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NK 细胞的肿瘤免疫治疗研究进展 
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【摘要】鉴于 NK 细胞无需抗原提呈即可通过多途径杀伤肿瘤细胞，它在抗肿瘤免疫应答中发挥重要作

用。近年来，NK 细胞的肿瘤免疫治疗研究进展迅速，包括嵌合抗原受体 NK 细胞疗法、细胞因子动员、免

疫检查点阻断、双特异性或三特异性杀伤细胞接合器以及 NK 细胞胞外囊泡等多种治疗策略。本文将对基于

NK 细胞的肿瘤免疫治疗方式的研究进展进行阐述。 
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【Abstract】Since NK cells can kill tumor cells through multiple pathways without antigen presentation, it play 
an important role in anti-tumor immune response. The progress of NK cell-based tumor immunotherapy is rapid, 
including chimeric antigen receptor NK cell therapy, cytokine priming, immune checkpoint blockade, bi/tri-specific 
killer cell engagers, and NK cell extracellular vesicles. This article will summarize the progress of NK cell-based 
tumor immunotherapy. 
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1 NK 细胞概述 
1.1 NK 细胞分型 
自然杀伤（natural killer，NK）细胞属于固有免

疫系统，但它具有类似于适应性免疫系统中 CD8+T
细胞的细胞毒特性，且无需抗原提呈即可直接杀伤

靶细胞，在识别和杀伤肿瘤细胞方面发挥重要作用
[1]。NK 细胞起源于淋巴祖细胞，逐渐发育为未成熟

的 CD56bright NKG2A+CD16-KIR-NK 细胞，然后分化

为成熟的 CD56dimNKG2A+/-CD16+KIR+NK 细胞[2]。

根据其发育过程中 CD56 等表面蛋白的表达差异，

NK 细胞主要被分为 CD56bright和 CD56dim两个亚群。

CD56brightNK 细胞主要分布在淋巴组织，分泌 γ 干扰

素（interferon γ，IFN-γ）、肿瘤坏死因子 α（tumor 

necrosis α，TNF-α）等细胞因子，发挥免疫调节作用；

CD56dimNK 细胞主要分布在外周血中，表达高水平

的 CD16 以及细胞毒分子如颗粒酶和穿孔素来杀伤

肿瘤细胞[3, 4]。 
1.2 NK 细胞受体 
NK 细胞的功能是由激活和抑制信号之间的平

衡控制，这些信号由 NK 细胞表面的激活型和抑制

型受体转导。NK 细胞的激活型受体包括天然细胞毒

受体（natural cytotoxicity receptor，NCR）（NKp30、
NKp46 和 NKp44）、C 型凝集素家族受体（NKG2D、

CD94/NKG2C、CD94/NKG2E、 CD94/NKG2F 和

CD161）、激活型杀伤免疫球蛋白受体（activating 
killer immunoglobulin receptor，aKIR）（KIR2DS1、
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KIR2DS4、KIR2DL4）、FcγRcⅢA（CD16）、共刺

激受体DNAX辅助分子 1（DNAX accessory molecule 
1，DNAM-1）[5, 6]。多数激活型受体需要与细胞因子

共激活，或与第二激活受体结合，才能产生强大的功

能效应，CD16是唯一能够独立激活NK细胞的受体，

无需通过其他受体进行额外激活[7, 8]。抑制 NK 细胞

激活的受体包括识别Ⅰ类组织相容性复合体（major 
histocompatibility complex-Ⅰ，MHC-Ⅰ）的抑制型杀伤

免疫球蛋白受体（inhibitory killer immunoglobulin 
receptor，iKIR）和识别非经典人类白细胞抗原 E/G
（ human leukocyte antigen-E/G ， HLA-E/G ） 的

NKG2A[5, 6, 9]。MHC-Ⅰ类分子表达于正常细胞表面，

被 NK 细胞的抑制型受体识别后可以维持免疫耐受
[10]。但肿瘤细胞为逃避 CD8+T 细胞的免疫监视会下

调其表面 MHC-Ⅰ类分子的表达，使得 NK 细胞缺失

抑制性配体，激活 NK 细胞杀伤肿瘤细胞，这一过

程被称为“missing self”，是 NK 细胞识别肿瘤细胞

的机制[10, 11]。NK 细胞激活型受体 NKG2D 与其配体

的相互作用比多数其它 NK 细胞受体和配体以及许

多 TCR 与 MHC 蛋白的相互作用更强[12]。Li 等研究

发现，对比以 CD16、NKp44、NKp46 和 CD28 作为

跨膜结构域的 CAR 分子，以 NKG2D 作为跨膜结构

域的 CAR 分子对表达间皮素的多种肿瘤细胞表现

出更强的杀伤作用[13]。 
1.3 NK 细胞抗肿瘤途径 
NK 细胞可以通过多种方式发挥抗肿瘤作用：（1）

抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用（ antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity，ADCC）。NK 细

胞表达 FcγRⅢA（CD16），FcγRⅢA 与细胞膜内的

FcεRI-γ 链或 CD3-ζ 链结合，FcεRI-γ 链和 CD3-ζ 链
均有免疫受体酪氨酸活化基序（ immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif，ITAM）[14]。IgG 结合

