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[摘 要] 目的：研究经 IL-7和 IL-21修饰后的NK-92MI细胞的增殖和细胞毒性及其对正常人外周血中T细胞的影响。方法：
通过基因工程将 IL-7和 IL-21基因片段构建到电转载体上，通过电转的方式构建了NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞。

以细胞计数法和CFSE/7-AAD流式术分别对NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞体外增殖活性和细胞毒性进行

比较。将正常人PBMC与NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞体外共培养后，用流式细胞术检测PBMC中T细

胞的表型变化；同时检测正常人活化后的T细胞与NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞共存时相互的细胞毒性以

及对肿瘤细胞的毒性比较。结果：成功构建了高表达 IL-21的NK-92MI/IL-21细胞和同时高表达 IL-7和 IL-21的NK-92MI/IL-7&

21细胞；NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞对 Jurkat和K562细胞的细胞毒性没有变化，但是NK-92MI/IL-21和

NK-92MI/IL-7&21细胞相对于亲本细胞NK-92MI的体外增殖活性有所提高；NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞对PBMC

中T细胞的活化有一定的促进作用；活化后的T细胞与NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞相互之间几乎无细胞

毒性；同时，当T细胞和3种NK细胞共存时，T细胞不影响NK细胞对K562细胞的细胞毒性。结论：基因工程修饰的NK-92MI/

IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞体外增殖活性有所提高，它们对外周血T细胞的活化有一定的刺激和促进作用；T细胞和NK-

92MI细胞之间无细胞毒性，同时活化T细胞的存在不影响NK-92MI细胞的细胞毒性。
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Effects of IL-7 and IL-21 modified NK-92MI cells on themselves and T cells from
normal human peripheral blood

ZHANG Ping1, LI Yafen2, AN Gangli1△, YANG Lin1,2△(1.The Cyrus Tang Hematology Center, Medical department, Soochow Universi-

ty, Suzhou 215123, Jiangsu,China；2. Persongen Bio Therapeutics (Suzhou) Co., Ltd., Suzhou 215123, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective：To investigate whether the proliferation and cytotoxicity of NK-92MI cells can be improved by IL-7 and IL-21

genes modification, and determine the effects of this genetically modified NK-92MI cells on T cells from normal human peripheral

blood. Methods：IL-7 and IL-21 gene fragments were constructed into electroporation vector by genetic engineering method, and NK-

92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells were constructed by electroporation transfection. The in vitro proliferation and cytotoxicity of

NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells were measured by cell count and flow cytometry assays. Then, normal human

PBMCs were co-cultured with NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells in vitro respectively, and the phenotype change

of T cells was measured by flow cytometry. In addition, the cytotoxicity between the activated T cells and three NK-92MI cell lines

(NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells) as well as the cytotoxicity of the three NK-92MI cells on tumor cells after

co-incubation with activated T cells were detected. Results: NK-92MI/IL-21 cell line (highly expressing IL-21) and NK-92MI/IL-7&21

cell line (highly expressing both IL-7 and IL-21) were successfully constructed. The toxicity of NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-
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92MI/IL-7&21 cells on Jurkat and K562 cells showed no difference, while the proliferation of NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21

cells was increased compared with NK-92MI cells. Furthermore, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells promoted the activation

of T cells to a certain degree, and the activated T cells showed merely no cytotoxicity on NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-

7&21 cells; Meanwhile, the activated T cells did not affect the cytotoxicity of the three NK cells (NK-92MI, NK-92MI/IL-21, and NK-

92MI/IL-7&21 cells) on K562 cells under their co-existence. Conclusion: The in vitro proliferation of NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/

IL-7&21 cells were enhanced after gene modification, which could also stimulate and promote the activation of T cells from peripheral

blood. The cytotoxicity assay showed that the activated T cells had no cytotoxicity on NK-92MI, NK-92MI/IL-21, and NK-92MI/IL-7&

21 cells. Meanwhile, the presence of the activated T cells did not affect the cytotoxicity of NK-92MI cells.

