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冷冻保存对NK细胞活率及其肿瘤杀伤效果的影响①
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［摘 要］  目的：对比新鲜及冻存复苏的NK细胞的存活率及肿瘤杀伤效果，以便评价冻存的同种异体NK细胞作为即

用型产品应用于临床治疗的可行性。方法：利用台盼蓝染色法对冻存前、冻存 3个月复苏后及复苏后 4℃存放 24 h时NK细胞

进行存活率检测；通过ELISA方法对冻存前后NK细胞 IFN-γ表达量检测；利用流式细胞术对其表面活化性受体表达情况进行

检测的同时利用RTCA S16 系统检测其对A549肿瘤细胞的杀伤作用。结果：冻存复苏后细胞活率为（92.17±1.37）%，复苏后4℃ 
保存24 h后仍为（79.97±1.22）%；新鲜NK和冻存NK细胞的 IFN-γ分泌量分别为（5 967.0±517.8） pg/ ml和（4 861.0±941.4） pg/ ml，
二者未见显著性差异（P>0.05），同时，NK细胞冻存后受体NCR2及NKG2D较冻存前均未有明显下降；对A549细胞的杀伤作用

中，效靶比（E∶T）为 10∶1和 5∶1时，冻存复苏NK的杀伤效果与新鲜培养NK细胞无显著性差异，仅在高效靶比（E∶T=20∶1）时

冻存NK杀伤作用低于新鲜NK的杀伤作用（P<0.05）。结论：经过对比研究表明，冷冻保存的NK细胞满足临床应用所要求的

活率和高效杀伤肿瘤细胞能力，可以发展成为即用型细胞药物，具有广泛的临床应用前景。

［关键词］  新鲜NK；冻存NK；细胞活率；肿瘤杀伤活性

Effects of cryopreservation on viability and tumor killing activity of NK cells
LIU Chun-Xiang， ZHANG Yi. Tianqing Stem Cell Co.， Ltd.， Harbin 150028， China

［Abstract］ Objective：To compare the viability and tumor killing effect of fresh and frozen NK cells in order to evaluate the 
possibility of cryopreserved allogeneic NK cells for clinical treatment. Methods：The viability of NK cells before freezing， frozen after 
3 months and stored at 4℃ for 24 h after recovery was determined by trypan blue exclusion method； IFN-γ expression of NK cells     
before and after freezing was detected by ELISA. NK surface activation receptors were analyzed by flow cytometry. Killing effect of fresh 
or thawed NK cells against A549 was revealed by RTCA S16 System Bundle. Results：The viability of cryopreserved cells was （92.17±
1.37）% immediately after thawing and dropped to （79.97±1.22）% stored at 4℃ for 24 h after recovery， which met the criteria for clinical 
application. No significant difference was found （P>0.05） in IFN-γ secretion of fresh vs frozen NK cells （5 967.0±517.8 pg/ ml vs       
4 861.0±941.4 pg/ ml）. There was no significant difference in the expression of NK activation receptors NCR2 and NKG2D in cyropre⁃
served and fresh NK cells； The killing activity of cryopreserved NK cells against A549 was no significant difference at E∶T=10∶1 and 
E∶T=5∶1（P>0.05）， except E∶T=20∶1 （P<0.05）. Conclusion：Cryopreserved NK cells can achieve the clinical required viability and 
high efficiency to kill tumor cells， suggesting that cryopreserved NK can be developed into ready-to-use cellular drugs for clinical     
applications.

［Key words］ Fresh NK；Cryopreserved NK；Cell viability；Tumor killing activity

自然杀伤（natural killer，NK）细胞是一类重要

的淋巴细胞，是人类固有免疫的首道天然防线。由

于其具有对异常细胞的杀伤与清除作用，近年来在

生物技术和细胞药物研究领域越来越受到重视。

NK细胞与T细胞和B细胞的区别在于，其为主要组

织相容性复合体（major histocompatibility complex，
MHC） 非限制性免疫类细胞，并且不需要预先致敏

即可行使其免疫识别、防疫和维稳等功能［1］。

NK细胞发挥作用主要依靠所分泌的细胞因子

及膜受体。O'SULLIVAN 等［2］发现，NK细胞对肿瘤

杀伤作用依赖于所分泌产生的干扰素γ（interferon γ，
IFN-γ）的作用及其对肿瘤微环境中巨噬细胞的激活

作用；同时，IFN-γ 可以选择性地抑制肿瘤细胞增

殖、遏制肿瘤内血管的快速生成［3］。NK细胞的膜受
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体主要分为抑制性受体和激活性受体两大类，这些

