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树突状细胞与 CIK 细胞共培养诱生的 DCCIK

细胞群对肿瘤的杀伤作用
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摘要 由树突状细胞(DC)与细胞因子诱导的同源杀伤细胞(CIK)的共培养诱生的细胞群

(DCCIK) 对肿瘤细胞的细胞毒活性的研究。 DCCIK 细胞体外杀伤肿瘤靶细胞 A549(MTT 法)，效

靶比为 10 : 1 、 5 : 1 时杀伤率分别为 61% 、 52%0 DCCIK 细胞诱导培养 3 周后，放靶比为 10 : 1 、

5 : 1 时杀伤率分别为 64% 和 56%。数据亦表明 DCCIK 细胞对靶细胞的杀伤优于 CIK 细胞。动物

体内实验分荷瘤 A549 、 BEL7404和 A375 二组，每组分(A)DCCIK+ 化疗、 (B)羊用化疗。治疗 20 天、

35 天后测量各组肿瘤消失率。结果显示: DCCIK+化疗的抑瘤效果明显好于单纯化疗。才是示DCCIK

细胞有临床应用前景。

关键词 树突状细胞;细胞因子诱导的杀伤细胞;树突状细胞诱导的细胞因子杀伤细胞:

肿瘤免疫治疗

近年来研究表明，细胞因子诱导的杀伤(CIK)细

胞是重要的免疫放应细胞，与树突状细胞(DC)进行共

培养叫以民吁:以 CD3+CD56+ (NKT)表型为主的 T 杀

伤细胞群体(DCCIK){I:肿瘤忠者免疫治疗中显示了f

i苦的杀肿怕细胞作用，其功能 lj用外源肿瘤细胞裂介

物、肿榴相关抗屈激活的 DC 、 CIK 细胞共培养的

细胞不间，它不安T:要组织相容性复合体(MHC)限制，

日有较强的月中州免疫示。j沾性， ;至能显著地降低肿瘤

俯人的免疫 IfU~ 受性、下降 T 拥制细胞(Treg)的免疫

拥制作Jjj及有放地防止忠占白身免疫性疾病的产生。

1 材料与方法

1.1 材料

Balb/c 裸鼠 60 片， 6~8 用龄，由中国科学院上

海吱命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所动

物房提供，按标准培养环境条件饲养。用于接种的

人肝癌细胞株 BEL7404、人肺腺癌细胞株 A549 和

人黑色素咐细胞株A375 由中国科学院上海生物化学

IJ细胞生物学研究所细胞库提供。 AIM-V 培养液购

!可 Gibco {~限公司; TNF-α购自上海赛达生物药业有

限公司; rh-IL-4 购白 Amoytop Biotech。抗癌药物:

生之裂毒是~C、长杏新碱毗胶和)11版自由上海交通大学

医学院附同仁济民院提供。

1.2 方法

1.2.1 外用血羊核细胞分离 正常人外周血，经

Ficoll 分离获得单核细胞(PBMC)，分别诱导培养 DC

与 CIK 细胞。参照张富等[1J 方法进行诱导培养和I扩

增。

1.2.2 DC 扫描电镜标本制备 取 DC 培养液 0.5

ml，细胞密度为 1 X 10 5 个/时 ， PBS 洗涤 2 次，离心

1 000 r/min, 10 min; 以 0.25 ml PBSÆ悬，加样子多聚

赖氨酸包被玻片，室温下静置lO min; 以 PBS 液缓慢

流动轻洗玻片，置入 3% 戊二企醉 4 oc 固定 2 h; PBS 浸

洗 2 次，每次 10 min; 用预冷 1% 饿酸 4 0C 固定 1 h; 再

次 PBS 浸洗 2 次，每次 10 min; 梯度酒精脱水、临

界干燥法干燥后镀膜，电镜 F观察。

1.2.3 DCCIK 细胞形态、表型分析 使用 Bectom

Dicinson 公司 CD3-FITC 、 CD56-PE 工作液，分别加

入 FACS 试管中，再分别力rl lx 106 个 DCCIK 细胞，混

匀 4 0C 30 min，离心，将细胞悬浮于 0.5 ml PBS 中，进

行流式细胞仪测试。

1.2.4诱导培养 DCCIK 细胞 将分别诱导培养 7

天的 DC 与 CIK 细胞以 1 : 3 的比例剖合，培养液为

DCCIK 细胞培养液， tj牛 ml 无血泊培养液(AIM-V)加

100 u IL-I, 300 u IL-II, 100 ngα-Galcer， 10 ng抗CD3
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单抗。

