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بررسی و تعیین میزان سلولهای کشنده طبیعی(NK) در خون محیطی افراد سالم در 
گروههای سنی 18 تا 60 سال در دانشگاه علوم پزشکی ایران   
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مقدمه 
ـــدن      سلولـهای لنفوسـیت از مـهمترین سـلولهای ایمنـی ب
میباشـند کـه براسـاس عمـــل بیولــوژیکــی بــه 3 گــروه 

اصلی(لنفوسیت B ،T و NK) تقسیم میشوند(1).  
    سلولهای کشنده طبیعی(NK) از نظر فنوتیپی از سلولهای 
لنفوسیت T و B قابل تشخیص هستند بدین ترتیب کــه فـاقد 
CD3(T cell receptor) یا ایمونوگلوبولیــن 

+ TCR کمپلکس
CD16 را 

+ +CD56
ـــطحی + سـطحی بـوده امـا نشـانههای س

نشان میدهند(2و 3).  
 
 

 
 
 
 
 
 

 
    مـیزان ایـن سـلولها در مقابلـه بـا عفونتـها، ســـرطانها و 
بسـیاری از بیماریـهای دیگـر نقـش اساسـی دارد. بنــابراین 
میتــوان با استفاده از آزمایشهای اختصاصی جهت تعییــن 
این سلولها، امکان تشخیص و چگونگی پیشــرفت بیمـاری را 

فراهــم کرد که از نظر بالینی اهمیت زیادی دارد(4و 5).  
ـــی      سلولـهای کشـنده طبیعـی(NK) بخشـی از ایمنـی ذات
ـــد و  میباشـند کـه عملکـرد سایتوتوکسیسـیته طبیعـی دارن
توسـط آن قادر هستنـد بعضــی از سلولهای توموری را از 

 

چکیده  
ــیتی میتواننـد اهـداف خـود را بـدون     سلولهای کشنده طبیعی (Natural killer cell=NK) با واسطه سیتوتوکسیس
وجود آنتیژنهای سازگار نسجی (Major histocompatibility complex=MHC) شناسایی کنند. ســلولهای کشـنده
ــه اهمیـت طبیعی اولین خط دفاعی در از بین بردن سلولهای سرطانی و سلولهای آلوده به ویروس میباشند. با توجه ب
CD16 در خون

+ +CD56
سلولهای کشنده طبیعی، این مطالعه با هدف بررسی و تعیین میزان این سلولها(NK) با نشانه +

محیطی افراد سالم انجام شد. بدین ترتیب که نمونههای خون محیطــی از 500 داوطلـب زن و مـرد در گروهـهای سـنی
60-18 سال جمعآوری گردیــد. بــرای آنالیـــز نمونـهها از روش فلوسـایتومتری و آنتیبـادی مونوکلونـال دو رنگـی
CD16 ضد سلولهای کشنده طبیعــی(NK) استفاده شد. بــرای تجزیـه و تحلیـل نتـایج، آزمونـهای آمـاری و

+ +CD56
+

CD16، در آقایـان 7/02±15093 و در
+ +CD56

نرمافزار SPSS به کار برده شدند. میـانگین سـلولهای NK بـا نشـانه +
خانمها برابر با 5089±13030 به دست آمد(P<0/05). میانگین میزان ســلولهای کشـنده طبیعـی در گروهـهای مختلـف
ــا گـروه سـنی سنی بدون در نظر گرفتن جنس با کمترین میزان در گروه سنی 31 تا 40 ساله دیده شد که در مقایسه ب
51 تا 60 ساله اختلاف معنیداری وجود داشت(P<0/001). بررسی و تعیین سلولهای کشنده طبیعی در خــون محیطـی
نشان دهنده اهمیت جنس، سن و نژاد در ارزیابی و عملکرد سیستم ایمنی میباشد. بنابراین از نتایج این مطالعه میتوان
در آزمایشگاههای کشور و مراکز تحقیقاتی جهت ارزیابی بیماریهای عفونی، سرطانها و سایر بیماریها استفاده نمود.  

