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３种不同来源ＣＩＫ对食管癌细胞杀伤作用的比较
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　　摘　要：目的　探讨３种不同来源细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）对食管癌细胞杀伤作用的差异。

方法　采用密度梯度离心法从健康人和食管癌患者外周血、脐血中分离获得单个核细胞，以细胞因子为诱导剂制备ＣＩＫ；采用直接

细胞计数法比较ＣＩＫ的增殖速度；流式细胞仪检测ＣＩＫ的细胞表型；ＭＴＴ法比较三者对食管癌细胞的杀伤作用。结果　３种不同

来源单个核细胞的ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型细胞所占百分比比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），经１４ｄ诱导后，其ＣＩＫ的ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表

型细胞所占百分比较诱导前有显著提高（犘＜０．０５）；脐血来源的ＣＩＫ增殖速度明显高于健康人和食管癌患者外周血来源ＣＩＫ（犘＜

０．０５）；脐血ＣＩＫ的食管癌细胞杀伤活性最强。结论　脐血来源的ＣＩＫ体外增殖快，对食管癌细胞的杀伤活性强。
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　　中国是食管癌高发国家，同时也是食管癌病死率最高的国

家。食管癌一般发病隐匿，大多数病例确诊时已是晚期。虽然

近年来对恶性肿瘤的诊断和治疗已有不少进展，但食管癌患者

的预后仍不容乐观，其５年生存率不足１０％
［１］。一直以来，国内

多采用食管癌术后辅助放、化疗的治疗方法，但这会引起消化道

反应、抑制骨髓造血、降低患者免疫力等诸多不良反应。现在许

多学者开始积极探索生物治疗、基因靶向治疗等新途径。肿瘤

的过继性免疫治疗是肿瘤治疗的一个全新领域［２］，细胞因子诱

导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）是近年来发现的一

种新型抗肿瘤细胞，其主要效应细胞表面既有Ｔ细胞的表面标

志ＣＤ３，也有自然杀伤细胞的表面标志ＣＤ５６，因而兼有Ｔ细胞

的抗肿瘤活性和自然杀伤细胞的非主要组织相容性复合物（ｍａ

ｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）限制性杀伤肿瘤细胞的特

点［３］。ＣＩＫ具有体外增殖数量大、对肿瘤杀伤活性强、抗肿瘤谱

广、不良反应小等特点，逐渐受到人们的关注［４］。ＣＩＫ可由外周

血及脐血的单个核细胞诱导培养而成，但目前对不同来源ＣＩＫ

的比较研究较少。本实验观察来源于健康人和食管癌患者的外

周血、脐血的ＣＩＫ体外增殖能力及其对食管癌细胞的杀伤活性，

旨在为食管癌的治疗提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔ

ｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）、ＲＰＭＩ１６４０培养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，基因

重组人白介素２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ｒｈＩＬ２）购自上

海华新生物高技术有限公司，基因重组人干扰素γ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ｒｈＩＦＮγ）、ＣＤ３单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉ

ｂｏｄｙ，ＭｃＡｂ）购自美国Ｃｙｔｏｌａｂ公司，ＣＤ３
＋ＣＤ５６＋双标记荧光抗

体及阴性对照试剂购自美国ＢＤ公司，淋巴细胞分离液购自上

海化学试剂总厂试剂二厂；仪器包括：芬兰热电雷勃全自动酶标

仪、流式细胞仪及分析软件（美国ＢＤ公司）等。

１．２　血样来源　脐血为新乡医学院第一附属医院妇产科提供，
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系健康产妇正常分娩胎儿的脐带血；健康人外周血采自该院健

康志愿者；食管癌患者的外周血采自该院食管癌患者。分别将

上述３种来源的血样作为脐血组（狀＝２０）、健康组（狀＝２０）及食

管癌组（狀＝２０）。

１．３　方法

１．３．１　食管癌细胞的原代培养　肿瘤标本取自食管癌患者手

术切除的肿瘤组织，经快速病理学检查确诊，均为分化低、恶性

程度高的鳞癌，经分离与原代培养，从第５代开始冻存部分

细胞。

１．３．２　ＣＩＫ的制备　参照美国斯坦福大学ＣＩＫ培养方法
［５］。

外周血经血细胞分离机采集，经Ｆｉｃｏｌｌ液密度梯度离心，分离单

个核细胞，用无血清培养液混悬，调整混悬液的细胞密度为２×

１０６／ｍＬ。ＣＩＫ的诱导：第０天向培养袋中加入ｒｈＩＦＮγ（２０００Ｕ／

ｍＬ），置３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中孵育；１ｄ后向培养袋中加入ｒｈＩＬ

２（１０００Ｕ／ｍＬ）、ＣＤ３ＭｃＡｂ（５０ｎｇ／ｍＬ），置３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱

中孵育；然后每２～３ｄ更换培养液并补加细胞因子ｒｈＩＬ２

（１０００Ｕ／ｍＬ）和ＣＤ３ＭｃＡｂ（５０ｎｇ／ｍＬ）以维持其浓度。

１．３．３　细胞表型的测定　分别收集健康人和食管癌患者外周

血、脐血的单个核细胞以及培养１４ｄ的ＣＩＫ，用磷酸盐缓冲溶液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）调整细胞密度为５×１０
６／ｍＬ，

分别加入ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双标记荧光抗体、阴性对照试剂，用流式

细胞仪检测细胞表型。

１．３．４　ＣＩＫ的增殖能力测定　采用台盼蓝拒染法，用细胞计数

板分别于培养的第０、７、１０、１４、２１天计数健康人和食管癌患者

外周血、脐血的ＣＩＫ数量，每份样本重复计数３次，取平均值。

１．３．５　ＭＴＴ检测　效应细胞为健康人和食管癌患者外周血、

脐血诱导及培养了１４ｄ的 ＣＩＫ，将效应细胞密度调至２×

１０６／ｍＬ和１×１０６／ｍＬ备用；培养的食管癌细胞为靶细胞，分别

将靶细胞密度调至１×１０５ 个／ｍＬ。效靶比为效应细胞密度与

靶细胞密度之比，按效靶比将细胞分为２０∶１和１０∶１两组。

将细胞接种于９６孔板，并将其分为３组，每组６个复孔：（１）靶

细胞组：加入５０μＬ培养液和５０μＬ靶细胞液；（２）效应细胞组：

加入５０μＬ培养液和５０μＬ效应细胞液；（３）实验组：加入５０μＬ

靶细胞液和５０μＬ效应细胞液。３７℃、５％ＣＯ２ 孵育２４ｈ后，每

孔加入１０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），置于３７℃、５％ＣＯ２ 环境

孵育４ｈ后终止培养，每孔加入０．４％的酸化异丙醇１００μＬ，振

荡５ｍｉｎ，静置５ｍｉｎ。在酶标仪上检测各组细胞在６３０ｎｍ处的

吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值。杀伤活性＝［（靶细胞Ａ值＋效应细

胞Ａ值－实验组Ａ值）／靶细胞Ａ值］×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＩＫ的表型分析　分别比较３种不同来源单个核细胞的

细胞表型以及培养１４ｄ后ＣＩＫ的细胞表型，结果显示：３种不同

来源单个核细胞的ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型细胞所占百分比比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），经１４ｄ诱导后，其ＣＩＫ的ＣＤ３＋

