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人外周血淋巴细胞体外诱导培养前后细胞表型与

细胞毒活性相关性研究
刘运洪　孟明耀　解燕华　刘　莹　魏传钰　侯宗柳*

(昆明医学院附属延安医院中心实验室, 昆明 650051)

摘要      为了分析体外细胞因子诱导培养CIK细胞过程中细胞表型的变化与其杀瘤活性的

相关性及为临床过继免疫治疗提供实验依据, 本研究采用体外诱导方法扩增培养正常人外周血

淋巴细胞及单个核细胞, 应用流式细胞术测定培养前、培养第7天和第14天的CD3+等15种不同

表型细胞百分率的变化, 用CCK-8试剂检测第7天和第14天的细胞毒活性。结果显示, 扩增培养

后T细胞活化表型的表达和细胞毒活性在第7天最强, 与其细胞表型CD3+CD25+、CD3+CD28+、

CD3+CD25+CD28+、CD3+CD4+呈正相关(P<0.05), 与CD3+CD45RA+CD45RO+呈负相关(P<0.05)。
本研究表明测定培养细胞活化相关表型可以间接监测其杀瘤能力, 为临床CIK细胞过继免疫治疗

的应用提供实验依据。
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近年来, 国内外应用抗人CD3抗体、IL-2等主

要刺激因子扩增了多种淋巴细胞, 用于过继免疫治

疗, 其中CIK是体外由外周血淋巴细胞在多种细胞

因子(IFN-γ、CD3单克隆抗体、IL-2、IL-1)诱导下

大量增殖成为的肿瘤杀伤细胞, 由Hontscha等[1]首

次报道, 其同时表达CD3、CD56两种细胞表型, 是
一种新型、高效非MHC限制的免疫活性细胞, 临床

试验结果显示具有较好的应用前景。但是对于体外

扩增培养后细胞杀瘤机制比如表型与细胞毒活性的

相关性研究却并不详细和全面。本研究在应用流式

细胞术测定扩增前后15种细胞表型变化的基础上, 
用CCK-8试剂检测其杀瘤活性, 分析其相关性, 为临

床过继免疫治疗提供实验依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    试剂        RPMI1640购自美国GIBCO公司; 鼠
抗人CD3单克隆抗体购自北京市晶美基因谷科技有

限公司; IL-2购自江苏金丝利有限公司; IFN-γ购自上

海克隆生物高新技术有限公司; 检测细胞表型的各

种抗体均购自美国BD公司; 胎牛血清购自Hy-Clonle
公司; 淋巴细胞分离液购自天津瑞灏生物制品科技

有限责任公司; 用于细胞增殖实验和细胞毒性实验

的细胞计数试剂盒Cell Counting Kit-8(CCK-8)购自

日本DOJINDO(同仁化学)公司。

1.1.2    淋巴细胞        培养用外周血淋巴细胞来自20
名健康志愿者, 年龄结构25~36岁18名, 50~55岁2名, 
均男女各半。

1.1.3    肿瘤细胞        肿瘤细胞株SPC-A-1和BGC-
823购自中国科学院上海生物化学与细胞生物学研

究所。

1.1.4    仪器        流式细胞仪为美国BD公司BD 
CaliburTMFACS, 所采用分析软件有CellQuest、FAC-
SCOMP。酶标比色仪为美国BIO-RAD Model-680。
1.2  方法

1.2.1    外周血淋巴细胞体外扩增        采用孟明耀等[2]

所用的改良RP-MI1640培养基外周血淋巴细胞体外

扩增培养方法。

1.2.2    淋巴细胞表型的检测         培养前(0天)取
EDTA-Na2抗凝外周血25 μl, 分别加入荧光标记抗

体10 μl, 振荡混匀后25 ℃避光20 min, 加入1 ml溶血

素, 振荡混匀, 溶血10 min, 2 000 r/min离心5 min, 去
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上清, 再加入500 μl的PBS使细胞重悬, 上机检测; 培
养后的细胞悬液取50 μl(1~5×105/50 μl), 分别加入

荧光标记抗体10 μl, 振荡混匀后25 ℃避光20 min, 
2 000 r/min离心5 min, 去上清, 再加入500 μl的PBS
使细胞重悬, 1 h内上机检测。上机前以标准微球和