         
کلیدواژهها:   1 – افراد سالم   2 – سلولهای کشنده طبیعی    3 – فلوسایتومتری 

 

این مطالعه تحت حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ایران انجام شده است(شماره ثبت: 239) و در ششمین کنگره ایمنیشناســی(ایمونولـوژی) در تـهران
سال 1381 ارائه گردیده است. 

I) استادیار گروه ایمنیشناسی(ایمونولوژی)، مرکز علوم پایه، گروه ایمنیشناسی و میکروبشناسی، بزرگراه شهید همت، تهران(*مولف مسئول). 
II) کارشناس شیمی محض، بخش میکروبشناسی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران. 
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ـــی(NK) برای  بیـن بـبرند. توانـایی سـلولهای کشـنده طبیع
تخریب سلولهای توموری تحت تاثیر سایتوکینها نظیر عامل 
 (Tumor Necrosis Factor=TNF)ــده تومـور نکروز دهن
ـــن  اینــترلوکین 2(IL-2)، اینترفرونهــا(IFNs) و اینترلوکی
ــابراین نقـش ایـن سـلولها در  12(IL-12) افزایش مییابد، بن
ــان آنـها بـا سـلولهای  ایمنی تومور وابسته به تحریک همزم
لنفوسیت و ماکروفاژهایی میباشــد کـه ایـن سـایتوکینها را 
ــهای  ترشح میکنند(8-6). پاسخ این سلولها محدود به مولکول
سازگار نسجی(MHC) نمیباشد(9) زیــرا سـلولهای کشـنده 
طبیعی گیرندههای مختلفی (NKR) را با عملکردهای متفاوت 
در جهت فعال سازی یا مهارکنندگی از خود نشــان میدهنـد 
که تعادل بین پیامهای آنها، فعالیت سلولهای کشــنده طبیعـی 

(NK) را تنظیم میکند(10).  
    براساس مطالعات انجام شده در دنیا ثابت شده است کــه 
ــلا  در نژادهای مختلف سلولهای ایمنی متفاوت بوده و در ابت
ــهای مختلـف نـیز واکنشـهای متفـاوتی را از خـود  به بیماری
نشـان میدهنـــد بطــور مثــال تعــداد ســلولهای کشــنده 
ــژاد چینـی در مقایسـه بـا نژادهـای دیگـر  طبیعی(NK) در ن
بیشتر میباشد(11و 12). با توجه به متغیر بودن این ســلولها 
در جوامع مختلف و تاثیر تنوع نژاد روی آنها، تعیین مقـادیر 
ــن  مرجع برای هر جامعه ضروری به نظر میرسد. اثرات س
و جنس نیز روی سلولهای کشنده طبیعــی(NK) در بعضـی 
از جوامع گزارش شده است(13). با توجه به اهمیت سلولهای 
کشـنده طبیعـی(NK) و عملکـرد آنـها در سیســـتم ایمنــی، 
دانستن میزان طبیعــی آنـها در افـراد سـالم و در گروهـهای 
سـنی متفـاوت در هـر جامعـه میتوانـد منبـع مفیـدی بـرای 
ــه بـه اینکـه پاسـخ  تشخیص بیماریهای مختلف باشد(با توج
افراد مختلف به بیماریهای هر جامعه متفــاوت میباشـد). بـا 
توجه به مطالب ذکــر شـده، ایـن مطالعـه بـا هـدف تعییـن و 
ــون محیطـی  بررسی میزان سلولهای کشنده طبیعی(NK) خ
افراد سالم در گروههای سنی 60-18 سال در دانشگاه علوم 
پزشـکی ایـران بـه تفکیـک جنـــس و بــا اســتفاده از روش 
ــح اسـت کـه چنیـن  فلوسایتومتری انجام شد. لازم به توضی
تحقیقاتی بــاید در سـطح گسـترده و در گروهـهای مختلـف 

سنی (کودکان، نوجوانان، جوانان و سالمندان) در دو جنس، 
چندین بار صورت گیرد تا بتوان از مجموع نتایج بــه دسـت 
ــابل اعتمـادی بـرای  آمده با روش مشابه، به مقادیر مرجع ق

جامعه ایران دست یافت.  
 

