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NK细胞体外扩增的影响因素及临床应用
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摘要：随着免疫学及分子生物学技术的发展，以细胞为主体的(如T细胞、NK细胞等)生物疗法在肿瘤

过继性细胞免疫治疗中显示出巨大的潜能。与T细胞疗法相比，NK细胞无需激活即可完成杀伤，具有

快速释放炎性细胞因子和杀死靶细胞的能力，因此近年来受到格外关注。但人体内NK细胞的数量、

纯度和活性无法满足科研及临床应用的需要，阻碍了以NK细胞为基础的多种应用的发展，故有必要

在体外对NK细胞进行有效扩增。本文从NK细胞体外扩增的影响因素及其临床应用两方面进行综述。
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The influencing factors and clinical applications
of NK cell expansion in vitro
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Abstract: With the development of immunology and molecular biology technology, cell based therapies
(such as T cells, NK cells, etc.) have shown great potential in adoptive cell immunotherapy for tumors.
Compared with T cell therapy, NK cells can complete killing without activation and have the ability to quickly
release inflammatory cytokines and kill target cells, thus receiving special attention in recent years. However,
the number, purity, and activity of NK cells in the human body cannot meet the needs of scientific research and
clinical applications, which hinders the development of various applications based on NK cells. Therefore, it is
necessary to effectively expand NK cells in vitro. This paper reviews the influencing factors and clinical
applications of NK cell expansion in vitro.
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随着分子生物学技术的发展，细胞免疫治疗在

肿瘤治疗中发挥着越来越重要的作用，是肿瘤的

主要治疗模式之一。NK细胞疗法因其较T细胞疗

法具有更多的优势，在过继性细胞免疫治疗中具

有巨大的临床需求。由于NK细胞在外周血中的占

比较低，无法满足临床及科研需求，需通过体外
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扩增的方法来获得足够数量的高纯度NK细胞，该

领域研究也将加速推进NK细胞过继性免疫治疗的

顺利开展。虽然对影响NK细胞增殖活化的因素如

何进行选择和优化，以达到最佳扩增效果，目前

尚无一致结论，但国内外研究者正在从多角度对

扩增方法进行探索[1-9]。本文对影响NK细胞体外扩

增的因素和NK细胞在临床中的应用进行归纳

总结。

1 NK细胞简介

人体免疫系统包含3种淋巴细胞，分别为T细
胞、B细胞以及NK细胞[10]，NK细胞是由瑞典免疫

学家Kiessling等[11]于1975年发现的一类大颗粒淋巴

细胞，由骨髓CD34+造血干细胞分化而来。通常，

NK细胞被定义为CD3–CD56+淋巴细胞[12]，约占外

周血淋巴细胞的10%~15%[13]，参与天然免疫和适

应性免疫。与T细胞和B细胞的抗肿瘤效应不同之

处在于，NK细胞无需抗原提前致敏，也不受主要

组织相容性复合物 (major his tocompat ib i l i ty
complex，MHC)限制[14]，可以在体内、体外达到

直接杀伤的效果[15]。

根据细胞表面CD56的表达情况，可将NK细胞

分为高表达CD56(CD56bright)的NK细胞和低表达

CD56(CD56dim)的NK细胞。CD56bright NK细胞约占

10%，主要存在于淋巴器官中，可产生大量的细胞

因子，如肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α，

TNF-α)、干扰素-γ(interferon γ，IFN-γ)、白细胞介

素-12(interleukin 12，IL-12)、IL-15、IL-18、粒细

胞-巨噬细胞集落刺激因子(granulo cyte-macrophage
colony-stimulating factor，GM-CSF)等[16]；CD56dim

NK细胞几乎都表达IL-2Rα(CD25)，不表达或极少

表达Fc γR Ⅲ(CD16)，主要起免疫调节作用，杀伤

能力较弱[17]。CD56dim NK细胞占90%以上，主要存

在于外周血中，可释放穿孔素和颗粒酶[13]，其可

通过表面高表达的CD16，经由抗体依赖细胞介导

的细胞毒作用(antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity，ADCC)发挥抗肿瘤效应[16]。NK细胞

