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摘　要:【目的】探讨脐血中 T 淋巴细胞和自然杀伤(NK)细胞上杀伤性抑制性受体(KIR)的表达特性。【方法】采用流

式细胞仪检测 26 份正常分娩新生儿脐血的 T/ NK 细胞表面 KIR分子表达(CD158a , CD158b和 CD94), 并与正常外周血比较。

【结果】脐血中 T 淋巴细胞和 NK 细胞均存在 KIR分子表达;脐血和外周血中 T 淋巴细胞 CD158 分子表达低于 NK 细胞(P

<0.05),脐血 T 淋巴细胞亚群中 CD158 分子表达低于正常外周血;CD158 几乎不表达于 CD4
+
T 细胞 , 主要表达于 CD8

+
T

细胞 ,且以 CD158a+为主;脐血中 NK 细胞 CD158 分子表达高于 T 淋巴细胞(P <0.05),但明显低于外周血 NK 细胞 KIR表

达(P <0.01);脐血和外周血 CD4+T 细胞上 CD94+表达无差异(P >0.05),但脐血 CD8+T 细胞和 NK 细胞 CD94+表达则

明显低于外周血(P <0.01)。【结论】脐血中 T 淋巴细胞和 NK 细胞上 KIR表达与正常外周血存在明显差异。
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Abstract:【Objective】To study the characteristics of killer inhibitory recepto rs(KIRs)expressed on T lymphocy tes or natural

killer(NK)cells in human umbilical cord blood(UCB).【Methods】KIRs(CD158a , CD158b and CD94)expressed on the surface of

T lymphocy tes or NK cells in UCB w ere determined by flow cytometry in 26 samples , and the results were compared with those of

normal children peripheral blood(PB).【Results】There were expressions of K IR on the surface of T and that on NK cells in UCB.

The expressions of K IRs on T lymphocytes w ere lower than those NK cells in UCB and PB.The expressions of CD158 on the subsets

of T lymphocy tes in UCB were lower than that in PB(P <0.05).CD158+especially CD158a+w as almost no t expressed on CD4+

T lymphocytes , and mainly expressed on CD8+T lymphocy tes.CD158 expression on NK cells in UCB w as lower than in PB(P <

0.05).The expression of CD158 on NK cells in UCB w as higher than that on T lymphocytes(P <0.05), but significantly lower

than that on NK cells in PB(P <0.01).The CD94+expression on CD4+T cells had no significant difference be tw een UCB and PB

(P >0.05), but the CD94
+
expressions on CD8

+
T and NK cells in PB w ere larger remarkably higher than those in UCB(P <

0.01).【Conclusion】The expressions of KIRs on T lymphocy tes and NK cells in UCB are different from PB.

Key works:umbilicus blood;T lymphocytes;kill cells , natural

　　杀伤性抑制性受体(killer inhibitory recepto rs ,

KIR)是近年来发现的细胞表面糖蛋白受体 ,表达

在NK 细胞和一部分 T 细胞表面 ,能特异性地与靶

细胞表面 HLA-Ⅰ类分子结合 ,抑制 NK 及 T 细胞

的细胞毒活性;HLA分子与 T/NK 细胞表面表达

的K IR在移植免疫调节中起着重要作用。已证实

KIR分子识别 T/NK 细胞表面的 HLA-C 分子与

骨髓移植(BMT)和外周血干细胞移植(PBSCT)中

移植物抗宿主病(GVHD)和/或移植物抗白血病

(GVL)效应的发生有关
[ 1～ 3]