FACSCOMP软件校正流式细胞仪, 再利用CellQuest软
件进行双参数数据获取和分析, 激光光源为15 mW的

氩离子激光, 波长为488 nm, 计数5×103个细胞, 每个

标本用同型抗体作阴性对照, 检测各细胞表型的阳

性表达率。

1.2.3    细胞毒活性的测定        CIK细胞培养至7天、

14天, 取培养细胞检测其对SPC-A-1和BGC-823肿瘤

细胞的细胞毒活性。调整肿瘤细胞浓度为2×104/孔, 
96孔板, 每孔100 μl, 按1:5、1:10、1:20的比例与CIK
细胞混合, 各浓度均设3个复孔, 同时设单独靶细胞

(肿瘤细胞)对照、单独效应细胞(CIK细胞)对照、

1640培养基空白对照、CIK培养基空白对照、单独

CCK-8溶液阴性对照。37 ℃ , 5% CO2培养箱培养

48 h后, 每孔加入10 μl的CCK-8溶液, 再培养4 h, 于
酶标仪450/630 nm双波长处测定吸光度(OD)值, 按
下式计算杀瘤率[3,4]: 

杀瘤率(%)=[1–(实验组OD值–单独效应细胞组

OD值)]/(单独靶细胞组OD值)×100% 
式中的各OD值均为减去单独CCK-8溶液阴性

对照和各自培养基空白对照的值, 其中实验组OD值

的培养基空白对照为1640培养基和CIK培养基空白

对照的平均值。

1.2.4    统计学处理        使用SPSS11.5统计软件包进

行分析, 描述性统计采用均数±标准差(x̄±s), 成组比

较采用t检验和方差分析(F检验), 在方差分析的基础

上进行SNK-q检验, P<0.05认为差异有显著意义, 相
关性分析采用Spearman分析。

2   结果
2.1  培养不同时间细胞表型变化结果    

根据不同细胞表型的作用和意义将其分为: 淋
巴细胞经典表型、NK和CIK细胞表型、细胞记忆

表型、细胞活化表型四大类分别进行结果表述, 除
文中已经说明的, 其他所有变化差异均有显著意义

(P<0.05)。
2.1.1    培养不同时间淋巴细胞经典表型的变化        外
周血淋巴细胞经体外扩增培养后, CD40+细胞从培养

前的(14.57±3.98)%明显下降至第7天的(1.54± 0.30)%, 
到第14天时下降到很低(0.31±0.22)%; CD3+细胞比例

培养第7天就多达(95.53±2.00)%, 基本达到峰值, 而
后平稳维持较高水平至第14天高达(99.05±0.37)%, 
后7天的变化无显著意义(P>0.05); CD3+CD8+细胞比

例逐渐升高, 在整个培养的前7天和后7天比例增加速

率几乎相同, 从培养前的(28.51±7.02)%至第14天时达

到(76.10±8.03)%; CD3+ CD4+细胞先略有升高然后明显

降低一半水平, 即从(30.51±6.00)%升到(38.14±8.66)%
再降低至(17.17±4.73)%; CD3+CD4+CD8+细胞在培养

中一直呈减少趋势, 从(2.71±3.97)%降到第7天的

(1.75±0.80)%再降至第14天的(0.96±0.49)%, 培养初

末期的降低速率也几乎相同; 另外, 培养过程中始终

存在约6%的CD3+CD4-CD8-细胞, 其变化趋势是先

略有降低再略有升高, 其百分率第14天的与培养前

的比较无显著意义(P>0.05)(图1)。

图1　培养不同时间淋巴细胞经典表型的变化

Fig.1　The change of lymphocyte classic phenotypes in dif-
ferent culture time (x̄±s%, n=20)  

2.1.2    培养不同时间NK和CIK细胞表型的变化        经
体外扩增培养后, NK细胞(CD3-CD16+CD56+)比例前

7天明显降低, 后7天缓慢降低, 即从培养前的(10.60± 
2.25)%降到(1.84±0.87)%再降低至(0.87±0.25)%, 而
CIK细胞(CD3+CD16+CD56+)的比例缓慢升高, 从培养

前的(4.67±2.10)%到(5.72±1.79)%再至(27.08± 10.86)% 
(图2)。
2.1.3    培养不同时间细胞记忆表型的变化        经体

