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ＣＩＫ细胞免疫治疗在原发性肝癌中的应用及对免疫活性细胞的影响

宋　娟，钱　程　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院病理学研究所西南癌症中心）

　　［摘要］　目的　探讨ＣＩＫ细胞续灌输入治疗对原发性肝癌患者免疫功能的影响，研究其防止肝癌
术后复发的有效性。方法　取重庆市西南医院２０１２年９月至２０１４年９月收治的资料齐全的原发性肝
癌患者共５４例。随机将所有患者分为治疗组与对照组。治疗组２７例患者，接受 ＣＩＫ细胞续灌输入治
疗；对照组２７例，接受常规治疗。另取同时期我院体检中心的健康体检者１６例为健康组。治疗组患者
术后接受ＣＩＫ细胞续灌输入治疗２个疗程，对照组患者术后仅接受常规支持治疗。对所有患者进行随
访。在ＣＩＫ细胞回输前后用流式细胞仪测定受试者外周血的 Ｔ细胞亚群和树突状细胞亚群的比例变
化，并分别统计治疗组与对照组患者治疗１年后的复发率，进行对比分析。结果　研究结果显示健康组
患者相比，原发性肝癌患者的外周血ＣＤ８＋／ＣＤ４＋及 ＤＣ１／ＤＣ２比值均有降低，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）。接受ＣＩＫ细胞治疗后，患者外周血 ＣＤ８＋占外周血单个核细胞百分比较治疗前升高，ＤＣ１／ＤＣ２
亦升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。治疗组复发率低于对照组（１１．１％ ｖｓ３３．３％，Ｐ＜０．０５），治
疗组死亡率亦低于对照组，但差异无统计学意义（１１．１％ ｖｓ１８．５％，Ｐ＞０．０５）。治疗组无明显不良反
应。结论　原发性肝癌患者自身免疫环境发生变化，ＣＩＫ细胞在提高患者免疫功能，降低肝癌复发率方
面有一定效果。
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　　作为目前全球范围内对人类健康威胁最大的疾病
之一，原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＰＨＣ）又被简称为肝癌。其由肝细胞和（或）肝内胆管
上皮细胞癌变导致［１］。由于我国客观条件限制，多数

肝癌患者在就诊时已经错过了最佳手术时机，导致部

分患者无法彻底清除病灶，预后不良，严重影响生活质

量，甚至威胁生命［２］。近年来，随着国内外关于 ＣＩＫ
细胞续灌输入治疗相关研究的不断进展，我国对原发

性肝癌患者进行 ＣＩＫ细胞续灌输入治疗这一治疗方
案正在逐渐普及［３］。但关于 ＣＩＫ细胞续灌输入对于
原发性肝癌治疗的具体机制仍不清楚。本研究选取

２０１２年９月至２０１４年９月的５４例原发性肝癌患者，
以研究ＣＩＫ细胞续灌输入治疗对原发性肝癌患者免
疫功能的影响，并探讨其防止肝癌术后复发的有效性。

现报告如下。

１　对象与方法

１．１　研究对象
　　取重庆市西南医院２０１２年９月至２０１４年９月收
治的资料齐全的原发性肝癌患者共５４例进行研究。
分期均为Ⅰ、Ⅱ期，Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ分级均为Ａ、Ｂ级。肿瘤
直径４～７ｃｍ。卡氏评分（Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ，ＫＰＳ）＞９０分。其
中男性３５例，女性１９例，年龄４４～７９岁，平均５１．２岁。
并确保５４例患者在接受治疗前未使用免疫抑制剂与