[Key words] NK-92MI cell；NK-92MI/IL-21 cell；NK-92MI/IL-7&21cell；PBMC；cytotoxicity

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(3): 281-287. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.03.012]

NK-92细胞是从一位患有急性非霍奇金淋巴瘤

的50岁白人男性患者的PBMC衍生来的一株 IL-2依

赖型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非依赖型的细胞株，该株细

胞对很多的恶性肿瘤细胞都有细胞毒性[2]。近年来，

NK细胞在过继性细胞免疫治疗中表现出极大的应

用前景[3-5]。IL-7主要来自骨髓和胸腺的基质细胞，它

对B细胞和T细胞的发育有着非常重要的作用。小

鼠的基因敲除实验显示[6-8]，IL-7在淋巴样细胞的存活

中扮演着非常重要的作用。IL-21主要是由Th细胞

产生的细胞因子，在固有免疫应答和适应性免疫应

答中扮演重要角色，可调节刺激巨噬细胞、NK细胞、

B细胞和细胞毒T细胞的分化、增殖和活化[9-13]。本实

验检测经 IL-7和 IL-21修饰后的NK-92MI细胞的增

殖和细胞毒性是否有所提高，同时观察其对正常人

外周血中的T细胞有何影响，为经基因修饰的NK-

92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞在过继性细胞

免疫治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂与仪器

NK-92MI、Jurkat 和 K562 细胞株购于 ATCC。

MEM-α培养基为Gibco公司产品，RPMI1640培养基

为Thermo Scientific公司产品，胎牛血清（FBS）为Hy-

Clone 公司产品，支原体检测试剂盒为华安生物产

品，CFSE探针为 Invitrogen公司产品,7-AAD（7-ami-

noactinomycin D）为 BD Pharmingen 公司产品，淋巴

细胞分离液 Ficoll-Paque 为 Pharmacia Piscataway NJ

产品，CD3、CD25、CD69、CD45RA和CCR7等抗体均

来自BD Bioscience公司。FACS Aria Ⅲ和FACS Cal-

iber流式细胞仪为BD Bioscience公司产品，CO2细胞

培养箱为Thermo公司产品，生物安全柜为AIRTECH

公司产品，凝胶成像系统为Bio-rad公司产品，水平电

泳槽为天能公司产品，恒温摇床为培英公司产品，电

转仪为LONZA产品。

1.2 细胞培养

K562 细胞、Jurkat 细胞使用的培养基是 RP-

MI1640,添加10%FBS。NK-92MI、NK-92MI/IL-21和

NK-92MI/IL-7&21细胞使用的培养基是MEM-α培养

基，添加12.5%FBS、0.2 mmol/L肌醇、0.02 mmol/L叶

酸和0.01 mmol/L β-巯基乙醇。从正常人外周血中用

Ficoll法提得 PBMC，用 IL-2和 2012细胞（一种经人

工改造过的K562细胞，可刺激T细胞的活化，使用前

辐照，不具有增殖能力）刺激T细胞活化。PBMC及

活化后的 T 细胞使用的培养基是 RPMI 1640,添加

10%FBS。所有的细胞培养在 37 ℃、5%CO2的细胞

培养箱中。

1.3 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞系的

构建

在 NCBI 中查找到 IL-7(NP-000871.1) 和 IL-21

(Q9HBE4.2)的序列，应用 SignaIP 4.1 Server 软件和

Uniprot 软件进行处理，通过基因合成方式合成 IL-7

和 IL-21片段（目的片段），将合成的 IL-7和 IL-21基

因片段分别构建到 pHULK piggyBac N-Comet GFP

载体上，成功构建了 IL-7-pHULK piggyBac N-Comet

GFP质粒和 IL-21-pHULK piggyBac N-Comet GFP质

粒。首先将 IL-21-pHULK piggyBac N-Comet GFP质

粒通过电转的方式电转NK-92MI细胞，并通过流式

细胞分选仪分选得到高表达 IL-21分子的NK-92MI/

IL-21细胞。用 IL-7-pHULK piggyBac N-Comet GFP

质粒电转NK-92MI/IL-21细胞，同样利用流式分选的

方式分选得到同时高表达 IL-7和 IL-21分子的NK-

92MI/IL-7&21细胞。然后染上相应抗体在流式细胞

分选仪上分选，直至 IL-7和 IL-21的阳性率达80%以

上。采用支原体PCR检测试剂盒对细胞系进行支原

体检测[14]，排除支原体对实验结果的干扰。

1.4 FSE / 7-AAD 流式细胞术检测 NK-92MI、NK-

92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞的细胞毒性及

体外增殖

取靶细胞于离心管中，PBS 重悬，加微量 CFSE

于37 ℃孵育30 min，取靶细胞4×105个于24孔板中，

再加入相应数量的效应细胞，混匀，终体系为1.5 ml。

效应细胞和靶细胞共培养，然后去除上清，用PBS洗
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1 遍，再 PBS 重悬后每组加入 2 μl 7-AAD，然后在

