 CrO，标记，610 很

容易进入细胞并与细胞内蛋白质共价结合。在

37 "C 4 小时试验过程中，大多数或所有的标记

物都留在存活的、未受损细胞的内部，而在细

胞溶解或细胞表面膜遭受较大损害时， BIer 则

释放到介质中。因此，介质中 51Cr 的量就表示

所溶解的细胞数量。这种短期试验的主要条件

是要求不断提供对迅速溶解相当敏感的一种靶

细胞。就临床研究而言，许多研究者现在使用

的是来自慢性骨髓样自血病 (CML) 病人胸膜
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渗出胁的K562培养细胞株。大多数正常人在效

靶比例为 50:1 或更高时，引起 51Cr.释放百分

率很高。就小鼠 NK 活性的研究来说，多数研

究者现在使用 YAC-1 细胞株〈一株建自可移植

性淋巴瘤的培养细胞株)。这株细胞对正常供体

淋巴细胞迅速的致溶解作用极为敏感。虽然通

常组织培养细胞株对 NK 活性的敏感性要比体

内传代的肿瘤细胞高，但某些小鼠和大鼠腹水

型淋巴瘤业已被用为良好的靶细胞。

正如下面所要讨论的， NK 细胞与介导

ADCC 的 K细胞属于抗肿瘤细胞的淋巴细胞'同

一亚群，实际上这两种细胞群可能是相同的。

所以同时进行 ADCC 试验以确定这两种细胞

毒活性之间的确切关系是重要的。 ADCC 试验

通常用的是靶细胞特异的 IgG 抗体来致敏51Cr

标记的靶细胞。具有 IgG 分子 Fc 受体的淋巴

样细胞能结合到抗体覆盖的靶细胞上。带有 Fc

受体 (FcrR+) 的细胞和靶细胞适当的结合导致

在 370C迅速致溶解。好几种类型的细胞都带有

FcrR，包括 T细胞亚群、 B细胞和单核细胞或

巨噬细胞。能够引起抗体覆盖的靶细胞溶解的

FcrR+ 细胞类型取决于靶细胞的类型。虽然不

同类型的 FcrR+ 细胞都可以使作为靶细胞的某

种红细胞溶解，但唯有淋巴细胞亚群的K细胞

才可以迅速地溶解哺乳类有核的靶细胞〈通常

指肿瘤细胞〉。因此，大多数实验室在进行

ADCC 试验来测定K细胞活性时都使日肿瘤细

胞株。临床研究上使用最多的靶细胞是用异种

〈通常指家兔〉抗体覆盖的人的 Chang 氏肝细

胞株或小鼠淋巴瘤。

大多数人体 NK 细胞和K细胞活性试验用

的是肝京化外周血通常经Ficoll-Hypaque梯度

离心分离出来的单核细胞。人脾脏细胞具有类

似的活性，而淋巳结、扁挑腺或胸腺细胞对通

常的靶细胞则几乎测不到活性。在用小鼠和大

鼠所做的研究中最常用的是脾脏细胞，但同人

类一样，外周血淋巴细胞也有良好的活性。淋

巴结细胞监示出不同程度的反应性F 胸腺细胞

通常无反应沾性。

为了定量测定那些经细胞分类或别的处理

后的细胞毒活性，以单一效靶细胞比例来比较

各部分的细胞毒性通常是不够要求的，因为细

胞毒性剂量反应曲线在高比例时峰值呈平台状

态，而在低比例时相当陡斜。正确比较具有类

似细胞毒性斜率的不同细胞样品，适当的方法

是计算溶解单位。在剂量反应曲线线性部分中，

产生一定溶解百分率〈通常为20一30%)所需的

细胞数称为 1 个溶解单位。在试验中溶解单位/

107 细胞的计算提供了不同淋巴细胞样品间专

一活性的定量的、相对的比较。总的溶解单位

〈溶解单位110 7细胞×某一部分的细胞数〉表示

未分类过的细胞活性在不同的亚群中是如何分

布的。

NK 细胞的特征及其与 K 细胞的关系

根据早期细胞分类的研究， NK细胞象是

null 细胞，即缺乏T细胞或B细胞标志特征的

