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摘要 
自然殺手細胞（NKC）在許多物種中均已有許多相關研究，包括人類、小鼠、

大鼠、猪和牛。而在犬方面，目前仍缺乏NK特異性接受器或表面抗原之資訊。

本實驗室先前發現在犬週邊血液淋巴球中之CD5陽性細胞可區分為兩群，CD5低
表現（CD5 low density, CD5lo）和CD5高表現（CD5 high density, CD5hi）細胞。

以光學及電子顯微鏡觀察此兩群細胞發現CD5lo細胞在IL-2激化後較CD5hi細胞

大，並具於細胞執中有較多量的大型顆粒。因此我們進一步研究並證實CD5lo細

胞在IL-2激化後對CTAC細胞株（犬NKC之標的細胞）有很強的毒殺能力。除此

之外，藉由定量RT-PCR的方法，我們發現CD5lo PBL較CD5hi PBL表現較高量的

NKC相關基因包括NKG2D、CD16、CD94、CD160、peforin和granzyme B。在IL-2
激化後CD5lo細胞較CD5hi細胞表現較高量的NKC相關基因包括NKp30、
NKp44、CD16和CD94。綜合上述結果，我們認為CD5lo細胞族群與犬NKC具有

密切的關係。 
 
關鍵字：自然殺手細胞、週邊血液淋巴球、淋巴激素活化殺手細胞、CD5lo細胞、

自然毒殺作用。 
 
Abstract 

Natural killer cells (NKCs) have been well-studied in many species, including 
humans, mouse, rat, procine and bovine. As for canine species, there is lack of data 
related to NK cell specific receptors or markers. Previous study of our laboratory had 
discovered that CD5 positive cells in canine peripheral blood lymphocytes can be 
divided into two populations, CD5 low density (CD5lo) cells and CD5 high density 
(CD5hi) cells. The size of CD5lo cells were larger than most of T cells and CD5hi cells, 
and contained numerous large cytoplasmic granules after IL-2 stimulation examined 
by light and electron microscopy. For this reason, we further studied and prove that 
after IL-2 stimulation, the CD5lo cell had strong cytotoxicity for CTAC, the target cell 
for canine NKC, after IL-2 stimulation. In addition, by real-time RT-PCR, we found 
that CD5lo PBL had higher level of mRNAs of NK cell-related receptor than CD5hi 
PBL including NKG2D, CD16, CD94, CD160, perforin and Granzyme B. After IL-2 
stimulation, CD5lo cells had significantly higher NK cell-related receptor mRNAs 
than CD5hi cells including NKp30, NKp44 , CD16 and CD94. Taken together, we 
belive that CD5lo subset is strongly associated with canine NKC activities. 
 
Key words : natural killer cells、peripheral blood lymphocytes (PBL)、lymphokine - 
activated killers (LAK)、CD5lo cells、natural cytotoxicity. 
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前言 
自然殺手細胞 (natural killer cells, NK 細胞) 為細胞內含大型顆粒之淋巴

球，此細胞對受病毒感染之細胞和腫瘤細胞生長之抑制及清除極為重要。另一方

面，NK 細胞在正常個體之免疫調節系統中亦是不可或缺的，如 NK 細胞會調節

體內之樹突狀細胞 (dendritic cells, DC) 的成熟，NK 細胞會抑制自體免疫的現象

及避免流產的發生。 
NK 細胞表面通常不具有 T、B 細胞之表面抗原，此細胞之調控主要是來自

其表面二種不同功能之接受器的平衡：抑制型接受器 (inhibitory receptors) 和活

化型接受器 (activation receptors)。抑制型接受器可以藉由辨識 MHC class I 分
子，而抑制 NK 細胞之活性，活化型接受器和其受體結合後，則會傳遞信息活化

NK 細胞，使 NK 細胞具有分泌細胞激素或具有毒殺的能力。目前於犬 NK 細胞

的研究中，除了本實驗室之前發現之 CD8 分子外，尚無其他具有特異性之犬 NK
細胞接受器或表面抗原之資訊，但已有許多 NK 細胞接受器於人類、小鼠及大鼠

體內被發現，如 KIR、Ly49、CD94/NKG2、NKG2D、NCR、2B4、ILTs 等。由

本實驗室的一些前驅實驗得到的結果，我們挑選 CD5 作為研究目標，希望藉此

能夠找出犬 NKC 之特定抗原及接受器。 
 

 
研究目的 
    本研究以找出犬 NKC 接受器或表面抗原為目的，並希望進一步瞭解犬 NKC
之特性。 
 
文獻探討 

NKC，為胞質內具有大型顆粒之淋巴球，細胞表面不具有 T、B 細胞之表面

抗原，佔所有淋巴球族群之 5~15 %(1)。NKC 的基本觀念來自〝missing self〞(2)，
即 NKC 認出不屬於自己的分子，此分子主要指 MHC (Major histocompatibility 
complex)。廣義來說，此細胞認得在 MHC 分子上的變化，包括 MHC 分子的大

量減少及改變，甚至僅一個 allele的變化也能辨認(3)。當NKC認得正常正確MHC
時，抑制性接受器被活化因而抑制 NKC 的作用不會造成毒殺。反之當 NKC 認

