
Advances in Clinical Medicine 临床医学进展, 2026, 16(6), 2344-2355 
Published Online June 2026 in Hans. https://www.hanspub.org/journal/acm 
https://doi.org/10.12677/acm.2026.1662457  

文章引用: 冀亚东, 李亚桐, 高艳伟. EpCAM-CAR-NK 细胞对 EpCAM 表达相关性靶向杀伤及体内抗肿瘤效应[J]. 临床

医学进展, 2026, 16(6): 2344-2355. DOI: 10.12677/acm.2026.1662457 

 
 

EpCAM-CAR-NK细胞对EpCAM表达相关性

靶向杀伤及体内抗肿瘤效应 
冀亚东1,2，李亚桐3，高艳伟2* 
1内蒙古科技大学包头医学院，内蒙古 包头 
2内蒙古自治区人民医院，内蒙古 呼和浩特 
3陆军第八十一集团军医院，河北 张家口 
 
收稿日期：2026年5月27日；录用日期：2026年6月21日；发布日期：2026年6月29日 

 
 

 
摘  要 

目的：探究靶向上皮细胞黏附分子(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)的嵌合抗原受体修饰自

然杀伤细胞(EpCAM-CAR-NK)对结直肠癌细胞体内外杀伤效应及其与EpCAM表达水平的关系。方法：采

用流式细胞术检测HT-29、HT-115及HT-29-OE-EpCAM-2细胞的EpCAM表达水平，细胞计数法预测细胞

增殖能力，CCK-8法评价不同效靶比下EpCAM-CAR-NK细胞和NK-92细胞的体外杀伤作用。分别建立HT-
29及HT-29-OE-EpCAM-2细胞裸鼠皮下移植瘤模型，随机分为移植瘤对照组(PBS组)、NK-92组和Ep-
CAM-CAR-NK组，每组5只。NK-92组及EpCAM-CAR-NK组经尾静脉输注相应细胞4.5 × 106个/只，隔日

1次，共3次；PBS组给予等体积无菌PBS。间隔2 d测量1次移植瘤体积，实验终点称取瘤质量；采用DiR
荧光标记及活体成像观察效应细胞体内分布，HE染色观察主要脏器组织形态变化。结果：HT-29-OE-
EpCAM-2、HT-29及HT-115细胞EpCAM阳性表达情况明显，组间差异均有统计学意义(P < 0.001)。HT-
29-OE-EpCAM-2细胞增殖能力显著高于HT-29和HT-115细胞(P < 0.001)。随效靶比升高，EpCAM-CAR-
NK细胞对3种结直肠癌细胞的杀伤率总体升高，且其杀伤作用强于NK-92细胞；其中对HT-29-OE-Ep-
CAM-2细胞杀伤作用最强，对HT-29细胞次之，对HT-115细胞相对较弱。体内实验显示，EpCAM-CAR-
NK组显著抑制HT-29及HT-29-OE-EpCAM-2移植瘤生长；HT-29模型中，EpCAM-CAR-NK组终点肿瘤体