受体通过识别自己与非己来调节及平衡细胞毒性

作用。激活型受体主要为自然杀伤细胞基团 2D
（natural killer cell group 2D，NKG2D）和自然细胞毒

性受体（natural cytotoxicity receptors，NCR）［4-5］。研

究发现，当肿瘤患者NKG2D表达受到抑制时，NK细

胞分泌 IFN、激活 T 细胞并介导细胞毒性作用显著

下降［6］。NCR是近 10年发现的NK细胞毒性特异性

活化受体，包括 3 种异质性分子：NKp46、NKp44、
NKp30，能够辨识病毒硫酸乙酰肝素、凝血素、PC⁃
NA、B7等特定肿瘤抗原，其中NKp44仅表达于活化

的 NK 细胞［4，6］。NCR 在辨识和清除靶细胞时，可单

独或与其他受体一起作用，例如 NK 对黑色素瘤杀

伤时，NCR 发挥主要作用，而 NCR 表达低下时，

NKG2D则会辅助 NCR，加强对肿瘤抗原的识别［7-8］。

由于癌症患者自身 NK 细胞数量的减少及功能异

常，使自体NK细胞扩增能力及功能受到限制，因此

科学家们致力于同种异体NK细胞的安全性及有效

性研究［9-10］。KLINGEMANN 等［11］研究表明，同种异

体NK细胞在多发性骨髓瘤和淋巴瘤治疗中具有很

高的安全性和较好的抗肿瘤活性。HOLUBOVA
等［12］研究表明，冷冻保存的 NK 细胞具有较高的肿

瘤杀伤活性。本研究欲在此基础上，通过对生产的

新鲜NK细胞与冻存NK细胞活率、因子分泌能力及

部分表面活化性受体的变化对比来确定NK细胞冻

存前后的差异，同时利用 A549细胞对冻存前后 NK
细胞进行肿瘤杀伤能力检测，为批量扩增并冷冻保

存的同种异体NK细胞作为即用型产品而应用于临

床提供有力支持。

1 材料与方法 

1. 1　材料　淋巴细胞分离液 Ficoll-Paque PLUS 为

GE 公司产品；4-1BBL、IL-15 和 IL-21 基因修饰的

K562滋养细胞由本实验室保存；IL-2购自北京四环

制药有限公司；GT-T551 H3培养基、2L细胞培养袋

均为 TaKaRa 公司产品；T75、T175 细胞培养瓶均为

Nest品牌产品；15 ml、50 ml细胞离心管均为Corning
公司产品；CO2细胞培养箱、离心机、酶标仪为美国

Thermo公司产品；显微镜为日本Olympus公司产品；

KX-21 血细胞分析仪为日本 SYSMEX 公司产品；流

式细胞仪为美国 Beckman Coulter 公司产品；Rabbit 
anti-human NKG2D IgG/ FITC、Rabbit anti-human 
NCR2 IgG/ FITC均购自北京博奥森生物科技有限公

司；RTCA S16 系统为 ACEA 公司产品；人肺癌细胞

A549 由 ACEA 公司赠送；胰蛋白酶、胎牛血清（fetal 
bovine serum，FBS）、DMEM 培养基均由美国 Gibco
公司生产；IFN-γ ELISA 试剂盒购自哈尔滨赛莱博

