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ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞增殖、迁移的影响
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　　摘　要：目的　探讨经细胞因子从肝癌患者外周血贴壁单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）诱导的树突状细胞（ＤＣ）与杀伤细胞（ＣＩＫ）对人

肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖、迁移的影响。方法　用肝癌患者肝癌组织裂解物（肿瘤抗原）致敏经粒细胞巨噬细胞刺激因子（ＧＭ

ＣＳＦ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及白细胞介素４（ＩＬ４）等诱导该患者ＰＢＭＣｓ产生的ＤＣ。用干扰素γ（ＩＦＮγ）、ＩＬ２和人ＣＤ３单

克隆抗体（ｈｕｍａｎＣＤ３ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ｈＣＤ３ｍＡｂ）等诱导该ＰＢＭＣｓ的悬浮细胞产生ＣＩＫ细胞。用Ｔａｎｓｗｅｌｌ培养小室将

ＤＣＣＩＫ细胞与 ＨｅｐＧ２细胞在同一培养体系内经该小室膜分隔培养２４、４８ｈ。ＣＣＫ８法检测 ＨｅｐＧ２细胞生长变化，并绘制其生

长曲线；划痕实验检测其增殖、迁移能力。ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测其增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）基因及其编码蛋白的表达。

结果　ＣＣＫ８法检测显示，ＤＣＣＩＫ细胞对人 ＨｅｐＧ２细胞生长具显著杀伤作用，与对照组细胞比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。划痕实验、基因与蛋白水平检测表明，ＤＣＣＩＫ细胞可明显抑制该瘤细胞的增殖与迁移，能在基因与蛋白水平下调该瘤细

胞ＰＣＮＡ的表达。结论　ＤＣＣＩＫ细胞可显著下调肝癌细胞的ＰＣＮＡ基因表达，明显抑制其增殖与迁移，以发挥其杀瘤作用。
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　　近年来，基础医学和实验室技术的发展，给自体细胞免疫

治疗恶性肿瘤带来了广阔的应用前景。自体细胞免疫治疗是

指将肿瘤患者自身有抗肿瘤活性的细胞分离出来，在体外一定

条件下培养增殖后再回输至患者体内，通过不同的机制如接触

杀伤、诱导凋亡、调节免疫等进行抗肿瘤治疗的一种手段。目

前可供回输治疗的细胞种类很多，临床上肿瘤治疗常用细胞是

树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）与细胞因子诱导的杀伤细胞

（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）。

ＤＣ是机体内惟一能刺激初始型Ｔ淋巴的功能强大之专

职抗原提呈细胞［１］，其功能主要表现在摄取、加工、提呈抗原物

质。随ＤＣ的分化成熟，摄取功能下降而提呈能力增强，其强

大的抗原提呈能力可达到巨噬细胞的数百甚至上千倍［２５］。能

在机体内诱导较为持久的、针对某一特定肿瘤特异性的免疫反

应，从而达到治疗恶性肿瘤的目的。ＣＩＫ亦称自然杀伤（ＮＫ）
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细胞样Ｔ淋巴细胞
［６］，ＣＩＫ的ＣＤ３、ＣＤ５６表面标志阳性，决定

了其兼具Ｔ淋巴细胞和ＮＫ细胞的一些功能特点。因而在抗

肿瘤方面，其杀伤肿瘤细胞的作用更为强大和直接，可不需要

其他辅助细胞和因子即可发挥抗肿瘤作用，且其抗肿瘤谱广

泛，对放化疗耐药或不敏感的恶性肿瘤也具有一定杀伤作用。

将肿瘤抗原致敏后的ＤＣ加入ＣＩＫ中共同培养，从理论上

来说，ＣＩＫ细胞的抗肿瘤靶向性更强。为提高晚期实体瘤患者

的生活质量和延长其生存期，本研究将自身ＣＩＫ联合自身ＤＣ

用于晚期恶性实体瘤患者，取得了较好在体疗效［７］。本实验从

离体水平研究经细胞因子从肝癌患者外周血贴壁单个核细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）诱导的 ＤＣ 与