积低于PBS组和NK-92组(P < 0.01, P < 0.05)；HT-29-OE-EpCAM-2模型中，EpCAM-CAR-NK组终点肿瘤

体积低于PBS组及NK-92组(P < 0.001)。两种模型中，EpCAM-CAR-NK组终点瘤质量均明显降低，且在

EpCAM高表达模型中的抑瘤效应更为突出。荧光成像显示，EpCAM-CAR-NK细胞在肿瘤部位出现明显信

号富集且主要脏器HE染色后未见明显治疗相关组织损伤。结论：EpCAM-CAR-NK细胞可通过靶向识别

EpCAM增强对结直肠癌细胞的杀伤作用，并显著抑制裸鼠移植瘤生长，其抗肿瘤效应与靶细胞EpCAM表

达水平相关。EpCAM-CAR-NK细胞具有一定的肿瘤归巢能力和良好的初步安全性，为EpCAM阳性结直肠

癌的靶向细胞免疫治疗提供实验依据。 
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Abstract 
Objective: To investigate the in vitro cytotoxic activity and in vivo antitumor efficacy of epithelial cell 
adhesion molecule (EpCAM) targeted chimeric antigen receptor-engineered natural killer cells (Ep-
CAM-CAR-NK cells) against colorectal cancer cells, and to examine their association with EpCAM ex-
pression levels. Methods: EpCAM expression in HT-29, HT-115, and HT-29-OE-EpCAM-2 cells was de-
termined by flow cytometry. Cell proliferative capacity was assessed by cell counting, and the in vitro 
cytotoxicity of EpCAM-CAR-NK cells and NK-92 cells at different effector-to-target ratios was evalu-
ated using the Cell Counting Kit-8 assay. Subcutaneous xenograft models were established in nude 
mice using HT-29 and HT-29-OE-EpCAM-2 cells, respectively. Mice were randomly assigned to the 
xenograft control group (PBS group), NK-92 group, and EpCAM-CAR-NK group, with 5 mice per group. 
Mice in the NK-92 and EpCAM-CAR-NK groups received tail-vein infusions of the corresponding cells 
at a dose of 4.5 × 106 cells per mouse every other day for a total of 3 administrations, whereas mice 
in the PBS group received an equal volume of sterile PBS. Tumor volume was measured every 2 days, 
and tumor weight was determined at the experimental endpoint. DiR fluorescence labeling combined 
with in vivo imaging was used to assess the biodistribution of effector cells, and hematoxylin and 
eosin staining was performed to examine histopathological changes in major organs. Results: Ep-
CAM expression differed significantly among HT-29-OE-EpCAM-2, HT-29, and HT-115 cells, with a 
statistically significant difference among the groups (P < 0.001). HT-29-OE-EpCAM-2 cells exhibited 
significantly greater proliferative capacity than HT-29 and HT-115 cells (P < 0.001). With increasing 
effector-to-target ratios, the cytotoxicity of EpCAM-CAR-NK cells against three types of colorectal 
cancer cell lines increased overall and was greater than that of NK-92 cells. The strongest cytotoxic 
effect was observed against HT-29-OE-EpCAM-2 cells, followed by HT-29 cells, whereas the effect 
against HT-115 cells was relatively weak. In vivo, EpCAM-CAR-NK treatment significantly inhibited 
tumor growth in both HT-29 and HT-29-OE-EpCAM-2 xenograft models. In the HT-29 model, end-
point tumor volume was significantly lower in the EpCAM-CAR-NK group than in the PBS group and 
the NK-92 group (P < 0.01, P < 0.05). In the HT-29-OE-EpCAM-2 model, endpoint tumor volume was 
significantly lower in the EpCAM-CAR-NK group than in the PBS and NK-92 groups (P < 0.001). End-
point tumor weight was also markedly reduced in the EpCAM-CAR-NK group in both models, with a 
more pronounced tumor-inhibitory effect in the EpCAM-high-expressing model. Fluorescence imag-
ing demonstrated prominent accumulation of EpCAM-CAR-NK cells at tumor sites. No apparent treat-
ment-related histopathological injury was observed in major organs after hematoxylin and eosin stain-
ing. Conclusion: EpCAM-CAR-NK cells enhance cytotoxicity against colorectal cancer cells through 
targeted recognition of EpCAM and significantly inhibit xenograft tumor growth in nude mice. Their 
antitumor activity is associated with EpCAM expression levels in target cells. EpCAM-CAR-NK cells 
exhibit tumor-homing potential and a favorable preliminary safety profile, providing experimental 
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evidence for targeted cellular immunotherapy in EpCAM-positive colorectal cancer. 
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1. 引言 

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是全球发病率和死亡率均较高的恶性肿瘤之一[1] [2]。随着筛查技

术、根治性手术、化疗及分子靶向治疗的持续发展改善了部分患者的临床结局，但晚期或转移性 CRC 仍

普遍面临疾病进展、治疗耐药及长期生存获益有限等问题[1]。 
免疫检查点抑制剂为 CRC 治疗带来了新突破。研究表明，微卫星高度不稳定型(MSI-H)或错配修复

缺陷型(dMMR) CRC患者可从免疫检查点阻断治疗中显著获益[3]。但绝大多数CRC为微卫星稳定型(MSS)
或错配修复完整型(pMMR)，常伴随肿瘤免疫原性不足、效应免疫细胞浸润有限及免疫抑制性肿瘤微环境

显著等特征，对现有免疫检查点抑制剂的响应总体有限[4]。 
自然杀伤细胞(natural killer cell, NK cell)能够在无需预先抗原致敏的情况下识别并杀伤异常细胞，并

