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"摘c要# 目的!评估同种异体自然杀伤(90=3.0>D/>>-.! N[)细胞治疗原发性肝癌的安全性和有效性!并探讨其抗肿

瘤机制$ 方法!对 "! 例经同种异体N[细胞治疗的原发性肝细胞癌患者进行 ! 年随访!通过对其生存期%影像学指

标%血液学指标%生物化学指标及免疫学指标分析!评价该治疗的安全性和有效性!分析患者经过治疗后外周血淋

巴细胞亚群的变化$ 结果!(!)"! 例原发性肝癌患者中!!! 例患者治疗 ! 次!% 例患者治疗 " 次!% 例患者治疗 R

次!患者治疗后未见严重不良反应!!( 例患者有一过性发热!! 例患者出现肝区疼痛!! 例患者出现头痛!未经治疗

均于 M ;内自行缓解&(")在一年随访中!总疾病控制率为 T*?"f!其中L0.:-><90分期(L0.:-><90:>/9/:>/H-.:09:-.!

LPWP)G期患者中疾病控制率为 !((f! 病情稳定(B=04>-A/B-0B-! 7U)!( 例&LPWPL期患者中疾病控制率为 *(f!

部分缓解(80.=/0>.-B8<9B-! ,Q)! 例!7U" 例&LPWPP期患者中疾病控制率为 %(f!完全缓解(:<@8>-=-.-B8<9B-!

PQ)! 例!,Q" 例&(R)患者治疗后 "# ;外周血N[细胞和PUM r̂ 细胞频率较治疗前显著降低!PU# r̂ 细胞频率

和PU#\PUM 较治疗前显著上升$ 结论!同种异体N[细胞治疗原发性肝细胞癌有很好的安全性和有效性$

"关键词# N[细胞&肝细胞癌&同种异体&外周免疫
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:0>P-9=-.<C=;-,WG6-9-.0>1<B8/=0>Y-.-C<>><Y-A 38 C<.! E-0.?,-./8;-.0>4><<A @<9<93:>-0.:->>B

(,LKPB) Y-.-/B<>0=-A C.<@80=/-9=+.->0=-A A<9<.B09A :3>=3.-A $' /$%#&C<.!% A0EB09A /9C3B-A =<=;-

80=/-9=B/9 =Y<:<9B-:3=/H-A0EB?P>/9/:0>A0=009A >04<.0=<.EA0=0Y-.-:<>>-:=-A 09A 090>Ea-A! /9:>3A/95

B3.H/H0>! :>/9/:0>C-0=3.-B! /@05/95:;095-B! ;-@0=<><5E! /@@39<><5E! 09A 4/<:;-@/:0>/9A/:0=<.B=<

-H0>30=-=;-B0C-=E09A -CC/:0:E<C0>><5-9-/:N[:->>=;-.08E? ;̂-:;095-B<C8-./8;-.0>4><<A >E@8;<+
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(!) ]C=;-"! 80=/-9=BY/=; 8./@0.E1PP! !! 80=/-9=BY-.-=.-0=-A <9:-! % 80=/-9=BY-.-=.-0=-A =Y/:-!

09A % 80=/-9=BY-.-=.-0=-A R =/@-B?GC=-.0>><5-9-/:N[:->>B/9C3B/<9! !( 80=/-9=B;0A C-H-.! ! 80=/-9=

;0A B>/5;=;-80=0>5/009A ! 80=/-9=;0A B>/5;=;-0A0:;-! 9<<=;-.0AH-.B--H-9=B<::3..-A /9:>3A/950:3=-

09A :;.<9/:5.0C=+H-.B3B+;<B=A/B-0B-(621U)?̂ ;-E.-B<>H-A B8<9=09-<3B>EY/=;/9 M ;<3.BY/=;<3=<=;-.

