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　 　 摘要:目的　 探索全血为同种异体 CAR
 

NK 细胞疗法与激活 NK 细胞回输疗法提供 NK 原料细胞的可行性,初
步构建全血来源 NK 细胞分离纯化技术体系。 方法　 分别采用手工分离和机器分离从 400

 

mL 全血中富集全部外周

血单个核细胞(PBMCs),比较 2 种方式的红细胞损耗率、PBMCs 细胞数量、NK 细胞纯度,分别采用 3 种分离富集方

法(免疫磁珠阴性选择法、血小板裂解液培养扩增法、PERCOLL 密度梯度分离法)从 PBMCs 中分选 NK 细胞,比较 3
种分离富集方法的 NK 细胞纯度与得率、NK 细胞的活性、肿瘤杀伤能力。 结果　 从全血中富集 PBMCs,NK 细胞占

淋巴细胞群的比例手工分离法高于机器分离法[(13. 16±5. 16)%
 

vs(8. 56±3. 92)%,P<0. 05],PBMCs 细胞数量手

工分离法低于机器分离法[(4. 09±1. 80) ×108
 

vs
 

(6. 49±2. 16) ×108,P<0. 05],红细胞损耗率 2 种方法无差异(P>
0. 05)。 采用免疫磁珠阴性选择法从手工分离的 PBMCs 中分离富集的 NK 细胞纯度为(96. 77± 2. 31)%,得率为

(56. 27±10. 47)%,NK 细胞肿瘤增殖抑制率为(38. 67±14. 05)%,肿瘤杀伤率为(19. 90±8. 05)%。 采用血小板裂解

液培养扩增法从手工分离的 PBMCs 中分离富集的 NK 细胞在 d7 时纯度最高,为(54. 84±15. 80)%,细胞扩增倍数在

d7 可达 16. 92±6. 28,NK 细胞体外肿瘤杀伤率为(15. 83±5. 5)%,肿瘤增殖抑制率为(44. 33±13. 5)%,上述 2 种方

法的 NK 细胞毒性及活性无差异(P>0. 05)。 采用 PERCOLL 密度梯度分离法分离富集的 NK 细胞纯度为(15. 83±
5. 82)%,得率为(14±6. 25)%,显著低于另 2 种方法。 结论　 通过手工分离从全血中提取 PBMCs,采用免疫磁珠阴

性选择法分离富集的 NK 细胞具备为 CAR-NK 细胞疗法提供 NK 细胞原料的潜力,采用血小板裂解液条件培养基法

分离富集的 NK 细胞具备为大量 NK 细胞激活回输疗法提供 NK 细胞的潜力。
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Abstract:Objective　 To

 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

using
 

whole
 

blood
 

as
 

a
 

source
 

of
 

NK
 

cells
 

for
 

allogeneic
 

CAR
 

NK
 

cell
 

therapy
 

and
 

activated
 

NK
 

cell
 

reinfusion
 

therapy,
 

and
 

initially
 

construct
 

a
 

technical
 

system
 

for
 

the
 

separation
 

and
 

purifi-
cation

 

of
 

NK
 

cells
 

from
 

whole
 

blood.
 

Methods　 All
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMCs)
 

were
 

enriched
 

from
 

400
 

mL
 

of
 

whole
 

blood
 

by
 

manual
 

separation
 

and
 

machine
 

separation,
 

respectively.
 

The
 

erythrocyte
 

loss
 

rate,
 

PBMCs
 

number,
 

NK
 

cell
 

purity
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

compared.
 

NK
 

cells
 

were
 

sorted
 

from
 

PBMCs
 

by
 

three
 

separation
 

and
 

enrichment
 

methods
 

as
 

immunomagnetic
 

bead
 

negative
 

selection
 

method,platelet
 

lysate
 

culture
 

expansion
 

and
 

PERCOLL
 

density
 

gradi-
ent

 

separation
 

method,
 

and
 

the
 

purity
 

and
 

yield
 

of
 

NK
 

cells,
 

the
 

activity
 

of
 

NK
 

cells
 

and
 

the
 

tumor-killing
 

ability
 

of
 

the
 

three
 

separation
 

and
 

enrichment
 

methods
 

were
 

compared.
 

