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【摘要】 

目的  建立自然杀伤细胞（NK 细胞）体外杀伤活性检测方

法并进行验证。 

方法   以慢性髓源白血病细胞  K562 为靶细胞，使用 

5(6)-羧基二乙酸荧光素琥珀酰亚胺酯（CFDA SE）标记后，

将携带 CFSE 荧光的靶细胞按照不同的效靶比与 NK 细

胞共培养。使用死细胞染料碘化丙啶（PI）与早期凋亡染料 

Annexin V 对共培养的细胞进行染色后，采用流式细胞仪对 

CFSE 荧光筛对靶细胞圈门，同步圈门 PI 检测其死亡率与 

Annexin V 检测早期凋亡率，计算杀伤率。对活细胞染料 

CFDA SE 与死细胞染料 PI 及早期凋亡染料 Annexin V 

使用量、检测限与定量限、准确度、重复性、再现性进行 

验证。 

结果  经过活细胞染料 CFDA SE 用量验证后，2 × 106 个

K562 靶细胞的 CFDA SE 最佳使用量为 0.2 μL。PI 与 

Annexin V 的最佳使用量均为 1 μL/Test。靶细胞死亡与早

期凋亡检出限为 0.1%，定量限为 0.5%。准确度、重复性、

再现性验证结果均能满足 YY/T 0588《流式细胞仪》中表面

标志物检测的重复性 a) 阳性百分比 ≥ 30% 时，CV 值应 

≤ 8%；或 b) 阳性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 15% 的

要求。t 值与理论值符合 95% 置信水平中的统计学要求。 

结论  建立的 NK 细胞体外杀伤活性检测方法符合标准 

化评价体系，为 NK 细胞功能检测与质量评价提供了参考

依据。 

【关键词】 NK 细胞；  K562 细胞株；  CFDA SE；  PI；  
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自然杀伤细胞（natural killer cell, NK 细胞）是机体重

要的非特异性免疫屏障，不仅参与抗肿瘤、抗病毒感染，也

跟免疫调节有关，其特点是可以在不受到抗原呈递的情况

下，通过不同的方式杀死肿瘤细胞[1]。通过接受 NK 治疗

患者的淋巴细胞亚群分析结果表明，NK 细胞具有增强机体

免疫力的功能，与恶性肿瘤的手术治疗、化疗、放疗有明显

的互补性[2]，并且可以与其他免疫细胞协同的方式发挥作

用，克服肿瘤免疫逃避[3]。据国家药品监督管理局统计，现

有 36 项 NK 细胞治疗恶性肿瘤的临床试验正在进行。 

 

随着 NK 细胞恶性肿瘤治疗研究的发展，NK 细胞 

的功能研究也越发重要。NK 细胞功能的评估主要分为 

体外杀伤活性，抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用

（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC），

CD107a 脱粒，穿孔素、颗粒酶 B 等杀伤介质与炎症因子

胞内合成与分泌能力。NK 细胞炎症因子与杀伤介质是 NK 

细胞执行杀伤功能的工具，而不是其最终的靶细胞杀伤活

性，因此研究人员认为细胞杀伤活性检测是一种更有说服

力、更直接的功能检测方法[4]。《人自然杀伤细胞》附录 C[5]

中要求对 NK 细胞的杀伤活性进行检测；《免疫细胞治疗产

品药学研究与评价技术指导原则（试行）》[6]中也规定需要

对生物学活性进行研究。在检测方法指南上，《中华人民共

和国药典》2020 年版三部[7]中没有规定相应的详细检测步

骤；在《全国临床检验操作规程》（第 4 版）[8]中规定了检

测外周血淋巴细胞中的 NK 细胞杀伤活性检测方法，但是

该方法只关注了整体的效应细胞与靶细胞死亡率，既未能精

准地区分靶细胞也未对早期凋亡检测细胞群进行分析。另外

该方法仅包括 20:1 一个效靶比，在 NK 细胞功能评价上

存在很大局限性，并不能满足当前细胞新药研发领域准确评

估 NK 细胞杀伤功能的需求。 

本研究的目的是建立一种稳定的用于评价 NK 细胞杀

伤活性的方法并进行验证。鉴于本实验使用流式细胞仪进行

靶细胞的分析检测，因此在方法验证过程中重复实验的 CV 

值参考 YY/T 0588《流式细胞仪》中表面标志物检测的重复

性 a) 阳性百分比 ≥ 30% 时，CV 值应 ≤ 8%；或 b) 阳

性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 15%[9]的标准。 

 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  仪器  流式细胞仪为美国 Beckman 公司产品；离

