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人 NK细胞对猪/ 人血管内皮细胞的差异粘附3
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摘 　要 　采用51Cr 标记法和3 H2TdR 摄入法研究了人外周血 N K细胞 ( PBN K) 和人 N K细胞系 ———N K92 对猪主

动脉内皮细胞 ( PAEC) 和人脐静脉内皮细胞 ( HUV EC) 的粘附作用。结果表明 , N K92 和 PBN K对 PAEC 的粘

附率显著高于对 HUV EC的粘附率 ; rhTNF2α预刺激 PAEC/ HUV EC后 , PBN K的粘附率呈现 TNF2α剂量依赖性

的增高 ; rhIFN2γ预刺激 N K92/ PBN K后 , 两者对 PAEC 粘附率的增幅均高于对 HUV EC 的增幅 ; CD11a (L FA2
1) 单抗可以不同程度地抑制 PBN K对静息和 TNF2α激活的 PAEC 的粘附作用。这些结果提示 , N K细胞在细胞

介导的异种移植排斥反应中起重要作用。
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　　迄今为止 , 器官移植术已经挽救了无数人的生

命 , 但人供体器官的严重缺乏却限制了人供体器官

的进一步发展。因此 , 异种器官移植作为解决人供

体器官严重缺乏的可能途径受到了广泛的重视。猪

器官由于在大小、解剖学特点和生理特征等方面与

人器官极为相似 , 且易于大量养殖而成为异种器官

移植的首选对象。由于转基因猪和基因敲除术的应

用 , 目前已基本能克服由宿主体内预存的天然抗体

所引发的超急性排斥反应 ( hyper acute rejection ,

HAR) 。而对于由免疫细胞介导的延缓性异种排斥

反应 ( delayed xenograft rejection , DXR) , 虽然取

得了一定进展 , 但仍存在大量未知因素。在豚鼠对

大鼠的心脏移植模型中 , 发现大量宿主 N K 和

Monocytes 的浸润 (Blakely et al . , 1994) 。在细胞

介导的免疫反应中 , 粘附是免疫细胞识别、发挥功

能的第一步 , 也是最重要的一步。血管内皮是移植

器官与宿主免疫细胞之间的第一道天然屏障 , 因

此 , N K细胞与内皮细胞的粘附作用决定了 N K细

胞的活化及杀伤功能的发挥。本文研究了人 N K细

胞与猪和人血管内皮细胞的差异粘附 , 从而在细胞

水平上揭示了 N K细胞对异种移植细胞性排斥反应

的作用机制。

1 　材料和方法

111 　试剂

rh TNF2α (R &D Systems 公司) 、rh IFN2γ (德

国B. M. 公司) 、Na2
51 CrO4

3 、H2TdR (英国 Amer2
sham 公司) 、MACS CD56 正选磁珠 (德国 Mil2
tenyi Biotec 公司) 和抗人 CD11a 单抗 ( HI111) 及

