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　　[摘要]　目的:探讨巩固化疗联合异基因 NK细胞输注治疗老年急性髓系白血病(AML)的疗效及安全性。
方法:对2016年8月—2022年1月20例老年 AML完全缓解(CR)患者(治疗组),给予巩固化疗联合异基因 NK
细胞输注2~6个疗程,平均每例4个疗程,观察患者的安全性、分子生物学缓解率及复发率。并与20例仅接受

巩固化疗的老年 AMLCR患者(对照组)进行比较,观察2组间中位生存时间、无复发生存(RFS)率、总生存(OS)
率的差异。结果:治疗组20例患者共接受巩固化疗联合 NK细胞输注79次,输注 NK细胞数量(7.61±2.50)×
107/(kg·次)。18例第1次CR(CR1)患者中14例(77.78%)获得分子生物学CR,其中仅2例复发,4例未获得

分子生物学CR者均出现复发,总复发率33.33%(6/18);2例第2次CR(CR2)患者均未获得分子生物学 CR,其
中1例再次复发,1例死于心功能不全。对照组复发率75.00%(15/20),仅1例长期生存。治疗组中位生存时间

29个月(95%CI27.58~30.43),对照组中位生存时间9个月(95%CI6.82~11.18)。治疗组1年、2年、3年 OS
率分别为(89.4±7.1)%、(73.8±11.7)%、(28.1±15.4)%,对照组分别为(35.0±10.7)%、(20.0±8.9)%、
(10.0±6.7)%,2 组比较差异有统计学意义(P=0.003)。治疗组 1 年、2 年、3 年 RFS 率 分 别 为 (67.6±
11.0)%、(42.3±13.5)%、(42.3±13.5)%,对照组分别为(22.9±11.1)%、(7.6±7.2)%、(7.6±7.2)%,2组比

较差异有统计学意义(P=0.029)。治疗组79次 NK细胞输注中,7次输注出现短暂低至中度发热,输注期间及

输注后无其他不良反应发生。结论:巩固化疗联合异基因 NK细胞输注治疗老年 AML是安全的,可能使更多老

年 AML患者获得分子生物学CR,降低复发率,提高中位生存期、OS率及 RFS率,为老年 AML的治疗提供了新

的选择。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheefficacyandsafetyofconsolidationchemotherapycombinedwithallo-
geneicNKcellsinfusioninthetreatmentofelderlypatientswithacutemyeloidleukemia(AML).Methods:From
August2016toJanuary2022,20elderlypatientswithAMLatthestageofcompleteremission(CR)weretreated
with2to6coursesofconsolidationchemotherapycombinedwithallogeneicNKcellsinfusion(treatmentgroup),

withanaverageof4coursespercase.Thesafety,molecularremissionrateandrecurrenceratewereobserved.
Comparedwith20casesofelderlypatientswithAMLCRwhohadreceivedconsolidationchemotherapyonly(con-
trolgroup),thedifferencesinmediansurvivaltime,relapse-freesurvivalrate(RFS)andoverallsurvivalrate(OS)

betweenthetwogroupswereanalyzed.Results:Inthetreatmentgroup,20patientsreceived79timesofconsoli-
dationchemotherapycombinedwithNKcellsinfusion.ThedosesofinfusedNKcellswere(7.61±2.50)×107/

kgperinfusion.Amongthe18patientswiththefirstCR(CR1),14cases(77.78%)achievedmolecularbiological
CR,ofwhiconly2casesrelapsed,butall4patientswithoutmolecularbiologicalCRrelapsed,theoverallrecur-
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renceratewas33.33%(6/18).TwopatientswiththesecondCR(CR2)didnotachievemolecularbiologicalCR,