Results　 The
 

proportion
 

of
 

NK
 

cells
 

in
 

the
 

lymphocyte
 

population
 

was
 

higher
 

in
 

the
 

manual
 

separation
 

method
 

than
 

in
 

the
 

machine
 

separation
 

method[(13. 16±5. 16)%
 

vs(8. 56±3. 92)%,
 

P<
0. 05];

 

the
 

number
 

PBMCs
 

was
 

lower
 

in
 

the
 

manual
 

separation
 

method
 

than
 

in
 

the
 

machine
 

separation
 

method[( 4. 09±
1. 80) ×108

 

vs
 

(6. 49±2. 16) ×108 ,
 

P<0. 05],
 

and
 

there
 

was
 

no
 

difference
 

in
 

the
 

red
 

blood
 

cell
 

loss
 

between
 

the
 

two
 

meth-
ods

 

(P>0. 05) .
 

The
 

purity
 

of
 

NK
 

cells
 

isolated
 

and
 

enriched
 

from
 

PBMCs
 

by
 

manual
 

separation
 

method
 

using
 

immunomag-
netic

 

was
 

(96. 77±2. 31)%;
 

the
 

yield
 

was
 

(56. 27±10. 47)%;
 

the
 

inhibition
 

of
 

tumor
 

proliferation
 

was
 

(38. 67±14. 05)%;
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and
 

the
 

tumor
 

killing
 

rate
 

was
 

(19. 90±8. 05)%.
 

The
 

purity
 

of
 

NK
 

cells
 

isolated
 

and
 

enriched
 

from
 

PBMCs
 

by
 

manual
 

separa-
tion

 

method
 

using
 

platelet
 

lysis
 

culture
 

expansion
 

method
 

was
 

the
 

highest
 

at
 

day
 

7,
 

which
 

was
 

(54. 84±15. 80)%;
 

the
 

cell
 

ex-
pansion

 

multiple
 

could
 

reach
 

16. 92±6. 28
 

at
 

day
 

7;
 

the
 

in
 

vitro
 

tumor
 

killing
 

rate
 

of
 

NK
 

cells
 

was
 

(15. 83±5. 5)%;
 

the
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

was
 

(44. 33±13. 5)%;
 

and
 

there
 

was
 

no
 

difference
 

in
 

the
 

toxicity
 

and
 

activity
 

of
 

NK
 

cells
 

between
 

the
 

two
 

methods
 

(P> 0. 05).
 

The
 

purity
 

of
 

NK
 

cells
 

isolated
 

and
 

enriched
 

by
 

PERCOLL
 

density
 

gradient
 

separation
 

method
 

was
 

(15. 83±5. 82)%,
 

and
 

the
 

yield
 

was
 

(14±6. 25)%,
 

which
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

other
 

two
 

methods.
 

Conclusion　
PBMCs

 

isolated
 

from
 

whole
 

blood
 

by
 

manual
 

separation
 

and
 

NK
 

cells
 

enriched
 

by
 

negative
 

selection
 

with
 

immunomagnetic
 

beads
 

have
 

the
 

potential
 

to
 

provide
 

NK
 

cell
 

materials
 

for
 

CAR-NK
 

cell
 

therapy,
 

and
 

NK
 

cells
 

enriched
 

by
 

platelet
 

lysate-condi-
tioned

 

medium
 

have
 

the
 

potential
 

to
 

provide
 

NK
 

cells
 

for
 

large-scale
 

NK
 

cell
 

activation
 

reinfusion
 

therapy.
Key

 

words:NK
 

cells;
 

whole
 

blood;
 

separation
 

and
 

purification;
 