ＣＩＫ对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞系增殖、迁移的影响，探讨ＤＣＣＩＫ

细胞的离体杀瘤效应及其机制，为肿瘤的自体细胞免疫治疗奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　主要试剂：重组人白细胞介素４（ｒｈＩＬ４）（上海创

未生物技术有限公司）；ｒｈＩＬ２（北京四环生物）；粒细胞巨噬细

胞刺激因子（ＧＭＣＳＦ）（厦门特宝）；肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）

（上海唯科）；ＣＤ３Ｍａｂ（美国ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）；干扰素γ（ＩＦＮγ）（上

海克隆高科）；Ｔａｎｓｗｅｌｌ培养小室（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；Ａｎｎｅｘｉｎ

ＶＰＩ双染试剂盒（北京碧云天）；ＣＣＫ８（日本ＤｏｊｉｎＤｏ）。

１．２　方法

１．２．１　肿瘤抗原的制备及细胞的分离、培养　参照文献［７］进

行肿瘤抗原制备，备后续致敏ＤＣ用。按文献［７］进行ＣＩＫ、ＤＣ

的分离、培养，备后续实验用。

１．２．２　ＤＣ及ＣＩＫ的质量控制　细胞培养过程中通过倒置显

微镜观察并计数ＤＣ及ＣＩＫ增殖情况，有无污染，细胞收集前

行细菌、真菌培养及内毒素检测。确保细胞制品的外源性因

子，包括细菌、真菌、内毒素等皆为阴性。细胞存活率大于

９５％，经冻存后复苏的细胞存活率大于７０％。

１．２．３　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞增殖、迁移影响的检测　

以１×１０６ 个／ｍＬ接种对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞于６孔板，于

５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度培养至１００％汇片生长，采用划痕法，

即用１ｍＬ无菌枪头划“一”字形划痕，随后用相同密度的ＤＣ

ＣＩＫ细胞种植于与６孔板孔配套的 Ｔａｎｓｗｅｌｌ培养小室，将其

放入６孔板与 ＨｅｐＧ２细胞共培养５～１５ｄ，以单独培养的

ＨｅｐＧ２细胞作对照，单纯培养液为空白对照。用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ图像分析系统（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓＩｎｃ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，

ＵＳＡ）测算划痕平均残留面积值，并计算划痕修复面积百分率

（ｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅ，ＨＲ）
［８］：ＨＲ＝［１－划痕残留修复面积（ＡＩ）／原划

