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NK细胞的抗肿瘤机制及其在肿瘤靶向治疗中的应用研究进展

张淑芬, 曾颖萍, 孟廷廷, 袁 弘, 胡富强*

(浙江大学药学院, 浙江 杭州 310058)

摘要: 自然杀伤 (natural killer, NK) 细胞是固有免疫的重要组成部分, 可通过表面抑制性受体与激活性受体的

协同作用活化后, 直接识别杀伤肿瘤细胞; 可分泌细胞因子募集树突状细胞 (dendritic cells, DCs), 促进DCs成熟, 增

强适应性免疫应答; 可杀伤肿瘤干细胞 (cancer stem cells, CSCs) 与循环肿瘤细胞 (circulating tumor cells, CTCs), 维

持肿瘤细胞休眠, 抑制肿瘤转移。NK细胞具备独特的炎症趋向性, 可响应肿瘤部位释放的细胞因子与趋化因子迁

徙至肿瘤部位, 使其在抗肿瘤靶向治疗中占据重要优势。因此, NK细胞载体、NK细胞膜包被仿生化载体和NK细

胞外囊泡 (NK cell extracellular vesicles, NKEVs) 的肿瘤靶向治疗研究, 受到越来越多的关注。本文将重点介绍NK

细胞抗肿瘤作用机制及其在肿瘤靶向治疗中的应用研究进展。
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Research advances on antitumor mechanism of NK cells and its
application in cancer targeted therapy
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Abstract: Natural killer (NK) cells, as an essential part of innate immunity, can directly identify and kill

tumor cells after being activated by the synergistic action of surface inhibitory receptors and activated receptors. It

can secrete cytokines to recruit dendritic cells (DCs), induce DCs maturation and enhance adaptive immune

response. It can target cancer stem cells (CSCs) and circulating tumor cells (CTCs) to inhibit cancer metastasis. NK

cells have a unique inflammatory tendency, which can respond to cytokines and chemokines released from tumor

sites and migrate to tumor sites, making them occupy an important advantage in cancer targeted therapy. The

research on cancer targeted therapy of NK cells as drug delivery carriers, NK cell membrane-coated biomimetic

nanoparticles, and NK cell extracellular vesicles (NKEVs) has attracted more and more attention. The article will

focus on the mechanism of NK cells inhibiting cancer, and summarize the research progress of cancer targeted

therapy of NK cells.
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T细胞浸润与肿瘤预后紧密相关, 嵌合抗原受体T

细胞 (chimeric antigen receptor T cell, CAR-T) 疗法在

血液型肿瘤的治疗中取得了突破性进展, 激起了肿瘤免

疫治疗研究的新热潮[1]。自然杀伤 (natural killer, NK)

细胞是固有免疫系统中对肿瘤细胞起到直接杀伤作用

的重要组成成分, 与T细胞不同的是, NK细胞的杀伤不

需要依赖抗原呈递细胞 (antigen-presenting cells, APCs)

的刺激[2]。此外, NK细胞可产生细胞因子和趋化因子

募集树突状细胞 (dendritic cells, DCs), 并促进 DCs的

成熟, 增强适应性免疫反应应答。研究发现, 原位肿瘤
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的 NK细胞浸润可有效抑制肿瘤生长, 高转移性器官

的 NK细胞浸润可有效维持肿瘤细胞休眠, 抑制肿瘤

转移[3]。这些特性使NK细胞疗法成为目前肿瘤免疫

治疗研究的新方向。

纳米给药系统在体内具有独有的减毒增效特性和

高度的设计灵活性, 正逐渐成为新一代研究的药物递

送系统[4]。然而, 有限的靶向效率、网状内皮系统的快

速清除造成纳米给药系统的有效性和安全性下降[5]。

表面修饰抗体、配体可提高纳米粒病灶部位靶向效率;

工程化修饰纳米粒可以改善纳米粒的体内分布, 如聚

乙二醇化 (polyethylene glycolated, PEGylated) 修饰可

延长其体内血液循环时间[6]。但重复长期给药PEG化

修饰的纳米粒会加速清除且诱导较强的体系免疫反

应[7]。如何有效提高纳米给药系统的靶向效率、延长

其血液循环时间是亟待解决的问题之一。

NK 细胞具备独特的炎症趋向性, 可响应肿瘤微

环境释放的细胞因子、趋化因子迁徙至肿瘤部位, 在肿

瘤靶向治疗中体现出独特的优势[8]。NK细胞载体和

NK细胞膜包被仿生化纳米载体、NK细胞外囊泡 (NK

cell extracellular vesicles, NKEVs) 等用于肿瘤靶向治

疗, 相较于传统药物递送系统, 可减少单核吞噬细胞系

统 (mononuclear phagocyte system, MPS) 清除, 延长药

物递送系统的血液循环, 靶向肿瘤部位发挥疗效[9-11]。

本综述重点介绍NK细胞的抗肿瘤机制, 概述NK细胞

肿瘤靶向治疗应用的研究进展。

1 NK细胞概述

NK细胞是固有免疫的组成部分, 起着抗菌、抗病

毒的重要作用, 同时越来越多研究发现 NK细胞在肿

瘤免疫监视有着显著意义。约 20%成熟的NK细胞存

在于外周血液循环, 占外周血单核细胞 5%～10%的比

例 , 每 2 周更新 1 次[12]。大部分未成熟的 NK 细胞约

80%滞留在肝脏、肾和淋巴组织[13]。

NK细胞来源于骨髓的CD34+造血干细胞和造血

祖细胞。白介素 (interleukins, IL-s) 如 IL-3、IL-7 和

IL-15, 以及配体如Fms样酪氨酸激酶 3-配体 (Fms-like

tyrosine kinase 3 ligand, FLT3L) 和 kit 配体 (kit ligand,

KL) 等, 诱导淋巴祖细胞分化为前NK细胞[14]。前NK

细胞随后分化成高表达 CD56 的未成熟 CD56bright NK

细胞, CD56bright NK细胞的细胞毒性弱而增殖能力强,

与活化的DCs有较强相互作用[15]。当获得CD16和杀

伤细胞抑制性受体 (killer inhibitory receptor, KIR) 的

表达而失去 CD25 和 CD117 时 , 分化为 CD56 表达较

低、细胞毒性较强的成熟CD56dim NK细胞[14]。而鼠源

NK 细胞可根据表面 CD11b 与 CD27 的表达 , 区分成

CD11blowCD27low、CD11blowCD27high、CD11bhighCD27high

与 CD11bhighCD27low 4 大类 , 鼠源的 NK 细胞成熟发育

呈 现 4 阶 段 CD11blowCD27low→CD11blowCD27high→
CD11bhighCD27high→CD11bhighCD27low, CD11b的高表达

