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[摘  要]  目的：探索性临床试验初步观察PD-1抑制剂联合脐血NK细胞治疗晚期恶性实体瘤的安全性与疗效。方法：研究

对象为2019年12月至2021年12月西安医学院第二附属医院收治的3例晚期实体瘤患者，依据肿瘤类型、参照CSCO指南，采用

标准化疗、靶向治疗或贝伐珠单抗联合 PD-1抑制剂进行21 d为一疗程的多疗程治疗，期间适时进行脐血NK细胞输注治疗

（8 × 107个/次）。每个治疗周期均检测患者靶病灶大小、肿瘤标志物水平、外周血中12种细胞因子水平及淋巴细胞亚群情况，同

时评估患者不良反应发生情况。结果：3例患者经 PD-1抑制剂联合脐血NK细胞治疗后，2例患者达到疾病稳定（SD；依照

RECIST 1.1），其中1例患者持续118 d，另1例患者持续92 d。在NK细胞输注治疗后，患者1肿瘤标志物CA199显著下降到正常

值范围内并维持3个随访期，患者2肿瘤标志物CA199、CA242和CA724均出现显著下降。结论：NK细胞与化疗和PD-1抑制剂

联合治疗实体瘤具有一定的疗效，本研究中3例患者未出现严重免疫相关不良反应。
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[Abstract] Objective: To preliminarily investigate the safety and efficacy of programmed death-1 (PD-1) inhibitor combined with cord 

blood-derived natural killer cells (NK cells) in the treatment of advanced malignant solid tumors in an exploratory clinical trial. 

Methods: Three patients with advanced solid tumors treated at the Second Affiliated Hospital of Xi 'an Medical University from 

December 2019 to December 2021 were enrolled. According to tumor type and CSCO guidelines, patients received multiple treatment 

cycles (21 days per cycle) consisting of standard chemotherapy, targeted therapy, or bevacizumab combined with PD-1 inhibitor. 

Umbilical cord blood-derived NK cells (8 × 107 cells per infusion) were infused at appropriate intervals during the treatment course. 

Target lesion size, tumor markers, levels of 12 peripheral blood cytokines, and lymphocyte subsets were assessed in each treatment 

cycle. Adverse events were also monitored throughout the treatment. Results: Following the treatment with PD-1 inhibitor combined 

with cord blood NK cells, 2 patients achieved stable disease (SD, per RECIST 1.1 criteria), with durations of 118 days and 92 days, 

respectively. After NK cell infusion, patient #1 exhibited a marked decrease in the tumor marker CA199 to normal range and sustained 
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for three follow-up periods; patient #2 showed significant reductions in tumor markers CA199, CA242, and CA724. Conclusion:  The 

combination of NK cells with chemotherapy and PD-1 inhibitor demonstrates potential therapeutic efficacy for solid tumors. No severe 

immune-related adverse reactions were observed in the three patients enrolled in this study.

[Key words]  programmed death-1 (PD-1); natural killer cell (NK cell); solid tumor; immunotherapy; safety
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恶性肿瘤免疫治疗已成为临床实践中的新疗

