
Journal of China Pharmaceutical University   2023，54（1）：115 - 121
学 报

重组腺相关病毒对 NK92 细胞的转导条件优化
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摘 要 为提高重组腺相关病毒（recombinant adeno-associated virus，rAAV）对 NK92 细胞的转导效率，对转导细胞密度、培

养基中 IL-2浓度、rAAV血清型和用量进行优化；此外，用不同浓度的促进剂（ZnCl2、氯喹、聚乙烯醇和金雀异黄酮）溶液处理

细胞，以进一步提高病毒转导效率。结果表明，在细胞密度为 5 × 105时，增强型绿色荧光蛋白（EGFP）的表达效率相对较

高；当培养基中 IL-2 的浓度为 1 000 IU/mL 时，NK92 的细胞生长状态最适合病毒转导；不同血清型 rAAV 对 NK92 细胞的转

导效率由高到低依次为 rAAV6、rAAV2 和 rAAV9；用金雀异黄酮预处理 NK92 细胞，能够显著提高病毒转导效率，而其他促

进剂的添加对病毒转导效率无显著影响。通过上述条件的优化，显著提高了 rAAV 对 NK92细胞的转导效率，为 rAAV 载体

介导工程化NK92细胞奠定基础。
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Abstract To improve the transduction efficiency of recombinant adeno-associated virus (rAAV) in NK92 cells, 
the number of cells, concentration of IL-2 in the medium, and serotype and dosage of rAAV were explored to opti⁃
mize cell state and viral transfection conditions. Then, zinc chloride (ZnCl2), chloroquine, polyvinyl alcohol 
(PVA) and genistein with different concentration were added separately during transfection to further improve the 
viral transduction efficiency. The results showed that, at cell number of 5 × 105, the expression efficiency of 
enhanced green fluorescent protein (EGFP) was relatively high. When the IL-2 concentration was 1 000 IU/mL, 
NK92 cells were most suitable for virus transfection.  The transduction efficiency of different serotypes of rAAV 
in NK92 cells was rAAV6, rAAV2 and rAAV9 in descending order. Pretreatment of NK92 cells with genistein 
could significantly increase the viral transduction efficiency, while the addition of other reagents had no signifi⁃
cant effect. Through the optimization of the above conditions, the transduction efficiency of rAAV to NK92 cells 
could be significantly improved, which provided evidence for functional genetic modification of NK92 cells by 
rAAV.
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肿瘤是威胁全世界人口生命安全的主要原因

之一，通过增强人体免疫系统功能的肿瘤免疫治

疗已逐渐成为治疗肿瘤的一种有效手段［1］。过继

免疫治疗将具有杀伤作用的免疫细胞在体外培养

并加工修饰后再回输患者体内用以攻击消除肿

瘤，在肿瘤免疫疗法中备受瞩目［2］；比如嵌合抗原

受体（chimeric antigen receptor， CAR）修饰的 T 细

胞 CAR-T 疗法在血液瘤的治疗中已取得显著的成

效。CAR-NK 相比于 CAR-T 疗法具有一定的优势，

如自然杀伤细胞（natural killer cell，NK）不依赖主

要 组 织 相 容 性 复 合 体（major histocompatibility 
complex，MHC），可直接快速靶向并杀死肿瘤细胞，

NK 细胞仅分泌少量 γ-干扰素和粒细胞-巨噬细胞

集落刺激因子，不产生诱发细胞因子释放综合征

（cytokine release syndrome，CRS）的白细胞介素 -1
和白细胞介素-6 ，且 NK 细胞来源丰富 ［3］。NK92
作为一种稳定的自然杀伤细胞系，在白细胞介素-2

（interleukin-2，IL-2）存在的条件下，能在体外进行

大规模的培养，且经过 CAR 修饰的 NK92 细胞能够

显示出更强的抗肿瘤效应，其异体细胞治疗的安

全性和临床活性也在恶性肿瘤患者的早期临床试

验中得到证实［4-5］。

重组腺相关病毒（recombinant adeno-associat⁃
ed virus，rAAV）载体由于其无致病性、低免疫原

性、可高效地将基因递送至分裂和非分裂细胞等

优势，已成为基因治疗领域中最具前景的基因载

体［6-7］。基于 rAAV 的治疗产品 Glybera、Luxturna 和

Zolgensma 分别于 2012 年、2017 年和 2019 年获得

欧洲药品管理局和美国食品药品监督管理局批准

用于治疗脂蛋白脂肪酶缺乏症、Leber 先天性黑蒙

和脊髓性肌萎缩症。目前在 ClinicalTrials. gov 注

册的 rAAV 基因治疗临床试验有 290 项。然而，

rAAV 用于工程化 NK 细胞的研究报道很少，而且

通常是用来为基因编辑提供供体 DNA。Naeimi 
Kararoud 等 ［8］用 Cas9 核 糖 核 蛋 白（ribonucleopro⁃
tein，RNP）联合 rAAV 供体，将 CD33 特异性 CAR 基