روش بررسی 
    این مطالعه توصیفی، روی 500 داوطلب ســالم کـه بطـور 
تصادفی از میان دانشجویان رشتههای مختلف، کـارمندان و 
اسـاتید دانشـکدهها و بیمارسـتانهای مختلـف وابســـته بــه 
دانشگاه علوم پزشکی ایران انتخاب شده بودند، انجــام شـد. 
241 نفر از ایــن داوطلبـان مـرد و 259 نفـر زن بودنـد و در 
ــال قـرار داشـتند. در ایـن بررسـی  محدوده سنی 60-18 س
ــا 40  افــراد در 4 گـروه سنی 18 تا 30 سال(193 نفر)، 31 ت
سال(140 نفر)، 41 تا 50 سال(106 نفر) و 51 تا 60 سال(58 
نفر) قرار گرفتند. در ابتــدا افـراد داوطلـب پرسـشنامهای را 
ــوالاتی در مـورد سـن، جنـس، نـژاد و بطـور کلـی  شامل س
وضعیت سلامتی آنها(از نظر ابتــلا بـه بیماریـهای عفونـی و 
ـــاه قبــل از بررســی) کــامل  سـایر بیماریـها در مـدت 2 م
میکردند. شاخص انتخاب افراد سالــم پر کردن پرسشنامه 
(ضمیمه میباشد) و انجام آزمایش خون (شمارش گلبولهای 
ــن درصـد لکوسـیتها، انـدازهگـیری  سفید و قرمز خون، تعیی
هموگلوبیــن و همـاتوکریت خـون) توسـط کارشـناس بـوده 
است. افرادی که با توجه به پاســخهای پرسـشنامه و نتـایج 

آزمایش CBC مشکوک بودند، از مطالعه حذف میشدند.  
ــی بـه مـیزان 2 میلیلیـتر از وریـد      نمونههای خون محیط
داوطلبان هر روز صبح در حدود ساعت 11-9 گرفته میشد 
زیرا براساس تحقیقات صورت گرفته تعداد سلولهای کشنده 
ــن مطالعـه روی افـراد  طبیعی(NK) ریتم روزانه دارد(14). ای
سالم انجام شد بنابراین از گروه کنترل استفاده نشده است. 
قبل از گرفتن خون جهت رعایت نکــات اخلاقـی از داوطلبـان 
رضایتنامه گرفتــه میشـد. بـرای تعییـن مـیزان سـلولهای 
کشنده طبیعی و گردآوری اطلاعات و تجزیه و تحلیل آنها از 
نرمافزارهای نصب شده به دســتگاه فلوسـایتومتری (روش 

مطالعه) استفاده گردید.  
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    جهــت آزمــایش نمونــــههای خـــون از آنتیبادیـــهای 
 F.I.T.C ـــهای فلورســانس مونوکلونـال کونـژوگـه بـا رنگ
 (Phycoerythrin)PE و (Fluorescein isothiocyanate)
 CD3

+-F.I.T.C /CD16
+ +CD56

+ +PE کــــه آنتیبـــــادی
ــوع کیـت IMK و  (نشانه سلولهای NK) نامیده میشود و ن
ساخت شــرکت DAKO و Becton Dickinson میباشـد 
اســتفاده شــد. IgG1 و IgG2 مخلوطــی از آنتیبادیــــهای 
ــژوگـه بـا F.I.T.C و PE کـه از مـوش بـه  مونوکلونال کون
دست آمده بود به عنوان کنترل منفــی و حـذف رنگآمـیزی 

غیراختصاصی به کار برده شد.  
    در صورت نیاز به نگهداری نمونــههای خـون محیطـی از 
ــازه  ثابت کنندههــا استفاده میشــد. اما بهتــر است خون ت
ــار بـرده شـود. بـرای هـر نمونـه، از لولـههای فـالکون  به ک
ــده اسـتفاده گردیـد بدیـن  (75×12 میلیمتر) علامتگذاری ش
ترتیب که میزان 100 لاندا(میکرولیــتر) از خـون محیطـی بـه 
ـــــد انعقــــاد، هپــــارین یــــا  لولـــه حـــاوی مـــاده ض
EDTA(Ethylenediamine tetra acetic acide) اضافـه 