肿瘤细胞后，其 Fc 段可与 NK 细胞上的 FcγRⅢA 结

合，ITAM 被磷酸化，经过信号转导后，NK 细胞脱

颗粒并分泌细胞因子，裂解肿瘤细胞[14, 15]。（2）释

放穿孔素和颗粒酶。NK 细胞与肿瘤细胞形成免疫突

触后，分泌颗粒被运输至突触，并向突触间隙释放穿

孔素和颗粒酶，导致靶细胞裂解[16, 17]。（3）表达死

亡配体。NK 细胞表面表达 Fas 配体和 TNF 相关凋

亡诱导配体（TNF-related apoptosis-inducing ligand，
TRAIL），当这些配体与肿瘤细胞表面的死亡受体结

合时，可以激活肿瘤细胞中的细胞凋亡蛋白酶，诱导

肿瘤细胞凋亡[17, 18]。（4）分泌细胞因子。NK 细胞

可以分泌 IFN-γ、TNF-α 和趋化因子（CCL3、CCL4
和 CCL5）等细胞因子，塑造了固有免疫和适应性免

疫反应[19, 20]。IFN-γ 有助于形成淋巴结中的 T 细胞

反应，并能抑制肿瘤血管生成[20, 21]。趋化因子是 NK
细胞与其他造血细胞如树突状细胞（dendritic cell，
DC）共定位的基础[19]。（5）分泌 NK 细胞胞外囊泡

（NK cell extracellular vesicle，NKEV）。NK 细胞分

泌的 NKEV 具有 NK 细胞的典型标志物，可以在体

外和体内发挥抗肿瘤作用[22]。 
1.4 NK 细胞来源 
NK 细胞来源广泛，包括外周血（peripheral blood，

PB）、脐带血（cord blood，CB）、NK-92 细胞系和

诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cell，iPSC）
[1, 23, 24]。PB-NK 细胞可以通过单采法从供体收集并

扩增，CB-NK 细胞可以从脐带血中获得并扩增[23]。

对比 PB-NK 细胞，CB-NK 细胞表型不成熟，细胞毒

性弱，抑制型受体 NKG2A 高表达而激活型受体低

表达，但 IL-2 或 IL-15 可以刺激 CB-NK 分化为功能

更强的效应细胞[25]。但由于 PB/CB-NK 细胞均来自

供体，单位血液的 NK 细胞产量变化大，批次间差

异显著[26]。另外，同一批次 NK 细胞也存在异质性，

一方面分离后的 NK 细胞不可避免的混有 T 细胞等

淋巴细胞，另一方面 NK 细胞之间的增殖和效应能

力也存在很大差异，这限制了其临床应用[24]。 
NK-92 细胞系是来自一位淋巴瘤患者的永生化

细胞系，表达 CD16 以外的多种激活受体而不表达

部分抑制受体，并且易于产生一致的基因工程NK细

胞[23]。因此 NK-92 细胞系解决了 PB 和 CB 来源 NK
细胞在异质性、分离和扩增方面的困难。但其自身仍

存在不足：（1）由于其淋巴瘤起源，NK-92 细胞系

需要在输注前进行辐照，而照射会限制其体内扩增

和持久存在，降低其抗肿瘤活性[27]。（2）NK-92 细

胞系不表达 CD16，缺乏通过 ADCC 介导细胞杀伤

的能力[28]。   
iPSC-NK细胞是体外获得NK细胞的全新来源，

目前常用无饲养适应的 iPSC 形成拟胚体（embryoid 
body，EB），培养生成造血祖细胞，然后在 NK 细

胞分化条件下，诱导发育为成熟的 NK 细胞，并在 4
周内扩增大于 1000 倍[29]。iPSC-NK 细胞无需从供体
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收集，并且具备原代 NK 细胞的关键特征，表现出

强大的抗肿瘤活性[23]。iPSC-NK 细胞最大的优势在

于清除供体异质性并为基因工程提供理想平台，对

iPSC 的基因修饰可以一次性完成，得到稳定的 iPSC
克隆后即可扩增生产无限数量且表型相同的 NK 细

胞，具有发展成为现成产品的巨大潜力[23, 26]。 
2 基于 NK 细胞的肿瘤免疫治疗 
2.1 嵌合抗原受体（Chimeric antigen receptor，