与CD27的低表达是鼠源NK细胞成熟的主要表现[8]。

2 NK细胞的抗肿瘤作用

NK细胞是固有免疫的重要组成部分, NK细胞的

抗肿瘤作用不仅体现在对肿瘤细胞的杀伤, 且与肿瘤

微环境中的DCs等免疫细胞存在关联, 可强化适应性

免疫应答[16]。此外 , NK 细胞可靶向杀伤肿瘤干细胞

(cancer stem cells, CSCs), 在抗肿瘤转移中发挥重要作

用。NK细胞的抗肿瘤作用是利用 NK细胞靶向治疗

肿瘤的重要依据。NK细胞的抗肿瘤机制见图1。

2.1 NK细胞直接杀伤肿瘤细胞

NK 细胞可直接杀伤肿瘤细胞。NK 细胞通过表

面抑制性受体与激活受体的协同作用, 活化并识别靶

细胞后, 与靶细胞之间建立突触, 用于传递颗粒酶与穿

孔素, 穿孔素可插入靶细胞的质膜并形成导致渗透溶

解的孔洞, 颗粒酶可通过穿孔素形成的孔转移并激活

胱天蛋白酶, 导致靶细胞凋亡[17]。

NK 细胞由表面 CD16 受体介导活化, CD16 受体

与免疫球蛋白的恒定区结合后, 可诱导 NK细胞中高

亲和力 IgE受体与 CD3ζ的免疫受体酪氨酸激活基序

(tyrosine activation motif of immune receptor, ITAM) 结

构域磷酸化, 启动信号级联, 最终导致抗体包被细胞的

杀伤 , 这种杀伤机制称为抗体依赖性细胞毒性 (anti‐

body-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) 效 应[18]。

NK 细胞的直接杀伤也可以通过 Fas 配体 (Fas ligand,

FasL) 和肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 (TNF-related

apoptosis-inducing ligand, TRAIL) 来实现[19]。

2.2 NK细胞与DCs产生信号交联, 增强适应性免疫

应答

固有免疫与特异性免疫在抗肿瘤免疫中都起着重

要作用, 而 NK细胞与 DCs在固有免疫与特异性免疫

应答中都承担着重要作用。NK 细胞可通过颗粒酶、

穿孔素等对肿瘤细胞进行直接杀伤。DCs是主要的专

职抗原呈递细胞之一, 在不成熟的状态下, 拥有较强的

吞噬能力。吞噬抗原后, 在细胞因子的刺激下成熟, 表

达 CD80/86/40 等共刺激分子 , 将抗原呈递给 T 细胞 ,

激活下游特异性免疫应答[20]。

肿瘤及其他炎症部位释放出炎性因子 [干扰素-γ

(interferon- γ, IFN- γ)] 和 CX3C 趋化因子配体 (CX3C

chemokine ligand 1, CX3CL1) 等 , 刺激外周循环中的

NK 细胞和 DCs活化, 高表达整合素黏附在血管内皮

细胞表面 , 通过爬行或变形进入病灶部位[21]。NK 细

胞、DCs进入肿瘤部位会发生一系列的信号交联, 这些
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信号交联促进 NK细胞增殖和毒性增强, 同时也能促

进DCs成熟, 建立更有效全面的固有免疫-特异性免疫

应答网络, 抑制肿瘤细胞的生长。基于此, NK细胞与

DCs之间的信号被广泛研究, 两者之间的交互作用主

要通过细胞因子、外泌体和免疫突触等实现[22,23]。

在肿瘤部位 , NK 细胞杀伤易感的肿瘤细胞 , 释

放出肿瘤细胞内容物、损伤相关分子模式 (damage

associated molecular patterns, DAMPs), 如热休克蛋白

(heat shock proteins, HSPs)、高迁移率组蛋白 1 (high

mobility group box protein1, HMGB-1)、腺嘌呤核苷三

磷酸 (adenosine-triphosphate, ATP) 和钙网蛋白 (calre‐

ticulin, CRT) 等 , 这些分子信号可进一步促进 DCs 的

募集和成熟。同时, 不成熟的DCs (immature dendritic

cells, iDCs) 在吞噬坏死细胞释放出的内容物后活化,

释放 IL-2和 IL-15等细胞因子, 这些细胞因子与NK细

胞的相互作用促进NK细胞的进一步分化、增殖[23,24]。

DCs 释放的 IL-2 和 IL-15 上调 NK 细胞的细胞毒性并

促进其分泌 IFN-γ, 而释放的 CCL3 和 CXCL8 可促进

血液循环中的NK细胞募集到肿瘤部位。

除细胞因子和趋化因子外, 研究发现DCs衍生的

外泌体 (DC-derived exosomes, Dex) 可活化NK细胞[25]。

Dex中的肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF) 与

NK 细胞表面的 TNF 受体结合 , 可促进 NK 细胞分泌

IFN-γ。利用Dex做肿瘤疫苗的 I期临床试验发现, 一

半患者体内的 NK 细胞数目增多, 而 T 细胞免疫反应

缺失[26]。Viaud等[27]研究发现, Dex可促进 NK细胞表

面表达 IL15Rα或 NKG2D, 刺激 NK 细胞的增殖与活

化, 并产生一定的抗肿瘤疗效。

当炎症应激过强时, NK细胞可杀伤 iDCs维持免

疫平衡, 抑制 iDCs下游的信号级联反应, 下调免疫应

答[28]。肿瘤组织免疫抑制微环境不仅可下调NK细胞

与 DCs 的信号交联 , 且可进一步促进 NK 细胞杀伤

DCs 抑制免疫反应。肿瘤组织中高表达环氧合酶-2

(cyclooxygenase-2, COX-2) 可促进前列腺素E2 (prosta‐

glandin E2, PGE2) 的合成 , PGE2可刺激吲哚胺 2,3-双

加氧酶 (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO) 高表达, 消

耗色氨酸产生过量犬尿氨酸, 导致未成熟的CD4+ T细

胞分化为调节性T细胞[29]。Van Elssen等[30]研究发现,

PGE2 在体外可抑制 NK-DCs 的信号交联 , PGE2 抑制

DCs 成熟过程中 CCL5、CCL19、CXCL10 等趋化因子

Figure 1 Schematic diagram of the antitumor mechanism of natural killer (NK) cells. The cytokines and chemokines such as chemokine

