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摘  要 

自然杀伤细胞(natural killer, NK)可以自主杀伤靶细胞，在固有免疫中可以起到抵抗病毒感染和肿瘤细

胞的作用。NK细胞的发育及其生物学活性受到多种细胞激素调节与控制，尤其是白细胞介素家族细胞因

子，并且通过调节不同的信号通路而在各个阶段发挥重要作用。然而，调节NK细胞发育或生物学活性的

各种细胞因子的具体作用仍不明确。本文将描述不同白细胞介素的单独和不同组合来扩增NK细胞的现有

方案，从而全面了解不同白细胞介素调控NK细胞的生物学活性作用，将有助于提高NK细胞在肿瘤免疫

治疗的疗效。 
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Abstract 
Natural killer cells are named for their ability to kill target cells autonomously and play an impor-
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tant role in innate immunity against infection and tumor cells, so they have attracted much atten-
tion in tumor immunotherapy. The development and biological activity of NK cells are regulated 
by a variety of cytokines, especially interleukin family cytokines, which play roles in different 
stages by regulating different signaling pathways. However, the specific role of each cytokine that 
regulates NK cell development or biological activity remains unclear. In this review, we attempt to 
describe existing protocols for expanding NK cells with different interleukins alone and in differ-
ent combinations, so that a comprehensive understanding of the role of different interleukins in 
regulating NK cell biological activity will contribute to improving the efficacy of immunotherapy 
for NK cell tumors. 
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1. 引言 

自然杀伤细胞(natural killer, NK)存在于骨髓 CD34+淋巴细胞中[1]，一般出现在机体血液和内部淋巴

结等器官中，是机体抑制恶性肿瘤和防止病菌侵染的天然屏障。NK 细胞不需要进行预先致敏，就能够杀

伤一些血液系统癌细胞。当白血病靶细胞上的主要组织相容性复合体 I (major histocompatibility complex, 
MHC-I)的表达下降，或者活化性配体的表达提升时，NK 细胞活化后杀伤性被激活，从而起到抗白血病

的效应。但 NK 细胞在人体内数量很少，仅占外周血单个核细胞的 5%~10%，并不能满足临床应用的需

求，所以必须对 NK 细胞进行扩增，当存在足够多的数量后，才能在一定程度上满足临床应用的需求。

目前，NK 细胞的扩增与纯化已成为临床研究与应用急需解决的问题[2]。截止目前，扩增 NK 细胞最常

用的方法是细胞因子刺激法，例如：白介素-2、白介素-12、白介素-15、白介素-18 和白介素-21 单独或联

合作用。然而，不同细胞因子选择、组合是影响 NK 细胞生长、增殖、生存等功能的重要因素。因此，

针对不同疾病，探究最优组合是近年来医学界对 NK 细胞体外扩增与纯化的研究热点。本文将综述不同

白细胞介素类细胞因子体外调控 NK 细胞生物学活性的研究进展。 

2. 不同细胞因子对 NK 细胞活化扩增 

2.1. 白细胞介素-12 (Interleukin 12, IL-12) 

树突状细胞(Dendritic Cell, DC)、巨噬细胞(Macrophage)和 B 细胞(B Cell)均可以产生 IL-12，其受体

由两个亚基(α和 β)组成，通过 JAK-STAT 信号通路介导信号传导[3]。JAK-STAT 这种信号表达通路在不

同物种间高度保守，哺乳动物表达 JAK 家族中的 JAK1、JAK2、JAK3 和 TYK2 四个成员，并且同时表

达 STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5A、STAT5B 和 STAT6 七个 STAT 蛋白。JAK-STAT 信号

通路由酪氨酸激酶 Janus 激酶(Janus kinases, JAKs)和转录激活因子(signal transducers and activators of 
transcription, STAT)组成，其中酪氨酸激酶 Janus 激酶是一种非受体型酪氨酸激酶。IL-12 与受体结合形成

的受体二聚体与 JAKs 靠近后活化，活化后的 JAKs 作用于细胞因子受体，使其受体本身的酪氨酸残基磷

酸化，STAT 本身有特殊的 SH2 结构域，活化的受体复合物与 SH2 结构域发生磷酸化，形成同/异二聚体

并进入细胞核，与靶基因融合后，启动基因的转录和表达[4]。有证据表明，在稳定状态下，STAT4 和 IL-12
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受体缺陷小鼠的周围有相对稳定的 NK 细胞群。由于其在 IL-12 下游的作用相当受限，缺乏 STAT4 的小

鼠表现为 IL-12 诱导的 NK 细胞增殖、IFN-γ 的产生和细胞毒性降低[5]，而髓样分化因子(myeloid diffe-
rentiation factor 88, MyD88)可通过转录水平调节 IL-12，进而提高 NK 细胞 IFN-γ的表达水平[6]。 