出 MHC 分子發生變化後，因為不同而不能與抑制性接受器結合，如果此標的細

胞同時亦具有活化型接受器之 ligand 時，它與 NKC 結合後活化刺激性接受器，

NKC 因而產生毒殺作用(4)。透過以上的方式，NKC 可以迅速且全面性的清除不

正常細胞，如腫瘤細胞或受病毒感染的細胞，因此在先天免疫反應中扮演重要的

角色。另外，NKC 除了參與先天免疫反應外，也可藉由與 dendrtic cell (DC) (5-7)
和 T cell (8)之交互作用參與後天免疫反應。 

有關於犬 NK 細胞目前只對其型態及毒殺能力有較多相關的研究，現今僅有

二個疑似犬 NK 細胞接受器之基因序列被鑑定出來。目前犬 NK 細胞之特異性表

面抗原或表面接受器相關的研究有以下幾篇報告，1999 年 Penden 等人以南方
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墨點法發現犬、猴子、小鼠、大鼠、兔子和牛之基因體 DNA 中皆含有類似人類

NKp30 之 DNA 片段，因此懷疑犬可能也有 NKp30 基因的存在 (9)；到了 2003
年 Gagnier 等人從家犬之 PBMC 中找到犬 Ly49 之基因 (10)；最近 
Bonkobara 等人於 2005 年在犬第五條染色體中鑑定出 CD56 基因，此基因會表

現於經 phytohemagglutinin (PHA) 刺激過後之白血球及一些神經和內分泌系統

之細胞中 (11)，但以上之研究皆無法明確指出任何 NK 細胞表面抗原或接受器之

基因或蛋白質存在於犬 NK 細胞中。 
本實驗室發現在犬週邊血液淋巴球中之CD5 陽性細胞可區分為兩群，CD5

低表現（CD5 low density, CD5lo）和CD5 高表現（CD5 high density, CD5hi）細胞

(12)。初步分析這群CD5lo細胞之表面抗原，由於它們不表現B細胞之表面抗原

CD21，因此初步可排除為B細胞之可能性。同時，使用ConA以及IL-2 刺激發現

IL-2 僅會刺激CD5lo細胞增生，但並未讓CD5lo轉為CD5hi變成為成熟T細胞，同時

Con A並不會刺激CD5lo細胞增生，卻會刺激CD5hi細胞增生，因此說明CD5lo細胞

不具有T細胞之特性(12)，因此我們推測CD5lo細胞有可能是NKC之族群。CD5lo與

NKC之間的關係目前只有在人和牛中發現(13, 14)。在牛方面，於週邊血球細胞

中可發現CD5low族群之存在，此細胞群對異體抗原和不活化之病毒顆粒的刺激沒

有反應，但在IL-2 及ConA刺激下則可以進行增生，於週邊血液純化出之新鮮的

CD5low細胞呈現很低之NK毒殺作用，但在加入IL-2 刺激培養後則可對牛之NK標

的細胞進行毒殺作用(14)。因此推斷牛之CD5low細胞族群含有一群具有LAK毒殺

能力之前驅細胞 (14)。而在人類方面，研究發現在肺結核以及多發性黑色素瘤

的病人之週邊血液少部份CD16+ NKC具有CD5low之表型，但是在正常人並無法發

現CD5low之NKC (13)。分選出之CD5low CD16+ NKC具有高的毒殺能力，並表現活

化之NKC之表型，HLA-DR。因此推測CD5low NKC可能為活化之NKC (13)，以

上實驗雖然發現了CD5lo NKC的存在，但並未針對正常人之CD5lo NKC進行研

究。除此之外，CD5lo的相關資訊如詳細的表型表現、細胞激素之分泌等討論在

人類及牛均無相關研究。 
因此我們希望進一步鑑定犬CD5lo細胞於型態、表型、特定基因表現及功能

性之特性，以瞭解CD5lo細胞與NKC之關係。 
 

研究方法 
本實驗首先將特定細胞族群進行純化，我們使用BD FACSVantage flow 

cytometer和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，得到純化的細

胞後先以各種不同表面抗原之抗體進行細胞表型分析，同時於光學及電子顯微鏡

下觀察細胞之型態，並以NK毒殺試驗和IFN-γ分泌試驗瞭解細胞之功能性，再以

定量RT-PCR瞭解不同細胞群之NKC相關基因和細胞激素基因之表現。 
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結果與討論 
1.細胞表面抗原分析 

我們發現犬PBL中以CD5 抗體染色發現，CD5 陽性之細胞可分為兩群 ，一

群為低度表現CD5 的細胞 (CD5 low density，CD5lo )，另一群為高度表現CD5 的

細胞 (CD5 high density，CD5hi ) （圖一）。CD5lo 細胞佔PBL中之 14.9 ± 6.68%， 
CD5hi細胞為 59.65 ± 8.32％。本研究進一步分析其細胞表現之表面抗原，結果發

現CD5hi細胞之表型為CD3+、CD4+/-、CD8α+/-、CD8β+/-
、CD21+/-

、CD14-、α/β 
TCR+/-

、γ/δ TCR-
、CD11/18+、DLA I+及DLA II+，而CD5lo細胞之表型為CD3+、

CD4-、CD8α+、CD8β+/-
、CD21-、CD14-、α/β TCR+/-

、γ/δ TCR+/-
、CD11/18+、

DLA I+及DLA II+，（圖二）。因此CD5lo細胞表型不同於CD5hi細胞，似乎為一群特

定之細胞族群。為了瞭解此族群的功能，我們利用FACS Vantage flow cytometer
或FACS Aria flow cytometer進行CD5lo及CD5hi之細胞分選，分選後細胞純度均大