CAR）-NK 细胞治疗技术 
相比于 CAR-T 细胞治疗，CAR-NK 细胞治疗具

有多种优势：它避免了 CAR-T 细胞疗法中的 CRS 和

神经毒性[30]、MHC 限制性[31]、抗原逃逸[32]等问题。

并且，iPSC-NK 细胞提供了更加可靠且易于操作的

基因工程平台，CAR- NK 细胞可能比 CAR- T 细胞

更容易制造[24]。另外，NK 细胞体内存活时间短[1]，

有利于清除。 
2.1.1 NK 细胞转基因技术进展 
相较于 T 细胞，NK 细胞的转基因效率低，为此

利用狒狒包膜假型慢病毒载体优化了慢病毒转染技

术，与 G 型水疱性口炎病毒载体对比，将转染 NK-
92 细胞系的效率从 3%提高到 97%[33]。另外，基于

非病毒方法通过电穿孔转染 mRNA 或 DNA 具有更

高的转染效率和安全性，但受 mRNA 和 DNA 非整

合性的限制，其表达周期较短[34]。iPSC-NK 细胞的

应用规避了原代 NK 细胞和 NK 细胞系在转导和转

染效率方面存在巨大差异的问题，它为包括病毒载

体、转座子和 CRISPR-Cas9 等基因修饰方法提供了

便捷的平台，可以产生表达稳定且一致的 CAR-NK
细胞[35]。 

2.1.2 CAR-NK 分子的结构进展 
NK 细胞的 CAR 分子包括 3 个主要部分：胞外

域、跨膜域和胞内域[23, 36]。胞外域由单克隆抗体的

单链可变片段（single-chain variable fragment，scFv）
和铰链区（Hinge）组成。scFv 由抗体的重链可变区

（variable heavy chain，VH）、轻链可变区（variable 
light chain,VL）和中间的 Linker 连接组成，可以特

异性识别并结合肿瘤抗原[36, 37]。铰链区负责连接

scFv 和跨膜域，可以调节 CAR 分子与靶抗原之间的

距离处于最佳位置，构建CAR多使用CD8α或CD28
细胞外结构域的衍生物或 IgG 的铰链[38]。跨膜域将

CAR 的胞外域连接到细胞内信号激活域，CAR-NK

中最常用的跨膜域来自 CD3ζ、CD8 和 CD28[37]。胞

内域负责 CAR 识别抗原后激活 NK 细胞杀伤靶细

胞。胞内激活信号的数量决定其属于第几代 CAR 分

子。第一代 CAR 的胞内域通过单个 CD3ζ 信号转导

域来传导信号；第二代和第三代 CAR 分别添加一个

和两个额外的共刺激分子，共刺激分子通常来源于

CD28 家族（如 CD28 和 ICOS）、肿瘤坏死因子受

体（tumor necrosis factor receptor，TNFR）基因家族

（如 4-1BB、OX40 和 CD27）或淋巴细胞信号活化

分子（ signaling lymphocytic activation molecule，
SLAM）相关受体家族（如 2B4）；第四代 CAR 在

此基础上额外共表达细胞因子，增强 CAR-NK 细胞

在体内的持久性和抗肿瘤活性[36, 39]。 
2.1.3 CAR-NK 细胞治疗在血液肿瘤中应用 
（1）B 细胞恶性肿瘤 
CD19 在正常和恶性 B 细胞上普遍表达，因此

已成为 CAR-NK 细胞治疗 B 细胞白血病/淋巴瘤的

主要研究靶点[1]。其它靶点如 B 细胞成熟抗原（B-
cell maturation antigen，BCMA）、FMS 样酪氨酸激

酶 3（FMS-like tyrosine kinase 3，FLT3）、NKG2D、

CD20 和 CD22 配体等也正在被开发[40-44]。在 Liu 等
[45]进行的 1 期和 2 期临床试验中，11 名复发或难治

性 NHL 或 CLL 患者接受脐带血来源的 HLA 错配

抗 CD19 CAR-NK 细胞输注治疗，客观缓解率达到

73%（8/11），完全缓解率达到 64%（7/11）。BCMA
在骨髓瘤细胞中高表达，健康个体仅在成熟 B 细胞

和浆细胞中低水平表达[46]。Roex 等[40]提出一种双重

靶向策略，利用 NK-92 细胞系共同表达特异性靶向

CD19 和 BCMA 的 CAR，并且证明这类双 CAR NK-
92 细胞对 CD19+和 BCMA+肿瘤细胞系以及原代 B-
ALL 和骨髓瘤细胞具有较强的特异性细胞毒活性。

FLT3 主要被描述为 AML 的治疗靶点，但也在 B-
ALL 中过表达[47]。Oelsner 等[41]利用 NK-92 细胞表

达靶向 FMS 样酪氨酸激酶 3（FMS-like tyrosine 
kinase 3，FLT3）的 CAR，这类 CAR-NK 细胞在体

外对已建立的白血病细胞系和原代B-ALL细胞表现

出高度选择性细胞毒性，并在 NSG 小鼠的人 B-ALL
异种移植模型中显著减轻白血病负担。NKG2D 的配

体在多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）细胞中

高表达，Leivas 等[42]收集来自 MM 患者的活化和扩

增的 NK 细胞，并设计其表达基于 NKG2D 的 CAR
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分子。与记忆 CAR-T 细胞相比，这类 NKG2D-CAR 
NK 细胞对 MM 细胞表现出更强的体外细胞毒性而