心机和二氧化碳培养箱均为新加坡 ESCO 生命科学集团 

产品。 

1.1.2  试剂   5(6)-羧基二乙酸荧光素琥珀酰亚胺酯

（carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester, CFDA SE） 

细胞增殖与示踪检测试剂盒购自碧云天生物；P I  和 

Annexin V 均购自美国 Biolegend 公司；RPMI 1640 培养 
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基购自深圳市达科为生物技术股份有限公司；胎牛血清购自

武汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.1.3  细胞  K562 保存于中科院细胞库；外周血单个核

细胞（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）购自上海澳

能生物生物技术有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  实验分组及计算公式  实验分为 A、B、C、D、E、

F 共 6 组，靶细胞为 K562 细胞，效应细胞为 NK 细胞。

A 组：2 × 105 个 K562 细胞用 2 mL 完全培养基（90% 

1640 培养基 + 10% 胎牛血清）重悬作为阴性对照组。取 2 × 

106 对数生长期的 K562 细胞，PBS 重悬，500 × g 离心 

5 min，使用 CFDA SE 标记成为 K562-CFSE 细胞。2 mL 完

全培养基重悬并调整密度为 2 × 106 个/mL K562-CFSE；分

别取 100 μL 至培养皿标记为 B ~ F 组，即每组 2 × 105 个 

K562-CFSE 细胞。B 组：补充完全培养基至 2 mL 作为 

CFDA 荧光对照组。C 组：补充完全培养基至 2 mL，孵育

结束后进行 PI 与 Annexin V 染色作为靶细胞自发死亡与

早期凋亡对照组。取 PBMC 诱导扩增的 NK 细胞 500 × g 

离心 5 min，弃上清，使用完全培养基将 NK 细胞重悬至 4 × 

106 个/mL。D ~ F 杀伤实验组分别按照效靶比 5:1、10:1、

20:1 加入 NK 细胞，补充完全培养基至 2 mL 后将各组细

胞置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 4 h。收获 A ~ F 组的

细胞至流式管中，500 × g，离心 5 min 弃上清；A、B 组加 

200 μL PBS 重悬细胞；C ~ F 组：各加 1 μL PI 染液与 1 μL 

Annexin V 染液，室温避光孵育 15 min，PBS 清洗一遍，

离心 5 min 弃上清，加 200 μL PBS 重悬细胞上机检测。 

相关计算公式为：靶细胞死亡率（%）=（ 组NK PI – 组 cPI ）× 

100%；靶细胞早期凋亡率（%）=（Annexin 单阳组NK V  – 

Annexin 单阳组 cV ）× 100%。 

1.2.2  方法的验证 

1.2.2.1  CFDA SE 用量验证  CFSE 荧光信号过强，会导

致 PI 染料的 PE 通道显现过强的阳性信号，且这种干扰无

法通过流式补偿调节去除，因此需要对 CFDA SE 的用量进

行验证。取 K562 细胞，分为 5 个浓度组，其分别使用 0.1、

0.2、0.5、1、2 μL 的 CFDA SE 储存液（1000 ×）对 2 mL

相同密度的靶细胞（1 × 106 个/mL）进行标记，洗涤后进行

上机检测。 

1.2.2.2  PI 用量验证  在使用 PI 染料检测靶细胞活率

时，PI 的浓度过低，无法反映靶细胞的真实活率，PI 的浓

度过高，则可能因为 PI 的毒性造成靶细胞死亡。设置 5 个 

PI 染料用量实验组，分别取 0.2、0.5、1、2、5 μL PI 染色，

各组设置 5 个复孔。室温避光孵育 15 min 后，收获 K562 

细胞，500 × g 离心 5 min，用 100 μL PBS 重悬于流式管

中。上机检测。 

1.2.2.3  Annexin V 用量验证  分别取 0.2、0.5、1、2、 

5 μL Annexin V 染色，其他操作方法同 1.2.2.2。 

1.2.2.4  检测限与定量限验证  取 K562 靶细胞，500 × g 

离心 5 min，取 5 × 106 细胞置于二氧化碳培养箱过夜，实 

 

