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Abstract:Objective　Tostud ytheex pandin gwa yofhumanc ytotoxicCD3 - CD56 + NKcellsfrom peripheral

bloodmononuclearcellsPBMC. Methods　PBMCswereculturedinstemcell growthmediumSCGMorRP 2
MI1640su pplementedwithmonoclonalanti 2CD3antibodies,IL 22andPHAatvar yingconcentrations.The

cytotoxicityoftheex pandedcellswasdetectedb yMTTmethod. Results　Afterbein gactivatedb ymonoclon 2
alanti 2CD3antibodiesandIL 22,PBMCsculturedinSCGM gettheobviousex pansion, performedthehi ghest

proliferationwhilePHAwas present ( P < 0.05 ) ,ex panded 51.3 ±7.2 foldandcontained (52.4 ±7.9 ) %

CD3 - CD56 + NKcells, (14.2 ±4.0 ) %CD3 + CD56 + Tcells.Theex pandedcells populationl ysed 83.7% of

K562and 55.8% ofRa jitar getsina10 ∶1effectortotar getratio,res pectively. ConclusionCytotoxiccellsin 2
cludingma jorNKcellscouldbeex pandedfromPBMCusin gSCGMwiththes ynergisticinducin gb ymono 2
clonalanti 2CD3antibodies,IL 22andPHA.Thiswork providedasim pleandefficientwa yofex pandingand

enrichinghumanNKcellsfortheado ptiveimmunothera phyoftumorwithNKcells.
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摘 　要 :目的 　探索从人 PBMC中高效扩增细胞毒性 CD3 - CD56 + NK 细胞的方法。方法 　使用干细胞

生长培养基 (SCGM)和 RPMI1640 培养基 ,在抗 CD3 单抗、IL22 和植物血凝素 ( PHA)的作用下从 5 例健

康成人 PBMC中诱导扩增 CD3 - CD56 + NK 细胞 ,并用 MTT 法检测其细胞毒活性。结果 　只有在使用

SCGM为基础培养基时 ,PBMC 经抗 CD3 单抗、IL22 作用获得大量增殖 ,在 PHA 存在时获得最大增殖

( P < 0.05 ) ,在 14 天时扩增51.3 ±7.2 倍 ,含有 (52.4 ±7.9 ) %CD3 - CD56 + NK 细胞和 (14.2 ±4.0 ) %

CD3 + CD56 + T 细胞 ;在效/ 靶比 10∶1 时 ,对 K5622 和 Raji 的杀伤率分别达83.7% 和55.8% 。结论 　可

使用 SCGM, 在抗 CD3 单抗、IL22 和 PHA 协同作用下大量扩增细胞毒性 CD3 - CD56 + NK 细胞 ,为应用

NK 细胞进行肿瘤过继免疫治疗提供了一种简单有效的扩增 NK 细胞的方法。
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0 　引言

成功发展肿瘤过继免疫治疗的关键是如何获得

足够数量的高效细胞毒效应细胞。NK 细胞具高效

细胞毒活性 ,不仅可用于肿瘤过继免疫治疗 ,而且还

可作为干细胞/ 骨髓移植的辅助疗法 ,用于消除微残

留减少复发或用于自体移植物的体外净化。但 NK

细胞体外扩增效率低 ,成为限制其临床应用的重要

因素之一。如何建立一种简单有效、易于推广的

NK 体外扩增殖方法是其应用于临床需要解决的首

要问题[1] 。最近 ,Carlens 等人[2] 建立了一种简单高

效的扩增 NK 细胞的方法 ,并将用这种方法获得的

以 CD3 - CD56 + NK 细胞为主的细胞群体称为细胞

因子诱导的自然杀伤细胞 (cytokine2inducednatural

killer,CINK ) ,检测结果显示 CINK 细胞是一种新

型高效的免疫活性细胞。本研究试从方法学角度对

Carlens 等人建立的方法进行改进 ,以期进一步提高

CINK 细胞的体外扩增效率。

1 　材料与方法

1.1 　主要试剂与材料

IL22 购于上海华新公司 ,鼠抗人 CD3 单抗购于

加拿大 YES 公司 ,干细胞生长培养基 ( stemcell

growthmedium,SCGM ) 由德国 CellGro 公司提供 ,

CD3、CD56 单抗均由法国 Immunotech 公司提供 ,
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K562 和 Raji 细胞购于中国科学院上海细胞所。