对健康细胞表现出最小的活性，并且也在体内小鼠

模型中高效消除 MM 细胞。Liu 等[43]设计可以同时

识别靶细胞 CD20 抗原和 NKL 细胞 NKG2D 受体的

双功能 CAR-NK 细胞，在体外介导了 NKL 细胞对

CD20 Daudi 细胞的有效杀伤。Liu 等[44]研究证明

CD22 iPS-CAR NK 细胞在体外对食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）细胞

具有很强的抗肿瘤活性。 
（2）T 细胞恶性肿瘤 
关于 CAR-NK 细胞治疗 T 细胞恶性肿瘤（包括

T 细胞淋巴细胞白血病（T-cell acute lymphoblastic 
leukemia，T-ALL）和 T 细胞淋巴瘤）的相关报道较

少，研究受限于肿瘤抗原异质性。CD5、CD7 等抗原

有希望发展为 CAR-NK 治疗 T 细胞恶性肿瘤的靶点
[48, 49]。Xu 等[48]分别使用 T 细胞相关激活受体 4-1BB
（BB.z）和 NK 细胞相关激活受体 2B4（2B4.z）在

NK-92 细胞系上设计靶向 CD5 的 CAR，BB.z-NK 细

胞和 2B4.z-NK 细胞均在体外对 CD5+的恶性细胞表

现出特异性的细胞毒性，延长了 T-ALL 异种移植小

鼠的存活时间，并且 2B4.z-NK 细胞的抗 CD5+恶性

肿瘤能力强于 BB.z-NK 细胞。但两类 CAR-NK 细胞

均会对正常表达 CD5 的 T 细胞产生副作用。CD7 在

T-ALL 细胞和正常 T 细胞中表达[50]。You 等[49]构建

了单价 CD7-CAR-NK-92MI 和二价 dCD7-CAR-NK-
92MI 两个细胞系，证明两类 CAR-NK 细胞均能在

体外特异性清除 CD7+T-ALL 细胞系和 CD7+ T-ALL
原代肿瘤细胞，并且二价 dCD7-CAR-NK-92MI 在小

鼠 T-ALL 原代肿瘤细胞异种移植模型中具有强大的

肿瘤定向细胞毒性，可以显著提高小鼠生存率。 
（3）急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，

AML） 
限制 CAR 分子靶向 AML 的主要因素是缺乏理

想靶抗原，主要是由于 CAR 可以靶向的 AML 抗原

常在健康的造血干细胞上共表达，这会导致所有髓

系后代消融[51]。目前，包括 CD33、CD123 和 CD38
在内的多种在 AML 细胞上高表达的抗原正在被广

泛研究[52-54]。Albinger 等[52]设计的CD33-CAR-NK细

胞在体外表现出稳定的 CAR 表达和对 CD33+AML
细胞系和原代 AML 细胞显著增强的杀伤能力，并能

在 OCI-AML2 异种移植小鼠模型中有效清除骨髓、

脾和外周血中的 AML 细胞，且未见明显副作用。

Caruso 等 [53] 证 明 靶 向 CD123 的 CAR-NK
（CAR.CD123-NK）细胞不仅在体外对 CD123+AML
细胞系和 CD123+原代母细胞表现出显著的抗肿瘤

能力，而且在两种人类 AML 免疫缺陷小鼠动物模型

中也表现出显著的抗白血病活性。此外，对比

CAR.CD123-T 细胞，CAR.CD123-NK 细胞在人源化

小鼠模型中不会导致正常造血功能的消融，有更优

越的安全性。Gurney[54]等应用天然低表达 CD38 的

NK 细胞系 KHYG-1 和扩增过程中已敲除 CD38 的

同种异体 NK 细胞来分别表达亲和优化的 CD38 
CAR，两类 CAR-NK 细胞克服了 CD38 表达相关的

自相残杀，能够有效靶向 AML 母细胞，并且最大程

度减少对正常髓系细胞的非肿瘤靶向毒性。 
2.1.2 CAR-NK 细胞治疗实体瘤 
目前 CAR-NK 细胞对实体瘤患者的治疗效果有

限。一方面 NK 细胞浸润实体瘤困难，另一方面肿

瘤微环境中缺氧、腺苷等代谢因素以及免疫抑制性

细胞会阻碍 NK 细胞持续处于激活状态，影响其抗

肿瘤功能[55]。神经胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）

高表达表皮生长因子受体（epidermal growth factor 
receptor，EGFR）或表皮生长因子受体Ⅲ型突变体

（epidermal growthfactor receper variant Ⅲ，EGFRvⅢ）
[56]。Ma 等[57]使用表达 IL-15/IL-15Rα 的溶瘤病毒

（OV-IL15C）与现成的 EGFR-CAR NK 细胞联合靶

向治疗胶质母细胞瘤。与对照组溶瘤病毒或空载体

转导 NK 细胞相比，OV-IL15C 与 EGFR-CAR NK 细

胞分别表现出更强的细胞毒活性。在体内，OV-
IL15C 和 EGFR-CAR NK 细胞联合使用比单独使用

任何一种治疗都更能产生协同抗肿瘤作用，并显著

延长生存期。Li 等[13]使用 iPSC-NK 细胞表达含有

NKG2D 跨膜结构域、2B4 共刺激结构域和 CD3ζ 信
号传导结构域的 CAR（NKG2D-2B4ζ-iPSC-NK）。

在卵巢癌异种移植模型中，对比 PB-NK 细胞、iPSC-
NK 细胞和 CD28-41BBζ-iPSC-NK 细胞，NKG2D-
2B4ζ-iPSC-NK 细胞能够有效抑制肿瘤生长并延长

