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摘要      CAR-CIK疗法作为一种前景广阔的新策略, 其疗效却受限于传统扩增方法引发的CIK细

胞功能耗竭。为此, 提高关键的CD3+CD56+细胞亚群比例并维持其功能, 成为了提升治疗效果的核心

所在。该研究利用基因工程技术构建了共表达膜结合型IL-21和CD137L的NK-92MI工程细胞(IC-92), 
通过联合 IC-92和细胞因子 (IFN-γ、OKT3、IL-1α和 IL-2)的优化培养体系对CIK及HER2-CAR-CIK细

胞进行了扩增培养。采用流式细胞术检测效应分子表达情况 ; 利用 Incucyte S3活细胞分析系统评估

CAR-CIK细胞的HER2特异性肿瘤杀伤能力; 整合RNA测序和基于LC-MS的非靶向代谢组学, 初步探

索 IC-92联合细胞因子共培养策略对CIK细胞功能调控的相关机制。结果表明 , 联合培养可显著提高

CIK细胞的增殖活性及CD3⁺CD56⁺效应细胞比例, 且能维持CD3⁺CD56⁺细胞表面NKG2D、NKp30等激

活性受体的表达。与对照组相比, IC-92联合细胞因子能诱导更高比例效应记忆样T细胞分化, 显著增

强HER2-CAR-CIK细胞对人卵巢癌细胞系SK-OV-3的靶向杀伤能力。测序结果进一步证实, 在联合培

养扩增的CIK细胞中, CD3+CD56+细胞群体的HIF-1与AMPK信号通路被显著富集, 同时其糖代谢和鞘

磷脂代谢相关的差异基因在通路里显著富集。综上, 该研究成功构建了可共表达mIL-21与CD137L的
IC-92工程细胞, 通过联合IC-92和细胞因子能高效诱导出CD3+CD56+高比例的CIK细胞, 并促进其向效

应记忆样表型分化。功能与机制研究证实 , 联合培养扩增的HER2-CAR-CIK细胞展现出显著增强的

靶向杀伤能力, 其作用机制与免疫信号的激活及糖代谢与鞘磷脂代谢的重塑密切相关。
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Abstract       CAR-CIK therapy is a promising new strategy; however, its efficacy is limited by the functional 
exhaustion of CIK cells caused by traditional expansion methods. Therefore, increasing the proportion of the critical 
CD3+CD56+ cell subpopulation and maintaining their function is central for enhancing therapeutic outcomes. This 
study employed genetic engineering to generate NK-92MI cells co-expressing membrane-bound IL-21 and CD137L 
(hereinafter referred to as IC-92). A co-culture system combining IC-92 cells with cytokines (IFN-γ, OKT3, IL-1α, and 
IL-2) was established to expand both CIK and HER2-CAR-CIK cells. Flow cytometry was used to detect the expres-
sion of effector molecules, while the Incucyte S3 live-cell analysis system was utilized to evaluate the HER2-specific 
tumor-killing capacity of CAR-CIK cells. Integrated RNA sequencing and LC-MS-based untargeted metabolomics 
were applied to preliminarily investigate the mechanisms by which the IC-92 and cytokine co-culture strategy modu-
lates CIK cell function. The results demonstrated that the co-culture significantly enhanced the proliferative activity 
of CIK cells and increased the proportion of CD3⁺CD56⁺ effector cells, while maintaining the expression of activat-
ing receptors such as NKG2D and NKp30 on the cell surface. Compared to the control group, IC-92 combined with 
cytokines induced a higher proportion of effector memory-like T cell differentiation and markedly strengthened the 
killing ability of HER2-CAR-CIK cells against the human ovarian cancer cell line SK-OV-3. Sequencing results fur-
ther confirmed that in the co-cultured and expanded CIK cells, the CD3+CD56+ cell population exhibited significant 
enrichment of the HIF-1 and AMPK signaling pathways. Additionally, differentially expressed genes associated with 
glycometabolism and sphingolipid metabolism showed marked enrichment in these pathways. This study success-
fully established IC-92 engineered cells that co-express mIL-21 and CD137L. These cells efficiently generated a high 
proportion of CD3+CD56+ CIK cells, thereby facilitating their differentiation into an effector memory-like phenotype. 
The research on functions and mechanisms demonstrated that this IC-92-based system enables the expansion of highly 
potent HER2-CAR-CIK cells with superior tumor-killing activity, an effect attributed to enhanced immunostimulatory 
signaling and concurrent metabolic reprogramming of glycolytic and sphingolipid pathways.