具有较低的移植物抗宿主病风险及潜在的异体应用优势[5]。然而，实体瘤中的低氧、酸化、TGF-β 富集

及基质屏障可限制 NK 细胞的浸润和效应功能。嵌合抗原受体(CAR)修饰可赋予 NK 细胞抗原特异性识

别能力，从而增强其对肿瘤细胞的定向细胞毒作用，为 CRC 细胞免疫治疗提供了具有转化潜力的新策

[6]。上皮细胞黏附分子(EpCAM)是一种跨膜糖蛋白，在 CRC 组织中常呈高表达，因而可作为 CAR-NK
识别肿瘤细胞的候选靶点[7]。 

本研究旨在评价 EpCAM-CAR-NK 细胞对 EpCAM 阳性 CRC 细胞的体外杀伤作用并在荷瘤小鼠模型

中观察其体内抑瘤效应及安全性。通过监测肿瘤生长、体重、营养状况、一般状态及组织学改变，分析

EpCAM-CAR-NK 的治疗潜能，为 CRC 免疫治疗策略的优化提供实验依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 细胞、实验动物及主要实验仪器及试剂 

Table 1. Main experimental instruments 
表 1. 主要实验仪器 

仪器名称 厂家名称 

MCO-5AC 二氧化碳细胞培养箱 SANYO 公司 

HC-3018R 高速冷冻离心机 安徽中科中佳科学仪器有限公司 

ELx808 吸收光酶标仪 Biotee 有限公司 

FACSCalibur 流式细胞仪 BD 公司 
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人结直肠癌细胞 HT-29、HT-115 均购自上海中乔新舟生物科技有限公司。NK 细胞取自健康人外周

血，HT-29-OE-EpCAM-2 及 EpCAM-CAR-NK 细胞均由内蒙古自治区人民医院肿瘤中心实验室制备，4~5
周龄、SPF 级雌性 BALB/c 裸鼠由内蒙古大学实验动物中心提供，饲养于 SPF 级环境。主要实验仪器及

试剂详见表 1 及表 2。 
 

Table 2. Main experimental reagents 
表 2. 主要实验试剂 

试剂名称 厂家 

PBS、FBS、EDTA Gibco 公司 

Cell Counting Kit-8 试剂盒 博士德生物公司 

1640、F-12K、McCoy’s 5A 培养基 Gibco 公司 

抗人 CD56、抗人 IgG、抗人 CD3 BD 公司 

2.2. 结肠癌细胞株解冻复苏 

取冻存的结肠癌细胞系(HT-29、HT-115，及实验室自建株 HT-29-OE-EpCAM-2)迅速置于 37℃水浴

中轻摇，待融化后，转入 1.5 mL 离心管，以 1500 rpm 的转速离心 5 分钟。弃去上清液后，加入 1 mL 新

鲜完全培养基重悬细胞，经计数后按 1 × 106 个/瓶的密度接种至 T25 培养瓶中，置于 37℃、5% CO2 培养

箱中培养。当细胞融合度达到约 90%时，采用 0.25%胰蛋白酶消化约 2 分钟。上述结直肠癌细胞均为贴

壁生长型，操作中需密切监测消化进程，严防过度消化损伤细胞活性。 

2.3. 流式细胞术分析 

应用流式细胞技术定量分析三种结直肠癌细胞系中 EpCAM 蛋白的表达水平。针对每种细胞系，收

集 1 × 106 个细胞，使用 CD-326-PE 特异性抗体在避光条件下孵育染色 30 分钟后将细胞重悬于 PBS 中，

上机进行流式检测与分析。 

2.4. 细胞增殖实验 

采用手动计数法结合生长曲线绘制来量化细胞增殖能力。将结直肠癌细胞以 1 × 104个/孔的密度接种

于 24 孔板中；连续 8 天内，每天选取 3 个复孔，经胰蛋白酶消化后，在相差显微镜下利用血细胞计数板

进行精确计数。以时间为横轴、细胞数量为纵轴构建生长曲线，并以第 0 天的初始接种密度为基准对数

据进行标准化处理，以消除初始误差。 

2.5. EpCAM-CAR-NK 细胞体外杀伤效应检测 

选取处于对数生长期且状态优异的 HT-29、HT-115 及 HT-29-OE-EpCAM-2 细胞作为靶细胞，制备

成单细胞悬液后，按 1 × 104 个/孔密度接种于 96 孔板中，每孔补充 100 μL 完全培养基，于 37℃、5% 
CO2 培养箱中孵育 24 h 以确保细胞充分贴壁。同时准备效应细胞，将状态良好、活率 > 90%的 EpCAM-
CAR-NK 细胞及未经转导 NK-92 细胞按效靶比(E:T) 0.1:1、1:1、2.5:1、5:1、10:1 和 15:1 梯度配制混合

