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自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗晚期肺癌患者前后
Ｔ淋巴细胞亚群表面分子的表达
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摘　要　目的　探讨自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗晚期肺癌患者前后 Ｔ淋巴细胞亚群表面分子表达情况。　方法　抽取 ６３例

肺癌晚期患者的外周血分离获得外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），将与患者病理分类相同的肺癌细胞株经反复冻融处理获得可溶性

抗原，制备肿瘤相关抗原肽负载 ＤＣ－ＣＩＫ细胞，并进行质量控制后回输。应用流式细胞术检测 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗晚期肺癌患者

前后 Ｔ淋巴细胞表面 ＣＤ３＋ＨＬＡ－ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ２５＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＨＬＡ－ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ３８＋细胞百分比

及对比治疗前后表达情况。　结果　成功获得成熟 ＤＣ细胞，流式细胞术检测证实 ＤＣ细胞成熟的标志分子 ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８３、ＣＤ８６

及 ＨＬＡ－ＤＲ的表达均较高，分别为 ５１．６％ ±１０．３％、５０．８％ ±９．７％、４８．９％ ±１１．４％、６１．２％ ±６．５％；成功获得 ＣＩＫ细胞细胞，

流式细胞术结果显示，ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞比例占 ２１．３％ ±７．６％。与治疗前相比，ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗后 ＣＤ３＋ＨＬＡ－ＤＲ＋

（１２．７１±１．５４ｖｓ１１．４４±４．１３，Ｐ＜０．０５）、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＨＬＡ－ＤＲ＋（７．４８±１．０１ｖｓ５．２０±１．０１，Ｐ＜０．０１）、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ３８＋

（８２７±１．７１ｖｓ６．４７±１．９９，Ｐ＜０．０１）表达明显升高，ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋（５．３８±１．４７ｖｓ６．１２±０．６７，Ｐ＜０．０５）表达明显降低。

结论　采用自体 ＤＣ－ＣＩＫ免疫细胞治疗晚期肺癌可以明显提高患者免疫力。
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，全球范围内肺癌
发生率和病死率均居恶性肿瘤之首，严重危害人类健

康和生命
［１］
。在目前的肺癌治疗中，传统疗法分手

术、放疗和化疗等，然而，这些传统的治疗方法并不能

很好的抑制肿瘤活性
［２，３］
。树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ

ｃｅｌｌｓ，ＤＣ）联合细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎ

·２９·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｒ２０１６，Ｖｏｌ．４５Ｎｏ．３　　



ｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞治疗，是将患者外周血单个核
细胞在体外分离出来，经过特异性抗原作用及大量扩

增培养，再回输到体内，是过继性细胞免疫治疗的首

选方案
［４，５］
。本研究在常规治疗基础上采用自体

ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗晚期肺癌患者，通过监测治疗前
后患者 Ｔ淋巴细胞亚群表面分子表达变化，探讨
ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗对晚期肺癌的免疫调节作用，为
进一步提高免疫细胞治疗疗效提供依据。

材料与方法

１．患者选择及治疗前后检查：２０１２年 ６月 ～
２０１４年６月收治的肺癌晚期患者 ６３例，患者年龄为
４３～７１岁，平均年龄 ６４．６岁。所有患者均满足年龄
≤７５岁、卡氏评分 ＞６０、预计生存期 ＞６个月。排除
以下情况：怀孕或哺乳期女性、器官衰竭者、脏器移植