andonecaserelapsedagain,theotheronediedofcardiacdysfunction.Inthecontrolgroup,therecurrencerate
was75.00%(15/20),onlyonepatientobtainedlong-termsurvival.Themediansurvivaltimewas29 months
(95%CI27.58-30.43)inthetreatmentgroupand9months(95%CI6.82-11.18)inthecontrolgroup.The1-
year,2-yearand3-yearOSwere(89.4±7.1)%,(73.8±11.7)%,(28.1±15.4)%respectivelyinthetreatment
group,and(35.0±10.7)%,(20.0±8.9)%,(10.0±6.7)%respectivelyinthecontrolgroup,therewassignifi-
cantdifferencebetween2groups(P=0.003).The1-year,2-yearand3-yearRFSwere(67.6±11.0)%,(42.3±
13.5)%,(42.3±13.5)% respectivelyinthetreatmentgroup,and(22.9±11.1)%,(7.6±7.2)%,(7.6±
7.2)%respectivelyinthecontrolgroup,therewassignificantdifferencebetween2groups(P=0.029).Among
79timesofNKcellsinfusioninthetreatmentgroup,transientlowtomoderatefeveroccurredin7timesofinfu-
sion.Noothertoxicitiesoccurredduringandafterinfusion.Conclusion:Consolidationchemotherapycombined
withallogeneicNKcellsinfusionissafeandmayenablemoreelderlyAMLpatientstoobtainmolecularbiological
CR,reducerecurrencerate,improvemediansurvivaltime,OSandRFS.Itprovidesanewtreatmentoptionfor
elderlyAML.

Keywords　acutemyelocyticleukemia;naturalkillercells;immunotherapy;chemotherapy

　　在急性髓系白血病(acutemyeloidleukemia,
AML)中,老年人占比达70%以上,老年 AML患

者由于脏器功能减退,无法接受标准治疗,且高危

因素多,治疗后缓解期短、复发率及病死率高,中位

生存期7个月[1],5年总生存率不足10%[2-3]。自

然杀伤(naturalkiller,NK)细胞过继免疫治疗作为

一种新的治疗手段近年来备受关注。NK 细胞是

机体固有免疫反应中重要的效应细胞,可不需预先

致敏即可快速地杀死肿瘤细胞[4]。为提高老年

AML的疗效,改善预后,我们对20例完全缓解

(completeremission,CR)的老年 AML患者采用

巩固化疗联合异基因 NK细胞输注,观察疗效及安

全性,现报告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

选择我科2016年8月—2022年1月收治的

20例老年 AMLCR 患者,男11例,女9例;年龄

60~75岁,中位年龄64岁;AML类型:M2型10
例,M4型7例(其中 M4EO 型3例),M5型3例。
6例无高危因素,14例存在高危因素:骨髓增生异

常综合征(MDS)转化6例,复杂染色体核型异常

2例,inv(3)1例,RUNX1及 ASXL1阳性1例,
FLT3-ITD阳性3例(其中1例伴 RUNX1阳性),
难治性 AML1 例。预后分层:低危 4 例,中危

2例,高危14例(高危组:除细胞遗传学及分子生

物学 异 常 因 素 外,还 包 括 MDS 转 化 及 难 治 性

AML)。符合以下纳入标准:①按 WHO 诊断标准

诊断为 AML;②经化疗骨髓像达 CR;③年龄≥60
岁;④ 无 感 染;⑤ 心、肺、肝、肾 功 能 基 本 正 常;
⑥ECOG体力状况评分0~2分;⑦KPS功能状态

评分≥70分;⑧对治疗及风险如实告知后,患者同

意加入临床试验,并签署《免疫细胞治疗同意书》。
治疗方案经医院医学伦理委员会批准。

以我院2003年1月—2022年1月连续收治的

未接受 NK 细胞治疗的20例老年 AMLCR患者

作为对照组,男13例,女7例;年龄60岁~77岁,
中位年龄64岁;AML类型:M1型3例,M2型9
例,M4型4例(其中 M4EO1例),M5型3例,M6
型1例。12例无高危因素,8例存在高危因素:
MDS转化2例,复杂染色体核型异常、复杂染色体