於 90％（圖三）。CD5lo細胞純度平均為 93.56 ± 2.3% ，range為 91 % ~97 %。CD5hi

細胞純度平均為 94.67 ± 4.24%，range為 89 % ~99 %。N = 4。 
 

 

CD5 

SSC 
R1 R2

 
圖一、CD5 抗原表現於 PBL 中之細胞族群 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後進行anti-canine CD5 抗體染色，以BD 

FACScalibur flow cytometer收集檢體資料，並以BD CellQuest pro軟體進行資料分析。由上圖

之dot plot中可知，CD5 陽性細胞可分為兩群細胞，R1 區域為CD5 低量表現之細胞，稱CD5lo

細胞；R2 區域為CD5 高量表現之細胞，稱CD5hi細胞。圖中之X軸為CD5 螢光表現強度，Y

軸為細胞顆粒性表現（SSC）。 
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0.1±0.07 

99.97±0.01 
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17.05±15.71 17.42±23.92 

82.59±23.92 
53.06±11.07 

46.95±11.07 74.03±8.9 

25.97±8.9 
10.56±1.2 

38.9±7.54 
89.45±1.2 

61.11±7.54 

1.3±0.41 

98.7±0.41 99.73±0.11 

0.28±0.11 

19.96±6.22 

80.04±6.22 
73.77±4.57 

26.23±4.57 93.52±2.83 99.19±0.09 

0.82±0.09 
6.48±2.83 

94.63 

62.04±0.86 

37.96±0.86 

97.59±0.23 

2.42±0.23 

22.27±1.77 

 
圖二、犬 PBL 中 CD5 陽性細胞之細胞表型。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色，再

與其他免疫細胞相關抗原之抗體進行雙染色，包括CD3、CD4、CD8α、CD8β、CD14、CD21、

α/β TCR、γ/δ TCR、MHC I和MHC II。以BD FACScalibur flow cytometer收集檢體資料，並

以BD CellQuest pro軟體進行資料分析。圖中均為dot plot，X軸為CD5 抗體螢光強度，Y軸為

各種不同抗體螢光強度。圖中顯示之紅色數據為CD5lo (左上與左下)和CD5hi (右上與右下)細

胞在不同表面抗原之表現的細胞百分比平均值。 
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CD5hi cells 

純度~ 98.88% 

CD5lo cells  

純度~ 95.56% 

R1 R2

PBL 

 
圖三、分選出犬PBL中之CD5lo和CD5hi細胞族群。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使

用BD FACSVantage flow cytometer和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，

框選R1 區域細胞為CD5lo細胞，R2 區域細胞為CD5hi細胞。分選後以BD FACScalibur flow 

cytometer收集檢體資料，並以BD CellQuest pro軟體進行資料分析，分選後之細胞族群分別

如圖中左下圖及右下圖所示，並以此圖分析分選後細胞之純度。 

 
 
 
 
 
2. 細胞形態學觀察 

為瞭解CD5lo及CD5hi細胞的特性，首先觀察分選後之細胞型態。以

May-Grunwald Giemsa stain染色後，於光學顯微鏡下觀察(圖四)，發現於未加入

IL-2 培養之細胞其型態上不易發現不同。但以IL-2 刺激後之CD5lo LAK細胞有較

多型態為大型顆粒型淋巴球之細胞。CD5hi LAK細胞族群中仍能觀察到大型之淋

巴球（圖四.b）但數量較少。另外，以穿透式顯微鏡觀察CD5lo LAK和CD5hi LAK
細胞亦發現於CD5lo LAK細胞中具有較多之大型顆粒性淋巴球（圖五）。這些結

果表示CD5lo細胞族群於細胞型態上有類似NKC之特徵。 
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圖四、CD5lo和CD5hi IL-2 激化之lymphokine - activated killer (LAK)細胞型態，

May-Grunwald Giemsa stain。 
a與b圖為CD5hi LAK細胞，c與d圖為CD5lo LAK細胞。取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS

分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使用BD FACSVantage flow cytometer進行

CD5lo和CD5hi 細胞分選，分選後之CD5lo及CD5hi細胞以IL-2 刺激培養五天得到LAK細胞，

將細胞塗抹於玻片上並待其乾燥，之後以May-Grunwald Giemsa stain進行染色，並以光學顯

微鏡觀察其細胞型態。放大倍率為 100X，圖中右下角之比例尺為 10μm。 

 

 

 

 

 

 

 a cb 
 

 

 

 
 
 
 
d 

圖五、CD5lo和CD5hi LAK細胞之型態，穿透式顯微鏡觀察。 
圖a, b, c為CD5lo LAK細胞，圖d為CD5hi LAK細胞。取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離

出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使用BD FACSVantage flow cytometer進行CD5lo

和CD5hi 細胞分選，分選後之CD5lo及CD5hi細胞以IL-2 刺激培養五天得到LAK細胞。將細胞

pellate以glutaraldehyde/osmium-tetroxide固定，以Spurr’s resin kit包埋後製成超薄切片，染色

後，以JEOL 1200EXII transmission electron microscope觀察。黑色箭號為細胞內顆粒球所在

位置，放大倍率為 8000X。比例尺為圖中右下角之黑色橫線，為 1μm。 
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3. NKC 毒殺作用： 
為瞭解CD5lo細胞是否可能為NK細胞族群，我們利用CTAC細胞株為標的細