因插入到原代 NK 细胞的基因组中。然而，rAAV
对免疫细胞的低转导效率限制了其在工程化免疫

细胞中的应用［9］。本课题组前期的研究发现，通过

提高 rAAV 对原代 T 细胞的转导效率，利用 rAAV
瞬时转导制备 CAR-T 细胞，在体外和体内均有显

著的杀肿瘤效应［10］。本课题以此为依据，通过优

化培养基 IL-2 浓度、细胞密度、病毒血清型和用

量 ，以 及 添 加 氯 化 锌（ZnCl2）、氯 喹 、聚 乙 烯 醇

（PVA）和金雀异黄酮（genistein）试剂等方式，以提

高 rAAV 对 NK92 细胞的转导效率，为 rAAV 载体在

CAR-NK 细胞治疗中的应用奠定基础。

1 材 料 

1. 1　药品与试剂

青霉素 -链霉素溶液（100×）、金雀异黄酮、α
-MEM 培养基（上海碧云天生物技术有限公司）；胎

牛血清、马血清、叶酸、肌醇（美国 Thermo Fisher 公

司）；β-巯基乙醇、氯喹、PVA（美国 Sigma-Aldrich 公

司）；重组 IL-2（上海近岸科技有限公司）；ZnCl2（中

国国药集团化学试剂有限公司）；磷酸盐缓冲液、

二甲基亚砜（上海索宝生物科技有限公司）。

1. 2　仪 器

倒置荧光显微镜、光学显微镜（德国 Zeiss 公

司）；流式细胞分析仪（美国 BD 公司）；7500 real 
time PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）。

1. 3　细胞与病毒

NK92 细胞株由苏州阿思科力生物科技有限

公司赠予；3 种血清型携带增强型绿色荧光蛋白基

因的重组腺相关病毒（rAAV2-EGFP、rAAV6-EGFP
和 rAAV2-EGFP）均由苏州吉脉基因药物生物科技

有限公司提供。

2 方 法 

2. 1　NK92细胞培养与病毒转导

α -MEM 完全培养基（50 mL）：在 50 mL 离心

管中加入胎牛血清 6. 25 mL、马血清 6. 25 mL、青

霉素-链霉素溶液（100 ×）0. 5 mL、α-MEM 培养基

37 mL，再 添 加 终 浓 度 为 0. 02 mmol/L 的 叶 酸 、

0. 1 mmol/L 的 β-巯基乙醇、0. 2 mmol/L 的肌醇以及

1 000 IU/mL 的 IL-2，充分混匀后使用。
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取对数生长期的 NK92 细胞，离心并计数，将