通过其表面受体间整合的信号来调控细胞激活/抑
制状态[18]，根据功能，其表面受体可分为活化型

受体和抑制型受体，具体见表1。

2 NK细胞体外扩增的影响因素

2.1 NK细胞来源对其扩增的影响

NK细胞的来源对后续体外扩增效率的影响较

大，包括人外周血单个核细胞(peripheral blood
mononuclear cell，PBMC)、脐带血(umbilical cord
blood，UCB)和NK-92细胞系等，具体见表2。
2.2 细胞因子对NK细胞体外扩增的影响

在培养体系中，添加不同细胞因子对体外NK
细胞的增殖、活化及细胞毒性均有重要影响，单

一细胞因子对NK细胞的扩增效果有限，联合应用

已成为目前扩增的主要方式[10,17]，具体见表3。

表 1 NK细胞的受体类型

分类 代表受体

活化型受体

杀伤细胞免疫球蛋白样受体(killer cell immunoglobulin like receptor，KIR)

自然细胞毒性受体(natural cytotoxicity receptors，NCR)家族，如NKp30、NKp44、NKp46

自然杀伤细胞2族成员C(natural killer group 2 member C，NKG2C)异源二聚体

C型凝集素受体(C-type lectin receptors，CLRs)，如NKG2D

淋巴细胞活化信号分子(signaling lymphocytic activation molecule，SLAM)家族受体, 如SLAM6、SLAM7、2B4

UL-16结合蛋白(UL16 binding protein，ULBP)受体

CD16受体

DNAX辅助分子-1(DNAX-accessory molecular-1，DNAM1)受体等

抑制型受体

KIR

程序性死亡受体1(programmed cell death protein 1，PD-1)

含免疫球蛋白和免疫受体酪氨酸抑制模体结构域T细胞免疫受体(T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains，TIGIT)

T细胞免疫球蛋白和黏蛋白结构域3(T cell immunoglobulin and mucin domain 3，TIM-3)

人淋巴细胞激活基因3(lymphocyte-activation gene 3，LAG3)受体等

刘金影, 等. NK细胞体外扩增的影响因素及临床应用 · 901 ·



2.3 饲养细胞对NK细胞扩增的影响

饲养细胞是不分裂、不增殖，但仍保持代谢活

性的细胞，通过在其表面表达一些配体或分泌细

胞因子来促进其他免疫活性细胞的增殖[33]。在体

外扩增NK细胞时，加入饲养细胞可明显提高扩增

效率，机制可能与细胞间相互作用或分泌特殊生

长因子有关[17]。主要的饲养细胞包括基因修饰的

K562细胞、经照射或丝裂霉素C处理的单个核细

胞、树突状细胞、自体PBMC等。

2.3.1 基因修饰的K562细胞

K562细胞是一种慢性髓系白血病细胞，呈悬

浮生长，倍增时间为30~40 h。K562细胞不表达内

源性HLA Ⅰ类、Ⅱ类或CD1d分子，但能够表达形

成有效免疫突触所需的ICAM-1(CD54)和LFA-3
(CD58)等黏附分子；还可分泌巨噬细胞集落刺激

因子、IL-6、IL-8、转化生长因子-β(transforming
growth factor-β，TGF-β)以及巨噬细胞炎性蛋白

1α[34]。K562细胞可以很容易地进行基因操作，且

基因修饰较为稳定[35]。

基于以上特点，K562细胞作为骨架细胞被广

泛应用于aAPC的制备，通过基因修饰，在K562细
胞中表达适当的人类白细胞抗原(human leukocyte
antigen，HLA)分子、共刺激分子或细胞因子，将