ــه کـردن 20 میکرولیـتر از آنتیبـادی  میشد و پس از اضاف
مونوکلونال اختصاصی به هر نمونه و مخلــوط کـردن آنـها، 
ــاوی نمونـه بـه مـدت 30-25 دقیقـه در حـرارت  لولههای ح

آزمایشگاه و مکان تاریک قرار داده میشد.  
    در مرحله بعد محلول رقیق شــده لـیزینگ بـه هـر یـک از 
ــه بـا هـم  لولهها اضافه و به مدت 3 ثانیه محتویات داخل لول
ــی صـورت  مخلوط میشد و بعد از 2 نوبت شستشو، بررس
میگرفت. تجزیه و تحلیل آماری دادههــا(تعییـن و شـمارش 
سـلولها NKدر ارتبـاط بـا سـن و جنـــس) بــا اســتفاده از 
ــــار، t-student و  آزمونـــهای میـــانگین ± انحـــراف معی
ANOVA و به کارگیــری نرمافـزار SPSS انجام شد و از 

ــلاف آنـها محاسبــه گردیـد.  نظر آماری اختلاف یا عدم اخت
مـیزان P<0/001 و P<0/05 معنـیدار در نظـر گرفتـه شـد. 
مقیاس سنجش متغیرها، برای سلولهای NK و سن کمــی و 
برای جنس اسمی در نظــر گرفتـه شـد. بـرای جلـوگـیری از 
ایجـاد اختـلال در نتـایج از بررســـی نمونــههای مشــکوک 

خودداری گردید.     

نتایج 
    شمارش سلولهای کشنده طبیعــی(NK) روی 500 نمونـه 
خون محیطی از داوطلبان سالم صورت گرفت کــه نتـایج بـه 
ــاصل از بررسـی و  دست آمده بدین شرح میباشد: نتایج ح

تعیین میانگین میزان سلولهای کشنده طبیعی(NK) با نشـانه  
CD16 برحسب جنس و بدون در نظر گرفتن سـن، 

+ +CD56
+

نشاندهنده تفاوت در میزان این سلولها در دو جنس مــرد و 
زن بوده است. همان طور که در جــدول شـماره 1 مشـاهده 
ــنده طبیعـی(NK) در مـردان  میشود، میانگین سلولهای کش
15/93 بـا انحـراف اسـتاندارد 7/02 بـود در حـالی کـه ایــن 
میزان در خانمها 13/30 با انحراف استاندارد 5/89 به دست 
ــنده  آمد(P<0/05). بنابراین اختلاف بین میزان سلولهای کش

طبیعی در دو جنس معنیدار میباشد.  
 

جــدول شمــاره 1- میانگیـــن سلولهــای کشنــده طبیعــــی 
CD16) در افراد مورد مطالعه بر حسب جنس 

++CD56
+ NK)
انحراف معیار میانگین تعداد جنس 
7/02 15/93 241 مرد 
5/89 13/30 259 زن 
6/59 14/57 500 جمع 

    نتیجه آزمون: میزان سلولهای NK در خون محیطی داوطلبان(مرد و 
زن) توسـط تکنیـک فلوسـایتومتری تعییـن گردیـد. در محاسـبه آمــاری 
بـالاترین میـانگین مـیزان سـلولهای مذکـور در مـــردان (15/93±7/02) 
ــانگین مـیزان  مشاهده گردید و دارای اختلاف معنیداری(P<0/05) با می

این سلولها در زنان(5/89±13/30) میباشد.     
     