法，可用于晚期肺癌、食管癌和肝癌的标准治疗。针

对PD-1或PD-L1的免疫治疗性单克隆抗体的应用为

肿瘤学带来了革命性的进展。然而，仅有少数患者

出现持久的肿瘤消退。目前，PD-1抑制剂在晚期恶

性实体瘤中应用的新方向为与其他治疗方案联合应

用如联合放化疗、靶向治疗和细胞治疗等[1-4]，可以显

示出较好的效果。目前，临床常用的免疫治疗+化疗

联合疗法的不良反应发生率高达 86.8%，其中 3级以

上的不良反应率为 35.9%[5]，导致许多患者因恐惧化

疗的不良反应而拒绝化疗，使肿瘤治疗失败。因此

将靶向免疫检查点抑制受体与其他免疫疗法相结合

有望成为一种增强抗肿瘤反应和提高反应率的方

法。研究[6]表明，NK细胞表达PD-1，且肿瘤组织中浸

润的 NK 细胞过表达 PD-1，导致其杀瘤能力受损。

NK细胞输注较其他免疫细胞治疗，如CAR-T细胞疗

法，不良反应发生率低[7]。诱导多能干细胞衍生的

NK细胞可在体外和体内招募并激活T细胞，增强其

对PD-1阻断的应答，从而增强炎症细胞因子的产生

并进一步消除肿瘤[8]，表明两者联合具有协同增强作

用机制，但尚少见两种联合的临床试验的安全性和

有效性报道。因此，本研究拟通过探索性临床试验

观察PD-1抑制剂联合脐血NK细胞治疗晚期恶性实

体瘤的安全性与疗效，为其进一步大规模临床试验

提供基础。

1    材料与方法

1.1  患者一般资料

本试验为研究者发起的单中心探索性临床试

验，选择 2019年 12月 17日至 2021年 12月 31日就诊

于西安医学院第二附属医院肿瘤内二科患有晚期实

体瘤进行 PD-1 抑制剂治疗的 3 名患者作为研究对

象。入组标准：（1）临床病理确诊为中晚期恶性实体

瘤（包括肺癌、结肠癌、食管癌、胃癌、肝癌、喉癌、乳

腺癌、尿路上皮癌等）患者，经外科多学科诊疗（multi-

disciplinary treatment, MDT）小组评估认为已失去手

术切除机会，患者及家属充分了解目前病情下中国

临床肿瘤学会（CSCO）及美国国立综合癌症网网络

（NCCN）推荐的治疗方法自愿入组；（2）年龄 18~80

岁（包括 18岁和 80岁）；（3）心肺肝肾功能和骨髓储

备功能良好；（4）无并发症感染；（5）整个试验期间，

能够定期到入组的研究机构进行相关的检测、评价

以及管理；（6）患者及直系亲属必须了解、理解、自愿

参加本研究，签署知情同意书；（7）预期寿命＞ 3个

月。本临床试验由西安医学院第二附属医院伦理

委员会审批同意（批准号：2020LP03），已在国家临

床研究中心备案，并在临床试验注册中心注册

（ChiCTR2000030060）。全部参与患者均签署了“脐

血NK细胞回输联合PD-1抑制剂治疗多种实体瘤的

临床试验研究知情同意书”。脐血 NK 细胞制剂

（PNK-E）由江西汉氏联合干细胞科技有限公司和陕

西富平综合细胞库（陕西富平区域细胞制备中心）提

供，细胞制剂产品符合细胞产品国家工程研究中心

的出库检测标准。

1.2  治疗疗程

本研究目前入组3例患者接受了脐血NK细胞回

输联合PD-1抑制剂治疗，分别是左肺鳞状细胞癌1

例（患者 1）、食管高分化鳞状细胞癌 1例（患者 2）和

混合型肝细胞-胆管细胞癌1例（患者3），均未发生远

处转移的晚期肿瘤。左肺鳞状细胞癌为初发初治，

食管高分化鳞状细胞癌和混合型肝细胞-胆管细胞癌

均已在前期进行了多线和多疗程治疗，现为后线治

疗。

患者入组后，治疗方案依据肿瘤类型、参照

CSCO 指南，采用标准化疗或靶向治疗或贝伐珠

单抗联合 PD-1 抑制剂进行 21 d 为一疗程的多疗

程治疗（图 1）。在上述疗程治疗中，适时进行脐

血 NK 细胞制剂（8 × 107 个 /次）输注治疗。在化

疗与 PD-1 抑制剂联合应用时，在化疗前 30~60 min

先进行 PD-1 抑制剂输注，而后进行化疗；在联合

应用 NK 细胞输注时，在 PD-1 抑制剂输注后 1~3 

d 内进行 NK 细胞输注。经过检测，脐血 NK 细胞

制 剂 细 胞 存 活 率 为 99%，CD34、CD45、CD31、

CD13、CD29 和 CD44 分子表达符合 NK 细胞表型

特征，细菌、支原体和特殊外源性病毒均为阴性，

细菌内毒素< 2 EU/mL，符合细胞制剂质控要求。

1.3  疗效及安全性评估

疗效评估采用实体肿瘤相关疗效评价标准

（RECIST 1.1），靶病灶和非靶病灶测量由CT或超声

造影完成，肿瘤标志物由检验科完成，外周血12项细

胞因子和淋巴细胞亚群检测由中心实验室完成。不

良反应评估依据CTCAE5.0标准。
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疗程：以PD-1抑制剂治疗要求21 d为一个疗程，当疗程中有NK细胞联合时，NK细胞输注后第1~3 d内输注PD-1抑制剂1次；当

