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[摘 要] 自然杀伤(NK)细胞具有以MHC I非依赖识别机制和快速杀伤病变细胞能力、低移植物抗宿主反应(GVHD)风险、可采

用异体细胞回输、体内存活周期短和无细胞因子风暴等长期和不可预期风险较低等特点和优势，使其在肿瘤免疫治疗中展现出

巨大的应用潜力。虽然外周血单个核细胞（PBMC）来源NK细胞相比干细胞来源NK和NK细胞系在安全性和肿瘤杀伤能力上

相对更好，但细胞制备技术的效率、稳定性和安全性仍有待完善；NK细胞被认为是较理想的嵌合抗原受体（chimeric antigen re-

ceptor，CAR）载体，但外周血来源NK细胞转染效率较低，影响了CAR-NK的研发进程。由于NK细胞来源和培养技术的多样性，

使细胞制品的活性不一，虽然NK细胞在抗血液肿瘤治疗中表现相对突出，但对实体瘤的治疗效果仍有待验证。总之，NK细胞应

用开发近年已取得显著进步，但仍面临生产技术和临床疗效等诸多挑战。
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Challenges on NK cell cancer immunotherapy

FANG Fanga,b, XIAO Weihuaa,b, TIAN Zhiganga,b（a. Institute of Immunology and the CAS Key Laboratory of Innate

Immunity and Chronic Disease, Innovation Center for Cell Signaling Network, School of Life Sciences and Medical

Center; b. Hefei National Laboratory for Physical Sciences at Microscale, University of Science and Technology of

China, Hefei 230027, Anhui , China）

[Abstract] Nature killer(NK) cells possess an great potential on cancer immunotherapy without long term potential adverse events and

unpredictable risks due to its biological characteristics, including MHC-independent recognition and rapid killing mechanisms to the tar-

get cell, using allogenic donor cells without GVHD, short circulation life span and low CRS risks. Although NK cells from PBMC

shown an great tumor killing activities and less safety concerns than from other sources including stem cell and NK cell lines, but an ef-

ficient and safer protocols for NK cell expansion from PBMC still need to be improved. NK cell is considered as a great vector for chi-

mera antigen receptors (CARs), however low efficiency of DNA transfection on primary NK cells is still the technically bottle neck for

CAR-NK application. Clinical trails with NK cell therapy have shown encouraging efficacies on hematologic malignancy, but inconsis-

tent on solid tumors because the NK cells that were produced from variety source cells and different protocols are differ from phenotype

and function. In overall, significant progresses have made on NK cell immunotherapy in recent years, but challenges still ahead in term

of manufacture and efficacy.

[Key words] nature killer cell; cancer immunotherapy; adoptive transfer; infusion; NK cell expansion

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(1): 1-8. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.01.001]

自然杀伤（NK）细胞通过杀伤性免疫球蛋白样受

体（KIR）及共刺激受体依赖、主要组织相容性复合物

（MHC）非依赖方式识别病变细胞，不需提前免疫致

敏，可在几十分钟内杀伤恶性细胞，因而被认为是最

有效的体内监视和清除病变细胞的免疫细胞亚

群[1-3]。KIR为MHC I类分子的配体，起到识别“自我”