FACSCalibur机器上进行检测。CFSE阳性细胞群为

靶细胞，该群里边 7-AAD 阳性的细胞群所占比例

即为靶细胞的死亡率 [15-16]。选择了对 NK-92MI 敏

感的 K562 细胞和不敏感的 Jurkat细胞作为细胞毒

性试验的靶细胞，取 NK-92MI、NK-92MI/ IL-21 和

NK-92MI/IL-7&21细胞作为效应细胞，效靶比（E∶T）

为1∶1，杀伤时间为4 h（每组平行对照3组）。分别取

5×105个 NK-92MI、NK-92MI/IL-21 和 NK-92MI/IL-

7&21细胞（每组细胞平行对照 3组）培养，每隔 24 h

后计数，总共计7次。

1.5 PBMC细胞与NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-

92MI/IL-7&21细胞共培养后的表型分析

提取 3 个正常人的外周血，分别提取 PBMC 细

胞，将提得的PBMC计数分成5组（放于24孔板中培

养，所用的培养基为RPMI 1640）。第1组放1×106个

PBMC，不做任何处理，作为流式分析的阴性对照（在

图3中标记为PBMC）；第2组放1×106个PBMC，添加

IL-2和 2012激活和扩增T细胞，作为流式分析的阳

性对照（在图 3 中标记为 T Cell）；第 3 组放 1×106个

PBMC，再加入1×105个NK-92MI细胞共培养（在图3

中标记为NK92MI）；第 4组放 1×106个 PBMC细胞，

再加入 1×105个NK-92MI/IL-21细胞共培养（在图 3

中标记为NK92MI/IL21）；第 5组放 1×106个 PBMC，

再加入1×105个NK-92MI/IL-7&21细胞共培养（在图

3中标记为NK92MI/IL7&21）。分别在第 0、3、7、10

天做流式检测，测PBMC中T细胞的表型变化情况。

将每组在相同的条件下染上相应的抗体，检测的抗

体分别是CD3、CD25、CD69、CD45RA和CCR7。、先

用CD3抗体圈出CD3阳性的T细胞，再检测CD25、

CD69、CD45RA 和 CCR7 分子在不同时间和组别的

表达情况。

1.6 T 细胞与 NK-92MI、NK-92MI / IL-21 和 NK-

92MI/IL-7&21细胞共存时的细胞毒性情况

首先将正常人活化后的T细胞设为效应细胞，将

K562、NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&

21细胞作为靶细胞进行杀伤，效靶比为 1∶1，杀伤时

间为 12 h。然后将正常人活化后的T细胞作为靶细

胞，用NK-92MI细胞作为效应细胞，效靶比为1∶1，杀

伤时间为 12 h。接下来进行了以下杀伤试验：将

K562细胞设为靶细胞，T细胞与NK-92MI、NK-92MI/

IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞设为效应细胞。第1

组设NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21

细胞为效应细胞，效靶比为1∶1，杀伤时间为12 h；第

2组设T细胞和NK-92MI、NK-92MI/IL-21、NK-92MI/

IL-7&21细胞共同作为效应细胞，效靶比为1∶1，杀伤

时间为12 h。

1.7 统计学处理

用软件GraphPad Prism5和Flow_V10统计软件，

每组都至少进行了3次重复试验，组间比较用Student’