=.-0=@-9=?(") ;̂-=<=0>A/B-0B-:<9=.<>.0=-Y0BT*?"f A3./95<9-+E-0.C<>><Y+38?G@<95=;-@! =;-

80=/-9=BY/=; L0.:-><90:>/9/:>/H-.:09:-.(LPWP) B=05-G;0A 0A/B-0B-:<9=.<>.0=-<C!((f! B=04>-

A/B-0B-(7U) /9 !( :0B-B& LPWPB=05-L80=/-9=B;0A 0A/B-0B-:<9=.<>.0=-<C*(f! 80.=/0>.-B8<9B-

(,Q) /9 ! :0B-! 09A 7U" /9 :0B-B& LPWPB=05-P80=/-9=B;0A 0A/B-0B-:<9=.<>.0=-<C%(f! :<@8>-=-

.-B8<9B-(PQ) /9 ! :0B-! 09A " :0B-B<C,Q?(R) ;̂-C.-Z3-9:/-B<CN[:->>B09A PUM r^:->>B/9 8-+

./8;-.0>4><<A Y-.-B/59/C/:09=>E><Y-.=;09 =;0=4-C<.-0="# ;<3.B0C=-.=.-0=@-9=! 09A =;-C.-Z3-9:/-B<C

PU# r^:->>B09A PU#\PUM Y-.-B/59/C/:09=>E;/5;-.=;09 =;-40B->/9-?;#*'-.&$#*' G>><5-9-/:N[

:->>B;0H-5<<A B0C-=E09A -CC/:0:E/9 =;-=.-0=@-9=<C8./@0.E1PP?̂ ;-09=/+=3@<.-CC-:=<C=;-0>><5-9-+

/:N[:->>B@0E8>0E09 /@8<.=09=.<>-/9 =;-0:=/H0=/<9 <C=;-80=/-9=*B90=3.0>/@@39-BEB=-@09A A->0E

A/B-0B-8.<5.-BB/<9! B355-B=/95=;0=0>><5-9-/:N[:->>B:<@4/9-A Y/=; B<.0C-9/4 @0E4-0H-.E-CC-:=/H-

=.-0=@-9=C<.0AH09:-A 1PP! 09A C3.=;-.>0.5-+B0@8>-@3>=/:-9=-..09A<@/a-A :<9=.<>>-A :>/9/:0>=./0>B

0.-9--A-A =<H0>/A0=-=;/B.-B3>=?