其改造成理想的aAPC用于过继性免疫治疗。

Fernández等[36]将PBMC与K562-mbIL15-41BBL细
胞在补充有5%人AB血清和IL-2的NK MACS培养

表 2 体外扩增NK细胞的主要来源

来源 扩增实例 其他特点 参考文献

PBMC

(1)在GMP条件下扩增PBMC来源的NK细胞，其对自体
和异体肿瘤杀伤效果强
(2)将PBMC在体外培养14 d后，NK细胞中位纯度可达
96%

易收集；易体外扩增；NK细胞在PBMC中占比10%~15% [19,20]

UCB
将脐带血单个核细胞与aAPC共培养，并外源补充IL-
2，每7 d进行一次CD3+细胞的消耗，可在2周内使UCB-
NK细胞扩增3 000倍，纯度≥95%

NK细胞在UCB中的占比略高于在PBMC中的占比；具
有更低的免疫原性

[21,22]

细胞系(株) NK-92细胞在体外培养15~17 d,平均可扩增200倍，存活
率≥80%，且对肿瘤患者有治疗效果

NK-92细胞系是美国FDA唯一批准可进行临床研究的
NK细胞系, 是现临床研究中使用的主要细胞系；治疗
前需进行辐照阻断其增殖；治疗效果有限

[12,4]

hESC及iPSC 使用经过辐照的aAPC进行iPSC-NK细胞的扩增，3周可
扩增105~106倍

免疫排斥风险较低；FT516是首个获得FDA批准进行
临床试验的基因工程iPSC衍生NK细胞的治疗产品；
FT538，已被FDA批准作为Ⅰ期临床试验的研究新药

[12,23-25]

aAPC：人工抗原提呈细胞(artificial antigen presenting cells)；hESC：人胚胎干细胞(human embryonic stem cell)；iPSC：诱导多能干细胞(induced
pluripotent stem cell)

表 3 联合应用细胞因子对NK细胞扩增的影响

细胞因子 扩增实例 参考文献

IL-2+IL-15
(1)用IL-2和IL-15联合培养乳腺癌患者外周血PBMC，扩增15 d后, NK细胞数量为扩增前的(89.60±57.17)倍；
(2)用IL-2或IL-2+IL-15刺激从脐带血中分离出的NK细胞，3 d后，应用IL-2+IL-15的NK细胞扩增倍数和细胞毒
性均优于单独使用IL-2的NK细胞

[26,27]

IL-18+IL-15
有研究发现单独使用IL-18时，无法维持B6.RAG–/–脾NK细胞的存活，但将IL-18联合低浓度IL-15时，可以使
B6.RAG–/–脾NK细胞数量增加，且较单独应用IL-15时增加更显著，表明IL-18与IL-15具有协同刺激NK细胞增
殖的作用

[28]

IL-2+IL-18 在单独使用IL-2刺激人外周血NK细胞时，细胞从第5~6天开始增殖,10 d内增加约10倍，但当IL-2与IL-18联合
时，细胞从第4天就开始剧烈增殖，第10天平均扩增56倍 [29]

IL-2+IL-12+IL-
15+IL-18

有研究评估了不同细胞因子组合对NK细胞扩增的影响，体外培养17 d后，IL-2+IL-12+IL-15+IL-18组扩增的
NK细胞数量超1 000倍，明显高于对照组和IL-2+IL-15组 [30]

IL-15+IL-21
通过收集CD56+细胞或去除CD3/CD19+细胞的方法从PBMCs中分离NK细胞，并使用不同的细胞因子组合(如
IL-2、IL-15和/或IL-21)来进行NK细胞的扩增。结果表明, 离体培养15 d后，协同使用IL-15+IL-21的细胞因子
组合所扩增的NK细胞增殖速度更快，纯度可达90%以上，细胞毒性更强

[31]