外扩增培养后, 记忆性T细胞(CD3+CD45RO+)的比

例在培养开始7天从(29.38±6.23)%明显升至(93.85± 
2.65)%, 而后平稳维持较高水平, 第14天所占比例
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为(94.64±1.73)%, 后7天的变化无显著意义(P>0.05); 
原始T细胞(CD3+CD45RA+)细胞的比例在培养开始

7天明显降低, 后7天略有升高, 即从(68.13±5.29)%
降到(46.68±4.12)%再略升至(50.78±4.03)%; 双阳 性

细胞CD3+CD45RA+CD45RO+细胞培养过程一直

缓慢升高, 从培养前的(35.40±3.82)%升到第7天的

(43.21±3.36)%再升至第14天的(48.43±5.59)%(图3)。
2.1.4    培养不同时间细胞活化表型的变化        经
体外扩增培养后, CD3+CD28+细胞、CD3+CD25+细

胞、CD3+CD25+CD28+细胞的比例均在培养开始

前7天明显升高, 后7天明显降低; CD3+HLA-DR+细

胞的比例在培养开始前7天明显升高, 后7天缓慢升

高, 即从(3.08±1.82)%明显升到(74.11±4.92)%再略

升至(96.05±2.13)%; CD3+CD69+细胞也是前7天明

显升高, 后7天缓慢升高, 即培养前的(3.51±1.27)%
升到第7天(34.94±9.27)%再略升至第14天的(46.67± 
7.54)%(图4)。

图2　培养不同时间NK和CIK细胞表型的变化

Fig.2　The change of CIK and NK phenotypes in different 
culture time (x̄±s%, n=20)

图3　培养不同时间细胞记忆表型的变化

Fig.3　The change of memory cell phenotypes in different 
culture time (x̄±s%, n=20)

图4　培养不同时间细胞活化表型的变化

Fig.4　The change of active cell phenotypes in different 
culture time (x̄±s%, n=20)

2.2  培养不同时间的细胞对肿瘤细胞的杀伤活性

用CCK-8法检测效应细胞在不同培养时间(7
天、14天)对SPC-A-1细胞和BGC-823细胞均有杀伤

能力, 其中7天的杀伤率明显高于14天(P<0.05); 对
BGC-823细胞的杀伤活性又明显高于对SPC-A-1细
胞杀伤活性(P<0.05), 且随着效靶比的增高, 效应细

胞的细胞毒作用明显增强, 在不同效靶比中各组细

胞的细胞作用均有差异(P<0.05)(表1)。

表1　培养不同时间的细胞对肿瘤细胞的杀伤活性

Table 1　Cytotoxic activity of CIK cells against tumor cells in different culture time (x̄±s%, n=8)
培养时间(天) CIK对SPC-A-1肿瘤细胞的效靶比  CIK对BGC-823肿瘤细胞的效靶比

Culture time(d) E:T ratio of CIK to SPC-A-1  E:T ratio of CIK to BGC-823
 5:1 10:1 20:1 5:1 10:1 20:1
7 - 68.28±13.82 81.98±11.59 - 75.45±18.65 85.10±14.45
14 15.10±9.38 39.41±8.90 - 13.93±6.21 42.98±17.71 -
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2.3  细胞表型与杀瘤活性相关性分析结果