(C-C motif) ligand 3-like 3 (CCL3) and C-X-C motif chemokine ligand 8 (CXCL8) released from cancer recruit immune cells such as NK

cells and dendritic cells (DCs). NK cells can activate by ADCC effect and STING mechanism, kill cancer cells with granzyme and perforin

or Fas/FasL. Dying cancer cells release damage associated molecular patterns (DAMPs), inducing DCs to phagocytose cancer antigen and

present it to T cells, thus activating adaptive immune response. DCs can release interleukin-2 (IL-2) and IL-15, which can stimulate NK cells

proliferation and enhance cytotoxicity. Moreover, IFN-γ released by NK cells can stimulate the maturation of DCs. In addition, when EMT

process occurs in cancer, NK cells circulating in the blood can kill CTCs and inhibit tumor metastasis. ADCC: Antibody-dependent cellular

cytotoxicity; STING: Stimulator of interferon genes; EMT: Epithelial-mesenchymal transition; IFN: Interferon; CTCs: Circulating tumor

cells; Dex: DC-derived exosomes; Fas: Factor associated suicide
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与 IL-12、IL-18等细胞因子的产生, 不仅导致NK细胞

毒性下降、IFN-γ合成减少, 且抑制NK细胞的募集。

2.3 NK细胞抑制肿瘤转移

恶性肿瘤细胞迁徙到远端器官组织, 是肿瘤引起

死亡的首要因素。而恶性细胞转移不仅与细胞内部的

诱因相关, 与肿瘤转移前微环境中的变化也密切相关,

例如肿瘤微环境塑造的免疫抑制微环境, 可防止恶性

肿瘤细胞在迁徙过程中被免疫细胞识别杀伤[13]。研究

发现, NK细胞、DCs和T细胞分布于肾细胞癌与结直

肠癌的肺转移灶中, 且 NK细胞的浸润密度与肾细胞

癌患者的生存期相关, 在转移灶中NK细胞数量增多,

可延长肾细胞癌患者的生存期[31]。Lin等[32]利用基因

编辑的沙门氏菌YB1, 可明显抑制肿瘤转移, 研究发现

在免疫缺陷的裸鼠 (缺少胸腺, 无 T 细胞免疫, 但 NK

细胞、B细胞仍存在) 中也能起到抗转移的效果。该效

果与沙门氏菌 YB1 促进 IFN-γ的合成、募集更多 NK

细胞密切相关。NK细胞在抑制肿瘤转移中起着重要

作用。

2.3.1 NK细胞具有CSCs靶向性 CSCs是细胞干性

强且处于休眠状态的肿瘤细胞, 被认为是肿瘤发生、复

发和转移的因素之一[14]。靶向CSCs以抑制肿瘤生长、

转移、复发是治疗肿瘤的另一策略与途径[33]。

研究发现, NK细胞具有靶向CSCs、清除CSCs的

能力, 可在血液中有效杀伤 CSCs, 且 NK 细胞过继性

疗法治疗血液性肿瘤的临床试验取得一定的疗效, 但

在实体瘤上效果不理想[34-36]。CSCs在乳腺癌、前列腺

癌、结直肠癌和胰腺癌等肿瘤组织内有一些共同的标

志物, 如CD133、CD166、CD44和CD29, 并高表达乙醛

脱氢酶 2 (aldehyde dehydrogenase-2, ALDH2)[37]。相较

于非 CSCs 肿瘤细胞 , CSCs 表面低表达 I 类主要组织

相容性复合体 (class I major histocompatibility complex,

MHC-I), 免疫原性弱, 因此不容易被CD8+ T细胞杀伤,

而 MHC-I 低表达的 CSCs 可减少对 NK 细胞的抑制。

因此, 相较于非CSCs, CSCs对NK细胞更敏感[34]。

Tallerico 等[35]研究发现 , 体外提取纯化的 NK 细

胞与结直肠癌细胞共培养 , NK 细胞更倾向于杀伤

CD133+的CSCs细胞。共聚焦结果显示, CSCs低表达

抑制 NK 细胞识别的 MHC-I, 高表达激活性受体

NKp30/NKp44的配体。Ames分选不同肿瘤组织样本

中的 CSCs, 大部分细胞表面上调 NK 细胞激活性配

体MICA/B和Fas[36]。另有研究发现 IL-2、IL-15活化后

的 NK 细胞对 CSCs 的杀伤增强 , CSCs 对 IL-2、IL-15

激活的 NK 细胞更敏感[38]。因 CSCs 拥有很强的自我

更新与分化能力, 可分化为在血液中的循环肿瘤细胞

(circulating tumor cells, CTCs), 而NK细胞是清除血液

中CTCs的关键防线, 这也为NK细胞在抑制肿瘤转移

中提供了重要依据[13]。

NK细胞的杀伤会受到 NK细胞肿瘤微环境的抑

制, 且CSCs会对NK细胞杀伤产生抗性[34]。例如, Yin

等[38]研究发现活性氧 (reactive oxygen species, ROS)

