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[摘 要] 自然杀伤（NK）细胞为体内固有免疫细胞，无需抗原致敏即可直接识别并杀伤肿瘤细胞等。随着对NK细胞抗肿瘤机

制深入认识、NK细胞扩增方法优化等方面的进展，以NK细胞为基础的血液肿瘤过继免疗法越来受到关注，尤其异体NK细胞过

继性免疫治疗急性髓细胞性白血病（AML）疗效显著。随着精准医学发展、NK 细胞抗肿瘤机制的深入研究以及大样本多中心临

床研究逐步开展，相信不久的将来更为有效的异体NK 细胞过继性免疫治疗方案会使更多的AML患者获益。本文就NK 细胞生

物学特点、细胞的制备方法、在非移植背景下AML中的临床应用及在AML造血干细胞移植（HSCT）中的应用进行阐述，以期为

后续的深入研究和临床治疗提供参考。
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急性髓细胞性白血病 (acute myeloid leukemia,

AML)作为血液恶性肿瘤，化疗和造血干细胞移植

（hematopoietic stem cell transplant，HSCT）是其治疗

的主要手段。虽然目前 AML 患者 CR 率达 60%~

85%，但是AML的治疗似乎达到了瓶颈，化疗方案的

不断改进并未带来治愈率的大幅提高，CR 患者中

50%~70%终将复发。因此，寻找复发率低、不良反应

少及患者耐受性好的治疗策略是AML研究热点。近

年来，过继性细胞免疫治疗越来越受到关注[1]。有研

究[2]证实，杀伤细胞抑制受体（killer cell inhibitory re-

ceptor，KIR）与供体不匹配的NK细胞可通过异基因

造血干细胞移植（allogeneic hematopoietic stem cell

transplant,allo-HSCT）治疗AML，可减少免疫耐受并

不会出现移植物抗宿主病(graft-versus-host disease,

GVHD)。2004年PASSWEG等[3]研究发现，KIR与供

体不匹配的供者NK细胞输注治疗 allo-HSCT AML

患者有效。2005年MILLER等[4]首次报道，输注人白

细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）半相合的

异基因NK细胞治疗复发难治AML有效。此后陆续

多家研究中心进行了异体 NK 细胞输注用于治疗

AML患者，结果均取得较为显著的疗效。本文主要

对近年在异体NK细胞过继性免疫治疗AML临床研

究取得的最新进展进行阐述。

1 NK细胞生物学特点

NK 细胞来源于骨髓淋巴样干细胞，分化、发育

依赖于骨髓或胸腺微环境，主要分布于外周血和脾

脏，约占外周血淋巴细胞的 10%～20%，其不表达特

异性抗原识别受体，是不同于T、B淋巴细胞的第三

类淋巴细胞[5]。目前将人 TCR-、mIg-、CD56+、CD16+

淋巴细胞定义为NK细胞，根据CD56水平将NK细

胞 分 为 2 个 细 胞 亚 群 ：CD56dim 和 CD56bright[6]。

CD56brighNK细胞亚群约占NK细胞总数的10%，主要

聚集在次级淋巴组织及非淋巴组织中聚集，可分泌

大量细胞因子如 IFN-γ、IL-12、IL-15和 IL-18等发挥

免疫调节作用，例如 IFN-γ可诱导树突状细胞分化成

熟，亦可以诱导CD8+T细胞和CD4+T细胞分化为细

胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic lymphocyte,CTL）和Th

细胞；CD56dimNK细胞亚群约占NK细胞总数的90%，

高表达FcγⅢ受体，发挥抗体依赖的细胞介导的细胞

毒性作用（antibody-dependent cell-mediated cytotoxic-

ity，ADCC），可直接杀死肿瘤细胞[5,7]。

NK细胞活性受其表面多种调节性受体的调控。
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根据所识别配体后NK细胞功能不同，分为抑制性受