的功能，当与匹配的“自我”MHC I分子结合，传递抑

制活化信号。多数恶性病变细胞上MHC I类分子的

表达会下调或缺失，从而降低或丢失通过KIR分子向

NK细胞传递抑制性信号的能力，驱动NK细胞活化杀

伤。这种对恶性病变细胞的识别模式被称为“自我

缺失”（missing-self）式识别。同时，恶性病变细胞

大多表达某些损伤相关蛋白，而这些蛋白能够与NK

细胞表面活化性受体结合，传递激活信号。这种识

别模式被称为“压力诱导”（stress-induced）式识

别。NK细胞的激活依赖于活化和抑制性受体信号的

平衡结果[4-7]。活化的NK细胞通过直接和间接的方

式杀伤病变细胞：当NK细胞与靶细胞接触并形成免

疫突触时，NK细胞释放穿孔素和颗粒酶，直接作用于

靶细胞；同时通过表面的肿瘤坏死因子相关凋亡诱

导配体（TRAIL）与靶细胞TRAIL受体结合诱导细胞凋

亡[8]。另外，NK细胞通过分泌干扰素等细胞因子调节

天然和获得性免疫细胞，从而间接杀伤病变细胞[9]。

基于NK细胞MHC非限制性、泛特异性识别和杀伤靶

细胞及快速应答的特点，其在肿瘤免疫治疗的应用

上被寄予越来越多的关注和期待。但因其仅占外周

血淋巴细胞的15%左右、体外扩增培养技术仍不成

熟、DNA转染效率低等技术瓶颈，临床应用方案等研

究仍远远落后于T细胞。本文综述了基于NK细胞肿

瘤免疫治疗的技术路径和临床应用现状，分析并提

出NK细胞免疫疗法所面临的生产技术及临床应用挑

战。

1 NK细胞肿瘤免疫治疗技术路径

1.1 细胞过继转输

以往研究[10-12]证实，肿瘤患者体内NK细胞通常

数量减少、功能受损。因此NK细胞过继转输被认为

可达到恢复免疫功能抵抗肿瘤的目的。从70年代的

LAK细胞、到近年的CIK细胞及目前的NK细胞,一直

是免疫细胞过继转输抗肿瘤理念的延续，以及不断

提高NK细胞扩增效率的技术发展路程。自体和异体

外周血单核细胞（PBMC)来源NK细胞均被用于回输，

但自体来源NK细胞的临床研究结果显示其抗肿瘤效

果非常有限[13-14]。主要原因可能包括:（1）自体NK细

胞KIR与肿瘤细胞HLA相匹配，“自我”识别信号抑制

NK细胞活化；（2）患者自体NK细胞在免疫抑制环境下

发育异常，功能受损，难以通过体外诱导达到较好的

杀伤能力[10-12]。

相对自体来源NK细胞，健康异体来源NK细胞展

示出更好的抗肿瘤效果，并成为近来临床研究的主

流。早在2005年，Miller[15]研究组对43名恶性肿瘤

患者进行异体半相合NK细胞回输，结果表明异体NK
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细胞的回输具有较好的耐受性和安全性，并未引起