cell
 

immunotherapy

细胞免疫治疗又称过继性细胞治疗,是通过采

集患者自体或异体的免疫细胞如 T 细胞、NK 细胞、
巨噬细胞、树突状细胞等,在体外对免疫细胞进行

激活培养或工程化改造,增加其数量,提高其肿瘤

靶向性,继而用于患者回输从而直接杀伤体内肿瘤

或激发抗肿瘤免疫反应,纠正患者细胞免疫功能低

下的状态。 相对于自体免疫细胞采集,同种异体细

胞免疫治疗能够克服患者自身免疫功能局限性,打
破自体免疫细胞疗法的免疫细胞活性与数量难以

满足患者需求的瓶颈。 近年来,同种异体免疫细胞

治疗难治 / 复发恶性肿瘤的相关研究不断获得药物

临床试验许可,包括:使用同种异体诱导性多能干

细胞(induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,iPSCs) 诱导分

化形成的 NK 细胞和 T 细胞治疗头颈癌;使用同种

异体 T 细胞治疗难治急性淋巴细胞白血病[1-3] ;以
及使用同种异体 NK 细胞治疗急性髓系白血病造

血干细胞移植后复发、难治淋巴瘤以及神经母细胞

瘤复发[4-8] 。 相比于易引起同种异体排斥反应的 T
细胞,NK 细胞具有先天的抗瘤性和免疫特性,且不

会造成严重的同种异体间移植物抗宿主反应[4-6] 。
已经有多项临床前研究成果证实了 NK 细胞强大

的抗肿瘤能力和抗感染能力,并阐明了 NK 细胞多

项免疫应答机制[9-13] 。 NK 细胞疗法主要通过采集

分离 NK 细胞后对其激活扩增或工程化改造后进

行过继回输。 目前的临床试验中,CAR
 

NK 疗法在

工程化改造前对 NK 细胞原料的需求量为(0. 5 ~
2) ×106,而激活扩增后大量回输的 NK 细胞需求量

则因为治疗剂量和频率不同而差异较大(8. 5×106

~ 5×109),2 者对 NK 细胞 CD3-CD56+比例的要求

均>90%。 国内外的研究中,获得大量高纯度 NK
细胞的体外扩增技术具有多样性,部分是基于单采

少量的 NK 细胞工程化或基因编辑后再进行培养

扩增,部分则是在培养扩增的过程中分离富集 NK
细胞,然而尽管 NK 细胞体外分离扩增技术有了较

大的突破,NK 细胞在培养过程中活性的维持以及

在体内作用时间的延长仍具有技术瓶颈,而且这些

体外分离扩增技术所分离富集的 NK 细胞均没有

非常统一、公开的质量标准,且这些 NK 细胞的来

源也并不十分统一[14] 。
NK 细胞的来源包括 iPSCs、NK 细胞株系、脐

带血和外周血[15-16] 。 iPSCs 是由人成体细胞进行

基因编辑后脱分化形成的多能干细胞,理论上类似

胚胎干细胞,具有分化成各种成体器官和组织的再

生能力,因此 iPSCs 细胞可诱导分化为 NK 细胞进

行细胞免疫治疗,但是其诱导分化生产时间较长,
获取不易。 NK 细胞株系可以获得性质稳定的 NK
细胞,然而其致瘤风险不可避免。 脐带血来源和外

周血来源都可通过激活培养或者分离分选从而获

得毒副作用较低和纯度较高的 NK 细胞。 相较于

脐带血,外周血更易获得,且能够直接进行 NK 细

胞的分离与制备,最有可能成为 NK 细胞疗法主要

原料来源。 临床研究中的外周血单个核细胞(
 

pe-
ripheral

 

blood
 

mononuclear
 

cells,
 

PBMCs)多来源于

志愿者募捐的外周血,献血者捐献的全血也中同样

含有非常丰富的免疫细胞,而这部分资源却作为医

疗废弃物未被完全利用。 2019 年业内专家为利用

全血来源的免疫细胞资源利用达成了共识,认为全

血来源的 NK 细胞具备给细胞疗法提供原料细胞

的潜力,可以极大拓展 NK 细胞的来源,缩短 NK 细

胞免疫治疗体外细胞培养时间,以期维持 NK 细胞

的活力[17] 。 为此,我们尝试构建全血来源 NK 细胞

分离纯化的技术体系,现报告如下。

1　 材料与方法

1. 1　 全血来源

选取 2024 年 7—11 月 24 名献血者在解放军

总医院第一医学中心输血医学科捐献的全血(400
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mL / 人)作为 NK 细胞来源。 400
 

mL 全血于血袋保

存袋中 4℃保存,保存袋中含有营养成分及抗凝成

分。 本实验标本为 24 份全血完成用于临床的血液

成分制备后剩余的白细胞富集物,简称白膜。
1. 2　 试剂与仪器

外周血淋巴细胞分离液(天津市灏洋生物制品

科技有限公司,批号:LTS1077);红细胞裂解液[天

根生化科技(北京)有限公司,批号:SL1071];RP-
MI1640 基础培养基 ( THERMO

 

FISHER 公司, 批

号:6123055);胎牛血清( THERMO
 

FISHER 公司,
批号:2440094);抗人 CD3-FITC(批号:317306)、抗
人 CD45-PECy7(批号:CD045220901)、抗人 CD56-
APC

 

Cy7(批号:318332)、抗人 CD16-APC (批号:
302012)、7-AAD-Percp 凋亡抗体(批号:559763),
以上流式抗体均为 BIOLEGEND 公司产品;NK 细

胞磁珠分选试剂盒( MILTENYI
 

BIOTEC 公司,批

号:130-092-657);血小板裂解液(达科为生物技术

股份有限公司,批号:6122012);NK 细胞试剂盒套

装 2. 0(北京同立海源生物科技有限公司,批号:
AS-22);PERCOLL 细胞分离液( CYTIVA 公司,批
号:17089101),CCK8 试剂(天津市灏洋生物制品