细胞。可是按照 T淋巴细胞形成 E玫瑰花的最

适条件来分析，又发现大多数人的NK细胞对红

细胞 (E)受体具有低亲和力。人 NK细胞为 T细

胞系的成员，是通过用抗T细胞特异血清加补

体处理后使细胞毒活性实际消失而证实的。然

而在无胸腺小鼠中也发现了高水平的NK活性，

这又似乎支持NK细胞的非T细胞性质。但是最

近的报道已经表明，用高浓度抗 Thyl 血清加补

体处理，或反复处理，就消除了这种小鼠细胞中

大部分的 NK 活性。此外，应用抗 Thy1 单克隆

抗体和荧光激活细胞分离器可以从无胸腺小鼠

或常用小鼠实实在在地选择出部分 NK 细胞。

这样看来，某些小鼠 NK 细胞具有低密度Thy1

抗原，而且这些效应细胞是与 T细胞有关的世

系，也许是前胸腺细胞或胸腺不依赖性 T 细胞。

NK 细胞的另一种表面标志是 FcrR。在人

NK 细胞表面很容易测到 FcrR，去尽 FcrR+ 细

胞的一些步骤导致 NK 活性的实际消失。小鼠

和大鼠的NK细胞虽然最初看来象是缺乏FcrR ，

经用更敏感的去尽 FcrR 步骤时，就去除了一半

以上 NK j.容解单位。在所研究的每一种种属动
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物的 NK 细胞都发现有 FcrR，使 NK 细胞和介

导 ADCC 的 K细胞之间的关系又成为问题。一

种可能的解释是， NK 活性由体内结合着天然

抗体"武装的" K细胞所产生的，我由对靶细

胞起反应的 K细胞所产生，这些靶细胞在体外

试验期间被分泌的抗体所包被。可是我的实验

室和其他实验室的深入研究未能证实 IgG参与

天然细胞介导的细胞毒性。尽管如此， NK 细

胞和 K细胞看来是相同的淋巴细胞亚群，并具

有许多共同的特征。根据对 NK 活性敏感的一

些靶细胞能抑制 ADCC 的实验来看， NK 和

ADCC 活性可能是由相同细胞介导的F 也许是

这些细胞能通过 FcrR 与抗体覆盖的靶细胞相

互作用，或通过单独的 "NK 受体"与靶细胞

相互作用，从而产生细胞毒效应。

几乎在所有的 NK 细胞研究中，效应细胞

都是按其功能特征来确定的，因为这些细胞并

未显示特有的表面标志。不过 Timonen 等最近

发现，与 NK 敏感的靶细胞相结合从而形成了

结合体的大多数人淋巴细胞，是大颗粒淋巴细

胞 (LGLs) ，它具有锯齿形细胞核，在细胞质中

存在显著的嗜天青颗粒。

已经有可能用不连续的 Percoll 密度梯度

离心来富集 LGLs。最近我们应用这个步骤较好

地表明了人 NK 细胞的特性，发现大部分 NK

或 ADCC 活性存在于含有 75-85% LGLs的部

分，而在外周血淋巴细胞中这些部分则只占

10一20%。相反，在含有大部分为小-中型淋

巴细胞部分实际上已经不显示 NK 或 ADCC活

性。这个步骤至少可以靠得住地把NK和 ADCC

活性增强 5 倍。LGLs 担负细胞毒活性的可能性

得到j一些实验观察的支持，即约 50%LGL，能与

K础细胞形成结合体，而且形成结合体的 LGL，

大多数具有杀伤贴壁靶细胞的能力。此外在应

用粘附于免疫复合物单层来检测时，还发现几

乎所有的 LGL，都含有 FcrR 。

因此人的 NK，吾未具有一种特有的形态。

ADCC 活性与 LGL，相关为 NK 和 ADCC 活性

属相 !EHfllH包性质的设想J提供了进一步的证据。

大鼠脾脏和外周血中的 NK 细胞也象是 LGL"