激素类药物。全部患者根据相应体征、临床症状、Ｂ超
以及病理学检查明确诊断，并且行外科手术治疗切除

肿瘤，清扫淋巴结，病理确认无转移。随机将所有患者

分为治疗组与对照组。治疗组２７例患者，接受ＣＩＫ细
胞续灌输入治疗；对照组２７例，仅接受常规治疗。其
中治疗组男性１６例，女性１１例，年龄４５～７７岁，平均
５０．９岁；对照组男性１８例，女性９例，年龄范围４４～
７９岁，平均５１．４岁。两组患者一般资料比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），详见表１。另取同时期我院体
检中心的健康体检者１６例为健康组。
１．２　材料
　　ＩＬ１α购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，ａｎｔｉＣＤ３ＭｃＡｂ购
自美国 Ｒ＆Ｄ公司，ｒｈＩＦＮγ购自上海克隆生物高技术
公司，ＩＬ２购自美国 Ｃｈｉｒｏｎ公司，无血清培养基购自
美国ＧＩＢＣＯ公司，检测Ｔ细胞亚群与 ＤＣ细胞亚群的
各类抗体均购自美国 ＢＤ公司。Ｓｐｅｃｔｒａ６．１成分血采
血机购自美国ＣＯＢＥ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞分析
仪购自美国 ＢＤ公司。使用软件包括：ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ、
ＳｉｍｕｌＳＥＴ、ＭｕｌｔｉＳＥＴ和ＦＡＣＳＣＯＭＰ。
１．３　方法
１．３．１　ＣＩＫ细胞制备　　采取治疗组患者６０ｍＬ外
周血，使用密度梯度离心法（ｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇａ
ｔｉｏｎ）分离得到１×１０７～７×１０７个单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈ
ｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。将细胞浓度使用

表１　研究纳入２组原发性肝癌患者一般资料比较［例（％）］

年龄 性别 Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ分级 临床分期 肿瘤直径
组别 ｎ

＜６０岁 ≥６０岁 男 女 Ａ Ｂ Ⅰ期 Ⅱ期 ＜５ｃｍ ≥５ｃｍ

治疗组 ２７ １７（６３．０） １０（３７．０） １６（５９．３） １１（４０．７） ２１（７７．７） ６（２２．３） ２０（７４．１） ７（２５．９） １６（５９．３） １１（４０．７）

对照组 ２７ １８（６６．７） ９（３３．３） １８（６６．７） ９（３３．３） ２３（８５．３） ４（１４．８） １９（７０．４） ８（２９．６） １７（６３．０） １０（３７．０）
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无血清培养基调整至 １×１０６／ｍＬ ～２×１０６／ｍＬ，加
ＩＦＮγ在３７℃、５％ＣＯ２环境中于透气性培养瓶进行培
养２４ｈ。随后将小鼠抗人 ＣＤ３单抗（１００ｎｇ／ｍＬ）、
ＩＬ２（１０００Ｕ／ｍＬ）和 ＩＬ１α（１０００Ｕ／ｍＬ）依次加入，
每日观察细胞生长情况并继续培养。每２～３天补充
一次新鲜含１％自体血浆和 ＩＬ２（５００Ｕ／ｍＬ）培养液。
继续培养２周，质控合格后将 ＣＩＫ细胞收集、离心、洗
涤，用含２０％人血白蛋白的生理盐水进行重悬。
１．３．２　ＣＩＫ细胞质控　　所有参与本研究 ＣＩＫ细胞
培养、制备的人员均经过药品生产质量管理规范

（ＧＯＯＤＭＡＮＵＦＡＣＴＵＲＩＮＧＰＲＡＣＴＩＣＥＳ，ＧＭＰ）培训以
及相应体检。制备操作过程与相应试剂、仪器亦符合

临床规定的安全标准。在换液时，对 ＣＩＫ细胞制剂进
行抽查，要求为：①ＣＩＫ细胞存活率 ＞９５％；②ＣＩＫ门
（ＣＩＫｇａｔｅ）中 ＣＤ３＋≥８０％，ＣＤ８＋Ｄ≥４０％，ＣＤ３＋

ＣＤ５６＋≥３０％；③未受外源真菌、细菌、病毒或其他微
生物污染；④无血清蛋白、抗生素、抗体等添加成分。
１．３．３　ＣＩＫ细胞回输　　于ＣＩＫ细胞培养第１４日开
始，每次收集约５×１０９ＣＩＫ细胞，经过离心、洗涤、重悬
后制成２５０ｍＬＣＩＫ细胞悬液，经静脉于１ｈ内回输入
患者体内，隔日后再回输一次。２次为１疗程，共持续
２个疗程。对照组患者不行ＣＩＫ细胞续灌输注治疗。
１．３．４　Ｔ细胞亚群与 ＤＣ细胞亚群测定　　所有患
者（治疗组、对照组）与健康者均于治疗前抽取静脉抗

凝血５ｍＬ，进行相应的 Ｔ细胞亚群（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、
ＣＤ８＋）与 ＤＣ细胞亚群测定 （ＤＣ１：ＣＤ４５＋ＬＩＮ－