Keywords       cytokine induced killer cells; NK-92MI; chimeric antigen receptor; ovarian cancer

卵巢癌是致死率最高的妇科恶性肿瘤 , 全球每

年新增病例逾20万例 , 构成重大公共卫生挑战 [1-2]。

尽管手术联合铂类化疗可延长晚期患者生存期 , 但
微转移灶清除困难及铂耐药复发仍是临床治疗的

难题 [3-4]。近年来 , 过继细胞免疫疗法 (adoptive cell 
transfer therapy, ACT)为实体瘤治疗提供了新方向[5]。

其中 , 基于细胞因子诱导杀伤细胞 (cytokine-induced 
killer cell, CIK)的CAR工程化改造策略备受关注。

CIK是以CD3⁺CD56⁺自然杀伤样T细胞为主的

异质性细胞群 , 兼具T细胞的抗原特异性识别能力

和NK细胞的非MHC限制性杀伤特性 [6-7]。相较于嵌

合抗原受体修饰的T细胞 (chimeric antigen receptor 
modified T cell, CAR-T), CAR-CIK细胞具有广谱杀

瘤作用、低毒副作用的独特优势 [8-9]。此外 , CIK细

胞可分泌 IL-2、IFN-γ等细胞因子 , 对CAR介导的特

异性杀伤形成有效的补充 , 同时具有一定的免疫调

节能力 [10-11]。然而 , CAR-CIK的临床转化仍面临多

重瓶颈, CIK中CD3⁺CD56⁺效应细胞亚群需要长时间

诱导培养以增加其比例 , 而长期体外扩增可能导致

细胞功能耗竭、细胞毒性下降 , 从而制约其临床疗

效 [8,12]。因此 , 亟需建立新的培养策略在提升CIK细

胞中CD3+CD56+ NK样T淋巴细胞亚群比例的同时 , 
实现“激活增效”与“耗竭抑制”的精准平衡。

研究表明 , IL-21可通过STAT3/STAT5信号轴显

著提升CIK细胞的增殖能力与抗肿瘤效应 , 并能诱

导CIK向干细胞样记忆表型分化并减少细胞耗竭的

发生 [13]。CD137/CD137L信号通路可显著提高CIK
细胞的抗肿瘤活性 [14]。此外 , 联合应用膜结合型 IL-
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21(membrane-bound interleukin 21, mIL-21)及共刺激分

子配体CD137L能够诱导T细胞和NK细胞在扩增过程

中维持其端粒长度 , 实现长期指数扩增 [15]。因此 , 本
研究创新性构建共表达mIL-21与CD137L的NK-92MI
工程细胞 (IC-92), 联合 IFN-γ、OKT3、IL-1α和 IL-2等
细胞因子的诱导培养体系以获得CD3+CD56+细胞占

比较高的新型CIK(后称nCIK)或CAR-CIK(后称CAR-
nCIK)细胞, 为开发新一代CAR-CIK疗法奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

RPMI 1640、DMEM、Opti-MEM培养基、胎

牛血清(fetal bovine serum, FBS)、DPBS、0.25%胰蛋

白酶购自Gibco公司; CD3(克隆号: OKT3)、CD16[克
隆号 : eBioCB16(CB16)]、CD56(克隆号 : CMSSB)、
NKp30(克隆号 : AF29-4D12)、NKp44(克隆号 : 
44.189)、NKp46(克隆号 : 9E2)、NKG2D(克隆号 : 
1D11)、TCRαβ(克隆号 : IP26)、CD62L(克隆号 : LT-
TD180)、CD45RA(克隆号: HI100)、streptavidin流式

抗体购自Invitrogen公司; OKT3、IFN-γ、IL-2等细胞

因子购自江苏东抗生物医药科技有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞系培养      人胚肾细胞293T、人卵巢癌

细胞系SK-OV-3使用含10% FBS的DMEM培养基培

养。NK-92MI细胞使用淋巴细胞无血清培养基培养。

细胞均培养在37 °C、5% CO2、饱和湿度的培养箱中。

1.2.2   细胞因子体外扩增CIK细胞      分离外周血

单个核细胞 (peripheral blood mononuclear cells, 
PBMCs)并按2×106/mL接种至24孔板中, 第0天使用

1 000 U/mL IFN-γ刺激PBMCs, 24 h后使用20 ng/mL 
OKT3、50 ng/mL IL-1α和 1 000 IU/mL IL-2刺激

PBMCs, 每2~3天补充含1 000 IU/mL IL-2和5% FBS
的新鲜培养基, 14~35天收集CIK细胞, 并在第0、7、
14、21、28和35天检测CIK细胞异质性群体各组分

比例。

1.2.3   IC-92联合 IL-2体外扩增CIK细胞      分离

PBMCs并按 2×106/mL接种至 24孔板中 , 第 0天添

加经 25 Gy剂量 γ射线辐照的 IC-92工程细胞 (数量

比为 IC-92׃PBMCs=14׃)与PBMCs共培养 , 并添加

1 000 IU/mL IL-2。每2~3天补补充含1 000 IU/mL 
IL-2和5% FBS的新鲜培养基, 在第7、14、21、28
天添加经 25 Gy剂量 γ射线辐照的 IC-92工程细胞