1.2.5 效应细胞 DCCIK体外杀伤活性分析(以同源

CIK 细胞作为对，日我 )， MTT 法 将诱导培养的

DCCIK 细胞和 CIK 细胞分别加适量培养液，计数调

节细胞密度 4x l06 个 Im1 总量各不少于 22 m1 ; 经培

养液倍比稀释后其密度各分别为 : 4xl06 、 2x 10 6 、

lxl06 和 0.5xl06 个 1m! 。 靶细胞 A549 的准备:贴壁生

长细胞用膜蛋白酶消化液处理、离心后，取悬浮细

胞用 Hank's 液重复洗涤 · 加适量 lO%FCS RPMI 1640 

悬浮细胞，计数;用 10%FCS RPMI 1640 调节细胞密

度为 2xl05 个 m1，不少于 10 m1 。 细胞毒活性检测 :

接种靶细胞 A549 ， 按每孔 2xl04 个 1100μ1，于 96 孔

平底细胞培养板中培养4h 上;按效靶比 10 : 1 、 5 : 1 、

2.5 : 1 和1.25 : 1 分别加入 96 孔板中，每 6 孔为同一

组效靶比。经效应细胞培养液培养后，加入 MTT 液，

最后测A570 值。 计算杀伤率:杀伤率= 1- [(ET- E)/(T 

c)] xl00%, T 为靶细胞， E 为效应细胞， C 为空白 。

1 .2.6 效应细胞DCCIK体内抑瘤实验 分别接种

A549 、 BEL7404 和 A375 lxl07 个细胞， 11 -15 天内

在接种部位肿瘤生长到2-6 mm左右时选取肿瘤生长

大小相当，直径为 2-5 mm 形状规则的裸鼠供治疗实

验研究用。荷瘤 A549 、 BEL7404 和 A375 裸鼠各用

20只，实验分A和B 两组:A为化疗加DCCIK细胞组，

各 10 只。 B 为单纯化疗药物治疗组，各 10 只 。 选

用抗肿瘤临床化疗方案腹腔注射给药。给药剂量:

按预试验结果即 1. 5 mg/kg 丝裂霉素、 0.2 mg/kg 长

春新碱酌胶、 4 mg/kg 顺铀 。 DCCIK 细胞免疫治疗

的给药途径为腹腔注射。 剂量: 每次 2xl07 个 DCCIK

细胞，共 5 次 。 总剂量 : 1 x 108 个细胞 。 给药程序:抗

癌化疗药物一次性给药， 2天后给予DCCIK细胞实施

免疫治疗。每次腹腔注射 2xl07 个细胞，隔天再次注

射，共 5 次 。

1.2.7 生物学统计 DCCIK 细胞免疫力日化疗组和

单纯化疗组用药后 20天和 35天的抑瘤效应作生物统

计学处理，实验数据使用 SPSSll .0 统计软件分析，以

t 或 F检验。率的比较采用 χ2 检验， P<0 . 05 为差异

具有显著性。

2 结果

2.1 DC 形态

DC扫描电镜制备标本在电镜下观察细胞表面呈

绒毛突出层，随诱导培养时间的延长突出状更为明显

(图 1 ) 。
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图 1 DC 扫描电镜下树突状细胞的形态

图 2 DCCIK 细胞在相差显微镜下的形态

2.2 DCCIK 细胞形态

将培养的DCCIK细胞直接置载玻片加盖玻片后

在 Nikon 相差显微镜下观察，细胞均匀透亮(图 2)，经

流式细胞仪测试其细胞表型 CD3+ 为 97% ， CD56+ 为

70% 左右。

2.3 DCCIK 细胞、 CIK 细胞体外肿瘤杀伤分析

从图 3 和图 4 可见， CIK 细胞和 DCCIK 细胞对

A549肿瘤靶细胞的杀伤率表明，培养2-3周的DCCIK

细胞杀伤活性要稍强于同源 CIK 细胞 。 在效靶比

10 : 1 的条件下， DCCIK 细胞的杀伤活性均维持在

50% 以上。

2.4 DCCIK 细胞的体内抑瘤效应

DCCIK+ 化疗组与单纯化疗组分别于 15-35 天

测量肿瘤块大小和缩小的程度， 比较两组的差异 。

以检测不出瘤块为治愈 。 计算消失率(表 1 ) 。

2.5 用 DCCIK+ 化疗和单纯化疗不同天数后改

善带癌裸鼠治疗效果的比较

荷瘤 A549 、 BEL7404 和 A375 裸鼠(DCCIK+ 化

疗)实验组各 10 只，每组对应对照化疗组各 10 只， 通

过生物学统计，选择饲养 20 天、 30 天后计算其显著

性差异，结果分析表明这两种疗法都有一定疗效，但
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表 1 DCCIK +化疗和单纯化疗不同天数后改善带癌裸鼠治疗效果的比较

