
檧檧檧檧檧檧檧檧檧檧

檧檧檧檧檧檧檧檧檧檧
殌

殌殌

殌

肿瘤内科学专题 专家述评

［收稿日期］　２０１９０５１５　　［修回日期］　２０１９０８２７

［通讯作者］　△邓学文，Ｅｍａｉｌ：ｔｏｈｘｕｅｗｅｎ＠ｂｉｊｎｅｔ．ｃｏｍ

［专家简介］　邓学文，男，博士，专业领域：内科学、肿瘤免疫学、再生医学。日本生物治疗研究所副所
长；日本癌学会、日本癌免疫学会和日本生物治疗学会会员。主要致力于基础与临床的转化和应用研究，

在淋巴细胞培养方法的研究开发、癌症免疫细胞治疗的研究、脂肪干细胞培养方法的研究以及再生医学

应用、皮肤纤维母细胞培养方法以及再生美容的应用、细胞培养加工中心（ｃｅｌｌｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃｅｎｔｅｒ，ＣＰＣ）的
运营和管理方法等领域累积了丰富的经验，取得了丰硕的成果。发表学术论文３０余篇，参加学会交流文
章５０余篇。细胞培养的方法已申请专利，获得国际专利１项，日本专利４项。是世界上无需滋养细胞激
活自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞大量扩增培养技术的发明人、开发者。该技术操作简单，为世界上最

为安全有效的ＮＫ细胞培养方法。

肿瘤免疫治疗时代的 ＮＫ细胞治疗

邓学文△，卢进，张礼，照沼裕

１３５－００５１东京，日本生物治疗研究所（邓学文）；６１００４１成都，四川省肿瘤医院·研究所，四川省癌症
防治中心，电子科技大学医学院 肿瘤内科中心（卢进、张礼）；１００－０００４东京，东京诊所（照沼裕）

［摘要］　 近年来，全球刮起了一场肿瘤免疫治疗“风暴”。肿瘤的免疫治疗发展迅猛，并迅速成为研究热点。在人
体自然免疫中，ＮＫ细胞是重要组成成分，并且ＮＫ细胞在肿瘤的发生、发展中起着重要作用。本文就ＮＫ细胞治疗
的最新研究进展做一综述。
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１　肿瘤免疫治疗

手术、化疗和放疗作为肿瘤三大标准治疗方法，

在提高肿瘤病人生存率、延长生存时间方面发挥着

重要作用。但是，根治肿瘤之路依然任重道远，迫切
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需要开发新的治疗方法。２０１３年，美国科学杂志发
布肿瘤免疫治疗时代来临［１］。近年来，免疫治疗作

为肿瘤第四治疗方法，正在快速发展并受到极大关

注。免疫治疗不同于传统标准治疗直接杀伤癌细

胞，而是通过激活机体免疫系统来驱除和消灭癌细

胞。

目前，免疫治疗包括以 ＣＴＬＡ４和 ＰＤ１为代表
的免疫检查点抑制剂和免疫细胞治疗。研究ＣＴＬＡ
４的美国人詹姆斯·艾莉森和研究 ＰＤ１的日本人
本庶佑获得２０１８年诺贝尔生理学／医学奖，这不仅
是对他们研究成绩的肯定，更充分证明了肿瘤免疫