悬液。 
实验设空白对照组、靶细胞对照组、NK-92 杀伤组、EpCAM-CAR-NK 杀伤组及效应细胞对照组。空

白对照组仅加培养基和 CCK-8 试剂；靶细胞对照组仅接种靶细胞；NK-92 杀伤组为靶细胞与不同效靶比

的未转导 NK-92 细胞共培养；EpCAM-CAR-NK 杀伤组为靶细胞与不同效靶比的 EpCAM-CAR-NK 细胞
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共培养；效应细胞对照组分别加入与各效靶比相对应数量的 NK-92 细胞或 EpCAM-CAR-NK 细胞，用于

校正效应细胞自身代谢活性对检测结果的影响。每组设 5 个复孔，独立重复 3 次。 
向已贴壁的靶细胞孔中加入对应比例的效应细胞，补足总体积后，共培养 24 小时。反应终止时，每

孔加入 10 μL CCK-8 试剂，继续孵育 2 小时，采用酶标仪于 450 nm 波长处测定各孔吸光度(OD)值。以不

同效靶比下各组细胞杀伤率作为观察指标，比较 EpCAM-CAR-NK 细胞与未转导 NK-92 细胞对 HT-29、
HT-115 及 HT-29-OE-EpCAM-2 细胞的体外杀伤差异。 

2.6. 结直肠癌移植瘤模型构建 

将 HT-29 和 HT-29-OE-EpCAM-2 细胞置于含 10%胎牛血清的 McCoy’s 5A 培养基中，于 37℃、5% 
CO2 培养箱内培养，并定期观察和传代。取对数生长期细胞，制备细胞悬液后按 4 × 106 个细胞/100 μL/
只(基质胶：细胞悬液，1:1)混匀后接种于 BALB/c nude 雌鼠左侧腋窝皮下，构建结直肠癌皮下移植瘤