IL-2+IL-15+
SCF

在体外用IL-2、SCF和IL-15的不同组合扩增NK细胞，18 d后，IL-2+IL-15+SCF组扩增的倍数最高，IL-2+IL-
15组和IL-2+IL-15+SCF组在效靶比10∶1时杀伤活性均>90%，IL-2的浓度对NK细胞扩增倍数无显著性影响
(P>0.05)，但高浓度IL-2组对K562细胞的杀伤率明显高于低、中浓度组(P<0.05)

[32]

SCF：干细胞因子(stem cell factor)
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基中共培养21 d后，NK细胞可扩增(903±576.3)
倍，纯度为(91.75±1.82)%。但由于K562细胞是白

血病细胞，可以导致移植物抗宿主反应 (g r a f t
versus host disease，GVHD)或感染等不良反应[1]，

故在回输患者体内之前要进行辐照，目前认为使

用γ射线对K562细胞进行辐照是使其停止分裂和阻

断增殖的最有效方法。也有研究比较了X射线和γ
射线对K562细胞辐照的效果，结果表明，X射线也

可以替代γ射线来灭活K562细胞[37]。

2.3.2 经照射或丝裂霉素C处理的单个核细胞

丝裂霉素C(mitomycin C，MMC)是一种广谱的

抗肿瘤药物。有研究将30 Gy、50 Gy和70 Gy γ射
线照射后的同种异体外周血单个核细胞(allogeneic
PB-MNCs，AlloMNCs)作为饲养细胞，与健康供

者PBMCs共培养来扩增NK细胞。结果发现，

30 Gy γ射线照射后的AlloMNCs扩增NK细胞的增

长倍数最高，21 d可扩增约270倍，纯度由培养前

的(9.7±2.4)%提高到(56.5±7.8)%，是一种简单有效

的扩增NK细胞的方法[38]。

2.3.3 树突状细胞

近年来，树突状细胞(dendritic cells，DC)与
NK细胞之间的相互作用受到很多学者关注，以DC
作为饲养细胞的研究也相继开展。有研究用SCGM
培养基联合rhIL-2在体外扩增NK细胞，10 d后，将

自体DC与NK细胞按5∶1(5∶1组)和1∶1(1∶1组)
比例进行混合后继续培养，在第14天，5∶1、
1∶1组和对照组分别扩增约29倍、21倍和16倍，

并且5∶1组的CD3－CD56/16+表达率、对K562细胞

的杀伤率以及上清液中TNF-α和IL-12p70的含量均

高于1∶1组和对照组，差别有统计学意义[39]，表

明DC可以以比例依赖的方式扩增NK细胞，但也存

在扩增倍数较低的缺点。

2.3.4 自体PBMC
自体PBMC不会引起GVHD，安全性较高。

Ahn等[40]使用MACS系统从外周血PBMC中纯化NK
细胞，并对保留在MACS过程中的非NK细胞进行

辐照(2 000 cGy)，将其作为自体饲养细胞与NK细
胞共培养，并外源补充rhIL-2(1 000 U/mL)和OKT
3(10 ng/mL)。结果显示，NK细胞在第16~18 d，
平均可扩增2 515倍，这是在不使用癌细胞或其他

转基因饲养细胞的情况下获得NK细胞的一种

方法。

2.4 其他因素

2.4.1 培养基

在较高级别的培养中，培养基的选择至关重

要。Fernández等[36]比较了四种不同的GMP级生长

培养基(RPMI、SCGM、TexMACS和NK MACS)，
发现TexMACS和NK MACS培养基扩增的NK细胞

纯度最高、污染率最低，表明这两种培养基是扩

增GMP级NK细胞的首选生长培养基，这与Klöß
等[41]的研究结果相似：在X-VIVO-10、SCGM和

TexMACS相比时，NK MACS是最好的培养基。

2.4.2 药物

有研究将达沙替尼(酪氨酸激酶抑制剂)应用到

扩增NK细胞中，发现浓度为5~50 nmol/L的达沙替

尼能够在体外增加NK细胞的扩增效率，并且在

20 nmol/L时对K562细胞的细胞毒作用强于对照

组[42]。细胞因子组合在体外扩增NK细胞的总体扩

增倍数仍不够理想。有报道，将未纯化的PBMCs
NK细胞在添加了700 U/mL IL-2、0.01 KE/mL
OK432(被青霉素杀死的低毒化脓性链球菌冻干制