治疗的前景和价值。有人把 ＣＴＬＡ４和 ＰＤ１在肿
瘤治疗领域的成功与抗菌素史上发现青霉素比肩，

预示着免疫治疗肿瘤的新纪元。因此，我们可以大

胆预测，今后将会出现越来越多利用免疫原理的抗

肿瘤药物。免疫细胞治疗包括多种不同细胞类别。

目前，美国食品药品管理局已批准了树突状细胞疫

苗（ＳｉｐｕｌｅｕｃｅｌＴ）治疗前列腺癌和 ＣＡＲＴ细胞治疗

小儿Ｂ细胞白血病和淋巴瘤。随着研究的进展，将
会开发出更多肿瘤免疫治疗的细胞制剂。

２　自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞

ＮＫ细胞是淋巴细胞的一种，发现于二十世纪
七十年代中期，因不需要预先致敏直接杀伤癌细胞

而命名［２］。ＮＫ细胞是自然免疫的重要成分，通过
直接攻击应急的、感染的和变质的细胞，对机体保持

内环境稳定发挥着重要作用［３４］。

ＮＫ细胞占外周血淋巴细胞的１０％ ～２０％［５］，

其表现型为 ＣＤ３－ＣＤ１４－ＣＤ１９－ＣＤ５６＋ＣＤ１６＋。目
前，一般通过流式细胞仪测定 ＮＫ细胞（图１）。ＮＫ
细胞根据 ＣＤ５６分子发现强度和 ＣＤ１６分子表达又
可进一步分为功能不同的两个亚型［６－７］。ＣＤ５６ｄｉｍ

ＣＤ１６＋ＮＫ细胞占外周血液和脾脏ＮＫ细胞的９０％，
主要以细胞杀伤功能为主，ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６ｄｉｍ／－ＮＫ细
胞主要分布在淋巴结，以产生细胞因子、免疫调节功

能为主［６，８］。

图１　流式细胞仪测定的外周血ＮＫ细胞
从外周血中分离单个核白细胞，用ＣＤ３荧光抗体和ＣＤ５６荧光抗体染色后，ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲＦＣ５００流式细胞仪测定，ＣＹ
ＴＯＭＩＣＳＣＸＰ软件分析ＮＫ细胞及其亚型。横轴为ＣＤ３抗体荧光强度，纵轴为ＣＤ５６抗体荧光强度。在淋巴细胞集团中，ＣＤ３
阴性ＣＤ５６阳性细胞集团为ＮＫ细胞。ＮＫ细胞中ＣＤ５６荧光表达弱的细胞集团为ＣＤ５６ｄｉｍＮＫ细胞亚型；ＣＤ５６荧光表达强的

细胞集团为ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＮＫ细胞亚型。

　　ＮＫ细胞的功能活动取决于 ＮＫ细胞表面活性
化受体和抑制性受体刺激信号的强弱对比，当活性

化信号强于抑制性信号时，ＮＫ细胞就活性化，反之
就处于抑制状态。每个ＮＫ细胞表面至少发现有一
个抑制性受体，这些抑制性受体主要包括 ＫｉｌｌｅｒＩｇ
ＬｉｋｅＲｅｃｅｐｔｏｒｓ（ＫＩＲｓ）和ＣＤ９４ＮＫＧ２Ａ异聚体，它们

分别认识细胞表面的组织相容性抗原 ＨＬＡⅠ和
ＨＬＡＥ，以保护正常细胞不受 ＮＫ细胞伤害［９１０］（图

２）。ＮＫ细胞通过抑制性受体识别靶细胞，同时，抑
制性信号在 ＮＫ细胞成熟过程中给与其功能训
练［１１１２］。没有受到抑制性信号刺激的ＮＫ细胞是低
反应细胞。只有经过自己组织相容性抗原抑制性信
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号刺激的ＮＫ细胞才赋予其功能［１３１４］。因此，ＮＫ细
胞识别癌细胞，病毒感染细胞主要是由于这些细胞

的组织相容性抗原ＭＨＣⅠ表达减弱或消失（图２）。
当然，仅有 ＭＨＣⅠ表达减弱或消失还不足以活化
ＮＫ细胞［１４］。

ＮＫ细胞活性化受体包括 ＮＫＧ２Ｄ，以及自然活
性受体（ｎａｔｕｒａｌｃｙｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＮＣＲｓ）ＮＫｐ４６，
ＮＫｐ４４和 ＮＫｐ３０等［１５］。当 ＮＫＧ２Ｄ与靶细胞表面
的糖蛋白 ＭＩＣＡ、ＭＩＣＢ或 ＵＬＢＰｓ结合，或 ＮＣＲｓ与