@ABC<:D8c

N0=3.0>D/>>-.:->>B& 1-80=<:->>3>0.:0.:/9<@0& G>><5-9-/:& WE@8;<:E=-B34B-=B

cc肝细胞癌(;-80=<:->>3>0.:0.:/9<@0! 1PP)目前

是全球恶性肿瘤相关死亡的第三大原因!N[细胞

是天然免疫的重要组成部分!在清除病毒感染的细

胞和肿瘤细胞中起关键作用$ 在慢性肝炎发展为肝

癌的过程中!N[细胞功能缺陷与疾病进展密切相

关!同时也是造成肿瘤细胞免疫逃逸的重要原

因"!#

$ 与正常肝组织相比!肝细胞癌患者瘤内 N[

细胞数量降低%细胞亚群分布改变!识别和杀伤肝癌

细胞的功能降低"" )R#

$ 近期研究表明!自体 N[细

胞治疗在多种实体瘤的治疗中可以提高外周循环中

N[细胞的活性和数量!但由于很难迁移到肿瘤部

位发挥功能!临床疗效有限"# )%#

$ 同种异体 N[细

胞治疗近年来被广泛应用于各种临床试验$ 杀伤细

胞免疫球蛋白样受体(D/>>-.:->>/@@39<5><43>/9+>/D-

.-:-8=<.! [OQ)不匹配可以抑制自体组织相容性复

合体(@0V<.;/B=<:<@80=/4/>/=E:<98>-J! K1P)分子的

负向调控信号!保证足够的 N[细胞活化$ 在急性

髓系白血病(0:3=-@E-><:E=/:>-3D-@/0! GKW)患者

中!来自 [OQ不匹配供体的 N[细胞过继回输可显

著降低造血干细胞移植后的复发率"*#

$ 本研究以

患者的健康直系血亲为供者!分离外周血单个核细

胞并进行N[细胞的体外培养!在培养后的第 !#%!%

天!分 " 次回输给患者!通过对患者进行随访!同时

评估同种异体N[细胞治疗的安全性和有效性$

EF资料与方法

E?Ec研究对象

选择 "(!* 年 # 月至 "(!T 年 !( 月在解放军总

医院第五医学中心收治的1PP患者$

患者纳入标准'(!)年龄 !* '*% 岁的男性或女

性患者&(")按照/原发性肝癌诊疗标准("(!% 年

版)0! 患者经病理学和影像学确诊为原发性肝细胞

癌&肝功能P;/>A+,35; G\L级 (% '$ 分)!美国东部

肿瘤协作组评分标准(-0B=-.9 :<<8-.0=/H-<9:<><5E

5.<38 B:<.-B=09A0.A! IP]6)评分
#

" 分&(R)血小

板计数l*( q!(

$

\W&血红蛋白 lM( 5\W&凝血'国际

标准化比率(/9=-.90=/<90>9<.@0>/a-A .0=/<! ONQ) i

"?R!或者凝血时间延长i* B&血清白蛋白l"M 5\W!

总胆红素 i%! @@<>\W!谷丙\谷草转氨酶 i% 倍正

常值上限&(#)合并乙肝患者进行抗病毒治疗!合并

丙肝患者服用直接抗病毒 ( A/.-:=+0:=/9509=/H/.0>

05-9=B! UGG)药物治疗$ 供者入组标准'(!)年龄

!M '#( 岁的男性或女性且为患者直系血亲&(")理

解并签署知情同意书!且遵循自愿%无偿的原则&

(R)排除糖尿病%高血压%心脏病等慢性疾病!全身

无其他重大器质性疾病和传染性疾病&(#)没有精

神障碍!具有完全的行为能力$

患者排除标准'(!)妊娠或哺乳期妇女&(")器

官移植后患者&(R)" 周内进行过介入微创治疗术或

者 ! 个月内进行过切除手术的患者&(#)合并甲型

肝炎%戊型肝炎%艾滋病等感染者!或有其他传染性

疾病&(%)合并其他严重的全身性疾病和精神病患

者&(*)筛选前 R( A内发生过急性感染%消化道出血

等严重并发症&(T)半年内进行过其他生物治疗!包

+"$%+
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括细胞因子诱导的杀伤细胞(:E=<D/9-+/9A3:-A D/>>-.

:->>B! PO[)%树突状细胞(A-9A./=/::->>B!UPB)%嵌合

抗原受体 ^细胞(:;/@-./:09=/5-9 .-:-8=<.̂ +:->>B!

PGQ+̂)%程序性死亡受体 !( 8.<5.0@@-A :->>A-0=;

8.<=-/9 !! ,U+!)和其他免疫治疗的患者$

共入组1PP患者 "! 例!其中男性 !M 例!女性 R

例!基线资料见表 !$ 本项临床研究通过中国人民

解放军第三零二医院医学伦理委员会审查批准!所

有入组患者和供者均理解并签署知情同意书$

表 EF患者的人口学和基线特征

9(=-1EFU-@<5.08;/:09A 40B->/9-:;0.0:=-./B=/:B<C=;-80=/-9=B

20./04>- U0=0

G5-\E-0.B %*?! hT?*

6-9A-.! '(f)

cK0>- !M (M*)

cX-@0>- R (!#)

P03B-<CA/B-0B-! '(f)

cG>:<;<>/:>/H-.A/B-0B- ! (%)

c1-80=/=/BL<9>E !* (T*)

c]=;-. # (!$)

IP]68-.C<.@09:-B=0=3B! '(f)

c( M (RM)

c! !! (%")

c" " (!()

LPWPB=05-! '(f)

cG !( (#M)

cL % ("#)

cP * ("M)

P;/>A+,35; :>0BB! '(f)

cG !T(M!)

cL #(!$)

L/<:;-@/:0>090>EB/B

c0>43@/9\(5\W)

cK-A/09 #(?*

cQ095- "T?( )#*?(

<̂=0>4/>/.34/9\(

&

@<>\W)

cK-A/09 !#?R

cQ095- M?$ )*R?*

G>8;0+C-=<8.<=-/9\(

&

5\W)

cK-A/09 "(?*

cQ095- "?" )!"!(?(

ccIP]6! -0B=-.9 :<<8-.0=/H-<9:<><5E5.<38 B:<.-B=09A0.A& LPWP!