。但目前国内外尚未

见有关脐血细胞 KIR特性的报道和 KIR对脐血移

植(UCBT)GVHD和GVL 的作用研究 。为此我们

采用流式细胞仪检测了 26例正常分娩新生儿脐血

的 T/NK 细胞表面 KIR 分子表达(CD158 和

CD94),以了解脐血细胞 KIR的免疫学特性 ,从而

更好地研究 KIR 在脐血移植中对 GVHD 和/或

GVL 的作用。
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1　材料和方法

1.1　脐血和外周血标本的来源与采集

1.1.1 　脐　血　由本院产科提供(2001年 3月-

5月),产前检查无各种传染病 、肝胆系统和血液系

统疾病 、非高危妊娠和肝炎表面抗原携带者阴性的

健康产妇 ,足月顺产 ,其中男婴 12例 ,女婴 14例的

脐血 。胎儿娩出后立即断脐 ,常规消毒胎盘侧脐

带 ,行脐静脉穿刺;抽取 2 mL 脐血 ,置于 EDTA-

2Na 抗凝管 ,待测脐血细胞表型 ,共 26份。

1.1.2　正常儿童外周血　由同期本院儿科体检的

正常儿童提供 ,男 12例 ,女 10例 ,年龄 3.6 ～ 9 岁 ,

平均年龄 5.5岁 。经外周静脉抽取 2 mL 外周血 ,

置于 EDTA-2Na 抗凝管 ,待测有关免疫细胞表型 ,

共 22份。

1.2　实验方法

采用美国 Becton-Dickenson 公司 FACScalibur

流式细胞仪。所有标本均在 6 h 内完成标定 。均

采用双色和三色直接免疫荧光标记法。EDTA 抗

凝脐血和外周血 ,加相应的抗体 10 μL ,摇匀 ,避光

4 ℃冰箱放置 10 min。加 10 g/L 氯化铵裂解液 2

mL ,避光室温放置 10 min ,待红细胞完全溶解后 ,

1 000 r/min离心 10 min ,弃去上清液 ,PBS 洗 2次 ,

加多聚甲醛固定液 450 μL 固定 ,待上机检测。以

流式细胞仪的配套软件(cell quest)分析样本中 1 ×

104个细胞的相应标记阳性表达率 。每个样本都用

FITC和 PE 标记同型 IgG 作为相应的阴性对照。

双标抗体 CD14PE/ CD45FITC 双抗作辅助设门。

所有单克隆抗体均为美国 Phar Mingen 公司

产品。包括异硫氰酸(FITC)荧光标记的抗

CD158a 单克隆抗体 、抗 CD158b 单克隆抗体 、抗

CD94单克隆抗体 、抗 CD56单克隆抗体;藻红蛋白

(PE)荧光标记的抗 CD4单克隆抗体 、抗 CD8单克

隆抗体 、抗 CD16 单克隆抗体;叶绿素蛋白(Per-

CP)荧光标记的抗 CD3单克隆抗体 ,均为小鼠抗人

IgG 型抗体。

1.3　统计学分析

计量资料用均数±标准差( x ±s )表示 。脐

血和正常外周血组间的比较采用完全随机化设计

均数的 t 检验 。所有统计学分析过程应用 SPSS

8.0统计学软件。P <0.05认为有统计学意义 。

2　结　果

2.1　脐血 NK细胞表达

脐血和外周血的 NK 细胞标记 CD3-CD16+

CD56
+
表达几乎相同(表 1), 分别为 18.20%±

7.75 %和 17.24 %±8.22%,两者无明显统计学差

异(P >0.05)。与文献[ 4 , 5] 报道的结果脐血

(14%±7 %)和外周血(12%±6%)较接近。

表 1　脐血和外周血 KIR在 T/ NK 细胞表达分布

Table 1　The distribution of the expressions of K IRs on T

lymphocy tes and NK cells in PB and PB

Immunopheno typing

of K IR on T/ NK cells

CB

(n =26)

