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［摘要］　目的　评价体外扩增的自然杀伤细胞（ＮＫ）表型、扩增倍数、杀伤活性以及安全性。方法　利用
ＮＫ细胞体外扩增试剂盒对外周血单个核细胞进行刺激，特异性扩增ＮＫ细胞，利用流式细胞术、杀伤实验等检
测扩增后ＮＫ细胞的特点及抗肿瘤活性；并检测 ＮＫ细胞外源性因子污染情况等。结果　体外培养１６～２１ｄ
后，细胞扩增５００倍以上，总数可达１×１０１０以上，其中 ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞占９０％以上，扩增后的 ＮＫ细胞对
Ｈｏ８９１０、Ａ５４９、Ｋ５６２、ＨｅｐＧ２及ＳＫＭＥＳ１细胞均有较高的杀伤活性。同时，扩增后 ＮＫ细胞未检测到细菌、病
毒、支原体等外源性病原体污染。结论　ＮＫ细胞具有较高的体外杀瘤活性且无外源性因子污染。
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　　肿瘤细胞免疫治疗技术作为一种新兴的肿瘤治
疗手段，具有杀瘤识别谱广、抗癌杀伤力高、毒副作

用小等特点。自然杀伤细胞（ＮＫ）通过自身表面活
化性受体与肿瘤细胞表面配体之间的作用，可不受

ＭＨＣ分子的限制，进而识别 ＭＨＣＩ类分子表达下
调或缺失的肿瘤细胞并发挥杀伤功能。由于ＮＫ细
胞在外周血中占有较小的比例，占淋巴细胞的５％
～１５％，并且肿瘤患者体内 ＮＫ细胞的功能存在不
同程度的缺失，难以产生良好抗肿瘤效果，需要通过

体外培养增加 ＮＫ细胞的数量和改善 ＮＫ细胞的功
能［１２］。因此，通过有效的体外扩增，获得足够数量、

高纯度、高抗肿瘤活性并可用于临床治疗的 ＮＫ细
胞具有重要意义。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　外周血单个核细胞分离与培养试剂　本研
究共收集 １０份健康志愿者外周血标本，５０
毫升／份，ＥＤＴＡ抗凝，无菌采集。淋巴细胞分离液
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购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司，ＮＫ
细胞体外扩增试剂盒购自杭州中赢生物医疗科技有

限公司，ＧＴＴ５５１Ｈ３培养基购自宝日医生物技术
（北京）有限公司，重组人白细胞介素２购自上海华
新生物高科技有限公司，硫酸庆大霉素注射液购自

福建汇天生物药业有限公司。所有健康志愿者均签

署知情同意书，研究方案经中国科学技术大学附属

第一医院医学伦理委员会批准。

１．１．２　细胞株及培养基　ＳＫＭＥＳ１细胞、Ａ５４９细
胞、ＨｅｐＧ２细胞、Ｋ５６２细胞购自美国典型培养物保
藏中心（ＡＴＣＣ），Ｈｏ８９１０细胞购自中科院上海细胞
库。ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ液体培养基、胎牛血清、胰
蛋白酶溶液等购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
１．１．３　荧光抗体等　ＡｎｔｉＣＤ１６（ＦＩＴＣ）、ａｎｔｉＣＤ８
（ＰＥ）、ａｎｔｉＣＤ３（ＰｅｒＣＰＣｙ５．５）、ａｎｔｉＣＤ５６（ＡＰＣ）
抗体、同种型抗体购自 ＢＤ公司，ＭｏｕｓｅＩｇＧ购自
Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ公司，ＰＢＳ磷酸盐缓冲液购自北京索莱宝
科技有限公司。

１．１．４　细胞毒活性检测试剂　ＣｅｌｌＴｒａｃｅＦａｒＲｅｄ试
剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自 Ｓｉｇｍａ公
司。