同型对照抗体 ( Ig G1) ( Pharmingen 公司) 。

112 　内皮细胞的分离与培养

参照 Jaffe 等 (1973) 的方法 , 取新鲜猪主动

脉及人脐带 , PBS 冲洗 , 011 %胶原酶消化 , 获取

细胞后以 M199 培养 , 其中含 15 %FBS , 50μg/ ml

ECGF , 100 μg/ ml 肝素 , 1 ×10 - 5 mol/ L 脱氧胸

苷 , 青、链霉素各 100μ/ ml , 胰蛋白酶消化传代。

经形态学观察及 Ⅷ因子相关抗原免疫组化鉴定 , 均

未发现搀杂细胞。选用 4～10 代的内皮细胞用于本

研究。

113 　NK细胞的获得

N K92 细胞系购自加拿大 Immue Medicine

Inc. , 由 Klingemann 等 ( 1994 ) 建系 , 表型为

CD3 - / CD56 + , 为活化的人 N K 细胞。以 RP2
M I1640 培养 , 含 15 %FBS , 300 U/ ml rh IL22。

人外周血 N K细胞 ( PBN K) 分离自新鲜外周

血浓缩白细胞 (北京市红十字中心血站) 。首先以

Ficoll 常规分离单个核细胞 , 贴壁去单核细胞 , 再

按 MACS 公司提供的操作流程 , 以 CD56 正选磁珠

分离 PBN K , 经 FACS Calibur (B. D. 公司) 鉴定 ,

N K细胞 (CD3 - / CD56 + ) 纯度在 90 %以上。在某

些实验中 , N K92 和 PBN K以 100 U/ ml h IFN2γ预

刺激 24 h。



114 　NK细胞的标记

按 Mackay 等 (1993) 的方法标记 N K92 , 略

有改进 , N K92 悬浮于含 10 %FBS 的 1640 培养液

中 , 加入适量3 H2TdR , 37 ℃标记 2 h ; 按 Chuluyan

等 (1993) 的方法标记 PBN K , 略有改变 , 在含

5 %去除血小板的自体血浆的 RPM I1640 中 , 以适

量 Na2
51 CrO4 37 ℃标记 PBN K 1 h , 标记完毕后 ,

用 1640 培液充分洗涤、备用。

115 　粘附测定

PAEC/ HUV EC 分别在预先铺有 2 %明胶的 96

孔板中生长至汇合。以不同浓度的 rh TNF2α刺激

内皮细胞 24 h , 用 37 ℃预热的 1640 培养液浸洗 3

次 , 分别按效靶比 3∶1 和 10∶1 加入3 H2TdR 标记的

N K92 或51Cr 标记的 PBN K , 37 ℃5 % CO2 共培养

1 h。用预热 1640 洗去未粘附的 N K 细胞。以

0125 %胰蛋白酶消化粘附的 N K92 , 用 215 % Tri2
ton X2100 裂解粘附的 PBN K。分别用液闪仪和γ2
记数仪测定3 H2TdR 的摄入量和51 Cr 标记量 , 按下

列公式计算粘附率 :

图 1 　人 NK细胞对 PAEC/ HUVEC的粘附作用

Fig. 1 　Adhesion of human NK cells to PAEC/ HUVEC

1a. 3H2TdR 标记 N K92 , n = 6 , E/ T 为 3/ 1 (N K92 , n = 61 N K92 was labeled with 3H2TdR , E/ T ratio was 3/ 1)

1b. 51Cr 标记 PBN K , n = 4 , E/ T 为 10/ 1 ( PBN K , n = 4 , PBN K was labeled with 51Cr , E/ T ratio was 10/ 1)

每次实验 4 个复孔 ( The wells were arranged in quadruplicates)

　 N K92 粘附率 % =
实验组3 H2TdR的 DPM
总摄入3 H2TdR的 DPM

×100 %

PBN K粘附率 % =
实验组51Cr 的 CPM
总标记51Cr 的 CPM

×100 %

116 　抗体阻断

在含 2 mmol/ L ED TA 和 015 %HSA 人血清白

蛋白的 PBS 中以饱和浓度的抗人 CD11a 单抗

( HI111) 及同型对照 Ig G1 分别于 37 ℃孵育 PBN K

30 min , 充分洗涤后用于粘附测定。

117 　统计

本文采用 t2检验进行统计处理。

2 　结　果

211 　PBNK和 NK92 对 PAEC/ HUVEC的粘附

N K92 和 PBN K对 PAEC 的粘附率显著高于对

HUV EC的粘附率 ( P < 0101 , P < 0102 , t2检验 ,

下同) (图 1 : a , b) 。由于 N K92 是活化了的 N K

细胞 , 无论对 PAEC 还是 HUV EC , 其粘附率均高

于 PBN K相应的粘附率 ( P < 0105) 。

212 　rhTNF2α对 PBNK和 NK92 粘附作用的影响

在较低浓度的 rh TNF2α (1～5ng/ ml) 预刺激

下 , N K92 和 PBN K对 HUV EC 的粘附率呈 TNF2α
剂量依赖性上升 , 在 TNF2α3ng/ ml 时 , 它们的粘

附率达到峰值 , 分别是对照的 1186 倍 ( P < 0105)

和 2115 倍 ( P < 0102) (表 1) 。在较高浓度 rh T2
NF2α (215～20 ng/ ml) 预刺激下 , N K92 对 PAEC

的粘附率虽然有增加的趋势 , 但同对照相比均没有

显著差异 ( P > 0105) 。而 PBN K 对 PAEC 的粘附

率呈现 TNF2α剂量依赖性增长 ,在 TNF2α10 ng/ ml

时 , 其粘附率达到峰值 , 是对照的 1172 倍 ( P <

0102) (表 2) 。

213 　IFN2γ对 NK92/ PBNK粘附作用的影响

N K92 经 100 U/ ml rh IFN2γ预刺激 24 h 后 ,

对 HUV EC 和 PAEC 的粘附率均显著上升 , 分别是

对照的 1145 倍 ( P < 0105) ,和 1166 倍 ( P < 0101) 。

PBN K 经同样浓度的 rh IFN2γ预刺激 24 h 后 , 对

HU2V EC 和 PAEC 粘附率的升高更加显著 , 分别

是对照的 2145 倍 ( P < 0102) 和 3112 倍 ( P <

01002) (图 2 : a , b) 。

214 　LFA21 在 NK细胞粘附中的作用

PBN K 经饱和浓度的 CD11a 孵育后 , 对静息
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表 1 　NK92/ PBNK对 HUVEC的粘附