存活时间。胰腺癌中的前列腺干细胞抗原 （prostate 
stem cell antigen，PSCA）是 CAR-NK 细胞靶向治疗

的候选肿瘤抗原[58]。Teng 等[59]设计靶向 PSCA 且表

达可溶性 IL-15 的 CAR-NK（PSCA CAR_s15 NK）
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细胞，他们证明 PSCA CAR_s15 NK 细胞在冻融前

后均对 PSCA+胰腺癌细胞有明显的抑制作用。在人

转移性胰腺癌小鼠模型中，冷冻的 PSCA CAR_s15 
NK 细胞在最后一次输注后体内持续存活超过 90 天，

并显著延长了移植人胰腺癌的小鼠的存活时间。

GPC3 是肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）
的免疫治疗靶点[60]。Yu 等[61]利用 NK-92 细胞系成

功生成特异性靶向 GPC3 的 CAR-NK 细胞细胞，并

证明其在体外和体内均能高效特异性识别和杀伤

GPC3+HCC 细胞。Tseng 等[62]发现使用 CD147-CAR
分子转导人原代 NK 细胞和 NK-92MI 细胞系可以在

体外特异性杀死恶性 HCC 细胞，并在小鼠模型中控

制 HCC 的进展。间皮素（Mesothelin，MSLN）已被

用作 CAR-T 细胞治疗胃癌的靶点[63]。Cao 等[64]证明

靶向 MSLN 的 CAR-NK（MSLN-CAR NK）细胞能

特异性杀伤 MSLN+胃癌细胞，并能在小鼠皮下和腹

腔肿瘤模型中有效清除胃癌细胞，显著延长腹膜内

荷瘤小鼠的生存期。 
2.2 细胞因子动员 NK 细胞 
NK 细胞表达多种细胞因子受体，常见的 γ 链细

胞因子（如 IL-2、IL-7、IL-15 和 IL-21）通过激活相

应受体促进 NK 细胞的存活、代谢、增殖、分泌细胞

因子和趋化因子以及细胞毒功能，对维持体内NK细

胞的持续存在和效应功能发挥重要作用[9, 65]。 
细胞因子预处理：Romee 等[66]研究结果表明，

联合使用细胞因子 IL-12、IL-15 和 IL-18 预激活 NK
细胞可以诱导产生记忆样（memory-like，ML）NK 细

胞，与仅使用低剂量 IL-15 刺激的对照组相比，记忆

样 NK 细胞对 K562 白血病细胞和原代 AML 原始细

胞的再刺激均表现出增强的细胞毒活性和分泌 IFN-
γ的能力。并且，对复发或难治性 AML 患者输注 IL-
12、IL-15 和 IL-18 预激活的供体 NK 细胞后，在 9
例可评估患者中可以观察到4例患者得到完全缓解。

Gang 等[67]联合记忆样 NK 和 CAR-NK 两种策略增

强 NK 细胞的抗肿瘤作用，通过修饰细胞因子预激

活的 ML NK 表达抗 CD19 CAR，产生 19-CAR-ML 
NK 细胞。与常规 CAR-NK 细胞相比，19-CAR-ML 
NK 细胞分泌 IFN-γ和脱颗粒的能力增强，对 NK 抵