无NK细胞联合时，第1天输注PD-1抑制剂1次；当有贝伐珠单抗时，贝伐珠单抗在PD-1抑制剂输注后当日输注1次；当有化疗

时，化疗在PD-1抑制剂输注后当日开始。NK细胞输注：1次输注剂量为8 × 107个细胞。PD-1抑制剂：1次剂量为信迪利单抗注

射液或注射用卡瑞利珠单抗。化疗：患者1化疗1次，使用吉西他滨 + 顺铂方案；患者2化疗2次，在疗程2使用顺铂 + 氟尿嘧啶

d1~d5方案，在疗程4使用顺铂 + 紫杉醇方案。安罗替尼：12 mg，po，qd，1个疗程连用2周，停药1周。贝伐珠单抗：1次剂量为安

维汀®15 mg/kg。支持治疗：营养支持 + 对症处理。

图1    入组患者治疗历程

2  结  果

2.1  患者一般资料分析

3例入组患者中，患者 1进行了两次NK细胞输

注治疗，患者 2和 3均进行一次NK细胞输注治疗。

入组患者的基线评估及既往治疗情况见表1。

表1    入组患者基线评估及既往治疗

临床特征

性别

年龄/岁

病理类型

TNM分期

PS评分

既往治疗

此次治疗方案

患者1

男

70

左肺鳞状细胞癌

cT3N2aM1b(IVA)

0

无

NK + PD-1 + 化疗 + 支持

患者2

女

66

食管高分化鳞状细胞癌

rTxN0M1

1

顺铂 + 氟尿嘧啶 + PD-1抑制剂2个

疗程；顺铂 + 卡培他滨 + PD-1抑制剂

1个疗程；单纯PD-1抑制剂2个疗程

NK + PD-1 + 化疗 + 安罗替尼 + 支持

患者3

女

54

混合型肝细胞-胆管细胞癌

ycT4N1M1(IVB)

1

放疗2个疗程；卡瑞利珠 + 阿帕替尼5

个疗程；索拉非尼 + PD-1抑制剂1个疗

程；PD-1抑制剂 + 贝伐珠单抗2个疗程

NK + PD-1 + 贝伐珠单抗 + 支持

2.2  疗效分析

截至2021年12月7日，中位随访时间为146 d（101~

257 d）。3例患者经PD-1抑制剂联合脐血NK细胞输注

治疗后，2例患者疾病稳定（stable disease, SD），其中患

者1持续118 d，患者3持续92 d；患者2在第一次随访时

（27 d）发现疾病进展（progressive disease, PD）（图2）。

同时，肿瘤靶病灶直径总和大小的变化趋势与上述

疗效一致（图3）。最佳总体缓解率（best overall response, 

BO）为66.67%（2/3）。

2.3  治疗中肿瘤标志物检测

3例患者的基线（C1）和随访期（C2、C3、C4、C5、

C6、C7和C8）的外周血肿瘤标志物CA199、CA242、

CEA、CF211、NSE、SCC、CA724、AFP和CA50进行了

随访检测。

患者 1：分别于C1和C4期分别进行NK细胞输

注，CA199基线期（C1）异常，在NK细胞输注治疗后
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第1个随访期（C2）显著下降到正常值范围内，在随后