2.2. 白细胞介素-2 (Interleukin 2, IL-2) 

已有研究表明，在 NK 细胞增殖中，IL-2 发挥着重要的作用[7]。IL-2 和淋巴细胞功能相关分子-1 通

过促进效靶细胞间的结合，来诱导 NK 细胞脱颗粒。IL-2 间接活化 NK 细胞是通过增加 IL-12 受体和 IL-12
信号通路相关因子 STAT4 来增强 NK 细胞对 IL-12 的信号转导[8]。此外，IL-2 还可通过 JAK1、JAK3、
STAT1、STAT3 和 STAT5 信号通路诱导 NK 细胞和 T 细胞增殖，从而增强 NK 细胞的杀伤活性。然而，

与 T 细胞不同的是，IL-2 可激活 NK 细胞的 JAK2 和 STAT4 信号因子[9]。现已证实[10]，NK 细胞由 IL-2
诱导纯化时，在第 7 天其扩增细胞数量可达到峰值，且杀伤性最强，即少量纯化的 NK 细胞就能够达到

较好的治疗效果。骨髓 CD34+细胞虽然不能削弱 K562 细胞的增殖能力，但在进行了 IL-2 诱导培养之后，

CD34+细胞产生了定向分化为 CD56+细胞的能力，进而起到了削弱 K562 细胞的增殖效果。 

2.3. 白细胞介素-15 (Interleukin 15, IL-15) 

NK 细胞的生长以及发挥其生物学功能与 IL-15 息息相关，IL-15 能够促进 CD34+造血干细胞定向分

化为 NK 细胞，同时增强 NK 细胞的杀伤活性。此外，IL-15 还可与 IL-2 受体的 α 链结合，同样可以促

进造血干细胞定向分化为 NK 细胞[11]。mTOR 通路参与了 IL-15 信号转导，mTOR 的激活是提高 NK 细

胞代谢的关键。免疫系统影响 IL-12 的产生，而 IL-15 是在体内平衡条件下产生的[12]。IL-15 还可以增

强 IFN-γ的产生，这一过程是通过上调 NK 细胞表面 CD16 和 NKG2DNK 的表达来实现，同时还可以诱

导骨髓 CD34+细胞分化为 NK 细胞[13]。在临床前毒理学研究中，IL-15 可诱导 NK 细胞的长期扩增和活

化[14]，发挥抗肿瘤的作用。最近研究证明，IL-15 扩增纯化的 NK 细胞表现出 NCRs 和 CD69 的上调以

及对白血病和急性淋巴细胞白血病细胞的杀伤作用[15]。STAT5 是 NK 细胞存活、生长、成熟的主要调

节因子，STAT5 可由多种细胞因子激活例如：IL-2、IL-7 和 IL-15，但有研究显示，与 IL-2、IL-7 相比，

IL-15 在 NK 细胞的发育成熟中起到更为重要的作用[16]。当小鼠缺乏 IL-15 或其受体亚基的基因敲除后，

NK 细胞产生量大大减少，此结果提示 IL-15 在 NK 细胞发育中发挥着不可或缺的作用[17]。同时 STAT5
是 IL-15 下游的关键转录因子，受损的 STAT5 信号将会严重影响 NK 细胞的活性和功能。 

2.4. 白细胞介素-18 (Interleukin 18, IL-18) 

IL-18 属 IL-1 细胞因子家族，IL-18 可由不同类型的细胞产生，包括 NK 细胞、T 细胞、巨噬细胞[18]
和树突状细胞[19]等。在炎症微环境中 NK 细胞营养转运蛋白表达增加，从而导致营养摄取的升高。已有

文献报道[20]，IL-18 可以在不依赖 mTORC1 途径下，提高营养转运蛋白 CD98/LAT1 的表达，从而影响

NK 细胞增殖。当用亮氨酸处理 IL-18 后刺激 NK 细胞，可以激活代谢感受器 mTORC1，这表明氨基酸转

运蛋白的高表达诱导了氨基酸驱动的 mTORC1 活化。当 IL-18 与 IL-2 联合应用时，IL-18 的浓度不变，

IL-2 浓度降低，结果使得 FAS 配体表达上调后 NK 细胞凋亡。而当 IL-2 浓度升高，NK 细胞数量无明显

变化，这提示了 IL-18 调控 NK 细胞与 IL-2 浓度相关[21]。 

2.5. 白细胞介素-21 (Interleukin 21, IL-21) 