核型异常伴 TP53突变、复杂染色体核型异常伴

MDS转化、复杂染色体核型异常伴 FLT3-ITD 阳

性、FLT3-ITD阳性、难治性AML各1例。预后分

层:低危3例,中危9例,高危8例(高危组:除细胞

遗传学及分子生物学异常因素外,还包括 MDS转

化及难治性 AML)。符合上述纳入标准①~⑦条。
2组患者基本资料比较,差异无统计学意义,

具有可比性。
1.2　NK细胞的制备及收获

每个疗程巩固化疗前采集患者健康子女或配

偶45mL外周血(肝素抗凝)。人淋巴细胞分离液

密度梯度离心法收获单个核细胞,离心后将血浆吸

出,灭活后备用。以含 2.5% 自体血浆、重组人

IL-2(1000U/mL)及重组人IL-15(50ng/mL)的
培养液悬浮细胞,将细胞接种于 NK细胞激活剂预

包被的培养瓶中,96h后补充新鲜培养液。之后每

天或 隔 天 补 充 含 2.5% 自 体 血 浆、重 组 人 IL-2
(1000U/mL)及重组人IL-15(50ng/mL)的新鲜

培养液。细胞悬液总体积达到400mL时,转培养

袋培养。培养达14天时,离心收集细胞,生理盐水

洗涤2次,用含1%注射用人白蛋白的生理盐水悬

浮细胞,70μm 细胞筛过滤后,将细胞转移至输液

袋中。细 菌 和 真 菌 培 养 阴 性、热 源 含 量 小 于

0.0625U/mL则符合放行标准。
1.3　细胞活力检测、细胞计数及 NK 细胞比例

分析

培养14d后取少许细胞悬液用锥虫蓝拒染法

检测细胞活力并计算细胞数,使用流式细胞仪检测
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NK 细胞(CD3- CD56+ )比例,Flowjo软件分析

结果。
1.4　巩固化疗及 NK细胞的输注

巩固化疗通常采取 DA、IA、AA、HHA 方案、
中剂量阿糖胞苷方案或CAG方案±去甲基化药物

(阿扎胞苷或地西他滨)。治疗组患者从第1个疗

程巩固化疗开始每 1 个疗程巩固化疗结束 2~
5天,给予 NK 细胞输注,平均每例接受4个疗程

(2~6个疗程)巩固化疗联合 NK 细胞输注,后续

再给予2~6个疗程巩固化疗。对照组患者仅给予

巩固化疗。
1.5　NK细胞输注不良反应观察

观察有无发热、寒战、心悸、气短、皮疹及其他

不适;监测血压、心率;治疗前后抽血查肝功能及肾

功能全套。
1.6　疗效观察

治疗前、每个疗程治疗后3周及结束所有治疗

3个月、6个月、之后每6个月常规行骨髓像、微小

残留病变(MRD)检测。MRD 采用多参数流式细

胞术(FCM)检测及实时荧光定量 PCR(RT-PCR)
检测 白 血 病 基 因 如 NPM1 突 变、AML1/ETO、
CBFβ-MYH11融合基因,无上述分子标志的均采