者、严重自身免疫系统疾病患者、不可控制的感染性

疾病、对治疗中所用生物制剂过敏者、Ｔ细胞淋巴瘤。
此外，所有患者治疗前均完成以下检查：血常规、肝肾

功能、凝血酶原时间、Ｔ淋巴细胞亚群、肿瘤标志物、
乙肝三系、丙肝抗体、艾滋抗体、梅毒抗体。治疗后均

进行了安全性的评估，评估指征包括：发热、头晕、过

敏、胸闷、乏力、贫血、白细胞计数减少、血小板计数减

少、恶心或呕吐、腹泻、谷草转氨酶和谷丙转氨酶、肌

酐和尿素氮。在本研究中仅见 ２例患者有发热，１例
患者有头晕，其余未见有上述症状。所有患者均在签

署知情同意书后实施治疗。此外，笔者医院医学伦理

审查委员会对患者、研究者、具体的临床实施方案、知

情同意、利益冲突等方面进行了仔细审查，审查通过

后方实施治疗。

２．主要试剂及仪器：Ａｌｙｓ－５０５培养液购自日本
株式会社细胞科学研究所，ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－４、ＴＮＦ－
α、ＩＬ－２和 ＩＦＮ－γ购自美国 Ｒ＆Ｄ公司，荧光素标记
抗体 ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ、ＰＥ－ＩｇＧ１、ＰｅｒＣＰ－
Ｃｙ５．５－ＩｇＧ１、ＡＰＣ－ＣＤ８３、ＦＩＴＣ－ＣＤ１１ｃ、ＰＥ－ＨＬＡ－
ＤＲ、ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５－ＣＤ８６、ＰＥ－ＣＤ３／ＡＰＣ－ＣＤ３、
ＡＰＣ／ＦＩＴＣ－ＣＤ４、ＦＩＴＣ／ＰＥ－ＣＤ８、ＦＩＴＣ－ＣＤ５６、ＰＥ－
ＣＤ２５、ＰＥ－ＣＤ３８及红细胞裂解液购自 ＢＤ公司。细
胞培养箱及离心机为 Ｔｈｅｒｍｏ公司产品，ＢＤＦＡＣＳＣａｌ
ｉｂｕｒＴＭ流式细胞仪为 ＢＤ公司产品。

３．方法：（１）肿瘤相关抗原肽负载成熟 ＤＣ制备：
抽取肺癌晚期患者外周血 ７５ｍｌ，肝素抗凝，取自体血
浆４℃保存备用。分离外周血单个核细胞，用含 １０％
自体血浆的 Ａｌｙｓ－５０５培养液培养，２ｈ后，洗涤并收
集未贴壁的细胞进行 ＣＩＫ细胞培养。保留贴壁细

胞，加入 ＤＣ完全培养液（含 １００ｎｇ／ｍｌＧＭ－ＣＳＦ、
１０ｎｇ／ｍｌＩＬ－４及 １０％自体血浆的 Ａｌｙｓ－５０５培养
液），置于饱和湿度、３７℃、５．０％ ＣＯ２培养箱中继续
培养，第 ３天，收集贴壁细胞，即为未成熟 ＤＣ。将与
患者病理分类相同的肺癌细胞株，经反复冻融法，获

得可溶性抗原，于 －２０℃保存备用。按肿瘤细胞与
ＤＣ比例为 ３∶１，加入冻融抗原，于培养第 ６天，加入
ＴＮＦ－α（１０００Ｕ／ｍｌ）促进 ＤＣ成熟，第７天收获细胞，
即为肿瘤相关抗原肽负载的成熟 ＤＣ。（２）肿瘤相关
抗原肽负载 ＤＣ－ＣＩＫ细胞制备：取（１）中的未贴壁细
胞，用含１０００Ｕ／ｍｌＩＬ－２和０．５％自体血浆的 Ａｌｙｓ－
５０５培养液培养，同时添加 １０００Ｕ／ｍｌ的 ＩＦＮ－γ，置
于饱和湿度、３７℃、５．０％ ＣＯ２培养箱中培养。每 ３

天调整细胞密度为 １×１０６／ｍｌ，添加含 １０００Ｕ／ｍｌ
ＩＬ－２和０．５％自体血浆的 Ａｌｙｓ－５０５培养液。第 ７
天，将采用肿瘤相关抗原肽负载成熟 ＤＣ制备方法中
制备出的肿瘤相关抗原肽负载的成熟 ＤＣ与 ＣＩＫ细
胞共同培养（ＤＣ∶ＣＩＫ＝１∶１０），每两天补充含 ０．５％
自体血浆、１０００Ｕ／ｍｌＩＬ－２、１００ｎｇ／ｍｌＧＭ－ＣＳＦ的
Ａｌｙｓ－５０５培养液，培养 ７天后即为肿瘤相关抗原肽
负载的成熟 ＤＣ－ＣＩＫ细胞。（３）肿瘤相关抗原肽负
载 ＤＣ－ＣＩＫ细胞质量控制及回输：收集（２）中最终制
备细胞，观察是否为白色均匀悬浊液，有无沉淀，有无