s- t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞中 IL-

21和 IL-7高表达

根据 NK-92MI/IL-21 细胞的流式分析结果，染

IL-21 抗体（APC 荧光）后测得 IL - 21 的阳性率为

95.5%；CONT表示亲本的NK-92MI细胞染 IL-21抗

体作为对照（图 1A）；根据NK-92MI/IL-7&21细胞的

流式分析结果，分别染 IL-7抗体（APC荧光）和 IL-21

抗体（APC荧光）后测得 IL-7的阳性率为 79.9%，IL-

21的阳性率为93.6%；CONT表示亲本的NK-92MI细

胞染 IL-7和 IL-21抗体作为对照（图1B）。

2.2 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞较亲

本细胞NK-92MI的增殖活性有所提高

选择了对NK-92MI敏感的K562细胞和不敏感

的 Jurkat 细胞作为细胞毒性试验的靶细胞，取 NK-

92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞作为

效应细胞（图 2A，B）。结果显示，NK - 92MI、NK-

92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞对K562细胞和

Jurkat细胞的杀伤差异无统计学意义，即表明当NK-

92MI细胞表达 IL-21或共表达 IL-7和 IL-21分子时，

对其细胞毒性没有影响。

NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21

细胞的体外增殖数据是用软件 GraphPad Prism5 处

理，结果(图 2C)显示，共表达 IL-7和 IL-21分子时能

够显著性的提高NK-92MI细胞的体外增殖能力；只

表达 IL-21分子的NK-92MI/IL-21细胞较亲本的NK-

92MI细胞也用所提高。

2.3 NK-92MI/IL-21 和 NK-92MI/IL-7&21 对 PBMC

中T细胞的增殖和活化有刺激和促进作用

流式细胞术检测结果(图 3)显示，当PBMC细胞

在体外与NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞

共培养时，CD25分子的表达较阴性对照PBMC和共

培养NK-92MI细胞组都有了明显的提高，特别是与

NK-92MI/IL-7&21细胞共培养时尤为明显。结果表

明 NK - 92MI / IL-21 和 NK-92MI / IL - 7&21 细胞对

PBMC细胞中T细胞的活化有一定的刺激作用。同

时，在实验过程中，可以明显观察到与NK-92MI/IL-

21和NK-92MI/IL-7&21细胞共培养组的PBMC较对

照组有所增殖。但是在CD69、CD45RA、CCR7分子
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的变化上未观察到明显的规律。

图1 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞的流式分析

Fig.1 Flow cytometry analysis of NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells

A, B：The killing on Jurkat and K562 cells by NK-92MI,NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells under a condition of E∶T=1∶1

with a killing time of 4 h; C：The proliferative rate of NK-92MI, NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells in vitro

图2 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞较亲本细胞NK-92MI的增殖活性有所提高

Fig.2 The proliferation rate of NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells was higher than that of NK-92MI cells

2.4 3种NK细胞与活化后T细胞相互无细胞毒性且

对肿瘤细胞的毒性也不会相互干扰

杀伤实验结果（图 4）显示，正常人活化后的T细

胞对 K562、NK-92MI、NK-92MI/IL-21 和 NK-92MI/

IL-7&21细胞均几乎无细胞毒性。NK-92MI细胞对

正常人活化后的T细胞几乎没有细胞毒性，表明正常

人活化后的 T 细胞与 NK-92MI、NK-92MI/IL-21 和

NK-92MI/IL-7&21细胞它们相互之间几乎无细胞毒

性。T细胞的存在并不影响NK-92MI、NK-92MI/IL-

21 和 NK-92MI/IL-7&21 细胞对 K562 细胞的细胞

毒性。
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A,B,C,D：The flow cytometry results of CD25,CD69,CCR7 and CD45RA molecules at different time course

图3 NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21对PBMC中T细胞增殖和活化有刺激和促进作用

Fig.3 NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells could stimulate and promote the proliferation and activation of T cells from PBMC

A：Cytotoxicity of activated T cells on K562,NK-92MI,NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells;

B：Cytotoxicity of NK-92MI cells on activated T cells;

C：Cytotoxicity of NK-92MI,NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells on K562 cells;

D：Activated T cells and NK-92MI,NK-92MI/IL-21 and NK-92MI/IL-7&21 cells acted as effector cells to kill K562 cells