痕面积（ＡＯ）］×１００％。

１．２．４　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞生长的影响增殖曲线绘制

方法　将肝癌 ＨｅｐＧ２细胞接种至４个６孔板（每孔：４×１０
４

个／２ｍＬ），相同密度的ＤＣＣＩＫ细胞种植于与６孔板孔配套的

Ｔａｎｓｗｅｌｌ培养小室，将其放入６孔板与 ＨｅｐＧ２细胞共培养，以

单独培养的 ＨｅｐＧ２细胞作对照，单纯培养液为空白对照。分

别于１、３、５、７ｄ取出１个６孔板，每孔加换新培养基与ＣＣＫ

８，相同条件下继续培养４ｈ，振荡３０ｓ，混匀，紫外高效分析仪

测定４５０ｎｍ波长处光密度值，相同实验重复３次，以平均光密

度值为Ｙ轴，时间为Ｘ轴绘制增殖曲线。

１．２．５　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）基因

的影响　分别根据ＰＣＮＡ与３磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）

基因全长ｃＤＮＡ序列，自行设计其特异性扩增引物。ＰＣＮＡ

上游：５′ＡＴＧＧＣＣＧＧＡＧＣＴＧＧＣＧＣＣＣＴＧＧ３′，下游：５′

ＣＧＣＴＡＣＡＧＧＣＡＧＧＣＧＧＧＡＡＧ３′；ＧＡＰＤＨ 上游：５′

ＣＧＣＧＧＧＧＣＴＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴ３′，下游：５′ＧＴＧＧＧＧ

ＧＡＣＴＧＡＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧ３′。采用ＲＴＰＣＲ法，以与ＤＣ

ＣＩＫ细胞共培养的 ＨｅｐＧ２细胞总ＲＮＡ为模板扩增 ＰＣＮＡ基

因ｃＤＮＡ，未处理的相应细胞总ＲＮＡ为模板扩增的ＰＣＮＡ基

因ｃＤＮＡ为对照，同时扩增的 ＧＡＰＤＨ 基因ｃＤＮＡ作内参。

逆转录（ＲＴ）反应条件：３０℃反应１０ｍｉｎ与４２℃反应３０ｍｉｎ

合成第一链ｃＤＮＡ；９９℃反应５ｍｉｎ以灭活逆转录酶；５℃冷

却５ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃

变性４５ｓ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环，７２

℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，取ＰＣＲ产物（５～１０μＬ）行１．０％

琼脂糖凝胶电泳，ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ染色，确认ＰＣＲ产物。

１．２．６　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌ＰＣＮＡ蛋白影响的检测　采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，将与ＤＣＣＩＫ细胞共培养的 ＨＥＰＧ２细胞（观

察组）总蛋白转移至硝酸纤维膜，浸泡于含ＰＣＮＡ兔多抗（１∶

３００）封闭液，４℃过夜孵育，加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

二抗，室温孵育１ｈ，２５℃，与化学发光底物结合５～１０ｍｉｎ，保

存图片。以未处理的同种细胞的相应检测作为对照组，βＡｃ

ｔｉｎ（相对分子质量：４．３×１０４）作内参。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包行方差分析，

采用ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｅｘｃｅｌ作图。确定组间差异，结果以狓±狊表示，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＤＣ形态观察　初始分离的ＰＢＭＣ均匀散在，呈圆形贴

壁生长，３～４ｄ后，细胞体变大，为圆形或不规则形，形成大小

不等的克隆，细胞膜出现细小伪足。随培养时间延长，细胞体

更大，大多表面出现枝状突起，呈典型ＤＣ，见图１。

图１　倒置显微镜下培养第４天

ＤＣ（标尺＝２００μｍ）

图２　倒置显微镜下培养第５天

ＣＩＫ（标尺＝２００μｍ）

图３　倒置显微镜下生长的肝癌 ＨｅｐＧ２

细胞（标尺＝２００μｍ）
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　　Ａ：ＨｅｐＧ２对照组；Ｂ：半密度组；Ｃ：相同密度组。

图４　　图像分析法测算５ｄ划痕平均修复残留面积（标尺＝２ｍｍ）

２．２　ＣＩＫ的形态观察　培养前３ｄ，细胞小，数量少，第５天开

始倍增（图２），此后每３天增长２～３倍，至第１２天，细胞体明

显变大，呈不规则形，簇状生长，数量约为培养前３ｄ的１５倍

左右。此时加入ＤＣ共同培养，ＣＩＫ增殖速度更快，再培养１２

ｄ其数量约为未加ＤＣ的３～４倍。

２．３　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞增殖、迁移的影响　图像分

析法测算５ｄ划痕平均修复残留面积（ｃｍ２）。结果显示，肝癌

ＨｅｐＧ２细胞系［（５．４９±０．４２）ｃｍ
２］与相同密度［（８．１４±０．８６）

ｃｍ２］及一半密度［（６．６４±０．８３）ｃｍ２］的ＤＣＣＩＫ细胞共培养５

ｄ（分别为相同密度组及半密度组），与未共培养的 ＨｅｐＧ２细胞

系（图３）比较，其划痕修复残留面积平均值差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），见图４、５。提示ＤＣＣＩＫ细胞能显著抑制肝癌