科技有限公司,批号:SK2060);CFSE 探针(碧云天

公司,批号:C1031);手动分浆夹(山东博科科学仪

器有限公司,批号:0804025);CompoMat
 

G5 全自动

血液成分分离机( FRESENIUSKABI 公司);XS-900i
血常规计数仪( SYSMEX 公司);PanaCyte

 

A8 流式

细胞仪(广州竞天生物科技有限公司)。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 PBMCs 细胞的分离富集

1. 3. 1. 1　 手工 / 机器分离白膜

24 份 400
 

mL 全血 2
 

000×g 离心 10
 

min 后分为

血浆、白膜、浓缩红细胞 3 层。 12 份使用手动分浆

夹(手工分离),12 份使用全自动血液离心机(机器

分离)的三联白膜程序采集分离富集全血中的白

膜,获得含白膜的血浆和浓缩红细胞。 浓缩红细胞

加入保存液制成悬浮红细胞。 含有白膜的血浆

2
 

000×g 离心 10
 

min 使白膜在血袋中完全沉淀,将
沉淀物即白膜转移至 50

 

mL 离心管中备用并测量

记录白膜体积。 白膜分离富集共进行 3 次,每次手

工分离和机器分离各 4 份。
1. 3. 1. 2　 从白膜中使用 Ficoll 密度梯度分离法纯

化 PBMCs
向 50

 

mL 离心管中加入 1 / 2 白膜体积的 FI-
COLL 分离液,将白膜缓慢加入 FICOLL 分离液,可

见白膜与分离液的明显分层,20℃ 、500 ×g 缓升缓

降离心 20
 

min 后,可见离心管中分为血浆、PBMCs
和红细胞 3 层。 记录红细胞体积,根据 400

 

mL 全

血红细胞压积值计算 400
 

mL 全血浓缩红细胞体

积,进而计算分离方法对 400
 

mL 全血红细胞的损

耗率。 吸取 PBMCs 层加入 50
 

mL 离心管,1 ×PBS
缓冲液清洗 2 遍,400×g 离心 5

 

min 弃上清,沉淀即

为纯化后的 PBMCs。 向纯化后的 PBMCs 中加入其

体积 3 ~ 5 倍的红细胞裂解液, 37℃ 水浴裂解 5
 

min,1 × PBS 清洗,400 × g 离心 5
 

min 弃上清。 将

BMCs 用 20
 

mL
 

1×PBS 重悬,从中取 20
 

μL 在 1. 5
 

mL
 

EP 管中用 1×PBS 稀释 50 倍至 1
 

mL,再取 10
 

μL 加入 1 次性细胞计数板进行细胞计数,总稀释

倍数为 1
 

000 倍。 将重悬的 PBMCs
 

400 ×g 离心 5
 

min 弃去 PBS 上清后加入 10
 

mL 含 10%胎牛血清

的 RPMI1640 培养基置于悬浮皿中,37℃ ,5%
 

CO2

培养箱备用。
1. 3. 2　 从手工分离的 PBMCs 中分离富集 NK 细胞

取手工分离 PBMCs 细胞 3 份,每份分为 3 小

份,分别采用 3 种 NK 细胞分离富集方式对 PBMCs
中的 NK 细胞进行分离富集。 其中免疫磁珠阴性

选择法每小份需 2×107,PERCOLL 密度梯度法每小

份需 2×107 个细胞,血小板裂解液培养扩增法每小

份需 4×106 个细胞。
1. 3. 2. 1　 免疫磁珠阴性选择法分离富集 NK 细胞

3 份手工分离 PBMCs 每小份为 2×107 个细胞,
按照试剂盒[18-20] 说明书方法加入相应量的磁珠抗

体 2 ~ 8℃低温孵育,在免疫磁珠细胞分选器的磁场

中,使用细胞分选柱和磁珠分选试剂盒对 PBMCs
细胞进行 NK 细胞的分选,使用 15

 

mL 离心管收集

分选柱中流出的未与磁珠抗体结合的细胞,400×g
离心 5

 

min 弃上清,细胞沉淀即为免疫磁珠阴性选

择法分离富集的 NK 细胞。 将每份 NK 细胞用

1
 

mL
 

1×PBS 重悬,取 10
 

μL 细胞悬液加入 1 次性

细胞计数板进行细胞计数。
1. 3. 2. 2 　 PERCOLL 密度梯度法分离富集 NK 细

胞

3 份手工分离 PBMCs 每小份为 2×107 个细胞,
使用 5

 