一定数量的 NK92 细胞接种于 96 孔板中，将指定用

量的 rAAV-EGFP 加入细胞中，补充 α-MEM 完全培

养基至总体积为 200 μL，轻轻混匀后置于 37 ℃细

胞培养箱中培养。第 2 天，将转导的细胞转移至 48
孔板中，补充 α-MEM 完全培养基 800 μL，继续培

养。每组 3 个复孔，设置阴性对照。72 h 后，用荧

光显微镜观察绿色荧光细胞并成像。将每孔细胞

分别移至 1. 5 mL 离心管中，1 300 r/min 离心 5 min，

弃上清液，加入 PBS 500 μL 洗涤细胞，再次离心，

用 PBS 500 μL 重悬细胞，并移入流式细胞管中，用

流式细胞仪检测 EGFP 阳性细胞比例及平均荧光

强度（mean fluorescence intensity， MFI）。

2. 2　病毒转导条件的优化

2. 2. 1　细胞密度　将 NK92 细胞按每孔 1 × 105、
2 × 105、3 × 105、5 × 105 个细胞的密度分别接种于

96 孔板中，rAAV6-EGFP 病毒感染复数（MOI，病毒

与细胞的数量比）为 5 × 104，病毒转导及流式细胞

仪检测方法同“2. 1”项。

2. 2. 2　病毒血清型　将 NK92 细胞以每孔 5 × 105

个细胞的密度接种到 96 孔板中，将 rAAV2-EGFP、

rAAV6-EGFP、rAAV9-EGFP 3 种血清型病毒分别

转导 NK92 细胞，MOI 为 5 × 104，病毒转导及流式

细胞仪检测方法同“2. 1”项。

2. 2. 3　病毒用量　NK92 细胞以每孔 5 × 105 个细

胞 的 密 度 接 种 到 96 孔 板 中 ，将 rAAV2-EGFP、

rAAV6-EGFP 和 rAAV9-EGFP 3 种血清型病毒，分

别转导细胞，MOI 分别以 1 × 104、5 × 104、1 × 105、
3 × 105 ，病 毒 转 导 及 流 式 细 胞 仪 检 测 方 法 同

“2. 1”项。

2. 2. 4　培养基中 IL-2 浓度　分别配制含有 IL-2
终浓度为 0、200、500、1 000、2 000 IU/mL 的 α-MEM
完全培养基，培养 NK92 细胞 3 d 后，按每孔 5 × 105

个细胞的密度接种于 96 孔板中，rAAV6-EGFP 病

毒 MOI 为 5 × 104，病毒转导及流式细胞仪检测方

法同“2. 1”项。此外，为了分析 IL-2 浓度对 NK92
细胞生长的影响，分别于培养的第 0、3、9、12 天进

行细胞计数，绘制生长曲线。

2. 3　促进剂对转导效率的影响

为进一步提高 rAAV 对 NK92 细胞的转导效

率，本研究尝试使用了已证明可以提高 rAAV 转导

细胞效率的 4 种试剂（ZnCl2、氯喹、聚乙烯醇和金

雀异黄酮），检测不同促进剂对转导效率的影响。

基于“2. 2”项病毒转导条件的优化结果，此小节实

验条件固定为：NK92 细胞的密度为每孔 5 × 105 个

细 胞 ，选 择 转 导 效 率 最 高 的 rAAV6-EGFP，转 导

MOI 为 5 × 103，IL-2 终浓度为 1 000 IU/mL，病毒转

导方法同“2. 1”项，转导 72 h 后用流式细胞仪检测

EGFP 阳性细胞比例及 MFI。促进剂的具体处理方

法如下。

2. 3. 1　氯化锌　按上述条件先进行常规病毒转

导，病毒加入细胞 1 h 后，分别加入 2. 5、10、20、30 
μg/mL 的 ZnCl2溶液，继续培养。

2. 3. 2　氯喹　NK92 细胞中分别加入终浓度为 5、

20、50、100 μmol/L 的氯喹溶液，37 ℃条件下孵育 1 h
后离心重悬细胞，接种至 96孔板中，进行病毒转导。

2. 3. 3　聚乙烯醇（PVA）　将终浓度为 5、10、30、

60 mg/mL 的 PVA 分别与病毒在 4 ℃共孵育 2 h，再

将处理过的病毒加入到细胞中。

2. 3. 4　金雀异黄酮　将 NK92 细胞置于 1. 5 mL 离
心管中，分别加入终浓度为 75、125、175、225 μmol/L
的金雀异黄酮溶液，在 37 ℃培养箱中共孵育 1 h 后

离心重悬细胞，接种至 96 孔板中，进行病毒转导。

3 结 果 

3. 1　细胞密度对转导效率的影响

实验采用相同 MOI 的 rAAV6-EGFP 转导不同

细胞密度的 NK92 细胞，在培养 72 h 后通过流式细

胞仪检测，结果如图 1 所示：平均荧光强度（MFI）
随着 NK92 细胞密度的增加而提高，在细胞密度为

每孔 5 × 105 个细胞时，EGFP 阳性细胞的比例最

高，且平均荧光强度也最大。为了使病毒悬液和

悬浮细胞充分接触，研究中使用 96 孔板进行病毒

感染，而过高的细胞密度不利于细胞生长，因此，

没有将细胞密度进一步增加，选择每孔 5 × 105 个

细胞作为后续病毒感染的细胞密度。

3. 2　rAAV血清型对转导效率的影响

3 种 血 清 型 的 rAAV-EGFP 以 相 同 剂 量 转 导

NK92 细胞，72 h 后，倒置荧光显微镜下观察显示：

rAAV2-EGFP 和 rAAV6-EGFP 转导组可以观察到

明显的绿色荧光细胞，而 rAAV9-EGFP 组绿色荧光

细胞相对较少（图 2-A）。流式检测分析结果与荧

光显微镜观察结果一致：rAAV6-EGFP 转导 NK92
细胞，荧光细胞比例最高，达到 60. 2%，平均荧光
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强度也最高；其次为 rAAV2-EGFP，荧光细胞比例