体与活化性受体 2大类。目前已明确的抑制性受体

包括识别MHC-Ⅰ类分子NK细胞受体如杀伤细胞免

疫球蛋白样受体家族（KIR2DL1~5、KIR3DL1~3）、杀

伤细胞凝集素样受体家族（NKG2A）以及LIR-1等；

活 化 性 受 体 包 括 识 别 MHC - Ⅰ 类 分 子 受 体

（KIR2DS1~5、KIR3DS1、NKG2C）以及非MHC-Ⅰ类

分子受体（NKp30、NKp44、NKp46、NKp80 等）等近

20种[8]。

生理情况下，NK 细胞抑制性受体识别自身组织

细胞表面MHC-Ⅰ类分子，启动抑制性信号转导，而

活化性受体的功能受到抑制，结果为NK细胞不能杀

伤自身正常组织细胞[9]。病理情况下，肿瘤细胞表面

MHC-Ⅰ类分子表达通常降低甚至缺如，而活化性受

体表达上调，一方面MHC-Ⅰ类分子介导的抑制信号

缺失，另一方面活化受体如 NKp30、NKp44、NKp46

等提供NK细胞活化激活信号，最终发挥强大细胞毒

作用以及产生细胞因子[10]。NK细胞与肿瘤细胞密切

接触，可通过多种不同途径诱导肿瘤细胞凋亡如穿

孔素/颗粒酶途径、Fas(CD95)/FasL途径、肿瘤坏死因

子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）/TNFR-1 途径

等[11]。

2 NK细胞制备方法

现有报道[12-13]的自体NK细胞过继免疫治疗的临

床疗效多不能令人满意。可能的原因：（1）肿瘤细胞

表达了自体 NK 细胞表面的抑制性 KIR 受体配体；

（2）研究入组的多是多次化疗失败后、NK细胞有功

能缺陷的晚期AML患者。此外由于输注的自体NK

细胞与体内原有NK细胞难以区别，无法有效评估其

抗肿瘤活性[14-15]。因此，选择异体NK细胞过继免疫

治疗为克服上述难题提供新的思路。用于临床试验

的异体 NK 细胞，来自与受者有部分血缘关系的亲

属，被称为半相合NK细胞，若供者NK细胞的抑制性

KIR在受者细胞上没有相应的配体，可取得NK细胞

治疗疗效。因此检测供者NK细胞表型并选择异基

因反应性NK细胞亚群细胞比例高的供者有助于提

高NK细胞疗效。

有效扩增NK细胞数量并提高其杀伤活性是异

体NK细胞输注关键一环。目前NK细胞制备方法分

为两大类，一类是非体外扩增方法，通过单倍体供者

外周血采集分选NK细胞，具体分2步：CD3+T细胞去

除和CD56+细胞纯化（CliniMACS）通过此种方法可

获得NK 细胞数量约为2×107/kg，平均CD56+/CD3-细

胞产率为（40.0±2.0）%[16]。最近，ROMEE等[17]通过上

述方法联合 IL-12、IL15、IL-18 激活 NK 细胞，获得

NK 细胞数量 1.0×107/kg，但CD56+/CD3-细胞产率（>

90%）明显增高。另一类为体外扩增方法，主要机制

为不同表型膜结合型蛋白人源白血病K562细胞构建

成的工程细胞，通过共培养方式扩增外周血中的NK

细胞，可获得足够的NK细胞数量，目前文献报道的

有 IL-15和4-1BBL工程细胞[18]、IL-21工程细胞[19]等。

最近有文献[20]报道，将脐带血 CD34+细胞用于扩增

NK 细胞，获得 NK 细胞数量为（3～30）× 106 / kg，

CD56+/CD3-细胞活率>75%。此外目前增强NK 细胞

杀伤活性手段也有较大进展，如 anti-KIR单克隆抗

体、RXR 激动剂、CAR-修饰NK 细胞 ll技术等[21]。

3 NK细胞在非移植背景下AML中的临床应用

在非移植背景下，目前AML患者NK细胞输注