模型。 
选取 35 只 BALB/c 裸鼠，适应性喂养 5 d 后，按照随机数字表法分为移植瘤对照组(PBS 组)、NK-92

组以及 EpCAM-CAR-NK 组，共 6 个实验组，每组各 5 只小鼠。植瘤后 1 周，瘤体直径 > 0.5 cm 时表示

小鼠成瘤成功。NK-92 组输注未经基因修饰的 NK-92 细胞；EpCAM-CAR-NK 组则输注靶向 EpCAM 的

嵌合抗原受体修饰的 NK 细胞。NK-92 组及 EpCAM-CAR-NK 组均为尾静脉输注不同的 4.5 × 106个细胞，

体积为 100 μL/只。PBS 组尾静脉输注等体积的无菌 PBS 溶液。隔日给药 1 次，共给药 3 次。 

2.7. 移植瘤生长及活体发光成像监测 

治疗开始后每 48 h 由同一研究人员观察小鼠精神状态、活动情况，并测量肿瘤长径和短径，同步记

录小鼠体重、活动、摄食及瘤周皮肤改变。输注后定期行活体成像监测。 

2.8. 动物处死、组织取材与病理学检测 

本研究设定给药结束后的随访期为观察窗口，并于末次给药后第 18 天作为统一实验终点，对所有存

活小鼠实施安乐死。若在实验过程中动物出现肿瘤溃烂、严重运动障碍或持续性恶病质等符合人道主义

终点的状况，则予以提前处死。安乐死后，完整剥离皮下瘤组织并进行称重。同时，系统性收集肿瘤组

织、脾脏、肝脏、肺脏、肾脏及外周血样本。将组织置于多聚甲醛溶液中固定，后续用于石蜡包埋、苏木

精–伊红(H&E)染色及免疫组化分析。 

2.9. 统计学分析 

所有统计分析及图表绘制均借助 GraphPad Prism 软件(9.0 版本)进行。所有功能实验，如增殖均独立

重复三次生物学实验，且每次生物学重复包含三次技术重复。数据以平均值 ± 标准差(SD)表示。两组间

比较采用双尾 Student’s t 检验，P < 0.05 定义为具有统计学显著性差异。各模型内终点指标采用单因素方

差分析，事后比较采用 Tukey 法校正。 

3. 结果 

3.1. EpCAM 异质性表达 

流式细胞术结果显示，低表达细胞系：HT-29-OE-EpCAM-2 (A 组：73.62%)；低表达细胞系：HT-
29 (B 组：24.39%)；不表达细胞系：HT-115 (C 组：0%)，组间差异具有统计学意义(A vs B: P < 0.001; 
A vs C: P < 0.001; B vs C: P < 0.001)，结果提示，三种结直肠癌细胞系中 EpCAM 表达存在显著差异(见
图 1)。 
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Figure 1. Flow cytometric analysis of EpCAM expression levels in three tumor cell lines 
图 1. 流式细胞术三种肿瘤细胞中 EpCAM 的表达水平 

3.2. EpCAM 高表达促进细胞增殖 

增殖曲线显示，HT-29、HT-29-OE-EpCAM-2 及 HT-115 三组细胞均于第 2~5 天进入快速增殖期，

HT-29-OE-EpCAM-2 增殖最为显著，第 5 天细胞数达 30.76 ± 0.15 × 104，明显高于 HT-29 组的 25.62 ± 
0.25 × 104 和 HT-115 组的 23.15 ± 0.46 × 104 (P < 0.001)。第 6 天后各组增殖趋于平台期，提示 EpCAM 过

表达可增强 HT-29 细胞体外增殖能力(见图 2)。 
 

 
Figure 2. Cell proliferation curves (0~8 days) 
图 2. 细胞增殖曲线(0~8 days) 

3.3. EpCAM-CAR-NK 细胞的体外杀伤效应 

CCK-8 检测结果显示，各效靶比下，EpCAM-CAR-NK 组杀伤活性均高于 NK-92 组，其中对 HT-29-
OE-EpCAM-2 细胞的杀伤作用最强，对 HT-29 细胞次之，对 HT-115 细胞相对较弱。该杀伤效应强弱与

靶细胞 EpCAM 表达水平基本一致。结果表明，EpCAM-CAR-NK 细胞较未修饰 NK-92 细胞具有更强的

体外抗肿瘤活性，且其杀伤效应可能与肿瘤细胞 EpCAM 表达水平相关(见图 3)。 
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Figure 3. In vitro cytotoxicity experiment results of EpCAM-CAR-NK cells 
图 3. EpCAM-CAR-NK 细胞体外杀伤实验结果 

3.4. EpCAM-CAR-NK 细胞明显的抑瘤效应 

各组移植瘤模型均成功建立，随机分组后接受相应处理。治疗期间，HT-29 和 HT-29-OE-EpCAM-
2 模型中 PBS 组肿瘤体积持续增大，NK-92 组肿瘤生长受到一定抑制，而 EpCAM-CAR-NK 组抑瘤作

用最为明显。治疗终点时，HT-29 模型中 EpCAM-CAR-NK 组肿瘤体积显著低于 PBS 组(P < 0.01)和 NK-
92 组(P < 0.05) (详见表 3)；HT-29-OE-EpCAM-2 模型中，EpCAM-CAR-NK 组肿瘤体积显著低于 PBS
组及 NK-92 组(均 P < 0.001) (详见表 4)。终点瘤质量结果与肿瘤体积变化趋势一致，EpCAM-CAR-NK
组瘤质量在两种模型中均显著低于 PBS 组及 NK-92 组(P < 0.01 或 P < 0.001)。结果表明，EpCAM-CAR-
NK 细胞能够显著抑制结直肠癌移植瘤生长，且在 EpCAM 高表达模型中的抗肿瘤效应更为突出(详见

图 4)。 
 

 
注：*代表 P < 0.05；**代表 P < 0.01；***代表 P < 0.001。 

Figure 4. Experiment results of tumor volume curves and final tumor weights 
图 4. 肿瘤体积变化与终末瘤重实验结果 
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Table 3. Final tumor volume and weight (HT-29 xenograft model) 
表 3. 终末瘤体体积及质量(HT-29 移植瘤模型) 