验组进行 PI、Annexin V 染色，取 2 × 107 不染色的 K562 

裸细胞作为对照组。取实验组细胞与对照组细胞按照一定的

比例进行混匀上机检测，拟定为 1 ~ 3 组，死细胞组占混合

细胞中的 0.1%、0.2%、0.5%。通过计算各组的变异系数确

定其重复性；通过 t 检验对细胞 Annexin V 荧光表达量的 

t 值与细胞理论值 T 的准确性进行验证检测，判断实验组

的检测结果是否符合统计学要求，以确定检出限与定量限。 

1.2.2.5  准确度验证  取 K562 靶细胞，500 × g 离心 

5 min，取 5 × 106 个细胞作为实验组进行 PI、Annexin V 染

色，取 2 × 107 个活细胞作为对照组。取实验组细胞与对照

组细胞按照一定的比例进行混匀上机检测，拟定为 1、2 组，

死细胞组占混合细胞中的 1%、2%。通过计算各组的变异

系数确定其重复性；通过 t 检验对细胞死亡与早期凋亡荧

光表达量与细胞理论值 T 的准确性进行验证检测，t 值应 

< 95% 置信水平/自由度 2 时的 4.30，判断实验组的检测

结果是否符合统计学要求，以确定准确度。 

1.2.2.6  重复性验证  取一份 NK 细胞由一位检测员平

行测定 3 次，通过计算检测值变异系数确定其重复性是否符

合阳性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 15% 的标准。 

1.2.2.7  再现性验证  取一份 NK 细胞由三位检测员每

人检测 1 次，通过计算检测值变异系数确定其再现性是否符

合阳性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 15% 的标准。 

 

2  结果 

2.1  CFDA SE 用量验证结果 

0.1、0.2、0.5、1、2 μL 不同浓度 CFDA SE 标记后的

K562 细胞在流式检测过程中颗粒大小与对照组均无区别，

5 个不同浓度组的 K562-CFSE 表现出来的荧光均可与未

染色组进行分群区分，且未超过 FITC 荧光检测范围。但

是 0.5、1、2 μL 三组显示出的荧光会影响 PE 通道，因此

本实验可选择 0.1、0.2 μL 作为后续实验中 CFDA SE 的用

量，考虑本实验需要培养 4 h，培养过程 CFSE 荧光信号

减弱，所以选择 0.2 μL 浓度 CFDA SE 的对靶细胞进行标

记（图 1）。 

2.2  PI 用量验证结果 

靶细胞在 5 个浓度的 PI 染色情况下都能检测出死细

胞的存在，其中 0.2、1、2、5 μL 的 PI 浓度染色的情况下，

死细胞比例能够符合“阳性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 

15%”的要求。但在 1 μL 的 PI 浓度染色的情况下 CV 值

最低，所以在本实验使用 PI 染色的量为 1 μL。结果见表 1 

与图 2。 

2.3  Annexin V 用量验证结果 

靶细胞在 5 个浓度的 Annexin V 染色情况下都能检

测出细胞的早期凋亡，其中 0.5、1、2 μL 的 Annexin V 染

色，早期凋亡比例能够符合“阳性百分比 < 30% 时，CV 值

应 ≤ 15%”的要求。但在 1 μL 的 Annexin V 浓度染色的

情况下 CV 值最低，所以在本实验使用 Annexin V 染色的

量为 1 μL。结果见表 2 与图 3。 
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0.1 μL                   0.2 μL                    0.5 μL                    1 μL                     2 μL 

图 1  CFDA SE 不同用量的验证结果 

 

表 1  PI 用量验证结果（%） 

 0.2 μL 0.5 μL 1 μL 2 μL 5 μL 

第一次检测 0.73 0.56 0.56 0.83 1.00 

第二次检测 0.96 0.12 0.50 0.62 0.98 

第三次检测 0.80 0.07 0.47 0.93 0.91 

第四次检测 0.70 0.37 0.52 0.80 1.14 

第五次检测 0.74 0.06 0.56 0.90 0.93 

x  0.79 0.24 0.52 0.82 0.99 

S 0.10 0.22 0.04 0.12 0.09 

CV 13.21 93.54 7.47 14.87 9.11 

 
0.2 μL                    0.5 μL                   1 μL                     2 μL                     5 μL 