IL-21 属于 IL-2 家族的一员，IL-21 受体 α链与 IL-21 的共同 γ链组成异源二聚体发出信号，IL-21 主

要由 CD4+T 细胞[22]产生。研究发现，IL-21 在很大程度上影响了 NK 细胞的成熟[23]，重组 IL-21 可以

增强NK 细胞的细胞毒性，此过程是通过增强穿孔素和 IFN-γ的表达来实现，进而促进细胞因子的产生[24]。
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低剂量 IL-21 作用于 NK 细胞，结果可促进其生长，而高剂量的 IL-21 在作用于 NK 细胞时，则产生相

反效果[25]。另外，IL-21 还具有增强 NK 细胞的细胞毒性和增强 ADCC 应答的作用[26]。IL-21 可以抑

制 IL-15 对 NK 细胞的增殖作用，却促进了由 IL-15 驱动的 NK 细胞的终末分化，即细胞毒性和 IFN-γ
的分泌[27]。 

3. 不同白细胞介素联合对 NK 细胞活化扩增的影响 

不同细胞因子对 NK 细胞作用各有侧重，不同的细胞因子联合作用将对 NK 细胞成熟、增殖、存活

产生不同的影响。目前已报导参与联合作用的细胞因子有 lL-2，IL-10，IL-12，IL-15，IL-18，IL-21 等，

它们通过多种组合方式，促进 NK 细胞的增殖、存活、成熟。NK 细胞在体外的扩增培养难点是因为 NK
细胞仅占外周血单个核细胞的 5%~10%，数量少，并且只由单一的细胞因子诱导 NK 细胞，无法实现高

效扩增，所以探寻细胞因子的最优联合作用是高质量体外扩增 NK 细胞的关键。 
 

 
Figure 1. Effects of different interleukins combined on the biological activity of NK cells 
图 1. 不同白细胞介素联合对 NK 细胞生物学活性的影响 

3.1. IL-2 与 IL-15 的联合应用 

IL-2 和 IL-15 联合应用是体外扩增 NK 细胞的经典方法。IL-15 受体由 α，β 和 γ 三个亚基构成，与

IL-2 具有相同的 β、γ 链，由此二者被认为在细胞因子生物学方面非常相似。同时，IL-2 和 IL-15 是 γc
细胞因子家族中与其受体相互作用相关的功能性成员，它们都可以通过 γc 和 IL-2Rβ 链组成的复合物激

活多条下有信号通路，包括：Jak1/3 和 STAT3/5、PI3K 途径、MAPK 途径，以及最终激活 NF-κB [28]。
它们通过这些信号通路对 NK 细胞的发育和内环境稳定、诱导增殖、细胞毒性效应产生促进作用[29] (图
1(A))。IL-15 可促进 NK 细胞的增殖，而 IL-2 与 NKG2D 的表达有关[30]。王晓梦等[31]以十例晚期实体

肿瘤患者的外周血单个核细胞为来源，建立了 4 种 NK 细胞体外培养实验方案：方案 1 是 IL-2 + IL-15；
方案 2 是 IL-2 + IL-15 + IL-18；方案 3 是 IL-2 + IL-15 + IL-7；方案 4 是新型 NK 培养基(IL-2 + OKT3)进
行对照。比较细胞杀伤活性时，发现前 3 种培养方案显著强于第 4 种。综合比较细胞的免疫原性、扩增

能力以及杀伤活性等方面，最终得出方案 1 为最简单的细胞因子组合优于其余方案，此结果证明 IL-2、
IL-15 在 NK 细胞体外扩增方面有一定优势。 

然而，体外培养 NK 细胞时，无论是 IL-15 和 IL-2 单独应用还是联合使用，仍不能达到肿瘤免疫治

疗所需的细胞数。据张彩[32]等人的研究证实，在饲养细胞及重组人白介素-2、植物血凝素等培养条件下，

可获得了较多的 NK 克隆数，提示 NK 细胞体外扩增受到多种因子调控。 
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3.2. IL-12、IL-15 与 IL-18 组合 

IL-12、IL-15 和 IL-18 三种细胞因子联合应用于小鼠 NK 细胞，可在短期(16 小时)内将其激活，并在

数周后刺激 NK 细胞使其产生持久且增强的 IFN-γ，这些 NK 细胞扩增可将其增强的功能传递给子细胞，

被称为细胞因子诱导的记忆样 NK 细胞[32]。此细胞的特点是在静息一段时间后(25 小时~27 小时)，多种

免疫效应作用增强，例如，在体外，人类记忆样 NK 细胞表现出更高的 IFN-γ和 TNF-α生成，颗粒酶 B
和穿孔素表达增加，以及对肿瘤靶点的更高细胞毒性(图 1(B))。另有报道，IL-12、IL-15 和 IL-18 不同组