裸鼠街瘤名称

A549 

组别

A化疗 +DCCIK

B 化疗组

15 天消失率

30% 
25% 

20 天消失率 25 天消失率 30 术消失率 35 天消失率

20% 25% 20% 209毛

5% 5% 0% 0% 
BEL7404 A 化疗 +DCCIK 40% 10% 10% 10% 10% 

B 化疗组 15% 5% 0% 0% 0% 

A375 A 仕:fJ +DCCIK 40% 25% 209毛 20% 20% 
B 化疗组 20% 0% 0% 0% 0% 

荷瘤裸鼠经化疗加 DCCIK，单用化疗组治疗按 20 和 35 天来计算与比较肿瘤的消失率。 A549 分别为却%、 5% 、 20% 、 0%; BEL7404 
分别为 10% 、 5% 、 10% 、 0%; A375 分别为 25% 、 0% 、 20% 、 0% 动物实验结果中 DCCIK+ 化疗组对 A549 、 BEL7404 、 A375

荷瘤鼠的抑癌效果明显优于单纯化疗组。

:-.>'1 1V\ -DCCIK _CIK 

3 号l 丰斗丰÷二二
i、1.0: 1.β 1.25 : 1β2.5 : 1.0 5.0: 1.0 10.0 : 1.0 

效靶比

图 3 诱导培养2周后的 DCCIK细胞的同源 CIK细胞分别对

人体肺腺癌细胞 A549 杀伤率试验比较

DCCIK 细胞:"í效靶比 10 : 1 、 5 : 1 时杀伤率分别为 61% 、 52%;