(数量比为 IC-92׃PBMCs=14׃)进行二轮刺激 , 第
14~35天收集细胞 , 并在第 0、7、14、21天检测异

质性细胞群体各组分比例。

1.2.4   IC-92联合细胞因子体外扩增nCIK细胞      分
离PBMCs并按2×106/mL接种至24孔板中 , 第0天使用

1 000 U/mL IFN-γ刺激PBMCs, 24 h后使用20 ng/mL 
OKT3、50 ng/mL IL-1α和1 000 IU/mL IL-2刺激PBMCs; 
7天后按照细胞数量14׃(IC-92׃PBMCs)的比例与 IC-92
工程细胞（25Gy辐照)进行共培养, 每7天为一轮, 进行

多轮共培养获得新型CIK细胞 (nCIK)。每2~3天补充

含1 000 IU/mL IL-2和5% FBS的新鲜培养基, 在第0、7、
14、21、28和35天检测两组CIK细胞各组分比例。

1.2.5   慢病毒载体构建、包装及感染      mIL-21
与CD137L通过2A肽连接 ; 抗人表皮生长因子受体

2(human epidermal growth factor receptor 2, HER2)
抗体 (克隆号 : 4D5)、抗 II型胶原蛋白抗体 (克隆号 : 
551-3)的轻链可变区与重链可变区 (variable domains 
of the heavy, VH)通过柔性连接肽 (G4S)3连接 , 再与

CD8铰链区、CD8跨膜区、CD28共刺激结构域及

CD3ζ活化域串联 , 进一步将HER2-CAR与截短的神

经生长因子受体(truncated nerve growth factor recep-
tor, NGFRt)通过2A肽链接。mIL-21-P2A-CD137L、
4D5-28z-P2A-NGFRt基因序列合成后分别构建入

PCCL慢病毒载体中。

慢病毒载体质粒与 gag/pol、VSV-g按质量比

1的比例混合׃2׃3 , 利用PEI共转染 293T细胞 , 分别

收集培养48 h和72 h的上清 , 0.45 μm滤器过滤后 , 
加入5× PEG-8000(5% W/V)混匀后4 °C过夜, 4 °C、
4 000 ×g离心30 min。加入适量PBS重悬慢病毒沉

淀, 置于–80 °C冰箱长期保存。

CIK细胞培养第4天 , 将细胞转入RetroNectin包
被的96孔板中, 加入病毒浓缩液, 1 000 ×g、32 °C离
心1 h, 24 h后更换新鲜培养基。

1.2.6   流式细胞术检测细胞表面标志物的表达情况      
取2×105个细胞 , PBS洗涤后加入用100 μL DPBS和
5 μL流式抗体 , 4 °C避光孵育30 min, PBS洗涤两遍

后用流式细胞仪进行检测。应用Protein L检测CAR
表达时, 先用Biotin-Protein L室温孵育30 min, PBS洗
涤三遍后 , 再用1000 1׃稀释的streptavidin-PE 4 °C孵
育15 min, PBS洗涤两遍后用流式细胞仪进行检测 , 
FlowJo软件处理数据。

1.2.7   Incucyte S3活细胞分析系统检测细胞杀伤情况      
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按照1×104/孔在96孔板中接种靶细胞 , 按照不同效

靶比调整各组效应细胞的浓度 , 按 100 μL/孔加入

到孔板中; 将孔板放入机器中, 设置拍照程序, 24 h
后杀伤完成, 使用Incucyte 2022B Rev2软件进行数

据分析。

1.2.8   统计学分析      所有实验均重复3次及以上 , 
数据以均数±标准差(x

_
±s)表示。两组间进行 t检验比

较, 多组间进行单因素方差分析(One-Way ANOVA), 
或多因素方差分析(Two-Way ANOVA)。利用Graph-

Pad Prism 9.5.1软件完成数据分析, 以P<0.05为差异

具有统计学意义（*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
nsP>0.05)。

2   结果
2.1   NK-92MI工程细胞构建及体外与PBMC共培养

通过慢病毒感染和流式分选, 成功获得了mIL-
21和CD137L共表达的IC-92(图1A)。IC-92经25 Gy
剂量 γ射线辐照后按照细胞数量 4的比例与健康׃1

A: 流式检测NK-92MI及分选后IC-92的CD137L及IL-21表达水平; B: 辐照的IC-92与健康供者PBMCs共培养示意图; C、D: 辐照的IC-92与
PBMCs共培养后不同时间点CD3与CD56表达情况的代表性流式图(C)及统计图(D), n=3。*P<0.05。
A: flow cytometry analysis of CD137L and IL-21 expression in NK-92MI cells and sorted IC-92 cells; B: schematic diagram illustrating the co-culture 
system of irradiated IC-92 cells with healthy donor PBMCs; C,D: representative flow cytometry plots (C) and statistical graphs (D) showing CD3 and 
CD56 expression at different time points after co-culture of irradiated IC-92 cells with PBMCs, n=3. *P<0.05. 