用FCM 检测。CR、复发的评估标准参见文献[5]。
分子生物学CR的标准为:①在治疗前白血病基因

筛查中阳性的白血病特异基因如 AML1/ETO 基

因、CBFβ-MYH11基因等以及白血病相关基因如

WT1基因、NPM1基因、FLT3-ITD基因等检测阴

性;②流式 MRD检测阴性。分子学复发(MRD阴

转阳):骨髓 MRD由阴性转为阳性,且4周后骨髓

MRD水平上升>1个数量级[6]。
1.7　随访

通过电话或病历查询方式进行随访,随访截止

时间为2022年1月31日,观察至结束化疗5年。
1.8　统计学处理

采用SPSS21.0统计软件进行数据分析。计

量资料以■X±S 表示,采用t检验;计数资料以例

(%)表示,采用 χ2 检验;采用 Kaplan-Meier法分

析中位生存时间、无复发生存(relapse-freesurviv-
al,RFS)率及总生存(overallsurvival,OS)率,采用

Log-rank检验比较组间差异,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2　结果

2.1　NK细胞分析

锥 虫 蓝 拒 染 法 检 测 细 胞 活 力 平 均 97%
(95%~99%),流式细胞学分析显示,培养14d后

NK细胞比例平均88%(85.0%~97.8%),典型流

式细胞学分析见图1。
2.2　NK细胞输注及不良反应观察

治疗组在每个疗程巩固化疗结束2~5天,给

予 NK细胞悬液200mL,用输血器在30~60min
输注完毕。共计 NK 细胞输注79次,输注 NK 细

胞数 量 (7.61±2.50)×107/(kg· 次),总 量

(5.02±1.38)×109/次。7次(3例患者各1次、
1例4次)输注后出现短暂发热,体温在 37.8~
39.0℃,给予对症处理后体温均降至正常,后无任

何不适。输注期间及输注后未观察到寒战、心悸、
气短、皮疹及其他不良反应,无血压、心率、肝肾功

能明显异常。

　a:培养前;b:培养14d后。
图1　典型流式细胞学分析显示培养前及培养14d后

NK细胞比例

2.3　临床疗效

治疗组18例 CR1患者中14例(77.78%)获
得分子生物学CR,其中仅2例复发,而4例未获得

分子 生 物 学 CR 患 者 均 出 现 复 发,总 复 发 率

33.33%(6/18);2例 CR2患者均未获得分子生物

学CR,其中1例再次复发,1例死于心功能不全。
对照组15例复发,复发率75.00%(15/20),4例无

复发患者分别死于脑 出 血 (2 例)、消 化 道 出 血

(1例)及肺部感染(1例),仅1例长期生存。治疗

组中位生存时间29个月(95%CI27.58~30.43),
对照 组 中 位 生 存 时 间 9 个 月 (95%CI 6.82~
11.18)。治 疗 组 1 年、2 年、3 年 OS 率 分 别 为

(89.4 ± 7.1)%、(73.8 ± 11.7)%、(28.1 ±
15.4)%,对照组分别为(35.0±10.7)%、(20.0±
8.9)%、(10.0±6.7)%,2组比较差异有统计学意

义(P=0.003)。治疗组1年、2年、3年 RFS率分

别为(67.6±11.0)%、(42.3±13.5)%、(42.3±
13.5)%,对照组分别为(22.9±11.1)%、(7.6±
7.2)%、(7.6±7.2)%,2组比较差异有统计学意

义(P=0.029)。2组患者 OS及RFS曲线见图2。
3　讨论

随着社会人口的老龄化,老年 AML的人数也

在不断增加。老年 AML患者存在机体免疫功能

减退,造血和各器官功能退化,同时易患多种疾病,
不良生物学因素(MDS转化、预后不良的核型、基
因)多见、化疗剂量受限等,使得其疗效和预后较

差。NK细胞是机体固有的免疫细胞,主要通过其
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表面的抑制性受体(KIR)和激活性受体(KAR)来
识别“自己”和“非己”。正常情况下,机体组织细胞

表面可表达自身正常 MHCⅠ类分子,这时 KIR的

作用占主导地位,表现为 NK 细胞失活,自身组织

细胞不被破坏[7];肿瘤细胞表面 MHCⅠ类分子表

达减少、缺失或分子结构发生异常,导致 KAR 的

作用占主导地位,表现为 NK细胞活化并显示杀伤

活性,从而导致肿瘤细胞坏死或凋亡[8]。在临床研

究中,将自体 NK 细胞体外扩增后输注虽然安全,
但不能产生明显的 NK细胞介导的抗肿瘤效应,自
体 NK 细胞上的 KIR与肿瘤细胞上的自身 MHC
Ⅰ类分子相匹配,这种“识别自我”的信号随后抑制