胞測試不同細胞群的犬NK細胞毒殺能力，實驗發現在未經IL-2 刺激之CD5lo及

CD5hi族群其毒殺能力與PBL比較並無顯著性差異（圖六）。進而測試加入IL-2 培

養之CD5lo及CD5hi LAK細胞，發現CD5lo LAK細胞之毒殺能力明顯高於CD5hi 
LAK細胞（圖七），這代表CD5lo LAK細胞中的確有一群具有犬NK毒殺能力之族

群。PBL直接以IL-2 刺激培養之LAK細胞之毒殺能力卻顯著高於CD5lo LAK細胞。 
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圖六、犬PBL中CD5lo細胞與CD5hi細胞之NK毒殺能力試驗 
* 

取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色

並使用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，並以CTAC

細胞株測試犬PBL、 CD5lo細胞、CD5hi細胞和CD5lo-de細胞之NK毒殺能力。實驗使用CytoTox 

96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay套組進行NK毒殺試驗。Target cells為CTAC細胞株 

(T)，細胞數為 2x103 。Effector cells為犬PBL、CD5lo細胞與CD5hi細胞 (E)，E/T ratio為 50/1、

25/1、12.5/1 及 1/1。X軸為E/T ratio，Y軸為NK毒殺能力之百分比。      代表PBL，        代

表CD5hi細胞，      代表CD5lo細胞，      代表CD5lo-de。 ( N=4 ) 
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圖七、犬CD5lo LAK細胞與CD5hi LAK細胞之NK毒殺能力試驗 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色

並使用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，取未經分選

之全部PBL以及分選後之CD5lo、CD5hi細胞加入IL-2 培養五天取得LAK細胞。實驗使用

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay套組進行NK毒殺試驗。Target cells為CTAC

細胞株 (T)，細胞數為 2x103 。Effector cells為犬LAK細胞、CD5lo LAK細胞、CD5hi LAK細胞

之NK毒殺能力。實驗使用之target cells為CTAC細胞株 (T)，effector cells為LAK、 CD5lo LAK細

胞與CD5hi LAK細胞(E)，X軸為E/T ratio，Y軸為NK毒殺能力之百分比。       

代表LAK細胞，      代表CD5hiLAK細胞，       代表CD5lo LAK細胞，      代表

CD5lo-de LAK細胞。 *代表顯著性差異（P < 0.05）( N=4 )。 

 

 

 

 

4. IFN-γ的分泌： 
NKC之功能除了對標的細胞的毒殺能力外，另一重要功能為細胞激素生產

的能力。NKC在受到IL-12 刺激之下，可以大量分泌IFN-γ(15)。因此我們將PBL
以IL-12 刺激三天後測定其中具IFN-γ生產能力之細胞族群（圖八A）。結果發現

CD5lo細胞中分泌IFN-γ之細胞族群佔 36.67±2.29%顯著性地高於CD5hi細胞中的

22.95±4.15%。另外將PBL分離後之CD5lo及CD5hi細胞同樣加入IL-12 培養三天後

測定具IFN-γ生產能力之細胞族群百分比（圖八B），卻發現CD5lo細胞和CD5hi細

胞之間並沒有顯著性差異，但仍可觀察到CD5lo細胞百分比高於CD5hi細胞之趨

勢‧ 
 
 
 
 

 10



(A) 

33.67±2.29% 22.95±4.15% 

CD5

IF
N

-γ
 

CD5lo cells CD5hi cells 

 
(B) 

PBL CD5lo cells CD5hi cells
0

10

20

30 PBL

CD5lo cells
CD5hi cells

IF
N

- γ
 r

el
ea

se
 c

el
l p

op
ul

at
io

n(
%

)

 
圖八、犬IL-12 刺激後之CD5lo細胞與CD5hi細胞 IFN-γ release試驗 
(A) 取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，加入IL-12 培養三天，以CD5 及

IFN-γ抗體進行雙染色測定IFN-γ生產之族群，以BD FACScalibur flow cytometer收集檢體資

料，並以BD CellQuest pro軟體進行資料分析。左圖為CD5lo細胞，右圖為CD5hi細胞。X軸為

CD5 染色之螢光強度，Y軸為IFN-γ染色之螢光強度。實驗結果是分析圖中右上格中之細胞

百分比（％）。N= 4。 

(B) 將PBL和以FACSAria flow cytometer分選之CD5lo、CD5hi細胞以IL-12 刺激培養三天後以

IFN-γ抗體進行染色以測定IFN-γ生產之族群，以BD FACScalibur flow cytometer收集檢體資

料，並以BD CellQuest pro軟體進行資料分析。X軸為不同之細胞族群名稱，Y軸為分泌IFN-γ

染色之螢光強度。N= 4。 
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5. CD5 細胞 NK 表面抗原、接受器及細胞激素之基因表現分析 
為了要進一步證明CD5lo細胞是否具有NKC之特性，我們設計了一些與NKC

相關之接受器及分子之引子，包括NKG2D、NKp30、NKp44、CD56、CD16、
CD94、CD160、perforin及granzyme B。希望能藉由real-time RT-PCR來瞭解CD5lo