ــا      بررسی میانگین سلولهای ایمنی مورد بحث در ارتباط ب
سن نشان دهنده تفاوت فراوانی در گروههای سنی مختلــف 
ــروه سـنی،  بوده است(جدول شماره 2) بطوری که از میان 4 گ
ــیزان سـلولهای کشـنده طبیعـی(NK) بـا  بالاترین میانگین م
CD16، در گــروه سـنی 60-51 سـال دیـده 

+ +CD56
مارکر +

ــترین مـیزان  شد(6/61±15/72). گروه سنی 40-31 سال کم
ـــلولها را دارا بــوده اســت(13/97±6/85).  میـانگین ایـن س
ــاوت  بنـابراین اختـلاف معنـیداری در گروهـهای سـنی متف
ــاوت  وجود داشت(P<0/001). بطور کلی گروههای سنی متف
ــلولهای  در دو جنـس مـرد و زن در ارتبـاط بـا شـمارش س
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ــانگین و  کشـنده طبیعـی(NK) مطالعـه و بررسـی شـد و می
انحراف استاندارد (±SD) سلولهای نامبرده تعیین گردید.  

 
جدول شماره 2- میانگیــــن سلولهـــای کشنـــــده طبیعــــی 

CD16) در افراد مورد مطالعه بر حسب سن 
++CD56

+ NK)
انحراف معیار میانگین تعداد سن 

 18-30 194 14/78 6/62
 31-40 140 13/97 6/58
 41-50 107 14/42 6/11
 51-60 59 15/72 6/61
6/58 14/58 500 جمع 

ــایتومتری مـیزان سـلولهای      نتیجه آزمون: با استفاده از تکنیک فلوس
کشنده طبیعی(NK) خون محیطی از گروههای سنی متفــاوت (18 تـا 60 
 (15/72±6/61) NK ساله) تعیین گردید. حداکثر میانگین میزان سلولهای
ــیزان ایـن سـلولها(13/97±6/58)  در گروه سنی 60-51 سال و حداقل م
ــلاف معنـیداری (P<0/001) مشـاهده  در گروه سن 40-31 سال با اخت

گردید.  
 

بحث 
    در ایـن مطالعـه از روش فلوسـایتومتری و آنتیبادیــهای 
مونوکلونـال جـهت شـمارش و بررسـی سـلولهای کشـــنده 
طبیعی(NK) استفاده شد. همان طور که در جدول شـماره 1 
مشاهده میشود میانگین درصد سلولهای کشنده طبیعی در 
مردان بیش از زنان میباشــد(P<0/05). بـا توجـه بـه اینکـه 
وظیفه سلولهای (NK) از بین بردن سلولهای سرطانی است، 
میتوان این مسئله را مطــرح کـرد کـه بـه علـت اختـلاف در 
میزان سلولهای NK ابتلا به سرطان در زنان بیش از مردان 
میباشد. البته این مطلب نیاز به مطالعه وســیعی دارد. نتـایج 
این مطالعه توسط محققان کشــورهای دیگـر روی نژادهـای 
مختلف آسیایی و غیرآسیایی و با تعداد نمونه کمتر، با تاثیر 
نـژاد در مـیزان شـمارش سـلولها تـــائید و گــزارش شــده 
است(15و 16). در نژادهــای مختلـف نـیز مـیزان متفـاوتی از 
سلولهای NK مشاهده میگردد. بطور مثال میزان سلولهای 
ــان ایـن مطالعـه (14/57±6/53)  کشنده طبیعی در کل داوطلب
بیش از سلولهای NK در جمعیت قفقازیها(6/1±14) بــوده 
ــر  و اختلاف آنها معنیدار میباشد(P<0/001). از سوی دیگ

میزان سلولهای NK در چینیها بیـش از قفقازیهـا بـوده و 
اختلاف معنیداری بین آنــها وجـود دارد(P<0/05)(11و 12). 
مردان ایرانی در مقایسه با مــردان اهـل عربسـتان سـعودی 
ـــلاف،  سـلولهای NK بیشـتری دارنـد و در ایـن رابطـه اخت
ــبت بـه عربـهای  معنیدار میباشد(P<0/005). قفقازیها نس
عربستان سعودی مــیزان بـالاتری از سـلولهای NK را دارا 
ــه روی فیلیپینیهـا و ایتالیاییهـا بـه  هستند(17). مطالعهای ک
ــژاد آسـیایی و اروپـایی انجـام شـد، نشـان داد کـه  عنوان ن
میـانگین شـمارش سـلولهای کشـنده طبیعـی در فیلیپینیهــا 