为 42. 1%；而 rAAV9-EGFP 转导 NK92 细胞后，荧光

细胞比例及平均荧光强度明显低于前两种血清

型，荧光细胞比例仅为 2%（图 2-B）。

3. 3　病毒用量对转导效率的影响

将 rAAV2-EGFP、rAAV6-EGFP、rAAV9-EGFP 
3 种血清型的 rAAV，分别以 MOI 1 × 104、5 × 104、

1 × 105、3 × 105 转导 NK92 细胞，72 h 后，通过倒置

荧光显微镜观察和流式细胞仪检测，结果显示，随

着病毒用量的增加，EGFP 阳性细胞数和平均荧光

强度随之增加（图 3）。同时，3 种血清型的转导效

率由高到低依次为 rAAV6、rAAV2 和 rAAV9。

3. 4　IL-2浓度对转导效率的影响

固定细胞密度及病毒接种剂量，仅改变培养

基体系中 IL-2 浓度，在转导 72 h 后用流式细胞仪

检测分析，结果表明随着 IL-2 浓度的增加，EGFP
阳性细胞比例及平均荧光强度也随之增加；但当

IL-2 浓度过高时（2 000 IU/mL），转导效率及 MFI
反而会下降（图 4）。通过细胞计数及光学显微镜

观察研究了不同 IL-2 浓度对 NK92 细胞增殖的影

响，结果显示当培养基中不添加 IL-2 时，NK92 细

胞不会发生聚团和增殖；而当提高 IL-2 浓度时会

提高 NK92 细胞的增殖速率，IL-2 浓度为 1 000 和

2 000 IU/mL 时 ，细 胞 增 殖 速 率 没 有 显 著 性 差

异（图 5）。

3. 5　促进剂对转导效率的影响

如图 6 所示，加入 ZnCl2 溶液未能提高 rAAV6-

EGFP 对 NK92 细胞的转导效率，并且随着浓度的

增加，转导效率会有轻微的下降。加入不同浓度

的氯喹溶液处理，均使转导效率有微弱的下降，

平均荧光强度的变化差异也不显著。用 PVA 处理

病毒，并不能提高病毒对 NK92 细胞的转导效率，

反而在高浓度时会降低转导效率。加入低浓度

（75 μmol/L）金雀异黄酮处理后，EGFP 阳性细胞

比例及平均荧光强度均有所增强，而浓度提高至

125 μmol/L 时，转导效率没有显著提高，MFI 有显

著增强，在浓度超过 125 μmol/L 后，EGFP 阳性细

胞比例和 MFI 均会下降。

4 讨 论 

本研究通过对病毒转导条件的摸索，以及使

用已报道的可提高病毒转导效率的化学试剂，来

达到提高 rAAV 对 NK92 细胞转导效率的目的。实

验结果表明，NK92 细胞的生长状态对转导效率有

Figure 1　　 Transduction efficiency of recombinant adeno-associated 
virus (rAAV) in NK92 cells at different cell densities detected by flow 
cytometry （x̄ ± s, n = 3）
MFI: Mean fluorescence intensity
*P < 0. 05, **P < 0. 01

Figure 2　　Transduction efficiency of rAAV-EGFP of different serotypes in NK92 cells
A: Observation of rAAV-transduced NK92 cells by inverted fluorescence microscope (100 ×; bar = 100 μm); B: Proportion of EGFP positive cells and 
MFI detected by flow cytometry (x̄ ± s, n = 3).  *P < 0. 05, **P < 0. 01, ***P < 0. 001
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很大的影响，由于 NK92 细胞为 IL-2 依赖型细胞

系，当培养基中不添加 IL-2 时，细胞不发生聚团和

增殖，导致病毒转导效率显著降低；而随着 IL-2 浓

度的增加，NK92 的增殖速率和活性提高，同时病

毒转导效率也有所提高；但当浓度过高时（2 000 
IU/mL），转导效率有一定的回落，可能由于细胞快

速分裂而导致病毒被稀释，因此本研究确定了培

养基中最优的 IL-2 浓度为 1 000 IU/mL。

目前在灵长类动物体内发现了 12 种 AAV 天

然亚型，由于编码结构蛋白的不同而导致不同血

清 型 的 AAV 对 不 同 组 织 和 细 胞 的 感 染 效 率 不

同［11］。AAV2 是人类发现最早、也是研究最清楚的

血清型，它对肌肉、肝脏、眼等组织有相对高的感

染性，FDA 批准的首款基因治疗药物 LUXTURNATM

是以 AAV2 为载体。AAV9 更倾向于中枢神经系统

的感染，治疗脊髓性肌萎缩症的基因药物 ZOL⁃
GENSMA®是以 AAV9 为载体。Ellis 等［12］和 West⁃

Figure 4　　Statistical diagram of the influence of IL-2 concentration on 
transduction efficiency detected by flow cytometry （x̄ ± s, n = 3）
Mock:Untransduced group
** P < 0. 01