細胞族群中，NKC相關分子之mRNA表現狀況。實驗以real-time RT-PCR偵測之

樣品包括犬CD5lo PBL、CD5hi PBL、CD5lo LAK和CD5hi LAK細胞群中各種和犬

NK細胞相關基因之表現量。各種引子之專一性以dissociation curve之偵測進行確

認(圖九)。Dissociation curve之產生是於real-time RT-PCR步驟結束後，將PCR產
物由 60℃加溫至 95℃，於此過程中PCR產物之雙股DNA會隨著溫度上升而解

離，鍵結在DNA上之螢光（SYBR green）即隨著溫度升高而改變，因此產生

dissociation curve。若設計之引子具有專一性則可增幅出一段特異性DNA產物，

因此由dissociation curve可得到single peak。此peak不明顯或多個peak則代表特異

性不佳。本研究所用之引子均屬此方法測試無誤。 
(a) NK 表面抗原及接受器之比較 

比較PBL中未經IL-2 刺激之CD5lo細胞及CD5hi細胞族群，發現CD5lo細胞在

NKG2D、CD16、CD94、CD160 及Granzyme B的基因表現上顯著地高於CD5hi細

胞（P < 0.05），在perforin之表現上更是有極顯著之差異（P < 0.01）。但在NKp30、
NKp44、CD56、Ly49 及 2B4 的基因表現上差異並不明顯（圖十）。反之，在IL-2
激化之LAK細胞，同樣比較CD5lo LAK和CD5hi LAK細胞族群，結果發現CD5lo 
LAK卻在NKp30、NKp44、CD16 之基因表現上顯著地高於CD5hi LAK細胞族群

（P < 0.05），而在其他基因方面雖然表現量均高於CD5hi LAK細胞，卻無顯著性

差異（圖十一）。綜合上述結果，雖然未加入或加入IL-2 培養後，NKC相關基因

表現之pattern 有所不同，但是CD5lo 細胞群不論有無經過IL-2 刺激下，NKC相關

基因表現量均高於CD5hi細胞群。因此，除了型態學上之表現和細胞表面抗原表

現之外，再加上NK表面抗原及接受器的表現之結果，一再指出CD5lo細胞與NKC
關係密切。 
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圖九、引子專一性測試 
Dissociation curve 之產生是於 real-time RT-PCR 步驟結束後，將 PCR 產物由 60℃加溫至

95℃，於此過程中 PCR 產物之雙股 DNA 會隨著溫度上升而解離，鍵結在 DNA 上之螢光

（SYBR green）即隨著溫度升高而改變，因此產生 dissociation curve。若設計之引子具有專

一性則可增幅出一段特異性 DNA 產物，因此觀察 dissociation curve 可得到 single peak，若

有非特異性增幅則可觀察到非 single peak 之圖形。此圖可看到 dissociation curve 均呈 single 

peak，表示未出現非特異性增幅，也同時代表此引子具有專一性（此圖以 β-actin 為例）。 
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圖十、犬PBL中之CD5lo細胞與CD5hi細胞族群各種NKC接受器及分子之基因表

現量。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使

用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選。萃取PBL中之

CD5lo細胞與CD5hi細胞中之mRNA，以real-time RT-PCR方法偵測CD5lo細胞與CD5hi細胞中和犬

NK 細胞接受器和抗原相關之基因的表現量。X軸為各種NK接受器及分子之名稱，Y軸為各基因

相對犬β-actin基因的mRNA表現量。     代表CD5lo PBL細胞，   代表CD5hi PBL細胞。* 代表

P<0.05，** 代表P<0.01。( N=4 ) 
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圖十一、犬CD5lo LAK細胞與CD5hi LAK細胞族群中各種NKC接受器及分子相關

之基因表現量。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使

用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，分選後之CD5lo

及CD5hi細胞以IL-2 刺激培養五天得到LAK細胞。萃取CD5lo LAK細胞與CD5hi LAK細胞中之

RNA並反轉為cDNA後，以real-time RT-PCR偵測此兩群細胞中和犬NKC接受器和相關分子之基

因表現量。X軸為各種NKC接受器及分子之名稱，Y軸為各基因相對犬β-actin基因的mRNA表現

量。   代表CD5lo LAK細胞，    代表CD5hi LAK細胞。* 代表P<0.05，** 代表P<0.01。( N=4 ) 

 
 
(b) 細胞激素之比較 

除了NKC相關分子的基因表現外，我們同時也測定細胞激素的基因表現。

使用real-time RT-PCR偵測犬CD5lo PBL、CD5hi PBL、CD5lo LAK和CD5hi LAK細

胞群中各種細胞激素基因之表現量。 
發現CD5lo未加入IL-2 培養之細胞之IL-8 及IL-10 之表現量顯著地高於CD5hi

細胞（P < 0.05）。在IL-2、IL-6、IL-12 及TNF-α之平均表現量雖高於CD5hi細胞，

但差異在統計學上並不明顯。此外，在IL-4、IL-13、IL-15 及IFN-γ之表現量CD5hi

細胞較高，但差異同樣不顯著（圖十二）。 
    比較CD5lo LAK和CD5hi LAK細胞族群，結果發現CD5lo LAK細胞之細胞激

素幾乎均低於CD5hi，在IL-4、IL-8 及IL-13 之表現明顯地低於CD5hi LAK細胞（P 
< 0.05）。而在IL-2、IL-6、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15、TNF-α及IFN-γ之表現於