ＨｅｐＧ２细胞系的增殖与迁移。

２．４　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞生长的影响增殖曲线绘制　

ＣＣＫ８法检测显示，ＤＣＣＩＫ细胞对 ＨｅｐＧ２细胞生长具显著

杀伤作用，与对照组细胞比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），

见图６。

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与 ＨｅｐＧ２对照组比较。

图５　　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌细胞增殖、迁移的影响

图６　　ＤＣＣＩＫ细胞对 ＨｅｐＧ２细胞生长的影响增殖曲线图

２．５　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌ＰＣＮＡ基因的影响　以与 ＤＣ

ＣＩＫ细胞共培养的 ＨｅｐＧ２细胞总ＲＮＡ为模板可扩出核抗原

ＰＣＮＡ基因的较弱ｃＤＮＡ，以未共培养的相应细胞总ＲＮＡ为

模板扩出的 ＰＣＮＡ基因ｃＤＮＡ则较强（图７）。提示ＤＣＣＩＫ

细胞与 ＨｅｐＧ２细胞共培养可显著抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖。

２．６　ＤＣＣＩＫ细胞对人肝癌ＰＣＮＡ蛋白的影响　与ＤＣＣＩＫ

细胞共培养的 ＨＥＰＧ２细胞检测在约３．６×１０４ 处出现较弱

ＰＣＮＡ抗原染色带，未共培养的相应细胞的该条带则较强（图

８），提示 ＤＣＣＩＫ 细胞与 ＨＥＰＧ２细胞共培养可明显抑制

ＨｅｐＧ２细胞增殖。

　　１：对照组；２：观察组；Ｍ：标记物。

图７　　ＨｅｐＧ２细胞的ＰＣＮＡ基因表达

　　１：对照组；２：观察组。

图８　　两组 ＨｅｐＧ２细胞抗原ＰＣＮＡ蛋白表达

３　讨　　论

原发性肝癌为临床上常见多发肿瘤，据统计每年大约有

６０万以上的新发病例，目前全世界范围内其发病率、死亡率在

所有恶性肿瘤中分别排名第５位和第３位。而在中国，原发性

肝癌发病总人数占全世界所有患者总数的一半以上，其肿瘤相

关死亡率排名所有恶性肿瘤第２位，这仅次于原发性支气管肺

癌。近年来原发性肝癌发病率有上升趋势，预计在未来２０年，

其发病率和死亡率均会迅速上升［９１０］。原发性肝癌起病大多
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较为隐匿，确诊时绝大多数患者已属晚期，病程短、病死率极