前主流预处理方式为大剂量氟达拉滨/环磷酰胺+IL-

2，具体方法：氟达拉滨25 mg/m2×5 d(-6~-2 d)，环磷酰

胺60 mg/kg×2 d(-5~-4 d)，以清除体内淋巴细胞，尤其

调节性T细胞[21]；从-1 d给予 IL-2 2×106U/m2×6次，以

维持NK细胞活性。

3.1 NK细胞在复发难治AML中的应用

异体输注的 NK 细胞具有易活化，高效杀伤

MHC-I类分子低表达白血病细胞特点。在治疗复发

难治AML方面，在MILLER等[12]研究中，19例复发难

治AML患者输注HLA半相合的异基因NK细胞，其

中 4例KIR配体不相合，15例KIR配体相合，结果 5

例患者获得CR，3/4 KIR配体不相合患者获得CR，而

仅 2/15 KIR配体相合获得CR，揭示NK细胞异体反

应性在AML缓解中有效。最近该研究团队[22]通过应

用 IL-2联合 IL-2受体抑制剂白喉毒素融合蛋白(IL-

2-diphtheria toxin fusion protein, IL-2DT)，观察输注

HLA半相合的异基因NK细胞治疗复发难治AML患

者的疗效，结果发现 IL-2DT组获得缓解患者数明显

多于非 IL-2DT组[53%(8/15) vs 21%(9/42)，P=0.02]，

以及 6个月时DFS率均优于于非 IL-2DT组（33% vs

5%，P<0.01)，提示用 IL-2联合 IL-2DT抑制宿主调节

性T细胞可增加异基因NK细胞的杀伤活性提高复

发难治AML治疗疗效。CURTI等[23]收集了 13例老

年高危AML患者，其中 5例处于疾病活动期、2例处

分子学复发、6例处于CR，输注单倍体供者NK细胞，

结果5例疾病活动期患者有1例获得短暂的CR，余4

例没有临床效应；2例分子学复发的患者再次获得主

要分子学缓解（major molecular remission，CMR）并分

别持续 9个月和 4个月；6例形态学缓解的患者其中

有 3例患者分别在 34、32和 18个月仍处于无白血病

生存（leukemia-free survival，LFS）。目前已有文献[21]

报道，NK细胞输注治疗复发难治AML患者，结果显
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示良好的安全性，对患者再缓解、维持CR以及微小

残留病（minimal residual disease，MRD）转阴方面均

表现出较好疗效。

3.2 NK细胞在AML巩固化疗中的临床应用

在诱导后化疗阶段，NK细胞输注治疗AML同

样也取得喜人结果。RUBNITZ等[24]对 10例既往完

成了 4～5个疗程儿童AML患者输注HLA半相合的

异基因NK 细胞，中危随访964（569～1 162）d，结果2

年DFS率为 100%。2016年CURTI等[25]报道了 17例

获得CR老年AML患者，输注HLA半相合的异基因

NK细胞联合 IL-2，结果 3例MRD阳性AML患者均

获得 CMR；中位随访 22.5（6～68）个月，DFS 率为

56%（9/16），44%患者发生了复发，中位复发时间9（3

～51）个月。最近，DOLSTRA等[16]首次报道了应用

脐带血CD34+细胞扩增NK细胞对 10例获得形态学

CR老年AML患者进行输注，NK细胞输注数量在(3~

30)×106/kg，结果中位活性NK细胞占75%，耐受性良

好，并未出现GVHD以及其他细胞毒性，第 8天时外

周血中脐带血源性 NK 细胞仍高达 21%，50%(2/4)