图1   mIL21-CD137L NK-92MI工程细胞的构建

Fig.1   Construction of mIL21-CD137L NK-92MI engineered cells
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供者PBMCs共培养 , 每7天使用经25 Gy剂量 γ射线

辐照的 IC-92细胞重复刺激 (图 1B)。结果显示 , 培
养第7和14天时, CD3–CD56+ NK细胞比例显著增加

(P<0.05)。第21天 , CD3+CD56+ NK细胞样T淋巴细

胞占比呈上升趋势 (图1C和图1D)。上述结果表明 , 
IC-92联合 IL-2能够维持PBMCs中免疫细胞在一定

时期内的存活。

2.2   IC-92联合CIK诱导细胞因子增加CD3+CD56+

效应细胞比例

为了进一步探究IC-92能否促进CIK中CD3+CD56+

细胞亚群扩增 , 我们分别用IC-92+IL-2(IC-92组)、IFN-
γ+OKT3+IL-1α+IL-2(CIK组)、IC-92+IFN-γ+OKT3+IL-
1α+IL-2(nCIK组)刺激PBMCs。如图2所示, 在第21天时, 
CD3+CD56+细胞亚群比例分别为 (23.78±4.11)% (IC-92
组)、(33.19±13.07)% (CIK组)、(37.65±12.16)% (nCIK组), 
IC-92组在第21天后出现细胞活性变差、逐渐死亡的

现象。CIK组及nCIK组均能扩增35天以上 , 且nCIK组
CD3+CD56+细胞亚群比例相较于CIK组更高, 在第28天
(P<0.05)及第35天(P<0.01) CD3+CD56+细胞亚群比例均

有显著差异。

A: 不同培养方案第21天CD3+CD56+细胞比例流式图; B: 不同培养方案第21天CD3+CD56+细胞比例统计图; C: 不同培养方案第28天CD3+CD56
细胞比例流式图; D: 不同培养方案第28天CD3+CD56+细胞比例统计图; E: 不同培养方案第35天CD3+CD56+细胞比例流式图; F: 不同培养方案第

35天CD3+CD56+细胞比例统计图, n=4。*P<0.05, **P<0.01, nsP>0.05。
A: flow chart of CD3+CD56+ cell proportion in different culture schemes on day 21; B: quantitative of the proportion of CD3+CD56+ cells in different 
culture schemes on day 21; C: flow chart of CD3+CD56+ cell proportion in different culture schemes on day 28; D: quantitative of the proportion of 
CD3+CD56+ cells in different culture schemes on day 28; E: flow chart of CD3+CD56+ cell proportion in different culture schemes on day 35; F: quanti-
tative of the proportion of CD3+CD56+ cells in different culture schemes on day 35, with n=4 for each measurement. *P<0.05, **P<0.01, nsP>0.05.

图2   不同培养方案下的CD3+CD56+细胞比例

Fig.2   Proportion of CD3+CD56+ cells in different culture schemes
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2.3   IC-92对CIK中细胞亚群比例及细胞增殖的

影响

为了进一步探究 IC-92对CIK中各细胞亚群增

殖的影响 , 我们进一步分析了各细胞亚群随着培养

时间的动态变化。结果表明 , IC-92联合细胞因子可

显著提高CIK细胞的整体增殖活性(图3A)。从IC-92
组、CIK组和 nCIK组各细胞亚群组分比例可以看

出 , 3组中CD3+CD56+细胞亚群比例均呈升高趋势 , 
其中 nCIK组CD3+CD56+细胞亚群的比例显著高于

CIK组(图3B); CIK组和nCIK组CD3–CD56+ NK细胞

亚群比例处于较低水平 , 无统计学差异 (图3C); 3组
CD3+CD56– T细胞亚群比例均整体呈下降趋势, CIK
组和nCIK组无统计学差异(图3D)。在细胞增殖方面, 
nCIK组细胞总体扩增了(28 173.46±17 298.87)倍, 且
nCIK组CD3+CD56+、CD3–CD56+、CD3+CD56–增殖

倍数均显著高于CIK组(图3E~图3G)。因此, IC-92联
合细胞因子能够诱导T细胞向CD3+CD56+细胞亚群

转化并促进其增殖。

2.4   不同培养体系对CD3+CD56+细胞激活性受体

表达水平的影响

CD3⁺CD56⁺ NK细胞样T淋巴细胞识别和清除

病原体感染细胞及肿瘤细胞、调节免疫和维持免

疫稳态等过程均需要激活性受体的参与 [19]。CIK诱

导分化过程中也能表达NKp30、NKp44、NKp46

和NKG2D等NK细胞通常表达的激活性受体 , 从
而具有更强的识别能力。我们通过流式细胞术检

测不同培养方案获得的CD3+CD56+细胞NKp30、
NKp44、NKp46、NKG2D和CD16表达率。结果

显示 , nCIK组与CIK组的NKp30[(8.22±2.54)% vs 
(8.88±2.71)%]、NKp44[(5.12±2.17)% vs (4.78±1.83)%]、
NKp46[(0.73±0.40)%  vs (0.96±0.27)%]、NK-
G2D[(61.89±11.25)% vs (72.94±10.83)%]表达无显著差

