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【摘要】 目的  探究在相同效靶比（E∶T）下，不同的靶细胞数量对 NK-92MI 杀伤靶细胞效果的

影响及其可能的原因。方法  在标准的 4 h 杀伤条件下，将 NK-92MI 分别与数量为 20 000、10 000、 

5 000、2 500 的 K562、BNI 2-4-S、BNI 1-3-S、BNI 19-1-S 细胞共培养，检测靶细胞的溶解比例来判断

NK-92MI 的杀伤效能，并与数量为 2 500、5 000、10 000、20 000 的 K562 和 BNI 19-1-S 细胞进行耦联实

验以探究 NK-92MI 与靶细胞的结合情况。结果  在杀伤实验中，当靶细胞数量分别为 2 500、5 000、

10 000、20 000 时，NK-92MI 与 K562 细胞共培养后的杀伤比例分别为（16.62±2.09）%、（20.84±1.36）%、

（31.00±2.01）%、（47.80±1.30）%；与BNI 2-4-S细胞共培养后的杀伤比例分别为（29.94±2.27）%、（39.64± 

2.47）%、（49.29±1.27）%、（64.25±1.92）%；与BNI 1-3-S细胞共培养后的杀伤比例分别为（41.81±3.59）%、

（48.59±3.41）%、（57.10±3.25）%、（64.55±1.90）%；与 BNI 19-1-S 细 胞 共 培 养 后 的 杀 伤 比 例 分 别 为

（41.39±2.39）%、（47.85±3.15）%、（54.09±0.67）%、（57.82±2.48）%，NK-92MI 的 杀 伤 效 能 随 着 靶 细 胞

数量的增加而增加，差异有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。细胞耦联试验中，当靶细胞数量分别为 2 500、

5 000、10 000、20 000 时，NK-92MI 与 K562 细 胞 的 结 合 比 例 分 别 为（1.85±0.11）%、（5.30±0.37）%、

（7.79±0.08）%、（13.10±0.30）%；与 BNI 19-1-S 细胞的结合比例分别为（2.58±0.21）%、（6.69±0.31）%、

（8.46±0.20）%、（13.37±0.78）%，随着靶细胞数增加，NK-92MI 与靶细胞的结合显著增加，差异有统计学

意义（均 P ＜ 0.01）。结论  在相同效靶比下，不同的靶细胞数量会影响 NK-92MI 与靶细胞的接触程度，

从而影响 NK-92MI 对其的杀伤效能，在效靶比相同的情况下，靶细胞越多，NK-92MI 与靶细胞接触越充

分，NK-92MI 对其杀伤效能越好。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect of different numbers of target cells on the cytotoxicity of 
NK-92MI against target cells at the same effector-to-target （E∶T） ratio and its potential underlying mechanisms. 
Methods  Under standard 4-hour cytotoxicity conditions， NK-92MI cells were co-cultured with K562， 
BNI 2-4-S， BNI 1-3-S， and BNI 19-1-S cells in quantities of 20 000， 10 000， 5 000， and 2 500 cells， 
respectively， and the lysis ratio of target cells was detected to determine the cytotoxic efficacy of NK-92MI. 
NK-92MI was coupled with K562 and BNI 19-1-S cells in quantities of 2 500， 5 000， 10 000， and 20 000 
to investigate the binding of NK-92MI to target cells. Results  In the cytotoxicity assay， when the number of 
target cells was 2 500， 5 000， 10 000， and 20 000， the lysis ratios of NK-92MI co-cultured with K562 cells 
were （16.62±2.09）%， （20.84±1.36）%， （31.00±2.01）%， and （47.80±1.30）%， respectively； the lysis ratios 
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NK-92 细胞衍生于 1 例患有急进性非霍奇金淋