MRD 阳性患者转为阴性（<0.1%），并长达 6 个月之

久。异体NK细胞输注治疗诱导缓解后AML患者，

有助于取得更深层次缓解，维持CR，减少复发。

4 NK细胞在AMLHSCT中应用

HSCT是将他人或自身的造血干细胞移植到体

内，起到重建患者造血及免疫系统，在移植后的早期

阶段供者NK细胞及T淋巴细胞幼稚且量少。因此

在这种情况下过继性免疫输注纯化的异基因NK细

胞用于清除MRD、防止植入失败及预防复发提供了

新思路。一些早期的临床试验证实不同类型的血液

系统肿瘤患者行HSCT前后输注同种异体NK细胞

均证实安全可行[3,26-30]。

在一项双中心前瞻性Ⅱ期临床研究[31]中纳入了

16例（8例AML）行HLA半相合HSCT的高危患者，

在移植后+3 d、+40 d、+100 d共接受29次供者NK细

胞输注，每次NK细胞及T细胞输注中位数量分别为

1.21（0.3～3.8）×107/kg、0.03（0.004～0.72）×105/kg，中

位随访 5.8年，4/16例患者仍存活，其余患者死因：5

例复发，3例发生GVHD，3例移植失败，1例发生移植

相关神经毒性。虽然输注NK细胞与历史对照相比

并未影响植入，但是并没有取得减少复发的疗效。

值得注意的是，输注NK细胞期间 4位患者发生Ⅱ度

及以上 aGVHD，其接受输注T淋巴细胞数量均≥0.5×

107/kg，提示NK细胞最佳剂量、输注时机、T淋巴细胞

输注量仍需进一步探究。CHOI等[32]纳入 41例(3例

CR 及 29 例复发 AML 患者)恶性血液肿瘤患者，在

HLA半相合HSCT后的第2、3周给予2次供者NK细

胞输注，不同组输注剂量分别为 0.2×108/kg（3 例）、

0.5×108/kg（3 例）、1.0×108/kg（8 例）、≥1×108/kg（27

例），不同剂量水平NK细胞输注后均未见急性毒性

反应，结果 72% 难治 AML 患者获得 CR，中位随访

31.5个月，仍有38%AML患者存活；与既往预处理方

案相同行HLA半相合HSCT31例恶性血液肿瘤患者

相比，虽然两组人群在粒细胞植入、aGVHD、中重度

cGVHD、移植相关死亡均无明显差异，但是经NK 细

胞输注的患者发生白血病进展明显减少（46% vs

74%）。最近有研究[33]报道了 51 例（45 例 AML）行

HLA 半相合 HSCT 难治性白血病患者，在移植

后+6、+9、+13、+20 d分别输注供者NK 细胞（0.5×108/

kg、0.5×108/kg、1.0×108/kg、2.0×108/k），结果发现在输

注+6、+9 d，73%（33/45例）患者出现发热伴有体质量

增加（13%）或胆色素升高，除外典型的移植相关症

状，90%（19/21例）可恢复，提示在HSCT后的早期输

注NK 细胞可能增加其毒性反应；治疗效果方面：移

植后1个月AML患者CR率60%，AML进展3年累积

发生率 74%。与CHOI等[31]研究相比，HSCT后过早

NK细胞输注并没有延缓AML进展。JAISWAL等[34]

报道了 10 例（7 例复发 AML）恶性髓系血液肿瘤患

者，HLA半相合HSCT后+7 d行供者NH细胞输注，

中位输注数量 6.7（1.7～17.7）×107/kg，结果中位随访

12个月，复发率与对照组（20例）无差异，但Ⅱ～Ⅳ度

aGVHD发生率明显少于对照组（P=0.01）。现有的文

献报道NK细胞输注时机多在HSCT后，也有学者报

道了于AML患者 allo-HSCT移植前-8 d不同患者剂

量递增半相合NK细胞输注+IL-2，结果发现生存时

间与CD56+细胞数量以及Ⅲ度及以上aGVHD密切相

关；但GVHD发生率与NK细胞输注无关。以上研究

结果的不同可能与预处理方案、是否去除T淋巴细

胞、干细胞来源、NK细胞的纯化及活化状态、NK细

胞的输注时机等有关。

5 展 望

无论是复发难治或缓解后维持亦或HSCT，同种

异体NK 细胞过继性免疫治疗AML显示出良好的安

全性，尤其在非移植背景下取得较为显著的临床疗

效。然而该研究领域仍然面临诸多问题，如现有检

测技术尚不能区分抑制性 KIR 和激活性 KIR、不同

NK细胞扩增技术缺乏量化标准对照、NK细胞最佳

回输剂量及时机等；且目前的临床数据多来自于Ⅰ、

Ⅱ期单中心小样本临床研究，研究对象单一，多为老

年、复发难治患者，缺乏一致性评价。随着精准医学

发展、NK 细胞抗肿瘤机制的深入研究以及大样本多
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中心临床研究逐步开展，相信不久的将来更为有效

的异体 NK 细胞过继性免疫治疗方案会使更多的

AML患者获益。
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