科技有限公司。

1. 2　方法　

1. 2. 1　新鲜NK细胞及冻存NK细胞解冻后的活率

检测　PBMCs 分离：根据参考文献［13］进行，将成人

外周血 2 000 r/ min离心 10 min后吸出血浆，56℃ 水
浴灭活 30 min，备用；血细胞用生理盐水稀释后加至

装有Ficoll溶液的离心管中，2 000 r/ min离心 20 min
密度梯度离心收集白膜层细胞并用生理盐水洗涤  
2次，计数备用。

NK 扩增：根据参考文献［13］进行，用 30 ml GT-

T551 H3培养基将 2×107~3×107个 PBMCs重悬后，接

入T75细胞培养瓶，然后加入 IL-2、K562滋养细胞及

占培养基体积 5% 的灭活的自体血浆，其中 IL-2 为

500 U/ ml，滋养细胞为 1×106个/ ml，37℃、5%CO2条

件下体外共培养 15 d，其中培养第 7 天时补加 1 次

NK扩增滋养细胞，补加的NK扩增滋养细胞的数量

为 NK 细胞数量的 1/ 4，过程中进行补液，共培养

15 d。
NK 细胞冻存及冻存前后存活率计算：在培养

第 15天时，取 200 µl NK细胞，台盼蓝染色后用血细

胞计数板进行计数及计算细胞活率，染色后细胞取

样计数 3次；根据所测得的细胞密度进行细胞冻存，

冻存液为：50%GT-T551 H3 培养基，10% 二甲基亚

砜（dimethyl sulfoxide， DMSO），40%FBS，冻存密度

为 8×106个/ ml。NK 细胞冻存 3 个月后 37℃ 水浴解

冻，取 2×106个细胞加入 1~2 ml生理盐水，取 200 µl 
进行台盼蓝染色后用血细胞计数板进行计数及计

算细胞存活率，染色后细胞取样计数3次；同时取2×
106个细胞离心去除冻存液并利用 1~2 ml生理盐水

重悬 4℃ 保存 24 h后取 200 µl进行台盼蓝染色后用

血细胞计数板进行计数及计算细胞存活率，染色后

细胞取样计数3次。

1. 2. 2　ELISA 方法对新鲜及冻存的 NK 细胞进行

IFN-γ 分泌能力检测　将新鲜 NK 细胞用无血清 
GT-T551 H3培养基稀释至 1×106 个/ ml，取 2 ml接种

6 孔板，培养 48 h 后 1 500 r/ min 离心 5 min 收取上

清，−80℃ 冷冻保存；新鲜 NK 细胞冻存 3 个月后

37℃ 水浴解冻进行计数 ，同样将其用无血清        
GT-T551 H3培养基稀释接种 6孔板，培养 48 h后离

心收取培养上清，−80℃ 冷冻保存。
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将 IFN-γ ELISA 检测试剂盒室温平衡 20 min
后，按照说明书加样要求进行样本加样，最终利用

酶标仪检测 450 nm 波长处各孔的 OD 值，利用标准

品绘制标准曲线，从而根据各孔对应 OD 值计算出

相应浓度。

1. 2. 3　新鲜NK细胞与冻存NK细胞表面活化性受

体表达差别分析　取培养第 15 天的新鲜 NK 细胞  
1 500 r/ min离心 5 min弃上清，用PBS重悬计数后取

3×106个/ ml制成密度为 2×106个/ ml的单细胞悬液，

并将其平均分成 3 管，分别加入抗体 IgG1-FITC、  
anti-NKG2D-FITC、anti-NCR2-FITC，4℃ 避 光 孵 育

30 min，PBS 洗涤细胞 2 次后进行流式细胞仪检测。

取冻存 3个月的NK细胞进行 37℃ 水浴解冻，PBS洗

涤后制备单细胞悬液并进行流式细胞仪检测，具体

方法与新鲜NK细胞的检测方法相同。

1. 2. 4　新鲜NK细胞与冻存NK细胞的肿瘤的杀伤

效果对比研究　实验分组：本研究共分为 4组，分别

为靶细胞对照组及 3 个实验组，3 个实验组分别为  
E∶T［E∶T 为效靶比，即 NK 细胞数（效应细胞，E）与

肿瘤细胞数（靶细胞，T）的比例］为20∶1组、10∶1组、

5∶1组。

实验过程为：肺癌细胞A549经胰蛋白酶消化变

圆后，用含 10%FBS 的 DMEM 终止后 1 300 r/ min 离

心 5 min，去除上清，用新鲜培养基稀释计数，最终稀

释成 1×105个/ ml。向 E-Plate 16 PET 板每孔中加入

50 µl培养基，于 RTCA S16 系统的检测平台上检测

基 线 ，保 证 各 孔 的 Cell Index 低 于 0. 063；取 出         
E-Plate 16 PET 并向孔中加入 100 µl A549 细胞悬

液，于RTCA 检测平台上过夜培养。培养后的细胞分

成4组，分别为E∶T=20∶1组、E∶T=10∶1组、E∶T=5∶1组
及靶细胞对照组，每组 2个平行孔。在肿瘤细胞接

种约 19 h 时加入 NK 细胞。取培养第 15 天的新鲜

NK细胞用肿瘤细胞培养基稀释细胞至 4×106个/ ml、
2×106个/ ml、1×106个/ ml后，依次加入E∶T=20∶1组、  
E∶T=10∶1 组、E∶T=5∶1 组对应孔中，细胞悬液量为