用SPSS11.5软件分析在效靶比1:10时, 将SPC-A-1
细胞和BGC-823细胞杀瘤率与细胞表型变化进行

Spearman相关性分析, 结果显示对两种肿瘤的杀伤

率都与CD3+CD25+、CD3+CD28+、CD3+CD25+ CD28+、 
CD3+CD4+呈正相关(P<0.05), 与CD3+CD45RA+ 

CD45RO+ 呈负相关(P<0.05), 其中对SPC-A-1细胞杀

伤率与CD3+CD25+、CD3+CD25+CD28+、CD3+CD4+

呈强正相关(P<0.01), 与CD3+CD45RA+CD45RO+呈

强负相关(P<0.01)(表2)。

可促进Tc(T cytotoxic) 即CD3+CD8+细胞的增殖和辅

助性T细胞CD3+CD4+中的Th1细胞增值, IL-2则可同

时引起Th1和Th2细胞即CD3+CD4+细胞增殖, 本实

验CD3+CD8+细胞比例在整个培养期间增值速率几

乎相同, 在增多的CD3+CD8+细胞中, 效应性T细胞

并未明显增加, 但记忆性T细胞却显著增多[5], 这也

支持为什么增加的CD3+CD8+细胞并未导致第14天
杀瘤率的比第7天增加, 在后续试验中将对效益性

CD3+CD8+细胞和分析。CD3+CD4+细胞先升高少许

然后明显降低, 培养前7天整个淋巴细胞群都在快速

增值, CD3+CD4+细胞也在增加, 后7天中, CD3+CD4+

细胞可能也在缓慢增加, 但是CD3+CD8+细胞比例继

续明显增加导致CD3+CD4+细胞比例相对减少, 也可

能是后期某些未知条件导致该细胞群缓慢减少, 培
养基中的抗CD3抗体和IFN-γ促进Th1增加, Th1分泌

IFN-γ、IL-2、IL-12, 协助Tc对肿瘤细胞进行杀伤, 
比单独Tc杀瘤能力更强, 这可能支持第7天Th1较第

14天高, 杀瘤相关性分析显示CD3+CD4+比例与杀

瘤率呈正相关, 与此相符, 也与曹水等[6]报道相符。

另外, 培养过程中始终存在约5%的CD3+CD4-CD8-

细胞(DNT), 该细胞群是在小鼠器官移植模型中被

发现, 其表型为αβTCR+CD3+CD4-CD8-CD25+D28-

CD30+CD44-, 该亚群细胞能诱导CD8+ T细胞凋亡发

挥抑制性调节作用[7], 在本实验相关性分析显示无

明显相关, 其具体作用有待后续研究。

经体外扩增培养后, NK细胞比例缓慢降低, 而
CIK细胞的比例在培养初期缓慢升高, 培养后期明

显升高, 说明本培养体系培养出来的CIK细胞主要

在后期增长, 以往报道CIK细胞为主要效应细胞, 来
源于CD3+CD8+细胞[8,9], 主要作用是通过启动细胞裂

解和细胞凋亡两种机制直接杀伤靶细胞[10,11], 本实

验中相关性分析却显示CIK细胞的比例与杀瘤率呈

无显著相关性, 理论上应该有相关性, 其原因分析将

在后面论述。

培养后, CD3+CD45RA+细胞比例降低, CD3+ 

CD45RO+细胞比例则明显升高, 实质是从原始T细
胞向记忆性T细胞或效应性T细胞转变的过程。因

为效应性细胞寿命较记忆性T细胞短, 随着时间推

移而部分凋亡, 而记忆性T细胞在抗原刺激较少的

环境中大部分不能迅速活化成效应性T细胞, 故后7
天慢慢剩下的多数是记忆性T细胞, 实验中杀瘤活

性在第7天高于第14天与此相符, 前7天主要是向

表2　细胞表型与杀瘤活性相关性分析

Table 2　The Spearman correlation between CIK pheno-
types and cytotoxic activity (n=8)

细胞表型 Spearman相关性分析/P值
Cell phenotypes Spearman correlation/Sig.(2-tailed) 
 对SPC-A-1 对BGC-823
 肿瘤细胞 肿瘤细胞

 to SPC-A-1 to BGC-823
CD3+CD28+ 0.762/0.028 0.738/0.037
CD3+CD25+ 0.786/0.021 0.762/0.028
CD3+CD25+CD28+ 0.762/0.028 0.738/0.037
CD3+CD16+CD56+ -0.667/0.071 -0.690/0.058
CD3+CD4-CD8- -0.595/0.120 -0.548/0.160
CD3+CD4+ 0.833/0.010 0.857/0.007
CD3+CD45RA+CD45RO+ -0.905/0.002 -0.929/0.001

3   讨论
CD3+、CD19+、CD3+CD4+、CD3+CD8+是淋巴细

胞亚群分析的经典, 也是目前众多淋巴细胞亚群分

析的基础, 为了弄清抗原提呈细胞(APC)在体外培

养的变化, 本实验用抗CD40代替抗CD19检测B细
胞, CD40+主要表达于成熟B细胞、部分单核细胞等

APC细胞, 是B细胞表面重要的共刺激分子之一, 该
分子与T细胞表面CD40L相互作用, 对T细胞依赖性

的B细胞激活以及阻止B细胞凋亡有重要意义, 本
研究结果显示, 外周血淋巴细胞经体外扩增培养后, 
CD40+细胞比例在培养至第7天时便下降到很低, 到
第14天时几乎没有, 即体液免疫效应细胞减少, 而
外周血中APC以B细胞为主, 因而培养过程中, 抗原