并可按用于人 NK 细胞的类似步骤来加以富

集。相反，小鼠脾脏或外周血中测不到 LGL"

也尚未发现能把小鼠 NK 细胞与别的淋巴细胞

相区分的任何形态学特征。

天然细胞毒性的特异性

天然细胞毒性的特异性是一个要考虑的重

要问题。大多数有关陆齿类动物NK细胞的早期

研究使用的是白血病或淋巴瘤靶细胞，最初以

为只有这些细胞是对 NK 活性敏感的。可是人

NK 细胞的许多观察开始是在癌的单层细胞株

进行的，这样的资料提示NK细胞实际上也许有

范围广泛的反应性。这一点经用各种不同的细

胞对NK活性易感性的深入研究业已得到证实。

一些肉瘤和癌，包括某些人原发性肿瘤和细胞

株在内，都对 NKij5性是敏感的。通常体外肿瘤

细胞株对NK细胞的致溶解作用较敏感，但某些

体内肿瘤细胞也有同样的敏感性。此外，尽管最

初似乎认为 NK 反应性只局限于同种靶细胞，

但是已经发现小鼠和大珉 NK 细胞对某些人细

胞株也有活性F 不过人 NK 细胞对喝齿类动物

靶细胞的反应性通常是较少见的。也有人指出

NK 活性不限于肿瘤细胞范围， 某些正常类型

细胞对 NK 细胞的致溶解作用也有些敏感性。

已经知道 NK 细胞具有相当广泛范围的反

应性之后，接着就产生了这样的问题，即究竟

是一种 NK 受体对所有易感的靶细胞不加区别

地起反应，还是有各种不同的 NK 受体对靶细

胞上一系列可能存在的抗原具有特异性。有几

方面的证据是支持后一种可能性的。许多有关

的资料是通过冷靶抑制试验获得的。这种试验

包括把不同的未标记的靶细胞加到效应细胞和
51Cr 标记的靶细胞的混合物中， 能与介导标记

靶细胞溶解的 NK 细胞相互作用的细胞就竞争

地抑制了 51Cr 的释放。在这样的研究中使用不

同的标记靶细胞时，发现有不同形式的抑制作

用 p 有些细胞能很强地栩如l某种靶细胞溶解，

却对别的靶细胞几乎没有抑制活性。此外，不

同品系小鼠的 NK 细胞对某些种靶细胞的反应
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中有较大的差异，而对另外一些种类的靶细胞

又不存在差别。还有鉴于小鼠 NK 细胞和体内

细胞介导的抗骨髓作用之间存在显著的平行关

系，苦来 NK 细胞很可能特异地识别遗传决定

的 Hh 组织相容性抗原。

NK 细胞中存在识别不同靶细胞的异质性

性能的更直接证据，是来自对单层靶细胞选择

性吸附后的人 NK 细胞的研究。在一次这样的

研究中，把 7例正常人外周血淋巴细胞 (PBL，)