抗的淋巴瘤的特异性杀伤能力也显著增强。也有研

究报道细胞因子诱导的记忆样 NK 在实体瘤中的应

用，Marin 等[68]证明，对比常规 NK 细胞，IL12、IL15

和 IL18诱导的来自健康供体和晚期黑色素瘤患者的

ML NK细胞表现出增强的攻击黑色素瘤靶点的能力。 
基因工程技术分泌细胞因子技术：为扩增出大

量 NK 细胞实现多剂量方案，许多治疗策略使用基

于超生理水平的细胞因子，但超生理水平的细胞因

子持续刺激会导致 NK 细胞状态的改变，需要进一

步的细胞因子刺激来支持生存，被称为“细胞因子成

瘾（cytokine addiction）”[69]。在患者体内缺乏细胞

因子支持的情况下，NK 细胞会急剧减少，从而限制

了它们在体内的持久性和有效性[70]。为实现利用细

胞因子激活 NK 细胞的同时避免成瘾现象，该领域

已经转向基因工程，通过对 NK 细胞进行修饰，设

计可自分泌可溶性细胞因子或表达膜结合形式细胞

因子的 NK 细胞[28, 70]。Imamura 等[71]发现表达膜结

合形式 IL-15 的 NK（mbIL15-NK）细胞可以在没有

外源性细胞因子的情况下维持自身在体外和体内的

存活和扩增，并且这种 mbIL15-NK 细胞在体外实验

中对白血病、淋巴瘤和实体瘤细胞具有较高的细胞

毒性，在异种移植模型中对白血病和肉瘤细胞具有

较高的细胞毒性。Liu 等[72]利用逆转录病毒载体对

CB-NK 细胞进行基因修饰分泌 IL-15，证明了

iC9/CAR.19/IL-15 CB-NK 细胞在体外对表达 CD19
的细胞系和原代白血病细胞具有高效杀伤能力，并

在异种移植的 Raji 淋巴瘤小鼠模型中观察到生存期

显著延长。Woan 等[73]通过对 iPSC 进行基因工程

（iADAPT NK 细胞)）使其表达高亲和力、不可切割

的 Fc 受体 CD16a 和膜结合的 IL-15/IL-15R 融合蛋

白，并且敲除水解 NAD+的外切酶 CD38。在缺乏外

源细胞因子的情况下，iADAPT NK 细胞在体内持续

存在，表现出强大抗肿瘤活性。并且，iADAPT NK
细胞可以在体外和体内环境中与抗 CD38 的单克隆

抗体 daratumumab 联合有效的杀死 MM 和 AML 细

胞。 
敲除细胞因子负调控因子技术：细胞因子诱导

的含 SH2 蛋白（cytokine-inducible SH2-containing 
protein，CIS）由 CISH 基因编码，是 NK 细胞中 IL-
15 信号传导的关键负调控因子[74]。Zhu 等[75]使用

iPSC-NK 细胞开发了人类 CISH 敲除（CISH−/−）

NK 细胞，CISH−/− iPSC-NK 可以在低细胞因子浓

度下表现出更好的扩增能力和针对多种肿瘤细胞的

细胞毒活性。 
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表 1  细胞因子动员 NK 细胞的相关临床试验 

Intervention Disease Phases Clinical trail 
number Results 

Fludarabine/Cyclophosphamide 
IL-12, IL-15 and IL-18-preactivated NK cells AML Phase 1 NCT01898793 MLFS=1/9(11%) 

CR/CRi=4/9(45%) 

Fludarabine/Cytarabine/Filgrastim 
Donor lymphocyte infusion 

IL-12, IL-15 and IL-18-preactivated NK cells 
AML Phase 1 NCT03068819 ORR=6/8(75%) 

CR=4/8(50%) 

Rescue chemotherapy 
IL-2+activated and expanded Natural Killer cells Pediatric leukemia 

Phase 
1/2 

Phase 2 

NCT01944982 
NCT02074657 ORR=13/18(72%) 

Busulfan/Fludarabine/Thymoglobulin 
IL-2+NK cells 

Allogeneic stem cell transplantation 
AML/MDS/CML Phase 1 

Phase 2 
NCT00402558 
NCT01390402 

After allogeneic stem cell 
transplantation: 

Median OS=233 days 
Median RFS=102 days 

Median GVHD-free/relapse-free 
survival=89 days 

Lymphodepleting chemotherapy 
Intravenous(IV) or subcutaneous(SC) recombinant 

human IL-15 
NK cells 

AML Phase 1 
Phase 2 

NCT01385423 
NCT02395822 

Overall CR/CRi=14/40(35%) 
IV IL-15 group: 

CR/CRi=8/25(32%) 
SC IL-15 group: 

CR/CRi=6/15(40%) 

Fludarabine/Cyclophosphamide 
IL-2+NK cells 

IL-2-diphtheria fusion protein (IL2DT) 
AML Phase 2 

Phase 2 
NCT00274846 
NCT01106950 

IL2DT not received group: 
CR=9/42(21%) 

IL2DT received group: 
CR=8/15(53%) 

Fludarabine/Cyclophosphamide 
IL-2+NK cells AML Phase 1 NCT00799799 

Active disease group: CR=1/5(20%) 
Molecular relapse group: 

CR=2/2(100%) 

Fludarabine/Cyclophosphamide 
IL-2+NK cells AML/MDS Phase 2 NCT00526292 CR=2/8(25%) 

IL-15-stimulated NK cells Childhood Solid 
Tumor 

Phase 
1/2 NCT01337544 PR=3/6(50%) 

SD=1/6(17%) 

AML, acute myeloid leukaemia; CLL, chronic lymphocytic leukaemia; CR, complete remission; CRi, complete remission with incomplete recovery; 
MDS, myelodysplastic syndrome; MLFS, morphologic leukemia-free state; ORR, objective response rate; OS, overall survival; PR, partial remission; 
RFS, relapse free survival; SD, stable disease 

 
2.3 免 疫检查点阻断（ immune checkpoint 

blockade, ICB）结合 NK 细胞的抗体治疗 
ICB 彻底改变了肿瘤的治疗方法。免疫检查点

包括抑制性和刺激性免疫检查点分子，被定义为对

免疫反应产生抑制或刺激作用的配体-受体对，它们

多数表达于免疫细胞上，对于维持自身免疫耐受和

调节免疫反应发挥重要作用[76]。NK 细胞的抑制性免

疫检查点包括 MHC-Ⅰ类相关的抑制性受体、细胞毒

T 淋巴细胞相关抗原 4（cytotoxic T lymphocyte 
antigen 4，CTLA-4）、程序性死亡受体 1（programmed 
cell death protein-1，PD-1）、T 细胞免疫球蛋白与