异(图4A~图4H)。值得注意的是, nCIK组CD16的表达

率显著高于CIK组[(43.11±33.60)% vs (2.13±1.26)%](图
4I和图4J)。CD16与抗体依赖性细胞介导的细胞毒性

作用相关 , 这一发现为后续深入探究该类细胞在免疫

应答过程中的功能机制 , 以及开发与抗体药物联合的

细胞免疫疗法提供依据。

2.5   IC-92对CIK细胞中T细胞亚型的影响

由于 γδ T及NKT细胞都具有CD3+CD56+表型。

我们通过流式细胞术检测CIK及nCIK细胞中的TCR
类型, 结果表明在CIK与nCIK中均为TCRαβ类型的NK
细胞样T淋巴细胞 , 且大部分细胞为CD8+ T细胞 (图
5A和图5B)。进一步分析表明 , 两组细胞经扩增后呈

现效应记忆T细胞(effector memory T cell, Tem)>效应T
细胞(effector T cell, Teff)>初始T细胞(naïve T cell, Tn)>
中央记忆T细胞(central memory T cell, Tcm)的分布, 且
nCIK组[(70.11±6.36)%]具有比CIK组[(59.41±10.06)%]

A: 3种培养体系扩增PBMCs的增殖曲线; B: CD3+CD56+细胞占比情况; C: CD3–CD56+细胞占比情况; D: CD3+CD56–细胞占比情况; E: CD3+CD56+

细胞增殖曲线; F: CD3–CD56+细胞增殖曲线; G: CD3+CD56–细胞增殖曲线, n=4。*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1。
A: proliferation curves of PBMCs expanded in three culture conditions; B: proportions of CD3⁺CD56⁺ cells; C: proportions of CD3⁻CD56⁺ cells; D: 
proportions of CD3⁺CD56⁻ cells; E: proliferation curves of CD3⁺CD56⁺ cells; F: proliferation curves of CD3⁻CD56⁺ cells; G: proliferation curves of 
CD3⁺CD56⁻ cells, with n=4 for each measurement. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1.

图3   IC-92对CIK细胞增殖及不同细胞亚群比例的影响

Fig.3   Effects of IC-92 on the proliferation of CIK cells and the proportions of different cell subsets
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A、B: 不同培养方案获得的CD3+CD56+细胞NKp30表达率代表性流式图(A)及统计图(B); C、D: NKp44表达率代表性流式图(C)及统计图(D); E、F: 
NKp46表达率代表性流式图(E)及统计图(F); G、H: NKG2D表达率代表性流式图(G)及统计图(H); I、J: CD16表达率代表性流式图(I)及统计图(J), 
n=4。**P<0.01, nsP>0.05。
A,B: representative flow cytometry plots (A) and statistical data (B) showing NKp30 expression rates in CD3+CD56+ cells obtained using different cul-
ture schemes; C,D: representative flow cytometry plots (C) and statistical data (D) of NKp44 expression rates; E,F: representative flow cytometry plots (E) 
and statistical data (F) of NKp46 expression rates; G,H: representative flow cytometry plots (G) and statistical data (H) of NKG2D expression rates; I,J: 
representative flow cytometry plots (I) and statistical data (J) of CD16 expression rates; with n=4 for each measurement. **P<0.01, nsP>0.05.

图4   不同培养方案获得的CD3+CD56+细胞不同活化受体的表达率

Fig.4   Expression of different activated receptors in CD3+CD56+ cells obtained by different culture conditions
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更高比例的Tem(图5C和图5D)。
2.6   HER2-CAR载体的构建

HER2是一种跨膜酪氨酸激酶受体 , 在多种类

型的癌症 (包括乳腺癌、卵巢癌和胃癌 )中异常表

达 [16-17]。如图6A所示 , 以CII-CAR作为对照 , 我们

构建了携带NGFRt标签的HER2-CAR慢病毒载体。

经病毒包装、浓缩后, 梯度感染T细胞, 96 h后使用

Protein L及抗NGFR抗体检测感染效率 , 结果表明

Protein L及抗NGFR抗体均能标记CAR表达细胞

(图6B)。 
2.7   HER2-CAR载体的靶向功能验证

为了验证HER2-CAR感染T细胞后能否赋予T细
胞靶向杀伤功能, 我们分别使用CⅡ-CAR、HER2-CAR
慢病毒感染细胞因子激活的T细胞 , 并且按不同效靶

比与SK-OV-3-GFP共培养 , 利用活细胞实时分析系统

测定24 h杀伤效率。结果表明 , HER2-CAR-T对HER2
阳性的SK-OV-3肿瘤细胞的整体杀伤能力均显著高于

CII-CAR-T细胞和未转导T细胞(P<0.000 1)(图7)。

A: 不同培养方案获得的细胞TCRαβ检测; B: 不同培养方案获得的CD3+ T细胞CD4与CD8检测; C、D: CD45RA和CD62L表达情况代表性流式

图(C)和统计图(D)。
A: TCRαβ expression of cells from different culture schemes; B: CD4 and CD8 expression of CD3+ T cells from different culture schemes; C,D: repre-
sentative flow cytometry plots (C) and statistical graphs (D) showing the expression of CD45RA and CD62L.