的随访期（C3、C4、C5）缓慢上升，但仍保持在正常范

围内，同时肿瘤疗效表现为SD，而后随肿瘤PD进展

而异常上升。SCC基线期（C1）异常，在NK细胞输注

治疗后多个随访期（C2、C3、C4、C5、C6）与基线水平

相当，无明显升高，同时肿瘤疗效表现为稳定SD，而

后随肿瘤PD进展而异常上升。其他标志物CA242、

CF211、NSE和CEA在基线及各随访期均保持在正常

值范围内，无明显变化（图4A）。

图2    患者治疗过程泳道图

图3    肿瘤最大靶病灶直径总和大小变化

患者2：于C1期进行了1次NK细胞输注，CA199

和 CA242 基线均在正常值范围内且第 1 个随访期

（C2）出现显著下降，第2个随访期出现上升但仍在正

常范围内并维持至第 4个随访期（C4）。CA724在治

疗后两个随访期（C1、C2）连续下降并维持至第 3个

随访期。CEA 在 NK 细胞治疗后的第 1 个随访期

（C1）出现显著下降，之后随访期出现明显上下波动，

但肿瘤疗效在整个随访周期内保持SD（图4B）。

患者 3：于C1期进行了 1次NK细胞输注，AFP、

CA50、CA199和CEA在治疗后的整个随访期均出现

上升，肿瘤疗效表现为PD，但治疗后的2个随访期上

升速度较第 3个随访期明显缓慢。CA242在治疗后

的 2个随访期保持 SD，第 3个随访期出现轻微上升

（图4C）。

2.4  治疗中免疫功能检测

患者 1：第 1次NK细胞输注后，外周血内NK细

胞比例显著上升（图 5A），而T细胞和B细胞无显著

变化；NK细胞在第 2次NK细胞输注后的每个随访

周期中逐渐上升。

患者 2：进行NK细胞输注后，NK细胞比例显著

上升，T细胞和B细胞无显著变化（图5B）。

患者 3：于第 0天进行 1次NK细胞输注。NK细

胞比例在NK细胞输注后的第 1个随访周期的第 27

天出现短暂上升后下降，T细胞和B细胞无显著变化

（图5C）。

患者1外周血12项细胞因子中，IL-5、IL-6、IL-10、

IL-4、IL-12P70在第1次NK细胞输注后显著上升，在第

2次细胞输注后无显著变化（图6A）。患者2外周血

12项细胞因子中 IL-5、IFN-α、IL-1β、IL-6、IL-10、IFN-γ、

IL-4在NK细胞输注后的第1个随访期显著上升（图6B）。

患者3外周血 12 项细胞因子 IL-5、IFN-α、IL-2、IL-1β、

IL-10在NK细胞输注后的第1个随访期第27天显著上
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升，IL-6、IFN-γ在第1个随访期的第27天下降并维持至

第51天，IL-8、IL-17、IL-4、IL-12P70和TNF-α在第27天

出现下降后在第51天出现上升（图6C）。

虚线所示为正常值上限，箭头所指为NK细胞输注时间。

图4    患者1（A）、2（B）、3（C）肿瘤标志物变化

虚线所示为正常值上、下限；箭头所指为NK细胞输注时间。

图5    患者1（A）、2（B）、3（C）外周血T、B、NK细胞比例变化

2.5  安全性评估

3例患者均发生不良反应，主要为乏力、贫血、尿

隐血、甲状腺功能减退、白细胞减低和血小板减低，

且不良反应均为1~2级，未发生3~4级不良反应。

3  讨  论

肿瘤免疫治疗可通过调节机体的免疫系统，重

启自身内在的抗肿瘤免疫反应，从而达到控制与清

除肿瘤的目的，包括单克隆抗体类免疫检查点抑制

剂、治疗性抗体、癌症疫苗、细胞治疗和小分子抑制

剂等，其中NK细胞治疗显现出巨大的潜质。NK细

胞有可能增强检查点抑制疗法，如PD-L1/PD-1阻断，

因为NK细胞介导肿瘤直接溶解和T细胞的激活和

募集，而且NK细胞无需前期活化即可发挥其杀死肿

瘤细胞的细胞毒作用[9]。当机体自身NK细胞不足或

功能障碍时，可过继健康者的NK细胞进行补充。据

此提出了“NK细胞银行”方法用于肿瘤患者的治疗

策略。用于输注的NK细胞既可以来自患者自身，也

可以来自捐赠者。临床级的纯化/扩增NK细胞可以

通过外周血、脐血和胚胎干细胞产生[10-11]。脐血是胎

儿出生时脐带内及胎盘内近胎儿侧血管内的血液，

其中的NK细胞具有含量大、低分化、易获得、作用

强、增殖强、骨髓归巢能力强、分泌 IFN-γ和表达

CD69水平高等优点[12]，这些脐血NK细胞的特点表
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明其用于过继免疫治疗具有显著的优越性。

虚线所示为正常值上限，箭头所指为NK细胞输注时间。

图6  患者外周血12项细胞因子变化

表2    脐血NK细胞组不良反应发生情况[n(%)]

不良反应

疲乏

贫血

尿隐血

甲状腺功能减退

白细胞减低

血小板减低

患者（N = 3）

1

1

2

1

1

1

1

3

1

1

1

1

1

1~2级

1（33.3%）

3（100.0%）

1（33.3%）

2（66.6%）

2（66.6%）

1（33.3%）

3~4级

0（0.0%）

0（0.0%）

0（0.0%）

0（0.0%）

0（0.0%）

0（0.0%）

同种异体NK细胞可替代T细胞免疫疗法，是一

种具有潜力的治疗方法。NK细胞不仅可以直接靶

向杀伤患者体内的肿瘤细胞，还具有产移植物抗宿

主病风险低、出现细胞因子释放综合征风险低的优

势[13]。与T细胞相比，NK细胞是同种异体细胞免疫

疗法的更优候选者，因为 NK 细胞不受 HLA 限制。

从供体肝移植物灌注液中获得的NK细胞在体外使

用 IL-2 刺激后，显示出更明显的抗肿瘤效应，提示

NK细胞可以作为过继性免疫治疗的来源[14]。研究[15]