高的肿瘤细胞可抑制 NK细胞的杀伤, 用抗氧化酶抑

制剂 L-S, R-丁硫氨酸亚砜胺 (抑制谷氨酸-半胱氨酸

连接酶 , 促进 ROS 产生) 或 H2O2 (ROS 诱导剂) 处理

肿瘤细胞后 , 可促进胞内 ROS 增加 , 显著降低 NK 细

胞的杀伤能力。Park等[39]将高表达上皮细胞黏附分子

(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) 的肝癌CSCs

与 NK 细胞共培养 , 相较于低表达 EpCAM 的细胞 ,

NK 细胞对 EpCAMhigh的 CSCs 杀伤弱, 而该结果可能

与 EpCAM 诱导表达癌胚抗原相关细胞黏附分子 1

(carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule

1, CEACAM1) 相关。CEACAM1是一种在内皮、上皮

和免疫细胞上表达的跨膜糖蛋白, 在CEACAM家族成

员中是唯一具有免疫受体酪氨酸抑制基序的糖蛋白。

CEACAM1可黏附于 T细胞免疫球蛋白黏蛋白分子 3

(T cell immunoglobulin and mucin domain 3, Tim-3) 调

节 T 细胞耐受和衰竭, 且促进肿瘤细胞逃逸 NK 细胞

介导的细胞杀伤[40,41]。

2.3.2 NK 细胞维持肿瘤休眠 肿瘤转移过程中, 浸

润在其他组织器官的肿瘤细胞 (disseminated tumor

cells, DTCs), 为适应新环境, 提高生存优势, 常常进入

长期但可逆的休眠状态, 处于细胞周期中的G0期, 这

些细胞通常被称为休眠肿瘤细胞, 某些特性与CSCs相

似[42]。当周围环境信号发生改变时, 休眠 DTCs 可被

重新激活形成转移灶。

针对休眠肿瘤细胞, 目前研究提出 3种治疗策略,

即: ① 维持肿瘤细胞处于长期休眠状态从而抑制其被

再度激活和转移性复发; ② 激活休眠中的肿瘤细胞使

其对细胞毒性化疗再度敏感; ③ 专门靶向作用并清除

休眠肿瘤细胞[43]。Correia等[3]研究发现, NK细胞可维

持肝脏中休眠 DTCs处于休眠态, 抑制休眠态发展为

转移灶。对比肝脏中肿瘤休眠区与转移灶中的NK细

胞密度, 休眠区 NK细胞比例明显高于转移灶。且通

过注射 IL-15 (该细胞因子可提高 NK 细胞的细胞毒

性 , 促进 NK 细胞增殖), 可进一步增强抗转移疗效。

NK细胞维持休眠主要通过 IFN-γ, 体外共培养肝细胞

与少量肿瘤细胞 , 给予 IFN-γ可提高休眠 DTCs 的比

例。该研究也发现, 肝损伤造成的肝星状细胞活化会

通过CXCL12-CXCR4轴抑制NK细胞维持DTCs休眠

的效果, 且促进DTCs的增殖。

目前, 关于NK细胞分泌 IFN-γ抑制肿瘤转移的机
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制还不太深入。早于Correia等[3]研究, Glasner等[44]于

2018年发现, NK细胞上NKp46受体可促进 IFN-γ的产

生, 以诱导细胞外基质蛋白纤连蛋白改变原发性肿瘤

结构, 抑制转移。这些研究证明 NK细胞在抗转移中

具有重要地位, 不仅与 NK细胞靶向杀伤表面低表达

MHC-I的CTCs、CSCs等相关, 也在维持DTCs休眠态

中起到关键作用。

NK 细胞产生的 IFN-γ也会促进肿瘤高表达免疫

抑制性配体, 使 CTCs逃脱免疫监视; NK细胞在入侵

过程中高表达金属基质酶, 会促进肿瘤细胞脱落, 促进

肿瘤转移[45]。针对复杂的肿瘤微环境, 在研究与应用

NK细胞疗法时, 需要更全面的思考。

3 NK细胞在肿瘤靶向治疗中的应用

统计发现注射后的纳米粒仅 0.6%可以被动靶向

到实体瘤, 主动靶向修饰仅可提高至 0.9%, 大部分的

纳米粒在体循环中被 MPS 清除, 分布到肝脏与肾脏,

该研究结果表明纳米技术在改变分布靶向递送上仍存

在很多局限[11]。PEG化纳米粒是延长纳米粒血液循环,

避免 MPS清除的传统方式。研究发现重复注射 PEG

化纳米粒最终由诱导机体产生抗 PEG抗体, 加速纳米

粒的清除[46]。而纳米粒靶向肿瘤所依赖的增强渗透滞

留效应 (enhanced permeability and retention effect, EPR)

在人体上的存在被质疑。

近年来, 基于免疫细胞的仿生化设计如免疫细胞

载体、免疫细胞“搭便车”和免疫细胞膜包被等技术逐

渐崭露头角。与纳米粒靶向肿瘤不同的是, 免疫细胞不

依赖于被动灌注到达肿瘤组织, 而依赖于炎症招募机

制, 响应炎性因子驱动活化, 黏附到血管穿过上皮, 到

达炎症部位, 而这种募集靶向机制为免疫细胞仿生化

设计与免疫细胞作为物载体提供灵感[11]。且作为自体

成分, 可逃脱免疫系统的清除, 降低免疫原性, 延长血

液循环。更重要的是, 肿瘤是一个慢性炎症部位, 释放

的炎性因子会募集免疫细胞包括NK细胞、DCs、中性

粒细胞、单核细胞和巨噬细胞等[47]。NK细胞可在血液

中循环 1周, 其表面多样的受体赋予NK细胞独特的细

胞毒性作用以及CSCs靶向性, 使NK细胞载体、NK细

胞膜包被仿生化载体和NKEVs在肿瘤靶向治疗中具

备独特的优势[11], 3类NK细胞肿瘤靶向设计见图2。

3.1 NK细胞靶向机制

3.1.1 炎症趋向性 NK细胞靶向肿瘤主要依赖于免

疫细胞的炎症靶向性。肿瘤是一个慢性炎症部位, 肿

瘤组织释放的DAMPs可诱导组织中的免疫细胞释放

细胞因子和前炎性因子以活化肿瘤微血管的内皮细

胞, 使其高表达 E选择素和 P选择素。选择素可以捕

Figure 2 Application of NK cells in cancer targeted therapy. CAR-NK cells can conjugate or encapsulate with different types of drugs-

loaded NPs in vitro. Once administrated, the released drugs, NK-TRAIL/Fas/CAR mediate cancer cell killing by inducing apoptosis and

cytolysis. Biomimetic nanostructures designed by coating NPs with NK cell-extracted membrane displaying cell-death markers such as

TRAIL and Fas to induce apoptosis, and CD16 to mediate ADCC process, which all can induce the killing of cancer cells in vivo.