高。现有的各种治疗手段在近年来虽有发展，但疗效仍不理

想，尤其对患者总的生存期仍无明显改善，未能根本改善肝癌

患者的预后。故寻求新的治疗方法，提高原发性肝癌的疗效和

生存期，改善其预后和生存质量尤为重要。

ＤＣ是２０世纪７０年代初由Ｓｔｅｉｎｍａｎ等首先发现，因其细

胞外形极似树枝状向外突起故被命名，是目前发现的惟一能激

活初始Ｔ淋巴细胞的免疫细胞。未成熟的ＤＣ高表达ＩｇＧＦｃ

受体、Ｃ３ｂ受体、甘露糖受体等，ＭＨＣⅠ／Ⅱ类分子表达较低，

摄取、加工抗原能力强。成熟的 ＤＣ细胞膜上高表达 ＭＨＣ

Ⅰ／Ⅱ类分子，并具有相对特异性的表面标志如ＣＤ８０／ＣＤ８６、

ＣＤ４０、ＩＣＡＭ１等共刺激分子和ＣＤ１ａ、ＣＤ８３分子，摄取、加工

抗原能力较弱而抗原呈递能力强。ＣＩＫ在健康人外周血淋巴

细胞中所占的比例极少，大约为１％～５％。但也可以在一定

的实验室条件下，经多种细胞因子如ＩＦＮγ、ＩＬ２、抗ＣＤ３等通

过诱导来源于外周血、脐带血或骨髓的单个核细胞而大量获

得。肿瘤的ＣＩＫ治疗可克服既往过继免疫疗法的一些缺陷，

如体外细胞增殖数量少、疗效低、需输注ＩＬ２及不良反应大

等，已成为肿瘤生物治疗的新措施之一。ＣＩＫ能分泌多种细胞

因子，具更强于早期人们发现的ＬＡＫ等细胞的杀肿瘤细胞活

性。但以往相关研究多以体外培养的单纯ＣＩＫ进行肝癌的生

物治疗，因缺乏对肿瘤细胞的特异性，其疗效不佳。同时也有

相关资料证明，某些恶性肿瘤细胞可对诸如ＣＩＫ类的免疫细

胞出现耐受现象，从而导致机体内的免疫细胞不能及时有效地

对发生了癌变细胞进行监控和清除，这可能与恶性肿瘤病人体

内的ＤＣ发生功能失调有关
［１１１２］。

ＤＣＣＩＫ细胞是在体外实验室中，把上述两种细胞在一定

条件下，共同培养而成，因而被认为有更高的增殖活性和靶向

抗癌活性。临床上ＤＣＣＩＫ细胞用于治疗原发性肝癌方面已

有一些报道。有文献报道了利用ＤＣＣＩＫ治疗能降低原发性

肝癌术后复发风险和延长生存期的两项随机临床试验［１３１４］。

Ｈｕｉ等
［１５］认为，若原发性肝癌患者术后予以适当的免疫细胞

巩固治疗，可提高总体疗效，杀灭亚临床病灶和（或）微小转移

病灶，降低术后肿瘤复发和转移的风险，并且在精神食欲及自

身机体免疫功能方面恢复快，从而改善患者的生活质量。Ｓｈｉ

等［１６］应用ＣＩＫ治疗不能耐受常规治疗的中晚期原发性肝癌患

者，治疗后患者免疫功能、生活质量得以改善，并可延长生存

期，且安全。李建旺等［１７］用索拉非尼治疗晚期原发性肝癌患

者的同时，联合ＤＣＣＩＫ细胞进行治疗，显示疗效满意，治疗相

关不良反应少且轻微。有文献比较了单纯性肝动脉栓塞化疗

和联合ＤＣＣＩＫ细胞巩固治疗的原发性肝癌患者的远期疗效，

认为后者有更高的远期生存率，并能提高原发性肝癌中位生存

时间和延缓复发时间［１８］。

本实验从离体水平研究经细胞因子从肝癌患者ＰＢＭＣ诱

导并负载肿瘤抗原的ＤＣ与ＣＩＫ对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞系增殖、

迁移的影响，探讨负载肿瘤抗原的ＤＣ与ＣＩＫ的离体杀瘤效应

及其机制。细胞增殖曲线实验显示，与 ＨｅｐＧ２细胞相同密度

共培养的ＤＣＣＩＫ细胞对 ＨｅｐＧ２细胞生长具显著杀伤作用

（与 ＨｅｐＧ２对照细胞比较，犘＜０．０１）。基因与蛋白水平检测

表明，ＤＣＣＩＫ细胞能明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞增殖相关基因ＰＣ

ＮＡ之表达，提示ＤＣＣＩＫ细胞与ＨｅｐＧ２细胞共培养可明显抑

制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖。划痕实验的图像分析测算结果表明，

肝癌 ＨｅｐＧ２细胞系与相同密度及一半密度的ＤＣＣＩＫ细胞共

培养５ｄ后，与未共培养的 ＨｅｐＧ２细胞系比较，其划痕修复残

留面积平均值差异均有统计学意义（犘＜０．０５），由此提示ＤＣ

ＣＩＫ细胞能显著抑制肝癌 ＨｅｐＧ２细胞系的增殖与迁移。
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下几个特征：气道高反应、炎症、黏膜上皮化生及激活气道成纤