L0.:-><90:>/9/:>/H-.:09:-.?

E?Gc细胞制备及质控

包被'取N[细胞激活剂 " @W至 !T% :@

"培养

瓶中!加入 "( @W生理盐水充分混匀并置于 # t冰

箱过夜$

外周血单核细胞( 8-./8;-.0>4><<A @<9<93:>-0.

:->>! ,LKP)分离'采集供者外周血 %( 'M( @W!通

过X/:<>>+1E80Z3-密度梯度离心!M(( q9!"% @/9&

收集上层血浆并于 %* t灭活 R( @/9&收集单核细胞

层细胞!加入生理盐水重悬!R(( q9!!( @/9 洗涤 "

次$

细胞培养'用 !( @W生理盐水冲洗包被的培养

瓶!将,LKP重悬于N[细胞活化培养基中!使其密

度为 ! q!(

*

\@W!分别按照终浓度为 %(

&

5\W%! (((

Og\@W和 "?%f分别加入重组人 OW+!%%重组人 OW+"

和灭活血浆!混匀后接种于包被培养瓶中&置于 RT

t!%f P]

"

饱和湿度培养箱中培养 T" ;&观察细胞

生长状况并加入扩增培养基!调节细胞密度至 % q

!(

%

'M q!(

%

\@W!按照初始培养浓度加入细胞因子

和灭活血浆!每 " 'R 天传代 ! 次$

细胞收获'培养 !# A 和 !% A 后!用生理盐水重

量细胞 R(( q9!M @/9 洗涤细胞 " 次!用含 !f(体

积分数)注射用人白蛋白的生理盐水悬浮细胞!经

T(

&

@细胞筛过滤后转移至输液袋$

细胞质控'分别于培养第 (%T%!# 天取细胞培养

悬液进行质量检测!质检内容包括微生物学安全性

(细菌%真菌%支原体%内毒素检测)和生物学活性

(细胞活率%N[细胞纯度%N[细胞分泌细胞因子水

平%N[细胞杀伤功能检测)$

E?Hc随访检查

首次N[细胞治疗开始后 # 周%M 周%!" 周%"#

周%R* 周%#M 周定期随访$ 随访观察指标包括安全

性指标(发热及其他不适%血常规%肝肾功能%心电

图)和有效性指标(临床症状及体征%肿瘤标志物水

平%生物化学指标%影像学指标%免疫学指标及生活

质量评价)$

E?Ic统计学分析

采用 7,77 !$?( 统计软件!统计结果用
%

3h,表

示$ 采用配对%检验比较 N[细胞治疗前后临床及

实验室检查结果!!i(?(% 认为差异有统计学意义$

GF结果

G?Ec同种异体N[细胞治疗安全性评价

"! 例患者中!!( 例患者治疗 ! 疗程!% 例患者

治疗 " 疗程!% 例患者治疗 R 疗程$ 所有患者未见

恶心%呕吐%感染%过敏%昏迷%急性和慢性移植物抗

宿主反应(5.0C=+H-.B3B+;<B=A/B-0B-! 621U)$ !( 例

患者在细胞输注后 "# ;内出现短暂发热反应!其中

+R$%+谢云波!等c原发性肝癌患者同种异体N[细胞治疗后疗效评价及外周淋巴细胞亚群变化特点



$ 例患者体温为 RT?R 'RM?% t!! 例患者体温为

RM?% 'R$?% t$ ! 例患者接受N[细胞治疗 !" ;后

出现轻微肝痛!! 例患者出现轻微头痛$ 以上所有

患者的症状均在 M ; 内自然缓解!无需治疗$ 结果

表明!该剂量的 N[细胞治疗不超过患者的耐受限

度$

在 ! 年的随访中!同种异体 N[细胞治疗后 R

个月内患者淋巴细胞数量逐渐减少!但差异无统计

学意义$ 治疗 R 个月后淋巴细胞计数恢复至治疗前

水平!* 个月后淋巴细胞计数高于基线!然后缓慢恢