硫酸肝素结合时，就会启动 ＮＫ细胞内活性信
号［１６１７］。癌变细胞表面活性化受体表达增强就会

激活ＮＫ细胞发挥免疫监视效应，使之发现和清除
新发生的癌细胞。特别是当癌细胞 ＭＨＣⅠ表达降
低并同时表达活性受体，ＮＫ细胞识别癌细胞并活
性化，进而释放穿孔素和颗粒酶，启动癌细胞凋亡和

杀伤机制［１８］。同时，活性化的 ＮＫ细胞还会释放
ＩＦＮγ、ＴＮＦα等细胞因子，不但协同杀伤癌细胞，还
可以活化其它免疫细胞，增强免疫防御能力（图２）。

图２　ＮＫ细胞识别正常细胞和癌细胞
上图，正常细胞表达抑制性受体配体ＭＨＣＩ而无活性受体配体表达，因此，ＮＫ细胞功能被抑制，不会杀伤正常细胞。下图，癌
细胞抑制性受体配体ＭＨＣＩ表达消失并且表达活性受体配体，因此，ＮＫ细胞活性化，直接杀伤癌细胞，同时释放细胞因子活
性化免疫反应。

３　ＮＫ细胞与癌症的发生和进展

动物模型研究表明，癌症发生率在缺失 ＮＫ细
胞的鼠比野生鼠更高［１９２０］。使用缺失获得性免疫

功能的鼠模型证明，ＮＫ细胞具有肿瘤免疫监视和
免疫编辑作用［２１］。日本研究人员 Ｉｍａｉ等［２２］对

３６２５名日本居民随访１１年发现，ＮＫ细胞活性低的
人群比中或高人群患癌风险明显增高。我们对乳腺

癌的研究也表明，乳腺癌病人的 ＮＫ细胞活性明显
低于健康人，有转移的乳腺癌病人 ＮＫ细胞活性进
一步降低［２３］。胃癌［２４］、大肠癌［２５］和肾癌［２６］等的临

床病理研究表明，癌组织中 ＮＫ细胞浸润的多寡与
病人预后有关，ＮＫ细胞浸润越多预后越好。因此，
ＮＫ细胞在癌症的发生和进展中发挥着重要作用。

４　外科手术与ＮＫ细胞功能

手术作为实体瘤的主要治疗方法，在肿瘤治疗

中发挥着重要作用。但是，肿瘤病人手术后的复发

和转移，严重影响病人长期生存的事实不可否认，并

早已引起广泛关注［２７２８］。Ｄｅｍｉｃｈｉ等回顾分析了１
１７３名接受了手术治疗的乳腺癌病人和２５０名非手
术乳腺癌病人的生存时间，发现手术病人有两个死

亡高峰，分别出现在第３年和第８年，而非手术病人
只有一个死亡高峰出现在第４年［２９３０］。因此，部分

病人甚至可能因为手术而加速肿瘤的复发和转移，

导致病人生存时间缩短。动物研究表明，手术促进

癌细胞转移，降低生存率［３１３２］，其原因部分与手术

本身有关。近年研究表明，免疫细胞功能障碍与手

术后复发转移密切相关［３３３４］。

ＮＫ细胞作为先天性免疫细胞，在外伤、手术以
及危重状态时会出现严重的功能障碍［３３，３５３６］。ＮＫ
细胞功能障碍的程度和时间与损伤强度有关。ＮＫ
细胞功能障碍可以是一过性的，但其生物学影响则

可能长期持续，包括对感染和损伤修复的影

响［３７３８］。研究表明，手术切除实体瘤可能增加肿瘤

复发、转移甚至死亡风险［３９４０］。早在１９１３年就已观
察到肿瘤手术切除与转移的关系［２７］，但是直到近年

的研究才发现细胞免疫功能障碍在其中所扮演的角
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色［３３３４］。特别是围手术期ＮＫ细胞功能障碍与肿瘤
手术后的复发和转移密切相关［３３３４］。研究表明，ＮＫ
细胞功能在手术后第１天已经降低，并与肿瘤的转
移程度相关［３１］。肿瘤病人复发率也与术后 ＮＫ细
胞功能障碍程度密切相关［４１］。因此，在围手术期使