PB

(n =22)
P

CD3-CD16+CD56+ 18.20±7.75 17.24±8.22 >0.05

CD3+CD158a+ 0.24±0.15 0.83±0.71 <0.05

CD3
+
CD158b

+ 0.39±0.10 2.24±1.36 <0.01

CD3
+
CD4

+
CD158a

+ 0.41±0.39 0.57±0.37 >0.05

CD3+CD4+CD158b+ 0.10±0.03 0.27±0.21 <0.05

CD3+CD8+CD158a+ 2.56±2.27 3.34±2.71 >0.05

CD3+CD8+CD158b+ 1.31±1.05 2.24±1.74 <0.05

CD3-CD16+CD158a+ 3.85±3.54 7.21±5.56 <0.05

CD3-CD16+CD158b+ 2.60±0.40 7.71±0.58 <0.01

CD3+CD4+CD94+ 0.78±0.67 0.73±0.41 >0.05

CD3+CD8+CD94+ 2.28±1.78 8.17±6.42 <0.01

CD3-CD16+CD94+ 8.12±2.01 17.43±2.45 <0.01

2.2　脐血 T/NK细胞 KIR表达

如表 1所示 ,脐血中的 T 淋巴细胞和 NK细胞

均存在 KIR分子表达。在脐血和外周血中 , CD158

和CD94在 T 细胞表达均低于 NK 细胞。脐血 T

淋巴细胞亚群中 CD158a+和 CD158b+表达均低于

正常外周血(P <0.05)。与外周血分布相似 ,脐

血细胞CD158分子几乎不表达于 CD4+T 细胞 ,主

要表达于 CD8
+
T 细胞上 ,且以 CD158

+
为主 。脐

血 NK细胞的 CD158a+和 CD158b+分子表达高于

T 细胞(P <0.05),但与外周血中 NK 细胞相比 ,

其表达较低(P <0.05)。脐血中 CD8+T 细胞和

NK 细胞上 CD94
+
表达明显低于外周血(P <

0.05),但 CD4+CD94+表达无差异(P >0.05)。

3　讨　论

KIR是近年来发现的一种主要表达在 NK 和

部分 T 细胞上的抑制性信号分子 。人 KIR分子属

免疫球蛋白超家族成员。NK 细胞表面表达有二

类KIR:免疫球蛋白超家族受体(K IR2D 、3D)和
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CD94/NKG2。这些 KIR的配体即为 HLA-Ⅰ类分

子(HLA-A 、B 、C 、E 、G)。其中 KIR2DL1(CD158a ,

P58.1)特异性识别 HLA-C 同种异型分子的 Cw2 ,

Cw4 , Cw5 , Cw6 位点 , KIR2DL2(CD158b , P58.2)

则特异性识别 Cw1 ,Cw3 , Cw7 , Cw8位点[ 6] 。KIR

最早在NK 细胞发现 ,以后才发现在部分 T 细胞也

表达 ,有报道表达于 33 %的 CD8+细胞 ,但在 T 细

胞表达的意义并不清楚[ 7] 。迄今为止 ,尚未见有关

脐血移植中 KIR的作用研究 。人们对脐血细胞中

KIR分子的表达尚未认识 。有报道表达在 T 细胞

的KIR具有记忆 T 细胞表型 ,存在于外周血 、脾

脏 、淋巴结 、扁桃体等外周组织 ,而不存在于胸腺及

脐血中
[ 8]