严重的副作用和移植物抗宿主反应(GVHD)。由于异

体NK细胞的供体选择广泛，细胞来源广泛（包括外周

血来源、脐带血来源、胚胎干细胞来源等），目前在NK

细胞回输免疫治疗的研究中占了相当大的比例。异

体NK细胞回输已被用于包括白血病、淋巴瘤、骨肉

瘤、卵巢癌等在内的多种肿瘤治疗的临床研究中[16]。

但由于NK细胞的生产工艺不同，导致细胞成分和NK

纯度、活性差异显著，其疗效差异也较大[17]。因此，

NK细胞的体外生产工艺也是目前NK治疗应用推广的

关键因素。

1.2 免疫检验点抑制剂

免疫检验点抑制剂通过阻断免疫检验点配体与

其受体的结合从而释放免疫细胞的刹车信号，达到

激活细胞的目的。目前针对NK细胞抑制性受体包括

KIR、NKG2A、Tim3、TIGIT等已开发相应抑制剂[7,18-19]，

其中靶向NKG2A、TIGIT的抑制剂已进入临床研究阶

段，但还未有研究结果报道[20-21]。PD-1抑制剂虽然主

要靶向T细胞，但也有报道发现，部分人群外周血也

存在高表达PD-1的NK细胞亚群，并证实PD-1抗体可

逆转其功能耗竭[22-24]，提示PD-1抑制剂在免疫治疗

中对NK细胞的作用也值得关注[25]。KIR分子特异阻

断抗体IPH2101和IPH2102临床Ⅰ/Ⅱ期研究[26]结果

显示，接受高剂量、长时间阻断抗体治疗后，其NK细

胞的功能反而降低。分析认为，长期大剂量阻断

KIR，导致了单核细胞或嗜中性粒细胞介导的胞啃作

用(trogocytosis)，使得KIR2D分子在NK细胞表面

的表达降低；而KIR分子的缺失使得NK细胞缺少了

发育过程中重要的“education”过程，从而不能成为

功能完全的NK细胞。该研究结果提示，干扰免疫检

验点有可能激起免疫平衡中的反馈通路，从而引起

相应的免疫调节。因此，临床研究方案仍需要深入

的研究和优化。

1.3 细胞因子

临床前研究显示，包括IL-2、IL-15、IL-18和IL-

21等在内的多种细胞因子都具有促进NK细胞增殖和

增强NK细胞功能的作用[27-28]。目前IL-2伴随NK细

胞回输治疗肿瘤在临床研究中应用广泛[6]，但值得注

意的是，低剂量IL-2的重复使用在临床中显示具有

较好的耐受性，而高剂量IL-2能够引起血管渗漏，导

致严重的副作用[2]。由于NK细胞表面高亲和力IL-

2Rα表达较低，大量IL-2会被高表达IL-2Rα的调

节性T细胞（Treg）竞争结合。为提高IL-2对NK细胞

的亲和力，开发出了IL-2超因子（superkine），结果

显示可显著提高对IL-2Rβ的亲和力，促进杀伤性T

细胞和NK细胞的增殖，同时具有较低的副作用[29]。

IL-15能够促进CD8+T细胞和NK细胞的增殖，而不活

化Treg细胞。但IL-15发挥作用通常需要顺式提呈

作用，因此融合表达IL-15与IL-15Rα的异源二聚