用增强免疫功能的细胞因子，如 ＩＬ２、ＧＭＣＳＦ、
ＴＮＦα、ＩＦＮα等可以降低手术后肿瘤的复发和转
移［４２４３］。鉴于这些细胞因子都有增强ＮＫ细胞活性
的功能，进一步验证了 ＮＫ细胞在防御肿瘤手术后
复发和转移中的作用。

手术后ＮＫ细胞功能障碍的机制复杂，涉及手
术后血液高凝状态，释放抗炎性反应因子和免疫抑

制性细胞增加等［４４］。对这些机制的深入研究，将有

利于开发肿瘤围手术期免疫治疗的新方法，降低肿

瘤手术后的转移和复发，提高肿瘤病人治疗效果和

预后。

５　活性化ＮＫ细胞治疗

基于ＮＫ细胞的肿瘤免疫作用，特别是不受组
织相容性抗原和肿瘤抗原限制直接杀伤癌细胞的特

性，自然会想到使用 ＮＫ细胞治疗肿瘤［４５４６］。由于

外周血中 ＮＫ细胞数量少，肿瘤病人 ＮＫ细胞活性
降低，因此需要在体外扩增和活性化 ＮＫ细胞［４６］。

国际上报道了一些 ＮＫ细胞活性化培养方法，其中

多数需要使用滋养细胞刺激培养，为临床转化应用

和监管带来了一些难度［４６］。日本开发了一种不使

用滋养细胞培养 ＮＫ细胞的技术，并已做成试剂盒
（ＢＩＮＫＩＴ）在国际上推广使用［４７］。ＢＩＮＫＩＴ操作
简单，可以从外周血单个核细胞中直接培养活性化

ＮＫ细胞，在２至３周内使外周血ＮＫ细胞活性化扩
增上千倍［４８］。ＢＩＮＫＩＴ培养的ＮＫ细胞高表达活性
受体，并且细胞因子产生能力比培养前的 ＮＫ细胞
明显提高，对癌细胞的杀伤活性也明显增强［４８］。同

时，培养 ＮＫ细胞的细胞杀伤活性明显强于培养
γδＴ细胞和培养αβＴ细胞［４９］。因此，培养 ＮＫ细胞
是非特异性免疫细胞治疗的首选。培养 ＮＫ细胞静
脉注射后可使体内免疫活性化，外周血 ＮＫ细胞活
性增强［４７］。使用 ＢＩＮＫＩＴ培养自己 ＮＫ细胞开展
肿瘤免疫细胞治疗，在日本一般是每２至３周治疗
１次（图３），６次为一个疗程。近１０年就有超过６
万人次以上ＮＫ细胞治疗，除偶有发热等不良反应
外，没有需要治疗的副作用发生，证明 ＮＫ细胞治疗
的临床安全性。ＮＫ细胞治疗通常与树突状细胞治
疗，温热治疗和低剂量化疗联合应用，已观察到可以

延长进展期胰腺癌的生存时间［５０］，以及提高乳腺癌

单抗治疗效果等作用［５１］。随着治疗案例的累积，

ＮＫ细胞治疗的效果将会得到进一步发挥和体现。

图３　ＮＫ细胞治疗流程模式图
一般１次采取３０ｍＬ～５０ｍＬ外周血，从中分离单个核白细胞，选择性培养ＮＫ细胞。培养时间为２～３周。经过细菌，真菌，支
原体和内毒素检测确定安全性后，静脉点滴回输到病人体内。癌症病人治疗时一般１个疗程６次，ＮＫ细胞回输前采取下次
ＮＫ细胞培养的血液。

６　发挥ＮＫ细胞治疗作用的方法和策略

鉴于肿瘤病因／病理机制的复杂性，使任何单一

肿瘤治疗方法都有其局限性。因此，需要扬长避短，

综合治疗。手术是实体瘤的重要治疗方法，特别是

对减轻肿瘤负荷具有非常重要的作用［５２］。但是，手
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术本身以及其对机体免疫功能的影响，又可能引起