;而本实验结果提示 ,脐血中的 T/NK 细

胞均存在 KIR分子表达 ,脐血 T 淋巴细胞亚群中

CD158a和 CD158b表达均低于正常外周血。与外

周血分布相同 , 脐血 CD158 分子几乎不表达于

CD4+T 细胞 , 主要表达于 CD8+T 细胞上 ,且以

CD158a
+
为主。这为研究脐血移植中 T/NK 细胞

KIR分子的作用提供了实验数据。

近年来 T 淋巴细胞和 NK 细胞的 KIR表达在

BMT 中与 GVHD和 GVL 的关系日益引起人们的

注意。1999年 12月日本学者首次报道了 23例接

受异基因 BMT 的慢性粒细胞白血病患者 GVHD

发生与 CD158b相关[ 1] 。Albi等[ 2]发现 ,在去 T 细

胞的 HLA 三位点不合的同种 BMT 及 PBSCT 治

疗高危白血病的临床研究中发现 ,移植后具有 NK

活性及 GVL 效应的 TCR+CD3+CD8+KIR+的 T

细胞增加 ,且 HLA-C 抗原特异性 58 ku的 KIR分

子可杀伤白血病细胞 ,正常人这种 CT L 不到 5 %,

但在三位点不合的 BMT 和 PBSCT 后3 ～ 5个月可

达40%以上 ,提示 GVL 效应可由 T/NK 细胞上

KIR特异性地识别 HLA-C 分子介导 。 Rugger

等
[ 3]
报道 60例异基因 BMT ,发现 20例供受者 NK

细胞 KIR表型不合移植中供者的 NK 细胞可杀伤

异基因白血病细胞 ,提示 NK 细胞上 KIR 分子参

与的 GV L 效应不依赖 T 细胞介导的 GVH 途径。

可见 , KIR分子(CD158a 和 CD158b)可能是区别

GVHD和 GVL 的不同的重要分子 。

以往认为脐血移植 GVHD程度轻与成熟 T 细

胞含量低(尤其是 CD8+亚群)有关 ,但近年随着

UCBT 病例积累发现 ,即使 HLA全相合的血缘相

关的 UCBT 仍有 9%发生急性 GVHD , 1 ～ 3 位点

不合者的血缘相关 UCBT 急性 GVHD 达 25%～

40%,而非血缘相关者急性 GVHD 的发生率和重

度GVHD 的发生更高[ 9 , 10] 。作者等[ 11 ,12] 开展了

国内首例 UCBT 以及首例脐带血和新生儿外周血

混合移植的工作 ,至今追踪的 12 例 UCBT 中 7 例

发生 Ⅰ ～ Ⅱ度急性 GVHD , Ⅲ度者 2例 。本文的实

验结果显示 ,CD158b在脐血 NK细胞和 CD8+T 细

胞的表达明显高于 CD4
+
T 细胞 ,这可能是 UCBT

后GVHD 发生的免疫学基础。大量临床资料显

示 ,与 BMT 相比 , UCBT 治疗白血病和淋巴瘤复发

率并不高(分别为 14%和 15%)
[ 9 ,10]

,而脐血的细

胞毒作用主要由 NK 细胞介导而非 CD8+T 细胞介

导[ 5] 。本实验结果中脐血与正常外周血中的 NK

细胞表达几乎相同 ,脐血 NK细胞的 CD158a+表达

高于 T 细胞 ,但低于外周血中 NK 细胞中的表达 ,

提示脐血中 NK 细胞 CD158a+可能与 UCBT 后

GVL 有关。

研究证实 CD94表达的KIR分子具有对Daudi

肿瘤细胞有强烈的溶解杀伤活性
[ 8]

。本实验结果

显示 ,外周血的 CD8+T 细胞和 NK 细胞 CD94+表

达则明显高于脐血 ,但 CD94 在脐血和外周血的

CD4
+
细胞的表达无差异 ,提示 CD4

+
CD94

+
也可

能与 UCBT 中 GV L 效应有关。因此 , KIR 在

UCBT 中与 GVHD和 GVL 发生的关系尚有待于

临床病例的追踪观察和进一步的实验研究。
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N EVA。其的优缺点正好和 Rigiscan相反 ,前者对

阴茎长短和粗细变化的测定值是通过生物电阻变

化推算的 ,比较容易产生测定误差 ,但是通过阴茎

血流变化可以较直观的诊断动脉性 ED 和静脉性

ED。动脉性 ED的图谱特征是血流波峰低平 ,其量

化标准如(表 1)所示 ,静脉性 ED图谱特征是阴茎

血流从波峰下降时急转直下 ,进一步结合阴茎海绵

体血管活性药物注射试验等检查可以提高诊断的

准确性 。应该注意的是 NPT 测定结果中可能会出

现一些假阳性或假阴性
[ 7]

。笔者的体会是假阴性

多数出现在睡眠欠佳的时候 ,对于容易失眠的患者

一般让他们在家里做测定。我们曾经对几例失眠

患者投与安眠药 ,虽可检测到勃起波形 ,但未作统

计对比。对某些司法鉴定的病例 ,我们事先没有告

诉患者有关 NPT 测定的机理 。有人提议为了防止

患者作假 ,NPT 测定和睡眠检测应同时进行 。另

一类假阴性是测定方法不对 ,或者电极脱落 、电池

电力不足 、阴茎包皮过长 。对于可疑病例最好连续

测定 2 ～ 3次。在测定过程 ,当电极接触不良或者

摆弄阴茎时可能出现血流上升曲线的假阳性图谱 ,

这些曲线反应过高 、波峰过密 ,比较容易识别 。高

位截瘫的患者由于脊髓下部勃起中枢依然有兴奋

活动也可能出现假阳性结果 。表 1所示诊断标准

来自西方人的数据 ,对于国人能否完全适用 ,值得

考虑 ,有待我们的进一步研究 。

总体来说 , ED的形成有多种病理过程 ,依靠单

一检查方法不可能全面了解 ED病因。对于 ED诊

断本院开展以 NPT 测定为重点 ,同时辅以阴茎海

绵体造影 、阴茎动脉造影 、阴茎海绵体灌流 、彩色双

功能超声检查等 ,这对于选择适应外科 、内科 、心

理 、性行为训练治疗的病例当有很大的帮助[ 8 , 9] 。
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