ＣＤ１２３－ＣＤ１１Ｃ＋；ＤＣ２：ＣＤ４５＋ＬＩＮ－ＣＤ１１Ｃ－ＣＤ１２３＋）。
治疗组患者于ＣＩＫ细胞回输后的第１４日重复测定。

１．４　临床复发率评价
　　对所有患者从症状、体征、生化指标、病毒学指标、
免疫学指标以及影像学指标方面进行评价。并统计随

访１年时（死亡患者则为死亡时）的复发率。
１．５　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学处理。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，采用独立样本ｔ检验与配对样本ｔ检验。
计数资料以百分比（％）表示，采用χ２检验。

２　结果

２．１　治疗前治疗组、对照组与健康组患者外周血Ｔ细
胞亚群和ＤＣ细胞亚群比较

　　术前对本研究治疗组与健康组患者进行外周血 Ｔ
细胞亚群和ＤＣ细胞亚群的检验分析，结果显示治疗
组患者外周血ＣＤ３＋占外周血单个核细胞百分比水平
高于健康组（Ｐ＜０．０５），ＣＤ８＋低于健康组（Ｐ＜０．０５），
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋高于健康组（Ｐ＜０．０５），ＤＣ１／ＤＣ２低于健
康组（Ｐ＜０．０５），差异有统计学意义。而两组间
ＣＤ４＋、ＤＣ１和ＤＣ２占外周血单个核细胞百分比水平
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。详见表２。
２．２　治疗组患者外周血 Ｔ细胞亚群和 ＤＣ细胞亚群

治疗前后比较

　　治疗组接受术后ＣＩＫ细胞续灌输入治疗后，外周血
ＣＤ８＋占外周血单个核细胞百分比水平较治疗前提高
（２６．３９％ ±７．８５％ ｖｓ２９．１４％ ±９．１８％），ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

则明显下降（１．７４±０．５４ｖｓ１．５６±０．６２），ＤＣ１／ＤＣ２高
于治疗前（１．１５±１．１３ｖｓ１．５２±１．５３），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。而 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＤＣ１、ＤＣ２则与治疗前
相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。详见表３。

表２　不同组间治疗前外周血Ｔ细胞亚群和ＤＣ细胞亚群比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＤＣ１（％） ＤＣ２（％） ＤＣ１／ＤＣ２

治疗组 ２７ ７８．３１±１７．３１ａ ４２．７４±１０．７４ ２６．３９±７．８５ａ １．７４±０．５４ａ ０．９０±０．８９ ０．８２±０．３６ １．１５±１．１３ａ

健康组 １６ ７０．９７±８．６３ ４１．２１±６．５２ ３１．４８±５．４７ １．３６±０．３４ ０．８２±０．０９ ０．６０±０．１９ １．２９±０．２２

ａ：Ｐ＜０．０５，与健康组比较

表３　治疗组患者治疗前后外周血Ｔ细胞亚群和ＤＣ细胞亚群比较（ｎ＝２７，珋ｘ±ｓ）

时间 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＤＣ１（％） ＤＣ２（％） ＤＣ１／ＤＣ２

治疗前 ７８．３１±１７．３１ ４２．７４±１０．７４ ２６．３９±７．８５ １．７４±０．５４ ０．９０±０．８９ ０．８２±０．３６ １．１５±１．１３

治疗后 ７８．６９±１７．３１ ４１．３９±１１．５９ ２９．１４±９．１８ａ １．５６±０．６２ａ ０．８７±０．６８ ０．７４±０．６３ １．５２±１．５３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与治疗前比较
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２．３　两组患者接受不同治疗后复发率、死亡率以及不
良反应比较

　　两组患者接受不同治疗后，进行随访并，记录死亡
率和治疗后１年的复发率（死亡患者为死亡时）。治
疗组共有 ３例患者肝癌复发，全部死亡，复发率为
１１１％，死亡率１１．１％；对照组共９例复发，其中５例
死亡，复发率为３３．３％，死亡率１８．５％，两组间复发率
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但两组间的死亡率差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＫＭ曲线详见图１。治
疗组２７例患者，有５例在ＣＩＫ细胞回输后的６ｈ内出
现３７．３～３８．０℃的低烧，且能在６ｈ内自行退烧。余
无明显不良反应。
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Ａ：累计复发率曲线；Ｂ：生存率曲线

图１　两组患者接受不同治疗后复发率、死亡率以及

不良反应比较

３　讨论

　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＰＨＣ）是一种由肝细胞和（或）肝内胆管上皮细胞癌变
导致的恶性肿瘤疾病，被简称为肝癌。根据文献报道，