CD5lo LAK細胞雖均略低於CD5hi LAK細胞，但差異在統計學上不明顯。CD5lo 
LAK細胞僅在TGF-β之表現上略高於CD5hi LAK細胞，但是差異亦不明顯（圖十

三）。 
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圖十二、犬PBL中CD5lo細胞與CD5hi細胞族群各種細胞激素之基因表現量。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使

用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選。萃取PBL中之

CD5lo細胞與CD5hi細胞中之RNA並反轉為cDNA後，以real-time RT-PCR偵測CD5lo細胞與CD5hi細

胞中各種細胞激素基因表現量。X軸為各種細胞激素之基因名稱，Y軸為各基因相對犬β-actin基

因的mRNA表現量。    代表CD5lo PBL細胞，    代表CD5hi PBL細胞。* 代表P<0.05，** 代

表P<0.01。( N=4 ) 
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圖十三、犬CD5lo LAK細胞與CD5hi LAK細胞族群中各種細胞激素相關之基因表

現量。 
取犬之週邊血液以Ficoll-PaqueTM PLUS分離出PBL後，以anti-canine CD5 抗體進行染色並使

用BD FACSVantage和FACSAria flow cytometer進行CD5lo和CD5hi 細胞分選，分選後之CD5lo

及CD5hi細胞以IL-2 刺激培養五天得到LAK細胞。萃取CD5lo LAK細胞與CD5hi LAK細胞中之

RNA並反轉為cDNA後，以real-time RT-PCR偵測此兩群細胞中中各種細胞激素相關之基因的表現

量。X軸為各種細胞激素之基因名稱，Y軸為各基因相對犬β-actin基因的mRNA表現量。    代

表CD5lo LAK細胞，    代表CD5hi LAK細胞。* 代表P<0.05，** 代表P<0.01。( N=4 ) 

 
 
綜合以上實驗結果可見犬PBL中之CD5lo細胞之表現型為CD3+、CD4-、CD8α+、

CD8β+/-、CD21-、CD14-、α/β TCR+/-、γ/δ TCR+/-、CD11/18+、CD44+、CD45+、

DLA I+及DLA II+。在型態學上，未加入IL-2 培養之細胞不易發現他們之不同。

以IL-2 刺激後之CD5lo LAK細胞有較多型態為大型顆粒型淋巴球之細胞，這表示

CD5lo細胞族群於細胞型態上有類似NKC之特徵。另外，PBL中之CD5lo細胞在IL-2
刺激後擁有較強的NK毒殺能力，並具有較高之IFN-γ分泌能力。我們進一步分析

細胞中NKC相關分子以及細胞激素之mRNA表現。在NKC相關分子之基因方

面，我們發現未加入IL-2 培養之CD5lo細胞表現較高量的NKG2D、CD16、CD94、
CD160、perforin及Granzyme B的mRNAs，然而在LAK細胞方面，CD5lo LAK表

現較高量的NKp30、NKp44、CD16 之mRNAs。在細胞激素之mRNAs方面，PBL
中之CD5lo細胞表現較高量之IL-8 及IL-10，而CD5lo LAK表現較低量之 IL-4、IL-8
及IL-13。綜合上述實驗結果，我們認為CD5lo細胞為犬血液中具有NKC特性之細

胞族群。 
討論 
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本研究為首先報告並證實犬PBL中之CD5lo細胞為犬血液中具有NKC特性之

細胞族群。因此CD5lo的表現也許可視為犬NKC除CD8α+之外的第二個具代表性

之細胞表型。 
我們分析CD5lo與CD5hi這兩群細胞之表型，結果可發現CD5hi與CD5lo這兩群

細胞明顯地於CD4、CD8α、CD8β、αβTCR和CD21 之表型上有所不同，且CD5lo

之族群在各種表型上呈現較專一的表現（例如CD3、CD4、CD14、CD21、MHCI、
MHCII、γδTCR的表現均大於 90%），這表示CD5lo細胞群中的細胞種類較少，可

能為一群特定之細胞群。由於本實驗室先前發現CD8α與NKC之間具有正相關

(16)，而CD5lo PBL細胞中大部份又為CD8α+細胞，所以我們認為CD5lo細胞應為

NKC之族群。 
    由於許多物種中之NKC型態上均屬於大型顆粒性淋巴球，包括人、小鼠以

及牛等(1, 17-19)，但在CD5lo PBL中並未觀測到此現象，除此之外，我們在NK毒

殺試驗中發現PBL之CD5lo細胞族群於未經IL-2 刺激之情形下其NK毒殺能力很

低，並且與PBL和CD5hi細胞間沒有差異，這個結果並不符合NKC所具有的自然

殺手之特性，這可能是因為在PBL中之大型顆粒性淋巴球在犬單核球型態相似之

細胞群中(16)，而非在本細胞族群中。我們使用FACS Vantage flow cytometer進行

CD5 細胞分選的gating範圍內，為小型淋巴球，此群較大群之細胞並未包含在內，

因此我們無法在CD5lo PBL中看到大型顆粒性淋巴球。同時，研究指出確實有一

細胞群表型為CD3- CD4- CD14- CD8- CD21-並且不具貼附能力之非T、非B、非單

核球的細胞群，這群細胞可能為犬PBL中具大型顆粒性淋巴球特徵之NKC (16)，
但仍需進一步確認。然而加入IL-2 培養後之CD5lo LAK細胞在光學及電子顯微鏡