１．１．５　外源性因子检测试剂　硫乙醇酸盐流体培
养基、胰酪大豆胨液体培养基、精氨酸支原体肉汤培

养基、支原体琼脂培养基、支原体半流体培养基购自

中国食品药品检定研究院，人类免疫缺陷病毒、单纯

疱疹病毒、巨细胞病毒、乙型肝炎病毒及丙型肝炎病

毒检测试剂盒等购自达安基因股份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　外周血单个核细胞分离与扩增　采用密度
梯度离心法分离获取外周血单个核细胞，使用 ３０
ｍＬＮＫ细胞培养液（ＧＴＴ５５１Ｈ３培养基 ＋２００
ＩＵ／ｍＬＩＬ２＋１．０％ 自体血浆 ＋８０ｕ／ｍＬ庆大霉
素）重悬细胞沉淀，加入试剂 Ａ１，置于７５ｃｍ２培养
瓶中，３７℃、５．０％ ＣＯ２、饱和湿度培养，期间添加培
养液。第８天，向细胞培养液中加入试剂 Ａ２，继续
培养，期间根据细胞生长情况添加ＮＫ细胞培养液。
１．２．２　细胞表型检测　将待检测细胞重悬为单细
胞悬液，１×１０６个／管，每管加入 ０．１μｇ／μＬｍＩｇＧ
溶液２．０μＬ，室温１５ｍｉｎ；加入 ＣＤ３、ＣＤ５６等荧光
抗体，４℃，避光标记３０ｍｉｎ；加入１×ＰＢＳ溶液洗涤
细胞（３５００ｒ／ｍｉｎ，４℃，５ｍｉｎ），弃上清；使用３００μＬ

１×ＰＢＳ溶液重悬细胞，上机检测。
１．２．３　细胞毒活性检测　使用红色荧光染料标记
靶细胞，３７℃，避光孵育 ２０ｍｉｎ，洗涤细胞 ３次
（３０００ｒ／ｍｉｎ，２５℃，１０ｍｉｎ），调整细胞浓度为１×
１０５／ｍＬ，在无菌ＦＡＣｓ管中加入标记的靶细胞，每管
加１００μＬ。根据效应细胞与靶细胞的比例调整效
应细胞（ＮＫ细胞）的浓度，并向各管中加入 ＮＫ细
胞悬液，１００微升／孔。每个实验设置４个重复。３７
℃，５．０％二氧化碳，培养４ｈ。ＦＡＣｓ仪检测靶细胞
的荧光强度，区分荧光阳性／阴性的靶细胞。计算杀
伤活性。

１．２．４　外源性因子检测　参照２０１５年版《中国药
典》，检测培养２１ｄ后ＮＫ细胞及培养上清中细菌、
病毒、支原体等。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分
析。观测资料均为计量数据，以 ｘ±ｓ表示，组间比
较为成组ｔ检验。检验水准α＝０．０５。使用ＯＲＩＧＩＮ
７．５软件绘图并解析。
２　结果
２．１　体外扩增的 ＮＫ细胞生长情况　将分离得到
的外周血单个核细胞分别接种至 ＮＫ细胞培养液
中，３７°Ｃ，５％ ＣＯ２培养，根据细胞生长情况补充
ＮＫ细胞培养液，期间进行细胞计数，绘制生长曲
线。结果表明，ＮＫ细胞呈悬浮状态生长，有成团细
胞，细胞状态及折光性好（图１Ａ），台盼兰染色着色
细胞小于１０％，接种７ｄ后ＮＫ细胞出现快速增殖，
培养至２１ｄ左右细胞增殖速度减慢，扩增倍数在
５００倍以上，总数超过１×１０１０个（图１Ｂ），细胞数量
可以满足临床输注要求。

２．２　体外扩增的 ＮＫ细胞表型及细胞毒活性　利
用流式细胞术检测体外培养不同时间后 ＮＫ细胞表
面ＣＤ３及 ＣＤ５６等分子的表达情况，随着培养天数
的增加，ＣＤ３－ＣＤ５６＋ ＮＫ细胞比例不断升高，２１ｄ
后，ＣＤ３－ＣＤ５６＋ ＮＫ细胞占所有细胞的 ９０％以上
（９３．２％±２．３０％）（图２Ａ，图２Ｃ）。杀伤实验结果
如图２Ｂ所示，培养２１ｄ后 ＮＫ细胞对 ＳＫＭＥＳ１、
Ａ５４９、ＨｅｐＧ２、Ｋ５６２及Ｈｏ８９１０等细胞均有不同程度
的杀伤活性，在效／靶比为５０∶１时，ＮＫ细胞对 Ａ５４９
细胞、Ｋ５６２细胞和Ｈｏ８９１０细胞的杀伤效率在６０％
以上；对ＨｅｐＧ２细胞和 ＳＫＭＥＳ１细胞的杀伤效率
在４５％以上。
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图１　体外培养的ＮＫ细胞形态及生长曲线（ｎ＝１０）　Ａ示ＮＫ细胞呈悬浮状态生长，有成团细胞，细胞状态及折光性好（×１００）；