图 2   PI 用量验证结果 

 

表 2  Annexin V 用量验证结果（%） 

 0.2 μL 0.5 μL 1 μL 2 μL 5 μL 

第一次检测 0.69 1.10 1.51 1.53 0.85 

第二次检测 0.46 0.94 1.53 1.57 1.02 

第三次检测 0.45 1.22 1.54 1.73 0.97 

第四次检测 0.67 0.92 1.59 1.50 1.24 

第五次检测 0.48 1.03 1.45 1.37 0.74 

x  0.55 1.04 1.52 1.54 0.96 

S 0.12 0.12 0.05 0.13 0.19 

CV 21.70 11.80 3.33 8.44 19.58 

 
0.2 μL                    0.5 μL                   1 μL                     2 μL                     5 μL 

图 3  Annexin V 用量验证结果 
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表 3  检出限与定量限验证结果 

PI Annexin V  

组 1 组 2 组 3 组 1 组 2 组 3 

第一次检测 0.10% 0.20% 0.53% 0.10% 0.50% 0.58% 

第二次检测 0.14% 0.16% 0.50% 0.05% 0.34% 0.58% 

第三次检测 0.12% 0.22% 0.52% 0.05% 0.36% 0.45% 

x  0.12% 0.19% 0.52% 0.07% 0.40% 0.54% 

S 0.02% 0.03% 0.02% 0.03% 0.09% 0.08% 

CV 16.67% 15.80% 2.96% 43.30% 21.79% 13.99% 

理论值（T） 0.10% 0.20% 0.50% 0.10% 0.20% 0.50% 

t 值 1.73 0.38 1.89 2 3.97 0.85 

 
组 1 组 2 

 
组 3 

图 4  检出限与定量限验证结果（组 1：靶细胞死亡与早期凋亡理论值 0.10% 时流式图；组 2：靶细胞死亡与早期凋亡理

论值 0.20% 时流式图；组 3：靶细胞死亡与早期凋亡理论值 0.50% 时流式图） 

 

2.4  检出限与定量限验证结果 

死细胞与早期凋亡表达率检测，在 0.10% 的比例下，

可检测到荧光信号，但无法正确地检测出其真实表达率，可

设为检出限；在 0.50% 比例时检测的荧光值符合要求，可

有效检测出死细胞与早期凋亡表达率，可设为定量限。结果

见表 3 与图 4。 

2.5  测定方法的准确度验证结果 

靶细胞在 2 个分组中均能检测到荧光值，3 次检测的 

CV 值能同时满足“阳性百分比 < 30% 时，CV 值应 ≤ 

15%”的标准，3 次检测结果都可达到 t 检验计算中可以

达到“95% 置信水平/自由度 2”的统计学要求，实验结果

可信。结果见表 4 与图 5。 

2.6  重复性验证结果 

重复性检测结果的 CV 值小于规定的 a) 阳性百分比 

≥ 30% 时，CV 值应 ≤ 8%；或 b) 阳性百分比 < 30% 时，

CV 值应 ≤ 15% 的标准。结果见表 5 与图 6。 

 

 

 

表 4  测定方法的准确度验证结果 

组 1 组 2  

PI Annexin V PI Annexin V 

第一次检测 0.95% 1.06% 2.04% 2.09% 

第二次检测 0.95% 1.04% 2.15% 2.08% 

第三次检测 1.01% 1.02% 2.02% 1.92% 

x  0.97% 1.04% 2.07% 2.03% 

S 0.03% 0.02% 0.07% 0.10% 

CV 3.57% 1.92% 3.38% 4.70% 

理论值（T） 1.00% 1.00% 2.00% 2.00% 

t 值 1.5 3.46 1.73 0.54 

 

2.7  再现性验证结果 

再现性结果的 CV 值小于规定的 a) 阳性百分比 ≥ 

30% 时，CV 值应 ≤ 8%；或 b) 阳性百分比 < 30% 时，

CV 值应 ≤ 15% 的标准。结果见表 6 和图 7。 
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组 1 组 2 