剂)和抗CD16抗体的培养基中培养21 d，NK细胞平

均可扩增637.5倍，纯度为84.3±14.9%[43,44]，此方法

的扩增效率要优于细胞因子组合 [ 4 5 ]，但应用

较少。

2.4.3 基因修饰

通过对PBMC-NK细胞进行基因改造，可以增

加其体外扩增时间和扩增倍数。Fujisaki等[46]研究

发现，将影响PBMC-NK细胞扩增时间的编码人类

端粒酶逆转录酶的基因TERT转导至已扩增7 d的
PBMC-NK细胞中，可以使NK细胞恢复增殖，并

在体外持续扩增达150周。另一项研究中，用诱导

型MyD88/CD40(iMC)修饰NK细胞，并与aAPC共
培养扩增8 d， 结果显示，修饰组NK细胞扩增的数

量是未修饰组的3倍，并且在扩增过程中，若添加

一种可以激活iMC的小分子试剂rimiducid(Rim)，
iMC-NK细胞的数量可再增加2倍[47]。

2.4.4 生物反应器

传统的、大规模的生产NK细胞过程中，需要

经常补充新鲜培养基、细胞因子和生长因子来维

持NK细胞的持续扩增，这也增加了污染的风险。

Miltenyi Biotec发明了一种全自动细胞处理平台——
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CliniMACS Prodigy，在GMP条件下结合了细胞分

选、细胞离心、洗涤和细胞培养等功能，已应用

于CAR-T细胞的生产制造。据报道，该系统与Xuri
W25设备(GE Healthcare)联合使用能够更有效地生

产NK细胞，且更符合GMP标准[48]。Arai等[4]用一

种封闭的培养系统，从UCB CD34+细胞中扩增NK
细胞，6周时间可扩增超2 000倍，纯度≥90%。此

外，荷兰公司Glycostem Therapeutics在Spanholtz团
队开发系统的基础上，使用全自动CliniMACS
Prodigy设备筛选新鲜UCB CD34+细胞，并在Xuri
生物反应器中使其进一步分化为成熟NK细胞。结