Ｂ示台盼兰染色着色细胞小于１０％，接种７ｄ后ＮＫ细胞出现快速增殖，培养至２１ｄ左右细胞增殖速度减慢

图２　体外扩增的ＮＫ细胞纯度及其细胞毒活性　Ａ示培养不同天数ＮＫ细胞纯度变化情况；

Ｂ示培养２１ｄ后ＮＫ细胞杀伤能力；Ｃ示培养２１ｄ后ＮＫ细胞比例

２．３　外源性因子检测结果
２．３．１　细菌、真菌检测　取体外扩增２１ｄ后ＮＫ细
胞培养上清。经过１４ｄ培养后，胰酪大豆胨液体培
养基、硫乙醇酸盐流体培养基中均无真菌或细菌生

长，结果表明，ＮＫ细胞不存在细菌及真菌污染。
２．３．２　支原体检查　取体外扩增２１ｄ后 ＮＫ细胞
培养上清分别接种于不同支原体培养基中，２１ｄ
后，各接种管中均无支原体或其他异物生长，结果表

明ＮＫ细胞中不存在上述培养基所能培养的支原体
污染。

２．３．３　病毒因子检测　使用乙型肝炎病毒、人类免
疫缺陷病毒、单纯疱疹病毒、丙型肝炎病毒及人巨细

胞病毒检测试剂盒检测培养２１ｄ后的ＮＫ细胞及其

培养上清，检测结果均为阴性。

３　讨论
人外周血ＮＫ细胞占总淋巴细胞的５％～１５％，

表型为 ＣＤ３－ＣＤ５６＋，ＮＫ细胞发挥杀伤活性时无
ＭＨＣ限制性，亦不需要特异性抗原的刺激，在机体
抗肿瘤免疫中扮演重要的角色。同时，ＮＫ细胞与
机体其他多种免疫细胞相互作用，发挥免疫调节功

能，调节机体的免疫状态［３４］。ＮＫ细胞的杀伤特性
及其免疫调节功能使其成为肿瘤免疫治疗强有力的

工具，自体ＮＫ细胞输注用于肿瘤临床治疗已有三
十几年的历史，但临床治疗效果并不理想［５６］。近年

来，供者来源（同种异体）的 ＮＫ细胞用于肿瘤治疗
已引起了人们的重视，并对多种恶性肿瘤具有较好
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的治疗效果［７１０］。由于肿瘤患者体内 ＮＫ细胞的数
量和功能均存在一定程度的缺陷，不足以有效的发

挥抗肿瘤功能，体外扩增是有效的增加 ＮＫ细胞数
量、改善ＮＫ细胞功能的手段，但不同的培养方法对
ＮＫ细胞的功能和活性影响较大，使用有效的ＮＫ细
胞体外扩增方法，获得足够数量、高纯度、高杀瘤活

性的ＮＫ细胞，并将其用于肿瘤患者的临床治疗具
有重要意义［１１１３］。

本研究利用人ＮＫ细胞体外扩增试剂盒对外周
血单个核细胞进行刺激和培养，建立了有效的 ＮＫ
细胞扩增方法，体外培养１６～２１ｄ后，ＮＫ细胞纯度
（ＣＤ３－ＣＤ５６＋细胞比例）及活率均在９０％以上，总
数在１×１０１０以上，可以满足肿瘤患者临床输注的需
要。培养过程中所用的ＮＫ细胞培养液为无血清培
养基，不含动物血清，可以避免异种血清来源的微生

物污染。培养 ２１ｄ后的 ＮＫ细胞对 Ａ５４９细胞、
Ｋ５６２细胞和 Ｈｏ８９１０细胞的杀伤活性较强，对
ＨｅｐＧ２细胞和ＳＫＭＥＳ１细胞也具有较强的杀伤活
性。同时，体外培养２１ｄ后，ＮＫ细胞及其上清液中
均未检测到细菌、真菌、支原体及病毒因子等，上述

结果为ＮＫ细胞的临床提供了重要的依据。
综上所述，本研究所建立的 ＮＫ细胞体外扩增

方法具有细胞生长速度快、数量多、纯度高、对肿瘤

细胞的杀伤力强等特点。供者来源的５０ｍＬ外周血
分离得到的单个核细胞，经体外培养１６～２１ｄ后，
ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞数量、纯度及活率等均可满足
临床治疗的需要，ＮＫ细胞对多种肿瘤细胞具有较
强的杀伤活性，同时不存在细菌、真菌、支原体及病

毒等的污染，具有很好的临床应用前景。
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