巴瘤的成年男性外周血单核细胞自然杀伤（natural 

killer，NK）细胞株［1］。NK-92MI 细胞是通过转染得

到的源自 NK-92 细胞的 IL-2 非依赖的 NK 细胞株。

NK-92 细胞在研究 NK 细胞的生物学功能、细胞免疫

疗法创新及临床应用领域被广泛使用［2］。NK-92 细

胞缺乏绝大部分的杀伤抑制性受体而保留着对多种

恶性肿瘤的杀伤功能，K562 是其中一种常见的敏感

靶细胞［3-4］。然而，在相同的效靶比条件下，不同

的研究中NK-92对K562细胞的溶解效应相差很大，

在 10∶1 效靶比条件下，靶细胞溶解比例为 10%～ 

60%［5-8］。通过分析相关研究中的实验方案，结果

显示除了培养时间不同，不同研究所用的靶细胞数

量不同，而这可能是带来结果差异的原因。为探究

在相同效靶比条件下，不同的靶细胞数量是否对

NK-92MI 细胞溶解靶细胞效应产生影响，本实验通

过 NK-92MI 与不同靶细胞共培养证实这个猜想 , 并

提出可能的作用机制。

一、材料与方法

1. 细胞培养：NK-92MI 细胞使用专用培养基培

养（Percell 公司货号：CM-0533），三株胶质瘤干细

胞 系（BNI-19-1-S、BNI-2-4-S、BNI-1-3-S）在 北

京市神经外科研究所分子病理室建立。胶质母细

胞瘤组织样本（IDH 野生型，依据 2021 年 WHO CNS

肿瘤分类［9］，为 WHO 4 级）取自在北京天坛医院

接受手术切除的患者。该研究已获得首都医科大

学附属北京天坛医院伦理委员会审批（伦理批号：

KY2024-174-02）。组织用预冷的杜氏改良伊格尔

培养基（DMEM）清洗，轻轻剪碎，随后用 10 ml 胰蛋

白酶在 37℃下消化 20 min。细胞悬液通过 200 目筛

网过滤以获取单细胞，这些单细胞在无血清培养基

［DMEM/F12 补充有 2% B27、20 ng/ml 表皮生长因子

（epidermal growth factor，EGF）和 20 ng/ml 成纤维细胞

生长因子（fibroblast growth factor， FGF）］中培养，所

有的细胞系均通过STR分析鉴定为标记细胞系无交

叉污染。干细胞系在添加B27 （Gibco）、人表皮生长因

子（human epidermal growth factor，hEGF； peprotech， 

20 ng/ml）和人成纤维细胞生长因子（human fibroblast 

growth factor， hFGF； peprotech， 20 ng/ml）的DMEM/F12 

中培养，悬浮干细胞球使用 Accutase（Millipore）消化

传代。

2. 杀伤实验：利用慢病毒转染方法使 K562、BNI 

2-4-S、BNI 1-3-S、BNI 19-1-S 表达荧光素酶并作

为靶细胞，在 E∶T=10∶1，37℃的条件下，分别以

20 000、10 000、5 000、2 500 的细胞数，在 96 孔板中

与 NK-92MI 细胞共培养 4 h 后，将培养板室温放置

20 min，加入等体积混合后的 Bright-Lite Luciferase 

Assay System 底物（Vazyme 公司，货号：DD1204），用

酶标仪（Tecan 公司，型号 M200Pro）检测 Luciferase 荧

光强度。

of NK-92MI co-cultured with BNI 2-4-S cells were （29.94±2.27）%， （39.64±2.47）%， （49.29±1.27）%， 
and （64.25±1.92）%， respectively； the lysis ratios of NK-92MI co-cultured with BNI 1-3-S cells were 

（41.81±3.59）%， （48.59±3.41）%， （57.10±3.25）%， and （64.55±1.90）%， respectively； the lysis ratios of 
NK-92MI co-cultured with BNI 19-1-S cells were （41.39±2.39）%， （47.85±3.15）%， （54.09±0.67）%， and 

（57.82±2.48）%， respectively. The cytotoxic efficacy of NK-92MI increased with the number of target cells， 
with statistically significant differences （all P ＜ 0.01）. In the cell-coupling assay， when the target cell numbers 
were 2，500， 5，000， 10，000， and 20 000， the binding ratios of NK-92MI to K562 cells were （1.85±0.11）%， 

（5.30±0.37）%， （7.79±0.08）%， and （13.10±0.30）%， respectively. In the cell coupling assay， when the 
target cell numbers were 2 500， 5 000， 10 000， and 20 000， the binding ratios of NK-92MI to K562 cells were 

（1.85±0.11）%， （5.30±0.37）%， （7.79±0.08）%， and （13.10±0.30）%， respectively； and the binding ratios of 
NK-92MI to BNI 19-1-S cells were （2.58±0.21）%， （6.69±0.31）%， （8.46±0.20）%， and （13.37±0.78）%， 
respectively. As the number of target cells increased， the binding of NK-92MI to target cells significantly 
increased， with statistically significant differences （all P ＜ 0.01）. Conclusions  At the same E ∶ T ratio， 
varying numbers of target cells influence the degree of contact between NK-92MI and target cells， thereby 
affecting the cytotoxic efficacy of NK-92MI against them. At the same E：T ratio， the greater the number of target 
cells， the more extensive the contact between NK-92MI and target cells， and the higher the cytotoxic efficacy of 
NK-92MI against them.