1.2 　实验方法

1.2.1 　外周血的采集与单个核细胞的分离 　健康

志愿者 5 例 , 采集肘静脉外周血 10ml, 肝素抗凝 ,

用 PBS 等体积稀释后 , 用淋巴细胞分离液 (比重

1.077 )以密度梯度离心法分离得 PBMC,PBS 洗涤

2 次。

1.2.2 　细胞培养 　分为 3 大组 : (1) SCGM 实验组 :

①PHA2CINK 组 :用 SCGM (含 5% 人 AB 血清 ,含

0、100 、500 、1000U/mlIL 22) ,调整 PBMC 密度为 5

×105/ml, 接种于 24 孔板中 ,1ml/ 孔 ,分别加入鼠抗

人 CD3 单抗 0、10、500n g/ml 和 PHA50μg/ml, 放置

37 ℃,5%CO 2 培养箱中培养。3 天后离心洗去培养

基中的 CD3 单抗和 PHA, 加入 SCGM (含 5% 人 AB

血清和相应浓度 IL22) 继续培养 ,每 3 天半量换液。

②CINK 组 :不加 PHA, 其它条件同 PHA2CINK 组。

(2) RPMI1640 组 :以 1640 培养基代替 SCGM 进行

与 (1)组相同试验。(3)对照组 :以 Carlens 等[2] 建立

的方法为对照组扩增 NK 细胞 ,简述如下 :用 SCGM

(含 5% 人 AB 血清 ,500U/mlIL 22) 调整 PBMC 密

度为 5 ×105/ml, 加入抗 CD3 单抗 10ng/ml, 接种于

24 孔板中培养 5 天 ,离心洗去 CD3 单抗后 ,加入新

鲜培养基继续培养。

1.2.3 　免疫表型分析 　取培养第 0、14 天细胞用流

式细胞仪检测 CD3、CD56 的表达情况。

1.2.4 　肿瘤细胞的培养 　NK 敏感细胞株 K562 和

NK 抵抗细胞株 Raji, 均培养于 RPMI1640 (含 10%

FCS)中 ,置 37 ℃,5%CO 2 条件下培养。

1.2.5 　杀伤活性测定 　以对数生长期 K562 和 Ra2
ji 细胞为靶细胞 ,调细胞密度为 1 ×105/ml, 培养 14

天的细胞为效应细胞 ,效/ 靶比为 10∶1, 同时设靶细

胞孔、效应细胞孔和 RPMI1640 空白对照孔 ,均设 3

个复孔。37 ℃,5%CO 2 培养 12h, 每孔加入 20μl

MTT (5mg/ml ) ,继续孵育 4h, 每孔加 DMSO100μl,

充分吹打、混匀 ,用酶标仪检测 570nm 波长 OD 值 ,

按下式计算杀伤率 :