mL
 

PBS 重悬加入 15
 

mL 离心管中。 使用不

同量的 9%
 

NaCl 溶液、去离子水和密度为 1. 030
 

g /
L 的 PERCOLL 基础液配制 3 份密度(密度梯度为

0. 01
 

g / L)为 1. 050
 

g / L、1. 060
 

g / L、1. 070
 

g / L
 

的

PERCOLL 工作液。 将 PERCOLL 工作液(每个密

度 3
 

mL)按密度由高到低先后缓慢铺平于 15
 

mL
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的玻璃管内,5
 

mL 细胞悬液加到最上层,20℃ 、
 

300
×g 离心 30

 

min,可见不同密度 PERCOLL 液中间细

胞层,取 1. 050
 

g / L 与 1. 060
 

g / L 之间的细胞层移

入 15
 

mL 离心管,400×g 离心 5
 

min 弃上清,细胞沉

淀即为 PERCOLL 密度梯度分离法分离富集的 NK
细胞。 将每份 NK 细胞用 1

 

mL
 

1×PBS 重悬,取 10
 

μL 细胞悬液加入 1 次性细胞计数板进行细胞计数。
1. 3. 2. 3　 血小板裂解液培养扩增法扩增富集 NK
细胞

3 份手工分离富集的 PBMCs 细胞每小份为 4×
106 个细胞,在 NK 细胞培养扩增试剂盒(使用 NK
细胞培养基及相应细胞因子对 PBMCs 进行为期 2
周的体外扩增培养)的培养基础上加入血小板裂解

液( human
 

platelet
 

lysate,
 

HPL) (蛋白量为 31. 55
 

mg / mL)。 对 PBMCs 中的 NK 细胞进行培养扩增,
培养周期为 14

 

d。 培养前 1
 

d,使用 NK 试剂盒套

装中的 A 试剂、DPBS 和血小板裂解液对培养瓶进

行包被 4℃ 过夜。 培养周期的 d1,d3,d5,d7 添加

培养体系相应量的血小板裂解液, 使浓度达到

1
 

μg / mL 蛋白含量。 3 份标本培养周期 d0 取 1 ×
106

 

个 PBMCs 进行流式检测,培养周期 d7,d14,各
取 1

 

mL 加入 1. 5
 

mL
 

EP 管中用 1×PBS 稀释相同

倍数,从 EP 管中取 10
 

μL 细胞悬液加入 1 次性细

胞计数板进行细胞计数。
1. 3. 3　 NK 细胞纯度(CD3- CD56+细胞比例)检测

3 份 PBMCs 与 3 种方式分离富集的 NK 细胞

各取 1 × 106 个细胞加入流式管,用 100
 

μL 流式

Buffer 液(流式抗体为 CD3、CD45、CD56)重悬染色

15
 

min 后,buffer 液清洗,400×g 离心 5
 

min 弃上清,
500

 

μL
 

buffer 重悬, 进行流式检测, 记录 CD3-

CD56+细胞占 CD45+淋巴细胞的比例。 流式结果使

用 Flow
 

Jo 软件进行分析。 NK 细胞得率= NK 细胞

实际分选细胞量 / NK 细胞预计分选细胞量×100%,
NK 细胞预计分选量 = PBMCs 细胞量×CD3- CD56+

细胞比例,NK 细胞实际分选量=分选得到的 NK 细

胞量×CD3- CD56+细胞比例。
1. 3. 4　 NK 细胞活性检测

3 份 PBMCs 与免疫磁珠阴性选择法及血小板

裂解液培养扩增法分离富集的 NK 细胞各取 1×106

个细胞加入流式管,用 100
 

μL 流式 Buffer 液(流式

抗体为 CD3、 CD56、 CD16) 重悬染色 15
 

min 后,
buffer 液清洗,400 × g 离心 5

 

min 弃上清,500
 

μL
 

buffer 重悬, 进行流式检测, 记录 CD16+ 细胞占

CD3- CD56+
 

细胞的比例( NK 细胞活性)。 流式结

果使用 Flow
 

Jo 软件进行分析。
1. 3. 5　 NK 细胞抑制肿瘤增殖试验

计数 HepG2 肝癌细胞与 NK 细胞,调整 2 种细

胞浓度为 1 × 105 / mL 和 1 × 106 / mL。 取 96 孔板加

样,实验组:2 种细胞各 100
 

μL(效靶比= 10 ∶1);阴
性对照组:100

 