Table 1 　The adhesion of NK92/ PBNK to HUVEC

rhTNF2α (ng/ ml) 0 1 2 3 4 5

N K92 粘附率 ( %)
(N K92 adhesion ratio)

2016 ±919 2614 ±1115 3016 ±1216 3814 ±1011 3619 ±1117 3810 ±1016

PBN K粘附率 ( %)
( PBN K92 adhesion ratio)

914 ±214 1610 ±215 1918 ±219 2012 ±312 2011 ±317 1916 ±315

　　注 (Notes) : 表中数据为平均值±SD ; HUVEC 用 rhTNF2α (0～5 ng/ ml) 预刺激 24 h (N K92 : n = 5 ; PBN K: n = 4 ; 每次 3 个复孔)

[ The data in the table was expressed as mean ±SD . HUVEC was prestimulated with rhTNF2α (0～5ng/ ml) for 24 h (N K92 :

n = 5 ; PBN K: n = 4 ; In triplicates) ]

表 2 　NK92/ PBNK对 PAEC的粘附

Table 2 　The adhesion of NK92/ PBNK to PAEC

rhTNF2α (ng/ ml) 0 215 5 10 15 20

N K92 粘附率 ( %)
(N K92 adhesion ratio)

4511 ±1015 5012 ±1312 5313 ±916 5610 ±1114 5517 ±1213 5616 ±1412

PBN K粘附率 ( %)
( PBN K92 adhesion ratio)

1518 ±310 1817 ±412 2313 ±511 2712 ±515 2713 ±611 2618 ±419

　　注 (Notes) : 表中数据为平均值±SD ; PAEC 用 rhTNF2α (0～20 ng/ ml) 预刺激 24 h (N K92 : n = 5 ; PBN K: n = 4 ; 每次 3 个复孔)

[ The data in the table was mean ±SD . PAEC was prestimulated with rhTNF2α (0～20 ng/ ml) for 24 h (N K92 : n = 5 ; PBN K:

n = 4 ; In triplicates) ]

图 2 　IFN2γ对 NK92/ PBNK粘附作用的影响

Fig. 2 　The effect of IFN2γ on the adhesion of NK92/ PBNK

2a. N K92 　2b. PBN K

n = 3 每次 3 个复孔 ( In triplicates)

　

HUV EC 和 TNF2α激活的 HUV EC 粘附率均显著

下降 , 分别抑制了 2211 % ( P < 0105) 和 5719 %

( P < 01002) 图 3 : a。

同样 , PBN K经 CD11a 孵育后 , 对静息 PAEC

和 TNF2α激活的 PAEC 粘附率也呈显著下降 , 分

别抑制了 3816 % ( P < 0105) 和 2510 % ( P <

0105) 图 3 : b。

3 　讨　论

在细胞介导的免疫反应中 , 粘附是细胞间相互

识别的第一步 , N K细胞对内皮细胞粘附能力的强

弱关系到内皮的完整性和损伤程度 ( Malyguine et

al . , 1996 ) 。本实验研究表明两类 N K 细胞对

PAEC 的粘附能力均显著高于对 HUV EC 的粘附能

力 , 这表明 N K细胞在异种免疫排斥应答中可能起

着更为重要的作用。细胞间粘附能力的大小取决于

两种细胞的活性状态。本研究表明无论 h TNF2α作

用于 HUV EC 还是 PAEC , 均可使 PBN K的粘附率

显著升高。虽然对前者的效用高于后者 , 但这一结

果提示 h TNF2α又可以跨越种属障碍 , 激活猪内皮
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图 3 　LFA21 在 PBNK与 HUVEC/ PAEC粘附中的作用