与 NK 易感的 5 种不同细胞株的单层细胞温

育，然后测试非粘附细胞对每种靶细胞所残留

的细胞毒性。结果发现，实际上对吸收过的每种

细胞株的所有反应性都可以被去掉p 可是有 5

例正常人选择性吸收过的细胞对不止一种别的

靶细胞仍有很大的反应性。这些资料似乎证实，

NK 细胞能识别靶细胞上种种特异性抗原，而

且也证实 NK 细胞的识别结构是克隆分布的。

影响NK和K细胞活性水平的-些因素

小鼠和大鼠 NK 细胞和K细胞的活性水平

是依照一种特有的年龄相关模式出现的。反应

活性开始出现于 3-4 周龄， 5-10 周龄时达到

峰值，随后下降到低水平F 在不同品系中 NK

细胞和 K细胞活性水平也有很大的差异。人体

中的 NK 细胞活性其年龄相关的因素并不这么

清楚，甚至有些脐带血的样品也发现有活性。

正常人的反应水平有相当大的差别，其中一些

业经表明是受 HLA 表型的影响。

确定 NK 细胞和 K细胞活性与年龄相关的

遗传差异的机制，以及环境因素是否可能影响

这些活性，都成为使人深感兴趣的问题。最初

所得到的一些线索是，小鼠经注射各种病毒、

免疫佐剂(女ìl BCG 或 C.P) 或对 NK 活性易感

的一些肿瘤细胞之后，都能使反应性出现、快

速和有力的增强。发现 Poly I:C (一种有效的

干扰素诱导剂)能显著促进大鼠 NK 活性，从而

提出了这样的呵能性，即干扰素也许在激活NK

细胞中起主要作用。已发现各种干扰素诱导剂

都能增强小鼠 NK i2i性，在注射干扰素本身的

3 小时内就已导致 NK 活性的升高。小鼠脾脏

细胞与 Poly I:C 或干扰素温育后，也能引起

NK 活性明显增加。用人 NK 细胞和 K细胞也

做了类似的观察 z把 Poly I:C 用于一些病人，

两天后引起细胞毒性水平的增加z 人 PBL，与

三种不同的干扰素制品温育 1 小时或 18 小时，

引起了大多数供体 NK 细胞和 K细胞活性的增

加。为干扰素所介导的这些效应已在小鼠和人

体的研究中得到证实，即用抗干扰素抗体能消

除干扰素制品或 Poly I:C的增强效应。另外，

在人体研究中表明，抗干扰素抗体引起 NK 和

ADCC 活性水平下降到自发水平以下。这样的

一些资料提示，干扰素可能在这些效应细胞的

自发激活方面，或者至少在维持它们的活性中

起着重要的作用。

在上述研究过程中，关于干扰素是否确实

是在增强细胞毒活性中起作用的分子仍旧受到

关注，因为在所有这些制品的总蛋白中抗病毒

物质实际上还不到 1-10%。为了更明确干扰

素的作用，最近我们用纯的人白细胞干扰素做

了一些实验。将人的淋巴细胞与这种均质的蛋

白于 37"C温育 1 小时，引起 NK 活性明显的增

强，从而证实了干扰素对 NK 活性的正调节作

用。

由 Roder 和 Duwe 所报道的关于遗传调节

小鼠 NK 活性，是一项非常使人感兴趣的发现。

它表明 beige 点突变与 NK 活性有选择性的和

严重的缺陷相关。接着我们发现 beige 小鼠还

有些残留的 NK 活性，水平与低 NK 品系相似，

而经干扰素处理 beige 小鼠的脾脏细胞则引起

NK 活性的一些增强。

尽管 beige 突变并不导致 NK 活性的完全

丧失，但是与这种基因相关的选择性缺陷对于

参与这种形式的细胞介导细胞毒性的机制可以

提供一种重要的线索。小鼠 beige突变引起的异

常类似于人的色素缺乏易感性增高综合症

(Chédiak-Higashi 综合症〉。我们最近与 Roder

和Fauci 合作研究了患这种综合症病人的细胞，

在以对NK高度易感的靶细胞株 K562 作 4 小时
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测定时，显示出 NK 活性明显地受到抑制。正如