Figure 3　　Transduction efficiency of rAAV-EGFP of different serotypes in NK92 cells at different doses （x̄ ± s, n = 3; bar = 100 μm）

A: rAAV2-EGFP; B:r AAV6-EGFP; C: rAAV9-EGFP
MOI: Multiplicity of infection
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haus 等［13］相继证明了 AAV6 相比于其他血清型，对

免疫细胞的转导效率更高。本研究中使用了上述

3 种血清型 rAAV-EGFP 转导 NK92 细胞，结果表明

rAAV6-EGFP 对 NK92 细胞的转导效率最高。此

外，病毒的用量与转导效率成正相关，但过高的

MOI 可能会引起不良反应，而且剂量过大也会加大

病毒生产的难度与成本［14］，因此应根据实验需求

使用尽可能低的 MOI 来达到实验目的。

据文献报道，一些试剂处理可以增强 AAV 对

细胞的转导效率。金属元素是大多数细胞中蛋白

质功能的必要组成成分，大约 1/3 的已知酶是金属

酶。当 AAV 在进入靶细胞后的转运过程，会受到

胞内某些特定蛋白质和酶的影响。Rambhai 等［15］

证明金属离子 Zn2+可以有效提高 AAV1 ~ AAV6 在

HeLa、HepG2 等细胞上的转导效率。当病毒转导

细胞时，由于促炎细胞因子的激活可以激活先天

免疫反应在靶细胞内创造抗病毒环境，限制 AAV
转基因的表达，研究证明，氯喹可以通过引起 DNA
构象变化来拮抗 Toll 样受体（TLR）家族成员 TLR9
的作用，阻止它激活，可以抑制抗病毒反应，从而

提高 AAV 的转导效率［16］。PVA 是一种由聚乙酸乙

烯酯水解得到的合成聚合物，Yang 等［17］研究证明，

经过 PVA 的处理可以提高 AAV 进入细胞的能力，

改善 AAV 在细胞内运输的过程，从而提高 AAV 的

转导效率。由于 AAV 是单链 DNA 病毒，它在细胞

内第二链的复制合成影响着它最终对细胞的转导

Figure 5　　Effect of different IL-2 concentration on proliferation of NK92 cells （x̄ ± s, n = 3）
A: Observation of NK92 cells under light microscope (100 × ); B: Statistical results of cell numbers at different IL-2 concentrations

Figure 6　　Effects of accelerators (A) ZnCl2, (B) chloroquine, (C) polyvinyl alcohol, and (D) genistein on transduction efficiency of AAV in NK92 cells
（x̄ ± s, n = 3）

**P < 0. 01, ***P < 0. 001
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效率，研究发现，宿主细胞中的某种蛋白会与 AAV 
ITR 当中 3′端 D 序列相互作用，被称为单链 D 序列

结合蛋白（ssD-BP）的酪氨酸残基的磷酸化，会阻

止 AAV 第二链 DNA 的合成，从而降低 AAV 介导的

转基因的表达，金雀异黄酮是一种天然的异黄酮，

具有抑制酪氨酸蛋白激酶的作用，该抑制剂的使

用可以使 ssD-BP 去磷酸化，促进 AAV 第二链的复

制，使 AAV 对细胞的转导效率有所提高［18-20］。本

研究分别分析了上述 4 种试剂对 rAAV6-EGFP 转

导 NK92 细胞的影响，结果表明 ZnCl2、氯喹以及

PVA 都未能有效提高 rAAV6-EGFP 对 NK92 细胞

的转导效率 ，说明这些试剂在使用时针对不同

rAAV 血清型、感染细胞类型，其增强效应可能存

在差异。而金雀异黄酮能够对 rAAV6-EGFP 转导

NK92 细胞有明显的促进作用，但浓度过高时可能

会对细胞产生毒性作用。

本研究分析了培养基中 IL-2 浓度、转导时细

胞密度、rAAV 血清型和用量，以及促进剂对 rAAV 
转导 NK92 细胞效率的影响，建立了提高转导效率

的优化方案，为 rAAV 介导的基因工程化 NK92 细

胞奠定了基础。
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