体提高了NK细胞对IL-15的利用效率[30-31]。IL-18、

IL-21等细胞因子虽还未正式进入临床实验研究，但

用其体外预活化NK细胞可显著增强NK细胞在体内

的存活及功能[15]。细胞因子作为NK细胞生存、增殖、

活化的辅助因子，将成为免疫治疗中必不可少的辅

助治疗药物，但优化的临床组合治疗方案还需深入

的探索。

1.4 免疫调节及抗肿瘤药物

免疫调节药物（immunomodulatory drugs,IM-

iDs）和抗肿瘤药物被证实能够直接或间接通过增强

NK细胞功能或增强肿瘤细胞对杀伤的敏感性达到抑

制肿瘤的目的，如已获FDA批准的来那度胺[32]能够通

过诱导周边T细胞和树突状细胞释放IL-2和IFN-γ，

从而增强NK细胞杀伤性和增殖；硼替佐米（bortezo-

mib）可增强肿瘤细胞对NK细胞杀伤的敏感性[33]。此

外，正在临床试验研究阶段的GSK3抑制剂既对肿瘤

有直接杀伤作用，也同时可增强NK细胞活性[34]。这

些药物对NK细胞调节作用的阐明，有助于后续NK细

胞免疫治疗的联合应用的开展[2,35]。

2 基于NK细胞的肿瘤精准免疫治疗策略

NK细胞对恶性病变细胞的识别具有泛特异性的

特点，提高NK细胞肿瘤细胞靶向性有助于改善肿瘤

免疫治疗的效果。目前，提高NK细胞靶向性有两种

策略：（1）通过基因修饰，使NK细胞表达靶向肿瘤细

胞的嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor,

CAR）；（2）利用双特异或三特异抗体（Bi-/Tri-KE）靶

向连接NK细胞和肿瘤细胞，从而增强抗肿瘤的效果。

2.1 CAR-NK细胞

CAR-NK所针对的靶点包括CD19、CD20、SLAMP7、

EPCAM等，基本与目前CAR-T所针对靶点一致。但

CAR-NK的胞内信号传递结构域沿用或在此基础上进

行改造 ，包括 4 - 1BB / CD3ζ，CD28/ CD3ζ，2B4/

CD3ζ，DAP10/CD3ζ以及CD28/4-1BB/CD3ζ[36]。临

床前的研究[36]结果显示，4-1BB或2B4与CD3ζ连用

的胞内信号结构域比CAR-T中最常用的CD28/CD3ζ

具有相对更强的激活NK细胞的功能。此外，基于NK

细胞胞内活化通路特点的DAP10、DAP12胞内信号结

构域显示出诱导NK细胞活化的作用[37]。同时，研究

也注意到，CAR-NK细胞的激活不仅与CAR结构有关，

还与包括MHC I分子、MICA/B等配体在内的抑制性配

体有关，因此CAR-NK的效果在不同肿瘤类型中可能

表现有差异，而针对不同肿瘤的优化CAR结构还需深
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入探索和研究[38]。NK-92是FDA批准进入临床试验的