CIK 细胞当效靶比 10 : 1 、 5 : 1 时杀伤率分别为 50% 、 47% 。

iilFVF卢
固4 诱导培养3周后的DCCIK细胞与同源 CIK细胞分别对

人体肺腺癌细胞 A549 杀伤率比较

DCCIK 细胞:当效靶比 10 : 1 、 5 : 1 时杀伤率分别为 64% 、 56% 。

CIK 细胞:当效靶比 10 : 1 、 5 : 1 时杀伤率分别为 55% 、 51 % 

DCCIK+ 化疗的效果要好于单纯化疗组。提示两者

合用有协同抑瘤作用。这为临床的化疗和 DCCIK 的

联合应用提供了实验依据(表 2) 。

3 讨论
1986 年， Schmidt 等[2]和 Laner 等[3]先后报道用

细胞因子从外周血单个核细胞中诱导出具 CD3+ 、

CD56+ 表型的 T 淋巴细胞。此后， Ortaldo 等[4]和 Lu

等[5]进一步对 CD3+、 CD56+ 细胞的特性和来源作了

详细研究。后来许多文献称该种细胞表型 CD3+ 、

CD56+ 的 T 细胞为 NKT 细胞。 NKT 细胞是细胞因

子诱导的杀伤细胞(CIK)中的主要效应细胞。 CIK 细

胞的经典诱导程序首先由 Schmidt-Wolf等于 1991 年

提出 [6]。由于 CIK 细胞的增殖活性和细胞毒活性均

优于 LAK 细胞而引起肿瘤临床研究者的瞩目。

DC是迄今发现的抗原力日工提呈能力最强的抗原

表 2 DCCIK加化疗和单纯化疗在用药后 20 天和 35 天后抑

瘤效应比较的差异显著性统计

裸鼠荷瘤名称 给药后 20 夭 给药后 35 天

BEL7404 T=2.97 T=3.16 
P<0.05 P<0.05 

A549 T=3.00 T=3.16 

P<0.05 P<0.05 

A375 T=3.54 T=6.3 

P<0;01 P<O.OI 

给药后 20 天和 35 天的 P 值显示: DCCIK 免疫治疗+化疗和单

纯化疗组在 BEL7404 、 A549 、 A375 荷瘤裸鼠治疗中存在显著

性差异。

提呈细胞(APC)。体内、外研究均表明 DC 能诱导

肿瘤宿主对特异性抗原的免疫应答，提高肿瘤宿主免

疫效应细胞的细胞毒活性。已知 APC 细胞， (特别是

DC)与CD中和CD8+T细胞之间相互作用所诱发的免

疫应答是免疫抑瘤效应的中心环节。由于许多肿瘤

宿主可能缺乏功能性DC而不能诱发抗原特异性T细

胞应答，故体外诱导功能性 DC 用于肿瘤的主动免疫

治疗是当今肿瘤生物治疗的研究热点之一。

Marten等[7， 8]发现， DC与 CIK细胞共培养可导致

DC 成熟和 CIK细胞激活。在共培养体系中， CIK 细

胞导致 DC 高表达 DC 特异性 CD80 、 CD86 等共剌

激分子和抗原提呈分子MHC-I和 MHC-II，并促使DC

大量分泌IL-12。己知共剌激分子表达上调可增强抗肿

瘤免疫应答[8]。而且-12 能诱导 CIK细胞分泌 IFN-y，

进一步激活 NKT 细胞和诱导 ThI 型免疫应答阴。

另一方面， Marten等[7]发现在两者的共培养体系

中， DC可促进CIK细胞高表达CD28和 CD40及其配

体(CD40L)，这对介导DCCIK细胞的细胞毒活性具有

重要意义。

Marten 等[8]用 CA-19-9 抗原肤负载成熟的 DC，

再与 CIK 细胞共培养把共培养细胞与同源同期的

CIK细胞进行比较，发现其对CIK耐受的膜腺癌细胞

的杀伤活性有了非常显著的提高，比未经抗原肤处理
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的 DC 与 CIK细胞共培养的细胞也有提高，提示有经

共培养的 CIK 细胞中抗原特异性 CTL 亚群的存在。

Schmidt等口。]通过实验证实 DC与 CIK细胞通过

共培养可降低 CIK细胞群中的免疫抑制T细胞(Treg

即 CD4+CD25+细胞)而达到削弱 Treg对抗肿瘤免疫

细胞的抑制作用。

实验证实 DC 与 CIK细胞共培养可使 CIK 细胞

群中的 CD4+CD25+ 表型 T 细胞下降(另文章发表)而

共培体系中的 CD3+CD56+ 细胞有所提高，使 DCCIK

细胞的增殖率得到提高，杀伤肿瘤细胞的活性亦明显

上升。今己证实当肿瘤患者体内血液循环中存在肿

瘤细胞脱落抗原时， DC 同样亦参与抗原提呈及 CIK

细胞激活，能起特异性的抗肿瘤作用。

在文献报告中，与 DC共培养的CIK细胞的细胞

毒活性明显大于 CIK 细胞。我们的结果提示，由于

与DC共培养的CIK细胞比同源CIK细胞有较高的杀

·研究论文·

伤活性和大得多的增殖能力共培养使两者释放出更

多的细胞因子和各种免疫活性物质。因而具有更高

的杀瘤活性，这为肿瘤的过继免疫治疗提供了更多更

具抑瘤活性的免疫效应细胞。我们认为 DC 与 CIK

共培养所诱生的DCCIK细胞制剂具有较高的肿瘤临

床价值，可作为配合手术、放化疗治疗肿瘤的辅助

手段，在防止肿瘤的转移和复发中发挥作用，并可进

一步提高肿瘤患者的生存率，改善他们的生活质量。
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The Immunotherapeutic Antitumor Effect of Dendritic Cells 
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Abstract To investigate the antitumor effects of DCCIK which is from dendritic cells were co-cultured 

with the cytokine induced killer cells (CIK). MTT assays were used to comp缸e the cytotoxicity between DCCIK 

and CIK cells in vitro. DCCIK cells showed better antitumor cytotoxic effects than the CIK cells. The anticancer 

effects of DCCIK combined with chemotherapy or chemotherapy alone which were evaluated by using of these 

cells to treat the Ba1b/c nude mice which were implanted the A5491ung cancer, BEL-7404liver cancer and A375 

melenoma cells. Measurement of tumor size after 20 and 35 days of treatment, the result indicated that immuno

therapy of DCCIK cells plus chemotherapy had a better antitumor effect than the chemotherapy alone. And it a1so 

suggested the DCCIK cells has a potentia1 c1inic va1ue. 
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