Biomimetic nanostructures also achieved by coating NPs with NK cell extracellular vesicles (NKEVs) displaying identifying marker

(CD226), cell-death markers (TRAIL, Fas), containing granzyme and perforin for active targeting and killing of cancer cells. CAR:

Chimeric antigen receptor; TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand; IFNR: Interferon receptor
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获动态血流中的淋巴细胞, 这种瞬时的相互作用导致

淋巴细胞在内皮细胞表面滚动。同时, 内皮细胞富集或

分泌的细胞因子与趋化因子诱导淋巴细胞上的整合素

活化, 而后整合素与内皮细胞表面的细胞间黏附分子1

(intercellular adhesion molecule 1, ICAM1) 和血管细胞

黏附分子 1 (vascular cell adhesion molecule 1, VCAM1)

结合可进一步加强淋巴细胞与内皮细胞之间的紧密联

系, 使淋巴细胞在内皮细胞表面爬行直至穿过内皮细

胞屏障到达肿瘤组织[21]。

分离纯化得到的NK细胞膜保留一部分NK细胞

表面的功能蛋白 , 因此在肿瘤靶向上具备潜力。而

NKEVs作为细胞间传递生物信号的囊泡, 不仅保留了

NK 细胞上的功能蛋白质, 如典型的 NK 细胞标志物,

包含 NKG2D和 CD94、穿孔素、颗粒酶和 FasL等细胞

毒性分子, 在体外和体内展现抗肿瘤活性和靶向肿瘤

细胞能力[10]。同时 , NKEVs 表达多种细胞黏附分子

(cell adhesion molecule, CAMs), 在穿过体内屏障靶向

肿瘤等炎症部位起重要作用。

3.1.2 靶向效率 NK 细胞的肿瘤靶向性在 NK 细胞

过继性疗法的研究中得到验证。Melder等[48]通过正电

子发射断层扫描 (positron emission tomography, PET)

检测尾静脉注射的 NK 细胞在尾部 FSaII纤维肉瘤中

的分布量与全身分布。用[11C]甲基碘 (一种正电子发射

同位素) 标记NK细胞后, 将NK细胞注射至肿瘤远端

侧尾静脉, 并监测 30～60 min肿瘤内积累情况。结果

显示, 肿瘤内滞留的 NK细胞为 (15.3 ± 4.9) %。未分

布到肿瘤的NK细胞在肺、肝和脾中聚集。Uong等[49]

采用ESNF13标记体外扩增的NK细胞, 静脉注入NK

细胞后可通过近红外荧光成像技术追踪其体内分布。

结果显示, 在 30 min～4 h时NK细胞快速分布于肺部、

肾脏、骨髓和肿瘤部位, 4 h主要分布于原位肿瘤。7天

后基本不可见NK细胞在肺部、肾脏和骨髓的分布, 而

肿瘤内依然滞留一定量的NK细胞。多个利用NK细

胞膜包被仿生化设计的研究发现, NK 细胞膜包被可

提高药物的瘤内分布, 活体成像结果显示仿生化纳米

粒在瘤内的分布和滞留显著提高[9,50,51], 而NKEVs静脉

注射后的瘤内分布在 24 h 可达到 12.6%, 24～48 h 提

高至18.8%[52]。

NK细胞的靶向效率不仅体现在原位瘤的靶向性,

在转移易感器官的靶向性上也体现出价值。Chan‐

drasekaran 等[53]在研究中将修饰 TRAIL 与成熟 NK 细

胞表面抗原-NK1.1抗体的脂质体注入小鼠体内, 利用

NK1.1抗体结合NK细胞, 通过NK细胞的淋巴引流靶

向杀伤肿瘤引流淋巴结内的肿瘤细胞, 有效抑制肿瘤

细胞通过淋巴结造成的转移。相较于只修饰 TRAIL

的脂质体, 该脂质体更多地结合在NK细胞表面, 更有

效地抑制淋巴结的转移。

3.1.3 靶向影响因素 不同亚型的NK细胞在肿瘤靶

向能力上存在差异。NK细胞的体内迁徙主要依靠细

胞因子与趋化因子驱动[8]。CD56bright NK细胞表面细胞

因子和趋化因子受体 (chemokine receptor, CXCR) 主

要是CCR7、CXCR3和L-选择素 (CD62L), CD56dim NK

细胞的受体主要是CXCR1、CXCR2和CX3CR1等[13]。

肿瘤微环境中的细胞因子和趋化因子可减少毒性NK

细胞的密度, 提高未成熟NK细胞的密度, 并改变其表

型转变为肿瘤相关细胞[13]。研究发现, 肿瘤细胞通过

高表达CXCL9、CXCL19和CCL5等趋化因子, 诱导未

成熟的CD56bright NK细胞分布到肿瘤及肿瘤引流淋巴

结, 减少表达CXCL2、CX3CL1、CXCL1和CXCL8等趋

化因子, 抑制细胞毒性强的CD56dim NK细胞分布至肿

瘤。因此, 在肿瘤靶向中 CD56bright NK 细胞具有更强

的肿瘤靶向性[12]。

不同肿瘤的分布靶向存在差异。免疫抑制的“冷”