表明，NK细胞治疗联合化疗可预防局部晚期结肠癌
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复发，延长患者生存期。表达CD19 CAR-NK细胞的

同种免疫防御受体抵抗免疫同种异体反应，具有增

强的功能持久性，并且在同种异体反应性T细胞存在

的情况下消除肿瘤[16]。晚期肝细胞癌患者局部区域

高剂量自体NK细胞输注联合肝动脉输注化疗被证

明是一种安全有效的治疗策略，其治疗潜力值得进

一步研究[17]。

近年来研究发现，活化后的人 NK 细胞高表达

PD-1和CTLA-4；而且外周血和肿瘤组织中NK细胞

高表达 PD-1与患者肿瘤恶性特征相关[18]；肿瘤细胞

培养实验表明，抑制PD-1/PD-L1作用轴可显著提高

自体NK细胞对多发性骨髓瘤的杀伤[19]；同时，在肿

瘤动物实验模型上也证实 PD-1抑制剂可显著增强

NK细胞对肿瘤的治疗效果。这些研究表明，高表达

PD-1 的 NK 细胞参与了肿瘤的免疫逃逸。有研究

者[20]通过综述NK细胞的负调控作用机制，认为应用

抗 PD-1单体能够有效使NK重新得到活化，发挥抗

肿瘤能力，尤其是针对那些HLA-Ⅰ阴性的对T细胞

杀伤具有抵抗的肿瘤细胞；其推测在肿瘤组织中

丰富存在的 PD-1 高表达的 NK 细胞可在阻断

PD-1/PD-L1作用轴后重新获得抗肿瘤的能力。越来

越多的数据[21-22]表明，NK细胞免疫疗法可能为抑制

性受体检查点阻断提供了一种补充方法，但还需要

更多的临床试验来评估NK细胞输注与标准治疗或

免疫检查点抑制剂联用对于癌症患者来说疗效是否

更优。相关的临床试验正在进行中。

本研究在既往研究报道的过继同种异体NK细

胞治疗多种恶性肿瘤有确切疗效的基础上，入组多

种实体肿瘤，临床探索性观察NK细胞输注联合PD-1

抑制剂治疗多种实体瘤的安全性和有效性。首先通

过肿瘤负荷大小和肿瘤标志物的变化评估整体治疗

疗效，发现患者1和患者2出现SD，两例患者的SD状

态均维持至第5个随访周期，提示PD-1联合NK细胞

输注是有效的。输注NK细胞后，患者体内NK细胞

均出现上升，但除患者 1第 2次输注后NK细胞持续

上升外，另外 2例患者体内NK细胞仅出现短暂上升

后便下降，而患者1的疾病控制效果较另外2例患者

更好，提示提升NK细胞输注后的存活率和存活时间

有可能提高临床肿瘤治疗效果。

临床进行细胞免疫治疗的过程中，回输的细胞

释放的细胞因子可能会引起严重的炎症反应，对心

血管、肝、肾等器官造成损害，也可能会引起血液系

统异常[23]。因此，随访过程中同时分析受试者外周血

中12项细胞因子的变化以评估受试者炎症反应。结

果发现，3例患者中有 2 例在 NK 细胞输注后出现

IL-5、IL-6、IL-10、IL-4水平升高，其中 IL-5和 IL-10在

3例患者中均出现上升，但均未出现明显的细胞因子

风暴。

免疫治疗中，除了观察客观疗效，还需评估是否

出现严重不良反应。本研究详细记录了患者在进行

NK细胞输注后出现的不良反应，3例患者均发生不

良反应但主要为乏力、贫血、尿隐血、甲状腺功能减

退、白细胞减低和血小板减低，且不良反应均为 1~2

级，未发生 3~4级不良反应，说明NK细胞输注联合

PD-1抑制剂治疗较安全。

综上所述，本研究脐血NK细胞输注的 3例患者

中，未出现严重不良反应，初步表明在PD-1抑制剂抗

肿瘤治疗中加用NK细胞输注是安全的。NK细胞治

疗肿瘤既往仅有国外的NK细胞孤儿药获批上市，中

国目前没有NK细胞治疗肿瘤的临床应用，而且NK

细胞联合PD-1抑制剂的临床应用尚少见报道。本研

究临床探索性观察NK细胞输注的安全性和有效性，

主要目的是观察安全性问题，次要目的是观察疗效

性问题，在临床试验中属于探索性临床研究，存在一

定的局限性，入组人数较少，要获得更确切、证据链

级别更高的临床试验结果需要进行大规模临床随机

对照试验，以获得确切的阳性结果。
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