复到原水平$ 中性粒细胞和血小板水平无明显变

化$ 治疗后患者谷丙转氨酶 (0>09/9-0@/9<=.09B+

C-.0B-! GŴ )%谷草转氨酶 (0B80.=0=-0@/9<=.09B+

C-.0B-! G7 )̂%总胆红素(=<=0>4/>/.34/9! L̂/>)%白蛋

白(0>43@/9! GWL)均在正常范围内波动!与基线比

较差异无统计学意义!甲胎蛋白(0>8;0C-=<8.<=-/9!

GX,)水平较N[细胞治疗前显著降低$

G?Gc同种异体N[细胞治疗疗效评价

按照实体瘤疗效评价(.-B8<9B--H0>30=/<9 :./=-./0

/9 B<>/A =3@<.B! QIPO7 )̂!?!标准"T#

! "! 例同种异体

N[细胞治疗的1PP患者 ! 年随访中!! 例(#f)完

全缓解!R例(!"f)部分缓解!!"例(%"f)病情稳定$

所有患者的总疾病控制率为 T*?"f(表 ")!其中

LPWP(L0.:-><90:>/9/:>/H-.:09:-.) G期患者中疾病

控制率为 !((f! 7U!( 例&LPWPL期患者中疾病控

制率为 *(f!部分缓解(80.=/0>.-B8<9B-! ,Q) ! 例!

7U"例&LPWPP期患者中疾病控制率为 %(f!完全

缓解(:<@8>-=-.-B8<9B-! PQ) ! 例!,Q" 例$ 截至

"(!$ 年 % 月!接受同种异体N[细胞治疗的 "! 例患

者中有 %例死亡$ 死亡患者中LPWPP期患者 R 例!

存活时间分别为 R 个月%# 个月和 # 个月&LPWPL期

患者 "例!存活时间分别为 #个月后%!(个月$

表 GFN[细胞治疗疗效评价

9(=-1GF73@@0.E<C-CC/:0:E@-0B3.-B

LPWPB=05/95 <̂=0> P<@8>-=-.-B8<9B-(PQ) ,0.=/0>.-B8<9B-(,Q) 7=04>-A/B-0B-(7U) U/B-0B-+:<9=.<>.0=-\f

G !( ( ( !( (!((f) !((

L % ( ! ("(f) " (#(f) *(

P * ! (!Tf) " (RRf) ( %(

G?Hc同种异体N[细胞治疗后外周免疫变化

同种异体N[细胞过继回输后 "# ;!患者PU# r

^细胞的频率和 PU#\PUM 比值较基线显著升高

(图 !)!而N[细胞和 PUM r^细胞的频率较基线

显著下降!L细胞频率较治疗前差异无统计学意义$

考虑到所培养的N[细胞和患者 ,LKP存在互相杀

伤的可能!分别以患者 ,LKP和供者培养后的 N[

细胞为靶细胞进行单向混合淋巴细胞培养!发现无

论是否加入OW+"!供者培养后的N[细胞对患者,L+

KP均无杀伤作用!但具有正常杀伤肿瘤细胞系的

能力$

&

!i(?(%!

'

!i(?((!?

图 EFN[细胞治疗 "# ;后患者外周血淋巴细胞亚群变化

L$4./1EFP;095-B/9 =;-8.<8<.=/<9 <C>E@8;<:E=-

B34B-=B"# ; 0C=-.=.-0=@-9=

c

HF讨论

早期的基础研究显示!在造血干细胞移植和骨

髓移植过程中 PU%* ( 4./5;=) N[细胞的百分比与

621U的发生密切相关!当移植物中 PU%*(4./5;=)

N[细胞超过 Rf时!621U发生的概率接近于

零"M )!(#

$ 本实验培养N[细胞的中位频率为 M(f!