组别 终点肿瘤体积/mm3 终点瘤质量/g 

PBS 组 739.60 ± 91.58 0.69 ± 0.10 

NK-92 组 658.72 ± 92.17 0.35 ± 0.06*** 

EpCAM-CAR-NK 组 517.18 ± 58.40**△ 0.14 ± 0.03***△△ 

F 9.37 77.24 

P 0.0035 <0.001 

注：数据以 x s± 表示，n = 5 只/组。各模型内终点指标采用单因素方差分析，事后比较采用 Tukey 法校正。与 PBS
组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；与 NK-92 组比较，△P < 0.05，△△P < 0.01，△△△P < 0.001。 

 
Table 4. Final tumor volume and weight (HT-29-OE-EpCAM-2 xenograft model) 
表 4. 终末瘤体体积及质量(HT-29-OE-EpCAM-2 移植瘤模型) 

组别 终点肿瘤体积/mm3 终点瘤质量/g 

PBS 组 1100.50 ± 51.49 0.86 ± 0.07 

NK-92 组 918.28 ± 45.61*** 0.57 ± 0.10*** 

EpCAM-CAR-NK 组 633.88 ± 39.76***△△△ 0.28 ± 0.04***△△△ 

F 131.42 77.23 

P <0.001 <0.001 

注：数据以 x s± 表示，n = 5 只/组。各模型内终点指标采用单因素方差分析，事后比较采用 Tukey 法校正。与 PBS
组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；与 NK-92 组比较，△P < 0.05，△△P < 0.01，△△△P < 0.001。 

3.5. EpCAM-CAR-NK 细胞趋化归巢效果 

采用 DiR 荧光染料标记 NK 细胞和 EpCAM-CAR-NK 细胞，通过活体成像系统观察细胞在裸鼠体内

的分布(见图 5)。输注后 24 小时，不论是 NK 细胞组还是 EpCAM-CAR-NK 组，荧光信号强度均集中于

肝脏和脾脏部位；治疗第 14 天，回输 EpCAM-CAR-NK 细胞组的肿瘤大小明显小于回输 NK 细胞组；处

死后，取出裸鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺脏(上：左→右)、肾脏、肿瘤、肌肉组织(下：左→右)，进行荧

光成像，发现回输 NK 细胞组的 NK 细胞主要集中于裸鼠的肝脏和脾脏组织，而回输 EpCAM-CAR-NK
组的细胞则在肿瘤部位有明显的荧光信号，表明 EpCAM 过表达促进了 CAR-NK 细胞向肿瘤部位的趋化

归巢。 

3.6. EpCAM-CAR-NK 细胞未出现显著肝肾功能毒性 

实验终点时，取各组裸鼠心、肝、脾、肺、肾组织进行 HE 染色，由病理专家双盲阅片(见图 6)。心

脏：心肌细胞形态正常，未见炎症浸润或坏死。肝脏：肝小叶结构完整，肝细胞排列整齐，未见明显变

性、坏死或炎症细胞浸润。脾脏：白髓、红髓结构清晰，无异常改变。肺脏：肺泡结构完整，无间质性肺

炎或炎性渗出。肾脏：肾小球、肾小管结构正常，未见肾小管坏死或间质炎症。综上所述，EpCAM-CAR-
NK 细胞在动物模型中未观察到显著的肝肾功能毒性及其他脏器损伤，显示出良好的安全性。 
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注：(A) 建模后第 14 天，HT-29 细胞系肿瘤体积达到约 100 mm3；(B) 建模后第 14 天，HT-29-OE-EpCAM-2 细胞系

肿瘤体积达到约 100 mm3；(C) DiR 荧光染料标记的 NK 细胞输注 24 小时后，裸鼠活体成像；(D) DiR 荧光染料标记

的 EpCAM-CAR-NK 细胞输注 24 小时后，裸鼠活体成像；(E) 回输 NK 细胞 14 天后，HT-29 细胞系建模裸鼠的肿瘤

形态大小；(F) 回输 NK 细胞 14 天后，HT-29-OE-EpCAM-2 细胞系建模裸鼠的肿瘤形态大小；(G) 回输 EpCAM-
CAR-NK 细胞 14 天后，HT-29 细胞系建模裸鼠的肿瘤形态大小；(H) 回输 EpCAM-CAR-NK 细胞 14 天后，HT-29-
OE-EpCAM-2 细胞系建模裸鼠的肿瘤形态大小；(I) 回输 NK 细胞 14 天后，HT-29 细胞系建模裸鼠的心脏、肝脏、