NK细胞系，以此细胞系为基础的CAR-NK-92目前已有

4个临床研究正在进行，针对靶点包括CD19、CD33、

MUC1和CD7；基于外周血来源原代NK细胞的CAR-NK

有两个靶向 CD19 的 I期临床研究（www.clinical-

trials.gov）；此外，还有一个基于脐血来源NK细胞

靶向 CD19 的 CAR-NK 临床研究[37,39-41]。目前为止，

CAR-NK相关的临床研究结果均尚未公布，因此特别

是CAR胞内信号域的优选，及CAR-NK抗肿瘤效果仍

有待临床研究结果的验证。

虽然暂时还未有CAR-NK的临床研究效果报道，

但NK细胞被认为是一种有竞争力的CAR载体。首

先，NK细胞体内存活周期短，与T细胞不同，不会因在

体内的持续存在而造成长期的副作用[42]；其次，NK细

胞激活除CAR介导外，还与肿瘤细胞表面相关配体有

关[37]，避免或降低包括On-target-off-tumor在内的

对正常细胞的损伤风险；第三，包括干细胞、异体NK

细胞和细胞系均可作为CAR载体，细胞种类和来源广

泛[17]。

2.2 双特异性及三特异性抗体（Bi/Tri-KE）

以单克隆抗体结构为骨架，经过工程化改造得

到靶向两个或三个肿瘤抗原或效应细胞受体的工程

化抗体，使其既可作为杀伤性细胞与靶细胞的连接，

促进杀伤细胞聚集到肿瘤局部；同时可活化杀伤细

胞，靶向肿瘤细胞。CD16是目前应用最多、也是认为

结合力最强的的用于识别NK细胞的双特异或三特异

性抗体的靶点[43-46]。NKG2D作为NK细胞以及杀伤性T

细胞表面重要的活化性受体，是最有力的候选识别

靶点。此外，缺乏Fc段而仅连接多个单链可变区结

构域的工程化抗体，因可降低生产的复杂性和避免

Fc段非特异性作用，也被逐渐受到重视[44,47]。临床前

大量研究[48-49]结果表明，这些工程化的抗体能在有效

激活NK细胞的同时增强其肿瘤细胞靶向性杀伤能

力。其中，靶向CD30和CD16A的双特异性抗体AFM13

已完成了针对霍奇金淋巴瘤的Ⅰ/Ⅱ期研究，并显示

出较好的安全性和耐受性，总体疾病控制率达到约

60%[46,50]。目前，双特异性或三特异性抗体的开发，通

过优化识别靶点、增强亲和力来达到更好的抗肿瘤

效果。值得注意的是，由于双特异或三特异抗体识

别靶点更多，可能产生的On-target-off-tumor的潜

在副作用有待深入研究。

3 NK细胞肿瘤免疫治疗临床应用现状及前景

由于NK细胞制备技术的阶段性发展和细胞来源

的多样性，所用细胞制剂在细胞成分、功能、剂量等

方面显著的差异，也导致抗肿瘤临床研究疗效不一。

从细胞制备技术来看，早期LAK细胞培养技术中

NK细胞所占比例仅约20%左右；CIK细胞技术中NK细

胞比例占30%左右；而经纯化后饲养细胞(feeder)扩

增体系 NK细胞可达 90%以上，细胞因子诱导扩增

(feeder-free)也可达到NK细胞纯度80%以上。因

CIK细胞技术制备的细胞制剂中70%以上为T细胞，

如以CIK细胞代表T细胞发挥主要作用，并与现代方

法制备NK细胞来比较，则临床疗效有显著的差异。

在恶性血液瘤的治疗研究中，CIK细胞治疗能够达到

约30%总体应答率，而其中自体来源细胞治疗的应答

率要略高于异体来源的应答率[51-53]；健康异体来源NK

细胞在难治型或复发的急性髓系白血病的完全缓解

率平均约为40%[54-55]。约一半以上原位黑色素瘤细胞

表面呈现HLA分子表达降低或缺失[56-57]，约95%以上

的卵巢癌细胞高表达 NKG2D 配体 MICA/B 和 ULB-

Ps[15,58]。虽然提示其容易受到来自NK细胞的杀伤，

但NK细胞回输治疗效果非常有限。虽然上述临床实

验所用NK细胞在扩增方法和细胞来源上存在多样

性，且临床数据有限，但从初步结果来看，CIK细胞治

疗在实体肿瘤中的作用优于血液肿瘤，自体来源CIK

细胞效果比异体来源效果略优；NK细胞在恶性造血

系肿瘤治疗中具有较好的效果，显著优于CIK方法制

备的细胞，但在实体瘤中效果相对较弱。此外，异体

NK细胞治疗已证实具有较好的耐受性，相对自体NK

细胞有更好的疗效。

来自实体瘤局部的免疫抑制是不可忽视的影响

因素，联合治疗是最可能的解决路径。已有文献报

道[59-60]，放疗、化疗可显著提高肿瘤细胞表面压力相

关分子的表达，这些分子能够与NK细胞表面活化性

受体结合，从而向NK细胞传递更强的活化信号。此

外，回输NK细胞与细胞因子或肿瘤特异性抗体联合

使用，表现出增强的NK细胞体内活性和较好的抗肿

瘤效果[61-62]。尽管免疫细胞联合治疗是目前实体瘤

疗效突破的可能方案，但包括治疗顺序、治疗窗口

期、剂量和频率等临床治疗方案都有待更多的临床

研究探讨。

4 NK细胞肿瘤免疫治疗面临的挑战

4.1 NK细胞扩增与转染

相比于T细胞，治疗用NK细胞种类多样，包括细

胞系、外周血来源NK细胞和干细胞来源NK细胞。基

于细胞回输的肿瘤免疫治疗需要足够数量和活化的

NK细胞，因此NK细胞的体外扩增和激活是NK细胞回

输治疗的首要条件。虽然不如NK-92细胞系可体外

扩增和批量生产，干细胞来源NK细胞目前已有大规

模临床级的生产系统建立。脐带血经过磁珠分选得

·· 4
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到CD34+细胞，在生物反应器中经过约42 d的培养，