维细胞增殖而形成气道重构［３，７］。Ｅｓｎａｕｌｔ等
［８］证实无论哮喘

或健康人，外周血单核细胞自发的ＩＬ１３表达在不同的个体间

存在差异。

由于人类基因组中ＳＮＰ分布广泛并且相对稳定，是人类

个体差异主要的分子标记，因此，常用于反应个体表型差异以

及不同个体对疾病易感性的研究［９１１］。Ｐａｒｋ等
［１２］的研究显示

了ＩＬ１３Ｒ１３０Ｑ位点与韩国人群哮喘患者降低的肺功能（表现

在降低的ＦＥＶ１％值和较低的 ＦＥＶ１／ＦＶＣ比值）显著相关。

最近又有研究显示，一个与ＩＬ１３或高Ｔｈ２表型密切相关的哮

喘亚型已经被发现［１３］。因而从ＩＬ１３基因区域存在多个ＳＮＰ

揭示哮喘的易感性有重要意义。

本研究结果显示，在１６０例哮喘患者中检测到４６例野生

基因型（ＧＧ），占２８．８％，突变基因型中５例为突变型纯合子

（ＡＡ），占３．１％，１０９例为杂合子（ＧＡ），占６８．１％；维吾尔族

４７例哮喘患者中９例野生基因型（ＧＧ），占１９．１％，突变基因

型中３例为突变型纯合子（ＡＡ），占６．４％，３５例为杂合子

（ＧＡ）占７４．５％；汉族１１３例哮喘患者中３７例野生基因型

（ＧＧ），占３２．７％，突变基因型中２例为突变型纯合子（ＡＡ），占

１．８％，７４例为杂合子（ＧＡ），占６５．５％；在汉族２０例健康者中

检测到３例野生基因型（ＧＧ），占１５．０％，１７例为突变基因型

杂合子（ＧＡ），占８５％；在维吾尔族２０例健康者中没有野生基

因型（ＧＧ），突变基因型中２０例均为杂合子（ＧＡ）。

哮喘患者与健康者对照、哮喘维族组患者与对照维族组比

较均显示：ＩＬ１３基因２１００Ａ／Ｇ突变位点基因型频率有差异有

统计学意义（犘＜０．０５），而等位基因频率差异无统计学意义

（犘＞０．０５），原因可能是某个核苷酸突变单独存在时并不起作

用，只有它处于纯合或者杂合状态时才与疾病相关。由此可

见，ＩＬ１３基因２１００Ａ／Ｇ突变位点多态性可能与新疆维吾尔族

支气管哮喘发病有关。
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ｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００９，１８０（５）：３８８

３９５．

（收稿日期：２０１２１２０８　修回日期：２０１３０２１８）

（上接第１５７４页）

　　 Ｔｈｅｒ，２００９，９（７）：８３１８４０．

［１３］ＴａｋａｙａｍａＴ，ＳｅｋｉｎｅＴ，ＭａｋｕｕｃｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ａｄｏｐｔｉｖｅｉｍ

ｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｔｏｌｏｗｅｒｐｏｓｔｓｕｒｇｉｃａｌｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｒａｔｅｓｏｆ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ：ａｒａｎｄｏｍｉｓｅｄｔｒｉａｌ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，

２０００，３５６（９２３２）：８０２８０７．

［１４］ＰｅｎｇＢ，ＬｉａｎｇＬ，ＣｈｅｎＺ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｔｕｍｏｒｖａｃｃｉｎｅ

ｌｏｗｅｒｉｎｇｐｏｓｔｓｕｒｇｉｃａｌｒｅｃｕｒｒｅｎｔｒａｔｅｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒ

ｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２００６，５３（６９）：４０９

４１４．

［１５］ＨｕｉＤ，ＱｉａｎｇＬ，ＪｉａｎＷ，ｅｔａｌ．Ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ

ｔｒｉａｌｏｆｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅａｄｊｕｖａｎｔｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｌｌｅｒ

ｃｅｌｌｓｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙａｆｔｅｒｒａｄｉｃａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌ

ｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＤｉｇＬｉｖｅｒＤｉｓ，２００９，４１（１）：３６４１．

［１６］ＳｈｉＭ，ＺｈａｎｇＢ，ＴａｎｇＺＲ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎ

ｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｐｈａｓｅＩｉｓｓａｆｅｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ

ＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００４，１０（８）：１１４６１１５１．

［１７］李建旺，彭大为，黄春珍，等．自体ＣＩＫ细胞及ＤＣ细胞联

合索拉非尼治疗晚期肝癌的临床观察［Ｊ］．实用癌症杂

志，２０１１，２６（５）：４５９４６１．

［１８］韩照予，周宜强．介入治疗联合ＤＣ＋ＣＩＫ细胞疗法治疗

肝癌疗效观察［Ｊ］．中国中医药现代远程教育，２０１０，８

（２０）：１１２１１３．

（收稿日期：２０１２１００８　修回日期：２０１３０１２２）
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