μL 单纯 NK 细胞;阳性对照组:100
 

μL
 

HepG2 细胞。 每组设 3 个复孔,共 9 孔。 培养

箱共孵育 24
 

h 后,加入 CCK8 试剂,1 ~ 4
 

h 观察各

孔颜色变化,96 孔板 400×g 离心 5
 

min,酶标仪检

测各孔吸光度值。 肿瘤增殖抑制率 = [1-(实验组

吸光度值-阴性对照组吸光度值) / 阳性对照组吸

光度值] ×100%。
1. 3. 6　 NK 细胞体外杀伤肿瘤试验

计数 HepG2 肝癌细胞与 NK 细胞,HepG2 细胞

使用 CFSE 染色,调整 2 种细胞浓度为 1 × 105 / mL
和 1×106 / mL。 取 12 孔板加样,实验组:2 种细胞各

500
 

μL ( 效靶比 = 10 ∶ 1), 阳性对照组: 500
 

μL
 

HepG2 细胞。 培养箱共孵育 24
 

h 后,胰酶消化细

胞,使用 7-AAD 流式抗体对细胞进行染色,15
 

min
后,buffer 液清洗后 400×g 离心 5

 

min,500
 

μL
 

buffer
液重悬, 进行流式检测。 CFSE 阳性细胞群为

HepG2 细胞。 肿瘤杀伤率 = (实验组细胞死亡率-
阳性对照组细胞自然凋亡率) / (100-实验组细胞

凋亡率) ×100%。
1. 4　 统计学分析

使用 SPSS / GRAPHPAD 软件进行数据统计,
计量资料用 X±SD 表示,多组比较采用单因素或双

因素方差分析,两两比较使用配对 t 检验,以 P<
0. 05 为差异有统计学意义,P<0. 01 为有显著差异。

2　 结果

2. 1　 全血手工分离与机器分离 PBMCs 的效果

手工分离比机器分离的红细胞损耗率无差异

(图 1A,t = 0. 03,P>0. 05);手工分离 PBMCs 细胞

的数量低于机器分离(图 1B,t = 2. 90,P<0. 05),手
工分离 PBMCs 细胞中 CD3- CD56+比例高于机器分

离(图 1C,t = 2. 43,P<0. 05),2 种分离方式的 PB-
MCs 中 NK 细胞的数量无差异(图 1D, t = 0. 1,P>
0. 05)。
2. 2　 3 种方式分离富集的 NK 细胞中 CD3- CD56+

细胞的比例

PBMCs 中 CD3- CD56+ 细胞比例为 ( 11. 35 ±
3. 69)%。 免疫磁珠阴性选择法所得 NK 细胞中
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CD3- CD56+细胞比例为(96. 77±2. 31)%,高于分离