异物；计数细胞数目是否达到≥５×１０９个；细胞存活
率是否达到≥８５％；细菌、真菌、支原体检测是否为阴
性；细菌内毒素是否≤１ＥＵ／ｍｌ。检测合格后，细胞溶
于１５０ｍｌ生理盐水中，经静脉滴注患者体内。患者于
常规治疗后１个月静脉回输 ＣＩＫ细胞，每个疗程分 ２
次回输，２次回输间隔 ２天，连续治疗 ４个疗程及以
上。（４）ＤＣ及 ＣＩＫ细胞表型检测：取培养的肿瘤相
关抗原肽负载的成熟 ＤＣ细胞 ２×１０６个，重悬于
２００μｌＰＢＳ，均分入 Ａ、Ｂ管，Ａ管添加１μｌ荧光素标记
的同型对照抗体（ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ、ＰＥ－
ＩｇＧ１及 ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５－ＩｇＧ１），Ｂ管添加 １μｌ荧光素
标记的抗人抗体（ＡＰＣ－ＣＤ８３、ＦＩＴＣ－ＣＤ１１ｃ、ＰＥ－
ＨＬＡ－ＤＲ及 ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５－ＣＤ８６）；取最终培养的
ＣＩＫ细胞４×１０６个，重悬于 ４００μｌＰＢＳ，均分入 ａ、ｂ、
ｃ、ｄ管，ａ管添加 １μｌ荧光素标记的同型对照抗体 １
（ＰＥ－ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ），ｂ管添加 １μｌ荧光素标记
的同型对照抗体 ２（ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ、ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＰＥ－
ＩｇＧ１），ｃ管添加 １μｌ荧光素标记的抗人抗体（ＰＥ－
ＣＤ３、ＦＩＴＣ－ＣＤ５６），ｄ管添加 １μｌ荧光素标记的抗人
抗体（ＦＩＴＣ－ＣＤ３、ＡＰＣ－ＣＤ４、ＰＥ－ＣＤ８）。室温避光

·３９·

　　医学研究杂志　２０１６年 ３月　第 ４５卷　第 ３期 ·论　　著·　



孵育３０ｍｉｎ，以上各管各添加 １ｍｌＰＢＳ，混匀，１０００ｒ／
ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，洗 ３次，５００μｌＰＢＳ重悬沉淀，应用 ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＴＭ流式细胞仪进行检测及 ＦｌｏｗＪｏ软件
进行数据分析。（５）治疗前后 Ｔ淋巴细胞亚群表面
分子检测：所有患者于治疗前１周及自体免疫细胞治
疗后１个月空腹抽取静脉血 ２ｍｌ，于 ６ｈ内处理。于
每个流式管中分别加入５０μｌ新鲜全血，并且分为以
下几组添加相应抗体：并且分为以下几组添加相应抗

体：Ａ组 ３个流式管分别添加 ５μｌ同型对照抗体
（ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＰＥ－ＩｇＧ１）、荧光素标记的抗人抗体
（ＡＰＣ－ＣＤ３、ＰＥ－ＨＬＡ－ＤＲ）及荧光素标记的抗人
抗体（ＡＰＣ－ＣＤ３、ＰＥ－ＣＤ２５）；Ｂ组 ２个流式管分别
添加 ５μｌ同型对照抗体（ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ、
ＰＥ－ＩｇＧ１）、荧光素标记的抗人抗体（ＡＰＣ－ＣＤ３、
ＦＩＴＣ－ＣＤ４、ＰＥ－ＣＤ２５）；Ｃ组 ３个流式管分别添加
５μｌ同型对照抗体（ＡＰＣ－ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ－ＩｇＧ２ａ、ＰＥ－
ＩｇＧ１）、荧光素标记的抗人抗体（ＡＰＣ－ＣＤ３、ＦＩＴＣ－
ＣＤ８、ＰＥ－ＨＬＡ－ＤＲ）及荧光素标记的抗人抗体
（ＡＰＣ－ＣＤ３、ＦＩＴＣ－ＣＤ８、ＰＥ－ＣＤ３８）。以上流式管

室温避光孵育 ３０ｍｉｎ后，加入 ２ｍｌ红细胞裂解液，室
温孵育 １０ｍｉｎ，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，洗 ３次，５００μｌ
ＰＢＳ重悬沉淀，应用 ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＴＭ流式细胞仪
进行检测及 ＦｌｏｗＪｏ软件进行数据分析。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件对治疗
前后各项免疫指标进行分析，采用 ｔ检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果
１．肿瘤相关抗原肽负载 ＤＣ及 ＣＩＫ细胞表型鉴