提呈细胞减少最后基本消失, 与张国庆等[5]报道的

CD19+变化结果相符; 经体外扩增培养后, 整个细胞

群基本上都是CD3+, 培养基中的抗CD3抗体和IFN-γ



刘运洪等: 人外周血淋巴细胞体外诱导培养前后细胞表型与细胞毒活性相关性研究 535

效应细胞转变, 后7天向记忆T细胞转变。另外, 培
养细胞中的CD3+CD45RA+CD45RO+双阳性细胞

一般是活化的T细胞, 其可能是一种转换的中间

状态[12], 本实验中相关性分析却显示其比例与杀瘤

率呈强负相关(P<0.01), 目前其具体功能尚不明确。

在外周血中CD45RA+T细胞接触抗原后CD45RA的

表达是可逆的, CD45RA可以在细胞表面再次表

达[13], 本实验CD3+CD45RA+在培养后期又略有升高

估计是此原因。根据本实验相关细胞表型变化推

测, 在培养后期, 记忆性细胞是以CD8+记忆性细胞

为主, 以CD8+CD45RO+细胞和CD8+CD28-细胞增加

为主[5], 本实验中CD3+CD8+细胞比例一直在增加, 而
CD3+CD28+细胞比例先增加后减少, 可以推测本实

验中CD8+CD28-细胞的增加是在培养后期, 与张国

庆等[5]相符。CD28是由二条相同肽链组成的同源二

聚体, 表达于90% CD4+T细胞和50% CD8+T细胞[14], 
因为CD28是协同活化的重要分子, 本实验将其放在

细胞活化系列组, 便于分析比较, 实验中CD3+CD28+

细胞培养初期显著增加, 后期又显著降低, 这个变化

间接支持前面所述培养初期CD3+CD4+细胞增加, 后
期CD3+CD4+减少的现象。CD28是协同刺激分子B7
的受体, 与B7分子结合产生的协同刺激信号在T细
胞活化中发挥重要作用, 该信号可促进T细胞增殖和

IL-2的生成, 作用机制包括诱导T细胞表达抗细胞凋

亡蛋白(Bcl-x)、刺激T细胞合成IL-2及其他细胞因子, 
并促进T细胞的增殖和分化, CD28+的高表达对提高

效应细胞杀瘤活性有促进作用[15], 相关性统计分析

CD3+CD28+细胞的变化与此相应。

T淋巴细胞在活化过程中, 会表达一些特殊的

分子, 如CD69(较早期)、CD71(早期)、CD25(晚期)、
HLA-DR(较晚期)以及黏附分子CD62L和CD44等[16]。

本实验中选用CD69、CD25、HLA-DR来监测效应

细胞的活化状态。其中,  Radstake等[17]的研究提示

CD69可能通过介导TGF-β的合成来调节细胞的凋

亡, 目前尚未有抗CD69单抗对其它表达CD69的细

胞(如T或B淋巴细胞)诱导凋亡的报道, 但很可能是

其诱导凋亡的路径尚未发现[18]。CD25是白细胞介

素2受体(IL-2R)的a链, 是T淋巴细胞活化和免疫反

应启动的重要标志, 在抗原的刺激下, 活化的T淋巴

细胞分泌IL-2作用于自身的IL-2R, 通过自分泌作用

促进活化细胞的增殖, 对CD25的表达抑制可以抑制

T细胞的细胞免疫功能, 抗CD25抗体已被用于移植

手术后的免疫治疗[19]。HLA-DR是MHC-Ⅱ类分子

的主要抗原之一, 在抗原提呈中起着第一信号作用, 
HLA-DR在静息的T细胞上表达很弱, T细胞激活时, 
其表达显著升高, 与CD69抗原不同, HLA-DR激活标