【Key words】  NK-92MI；  Cytotoxicity；  Cell coupling；  K562；  Glioma stem cells
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3. 细胞耦联实验：NK-92MI 细胞经慢病毒转染

携带绿色荧光蛋白，K562 或 BNI 19-1-S 靶细胞使

用活细胞染料染色橙色荧光（AAT Bioauest 公司，货

号 Cat# 22622， PE 通 道）标 记。NK 细 胞 和 靶 细 胞

按 E∶T=2∶1 混合，于 37℃、5% CO2 条件下分别以 

20 000、10 000、5 000、2 500的细胞数共孵育15 min。

孵育后轻柔重悬细胞，立即进行流式细胞术分析。

计算双阳性（GFP+PE+）细胞群占比，以此定量细胞

耦联。

4. 统计学方法：采用 SPSS 27.0 统计软件进行数

据处理。计数资料采用频数表示；采用 Shapiro-Wilk

法检验计量资料的正态性，符合正态分布的计量资

料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较单因

素 ANOVA 分析，多重比较采用 Tukey's HSD 检验。

双侧检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 相同效靶比下不同靶细胞数量 NK-92MI 细胞

杀伤靶细胞的效能比较：结果显示，随着靶细胞数

量增多，与NK-92MI细胞共培养后其裂解比例越大，

差异有统计学意义（均 P ＜ 0.05），即 NK-92MI 细胞

对其的杀伤效能越好。见表 1。多重组间两两比较

显示，靶细胞为 K562 时，靶细胞数量 2 500 与 5 000

组间比较，差异有统计学意义（P=0.022），其余不同

靶细胞数量组间比较，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.01）；靶细胞为 BNI 2-4-S 时，不同靶细胞数量组间

两两比较，差异均有统计学意义（均P ＜ 0.01）；靶细

胞为 BNI 1-3-S 时，不同靶细胞数量组间两两比较，

差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）；靶细胞为 BNI 

19-1-S 时，靶细胞数量 10 000 与 20 000 组间比较，

差异无统计学意义（P=0.169），其余不同靶细胞数量

组间比较，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。

2. 相同效靶比下不同靶细胞数量 NK-92MI 与靶

细胞共培养聚集成团情况观察：将数量为 20 000、

10 000、5 000、2 500 的靶细胞（K562、BNI 19-1-S）

在 E∶T=10∶1，37℃的条件下，与 NK-92MI 细胞共

培养 4 h 后，在显微镜下观察其聚集情况。在光学

显微镜下，随着靶细胞数量增多，可见培养的细胞

成团比例越高，散在细胞越少。见图 1。

3. NK-92MI 细胞与 K562 和 BNI 19-1-S 细胞的

结合情况比较：结果显示，随着靶细胞数量的增加，

NK-92MI 细胞与 K562、BNI 19-1-S 细胞的结合率也

增加，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05），两组趋势

均相同；两两比较结果显示，靶细胞为 K562 时，不

同靶细胞数量组间两两比较，差异均有统计学意义

（均 P ＜ 0.01）；靶细胞为 BNI 19-1-S 时，不同靶细胞

数量组间两两比较，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.01）。见图 2、表 2。

注：图中可见在相同效靶比下，随着靶细胞数量的增加，NK 细胞和靶细胞的聚集成团更加明显；蔡司 Axio Observer 显微镜，×50；NK 自然杀伤

图1  光学显微镜观察 NK-92MI 细胞和靶细胞 K562 和 BNI 19-1-S 的聚集情况

表1  相同效靶比下不同靶细胞数量 NK-92MI 细胞对

靶细胞的杀伤比例比较（%，x±s）

靶细胞

数量
K562 BNI 2-4-S BNI 1-3-S BNI 19-1-S

2 500 16.62±2.09 29.94±2.27 41.81±3.59 41.39±2.39

5 000 20.84±1.36 39.64±2.47 48.59±3.41 47.85±3.15

10 000 31.00±2.01 49.29±1.27 57.10±3.25 54.09±0.67

20 000 47.80±1.30 64.25±1.92 64.55±1.90 57.82±2.48

F 值 257.80 206.80 53.23 37.46

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：NK 自然杀伤
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讨论  NK-92MI 与 4 种靶细胞进行的杀伤实验