beige 小鼠的情况一样，这种缺陷看来对 NK 活

性是有选择性的，而用干扰素预处理细胞或经

较长时间测试后则活性有所增加。不过这种综

合症病人 NK 反应性的缺陷远远地超过 beige

小鼠F 另外引人注意的是，这种综合症伴随着

淋巴细胞增生症的高发病率。观察到 Chediak

Higashi 病人的淋巴细胞在与环核苦酸、鸟苦

一磷酸预温育能使 NK 反应回复到正常水平是

有关 NK 活性缺陷的性质的一项重要线索。

NK 细胞的体内作用

关于 NK 细胞有待解决的最重要的实际问

题是它们在体内的作用。日益增长的证据表明，

NK 细胞可能在抗肿瘤生民以及在骨髓移植中

的排斥中起着重要作用。为了获得 NK 细胞在

体内迅速消除肿瘤细胞作用的更直接资料，我

们曾检查了 NK 活性水平和小鼠破坏那些经静

脉接种并以 1吨udR 作预标记的肿瘤细胞的能

力之间的相互关系。在具有高 NK 活性品系的

幼鼠中，接种 1吨udR 标记的瘤细胞后 2-4

小时测定不同的器官时，回收的放射性比在低

NK 活性品系中见到的有较大的下降。在所检

查的不同器官中，肺中清除肿瘤细胞的程度与

脾脏 NK 活性水平十分有关。从具有中等到高

水平 NK 活性幼鼠的肺中回收的放射性比低

NK 活性品系中所见到的要小好几倍。这些发

现使我们预期可从肺中分离到 NK 细胞，从剪

碎的肺组织所制备的细胞悬液中确已可能检测

到具有 NK 细胞特征的效应细胞。肺中测到的

NK 活性水平与脾脏相似，因而与肺在体内清

除肿瘤细胞的程度也十分相关。肺中 NK 反应

性和这一器官迅速排除肿瘤细胞能力的一致性

提出了引人兴趣的可能，即 NK 细胞也许在抗

肿瘤的转移中起着一种特别重要的作用。

与 10-12 周龄后小鼠 NK 活性下降的同

时，这些动物在体内洁除静脉接种的瘤细胞能

力随之下降。用兴它增强或减弱体外细胞反应

性的方法处理小鼠，也引起体内反应性类似的

改变。这种体内试验与 NK 细胞对各种肿瘤细

胞株的反应性密切相关，并与对 NK 活性敏感

的一些正常细胞的反应性也密切相关。

现在特别重要的是要获得 NK 细胞可能在

体内抗原发性肿瘤作用的资料。免疫监视理论

原先的概念着重于免疫反应的主要作用是作为

防御肿瘤的天然屏障，只是晚近有所改变，强

调了胸腺依赖的免疫性与免疫监视的关系。正

是这种改变激起了对免疫监视概念一系列的评

论，甚至导致与免疫剌激相反的理论。很多注

意力趋向于对免疫监视理论明显矛盾的两个事

实: nude小鼠中肿瘤发生率相当低，以及切除

胸腺的小鼠不发生某些肿瘤。尽管这些资料对

修改了的免疫监视概念确实提出了挑战，因为

根据这一理论胸腺依赖的免疫反应是有效地抗

御肿瘤所必需的，可是它们并没有真正地影响

到这一理论本身的基础。 nude 小鼠以及切除胸

腺的新生小鼠和大鼠都具有高水平的 NK 和

ADCC 活性(为免疫监视提出了另一有效的可

能机制)，这一发现为已有的大多数体内资料

提供了良好的解释。

免疫缺陷或免疫受压拍]人群中肿瘤发生率

可供利用的资料也引起了对免疫监视作用的争

论。在若干免疫性受抑制的情况下，某些类型

肿瘤的发生率，特别是网状内皮系统肿瘤发生

率明显增加。可是在与免疫抑制有关的其他疾

病中，如麻风病人则未观察到癌瘤发生率的上

升。这一差异或许与疾病的不同效应有关，也

可能与免疫抑制影响 NK 和 ADCC 活性及其它

可能的防御机制有关。因此在不同的条件下仔

细评价这些效应细胞功能的水平，以便确定它

们当中任何一种效应细胞是否与这些病人中肿

瘤发生率相关将是十分重要的。

对免疫监视概念其它主要的iJE，'由是，与病

毒诱发的肿瘤抗原性相反，白发肿瘤常常测不

到抗原性，因此自发肿瘤或许对免疫系统的控

制不敏感。已经有许多工作发现，在体外出现

的肿瘤细胞其抗原性不比体内肿瘤的抗原性

强z 曾预期到体内免疫系统对弱的或不存在肿
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测这种功能以及免疫T细胞介导细胞毒性的功