图5   不同培养方案获得的CD3+CD56+ T细胞类型

Fig.5   Types of CD3+CD56+ T cells obtained from different culture schemes
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2.8   HER2-CAR-nCIK对SK-OV-3肿瘤细胞的杀

伤功能检测

进一步 , 我们构建并培养了CIK、nCIK、HER2-
CAR-CIK、HER2-CAR-nCIK及CII-CAR-nCIK。应用

Protein L检测CAR表达效率, 结果显示, 各组CAR转染

效率接近 , 均在30%左右(图8A)。应用活细胞分析系

统检测各组细胞在81׃4、1׃和21׃效靶比条件下对SK-
OV-3的杀伤功能。结果表明 , CIK、nCIK及CII-CAR 
nCIK对SK-OV-3杀伤能力较弱。HER2-CAR-CIK及

HER2-CAR-nCIK具有靶向杀伤能力 , 且在相同效靶

比条件下, HER2-CAR-nCIK组对SK-OV-3肿瘤细胞的

杀伤效率显著高于HER2-CAR-CIK组(图8B)。

A: HER2-CAR及CII-CAR载体的构建及结构示意图; B: HER2-CAR慢病毒感染96 h后, 流式检测Protein L及NGFR抗体标记的CAR表达细胞比例。

A: construction of HER2-CAR and CII-CAR vector and their schematic structures; B: analysis of CAR expression by Protein L and NGFR antibody 
staining via flow cytometry, 96 h post HER2-CAR lentiviral transduction. 

图6   HER2-CAR载体的构建及慢病毒包装

Fig.6   Construction of HER2-CAR vectors and lentiviral packaging
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图7   HER2-CAR-T不同效靶比对SK-OV-3细胞的杀伤功能检测

Fig.7   Cytotoxic function assay of HER2-CAR-T cells against SK-OV-3 cells at different E/T (effector-to-target) ratios
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2.9   CIK与nCIK转录水平差异分析

为进一步探究IC-92工程细胞对CIK细胞功能的

影响, 我们从nCIK细胞与CIK细胞中分离CD3+CD56+

细胞进行RNA-seq。主成分分析结果表明 , 不同培

养方式并未导致CD3+CD56+细胞出现显著离散 , 而
不同供者之间的细胞差异更为明显 (图9A)。与CIK
组相比 , nCIK来源的CD3+CD56+细胞中整合素α1、
CD131(又称CSF2RB)和CD11c(又称 ITGAX)等基因