了 NK 细胞活化;此外,源自肿瘤患者的自体 NK
细胞大多处于免疫抑制、功能受损状态,因此难以

发挥抗肿瘤的能力[9]。Sanchez等[10]综述了既往

20年多中心临床试验,结果表明体外扩增的自体

NK细胞输注无明显抗肿瘤作用。基于上述,异基

因 NK细胞过继免疫治疗成为了研究者探索的方

向。多个临床试验研究证实,给予急性白血病患者

异基因 NK 细胞过继免疫治疗具有抗白血病效

应[11-12]。在异基因造血干细胞移植尤其单倍体造

血干细胞移植后给予供者 NK细胞输注,增加了移

植物抗白血病效应,减少了白血病复发,并未增加

移 植 物 抗 宿 主 病 (graft-versus-host disease,
GVHD),提高了患者的长期生存率[13-14]。在非移

植的 AML患者给予异基因 NK 细胞过继免疫治

疗也可发挥抗白血病作用,减少复发[15-16]。

图2　治疗组和对照组患者OS及RFS比较

　　能否获得足量纯化的 NK 细胞对 AML的免

疫细胞治疗至关重要。目前大量研究均采用外周

血NK细胞体外培养扩增[13,16-18]。在外周血中NK
细胞的含量为5%~15%[19],为获得高纯度的 NK
细胞,本研究中使用包括抗人 CD16单抗的 NK 特

异性激活剂,以外周血单个核细胞为起始细胞,将
细胞接种于 NK细胞激活剂包被的培养瓶中,使用

重组人IL-2和IL-15促进活化的 NK 细胞优势增

殖。我们所建立的外周血 NK细胞体外扩增体系,
每次仅需要外周血45mL,经过单个核细胞分离、
培养扩增2周,可产生(5.02±1.38)×109 个 NK
细胞,NK细胞纯度高达85%以上,接近于磁珠筛

选阳性程度,为患者 NK细胞过继免疫治疗提供了

保障。治疗组中79例次输注细胞数为(7.61±
2.50)×107/(kg·次),仅4例患者输注出现短暂

发热,对症处理后体温降至正常,均无 GVHD及其

他毒性反应,证实了本研究体外培养扩增的 NK细

胞输注的安全性。
关于化疗后给予 NK细胞输注治疗老年 AML

的有效性和安全性文献较少,仅有小样本个别报

道[17-18,20]。Curti等[18]对17例老年 AMLCR1患

者进行氟达拉滨及环磷酰胺化疗后,给予其 KIR
配体错配的半相合高纯度 NK 细胞(平均输注量

2.74×106/kg)和IL-2治疗,9例无病生存,7例平

均9个月后复发,延长患者的无病生存期,未观察

到包括GVHD在内的NK细胞相关毒性。Dolstra
等[20]报道10例老年 AMLCR患者氟达拉滨及环

磷酰胺化疗后给予脐血 CD34+ 细胞体外扩增的

NK细胞3×106~30×106/(kg·次)输注,结果

4例 MRD阳性患者中2例转阴,无 GVHD及其他

毒性反应,且输注后8天外周血 NK细胞比例仍高

达21%。本研究治疗组70%的患者具有高危因
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素,18例 CR1 患者中 77.78% 获得分子生物学

CR,且治疗组患者复发率明显下降,中位生存时间

明显延长,1年、2年、3年 OS率及1年、2年、3年

RFS率明显增加,推测可能得益于 NK细胞输注治

疗且与输注 NK 细胞数量较多有一定相关性;另
外,2例CR2患者均未获得分子生物学 CR,是否

NK细胞输注对于CR2患者效果欠佳,需要积累病

例进一步去验证。
综上所述,在老年 AML中,巩固化疗联合异

基因 NK细胞输注治疗是安全的,可能使更多老年

AML患者获得分子生物学 CR,降低复发率,提高

中位生存期、OS率及 RFS率,是无法接受移植的

老年 AML患者治疗的一个新选择。
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