远远超过造血干细胞移植和骨髓移植中 PU%*

(4./5;=) N[细胞的频率!但在本试验研究的 ! 年随

访过程中!研究没有观察到急性和慢性 621U的发

生!提示同种异体 N[细胞在原发肝癌的临床应用

中有很好的安全性$ 本研究结果显示!疾病控制率

与同种异体N[细胞治疗的疗程有关!治疗的疗程

数越多!疾病控制率越高!提示异体N[细胞在患者

体内存在半衰期!多次治疗可能会提高治疗疗效!但

由于本临床试验样本量较小!难以控制和调整混杂

因素!这一结果还需要通过大样本临床试验进一步

验证$

本研究检测了同种异体 N[细胞过继输注后

1PP患者外周血淋巴亚群的变化!发现虽然短期内

输入了了大量的外源性 N[细胞!但患者外周血中

+#$%+
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N[细胞的数量和频率仍然低于治疗前水平$ 同种

异体N[细胞输注后患者外周血 PUM ^细胞和 N[

细胞数量在 "# ;内降至最低!L细胞在 #M ;内降至

最低!! 周后逐渐恢复至正常水平!这一结果与 b/9

等"!!#的报道相反$ 本研究将培养的 N[细胞与未

处理的1PP患者,LKP体外共培养 "# ;!未观察到

培养的 N[细胞对患者 ,LKP的杀伤作用!也未观

察到患者 ,LKP对培养 N[细胞的杀伤作用!这一

结果可能与K/>>-.等"!"#报道的单倍体N[细胞过继

回输后异体N[细胞在患者体内嵌合现象有关$ 本

研究推测!大剂量同种异体 PU%*(4./5;=) N[细胞

过继输注后!可能通过分泌细胞因子激活患者的自

然免疫和特异性免疫!诱导患者特异性 PUM r̂ 细

胞和N[细胞向肿瘤部位迁移!改变肿瘤局部微环

境并杀伤肿瘤细胞$

本研究 * 例晚期肝癌患者 ! 例治疗后完全缓

解!回顾分析发现该患者在接收同种异体 N[细胞

治疗同时也接受索拉非尼治疗!提示同种异体 N[

细胞联合索拉非尼可能会延长患者的生存时间$ 索

拉非尼是晚期 1PP的靶向治疗药物!据 W><H-=

等"!R#在AN'9)?E"5报道!索拉非尼可使晚期1PP

患者的中位生存期延长近 R 个月!但在 "$$ 例单用

索拉非尼治疗的患者中!没有一例患者达到PQ$ 回

顾 "(!","(!M 年在解放军总医院第五医学中心感

染性疾病诊疗与研究中心接受索拉非尼治疗的患

者!也没有发现PQ病例$ 此外!索拉非尼的副作用

和耐药性仍然存在!这极大地限制了索拉非尼的临

床应用$ 既往研究表明"!# )!%#

!索拉非尼可触发肿瘤

相关巨噬细胞(=3@<.+0BB<:/0=-A @0:.<8;05-! ĜK)

的促炎活性!继而诱导抗肿瘤 N[细胞反应!提示

N[细胞治疗联合索拉非尼可使患者获得更好的临

床疗效$ 在研究 R 例同种异体N[细胞联合索拉非

尼患者的总生存时间分别为 !* 个月%!$ 个月%R" 个

月!均存活到 "(!$ 年 % 月!远远超过报道的 !(?R 个

月!提示同种异体 N[细胞联合索拉菲尼在晚期肝

癌的治疗中可能具有巨大的潜力$

综上所述!同种异体 N[细胞治疗 1PP有很好

的安全性和有效性!对延长患者生存时间%提高生活

质量可能具有良好的治疗前景$ 但仍需要进一步通

过大样本%多中心%随机对照研究评估同种异体 N[

细胞联合索拉菲尼治疗晚期肝癌的疗效$
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