肿瘤组织如乳腺癌, 肿瘤细胞低表达MHC-I与NK细胞

激活性受体配体, 高表达程序性死亡受体 (programmed

cell death-ligands, PD-Ls) 和 B7-H3 等免疫检查点配

体 , 分泌可溶性免疫调节分子 PGE2、转化生长因子

(transforming growth factor-β, TGF-β) 等免疫抑制条件,

造成肿瘤细胞逃逸NK细胞的免疫监视, 并低表达NK

细胞迁移所需的细胞因子以减少NK细胞的分布[54-57]。

因此, NK 细胞相关疗法可联用不同疗法以提高

靶向性。NK细胞治疗可与细胞因子、免疫调节药物联

合使用, 促进“冷”肿瘤转化为“热”肿瘤, 分泌NK细胞

募集相关细胞因子提高NK细胞的肿瘤分布。例如, 放

疗和化疗可诱导肿瘤细胞上NKG2D配体的表达增加,

增加NK细胞靶向。聚焦超声治疗乳腺癌可增加肿瘤

浸润性淋巴细胞, 包括T细胞、B细胞和NK细胞[58]。

3.2 NK细胞作为药物载体

3.2.1 NK细胞作为药物载体的价值 CAR-T在急性

淋巴细胞白血病和 B 细胞淋巴瘤等血液型肿瘤的治

疗中取得重大突破 , 然而脱靶效应、细胞因子风暴

(cytokine release syndrome, CRS)、移植物抗宿主病

(graft versus host disease, GvHD) 等不良反应限制了

CAR-T的临床应用[59]。NK细胞过继性疗法或CAR-NK

细胞疗法几乎不产生GvHD与CRS, 且在实体瘤上的疗

效强于CAR-T治疗[60,61]。NK细胞疗法作为CAR-T的替

代疗法, 逐渐变成肿瘤免疫治疗的热点研究方向。将

CAR-NK 或 NK 细胞作为细胞载体递送抗肿瘤药物 ,

可进一步增强抗肿瘤疗效。

肿瘤血管异质性导致纳米粒在肿瘤血管近端的细
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胞外基质聚集, 因此血管远端的肿瘤细胞往往不能被

有效靶向清除, 表明传统纳米递送系统被动靶向策略

仍存在一定局限性[62]。NK 细胞递送可利用 NK 细胞

炎症靶向作用, 以增强纳米粒靶向到肿瘤部位[12]。此

外, 利用NK细胞作为载体, 可利用NK细胞本身的细

胞毒性作用、CTCs靶向性和维持肿瘤休眠作用联用载

药纳米粒起到更有效的抗肿瘤与抗肿瘤转移效果。

3.2.2 NK 细胞作为药物载体的设计与应用 NK 细

胞作为载体, 需要大量NK细胞, 这些NK细胞可从外

周血中分离、体外扩增, 也可以从脐带血、胚胎干细胞和

多功能干细胞诱导分化扩增得到。NK-92是一种人源性

NK细胞系, 具有更强的细胞毒性, 且在临床试验中安

全性得到确证, 因此也可利用NK-92细胞作为载体[63]。

目前利用 NK 细胞作为药物载体, 主要以表面嫁

接装载药物的纳米载体、细胞内装载药物的纳米粒等

两种方式实现。马来酰亚胺化的功能性纳米粒可与富含

巯基的NK细胞膜反应, 将纳米粒嫁接在细胞表面, 实

现细胞毒性药物通过 NK细胞靶向肿瘤而不损伤 NK

细胞[64,65]。细胞内装载纳米粒, 采用NK细胞与载药纳

米粒共孵育实现, 但装载效率有限。随着对NK细胞摄

取机制的研究深入, 细胞内载药方式需要进一步革新。

以NK细胞作为药物载体, 载药纳米粒对NK细胞功能

的影响值得关注。以往的研究发现, 装载Fe3O4磁性纳

米粒、脂质体不会影响 NK 细胞分泌 IFN-γ、颗粒酶和

穿孔素的能力 , 也不会改变 NK 细胞表面功能蛋白

NKG2D、DNAX辅因子1 (DNAX accessory molecule 1,

DNAM-1) 和CD16的表达[66]。

Siegler 等[64]将马来酰亚胺化的交联多层脂质体

(cross-linked multilamellar liposomal vasicles, cMLVs)

装载紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 后连接在 CAR-NK细胞

表面。该CAR-NK细胞在嫁接 cMLVs后, 可有效增强

cMLVs靶向到肿瘤部位, 且产生更强的肿瘤细胞杀伤

作用。体内分布结果显示, CAR-NK细胞嫁接 cMLVs

可提高 cMLVs的瘤内滞留量至接近 3倍, 减轻肝脏部

位分布造成的肝毒性。

而利用NK细胞和CAR-NK细胞的靶向治疗受限

于注射细胞后的体内分布, 且 CAR-NK 细胞病毒转染

效率低、冻融造成细胞毒性下降和实体瘤渗透性低, 依

然是目前研究的主要挑战[61]。

3.3 NK细胞膜包被仿生化载体

3.3.1 NK 细胞膜包被仿生化载体的价值 近年来 ,

基于细胞膜包被的仿生化设计在纳米给药系统研究中

应用广泛。最初基于细胞膜的纳米粒是将红细胞膜和

聚乳酸-羟基乙酸 [poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA]