都显示在相同效靶比的条件下，靶细胞数量增加，

NK-92MI 对靶细胞的杀伤效能也增加，这说明杀伤

效能随着靶细胞数量的增加而增加是一种普遍现

象。细胞耦联实验也证明了在相同效靶比条件下，

靶细胞数量越多，NK-92MI 细胞与靶细胞的结合越

充分，形成的细胞耦联越多。因而可知，在相同效

靶比条件下，不同的靶细胞数量会影响 NK-92MI 与

靶细胞的接触程度，从而影响 NK-92MI 对其杀伤效

能。经典理论认为，NK 细胞杀伤靶细胞分为 2 种

方式，一是 FcγRIIIA 受体介导的抗体依赖细胞介

导的细胞毒作用（antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity， ADCC）；二是 NK 毒性［10-12］。随着对 NK

细胞激活性受体的研究，发现 NK 毒性也由不同的

激活性受体介导［13-14］，黏附分子在其中也发挥重

要作用［15-16］。但不论哪种方式，NK 细胞杀伤靶细

胞均以细胞接触为前提。结合经典杀伤机制来看，

本研究的发现进一步完善了 NK 细胞杀伤的“接触

依赖模型”。对于 FcγRIIIA 介导的 ADCC 而言，靶

细胞数量的增加会提高抗体包被靶细胞的密度，

使 NK 细胞表面 FcγRIIIA 更易发生交联激活，进

而通过 ITAM 信号通路启动颗粒酶、穿孔素的释放；

而在 NK 毒性通路中，靶细胞数量增加不仅提高了

NKG2D、NKp30 等激活性受体与配体结合的概率，

还能通过增强细胞间黏附维持杀伤突触的稳定，延

长信号传导时间，最终提升杀伤效率。2 种杀伤方

式均以细胞直接接触为前提，这也解释了为何靶细

胞数量通过调控接触程度，能对整体杀伤效能产生

显著影响［17-18］。

不同实验室NK-92MI细胞杀伤结果存在较大异

质性［19-21］，在排除了其他因素的情况下，未控制靶

细胞数量可能是发生这种现象的原因。因其对多种

肿瘤的杀伤活性而应用广泛，NK-92MI细胞是肿瘤免

疫研究与治疗的重要模型。本研究为此类差异导致

的可复现性不足提供了可能解释，并为实验设计提

供关键参考，即比较不同效应细胞或处理条件时，应

控制靶细胞数量。在相同效靶比下，增加靶细胞数

量可提升NK细胞与靶细胞的接触充分性，从而增强

杀伤效能。但为有利于统计分析，同时需确保杀伤

比例不至于过高或过低，本研究中，在96孔板中使用

10 000 个靶细胞，37℃培养 4 h 是广泛采用的条件。

注：右上象限表示 GFP+ 和 PE+ 双阳性的细胞群，其占比随着靶细胞数量的增加而增加； NK cells 自然杀伤细胞； target cells 靶细胞

图2  NK-92MI 细胞和靶细胞 K562 和 BNI 19-1-S 的耦合情况

表2  相同效靶比下不同靶细胞数量 NK-92MI 与靶细胞的

细胞耦联实验结合比例比较（%，x±s）

靶细胞数量 K562 BNI 19-1-S

2 500 1.85±0.11 2.58±0.21

5 000 5.30±0.37 6.69±0.31 

10 000 7.79±0.08 8.46±0.20 

20 000 13.10±0.30 13.37±0.78 

F 值 1 105.00 306.10

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

    注：NK 自然杀伤
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本研究存在以下局限性：首先，NK-92MI 作为