  .(18)(P<0/01)بالاتر از ایتالیاییها است
    بطور کلی براساس مطالعات انجام شده میتوان گفت کــه 
آسیاییها نسبت به ســایر نژادهـا دارای مـیزان بـالاتری از 
ــیزان پاسـخ ایمنیشـان بـه  سلولهای NK هستند بنابراین م
سلولهای آلوده به ویروس و تومورها متفاوت میباشــد کـه 
این مسئله احتیاج به بررسی و تحقیق جداگانه دارد. بالاترین 
میانگین درصد سلولهای کشنده طبیعی(NK) در گروه سنی 
ــیزان ایـن سـلولها در گـروه سـنی  60-51 سال و کمترین م

40-31 سال وجود داشت(جدول شماره 2).  
    نتایج این پژوهش روی سلولهای کشنده طبیعی نشان داد 
که میزان این سلولها همراه با افزایش ســن تغیـیر میکنـد و 
در واقع بین گروهــهای سـنی ده سـاله اختـلاف معنـیداری 
مشـاهده گردیـد(P<0/001) و نتـایج حـاصل از بررســیهای 
دیگر(15) نیز تــائید کننـده نتـایج ایـن بررسـی میباشـد. در 
صورتی کــه بتـوان نتـایج حـاصل از تعـداد داوطلبـان(500 
ــهم کـوچکـی از نـژاد ایرانـی در نظـر  نمونه) را به عنوان س
ــوان تـاثیر نـژاد را در مـیزان سـلولهای کشـنده  گرفت، میت
طبیعی مشاهده کرد. همچنین باید گفت که سن و جنس با در 
نظر گرفتن نژاد در شمارش سلولهای مــورد بررسـی موثـر 

هستند.  
ــا آسـیایی      باید به این نکته اشاره کرد که چنانچه ایرانیه
محسوب گردند دارای تفاوتهایی با سایر نژادهای آسیایی و 
همچنین ســایر نژادهـا هسـتند. بنـابراین تعییـن و شـمارش 
سلولهای کشنده طبیعی(یکی از مهمترین سلولهای ایمنی) در 
افراد سالم هر نژادی، با استفاده از روش فلوسایتومتری نـه 
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تنها در تشخیص بیماریها بلکه در ارزیابی و پاسخ به درمان 
بیماریها موثر و لازم به نظر میرسد(7). 

 
تقدیر و تشکر 

ـــهای صمیمانــه دکــتر ســهیلا      بدیـن وسـیله از همکاری
ارضپیما در انجام این پروژه قدردانی میگردد.   
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STUDY & DETERMINATION OF NATURAL KILLER CELLS IN THE PERIPHERAL BLOOD
OF HEALTHY POPULATION OF IRAN UNIVERSITY OF MEDICAL SCIENCES WITHIN

DIFFERENT AGE GROUP(18-60 YEARS)

                                                                                                      I                                     II
*K. Entezami, PhD      M. Khazrae, BS

ABSTRACT
    Natural killer(NK) cells are defined as effector cells that have the capacity of spontaneous cytotoxicity
toward various target cells and are not major histocompatibility complex(MHC) restricted. NK cells are
the first line of immune system defence and serve in surveillance of certain tumor and virus-infected cells.  
The aim of this study was to determine CD16++CD56+ marker(NK cells) in healthy Iranian population.
Peripheral blood samples of 500 male and female subjects, from different age group(18-60 years), were
obtained. Flowcytometry technique with dual color monoclonal antibodies (CD16++CD56+) against NK
cells was used to analyse the samples. Statistical analysis was done through SPSS software. The mean of
CD16+CD56+ was found to be 15.93±7.02 for male and 13.30±5.89 for female population(P<0.05). The
mean ranges of NK cells in different age group in the combined population were significantly less in the
subjects aged 31-40 years as compared with subjects aged 50-60 years(P<0.001). Study and determination
of NK cells in the peripheral blood indicates that sex, age and race should be a consideration in the
evaluation of the immune system. Therefore, the results of the present study can be used in Iran
laboratories and research centers to evaluate infectious diseases, tumors and other diseases.  

Key Words:   1) Normal population    2) Natural killer cells   3) Flowcytometry
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