50 µl，靶细胞对照组中加入 50 µl培养基，实时观察

杀伤效果；NK细胞冻存 3个月后，取出于 37℃ 水浴

中解冻，进行肿瘤杀伤效果检测，检测方法与新鲜

NK细胞的肿瘤杀伤检测方法相同。杀伤率（%）=［1−
（效靶细胞作用孔 Index值−效应细胞孔 Index值）］/  
靶细胞孔 Index值×100%。

1. 3　统计学处理　所有实验数据按照 x̄±s显示，通过

统计学分析软件SPSS13. 0对数据进行独立 t检验和统

计学意义分析，当P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2 结果 

2. 1　新鲜 NK 细胞与冻存 NK 细胞存活率对比分

析　本研究中，培养后的NK细胞存活率为（96. 43±
0. 50）%，冻存 NK 细胞复苏后的活率可达（92. 17±
1. 37）%，复苏后4℃ 保存24 h时活率仍可达（79. 97±
1. 22）%，虽然复苏后及复苏后 4℃ 保存 24 h 时 NK
细胞活率较冻存前有一定降低，但结果显示所冻存

的NK细胞仍可以满足临床要求的 80%的细胞存活

率，如图1所示。

2. 2　新鲜及冻存NK细胞 IFN-γ分泌能力检测　利

用无血清培养基对新鲜和复苏 NK 细胞进行培养，

细胞密度均为 1×106 个/ ml，24 h 后利用 ELISA 方法

进行 IFN-γ 分泌量检测，结果中，新鲜 NK 的 IFN-γ
分泌量为（5 967. 0±517. 8）pg/ ml，冻存复苏的NK细

胞的表达量为（4 861. 0±941. 4）pg/ ml，冻存NK细胞

IFN-γ分泌能力较新鲜NK细胞有所降低，但未见显

著差异（P>0. 05），如图2所示。

2. 3　新鲜NK细胞与冻存NK细胞表面活化性受体

表达差别　由于 NK细胞具有表达 NCR2和 NKG2D
的性质，并且NK细胞异体NCR2和NKG2D在识别、

杀伤靶细胞中起重要作用，因此对冻存前后的细胞

进行该功能验证，流式细胞仪分析结果，如图 3 所

示，冻存复苏的 NK 细胞与新鲜的 NK 细胞相比，

NCR2未见明显变化，而 NKG2D的表达量却有所增

加，为新鲜 NK的 1. 87倍。由此可见，冻存后 NK细

胞NCR2和NKG2D的表达未较冻存前降低。

图1　冻存前后NK细胞活率对比

Fig. 1　NK cells viability before and after freezing
Note：*.  P<0. 05，**. P<0. 01.

图2　新鲜及冻存NK细胞 IFN-γ分泌量

Fig. 2　IFN-γ secretion from fresh and frozen NK cells
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2. 4　新鲜NK细胞与冻存NK细胞的肿瘤的杀伤效

果对比研究　A549 细胞接种量为 10 000 个/ 孔，效

靶比为 20∶1、10∶1、5∶1时观察NK细胞对A549细胞

的杀伤效果。结果显示，新鲜NK细胞在曲线上96 h
时，效靶比为 20∶1、10∶1、5∶1 的杀伤率分别为：

（90. 48±1. 19）%、（79. 16±1. 79）%、（59. 77±3. 34）%；

冻存NK细胞在曲线上96 h时，效靶比为20∶1、10∶1，
5∶1 的杀伤率分别为：（78. 05±1. 13）% ，（69. 78±
1. 65）%、（51. 21±2. 86）%。E∶T=20∶1 时，新鲜 NK
对 A549 细胞的杀伤作用显著高于冻存 NK（t20∶1=
7. 593，P20∶1=0. 016 9<0. 05）；E∶T=10∶1和 5∶1时，两

组未见显著差异（t10∶1=3. 861，P10∶1=0. 061 0>0. 05； 
t5∶1=1. 947，P5∶1=0. 190 9>0. 05），如图4、图5所示。