图 5  测定方法的准确度验证结果（组 1：靶细胞死亡与早期凋亡理论值 1% 时流式图；组 2：靶细胞死亡与早期凋亡理

论值 2% 时流式图） 

 

表 5  重复性验证结果（%） 

靶细胞死亡率 靶细胞早期凋亡率  

5:1 10:1 20:1 5:1 10:1 20:1 

第一次检测 17.34 33.91 60.73 30.10 12.58 2.09 

第二次检测 17.70 33.43 58.96 28.49 15.76 2.41 

第三次检测 16.07 31.01 62.00 31.54 12.36 2.34 

x  17.04 32.78 60.56 30.04 13.57 2.28 

S  0.86  1.55  1.53  1.53  1.90 0.17 

CV  5.03  4.74  2.52  5.08 14.02 7.38 

 

 A B C D

图 6  重复性验证结果（A：靶细胞自发死亡凋亡流式图；B：效靶比 5:1 杀伤流式图；C：效靶比 10:1 杀伤流式图； 

D：效靶比 20:1 杀伤流式图） 

 

表 6  再现性验证结果（%） 

靶细胞死亡率 靶细胞早期凋亡率  

5:1 10:1 20:1 5:1 10:1 20:1 

第一位检测员 20.65 44.86 65.42 25.11 33.80 17.43 

第二位检测员 21.46 45.63 63.83 26.16 33.72 18.52 

第三位检测员 19.69 48.32 63.92 31.43 29.33 19.67 

x  20.60 46.27 64.39 27.57 32.28 18.54 

S  0.89  1.82  0.89  3.39  2.56  1.12 

CV  4.30  3.93  1.39 12.29  7.92  6.04 

 

 A B C D

图 7  再现性验证结果（A：靶细胞自发死亡凋亡流式图；B：效靶比 5:1 杀伤流式图；C：效靶比 10:1 杀伤流式图； 

D：效靶比 20:1 杀伤流式图） 
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3  讨论 

NK 细胞在肿瘤治疗中的疗效已在临床上得到确切证

实，目前国内外正积极开展多项与 NK 细胞相关的临床研

究项目。在以往的临床研究中，对 NK 细胞的质量检测不

够全面，主要局限于微生物安全性与细胞表面标志物的检

测。尽管这些检测可以确保受试者不会因细胞微生物污染而

面临感染风险，且通过 NK 细胞的比例与分型可在一定程

度上判断细胞质量，但仅检测这些项目是不够的。缺少对

NK 细胞功能性的研究，无法确保 NK 细胞的质量与在临

床研究中的疗效。随着越来越多 NK 细胞临床研究项目的

开展，国家也出台了一系列法规与标准，例如《免疫细胞治

疗产品药学研究与评价技术指导原则（试行）》等，在这些

法规中对免疫细胞质量检测的要求都非常严格，都需要对细

胞的生物学活性进行研究。NK 细胞体外杀伤活性作为其生

物学有效性评价的重要检测内容，是其对肿瘤细胞杀伤反应

的重要体现。目前国家各项法规与团体标准中只对 NK 细

胞的体外杀伤活性给出了指导性的意见，尚未明确 NK 细

胞体外杀伤活性的具体检测步骤。每个 NK 细胞临床研究

机构都应在文献研究基础上建立自己的 NK 细胞体外杀伤

活性检测方法。 

本研究使用 PBMC 诱导与扩增后得到的 NK 细胞作

为效应细胞，使用 K562 作为靶细胞，通过一系列的方法

确定了 NK 细胞体外杀伤活性检测过程中 CFDA SE、PI、

Annexin V 的用量，避免了因荧光染料干扰的问题导致实验

失败；并精准地测定了反应细胞靶细胞死亡率与早期凋亡率

的检测限与定量限，在 NK 细胞体外杀伤活性检测过程中

可精准判断细胞死亡率与早期凋亡率。再通过准确度、重复

性、再现性验证证实了本方法符合标准化的检测程序。本方

法为 NK 细胞功能性检测提供了依据，可作为有关 NK 细

胞的临床研究中生物学有效性评价的参照，对临床疗效的预

测具有非常重要的意义。 
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