能所设计的方案。

细胞生物学杂志

王球达译自 ln: The Lymphocyte eds. 

by Sell , KW , & Miller, WV. p 33-43 , 

NY. Alan R. Liss, lnc. 1981. 姚曾序校

它在 5 卷第 3 期

瘤相关抗jzi的肿瘤有所选择。不过几乎所有否

定的话|ιh 都是通过检测抗移植以及通常与免

疫T细胞活性相关的其它免疫反应所设计的一

些步骤获得的。假使正如木文所提出的，在免

疫监视中有 NK 细胞和 K细胞作用的话，那么

提出抗原性和抗肿瘤生长等问题就必须依据检

一
一
一
一
一
幢

黄地老虎颗粒体病毒的研究

黄地老虎颗粒体病毒的酶联免疫分析111. 

石玉J胡 吴祖银

〈新疆农科院微生物研究所，乌鲁木齐〉

邱并生 徐绍华 王小凤 裴美云

(中国科学院微生物研究所，北京〉

.材料和方法

(一〉抗原制备感染 AsGV 的黄地老虎幼虫的

病虫体，用 1.5 体积的蒸馆水浸泡腐败， 匀浆过滤，

以 2 ， 000 转/分 10 分钟与 10 ， 000 转/分 30分钟的差速

离心， 2 次 10一70% (V jV) 的甘油梯度离心 '3 ， 200

转/分 40 分钟〉和 1 次 10-70% (W jV) 的原糖梯度离

心(8 ， 000 转/分 50 分钟)，获得纯化的 AsGV 包涵

体，试验细节和纯度检查参见前文[3] 。

〈二) .兔抗 AsGV 包酒体血清的制备及其 IgG 的

提纯用提纯的 AsGV 包涵体免疫家兔， 1 毫升( 3 毫

克〉抗原加等量的 Freund 全佐剂乳化后，肌肉注射，

每次注射间隔一星期，共注射 8 次， 末次注射后 3 周

采血，抗血清效价经试管沉淀注测定为 1:1024 。

从抗血清中用 33% 饱和民的硫酸饺粗提 IgG，用

DEAE-纤维素(DE-32)纯化[判。

〈三〉标记抗体的制备和测定采用过礁酸盐氧化

法把辣根过氧化物酶标记到抗 AsGV 的 IgG 上打工用双

抗体夹心法测定抗原[9] 。

新疆农科院微生物所严民范同志参加实验工作，
文中电镜照片系由中国科学院微生物所技术室拍
摄，一并在此致谢。

贵}也老虎颗粒体病毒 (Agrotis segetum gr

anulosis virus 简称 AsGV) 已在防治黄地老虎

的危害上获得成功，其杀虫率达 95%以上，具

有无残吉、用药少、经济简便和长效等优点[1]。

我们已对 AsGV 在黄地老虎细胞中的超微结

构， AsGV 的包涵休，病毒粒子的分离提纯及

其形态结柏作了报道[川]。酶联免疫法是近年

来发展起来的一种新的血清学技术，具有特异

性强，灵敏度高，操作简便等优点，既适用于

昆虫病毒潜伏性感染，病毒复制和区分昆虫病

毒的手II}再关系等理论研究，也可以作为实际应

用中的残毒分析，产品剂量标准化及田间普查

的一种定性定量的监测手段。但是与植物病毒

和其他动物病-毒比较， ELISA 法在昆虫病毒方

面的工作不多[←8] 。

本文用 ELISA 的双抗体夹心法分析了

AsGV 侵染黄jtl~老虎幼虫后不同时期各组织内

的 AsGV 的含量，并用酶联免疫组化进行定位

测定。
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