内核共挤出制备, 细胞膜包被纳米粒概念首次被提出[67]。

这种细胞膜涂层到纳米粒表面的方法可以整合细胞膜

表面功能性蛋白分子的优点, 赋予仿生纳米载体更好

的生物相容性, 使其可伪装成自体成分, 逃脱免疫系统

的清除, 降低免疫原性[68]。细胞膜包被纳米载体可保

留细胞膜表面部分功能蛋白与受体, 赋予该仿生化纳

米载体特定的功能和靶向能力, 该仿生化纳米载体相

较于活细胞载体, 在减少活细胞引起的免疫反应、增加

实体瘤渗透上具有一定的优势。

NK细胞膜包被仿生化载体可通过细胞膜表面蛋

白 NKG2D、NKp44、NKp46、NKp30 和 DNAM-1 等靶

向肿瘤细胞。例如, NKG2D是一种二硫键连接的同型

二聚体, 可识别在肿瘤细胞上表达的几种配体, 包括

UL16结合蛋白 (UL16-binding protein, ULBP) 和MHC

I 类链相关基因 A (MHC class I chain-related gene A,

MICA)[69]。DNAM-1可诱导 IFN-γ生成, 并刺激巨噬细

胞从 M2型分化为 M1巨噬细胞[9]。此外, DNAM-1可

作为肿瘤细胞迁移的调节剂, 与肿瘤细胞的CD155结

合, 抑制肿瘤转移[70]。

3.3.2 NK细胞膜包被仿生化载体的设计与制备 NK

细胞膜包被仿生化载体的结构主要包括装载药物的核

心与膜等两个部分, 其制备主要包括 3个步骤: NK细

胞膜的分离纯化、核心纳米粒的合成及将细胞膜与核

心纳米粒融合[9]。

为了最大程度地减少膜表面蛋白的变性, 膜的提

取必须尽可能温和, 通常包括细胞裂解和膜纯化等步

骤。NK 细胞膜可来源于人外周血中 NK 细胞 , 脐带

血、人胚胎干细胞、多功能干细胞诱导分化的 NK 细

胞, 以及人源化NK细胞系-NK-92细胞。相较于诱导

分化扩增体内来源的细胞, 由 NK细胞系分离提取细

胞膜更方便可行, 且NK-92细胞表面缺少抑制性配体

表达, 具有更强的抗肿瘤疗效。首先, 收集目标细胞后

可使用组合方法裂解细胞, 包括用低渗溶液处理, 反复

冻融和机械破膜 (挤出、超声等), 继续用不连续蔗糖梯

度离心以除去细胞内的生物大分子、内囊泡和核。

细胞膜可以通过不同的方法融合到合成的载药核

心纳米粒上, 挤出法、超声法和微流电穿孔法是目前主

要使用的 3种方法。挤出法是制备膜包被纳米粒最常

采用的方法, 通过使用一系列孔径逐渐减小的多孔聚

碳酸酯膜 (400～100 nm) 挤出机挤出, 通过挤出器孔

径控制粒径大小, 但是较为繁琐耗时[69]; 超声法是挤出

法的有效替代方法。超声波会破坏膜结构, 通过膜囊

泡和 NP 的简单共孵育而使 NP 周围的膜重新组装。

这种方法方便省时, 但需优化超声处理的各种参数, 包

括功率、频率和持续时间, 保证融合效率的同时减少蛋

白质变性[71]; 在微流控芯片上, 电磁能在细胞膜上形成
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孔, 核心纳米粒与细胞膜囊泡混合时, 这些孔有助于纳

米粒被囊泡包被。在此过程中, 也需优化工艺脉冲电

压、持续时间和流速。这种方法制备的膜包被纳米粒

具有完整涂层、分布均匀性和高重复性[72]。

3.3.3 NK细胞膜包被仿生化载体的应用 Pitchaimani

等[50]利用NK-92人源性NK细胞系提取NK细胞膜与装

载多柔比星 (doxorubcin, DOX) 脂质体融合得到仿生

化 NK 细胞膜融合脂质体 (NK cell membrane infused

fusogenic liposome, NKsome), 后续评价CD56、NKG2D、

NKp30、钙黏蛋白等功能蛋白稳定存在于 NKsome表

面, 且体外MCF-7细胞可靶向摄取NKsome, 入胞后释放

DOX产生细胞毒效应, 在体内可达到78.5%的抑瘤率。

NK 细胞表面蛋白核因子 κB 受体活化因子配体

(receptor activator of nuclear factor-κB ligand, RANKL)