脾脏、肺脏(上：左→右)、肾脏、肿瘤、肌肉组织(下：左→右)的荧光成像；(J) 回输 NK 细胞 14 天后，HT-29-OE-
EpCAM-2 细胞系建模裸鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺脏(上：左→右)、肾脏、肿瘤、肌肉组织(下：左→右)的荧光成像；

(K) 回输 EpCAM-CAR-NK 细胞 14 天后，HT-29 细胞系建模裸鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺脏(上：左→右)、肾脏、

肿瘤、肌肉组织(下：左→右)的荧光成像；(L) 回输 EpCAM-CAR-NK 细胞 14 天后，HT-29-OE-EpCAM-2 细胞系建

模裸鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺脏(上：左→右)、肾脏、肿瘤、肌肉组织(下：左→右)的荧光成像。 

Figure 5. Animal fluorescence imaging experiment results 
图 5. 动物荧光成像实验结果 

 

 
注：(A) 心脏组织石蜡切片 HE 染色(5×)；(B) 心脏组织石蜡切片 HE 染色(40×)；(C) 肝脏组织石蜡

切片 H&E 染色(5×)；(D) 肝脏组织石蜡切片 HE 染色(40×)；(E) 脾脏组织石蜡切片 HE 染色(5×)；(F) 
脾脏组织石蜡切片 HE 染色(40×)；(G) 肺脏组织石蜡切片 HE 染色(5×)；(H) 肺脏组织石蜡切片 HE
染色(40×)；(I) 肾脏组织石蜡切片 HE 染色(5×)；(J) 肾脏组织石蜡切片 HE 染色(40×)。 

Figure 6. H&E staining of major organs in nude mice 
图 6. 裸鼠各组织 HE 染色 
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4. 讨论 

CRC 作为全球范围内发病率与死亡率均居高不下的恶性疾病，已成为公共卫生领域的重大负担[8]。
尽管筛查手段、根治性手术及综合诊疗方案已取得显著进展，但晚期或转移性 CRC 患者的临床结局依然

严峻[9]。绝大多数 CRC 病例表现为 MSS 亚型，此亚型对现行免疫检查点抑制剂应答效应较差，因而亟

需开发新型且具备主动靶向能力的治疗策略[10]。上皮细胞黏附分子(EpCAM)是一种在结直肠癌中过表

达的跨膜糖蛋白，现有证据表明其与肿瘤增殖、迁移能力及不良预后紧密相关，使其成为极具前景的免

疫治疗靶点[11] [12]。 
CAR-NK的抗肿瘤活性源于靶向重定向与先天免疫杀伤程序的协同耦联。CAR识别肿瘤相关抗原后，

可经 CD3 及 DAP12 等 NK 适配型信号域强化免疫突触形成、脱颗粒及穿孔素介导的细胞裂解，并促进

FasL/TRAIL 相关凋亡以及 IFN-γ、TNF-α 的释放[13]。与此同时，CAR 介导的抗原特异性识别可与 NK
细胞固有的非 MHC 限制性杀伤程序协同，从而部分抵御靶抗原异质性[6]。然而，持续抗原刺激、肿瘤