果显示，40 d内，NK细胞可扩增2 000~3 000
倍[49]。除了Miltenyi Biotec CliniMACS Prodigy设备

外，还有其他特殊的培养平台，如Zellwerk ZRP平
台也是可用的[50]。

3 NK细胞的临床应用

3.1 NK细胞的过继性免疫治疗

自体NK细胞的过继性免疫治疗在临床中应用

较为广泛，包括血液系统肿瘤和实体瘤。经验

证，该疗法输注耐受性良好[51,52]。一项通过在体外

使用修饰的FN-CH296(重组人纤维连接蛋白片

段)、IL-2和OK-432扩增出的NK细胞，来治疗晚期

消化道癌症患者的Ⅰ期临床试验显示，NK细胞对

机体无毒副作用，在最后一次NK细胞输注4周后，

外周血细胞毒性有近2倍的升高[53]。但在自体NK细
胞过继治疗神经胶质瘤患者的研究中，仅有部分

患者获得部分缓解。一些转移癌和复发性肿瘤患

者没有明显的临床疗效[54-56]。

近年来也进行了大量同种异体NK细胞过继性

免疫治疗的探索。由于NK细胞表面的KIR会阻止

其杀伤表达有自身MHC-Ⅰ类分子的肿瘤细胞，所

以对于HLA配型不符合的患者，以HLA半相合的

造血干细胞作为NK细胞的来源是较为理想的选

择。在探索HLA半相合造血干细胞移植后进行同

种异体NK细胞过继治疗的血液系统肿瘤中，发现

输注同种异体半相合NK细胞时，并没有发生

GVHD[57,58]。Miller等[59]对19例急性髓细胞性白血

病患者注射HLA半相合的NK细胞和IL-2，其中5例
可获得完全缓解，并发现KIR-HLA不相合的NK细
胞具有更强的杀瘤作用，且不发生GVHD。多种临

床研究结果均显示，NK细胞的过继免疫疗法是针

对癌症/肿瘤的一种可行性较强的治疗方法。

3.2 嵌合抗原受体NK细胞治疗

目前，嵌合抗原受体NK细胞(chimeric antigen
receptor NK cells，CAR-NK)疗法已对复发或难治

性CD19表达阳性的癌症患者[60]、Delta样配体3过
表达的小细胞肺癌患者[61]和核磷蛋白1突变的复发

和难治性急性髓细胞白血病患者[62]表现出很好的

杀伤效果，且已陆续进入Ⅰ/Ⅱ期临床试验。表达

NK细胞活化型受体NKG2D的CAR-NK细胞疗法已

成功建立[63]，其他的NK细胞活化型受体也是CAR-
NK细胞疗法的潜在靶标。

与CAR-T细胞相比，CAR-NK细胞具有很多优

势，如NK细胞来源广泛，可以从PBMC、UCB、
iPSC等细胞中获得；在体外分离和扩增较为容

易；具备更多的肿瘤杀伤途径，如执行细胞脱

粒、激活细胞凋亡和介导ADCC作用[64]；寿命比T
细胞短，因此无需引入自杀基因来阻断其扩

增[65]；不会产生CAR-T细胞疗法易造成的细胞因

子风暴[66,67]，具有更好的安全性；工程化的CAR-
NK细胞可以靶向多种抗原，通过逆转抑制性肿瘤

微环境(tumor microenvironment，TME)，实现有效

的抗肿瘤作用[68]。

3.3 靶向NK细胞免疫检查点的抗体疗法

免疫检查点与其配体的结合是NK细胞耗竭的

主要原因，阻断免疫检查点有助于恢复TME中NK
细胞的抗肿瘤活性[69]。目前发现的主要的几种NK
细胞免疫检查点见表4。

对于NK细胞在临床中的应用，将通过联合抗

体药物[82,83]、细胞因子[84,85]和或放/化疗[86]等方法，

进一步提高其抗肿瘤效果。

4 总结与展望

虽然目前基于T细胞的免疫疗法已经成功应用

于多种疾病，但与T细胞相比，NK细胞也显示出

一定的优势，如NK细胞启动杀伤作用的时间较T
细胞短，途径较T细胞多，针对大多数的放化疗药

物，NK细胞具有一定的抵抗力，分组较T细胞简

单，分泌的细胞因子也不如T细胞分泌的丰富，这

反而降低了发生细胞因子释放综合征的风险，使

得以NK细胞为主的免疫治疗成为更安全的治疗
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手段。

体外大规模扩增NK细胞是治疗的前提，更是

治疗的基石。从现有的临床试验效果来看，综合

免疫排斥反应和治疗效果，hESC和iPSC无疑是未

来NK细胞体外扩增的首选来源。联合多种细胞因

子如IL-2、IL-15、IL-18和IL-12等将大大提高其扩

增效率，考虑到经济成本及持续刺激效果，使用

共表达的人工饲养细胞无疑是更优选择。在大规

模生产中，成熟的生物反应器的使用可大大提高

NK细胞扩增安全系数，降低人工操作成本。目前

已有的扩增方案仍需要不断的优化，以期达到更

快、纯度更高、杀伤作用更强的效果，使得以NK
细胞为主的免疫治疗在临床中发挥更强有力的

作用。

无论是现行的针对NK细胞免疫检查点的抗体

药物，还是未来极可能应用于临床的过继性免疫

治疗手段、CAR-NK，亦或是多种有效手段联用，

均为临床治疗带来无限可能。
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