ITIM 结构域（T cell immunoglobulin and ITIM domain，
TIGIT）、CD96、淋巴细胞活化基因 3 蛋白

（lymphocyte activation gene 3 protein，LAG-3）和 T

细胞免疫球蛋白黏蛋白受体 3（T cell immunoglobulin 
mucin receptor 3, TIM-3）等[77]。免疫检查点抑制剂

通过阻断这些抑制性受体，释放 NK 细胞的抗肿瘤

能力。André 等[78]发现人源化的抗 NKG2A 单克隆

抗体 monalizumab 可以通过阻断 NK 细胞的抑制型

受体 NKG2A 来增强 NK 细胞的抗肿瘤活性。他们

在Ⅱ期临床试验中联合使用 monalizumab 和表皮生

长因子受体的单克隆抗体 cetuximab 治疗复发或转

移性头颈部鳞状细胞癌（SCCHN），客观缓解率为

31%。Lin 等[79]开展了一项涉及 109 位患者的随机临

床试验，对比单独使用抗 PD-1 单克隆抗体

pembrolizumab，pembrolizumab 联合 NK 细胞治疗

PD-L1+晚期非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）患者有更高的中位总体生存率。脊髓灰质
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炎病毒受体相关免疫球蛋白结构域（Poliovirus 
receptor-related immunoglobulin domain containing，
PVRIG）是新发现的一种抑制性受体[80]。Li 等[81]在

小鼠肿瘤模型中使用一种大鼠抗小鼠PVRIG单抗特

异性阻断 PVRIG与其配体 PVRL2之间的相互作用，

可以显著抑制 NK 细胞的衰竭并减缓肿瘤生长。另

外，小鼠抗人 PVRIG 单抗在人 NK 细胞和外周血单

核细胞（PBMC）重构的异种移植小鼠模型中均能减

缓肿瘤生长。 

尽管基于免疫检查点的抗肿瘤治疗在部分患者

中显示出优越的结果，但仍有很大比例的患者对这

类治疗反应不佳。肿瘤细胞获得性遗传改变、T 细胞

耗竭、肿瘤微环境中的髓系来源抑制细胞（myeloid-
derived suppressor cell，MDSC）和吲哚 2,3-双加氧酶

（indole 2,3-dioxygenase，IDO）等抑制因素均可能

导致患者 ICB 治疗耐药[82]，如何通过多靶点联合治

疗提高患者对 ICB 的反应仍然是一个挑战。 

表 2 抗体联合 NK 细胞的相关临床试验 

Intervention Disease Phases Clinical trail 
number Results 

Sintilimab  
NK cells NSCLC Phase 2 NCT03958097 ORR=9/20(45%) 

CR=1/20(5%) 

Cetuximab 
IL-2+NK cells 

Nasopharyngeal 
carcinoma 

Phase 
1/2 NCT02507154 SD=4/7(57%) 

Fludarabine/Cyclophosphamide/Methylprednisolone 
Rituximab 

IL-2+NK cells 
NHL/CLL Phase 2 NCT01181258 ORR=4/15(27%) 

CR=2/15(13%) 

Anti-GD2 antibody 
Chemotherapy 
GM-CSF/IL2 

NK cells 

Neuroblastoma Phase 1 NCT01576692 ORR=8/13(61.5%) 
CR=4/13(30.8%) 

Trastuzumab 
Bevacizumab 
IL-2+NK cells 

Breast cancer 
Gastric cancer Phase 1 NCT02030561 PR=1/31(3%) 

SD=16/31(52) 

Monalizumab(anti-NKG2A antibody) 
Cetuximab SCCHN Phase 2 NCT02643550 ORR=8/26(31%) 

Pembrolizumab 
NK cells NSCLC Phase 

1/2 NCT02843204 

Pembrolizumab plus NK cells 
group: ORR=20/55(36.4%) 

Pembrolizumab alone group: 
ORR=10/54(18.5%) 

CLL, chronic lymphocytic leukaemia; CR, complete remission; NHL, non-Hodgkin lymphoma; NSCLC, non–small cell lung cancer; ORR, objective 
response rate; PR, partial remission; SCCHN, squamous cell carcinoma of the head and neck; SD, stable disease 

 
2.4 BiKE/TriKE 
双特异性或三特异性杀伤细胞接合器（bi/tri-

specific killer cell engager，BiKE/TriKE）是一种工程

化抗体，它可以同时靶向肿瘤抗原和 NK 细胞的激

活型受体，在肿瘤特异性抗原和 NK 细胞之间建立

免疫突触[26, 28]。CD16a 是 BiKE 主要靶向的激活型

受体，因为它无需共刺激即可有效激活 NK 细胞[83]。

Kiyota 等[84]设计了一种靶向 CD16a 和 BCMA 的双

特异性接合器（RO7297089），证明 RO7297089 可

以有效地诱导 ADCC 和抗体依赖的细胞吞噬

（antibody-dependent cellular phagocytosis，ADCP）
对抗 MM 细胞，并且可以在食蟹猴中诱导药效学活

性。Kerbauy 等[85]开发了一种同时靶向白血病/淋巴

瘤细胞的 CD30 和 NK 细胞 CD16a 的四价双特异性

抗体（AFM13），并证明 AFM13 可以在体内外增强

IL12、IL15 和 IL18 诱导的记忆样 NK 细胞和预激活

扩增的 CB-NK 细胞对 CD30+淋巴瘤细胞的细胞毒

性和细胞因子释放能力。 
TriKE通过靶向更多肿瘤抗原或将 IL-15添加到

接合器构建体中来进一步增强疗效[83]。Chiu 等[86]创

建了一种新的抗 NKG2C/IL-15/抗 CD33 的接合器分

子（NKG2C-KE），并将其与工程化的 NKG2C+iPSC
衍生 NK（iNK）细胞结合，该研究证明 NKG2C-KE
可以触发 iNK细胞介导的对CD33+细胞和原代AML
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细胞的细胞毒效应。由于 AML 细胞上表达的高亲和