代谢竞争以及 TGF-β和缺氧等免疫抑制因素可共同削弱 CAR-NK 的代谢、浸润能力与效应维持[14]。因

此，CAR-NK 策略的核心应由单纯强化瞬时细胞毒性，转向兼顾持续性、代谢韧性、微环境耐受性及抗

原逃逸阻断的多维工程化重塑。 
鉴于此，本研究成功对 EpCAM-CAR-NK 细胞系统评估了其对 EpCAM 阳性 CRC 细胞的体外杀伤效

能、体内抗肿瘤活性及生物安全性。研究数据显示，EpCAM-CAR-NK 细胞在体外实验中针对 HT-29 及

其高表达株 HT-29-OE-EpCAM-2 展现出显著的细胞毒活性，且该效应显著依赖于 EpCAM 的表达水平。

在荷瘤小鼠模型中，EpCAM-CAR-NK 治疗不仅显著遏制了肿瘤生长，还促进了效应细胞向肿瘤部位的

趋化归巢。此外，主要脏器的组织病理学分析尚未揭示明显的肝肾毒性或其他器官损伤。上述结果有力

证实了 EpCAM-CAR-NK 作为一种潜在 CRC 免疫疗法的有效性与安全性，并为后续优化针对 EpCAM 阳

性实体瘤的 CAR-NK 策略奠定了坚实的实验基础。 
本研究深入阐明了 EpCAM-CAR-NK 细胞对 EpCAM 阳性结直肠癌移植瘤的显著抑瘤效应及其多维

作用机制。EpCAM是驱动肿瘤增殖的关键调节因子，其机制涉及蛋白酶体介导的胞内域(EpICD)裂解[13]，
后者入核并与转录复合物协同，上调 c-Myc 及细胞周期蛋白等基因表达，进而加速细胞周期进程[14]。我

们观察到 EpCAM 的高表达显著增强了 HT-29 细胞的体外增殖能力，与既往研究关于 EpCAM 激活 Wnt/β-
catenin 及 Ras/Raf 等促增殖通路高度一致[15] [16]。CAR-NK 细胞除直接细胞毒作用外，还可能通过阻断

EpCAM 信号抑制上皮–间质转化(EMT)，降低肿瘤侵袭转移潜能[17] [18]。这提示靶向 EpCAM 可能具

有抑制肿瘤转移的潜在价值。这可能得益于 EpCAM 作为黏附分子促进了效应细胞与肿瘤细胞的结合，

从而强化了局部抗肿瘤免疫应答[19]。 
本研究确证了 EpCAM-CAR-NK 疗法能一定程度上克服实体瘤微环境对 NK 细胞功能的抑制。经

CAR 修饰的 NK 细胞凭借增强的靶向特异性，显著提升了对肿瘤细胞的识别与清除效率，尤其在 EpCAM
高表达模型中表现卓越。NK 细胞在肿瘤微环境中常受低氧、抑制性细胞因子及免疫检查点(如 PD-L1)等
因素制约而功能耗竭[20]，本研究结果表明 CAR 技术增强的抗原识别能力可部分抵消这些免疫抑制信号

[21]。同时治疗终点时心、肝、脾、肺、肾等主要脏器的 HE 染色未见明显病理改变，表明 EpCAM-CAR-
NK 疗法在展现高效抗肿瘤生长活性的同时具备良好的安全性，未诱发显著的移植物抗宿主病或全身炎

症反应。这一特性凸显了 NK 细胞相较于 T 细胞作为 CAR 载体的先天优势。 
本研究表明 EpCAM-CAR-NK 可有效抑制 EpCAM 阳性结直肠癌生长，但其仍有较大局限性。首先，

NK-92 细胞具有扩增稳定、工程化效率高等优势，但临床输注前通常需辐照，可能削弱体内存活、扩增

及持续杀伤能力，因此不能完全代表原代 NK、脐血 NK 或 iPSC 来源 CAR-NK [17] [21]。其次，EpCAM
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在 CRC 中存在显著异质性，受 EMT、抗原内吞、表位遮蔽及可溶性 EpCAM 等因素影响，可导致抗原逃

逸[14]。同时，EpCAM 并非肿瘤特异性抗原，其在正常胃肠道及胆胰上皮中亦存在表达，提示有潜在脱

瘤毒性[19]。本研究主要脏器 HE 未见异常仅支持短期初步耐受性，尚不足以排除肠黏膜或延迟性损伤。

此外，细胞系和皮下移植瘤模型难以真实模拟 CRC 原位微环境及免疫抑制网络。EpCAM-CAR-NK 虽具

有现货化制备、较低 GVHD 风险及天然受体辅助识别等潜在优势，但其体内持久性、实体瘤浸润和长期

安全性仍需验证。 
综上所述，本研究证实 EpCAM-CAR-NK 细胞能特异性识别并高效杀伤 EpCAM 高表达的结直肠癌

细胞，且在体内具有显著抑制肿瘤生长而无明显脏器毒性。EpCAM 表达水平与治疗获益呈正相关，确立

了其作为理想 CAR-NK 靶点的地位。尽管面临实体瘤微环境的挑战，工程化 NK 细胞仍展现出优异的趋

化归巢能力。这些发现为突破微卫星稳定型结直肠癌的免疫治疗耐药困境提供了新策略，支持开展进一

步的临床前优化研究，以推动该疗法向临床应用转化，最终改善晚期结直肠癌患者的预后。 
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