ＣＤ５６＋表型细胞所占百分比较诱导前有显著提高（犘＜０．０５），见

表１。

２．２　ＣＩＫ的增殖情况　３种来源的ＣＩＫ大量增殖，达到增殖前

的８０～１５０倍。光镜下观察刚分离的单个核细胞，大小均匀，细

胞形态无明显异型。加入细胞因子培养，前３ｄ细胞体积无明

显变化。培养第４天，部分细胞明显增生，可见团状增生细胞集

落，并出现细胞体积增大、细胞核大、细胞质少的多形性细胞。

在７～１０ｄ快速增殖期，细胞集落增多，可见分裂相，细胞呈明显

的不规则形。第１４天时，细胞增殖形成巨大的增生集落，异型

性明显。图１提示培养前４ｄ细胞数变化尚不明显，而其后脐

血来源的ＣＩＫ增殖速度明显高于健康人和食管癌患者外周血

来源的ＣＩＫ，在第１４天达到高峰，然后维持在较高水平，食管癌

患者的ＣＩＫ增殖缓慢，健康组的ＣＩＫ增殖介于食管癌组与脐血

组之间。

表１　　３种不同来源的单个核细胞和ＣＩＫ的ＣＤ３
＋ＣＤ５６＋

　　表型细胞所占百分比（狓±狊，％）

组别 狀 单个核细胞 ＣＩＫ

食管癌组 ２０ １．８９±０．３３ １７．４６±１．５１

健康组 ２０ ２．０２±０．２４ ２６．６５±１．７２

脐血组 ２０ ２．１１±０．１６ ３４．３５±２．０１

图１　　３种来源ＣＩＫ的增殖情况

２．３　ＣＩＫ对食管癌细胞的杀伤活性　在第１４天，３种来源的

ＣＩＫ对食管癌细胞均表现出一定的杀伤活性。同种来源，效靶

比为２０∶１的ＣＩＫ对癌细胞的杀伤活性明显高于１０∶１的。因

此可见，随着效靶比的增高，ＣＩＫ的杀伤活性逐渐增强（犘＜

０．０５）；其中，健康组ＣＩＫ的杀伤活性高于食管癌组（犘＜０．０５）；

脐血ＣＩＫ的杀伤活性最强，与其他两种来源比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　３种来源的ＣＩＫ不同效靶比对食管癌

　　　　细胞的杀伤活性

组别 狀

效靶比（％）

１０∶１ ２０∶１

食管癌组 ２０ ４３．１２±４．０１ ５８．２１±４．５４

健康组 ２０ ５７．３４±５．１１ ６６．０１±６．１２

脐血组 ２０ ６９．１１±５．０１△ ８０．３９±６．５４△

　　：犘＜０．０５，与食管癌组比较，△：犘＜０．０５，与健康组比较。

３　讨　　论

用免疫活性细胞输注的过继免疫疗法是肿瘤生物治疗的研

究热点之一，此疗法不仅是常规抗肿瘤治疗的补充，更为晚期不

宜手术或无法承受放疗、化疗不良反应的患者开辟了新的治疗

途径［６］。ＣＩＫ为细胞因子诱导的杀伤细胞，被认为是新一代抗

肿瘤过继细胞免疫治疗的优选细胞。ＣＩＫ的疗效在一些基础实

验和临床运用中得到肯定，ＣＩＫ对肝癌
［７］、乳腺癌［８］、白血病［９］

等多种肿瘤细胞都有显著抑制作用。Ｊｉａｎｇ等
［１０］用ＣＩＫ治疗晚

期胃癌患者，发现患者血清中的肿瘤标志物下降，患者的免疫功

能、生活质量得到提高。徐永茂等［１１］应用化疗联合ＣＩＫ治疗晚
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期非小细胞肺癌，发现该疗法可明显延长肺癌患者的生存期。

ＣＩＫ的疗效取决于是否获得足够数量且具有高效杀伤活性

的免疫效应细胞。ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞是ＣＩＫ群体中主要的效应

细胞［１２］。本实验中３种来源的单个核细胞均可增殖为ＣＩＫ，且

都对食管癌细胞具有一定杀伤效应。其中，脐血来源的ＣＩＫ增

殖速度、杀伤活性及主要效应细胞ＣＤ３＋ＣＤ５６＋百分比均显著

高于其他两种外周血来源的ＣＩＫ，这与王家祥等
［１３］的研究结果

一致。食管癌患者外周血来源的ＣＩＫ增殖效率低，杀伤活性弱，

ＣＤ３＋ＣＤ５６＋百分比低。健康人外周血来源的ＣＩＫ作用介于二

者之间。临床上肿瘤患者常伴有恶病质、贫血等症状，存在免疫

功能缺陷，不能引发有效抗肿瘤免疫反应，且反复多次输注自体

外周血，容易提高感染概率，显著影响患者的疗效及预后［１４］。

而脐血来源方便，免疫源性弱，对授、供者移植抗原相符的要求

比较低，不易受病毒及残留肿瘤细胞的污染［１５］。因此，脐血来

源的ＣＩＫ是食管癌过继细胞免疫治疗的首选。

当然本研究结果仅基于体外实验，为准确评价ＣＩＫ及其临

床应用还需提供更多的实验依据。
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