和促进肿瘤的复发和转移［３９４０］。特别是围手术期

ＮＫ细胞功能障碍与术后肿瘤复发／转移密切相
关［３３３４］，因此，尽量减少手术对机体免疫功能的影

响，以及术后尽早提高和恢复免疫功能，包括开展

ＮＫ细胞等免疫细胞治疗，对于预防和控制复发／转
移，提高治疗效果具有积极意义［３１３３］。

近年来，分子靶向治疗的迅速发展，为肿瘤病人

提供了新的治疗手段和希望［５３］。靶向药物包括阻

断癌细胞表面信号的抗体和细胞内信号传递的药

物。抗体药物不仅可以阻断细胞表面信号传递抑制

癌细胞增殖，还可以通过其 Ｆｃ激活免疫细胞，发挥
抗体依存性细胞毒性活性（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌ
ｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）［５４］。ＮＫ细胞表达
ＣＤ１６分子，可以与抗体Ｆｃ结合，是重要的ＡＤＣＣ效

应细胞［５４］。我们以表皮生长因子受体表达阳性的

Ａ５４９肺腺癌细胞株为靶细胞测定培养 ＮＫ细胞的
杀伤活性，即便 Ａ５４９细胞表达抑制性受体配体
ＭＨＣⅠ，培养ＮＫ细胞仍然可以杀伤 Ａ５４９细胞，当
同时添加西妥昔单抗时，则显著提高培养 ＮＫ细胞
对Ａ５４９细胞的杀伤活性（图４）。因此可以期待，当
抗体药物与ＮＫ细胞治疗联合应用时，可以发挥协
同效应。临床上，我们也观察到曲妥珠单抗治疗耐

药的乳腺癌病人，当联合ＮＫ细胞治疗后，其病情明
显改善［５１］。另外，阻断癌细胞内信号传递的靶向药

物，在抑制癌细胞增殖的同时，也使癌细胞表面 ＮＫ
细胞活性化受体表达增强，有利于 ＮＫ细胞发挥免
疫监视作用［５５］。因此，分子靶向药物联合 ＮＫ细胞
治疗有望提高治疗效果，有待今后的临床研究。

图４　西妥昔单抗增强培养ＮＫ细胞杀伤癌细胞活性
右图，靶细胞Ａ５４９肺腺癌细胞株表达ＭＨＣＩ和表皮生长因子受体。左图，横轴为培养ＮＫ细胞与靶细胞的比率，纵轴为细胞
杀伤活性。用ＣａｌｃｅｉＡＭ染色Ａ５４９后，按一定比率与培养ＮＫ细胞共同培养。用ＴＥＲＡＳＣＡＮＶＰ测定培养前／后的荧光量，根
据荧光量的变化计算出细胞杀伤活性。虚线为培养ＮＫ细胞单独杀伤Ａ５４９的活性，实线为培养ＮＫ细胞与Ａ５４９培养时添加
西妥昔单抗后的细胞杀伤活性。西妥昔单抗明显增强培养ＮＫ细胞对Ａ５４９的细胞杀伤活性。

　　肿瘤治疗的重点和难点在于复发和转移。其中
上皮间叶转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是肿瘤转移的重要机制［５６］。虽然 ＥＭＴ可以
逃逸 Ｔ细胞免疫［５７］，但是其表达 ＮＫ细胞活性分
子，可以致敏 ＮＫ细胞免疫监视机制［５８］。因此，增

强ＮＫ细胞活性，包括 ＮＫ细胞治疗，将有助于阻止
和预防肿瘤的转移。

７　总结与展望

总之，随着肿瘤免疫研究的进展，今后将会有越

来越多利用免疫机制的治疗药物和方法进入临床，

造福肿瘤病人。ＮＫ细胞作为可以直接杀伤癌细胞
的免疫细胞，如何在肿瘤综合治疗中发挥作用，特别

是对肿瘤微小病变，以及肿瘤复发／转移中发挥功
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效，有待深入临床研究。
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