能够扩增2 000倍以上，获得90%以上纯度的NK细胞

产品[63]。此外，Kaufman研究[64-65]组建立了临床规模

的无需分选、无需使用饲养细胞从胚胎干细胞生产

NK细胞的系统，可在1个月左右获得90%以上纯度的

NK细胞。外周血来源NK细胞由于仅占外周血淋巴细

胞的15%左右，需要先纯化再扩增，因此其生产仍是

目前的技术瓶颈。早期单纯使用细胞因子扩增的方

法，细胞扩增倍数和纯度都较低。随着研究的进展，

饲养细胞的使用大大提高了NK细胞的生产效率。但

由于培养体系中饲养细胞的添加需要增加后续纯化

的步骤以及残留检测，不仅给生产带来了负担，同时

也增加了临床使用的风险。因此，目前外周血来源

NK细胞的体外扩增系统，向无需预纯化、无饲养细

胞、无血清的培养体系发展[66]。目前已报道的“三

无”培养体系，能够在2~3周时间里得到NK细胞扩增

上千倍、纯度>70%的产品[67]。虽然目前体外扩增技

术的开发已达到基本满足临床应用的要求，但扩增

效率仍存在显著的个体差异，包括细胞活化状态、迁

移能力、体内存活时间等方面。虽然相比干细胞、

NK-92来源NK细胞，PBMC来源NK细胞无论在杀伤活

性和安全性方面都更好，但在细胞纯度、数量和扩增

稳定性方面还需提高。

CAR-NK细胞的生产瓶颈主要为NK细胞转染效

率。目前使用的转染方法主要分两类：病毒转染系

统和非病毒转染系统。逆转录病毒和慢病毒转染体

系是最常用的病毒转染系统。T细胞利用逆转录病

毒多次转染，CAR阳性率可达约70%[68]。不同于T细

胞，不同来源NK细胞的转染效率有差异。脐带血来

源NK细胞的转染效率能够达到约73%，而静息外周血

来源NK细胞的转染效率最高可达70%，平均只有约

30%。体外扩增原代NK细胞的转染效率最高可达

93%，显著高于静息状态NK细胞[69-70]。通过靶向干预

NK细胞内抗病毒防御机制的转染办法，被证明可有

效提高外周血原代NK细胞的转染效率[71]，但大规模

应用系统还未建立。此外，病毒转染存在高风险的

插入突变，也成为限制其应用的一方面原因。非病

毒转染系统，主要为电穿孔法，包括睡美人转座子系

统和mRNA电转法，由于其具有低成本、低免疫原性的

特点，受到越来越多的关注[37]。电穿孔mRNA转染的

方法目前已经建立了临床级别的生产系统，对原代

NK细胞的转染能够达到约80%~90%的效率[72-73]，但由

于其转染的是mRNA,所以其CAR表达是瞬时的。睡美

人转座子系统目前已成功的运用于T细胞的CAR基

因转染[74]。但目前并未见其NK细胞CAR基因转染的

应用报道。NK细胞转染后其细胞活率、细胞表型、迁

移能力等的检测，目前报道甚少，而这些因素都是影

响其临床应用的关键因素。NK细胞不含有CD28胞内

信号结构域，依据NK细胞胞内信号转导特点的DAP12

在体外实验中表现出优于CD28的肿瘤杀伤效果[75]，

提示NK中CAR胞内信号结构域不同于T细胞，激活信

号通路有显著差异，因此，有必要对用于NK的CAR结

构进行筛选和优化。总之，CAR-NK技术临床应用前

仍需大量研究，面临着很大的挑战。

4.2 安全性

异体来源NK细胞在抗肿瘤治疗中表现出更好的

效果，但同时由此可能产生的GVHD也成为最主要的

风险问题。CIK细胞主要成分为CD3+细胞[51]，使用自

体或异体CIK细胞进行的肿瘤免疫治疗中均未报道

出现严重和非可控的GVHD、细胞因子风暴（cytoki-

nereleasesyndrome, CRS）和肿瘤裂解相关副作

用[51,63]。虽然在临床前研究中发现外周血来源CIK

细胞具有一定的免疫源性，但CIK细胞在体内的存留

时间最多约为2周，因此在临床研究报道中并未见由

于免疫源性而引起的副作用[51,63]。不论自体或异体

NK过继转输，均未见严重和非可控的GVHD和CRS出

现[76-77]。但由于不同的生产方法和细胞来源所得细

胞特性有差异，如类似记忆型的NK细胞则会存留约

2~3周时间，其免疫源性以及可能带来的相关副作用

仍不清楚[78]。另外，反复回输后的长期免疫原性也

有待探讨。

5 结 语

肿瘤免疫治疗已成为继手术、放疗和化疗之后

的第四类肿瘤治疗方法，是近年来应用研究和临床

医学实践的最前沿研究领域。NK细胞基于其MHC非

限制性和泛特异性的肿瘤识别特点，在肿瘤免疫治

疗中展现出巨大的应用潜力。由于NK细胞治疗临床

研究起步晚，且经历了长期的生产工艺及临床应用

方案优化过程，目前关于NK细胞免疫治疗并未有明

确定论。虽然前期临床研究结果显示，NK细胞治疗

尤其在恶性造血系肿瘤治疗中表现相对突出，但采

用现代技术制备的NK细胞在实体瘤的治疗效果仍有

待验证。另外，NK细胞体外生产工艺的优化与规范、

NK细胞肿瘤靶向性的增强以及与其他疗法联合应

用，都是提高NK细胞肿瘤治疗效果的可行途径。
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