与DNAM-1, 可促进巨噬细胞分化为M1亚型[73]。光动力

学疗法 (photodynamic therapy, PDT) 在治疗肿瘤中应用

广泛, 一方面PDT可通过光辐射产生ROS; 另一方面可

诱导免疫细胞死亡 (immunogenic cell death, ICD), 刺激

分泌DAMPs, 但PDT不能诱导有效持久的免疫反应[74]。

将 NK 疗法与 PDT 结合可有效增强抗肿瘤免疫应答,

Deng等[9]构建了NK细胞膜包被中-四 (4-羧基苯基) 卟吩

[4,4′,4″,4‴-(porphine-5,10,15,20-tetrayl) tetrakis (benzoic

acid), TCPP] 纳米粒, NK细胞膜包被可有效靶向肿瘤

部位并诱导巨噬细胞极化为M1型, PDT可诱导肿瘤细

胞 ICD效应, 两者联用诱导有效持久的免疫效应。在

荷瘤小鼠内静脉注射 TCPP 与 NK-NPs, NK-NPs 靶向

肿瘤在肿瘤部位聚集的能力明显强于TCPP。小鼠心

脏、肺、脾、肾和肝脏的HE染色切片显示, 细胞膜包被

的仿生载体未造成这些主要脏器的损伤。

NK细胞膜包被纳米载体, 在肿瘤细胞靶向和提高

抗肿瘤免疫疗效方面具备较好的疗效。但如何工业化

提取细胞膜, 保证细胞内容物的去除及细胞膜蛋白的

完整性, 以获得安全有效、完整的细胞膜, 仍面临挑战。

3.4 NK细胞膜外囊泡

3.4.1 NKEVs 作为药物载体的价值 细胞外囊泡

(extracellular vesicles, EVs) 是细胞源性膜囊泡, 作为细

胞间交流的一种机制被广泛研究。EVs包括外泌体和

微泡等, 外泌体大小在 40～100 nm之间, 微泡大小在

50 nm～1 μm之间, 细胞间传递生物信号的特性使其作

为药物递送系统具有独特的优势, 如体内屏障穿透性如

血脑屏障穿透性, 固有的细胞靶向性与体循环稳定性

等[75]。相较于细胞载体, EVs的实体瘤渗透性更好, 可

避免细胞载体在药物递送过程中被肿瘤细胞改变特性。

NKEVs保留了NK细胞上的功能蛋白质, 如NKG2D

和CD94、穿孔素、颗粒酶、FasL等细胞毒性分子, 在体

外和体内展现抗肿瘤活性和靶向肿瘤细胞能力, 研究表

明NKEVs可触发多种杀伤机制[10]。Zhu等[76]从NK-92

细胞系中分离纯化得到NKEVs, 该外泌体表达FasL与

颗粒酶, 可靶向胶质母细胞瘤细胞并被其摄取, 有效抑

制肿瘤生长。NKEVs通过传递核酸抑制神经母细胞瘤

生长与免疫逃逸, 研究发现 NKEVs携带 miRNA-186,

抑制 MYCN基因 [已发现 MYCN表达与转移行为、上

皮细胞-间充质转化 (epithelial-mesenchymal transi‐

tion, EMT)、受损免疫监测、细胞周期进展和干细胞样

状态的维持呈正相关[77]]、转化生长因子 β受体 (trans‐

forming growth factor beta receptors, TGFBR) 的表达 ,

阻止肿瘤细胞通过TGF-β通路由NK细胞造成的免疫

逃逸。

NKEVs 表面的 CD276 (B7-H3)、CD97、CD55 等

与免疫活化相关的分子可与肿瘤细胞和免疫细胞相

互作用, 提高抗肿瘤效果[78]。Federici等[78]研究分析了

NKEVs表面的蛋白组成, 发现 NKEVs可刺激单核细

胞表面共刺激分子CD80/CD86和T细胞表面CD25的

表达, 同时在免疫抑制因子 IL-10/TGF-β等存在的条件

下, 仍能维持免疫刺激活性。进一步研究发现, NKEVs

可提高CD56+ NK细胞比例。

此外 , NKEVs 表达多种 CAMs, 在穿过体内屏障

靶向肿瘤等炎症部位起重要作用。整合素是其中之

一, 可促进细胞外基质的黏附并激活细胞内信号转导

通路。整合素介导的肿瘤间质感知、硬化和重塑是支

持肿瘤侵袭、获得肿瘤干细胞特征和耐药性的癌症进

展的关键步骤[79]。NKEVs表达的几种整合素可能会

干扰癌细胞表达的整合素, 如进入肿瘤微环境中与竞

争整合素配体[80]。NKEVs 表达的其他重要 CAMs 是

选择素, 选择素是介导如炎症等病理反应过程中淋巴

细胞归巢的分子[21]。肿瘤中选择素配体水平升高与不

良预后有关, 选择素可以激活信号级联, 调节肿瘤微环

境中的免疫反应。这些 CAMs的表达意味着 NKEVs

参与了生理和病理条件下复杂的细胞信号交联。

NKEVs丰富的细胞毒性成分、免疫因子和CAMs

等使NKEVs拥有靶向杀伤肿瘤细胞的作用, 装载治疗

药借助NKEVs靶向肿瘤部位, 可进一步增强抗肿瘤效

果。NKEVs表达的MHC-I比NK细胞少, 因此体内排

异的现象也会减弱, 以NKEVs作为药物递送系统拥有

良好的前景。

3.4.2 NKEVs作为药物载体的设计与制备 NKEVs

作为药物载体, 主要包括提取分离与载药两个步骤。

NKEVs的提取与常规外泌体的分离一致, 主要包括超

速离心、免疫亲和纯化等[81]。收集细胞上清后, 低转速

除去细胞碎片, 高转速回收 NKEVs。而后, 采用蔗糖
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密度梯度离心可根据密度分离囊泡类型, 进一步从蛋

白质聚集物中纯化囊泡。该方法适用于大规模工业化

生产, 但耗时, 且高转速可能破坏 NKEVs。免疫亲和

法可根据NKEVs表面蛋白选择性分离纯化, 但不适合

大规模生产。

NKEVs的载药受到表面膜的限制, 如何保证不破

坏 NKEVs、不释放内容物并有效载药是利用 NKEVs

载药的一大挑战[74]。以往的研究中, 利用EVs载药分

为提取 EVs前与提取 EVs后两类。小分子 RNA可通

过转染细胞, 成功装载入EVs[82]。Pascucci等[83]用高剂

量 PTX 处理间充质干细胞, 成功将 PTX 装载入 EVs。

Lee等[84]研究发现装载药物的脂质体与细胞共孵育可

将药物装载入 EVs而后被释放。分离得到的 EVs, 对

于疏水药物, 直接混合即可实现一定的载药; 对于亲水

药物, 需要通过电穿孔、超声、反复冻融和挤出等方式,

仍是一大挑战。利用 NKEVs 作为药物递送系统 , 与

CAR-NK细胞过继性疗法相比, 同样面临着体外扩增

NK细胞与高效载药、维持体外稳定性等问题。

4 应用前景与挑战

NK 细胞作为固有免疫的重要组成部分, 在肿瘤

免疫治疗的地位逐渐体现。NK 细胞在血液中循环 ,

可结合来自肿瘤部位的细胞因子、趋化因子, 迁徙到肿

瘤部位。当肿瘤细胞表面结合抗体或其他刺激性配

体 , NK 细胞可识别并分泌颗粒酶和穿孔素 , 杀伤肿

瘤。由于 CSCs 表面低表达 MHC, 更易被 NK 细胞靶

向杀伤 , 且 NK 细胞可维持肿瘤细胞休眠 , 抗肿瘤转

移。基于 NK细胞的这些作用与肿瘤靶向能力, 在肿

瘤靶向治疗中有较好的前景与优势, 包括 NK细胞载

体、NK细胞膜包被仿生化纳米载体和NKEVs等。

NK细胞应用于肿瘤靶向治疗, 仍面临诸多挑战。

首先, 利用 NK细胞作为载体或提取 NK细胞膜包被,

不同亚型 NK细胞的肿瘤靶向能力存在较大差异, 细

胞毒性强的CD56dim NK细胞受到抑制, 而CD56bright NK

细胞靶向能力更强, 但容易受到肿瘤微环境的影响, 增

殖能力与细胞毒性下降, 如何选择合适亚型的NK细胞

作为载体并有效杀伤肿瘤, 值得进一步研究[12]。NK细

胞的体外扩增效率和体内外维持活性是利用NK细胞

作为载体、提取 NK 细胞膜或 NKEVs 存在的普遍问

题; 其次, 利用NK细胞作为载体, 存在细胞在体内分布

分散、难以渗透到实体瘤深处的问题, 如何诱导体外注

射的NK细胞靶向分布到肿瘤, 仍然值得关注[85]。NK

细胞疗法与光热疗法、光动力学疗法等联用是解决上

述问题的措施之一, 光热疗法、光动力疗法以及化疗可

有效引起肿瘤 ICD 效应, 诱导分泌细胞因子、趋化因

子, 促进NK细胞分布到肿瘤部位[86]。此外, 如何提高

NKEVs高效载药, 也是限制其应用的主要问题。NK

细胞载药剂量会影响注射量, 如何保证给药剂量而不

过多注入NK细胞损伤体内细胞动态平衡, 值得思考。

总体上, 利用 NK细胞对肿瘤进行直接杀伤和抗转移

治疗, 或提取NK细胞膜与NKEVs进行抗肿瘤靶向治

疗, 是有价值的研究方向。
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