定：外周血淋巴细胞培养平均时间为 １３．３９±１．６天，
最终培养细胞数目为（５．２±０．６８）×１０９个。于培养的
第７天，流式细胞术分析肿瘤相关抗原肽刺激的ＤＣ细
胞表型（ＤＣ细胞形态见图 １Ａ），结果显示，ＤＣ细胞成
熟的标志分子 ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８３、ＣＤ８６及 ＨＬＡ－ＤＲ的表
达均较高，分别为 ５１．６％ ±１０．３％、５０．８％ ±９．７％、
４８．９％ ±１１．４％、６１．２％ ±６．５％（图 １Ｂ）。于 ＣＩＫ细
胞培养的第１３天，收获细胞，流式细胞术检测其中 ＣＩＫ
细胞表面分子 ＣＤ３、ＣＤ５６的表达，结果显示，ＣＤ３＋

ＣＤ５６＋双阳性细胞比例占２１．３％±７．６％（图１Ｃ、Ｄ）。

图 １　采用流式细胞术对肿瘤相关抗原肽刺激的 ＤＣ细胞和 ＣＩＫ细胞表型分析
Ａ．ＤＣ细胞形态（×２００）；Ｂ．ＤＣ细胞成熟的标记分子 ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８３、ＣＤ８６及 ＨＬＡ－ＤＲ的表达；

Ｃ．经台盼蓝染色的 ＣＩＫ细胞形态 （×５０）；Ｄ．ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞

　

　　２．自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗前后 Ｔ淋巴细胞表面
分子表达的对比：分别于治疗前１周及治疗后 １个月
抽取外周血，流式细胞术分别检测 ＣＤ３＋ＨＬＡ－
ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ２５＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋

ＨＬＡ－ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ３８＋细胞表达，结果显示，
与治疗前相比，治疗后 ＣＤ３＋ＨＬＡ－ＤＲ＋（１２．７１±

１５４ｖｓ１１．４４±４．１３，Ｐ＜０．０５）、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＨＬＡ－
ＤＲ＋（７．４８±１．０１ｖｓ５．２０±１．０１，Ｐ＜０．０１）、ＣＤ３＋

ＣＤ８＋ＣＤ３８＋（８．２７±１．７１ｖｓ６．４７±１．９９，Ｐ＜０．０１）
细胞表达明显升高，ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋（５．３８±１．４７
ｖｓ６．１２±０．６７，Ｐ＜０．０５）表达明显降低（图 ２和表
１）。

·４９·
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图 ２　自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗前后 Ｔ淋巴细胞表面分子表达的对比
Ａ．前向散射光 ×侧向散射光分布的散点图；Ｂ．ＡＰＣ－ＣＤ３（ＦＬ３）×侧向散射光分布的散点图；Ｃ．ＦＩＴＣ（ＦＬ１）－ＣＤ４×ＡＰＣ－ＣＤ３（ＦＬ３）

分布的散点图；Ｄ．ＡＰＣ－ＣＤ３（ＦＬ３）×ＦＩＴＣ－ＣＤ８（ＦＬ１）分布的散点图；Ｅ．治疗前后 Ｔ淋巴细胞表面分子的相反表达

　
·５９·
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表 １　治疗前后外周血 Ｔ淋巴细胞表面分子表达的对比

组别 ＣＤ３＋ＨＬＡ－ＤＲ＋ ＣＤ３＋ＣＤ２５＋ ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＨＬＡ－ＤＲ＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ３８＋

治疗前 １１．４４±４．１３ ７．７０±１．４３ ６．１２±０．６７ ５．２０±１．０１ ６．４７±１．９９
治疗后 １２．７１±１．５４ ８．０５±１．７６ ５．３８±１．４７ ７．４８±１．０１ ８．２７±１．７１