表达显著上调(图9B和图9C)。研究表明, 整合素α1、
CD131、CD11c基因表达的上调与T细胞活化以及

多种免疫调节途径密切相关 [18-19]。进一步的GSEA
分析表明 , 在nCIK来源的NK样T淋巴细胞中有多条

免疫相关信号通路被显著富集 , 主要包括 : T细胞分

化、细胞因子产生、Toll样受体4(TLR4)信号通路、

免疫细胞活化及细胞表面受体信号通路 (图9D)。此

外 , KEGG富集分析发现 , IC-92工程细胞还影响了

CD3+CD56+细胞的代谢相关通路(图9E和图9F)。
2.10   CIK与nCIK代谢分析

为了进一步探究CIK与nCIK来源的CD3+CD56+

细胞在代谢相关通路上的差异, 我们采用LC-MS非靶

向代谢组学技术进行分析。结果表明 , CIK与nCIK来

源的CD3+CD56+细胞在糖代谢和鞘磷脂代谢方面存

在显著差异(图10)。鞘磷脂代谢的增强已被证实能够

影响淋巴细胞的成熟分化及其功能。与CIK来源的

CD3+CD56+细胞相比 , nCIK来源的细胞中缺氧诱导因

子1(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)信号通路显著富

集。HIF-1作为免疫细胞的关键调节因子 , 在先天性

和适应性免疫系统中发挥重要作用 , 能够通过促进糖

酵解和代谢重编程来调控T细胞的增殖、活化及抗肿

瘤免疫应答[20-21]。此外, KEGG分析结果显示, 上调的

差异基因显著富集于AMPK信号通路, 其对nCIK细胞

的代谢和功能也具有重要意义 , 它通过代谢重编程影

响细胞活化、分化方向以及效应功能 [22]。这些代谢

差异有望提升HER2-CAR-nCIK在实体瘤肿瘤微环境

(tumor microenvironment, TME)中的细胞活性及杀伤

功能。

3   讨论
过继细胞免疫疗法 (ACT)通过体外改造、扩增

并回输功能性免疫细胞 , 在恶性肿瘤治疗中展现出

巨大潜力[23-24]。作为ACT中发展最迅速的疗法之一, 
CAR-T在恶性血液瘤的治疗中取得了突破性的进

A: HER2-CAR及CII-CAR转染效率(96 h); B: Incucyte S3实时活细胞分析系统连续24 h监测共培养第28天CIK、HER2-CAR-CIK、nCIK、CII-
CAR-nCIK和HER2-CAR-nCIK在不同效靶比下对SK-OV-3细胞的杀伤作用, n=4。****P<0.000 1。
A: transfection efficiency of HER2-CAR and CII-CAR (96 h); B: Incucyte S3 real-time live-cell analysis system continuously monitored for 24 h the 
killing effect of CIK, HER2-CAR-CIK, nCIK, CII-CAR-nCIK, and HER2-CAR-nCIK on SK-OV-3 at different effector-to-target ratios on day 28 of co-
culture, n=4. ****P<0.000 1.

图8   CIK、HER2-CAR-CIK、nCIK、CII-CAR-nCIK和HER2-CAR-nCIK对SK-OV-3细胞的杀伤效率

Fig.8   The killing efficiency of SK-OV-3 cells by CIK, HER2-CAR-CIK, nCIK, CII-CAR-nCIK and HER2-CAR-nCIK
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展。然而 , 实体肿瘤的抗原表达异质性 , 加之其免

疫抑制性肿瘤微环境 , 会严重损害CAR-T细胞的功

能, 极大削弱CAR-T的治疗效果[25-27]。因此, 亟需建

立新型替代治疗方案, 以克服当前策略的局限性。

A: 主成分分析图, 每个点的位置代表样品在各主成分上的取值; B: 差异基因火山图; C: 差异基因热图; D: 基因集富集分析图; E: 显著富集

KEGG注释分析条形图, 红色方框代表细胞代谢等相关信号通路; F: 差异基因KEGG富集散点图。

A: PCA (principal component analysis) plot, where the position of each point represents sample scores on principal components; B: volcano plot of 
differentially expressed genes; C: heatmap of differentially expressed genes; D: GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) enrichment plot; E: bar plot of 
significantly enriched KEGG pathway annotation analysis, with pathway names on the y-axis and gene counts on the x-axis, the red boxes represent 
signaling pathways related to cellular metabolism and other relevant processes; F: scatter plot of KEGG pathway enrichment for differentially expressed 
genes, showing pathway names on the y-axis and enrichment factors on the x-axis.

图9   CIK与nCIK RNA-seq分析

Fig.9   CIK and nCIK RNA-seq analysis
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相较而言 , CIK细胞是体外利用多种细胞因子

联合刺激后获得的一群异质性细胞群 [28-29]。CIK细

胞以CD3+CD56+ NK样T淋巴细胞为主要效应细胞 , 
同时包含T细胞和少量的NK细胞。相比于T细胞 , 
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CIK通过NKG2D等激活性受体识别肿瘤表面应激配