均發現較多型態為大型顆粒性淋巴球之細胞，並且對CTAC細胞株具有較高之毒

殺能力，而在其它犬NKC相關之研究中也指出可對CTAC細胞株進行毒殺作用之

細胞為大型顆粒性淋巴球(20, 21)，也符合我們的結果。另外，除了CD5lo LAK細

胞於細胞質中具有較多的顆粒外，其具有呈現腎形之細胞核，這與其他犬相關研

究中所描述之NKC相符合(1, 22)。因此CD5lo細胞於IL-2 刺激培養後始具有NKC
之特點。此IL-2 激化之現象也與上述牛之研究類似(14)。 

在NK毒殺試驗中，我們觀察到一特別之現象，比較CD5lo LAK細胞與未經分

選之PBL直接培養之LAK細胞，CD5lo LAK細胞之毒殺能力卻較低。同樣地，使

用IL-12 激化細胞後，我們發現未經分選後之IL-12 激化LAK細胞，不論於CD5lo或

CD5hi細胞中均可較分選後再進行IL-12 激化之LAK細胞有較高比例的IFN-γ分泌

細胞。這可能是因為未經分選的細胞族群在培養的過程中可能有許多機制可以活

化其中次族群之功能，例如細胞與細胞之交互作用或是不同細胞種類所分泌的細

胞激素來促進NKC的活化，例如IL-2 和IL-12 可刺激CD4 T細胞分泌IFN-γ和IL-4
進而刺激NKC之活化(23)。 

由於CD5lo細胞大多為CD8α陽性，然而，在LAK中之CD8α陽性細胞與LAK
及CD8α陰性細胞相比則具有較高的NK毒殺能力(16)，可見此毒殺能力之相對性

與本實驗結果並不完全符合。若是CD5lo細胞同樣為CD8αNKC，為何在IL-2 激
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化後CD5lo之NK毒殺能力不若CD8αLAK，我們所推測的理論如下，CD5hi細胞

群中仍有一小群CD8α陽性細胞，此細胞群中可能包含有CD8αNKC，但本實驗

使用抗體以FACSAria flow cytometer將CD5lo去除掉，發現在PBL中只要去除

CD5lo細胞族群，即使在有IL-2 刺激的情形下，NK毒殺能力仍然失去，這說明

CD5lo細胞極可能為犬NKC中的重要族群。只要沒有CD5lo細胞的存在，

CD5lo-CD8αNKC就不會活化，因此CD5hi細胞群中之CD8αNKC需要非CD5hi細

胞之協助才能活化並產生NK毒殺能力。舉例來說，人類血液來源的DC可以直接

活化休眠的NKC或是藉由活化T細胞分泌細胞激素間接地活化NKC(24)，或是由

T細胞產生的IL-2 可以活化CD56bright NKC(25)。是否犬之NKC與其它物種一樣有

類似的細胞間交互作用？這個問題仍需進行更多的實驗來釐清。 
除了NK毒殺能力試驗之外，我們測量了這些細胞族群受到IL-12 刺激後，具

IFN-γ生產能力之細胞百分比。結果發現LAK中CD5lo細胞可分泌IFN-γ之細胞比

例顯著地比CD5hi細胞還多，但是差距並不大。由於在CD5hi細胞族群中分別有

CD8 T細胞、CD4 T細胞和B細胞的存在，IL-12 雖然可刺激NKC分泌IFN-γ，但

CD4 T細胞、CD8 T細胞同時也可以直接被IL-12 刺激而分泌IFN-γ (26)。因此我

們無法從IFN-γ之結果區分出IL-12 對NKC之影響，只能間接說明在CD5lo細胞族

群中具有可分泌IFN-γ之細胞族群，這表示NKC有可能存在於CD5lo細胞族群中。

由於CD5lo細胞中分泌IFN-γ細胞之百分比並不是很高，這表示IFN-γ分泌之能力

可能不是CD5lo細胞族群之主要功能。這個結果可能類似於人類之CD56dim NKC
的特性，CD56dim NKC佔週邊血液NKC中的 90％左右，其主要特徵為較高之NK
毒殺能力、較低之細胞激素分泌能力以及較高量的CD16 表現(27-29)。 

在NK接受器和相關分子之基因表現的實驗中，我們偵測了NK相關基因。比

較在PBL中之CD5lo細胞和CD5hi細胞族群，結果在CD5lo細胞中NKG2D、CD16、
CD94、CD160、 perforin和granzyme B顯著性地高於CD5hi細胞。以上之mRNAs
雖然並非NKC特異性之標記，因此無法以這些基因的表現來區別出NKC與其他

細胞，但是我們可根據這些NKC相關接受器和分子之高表現量來證明CD5lo細胞

中具有較多的NKC。這在其他物種中有許多相關的研究。如Perforin的高表現量，

這個現象在猪之NKC有相似的情形，猪週邊血液中之CD8+細胞可藉由perforin表
現區分出CD8 T細胞和NKC，若為perforin+細胞即為NKC (30)。CD16 (FcγRIIIA)
在人類為NKC重要的表面抗原(27-29)，是 IgG Fc 區域之接受器。可活化NKC
進行ADCC (31)。CD94/NKG2A接受器的高表現為人類CD56bright NKC的特徵之