每年全世界直接或间接死于原发性肝癌的人数高达

６０万，而近年来，其也逐渐成为国内死亡率第二的肿
瘤性疾病［４］。并且伴随人口老龄化问题的加重，其死

亡率仍有进一步上升的趋势。外科手术切除作为当前

原发性肝癌的治疗首选方法，在对患者进行严格的手

术指征选择的前提下，５年生存率能够达到７０％［５］，但

由于我国客观条件限制，多数肝癌患者在就诊时已经

错过了最佳手术时机，只能选择管肝动脉化疗栓塞

（ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）、射频
消融（ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｂｌａｔｉｏｎ，ＲＦＡ）、放化疗或肝移植
（ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ＬＴＯ）中的一种或几种
进行综合治疗，往往不能完全清除病灶，甚至对患者本

身的免疫功能造成影响，治疗效果差强人意［６～８］。

　　ＣＩＫ细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）作为自体
脐血或外周血来源的单个核细胞，是由细胞因子诱导

的具有免疫活性的杀伤细胞。其最早在１９９１年被斯
坦福大学的ＳｃｈｍｉｄｔＷｏｌｆ等人发现并研制［９］。因其是

具有ＣＤ３＋与ＣＤ５６＋双阳性、兼具自然杀伤细胞（ｎａ
ｔｕｒｅｋｉｌｌｃｅｌｌ，ＮＫ）的主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓ
ｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）限制性杀伤与淋巴 Ｔ细
胞的高效杀瘤作用的细胞毒性杀伤细胞，并且体外扩

增快，杀瘤效率高，抗瘤谱广泛，毒副作用少，对多重耐

药性肿瘤细胞敏感性高，已作为继手术治疗、化学药物

治疗、放射治疗之后对原发性肝癌的第４中治疗模式：
生物治疗，并成为研究热点［１０］。

　　和刚等的研究发现［１１］，人体的主要免疫调节作用

由辅助性Ｔ细胞（ＣＤ４＋）与杀伤性 Ｔ细胞（ＣＤ８＋）相
互作用形成，而 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值在一定程度上能够
代表当前机体的免疫状态。施明等也认为［４］，肿瘤细

胞能够逃避免疫系统监视的能力是导致其较难根治的

主要原因之一，而原发性肝癌患者的细胞免疫往往功

能低下，这可能与肿瘤细胞免疫原性弱，使机体难以产

生针对性的 ＣＤ８＋有关。因此，若要提高原发性肝癌
的治疗效果，不仅要提升体内细胞毒作用效应细胞水

平，还需要提升相应辅助性细胞水平。本研究结果显

示，与健康患者相比，原发性肝癌患者的外周血 ＣＤ８＋

和ＤＣ１／ＤＣ２均有不同程度降低，提示患者细胞免疫功
能受限。在接受ＣＩＫ细胞续灌输入治疗后，研究组患
者以上指标均较治疗前有显著提升，这可能与 ＣＩＫ细
胞中ＣＤ８＋水平较高，且能分泌大量 ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＩＬ１２
等Ｔｈ１类细胞因子，对体内其他细胞因子的释放产生
调节作用，进而产生一系列提升细胞免疫功能的反应

有关［１２］。ＤＣ细胞作为目前发现的人体中抗原提呈功
能最强的免疫细胞，对刺激、促进 Ｔ细胞的增殖作用
显著，在先天性免疫与获得性免疫中均扮演重要角

色［１３］。本研究发现，经 ＣＩＫ细胞续灌输入治疗后，原
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发性肝癌患者ＤＣ１／ＤＣ２水平较治疗前显著改善，提示
ＣＩＫ细胞不仅能够增强机体针对癌细胞的细胞免疫功
能，还能提升免疫监视功能水平，这可能与治疗组经

ＣＩＫ细胞续灌输入治疗后复发率较常规治疗明显降低
有关，但两组间死亡率差异无统计学意义，是否与样本

量过小有关，仍有待于进一步研究。

　　综上所述，原发性肝癌患者自身免疫环境发生变
化。流式细胞术具有快速、准确、灵敏的优点，通过流

式细胞术对原发性肝癌患者治疗前后的免疫功能进行

评价，认为 ＣＩＫ细胞在提高患者免疫功能，降低肝癌
复发率方面有一定效果，可以改善患者预后，值得临床

推广。
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