前(图 2,P<0. 05),PERCOLL 密度梯度分离法所得

NK 细胞中 CD3- CD56+细胞比例为(15. 83±5. 82)%,
与分离前无差异(图 2,P>0. 05),HPL 培养扩增法

所得 NK 细胞,在培养周期 d7 的 CD3- CD56+ 细胞

的比例为(54. 84±15. 80)%,高于分离前(图 2,P<
0. 05),随着体外培养时间的延长,CD3- CD56+细胞

比例反而有所下降。

注:A
 

2 种分离方式的红细胞损耗率;B
 

2 种分离方式所得 PBMCs

细胞的数量;C
 

2 种分离方式所得 PBMCs 中 CD3- CD56+ 细胞的比

例;D
 

2 种分离方式所得 PBMCs 中 NK 细胞的数量

图 1　 全血手工分离与机器分离 PBMCs 的效果

Figure
 

1 　 The
 

difference
 

between
 

manual
 

and
 

automatic
 

methods
 

of
 

PBMCs
 

from
 

whole
 

blood

2. 3　 免疫磁珠阴性选择法与 PERCOLL 密度梯度

分离法的细胞得率

免疫磁珠阴性选择法分离富集 NK 细胞得率

为(56. 27±10. 47)%,PERCOLL 密度梯度分离法分

离富集 NK 细胞得率为 ( 14 ± 6. 25)% ( 图 3, t =
6. 00,P<0. 05)。 PERCOLL 密度梯度分离法细胞

得率低,不认为该方法分离富集得到的细胞对肿瘤

增殖的抑制能力完全来源于 NK 细胞,因此未进行

NK 细胞活性测定和肿瘤抑制试验。

图 2　 3 种方式分离富集的 NK 细胞中 CD3-CD56+细胞的

比例

Figure
 

2 　 The
 

proportion
 

of
 

CD3 -CD56 +
 

cells
 

of
 

three
 

methods
 

for
 

separation
 

and
 

enrichment
 

of
 

NK
 

cells

图 3　 免疫磁珠阴性选择法与 PERCOLL 密度梯度分离法

的细胞得率

Figure
 

3　 NK
 

cell
 

yield
 

of
 

immunomagnetic
 

bead
 

negative
 

selection
 

and
 

PERCOLL
 

method

2. 4　 HPL 培养扩增法 NK 细胞扩增情况

与免疫磁珠阴性选择法和 PERCOLL 密度梯度

分离法相比,HPL 培养扩增法可以有效激活扩增

NK 细胞,d7 细胞的扩增倍数为 16. 92± 6. 28,d14
扩增倍数为 55. 13±33. 71,d7 细胞数量与初始 PB-
MCs 无差异(P>0. 05),d14 细胞数量高于初始 PB-
MCs(图 4,P<0. 05)。
2. 5　 HPL 培养扩增法与免疫磁珠阴性选择法富集

NK 细胞的活性
 

HPL 培养扩增法所得 NK 细胞活性为 [ d7:
(68. 93±8)%、d14:(71. 3±5. 15)%],免疫磁珠阴

性选择法所得 NK 细胞活性为(72. 86±2. 81)%,与
分离富集前的 PBMCs 中 NK 细胞活性 ( 72. 9 ±
7. 65)%比较均无差异(图 5,P>0. 05)。 HPL 培养

扩增 NK 细胞活性 d7 与 d14 无差异(P>0. 05),但
CD3- CD56+细胞比例 d7 高于 d14(P<0. 05),因此
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进一步对 HPL 培养扩增 d7 及免疫磁珠阴性选择法

的 NK 细胞进行了体外肿瘤抑制试验与杀伤试验。

图 4　 HPL 培养扩增法 NK 细胞扩增效率

Figure
 

4　 Expansion
 

efficiency
 

of
 

HPL-cultured
 

cells

图 5　 免疫磁珠阴性选择法与 HPL 培养扩增法富集 NK 细

胞的活性

Figure
 

5　 Activity
 

of
 

NK
 

cells
 

isolated
 

by
 

immunomagnetic
 

bead
 

negative
 

selection
 

method
 

and
 

expanded
 

by
 

HPL
 

cul-
ture

2. 6　 HPL 培养扩增法与免疫磁珠阴性选择法富集

NK 细胞的毒性

免疫磁珠阴性选择法富集 NK 细胞的体外肿

瘤杀伤率为(19. 90 ± 8. 05)%,肿瘤增殖抑制率为

(38. 67±14. 05)%。 HPL 培养扩增法富集 NK 细胞

的体外肿瘤杀伤率为(15. 83±5. 5)%,肿瘤增殖抑

制率为(44. 33±13. 5)%。 2 种分离富集方式得到

的 NK 细胞毒性无差异(图 6A、B,t = 0. 72、0. 12,P
>0. 05)。
2. 7　 3 种 NK 细胞分离富集方式的比较

见表 1。

3　 讨论

NK 细胞在肿瘤微环境中发生免疫应答的机制

不断被揭示,同种异体 NK 细胞免疫疗法治疗难

治、复发恶性肿瘤的突破和进展也代表着 CAR
 

NK
和 NK 细胞激活后的回输等 NK 细胞疗法已经成为

关注的热点[21-25] 。 目前已经有多个 NK 细胞扩增

培养体系已经通过临床试验许可,用于肿瘤免疫治

疗。 然而,这些 NK 细胞的来源并不统一,其单采

或分离、扩增与培养的技术体系与质量标准尚未明

确公开,仅以细胞产品的形式进入临床试验。 献血

者捐献的全血用于临床输血时其中有大量免疫细

胞资源尚未被利用,具备为同种异体 NK 细胞疗法

提供大量 NK 细胞的潜能,目前已有相关研究探讨

了这一细胞资源中 NK 细胞的回收率[26] 。

A B
注:

 

A
 

NK 细胞肿瘤杀伤率;
 

B
 

NK 细胞肿瘤增殖抑制率

图 6　 免疫磁珠阴性选择法与 HPL 培养扩增法富集 NK 细

胞的毒性

Figure
 

6　 NK
 

cell
 

toxicity
 

of
 

immunomagnetic
 

bead
 

nega-
tive

 