杀伤率 ( %) = 1-
实验孔OD值 - 效应细胞孔OD值

靶细胞孔OD值 ×100%

1.3 　统计学分析

所有数据均以 �x ±s 表示 ,组间比较采用两样本

均数 t 检验。所有统计学分析均用SPSS10.0进行。

2 　结果

2.1 　细胞扩增情况

在不加或加入 10ng/ml 抗 CD3 单抗条件下 ,实

验各组细胞增殖倍数均小于 5; 在 500ng/ml 抗 CD3

单抗条件下 ,细胞获得明显增殖。CINK 实验组在

不同 IL22 浓度 (100 、500 、1000U/ml ) 下 ,细胞扩增

倍数无显著差异 ( P > 0.05 ) ,但在无 IL22 存在时 ,

则未见明显增殖。培养至 14 天时对照组与 SCGM

实验组细胞均明显增殖 ,对照组细胞扩增了47.0 ±

8.5 倍 ;CINK 组与 PHA2CINK 组的扩增倍数分别

是49.4 ±8.1 和51.3 ±7.2 ,均显著高于对照组 ( P <

0.01 ) ;PHA 2CINK 组细胞扩增倍数也显著高于

CINK 组 ( P < 0.05 ) 。RPMI1640 组在各种实验条

件下细胞扩增倍数均小于 5。

2.2 　免疫表型分析

培养前 PBMC 及在 500ng/ml 抗 CD3 单抗、和

100U/mlIL 22 条件下培养 14 天 SCGM 实验组流式

检测结果见表 1。可见经 14 天培养 SCGM 实验组

和对照组细胞中 CD3 - CD56 + NK 细胞和 CD3 +

CD56 + T 细胞 (NKT 细胞) 比例均显著增加 ,但在

不同组间均无显著差异 ( P > 0.05 ) 。

2.3 　杀伤活性测定

　　表 1 PHA2CINK 细胞免疫表型变化 ( �x ±s) %

培养时间
(d)

n
CD3 - CD56 +

对照组 CINK 组 PHA2CINK 组

CD3 + CD56 +

对照组 CINK 组 PHA2CINK 组

0 3 12.7 ±3.9 12.7 ±3.9 12.7 ±3.9 1.8 ±1.3 1.8 ±1.3 1.8 ±1.3

14 3 51.2 ±6.4 52.4 ±7.9 49.8 ±7.2 12.8 ±2.7 14.2 ±4.0 14.7 ±3.9

　　培养 14 天细胞对 K562 和 Raji 细胞的杀伤率

(效/ 靶比 10∶1) 。这 3 组细胞对 K562 和 Raji 的杀

伤活性均无显著差异 ( P > 0.05 ) ,见表 2。

　　表 2 　　　CINK 细胞对肿瘤细胞杀伤活性 ( %)

对照组 CINK 组 PHA2CINK 组

K562 79.5 ±5.6 82.4 ±6.3 83.7 ±4.4

Raji 54.5 ±3.8 53.2 ±3.6 55.8 ±5.4

3 　讨论

NK 细胞是机体天然免疫的主要承担者 , 也是

获得性细胞免疫的核心调节细胞。NK 细胞功能低

下的肿瘤患者往往易发生转移和预后不佳。

　　目前应用 IL22 为主要刺激因子扩增了淋巴因

子激活杀伤细胞 ( LAK ) 、CD3 活化杀伤细胞

(CD3AK) 、肿瘤浸润淋巴细胞 ( TIL) 、细胞因子诱导
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的杀伤细胞 (CIK)等多种细胞毒效应细胞用于过继

免疫治疗 ,临床试验结果显示具有较好的应用前景 ,

这些效应细胞是以 NK 为主或富含 NK 样细胞[1] ,

但通常这些细胞中 NK 细胞的含量都不高。由于

NK 细胞在人外周血中的数量远少于 T、B 淋巴细

胞 ,而且其体外扩增效率不高导致难以获得临床级

别的细胞数量 ,因此建立一种简单高效的 NK 体外

扩增方法具有重要的意义。Escudier 等人[3] 用体外

扩增的 NK 细胞进行了肾细胞癌的过继免疫治疗 ,

并取得了积极的效果 ,但他们采用的 NK 细胞扩增

方案费时长 ,难以推广 ,Pierson 等人[4] 的方法也存

在类似问题。Luhm 等人[5] 建立了一种足以满足临

床需要的 NK 细胞扩增方案 ,培养 2 周能使 NK 细

胞扩增 80 倍以上 ,但该方法仍需要饲养细胞的存在

和需进行免疫磁珠分选等步骤。相比之下 ,Carlens

等人[2] 的方案较为简单 ,我们在他们的工作基础上

加以改进 ,通过增加抗 CD3 单抗的用量和缩短刺激

时间 ,运用抗 CD3 单抗、IL22、PHA 协同刺激 ,明显

提高了 CINK 细胞的扩增效率 ,且对 CINK 细胞的

组成和高细胞毒活性均无显著影响。虽然有研

究[6] 提示高剂量 IL22 (大于 500U/ml ) 有利于 NK

细胞的增殖 ,但我们的研究结果显示 IL22 浓度变化

(100～1000U/ml ) 对细胞增殖无明显影响 ,提示获

得的 CINK 细胞具有对 IL22 依赖性低的特点。

由上述可见 ,我们所获得的 CINK 细胞具有细

胞毒活性强 ,增殖倍数较高 ,培养扩增条件简单等优

点 ,为 CINK 细胞将来用于肿瘤生物治疗奠定了良

好的基础。
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