合预刺激 NK 细胞 16 至 18 小时后，再单独应用 IL-2 作用 4 天，结果发现：三种细胞因子的协同效应赋

予它们最佳的多功能效应特性，即同时产生脱颗粒、多种细胞因子和趋化因子的释放，如 IFN-γ、TNF-α
等；此外，还发现三种细胞因子刺激后 CD107a−、IFNγ−、TNFα−、CCL3−四种因子阴性的 NK 细胞百分

比降低，扩增后其 CXCR4、CD62L 显著下调、CD25 表达增高[33]。 

3.3. IL-2、IL-15 和 IL-21 组合 

研究发现，IL-21 可诱导与 IL-2 或 IL-15 共同培养的 NK 细胞的凋亡，但 IL-21 与 IL-2、IL-15 联合

短时间刺激 NK 细胞能逆转 NK 细胞的凋亡，并使 NK 细胞增殖增加[34]。在不使用饲养细胞的前提下，

去除CD3的外周血单个核细胞用 IL-21和 IL-15处理培养13~20天，产生的活化NK细胞纯度可大于90%。

对 41 名白血病患者进行造血干细胞移植 2~3 周后，这些白血病患者，较对照组的临床症状显著改善[35]。
已有报道，在一些小鼠模型中，T 细胞和 NK 细胞在 IL-21 的诱导下产生较强的杀伤肿瘤细胞作用，但常

常伴随着并发症；通常情况下，IL-21 副作用的严重程度随给药剂量、给药途径和给药时间的不同而不同

[36]。然而，IL-21 联合低剂量 IL-2 时可诱导 NK 细胞产生强烈抗肿瘤作用，副作用较小(图 1(C))。 

4. 体外调控 NK 细胞生物学活性的其它影响因素 

4.1. 培养基的选择 

研究者在探讨不同细胞因子组合对 NK 细胞体外扩增效果的同时，也对培养基的选择进行了对比。

各种新型培养基已经被应用于临床研究，并取得了令人满意的疗效。据哈尔滨医科大学肿瘤研究所[37]
研究数据表明，无血清培养基用于 A-NK 细胞的临床生物治疗，即不减少 A-NK 细胞的数量和活性，又

能提高其临床应用的安全性，有利于 A-NK 细胞的进一步开展临床应用研究。 

4.2. NK 细胞的来源 

NK 细胞的来源也是一个影响体外扩增的重要因素。目前它的来源主要有三个途径：不同来源的单个

核细胞、纯化的 NK 细胞以及 HPC 诱导分化的 NK 细胞[38]。Martha 等[39]以造血干细胞为来源，比较

冷冻或新鲜分离的脐带血造血干细胞和冷冻的外周血造血干细胞在体外生成 NK 细胞的能力，结果显示

使用冷冻脐带血造血干细胞在用于生产的 NK 细胞中比新鲜分离的脐带血造血干细胞、外周血造血干细

胞能产生更高的细胞数目，且不损害其功能，更适用于 NK 细胞免疫治疗。并且在 Anna Domagala [40]
的文章中指出，从脐带血 CD34+细胞中分离出大量具有功能的 NK 细胞，在 IL-2 和 IL-15 的刺激下，脐

带血 CD34+细胞分离出的 NK 细胞与外周血和脐带血分离出的 NK 细胞有同样的增殖反应，但是脐带血

CD34+细胞分离出的 NK 细胞端粒长度较其余两种 NK 细胞更长，表明在 NK 细胞的增殖过程中，脐带血

CD34+细胞分离出的 NK 细胞寿命更长。以上方法均可以为 NK 细胞的扩增提供有力依据。 

4.3. 抗凝剂的选择 

活化的 NK 细胞能扩散浸润至肿瘤组织中发挥作用，而且 NK 细胞的活化不受肿瘤表面 MHC I 类分
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子的限制即能产生较强的抗肿瘤作用[41]。陈玲等[42]探讨 NK 细胞培养前不同抗凝剂的使用对其增殖的

影响，结果发现肝素钠抗凝外周血培养的 NK 细胞不仅增殖率高，同时其杀伤功能的表达也未受到明显

影响。这为 NK 细胞体外培养增殖条件的优化，提供了新的思路，使得 NK 细胞发挥更好的抗肿瘤效果。 

5. 展望 

NK 细胞是机体抵抗肿瘤感染的第一道天然屏障。在免疫反应的前期，NK 细胞通过分泌细胞因子和

趋化因子调节机体的免疫应答。然而，NK 细胞体外扩增的数量、纯化程度以及杀伤力，尚不能满足临床

治疗的要求，目前体外扩增 NK 细胞的方法在细胞数量、功能和处理方式上都有各自优缺点，有待深入

研究优化。如果未来研发出体外扩增稳定、高纯度、高杀伤力的 NK 细胞，将极大提高其在治疗癌症其

它疾病方面的应用价值。 
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