图4 3种NK细胞与活化后T细胞相互无细胞毒性且对肿瘤细胞的毒性也不会相互干扰

Fig.4 Cytotoxicity was not found between T cells and the three NK-92MI cells, and the presence of T cells did not affect the

cytotoxicity of the three NK-92MI cells on tumor cells

3 讨 论

近年来，NK细胞在过继性细胞免疫治疗中表现

出良好的应用前景，NK-92细胞是目前唯一被 FDA

批准的临床试验的NK细胞系，该株细胞的细胞毒性

很强、经济、off-the-shelf、容易规模化制备，绝大多数

接受治疗的患者没有对NK-92细胞产生排斥，不表

达KIRs，处于组成型激活状态，到目前为止表现出很

好的临床安全性。NK-92MI细胞是通过转染得到的

源自NK-92细胞的 IL-2非依赖型的细胞株，在临床

应用中具有更大的应用前景[17-20]。相关研究表明，IL-

7在淋巴细胞的存活中扮演着非常重要的作用，IL-7

能够维持CTL和记忆T细胞的存活，能够增强淋巴

细胞的浸润，从而增强抗肿瘤活性[6-7]；IL-21是由 IL-
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21基因编码的蛋白质，在固有免疫应答和适应性免

疫应答中扮演重要角色，调节刺激巨噬细胞、NK细

胞、B细胞和CTL的分化、增殖和活化[9-13]。

本研究通过基因工程技术将外源性的 IL-7和 IL-

21构建到NK-92MI细胞上，成功构建了高表达 IL-21

分子的NK-92MI/IL-21细胞和同时高表达 IL-7和 IL-

21分子的NK-92MI/IL-7&21细胞。结果表明，NK-

92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞相对于亲本细

胞NK-92MI细胞，在体外增殖能力有所提高。特别

是同时表达 IL-7和 IL-21分子的NK-92MI/IL-7&21

细胞，体外增殖能力有了明显的提高。体外杀伤试

验表明，NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞与

亲本细胞NK-92MI细胞在体外对 Jurkat和K562细胞

的细胞毒性没有改变。

本研究观察了NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-

92MI/IL-7&21细胞与正常人的外周血PBMC细胞共

培养时，3种NK细胞对PBMC中T细胞的作用是否

有差异，选取 CD3、CD25、CD69、CD45RA、CCR7 分

子进行不同时间的流式检测分析。实验结果表明，

作为活化T细胞标志分子之一的CD25分子[21-22]，从

CD25分子的表型变化来看，NK-92MI/IL-21和NK-

92MI/IL-7&21细胞对正常人PBMC中T细胞的活化

有一定的刺激和促进作用，特别是同时表达 IL-7和

IL-21分子的NK-92MI/IL-7&21细胞对PBMC中T细

胞有显著性的刺激活化作用。同时，在实验过程中

发现，NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞也可

刺激T细胞的增殖，T细胞的数目明显高于阴性对照

组和NK-92MI细胞组，且NK-92MI/IL-7&21细胞的

刺激效果更强。然而，在CD69、CD45RA、CCR7分子

的表型变化中并未观察到明显的规律，这可能与本

实验选取的检测时间点有一定的关系。

NK-92MI细胞已经作为一种过继性细胞免疫治

疗细胞应用于临床研究中，相关临床试验[18-20]表明，

对于癌症晚期患者注射具有较小的副作用。为了了

解NK-92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细

胞与正常人的活化T细胞之间有无细胞毒性，以及它

们共存时对肿瘤细胞的细胞毒性是否会相互干扰，

所进行的一系列的体外杀伤实验结果表明，NK-

92MI、NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞与正

常人的活化T细胞相互之间无细胞毒性；而且，活化

T细胞的存在不会影响NK-92MI、NK-92MI/IL-21和

NK-92MI/IL-7&21细胞对K562细胞的细胞毒性。

综上所述，本研究构建的NK-92MI/IL-21和NK-

92MI/IL-7&21细胞相对于亲本细胞NK-92MI细胞来

说，在体外的增殖能力有所增强，尤其时NK-92MI/

IL-7&21细胞的体外增殖能力有了明显提高。同时，

NK-92MI/IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞在体外与

正常人的PBMC共培养时，能够在一定程度上刺激T

细胞的增殖和活化，同样也是NK-92MI/IL-7&21细

胞表现的更为突出。此外，发现NK-92MI、NK-92MI/

IL-21和NK-92MI/IL-7&21细胞与正常人的活化T细

胞相互之间无细胞毒性，T细胞与它们共存时也不会

影响它们对肿瘤细胞的细胞毒性。经过人为改造的

NK-92MI/IL-21 和NK-92MI/IL-7&21细胞在过继性

细胞免疫治疗中具有极大的应用前景。
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