一，在CD56dim NKC上同樣有表現(32)。然而比較在IL-2 刺激後之LAK細胞中

CD5lo細胞和CD5hi細胞族群，結果發現CD5lo LAK細胞表現較高量之NKp30、
NKp44、CD16 和CD94 之mRNAs。NKp30 和NKp44 在許多物種中為NKC特異性

之活化型接受器(9, 33)，而根據本實驗室先前之研究發現犬NKp30 之基因表現與

具NK毒殺能力之細胞所佔比例成正相關(16)。雖然在PBL之CD5lo細胞族群中看

不到NKp30 mRNA上升的現象，但是在CD5lo LAK細胞族群中，NKp30 基因之

高表現量可為佐證。綜合以上結果， CD16 與CD94 之mRNA在PBL和LAK中均
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出現高表現量，因此有可能可以將CD16 和CD94 基因高表現視為犬NKC的重要

指標，未來在進行犬NKC之相關接受器研究時也可以先針對此兩種接受器進行

研究。 
在細胞激素之基因表現的實驗中，比較PBL中之CD5lo及CD5hi細胞發現CD5lo

細胞之IL-8 及IL-10 之表現量顯著地高於CD5hi細胞。PBL中包括未成熟與記憶型

T細胞、NKC、B細胞均可分泌IL-10 (34)。IL-10 為免疫調節細胞激素，可以抑

制許多單核球分泌之細胞激素包括IL-1、IL-6、IL-8、IL-10、IL-12 和GM-CGF
等(35)。但另一方面，IL-10 可以促進Fc receptor之表現，包括CD16 和CD64(36)。
因此我們在CD5lo PBL中觀察到之高IL-10 表現可能與犬CD16 之基因表現有關

連。在IL-8 方面，相關文獻指出NKC在未刺激的情形下可以自動分泌IL-8 (37)，
符合我們的結果。比較在IL-2 刺激後之LAK細胞中CD5lo細胞和CD5hi細胞族群，

但發現許多細胞激素的表現在CD5hi細胞中卻較高，這可能是因為CD5hi細胞中含

有較多其它的細胞族群如CD8 T細胞、CD4 T細胞和B細胞，因此在IL-2 激化後

可以大量生產各種細胞激素，例如T細胞可被IL-2 活化並分泌IL-2、IL-4、IL-10
和 IL-13 (38)。由於IL-2 激化後之細胞激素表現是由較複雜的細胞反應造成，因

此我們較難觀察到具NKC特異性的情形。但我們在PBL中CD5lo細胞的結果顯

示，IL-8 和IL-10 的較高表現似乎可作為犬NKC分泌細胞激素之特點。 
在mRNAs表現的實驗中我們發現到一個特殊現象，在PBL中的mRNA表現量

遠高於IL-2 激化後的LAK，而在許多研究中均指出PBL經由IL-2 激化後許多基因

之mRNA表現量均會增加(39)，因此我們進一步探討造成此現象之原因。第一，

本實驗之mRNA表現量是先扣除housekeeping基因的表現來進行相對定量，因此

若是housekeeping基因的表現量不穩定則會造成相對表現量的變動。使用於相對

定量之housekeeping基因有很多種，其中β-actin為細胞骨架之一，不管在基因或

蛋白質表現層面均常用作各種實驗標準化之指標(40, 41)，因此我們選擇β-actin
來進行實驗之標準化。但是有些研究指出β-actin在IL-2 激化後表現量會增加(42, 
43)，因此這的確會影響到我們實驗的數據呈現，但由於本實驗主要是比較CD5lo

及CD5hi細胞族群間之差異而非PBL與LAK間之差異，因此兩族群間之相對性比

較受到此影響的機率較低。日後若要進行相關之實驗，我們應該挑選其他適當之

housekeeping基因，例如 18S ribosomal RNA，以排除影響mRNA相對表現量的可

能性(42)。第二，mRNAs之表現量與經細胞激素刺激活化後的時間點有密切關

係，因此若沒有挑選適當的時間點，可能會錯失mRNAs最高的表現量。舉例來

說，人類PBMC受到phytohemagglutinin (PHA)刺激後會分泌IL-24，IL-24 之mRNA
表現在受到刺激後 12 個小時可達到最高之表現量，在第 72 小時之表現量降至最

低(44)。本實驗採用之時間點為細胞激素刺激後之第五天，可能已經錯過mRNAs
表現量之最高峰，因此造成LAK細胞中低mRNA之表現量。但同樣地，我們主要

為比較相同時間點之CD5lo和CD5hi細胞族群，因此細胞族群間mRNAs表現量之相

對性受到影響的機率較低，但仍可能造成細胞族群間之差異不顯著。 
研究至此，我們仍有許多問題需要釐清，例如CD5 是否在NK活性上有調節
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的功能或僅只為不具功能性之表面抗原？細胞中之NKC接受器相關基因之表現

是否等同於蛋白質表現？這些問題均需繼續研究。另外，除了CD5 表面抗原之

外，鑑定出其他NKC特異性抗原或接受器在蛋白質層次上之表現也是未來重要

的目標。無論如何，經由本研究的各種實驗，我們證明了CD5lo細胞的確為犬NKC
中之重要族群，並且觀察到一些特定基因的表現可供未來進行犬NKC相關研究

作為參考。 
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