力FcγR CD64会抑制抗CD123抗体的ADCC活性，

Gauthier 等[87]设计可以同时靶向 NK 细胞上的激活

型受体 NKp46、CD16a 以及 AML 细胞上 CD123 的

NK 细胞接合器（CD123-NKCE），并证明无论 AML
细胞上的 CD64 表达如何，CD123-NKCE 都对 AML
细胞具有高效的抗肿瘤活性，可以在小鼠 CD123+肿

瘤模型中的有效控制肿瘤生长。同时，他们还证明

CD123-NKCE 在非人类灵长类动物中的安全性，通

过持续消耗 CD123+细胞来诱导药效学效应。

BiKE/TriKE 平台具有高度灵活性，已逐渐发展为肿

瘤免疫治疗中极具前途的工具。 
2.5 NKEV 
细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）是一种

生物纳米囊泡，负责将蛋白质、mRNA 和 miRNA 等

活性分子运送到受体细胞并影响细胞功能，参与细

胞间通讯[88]。EV 的特点是可以复制亲本细胞的特征，

同时由于低免疫原性，可以避免在靶向运输途中被

清除[26]。NKEV 表达 CD56、NKG2D 等表面标记和

穿孔素、颗粒酶等细胞毒性效应蛋白，对多种肿瘤细

胞具有细胞毒性[89]。NK 细胞衍生的外泌体是一组

30-200nm 的 EV，已作为一种潜在的治疗药物被广

泛研究以验证其抗肿瘤作用[90]。Kang 等[91]利用含有

抗自然杀伤细胞抗体的氧化石墨烯微流控（NK-GO）

芯片从活化 NK 细胞中分离 NK 外泌体，并证明分

离得到的外泌体对 NSCLC 患者循环肿瘤细胞

（circulating tumor cells，CTCs）的细胞毒作用。

Neviani等[92]发现NK细胞来源的外泌体携带肿瘤抑

制因子 microRNA（miR）-186，将 miR-186 异位递

送至神经母细胞瘤细胞和 NK 细胞后，可以在体外

和体内有效抑制MYCN扩增的神经母细胞瘤的存活

和迁移，并阻止 TGF-β1 依赖性对 NK 细胞毒性的抑

制。Zhang 等 [93]利用亲水性小干扰 RNA（small 
interfering RNA，siRNA）和疏水性光敏剂 Ce6 修饰

NK 细胞外泌体，开发了一种光激活沉默 NK 细胞衍

生的外泌体（light-activatable silencing NK-derived 
exosome，LASNEO）系统，并证明了 LASNEO 系统

在 HepG2 异种移植肝癌模型和 CT26 异种移植肿瘤

模型中的抗肿瘤作用。Tao 等[94]开发了一种新的仿

生纳米平台 ExoCAR/ T7@Micelle，由 CAR-NK 细胞衍

生的外泌体（ExoCAR）和纳米炸弹（Micelle）组成，

通过破坏铁死亡防御机制来增强抗肿瘤治疗。

ExoCAR/ T7@Micelle 可以成功穿过血脑屏障，选择性

靶向 HER2+乳腺癌脑转移（ breast cancer brain 
metastasis，BCBM）细胞，显著延长 HER2+BCBM 小

鼠的生存时间。 
尽管 NKEV 在临床肿瘤治疗方面显示出巨大潜

力，但其发展仍处早期阶段。NK 细胞亚群和状态对

NKEV 异质性的影响、NKEV 的生产效率以及有效

治疗剂量所需的 EV 颗粒数量等问题仍待探索。 
3 展望 
尽管基于 NK 细胞的肿瘤免疫治疗研究多数仍

处于临床试验阶段，但 NK 细胞自身无需抗原提呈

且可以多途径杀伤肿瘤细胞的生物学优势，以及

iPSC-NK 细胞为基因工程提供的便捷平台使其有望

发展成为替代 T 细胞治疗的现货产品。CAR-NK 细

胞疗法、细胞因子动员、免疫检查点阻断、

BiKE/TriKE 以及 NKEV 等治疗策略的迅速开发与

应用已经证明 NK 细胞在肿瘤免疫治疗中的巨大潜

力与价值。但目前 NK 细胞免疫治疗仍存在许多问

题，包括成熟 NK 细胞的转染效率低、体外冷冻复

苏问题以及体内存活时间有限，这是其特异的技术

瓶颈。另外脱靶效应、肿瘤逃逸、实体瘤渗透性差是

免疫治疗的普遍问题。如何通过新的治疗策略或联

合治疗方法解决 NK 细胞体内持久性、脱靶效应等

问题，并克服运输障碍、免疫抑制的肿瘤微环境等限

制因素，在未来仍需更多探索。 
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