3 讨论 

2009年 5月，国家卫生监管部门制定了《自体免

疫细胞（T 细胞、NK 细胞）治疗技术管理规范（征求

意见稿）》，规范明确列出了回输时细胞应符合的最

低临床标准，包括细胞数量和存活率等指标，其中

要求回输时的细胞存活率应大于等于 80%。本研

究所冻存的 NK 细胞复苏后活率可达（92. 17±
1. 37）% ，复 苏 后 4℃ 保 存 24 h 后 活 率 仍 可 达

（79. 97±1. 22）%，说明所冻存的 NK 细胞可以满足

临床要求的细胞存活率。

NK 细胞活性受细胞膜上两大类受体调控，抑

制性受体和激活性受体，其中天然细胞毒性受体

（NCR）和NKG2家族的NKG2D均为激活性受体［14］。

自体 NK 回输时，KIR 可以识别自体细胞，抑制 NK
细胞的激活，而异体NK回输时抑制作用较弱，因此

异体 NK 细胞的活化性受体对治疗起重要作用［15］。

本研究中，冻存复苏的NK细胞与新鲜的NK细胞相

比，冻存后 NK 细胞 NCR2 和 NKG2D 的表达未较冻

存前降低，说明冻存复苏过程不会影响 NK 细胞表

面相关活化型受体的表达。

NK 细胞具有广谱的肿瘤杀伤效果，杀伤机制

包括：FasL与Fas相作用、穿孔素/ 颗粒酶作用、借助

表面CD16与肿瘤特异性 IgG发生的抗体依赖的细胞

介导的细胞毒作用（antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity，ADCC）、肿瘤凋亡相关因子（TNF- α、

IFN-γ）的分泌作用［15-17］。DOMOGALA 等［18］研究发

现冻存的脐血 CD34 阳性细胞分化成 NK 细胞的能

力未受冻存影响，HOLUBOVA等［19］的临床前研究表

明，冻存复苏的NK细胞再 iL-2激活后能表达NK细

胞活化受体 NKp44，NKG2D 和 CD25 并对血液肿瘤

细胞系 K562具有细胞毒性作用。本研究则从人肺

癌细胞系 A549入手进行创新性研究，本研究发现，

NK细胞在冻存后 IFN-γ分泌能力较新鲜NK细胞有

所降低，但未见显著差异（P>0. 05），说明冻存不会

对 IFN 分泌功能产生明显影响，同时，NK 细胞的肿

瘤的杀伤研究发现，E∶T=10∶1 和 5∶1 时，新鲜与冻

存复苏 NK 对 A549 细胞的杀伤作用未见显著差异

（均为P>0. 05）；同时对新鲜和冻存NK细胞在E∶T=
20∶1，E∶T=10∶1和E∶T=5∶1这 3种效靶比下的杀伤

效果进行整体差异性分析，杀伤效果未见显著性差

异（P>0. 05），因此证明冻存复苏的 NK 细胞对人肺

癌细胞 A549 杀伤效能与新鲜 NK 接近。本研究也

发现，当 E∶T=20∶1时，新鲜 NK对 A549细胞的杀伤

作用高于冻存NK，具有显著性差异（P<0. 05），这可

图3　新鲜NK细胞与冻存NK细胞表面活化性受体表达情况

Fig. 3　Activated receptor expression in fresh and frozen 
NK cells

Note：A. Fresh NK cells；B. Frozen NK cells.

图4　NK细胞对肺癌细胞A549的实时杀肿瘤效果

Fig. 4　Real-time killing effect of NK cells on lung cancer 
cells A549

Note：A. Fresh NK cells；B. Frozen NK cells.

图5　96 h时NK细胞对人肺癌细胞A549的杀肿瘤效果

Fig. 5　Analysis of killing effect of NK cells on lung cancer 
cells A549 at 96 h

Note：*.  P<0. 05 vs Frozen NK.
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能是 NK 细胞冻存复苏后部分冻存 NK 细胞死亡造

成其对A549杀伤作用降低。在高效靶比的情况下，

累积体现出来，该结果提示，未来在利用冻存复苏

的 NK 细胞进行高效靶比临床肿瘤治疗时，可通过

适当增加 NK 细胞数量，以达到更好的体内与相应

新鲜NK细胞近似的肿瘤杀伤效果。本研究首次采

用人肺癌细胞A549作为效应细胞，报道了冻存复苏

的NK细胞与新鲜培养NK细胞的区别，结果将为冻

存的同种异体NK细胞作为即用型产品进行患者治

疗提供有力支持。
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