体 , 实现非MHC限制性的广谱抗肿瘤活性 ; 并且经

CAR工程化修饰后 , CAR-CIK兼具实体肿瘤精准靶

向和广谱杀伤双重优势 , 有望克服实体瘤异质性难

题[30-31]。然而, CIK细胞在体外扩增中易出现功能耗

竭 [12]。因此 , 优化CIK制备策略、对其进行工程化

改造增强抗肿瘤免疫应答 , 有望进一步地提升CIK
疗法的有效性。

近年来 , 人工构建的携带细胞因子的工程细胞

被用于高活性CAR-T和CAR-NK细胞的制备 [32-33]。

尤其是基于mIL-21的培养体系, 能够诱导NK细胞呈

指数型扩增而不产生短期衰老的现象 , 在扩增过程

中mIL-21可能通过持续激活STAT3-TERT通路, 维持

NK细胞端粒长度 , 同时激活NK细胞氨基酸代谢和

糖酵解途径并使其表现出记忆样表型 [15]。另有研究

表明 , IL-21可通过激活STAT3/STAT5信号通路以增

加CIK细胞穿孔素、颗粒酶B、TNF-α和 IFN-γ的表

达进而增强CIK细胞的毒活性 [13]。因此 , 基于mIL-
21修饰的工程细胞在CAR-T及CAR-NK细胞制备中

展现的积极作用 , 我们推测该策略同样适用于CAR-
CIK细胞。通过体外建立细胞因子与工程细胞联合

培养的新体系 , 可提升CAR-CIK细胞中CD3+CD56+

亚群比例, 同时增强CAR-CIK细胞的杀伤功能。

在本研究中 , 我们通过慢病毒感染及流式分

选 , 成功构建出共表达mIL21和CD137L的NK-92MI

工程细胞。在体外与PBMCs共培养实验中 , IC-92
联合方案可显著提高CD3+CD56+细胞亚群的比例。

在第28天通过流式检测发现nCIK中CD3+CD56+细

胞的比例为 (51.56±9.84)% (P<0.05), 第35天nCIK中

CD3+CD56+细胞的比例为(60.66±11.13)% (P<0.01)。
CIK细胞的核心优势在于通过表达一系列激活

性受体介导广谱杀瘤作用。例如 , NKG2D可以识别

在病毒感染细胞和肿瘤细胞表面高表达的MICA和

MICB(主要组织相容性复合体 I类链相关分子 )等应

激诱导配体 [34]。NKp30通过识别B7-H6、病毒蛋白

及应激相关分子 , 在抗肿瘤、抗感染及免疫调节中

发挥作用 [35]。NKp44表达于激活的NK细胞 , 通过识

别增殖细胞核抗原、某些病毒蛋白 , 在肿瘤微环境

及慢性感染中参与免疫应答 [36]。NKp46更偏向广谱

病原体防御 , 可直接结合流感病毒、副流感病毒等

包膜病毒的病毒血凝素 , 触发NK细胞杀伤感染细

胞 [37]。CD16是一种低亲和力的Fc受体 , 它可以与抗

体的Fc段结合 , 参与抗体依赖性细胞介导的细胞毒

性作用 [38-39]。NKp30、NKp44、NKp46、NKG2D和

CD16等受体在免疫细胞识别和杀伤靶细胞的过程

中发挥关键作用 , 对于机体的免疫防御和免疫监视

等功能有着重要意义[40]。

在本研究中 , 共培养 35天后 nCIK细胞扩增了

(28 173.46±17 298.87)倍 , 并且维持了NKG2D的高

水平表达, 且IC-92可促进(70.11±6.36)%的nCIK细胞

A: CIK与nCIK的OPLS-DA模型得分散点图; B: CIK对nCIK的通路富集矩形树图, 红色方框代表糖酵解和三羧酸循环信号通路; C: CIK与nCIK
的差异代谢物KEGG热图, 红色方框代表缺氧诱导因子信号通路、鞘磷脂代谢信号通路及AMPK等信号通路。

A: OPLS-DA model score scatter plot of CIK and nCIK; B: pathway enrichment treemap of CIK versus nCIK, the red boxes represent the glycolysis 
and TCA (tricarboxylic acid) cycle signaling pathways; C: KEGG heatmap of differential metabolites between CIK and nCIK, the red boxes highlight 
the HIF (hypoxia-inducible factor) signaling pathway, the sphingomyelin metabolism signaling pathway, and the AMPK signaling pathway.

图10   CIK与nCIK代谢组学分析

Fig.10   Metabolomics analysis of CIK and nCIK
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向效应记忆样表型分化。兼具广谱杀伤和靶向性是

CAR-CIK的一大独特优势 , 我们构建了靶向HER2
抗原的第二代CD28-CAR结构 , 通过慢病毒感染获

得了HER2-CAR-nCIK细胞。体外杀伤实验结果显

示 , 在不同效靶比条件下 , IC-92联合培养方案获取

的HER2-CAR-nCIK均表现出显著增强的杀伤能力

(P<0.000 1)。
RNA-seq结果显示 , nCIK来源的CD3+CD56+细

胞中整合素α1、CD131和CD11c等基因的表达显著

上调, 且GSEA和KEGG分析表明这些细胞在多种免

疫相关信号通路及代谢过程中存在富集, 包括T细胞

分化、细胞因子产生及免疫细胞活化等。进一步的

代谢组学分析表明, nCIK细胞中HIF-1和AMPK信号

通路存在显著富集。此外 , 大量上调的差异表达基

因显著富集于糖代谢与鞘磷脂代谢相关信号通路 , 
这些通路可能对细胞代谢重编程、增殖、活化及抗

肿瘤免疫应答产生影响。

综上 , 针对当前CAR-T疗法在实体瘤治疗中面

临的瓶颈 , CAR-CIK有望成为一种更具安全性的替

代方案。CAR赋予CIK细胞特异性抗原识别能力 , 
同时保留CIK的广谱抗瘤优势, 有望突破传统CIK对

实体瘤异质性靶向不足的局限。本研究针对CIK的

培养体系进行创新性的优化 , 通过建立细胞因子与

新型工程细胞联合培养方案, 使得HER2-CAR-nCIK
保持高增殖活性的同时具备更强的抗肿瘤免疫反

应 , 但其体内疗效及安全性仍需系统验证。综合体

外数据 , 我们下一步拟建立人卵巢癌动物模型 , 通
过输注HER2-CAR-nCIK, 探究其能否迁移到肿瘤部

位并发挥高效的抗肿瘤作用。进一步 , 我们拟建立

IC-92工程细胞与HER2-CAR-nCIK体内联合治疗策

略 , 利用 IC-92工程细胞载体体内递送CIK细胞活化

分子 , 充分发挥 IC-92工程细胞的肿瘤杀伤与CIK活

化双重功能 , 为开发新型CIK细胞疗法 , 突破免疫细

胞疗法在实体肿瘤治疗中的障碍提供新思路。
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