志在T细胞激活晚期表达且表达时间最长。

本实验统计数据结果显示, 在这些细胞活化表型

当中, 效应细胞杀伤率与CD3+CD25+、CD3+CD25+、

CD3+CD25+CD28+呈强正相关(P<0.05), 说明本实

验结果与以上文献相符, CD28+间接反映活化T
辅助细胞的数量, CD25+的表达反映细胞增殖潜

能, 说明效应细胞在其增殖旺盛状态和一定比例

活化T辅助细胞存在情况下杀伤能力更强, 而与

CIK细胞(CD3+CD16+CD56+)变化关系没有显著相

关性, 我们从以下几个方面考虑: 首先, 因为CIK细

胞 (CD3+CD16+CD56+)来源于CD3+CD16-的T淋巴细

胞, 主要是CD8+的T淋巴细胞[20], 故在培养CIK细胞

(CD3+CD16+CD56+)未达到总的培养细胞100%之

前, 本体系中效应细胞应该可以分为两种细胞, 一
是CD3+CD8+CD16+CD56+即CIK细胞, 二是还未分

化成CIK细胞的T细胞, 主要为CD3+CD8+细胞, 在培

养第7天时, CD3+CD8+细胞占主要比例, 执行效应

功能也主要为CD3+CD8+细胞, CD3+CD8+被大量激

活, 发挥细胞毒活性, 在第7天时, 细胞毒活性最

大, 然后细胞的免疫负反馈调节功能发挥作用, 可
能的因素包括CTLA-4表达[21], 抑制性细胞出现, 
如CD8+Treg细胞[22], 免疫抑制因子的分泌如IL-10、
TGF-β[14], CD69的持续表达[18], 均从一定程度上使

“有实际杀伤力的效应细胞”在第7天达到高峰后开

始相对减少, 另外, 体外培养的细胞缺少持续的抗原

刺激APC细胞减少, 以及辅助细胞如CD4+的减少也, 
均可导致培养后期细胞毒活性的降低, 这也是DC-
CIK共同培养细胞毒活性比单CIK要强的原因[23,24]。

综合以上这些因素, 就能解释为什么杀瘤实验结果

表明培养后效应细胞毒活性在第7天最高, 而且, 这
与Kuci等[25]的报道相符, 但本实验检测表型和细胞

因子尚还不够具体化, 接下来我们将对具体的某类

细胞及相关细胞因子进行具体检测, 以进一步揭示

外周血淋巴细胞经体外扩增的变化规律及其杀瘤机

制。

综上所述, 20例志愿者外周血淋巴细胞经体外

扩增培养后, 所得细胞主要是以CD3+细胞为主, CIK
细胞比例培养后期明显增多。在细胞培养的14天内
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影响杀瘤率的细胞主要是未分化成CIK细胞的T细
胞, 杀瘤率与其细胞活化状态相关, CIK细胞因细胞

比例较低而占次要地位, 这与以往认为CIK细胞起

主要杀瘤作用的观念不同。此外, 在临床实验中不

仅要考虑效应细胞的数量, 还要实时检测其活化状

态, 才能达到最佳的治疗效果。
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The Correlation Between Phenotypes of Human Peripheral Blood Lympho-
cytes Induce-cultured in vitro and Cytotoxic Activity  

Yun-Hong Liu, Ming-Yao Meng, Yan-Hua Xie, Ying Liu, Chuan-Yu Wei, Zong-Liu Hou*
(Key Lab of Kunming Medical College Affiliated Yan’an Hospital, Kunming 650051, China)

Abstract        In order to analyze the correlation between the phenotypes of in vitro cultured CIK cells and the 
cytotoxic activity, normal human peripheral blood lymphocytes and mononuclear cells were cultured and the cell 
percentage variation of 15 different phenotypes was measured by flow cytometry at the culture time points 0, 7 and 
14 days. In addition, the cytotoxic activity was tested with CCK-8 reagent. The results indicated that the expres-
sion of T cell active phenotypes after amplification and its cytotoxic activity peaked at the 7th day. there is positive 
correlation (P<0.05) with cell phenotype CD3+CD25+, CD3+CD28+, CD3+CD25+CD28+, CD3+CD4+ and negative 
correlation (P<0.05) with CD3+CD45RA+CD45RO+. Thus, our study shows that determination of related phenotype 
of activated cells can indirectly monitor their cytotoxic activity to tumor, providing experimental basis for clinical 
application of adoptive immunotherapy with CIK cells.

Key  words        cytokine-induced-culture; phenotype; cytotoxic activity; CIK
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