selection
 

and
 

HPL
 

culture
 

expansion
 

method
表 1　 3 种 NK 细胞分离富集方式的比较

Table
 

1 　 Comparison
 

of
 

three
 

methods
 

for
 

isolation
 

and
 

enrichment
 

of
 

NK
 

cells
免疫磁珠阴性

选择法
PERCOLL

密度梯度分离法
HPL 培养
扩增法

优势 操作简单

CD3- CD56+细胞比例高

操作简单
成本低

NK 细胞得率高
数量大

局限性 成本较高
单次分选量

较小

CD3- CD56+细胞
比例与细胞得率

较低

培养时间长

CD3- CD56+细胞
比例较低

开发潜能 CAR
 

NK NK 细胞大量回输

　 　 临床上,从全血分离 PBMCs 有手工分离和机

器分离 2 种方法,分别使用全自动血液成分分离机

和分浆夹。 全自动血液成分分离机的原理是依据

透光度的不同而实现血液成分的分离,它的内参设

置常用于血小板单采,其局限性在于难以针对单一

种类白细胞进行单采或分离。 手工分离法通过手

工挤压全血离心后含有大量白细胞的白膜层,达到

分离 PBMCs 的目的。 在本研究中,我们使用这 2
种方法对多份 400

 

mL 全血中的 PBMCs 进行分离,
结果显示 2 种方法的红细胞损耗率无差异 (P >
0. 05),证明 2 种方法分离 PBMCs 不会影响临床血
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液成分制备。 2 种方法比较,PBMCs 细胞数量手工

分离低于机器分离(P<0. 05),NK 细胞比例手工分

离高于机器分离(P< 0. 05),最终计算得到的 NK
细胞数量 2 者无差异(P>0. 05)。 对此我们分析了

白细胞中各类细胞的密度,发现 NK 细胞处于白细

胞的中上层,而单核细胞和中性粒细胞等位于白细

胞层的中下层,机器分离 PBMCs 时将整个白细胞

层采集分离,而手工分离 PBMCs 时因手工挤压过

程通常不能完整收集白细胞层,导致其虽然整体的

量减少,但上层 NK 细胞均被采集,所以比例较高。
鉴于 2 者在分离 NK 细胞数量上并无差异,而 NK
细胞疗法对 NK 细胞的纯度要求较高,于是我们选

择手工分离的 PBMCs 进行 NK 细胞的分离富集。
国内外研究中,PBMCs 中的 NK 细胞可以通过

直接分离或培养扩增的方法达到分离富集的目的。
直接分离的方法包括免疫磁珠阴性选择法和 PER-
COLL 密度梯度分离法 2 种,培养扩增的方法则主

要是血小板裂解液培养扩增法[27-34] 。 本研究采用

这 3 种方法对手工分离的 PBMCs 中的 NK 细胞进

行分离富集并比较其效果。 免疫磁珠阴性选择法

的 NK 细胞得率约 50%,NK 细胞的纯度>90%,通
过少量多次的分选后可从 400

 

mL 全血中分到 108

数量级的 NK 细胞。 相较于得率较低且 NK 细胞纯

度并未有明显提升的 PERCOLL 密度梯度分离法,
免疫磁珠阴性选择法分离得到的 NK 细胞完全可

以为 CAR
 

NK 细胞免疫疗法提供来源一致且质量

相近的 NK 细胞。 HPL 培养扩增法通过 HPL 与细

胞因子的共同刺激,有效激活和扩增 PBMCs 中的

NK 细胞达到分离富集的目的。 本研究结果显示,
HPL 培养扩增法在培养周期 d7 时 NK 细胞纯度最

高,且该方法在激活 NK 细胞的同时刺激 NK 细胞

的生长与增殖,若对 400
 

mL 全血中的 NK 细胞都

进行培养扩增,其细胞数量可达到 109 级,完全可

满足激活 NK 细胞回输疗法的数量要求。 然而随

着培养时间延长,NK 细胞虽然仍在扩增,但纯度逐

渐下降(可能与停止添加 HPL 有关)。 在后面的研

究中,我们会调整 HPL 的浓度梯度和添加节点,以
期提高 NK 细胞的纯度。 基于目前的培养条件,在
d7 时对 NK 细胞进行收集,再进行磁珠少量多次分

选,可提高 NK 细胞的纯度。 2 种方法分离富集的

NK 细胞活性均较好,都能够抑制肿瘤细胞增殖并

杀伤肿瘤细胞。 我们通过本研究初步构建了全血

来源 NK 细胞的分离纯化技术体系,认为该来源的

NK 细胞具备成为快速分离、短时间扩增细胞免疫

治疗药物的潜能,这不仅能够维持 NK 细胞的活

性,还降低了目前 NK 细胞疗法的成本。
在后续研究中,我们将通过分析献血者的个体

特征与分选得到 PBMCs 及 NK 细胞质量的相关

性,力求建立 1 套以献血者作为 NK 原料细胞供体

的评价体系,为更加有效利用临床用全血里的 NK
细胞资源,推动实现 NK 细胞免疫治疗的床旁快速

供应奠定基础。
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