Fig. 3 　The effect of LFA21 on the adhesion of PBNK to HUVEC/ PAEC

3a. HUVEC , TNF2α: 215 ng/ ml , n = 3

3b. PAEC , TNF2α: 10 ng/ ml , n = 3

前 3 列为对照 , 后 3 列是经 TNF2α预刺激的内皮细胞 ( n = 3) ( The first three lanes were controls , while the last three lanes represented

the EC stimulated with TNF2α)

　

细胞。h TNF2α 的这一作用国外亦有类似报道

(Batten et al . , 1996) 。就 N K92 细胞而言 , 由于

N K92 细胞是活化的 N K 细胞 , 对于静息的 PAEC

粘附能力极高 , 所以 h TNF2α刺激 PAEC 后粘附

N K92 的增势就不显著。

IFN2γ可由 T 细胞 N K细胞产生 , 并可进一步

作用于 N K 细胞 , 提高其功能活性。本研究表明 ,

IFN2γ刺激两类 N K细胞后 , 它们对 PAEC 的粘附

能力均大幅度地提高了 , 并均高于对 HUV EC 的增

幅 , 这进一步提示 N K细胞在异种识别中有着重要

作用。

L FA21 (CD11a , CD18) 是白细胞粘附中至关

重要的粘附分子 , 它同内皮细胞的相应配体 ———

ICAM21 配合 , 在白细胞与内皮细胞的紧密结合中

起重要作用。本研究表明抗人 CD11a 单抗均可以

一定程度地抑制 PBN K 对静息 HUV EC 和静息

PAEC的粘附。这表明L FA21具有种间交叉活性 ,

可介导 N K细胞的异种粘附。当 HUV EC 和 PAEC

经 TNF2α激活后 , CD11a 极大地抑制了 PBN K 对

HUV EC 的粘附 , 抑制率由 2211 %提高至 5719 %。

而对 PAEC 粘附的抑制程度下降 , 抑制率由

3816 %降为 2510 % , 这提示 PAEC 经 TNF2α刺激

后 , 其它粘附分子的表达可以上调 , 从而掩盖了

L FA21 和 ICAM21 这一对分子 的 作 用 ; 而 对

HUV EC 而言 , ICAM21 在静息状态表达较低 ,

TNF2α刺激后 , ICAM21 的表达上调 , 所以 L FA21

介导的粘附起到了更重要的作用 , 也就导致了抑制

率的提高。

通过 PAEC 和 HUV EC 的对比研究 , 本文揭示

了 N K细胞在异种排斥中的重要性 , 为临床实践提

供了必要的靶点。
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外　文 　摘 　要 ( Abstract)

DIFFERENTIAL AD HESION OF HUMAN NK CELLS TO

PORCINE/ HUMAN VESSEL ENDOTHEL IAL CELLS3

FEN G Zhi2Min 　ZHAN G Xiao2Feng 　FEN G Mei2Fu33

( S tate Key L ab. of Biomembrane and Membrane Biotechnology , Instit ute of Zoology ,

The Chi nese Academy of Sciences , Beiji ng 　100080 , Chi na)

The accumulated evidences demonstrate that natural killer (N K) cells may play an important role in the im2
mune cell mediated xenograft rejection. The adherent recognition of xenograft by N K cells is the first and most

important step , which N K cells may perform in the exnograft rejection. Endothelium is the first natural barrier

between exnograft and host immune cells. So the study on adhesion between N K cells and endothelial cells is

very important for preventing the exnograft rejection.

Using 51 Cr labelling and 3 H2TdR uptake , we studied the adhesions of human peripheral blood N K cells

( PBN K) and human N K cell line —N K92 to porcine aortic endothelial cells ( PAEC) and human umbilical vein

endothelial cells ( HUV EC) . The results indicated that the adhesion ratioes of N K92 and PBN K to PAEC were

markedly higher than those to HUV EC. The adhesion ratioes of PBN K showed that the h TNF2α2dose2depen2
dent increase after PAEC/ HUV EC were pretreated with h TNF2α. The increases in adhesion ratioes of N K92/

PBN K prestimulated with h IFN2γ to PAEC were significantly higher than those to HUV EC. Blocking with an2
ti2CD11a mAb could differentially inhibit the adhesion of PBN K to resting and TNF2α stimulated2PAEC. The

results suggested that N K cells play an important role in the cell mediated xenograft rejection , L FA21 have the

adherent activities across species and proinflammatory cytokines rh TNF2αand could also activate PACE and HU2
VAE cells and exacerbate the exnograft rejection.

Key words 　Human , Porcine , PAEC , HUV EC , PBN K , N K92 , Adhesion
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