　　与治疗前比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

讨　　论
近年来，肺癌的发生率和病死率增长迅速，对人

类健康和生命造成了巨大威胁。男性肺癌发生率和

病死率均占所有恶性肿瘤的第１位，女性发生率占第
２位，病死率占第 ２位［６，７］

。目前对肺癌的治疗有外

科手术治疗、放疗、化疗等，然而，一经发现，往往处于

晚期，失去了最佳治疗时机。寻找新的治疗手段，延

长带瘤生存时间，已成为迫在眉睫的问题。

ＣＩＫ细胞是在多种细胞因子即 ＩＬ－２、ＩＬ－１、ＩＦＮ
－γ、抗 ＣＤ３单克隆抗体等存在的条件下，应用外周
血、骨髓或脐血中分离出的单个核细胞，经过一定时

间培养而获得的一种具有细胞毒作用的免疫活性细

胞
［３，８］
。１９８６年，Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ等和 Ｌａｎｉｅｒ等先后

报道从外周血单个核细胞中诱导出 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细
胞。此后，Ｏｒｔａｌｄｏ等和 Ｌｕ等进一步对 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

细胞的特性和来源作了详细研究。ＣＩＫ细胞的经典
诱导程序首先由 Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ等于 １９９１年首先提
出，它兼具有 Ｔ淋巴细胞强大的抗肿瘤活性和 ＮＫ细
胞的非 ＭＨＣ限制性杀瘤特点。ＣＩＫ细胞具有较高的
增殖能力和较强的杀伤活性，在肿瘤过继免疫治疗中

起到了不可替代的作用
［９～１１］

。目前临床无论是 ＤＣ
疫苗还是 ＣＩＫ细胞单独应用于抗肿瘤治疗，效果都
不是特别理想，存在一定的欠缺。如果把负载肿瘤抗

原的 ＤＣ细胞与 ＣＩＫ细胞联合起来治疗肿瘤，二者具
有一定的互补作用，用 ＤＣ来增强 ＣＩＫ细胞的抗肿瘤
应答，而用 ＣＩＫ细胞的非 ＭＨＣ限制性来弥补 ＤＣ的
ＭＨＣ限制性的不足，利用 ＤＣ细胞独特的抗原递呈
功能以及 ＣＩＫ细胞强大的杀瘤活性，产生双重抗肿
瘤效应，联合应用可取得“１＋１＞２”的治疗实效，达
到更好的抗肿瘤效果。

恶性肿瘤的预后与免疫功能密切相关，肺癌患者

外周血ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋等免疫指标是反映细胞免
疫功能的重要指标，晚期患者可出现不同程度免疫功

能抑制，在外周血中表现为细胞亚群功能的异常，表

现为 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋数目的减少［１２］
。崔洪泉

等
［１３］
报道，ＣＩＫ细胞治疗转移性肾细胞癌可以提高

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋ Ｔ细胞比例，增强患者的免疫功能。然

而，自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗肺癌后 Ｔ细胞亚群表面
分子的表达是否改变，还未见报道。本研究结果显示

晚期肺癌患者治疗后 ＣＤ３＋ＨＬＡ－ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋

ＨＬＡ－ＤＲ＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ３８＋表达明显升高，ＣＤ３＋

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达明显降低，与治疗前相比均有统计
学意义。现有研究报道证实，ＨＬＡ－ＤＲ及 ＣＤ３８分
子均为 Ｔ细胞活化的标志分子［１４，１５］

。结合笔者的结

果提示，自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗后，患者 Ｔ细胞表面
活化分子表达上调，而免疫细胞功能的实施与细胞活

化状态密切相关，ＨＬＡ－ＤＲ及 ＣＤ３８分子表达升高，
利于肿瘤细胞的清除。此外，Ｔ淋巴细胞中存在具有
调节功能的ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞亚群，发挥免疫抑
制效应，甚至使免疫细胞功能失活

［１６］
。现有研究报

道证实，ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞与肿瘤的免疫逃逸密
切相关

［１７］
。笔者的研究结果表明，自体 ＤＣ－ＣＩＫ细

胞治疗后，ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ２５＋比例明显下调，提示机
体免疫抑制状态得到了一定缓解，有利于肿瘤免疫环

境的改善。

综上所述，自体 ＤＣ－ＣＩＫ细胞治疗可提高肺癌
患者免疫细胞活化状态，缓解患者免疫抑制，提高患

者免疫功能，对于防止肿瘤细胞免疫逃逸及癌细胞扩

散有积极作用，提示了良好的发展前景。未来，随着

多种基因修饰技术的发展，将使细胞治疗具有广阔的

应用前景。
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液净化治疗过程中显示出显著的临床效果，值得临床进一步应用推广。
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