永生化细胞系，其 FcγRIIIA 表达、激活阈值及代谢

特性与原代 NK 细胞存在显著差异，可能限制结论

向原代细胞体系的外推，而原代 NK 细胞对肿瘤的

杀伤活性与细胞系存在功能差异［22］。其次，实验

环境方面，二维培养体系无法模拟体内肿瘤微环境

中 TGF-β 等抑制因子及细胞外基质的调控作用，且

3D 模型已证实肿瘤空间排布会显著改变 NK 杀伤动

力学［23］。第三，机制解析层面，尚未明确靶细胞数

量对淋巴细胞功能相关抗原 -1（lymphocyte function-
associated antigen-1， LFA-1）/ 细胞间黏附分子 -1

（intercellular adhesion molecule-1， ICAM-1）等黏附分

子的调控机制及 PI3K/Akt 等信号通路的差异化贡

献。此外，固定的 4 h 培养时间和效靶比范围未考

虑代谢环境变化的影响，也缺乏对杀伤饱和阈值的

系统分析，而不同效靶比与培养时间组合会显著影

响实验结果稳定性。

综上所述，本研究结果显示，在相同效靶比下，

不同的靶细胞数量会影响NK-92MI与靶细胞的接触

程度，从而影响 NK-92MI 对其的杀伤效能；在相同

效靶比的情况下，靶细胞越多，NK-92MI 与靶细胞

接触越充分，NK-92MI 对其杀伤效能越好。本研究

还为后续研究提供了拓展方向，例如，可进一步探

索不同培养体系（如悬浮培养、3D 微球培养）中靶细

胞数量对杀伤效能的影响，因为三维环境下细胞接

触模式与二维培养存在显著差异；同时，结合单细

胞测序技术，分析不同靶细胞数量下 NK-92MI 的基

因表达变化，有望挖掘出调控细胞接触敏感性的关

键分子。这些研究将进一步深化对 NK 细胞杀伤机

制的理解，为优化肿瘤免疫治疗策略提供更精准的

实验依据。
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·神经肿瘤的免疫治疗专题·

神经胶质瘤的免疫治疗回顾
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【摘要】 神经胶质瘤是一种来源于神经胶质细胞的恶性脑肿瘤，其具有高度侵袭性，难以通过手

术完全切除，且对传统的放疗和化疗耐受性较高。目前，免疫治疗已成为神经胶质瘤研究的热点之一。

单克隆抗体通过细胞表面抗原 - 抗体结合的方式阻断肿瘤细胞的增殖信号通路，如免疫检查点抑制剂；

嵌合抗原受体 T 细胞疗法也在治疗胶质瘤方面显示出一定潜力，但因抗原异质性和免疫逃逸等问题，其

临床效果尚待改进。此外，多项进行中的临床试验也探索新治疗策略，如结合溶瘤病毒、疫苗疗法和基

因编辑技术以增强免疫治疗效果。现对神经胶质瘤的免疫治疗方案进行原理和临床试验方面的总结，

并提出未来研究的可能方向，以为临床治疗提供借鉴。

【关键词】  胶质瘤；  免疫治疗；  免疫检查点抑制剂；  癌症疫苗；  综述

Research progress on immunotherapy for glioma Lian Yiming， Wang Yu
Department of Neurosurgery， Peking Union Medical College Hospital， Beijing 100730， China
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【Abstract】 Glioma is a malignant brain tumor originating from glial cells， characterized by high 
invasiveness， difficulty in complete surgical resection， and high resistance to conventional radiotherapy and 
chemotherapy. Currently， immunotherapy has become one of the hot topics in glioma research. Monoclonal 
antibodies block tumor cell proliferation signaling pathways by binding to cell surface antigen-antibody， such 
as immune checkpoint inhibitors. Chimeric antigen receptor T-cell （CAR-T） therapy has also demonstrated 
potential in treating gliomas， but its clinical efficacy remains to be improved due to challenges such as antigen 
heterogeneity and immune escape. In addition， multiple ongoing clinical trials are exploring novel therapeutic 
strategies， such as combining oncolytic viruses， vaccine therapies， and gene editing technologies to enhance 
the efficacy of immunotherapy. This paper summarizes the principles and clinical trials of immunotherapy 
approaches for glioma and proposes potential directions for future research to inform clinical treatment strategies.

【Key words】  Glioma；  Immunotherapy；  Immune checkpoint inhibitors；  Cancer vaccines；   
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