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　　鼻咽癌是中国南方地区的高发肿瘤，是目前放疗有效率

较高的肿瘤之一，但复发和转移仍是导致鼻咽癌患者治疗失

败的主要原因。如何完善鼻咽癌的综合治疗，提高其总体生

存率是目前鼻咽癌治疗的重点。细胞因子诱导的杀伤（ｃｙｔｏ

ｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞过继免疫疗法已经成为肿瘤患

者放、化疗后辅助治疗的重要手段之一，对于促进患者免疫

系统的重建、消除残留病灶及骨髓保护等都有良好的效

果［１２］。本研究观察了鼻咽癌患者自体ＣＩＫ细胞的体外增殖

能力及杀瘤活性，并与ＣＤ３ＡＫ和ＬＡＫ细胞进行比较，旨在

为鼻咽癌自体ＣＩＫ细胞治疗应用于临床提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　临床资料　研究组外周血样本采集自在我科就诊的２４

例鼻咽癌患者，男性１６例、女性８例，年龄３３～７２岁（中位年

龄５２岁）。全部患者均经病理学明确诊断为鼻咽鳞癌。其

中临床Ⅱ期１２例、Ⅲ期９例、Ⅳ期３例，均在未行放化疗前抽

取血样。对照组外周血样本采集自２４例健康成年人，男性

１１例、女性１３例，年龄３３～７２岁（中位年龄４６岁）。两组样

本均不伴有免疫系统或造血系统疾病，不伴有感染。

１．２　实验材料　人淋巴细胞分离液（ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅＰＬＵＳ）购

自ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；抗ＣＤ３ｍＡｂ购自北京邦定

生物医学公司；重组人白介素２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）购自山东

泉港药业有限公司；重组人白介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１）及重

组人干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）购自 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。

ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ试剂购自上海研

生生化试剂有限公司，ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海博谷生物科技

有限公司；酶标仪为 ＢｉｏＲａｄ公司产品。人鼻咽癌细胞株

ＨＯＮＥ１购自中国科学院细胞库，在含有１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中于３７℃、７０％湿度、５％ＣＯ２条件下常规

培养、传代。

１．３　ＣＩＫ细胞的体外诱导培养［１］　用ＣＯＢＥＳｐｅｃｔｒａ６血细

胞分离机分离外周血单个核细胞，再用淋巴细胞分离液分离

出淋巴细胞。用含血清培养液调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ，

在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，于培养当天加入１×１０６Ｕ／Ｌ

ＩＦＮγ，２４ｈ后加入ＩＬ２、抗ＣＤ３ｍＡｂ、ＩＬ１，终浓度分别为

３×１０５Ｕ／Ｌ、５０μｇ／Ｌ、１×１０
５Ｕ／Ｌ，继续培养、传代，定期补充

抗ＣＤ３ｍＡｂ和ＩＬ２。

１．４　ＣＤ３ＡＫ细胞和ＬＡＫ细胞的诱导培养　将鼻咽癌患者

外周血提取的单个核细胞密度调至１×１０６／ｍｌ，加入终浓度

为１ｍｇ／Ｌ的抗ＣＤ３ｍＡｂ和３×１０５ Ｕ／Ｌ的ＩＬ２，３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养，每３ｄ添加新鲜培养液和ＩＬ２即可培养

ＣＤ３ＡＫ细胞。

　　将鼻咽癌患者外周血提取的单个核细胞密度调至１×

１０６／ｍｌ，加入ＩＬ２，终浓度为１×１０６Ｕ／Ｌ，定期更换培养液和

补充ＩＬ２即可获得ＬＡＫ细胞。

１．５　活细胞的计数　 在诱导培养后第０、４、８、１２、１６、２０天

分别取培养的ＣＩＫ、ＣＤ３ＡＫ、ＬＡＫ细胞悬液，用锥虫蓝拒染

法计数活细胞，动态观察ＣＩＫ细胞的增殖能力。

１．６　细胞分泌ＩＬ２、ＴＮＦα、ＩＦＮγ水平测定　于培养的第

０、４、８、１２、１６天分别取健康人和鼻咽癌患者ＣＩＫ细胞，充分

洗涤，调整细胞密度为２×１０６／ｍｌ，培养２４ｈ后，收集上清，用

ＥＬＩＳＡ法定量测定ＣＩＫ细胞培养上清中ＩＬ２、ＴＮＦα、ＩＦＮγ
变化情况。

１．７　体外细胞毒活性检测　分别以体外培养１５ｄ的ＣＩＫ、
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ＣＤ３ＡＫ、ＬＡＫ细胞为效应细胞，鼻咽癌细胞株 ＨＯＮＥ１为靶

细胞，效靶比为１１、５１、１０１、２０１，置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中培养７２ｈ，每孔加１０μｌＭＴＴ（终浓度５ｇ／Ｌ），继续

孵育４ｈ，离心，去上清，每孔加入二甲基亚蓝１５０μｌ，用酶标

仪测４９０ｎｍ处的光密度（Ｄ）值，计算杀瘤率。杀瘤率（％）＝
［１－（实验组Ｄ 值－单纯效应细胞组Ｄ 值）／单纯靶细胞组Ｄ
值］×１００％。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计

量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间资料进行ｔ检验或单因素方差分

析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞体外扩增能力　ＣＤ３ＡＫ、ＬＡＫ、ＣＩＫ细胞均随培养

时间的延长，细胞数量逐渐增加，培养２０ｄ时，ＣＤ３ＡＫ 和

ＬＡＫ细胞扩增倍数分别约为４２倍和２５倍，而正常人及鼻咽

癌患者 ＣＩＫ 细胞体外增殖倍数均为 １２０ 倍左右，高于

ＣＤ３ＡＫ 和 ＬＡＫ 细 胞，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜０．０５，

表１）。　　　　

表１　各效应细胞连续培养２０ｄ细胞增殖情况

ｎ＝２４，珚ｘ±ｓ，×１０６·ｍｌ－１

细胞
培养天数ｔ／ｄ

０ ４ ８ １２ １６ ２０
鼻咽癌患者

　　ＣＤ３ＡＫ １．０３±０．２１ ２．９９±１．３３ １０．７３±４．８１ １９．３２±６．４２ ３０．７１±７．３９ ４２．４３±２．５６

　　ＬＡＫ １．１３±０．０３ ３．４４±１．５３ ７．５５±２．２４ １１．４７±５．７３ １９．２３±７．２１ ２５．３３±５．６４

　　ＣＩＫ １．０４±０．１１ ４．３３±１．２３ １８．０２±４．０５ ３８．８１±１０．３２ ８２．６２±８．６１ １１６．２２±１０．４５

正常对照组

　　ＣＩＫ １．０７±０．１２ ４．２９±１．２６ １７．１７±４．３３ ４０．２２±９．３６ ７５．５６±１０．４３ １２０．６５±９．３２

　Ｐ＜０．０５与ＣＤ３ＡＫ和ＬＡＫ细胞比较

２．２　ＣＩＫ细胞分泌细胞因子水平　在不同时间点，正常人

和鼻咽癌患者体外ＣＩＫ细胞分泌ＩＬ２、ＴＮＦα、ＩＦＮγ水平从

第４天开始均升高，其中ＩＬ２在第１２天左右达到分泌最高

峰，随后逐渐下降；ＴＮＦα和ＩＦＮγ仍持续升高，见表２。正

常人外周血ＣＩＫ细胞与鼻咽癌患者外周血ＣＩＫ细胞分泌各

种细胞因子的水平差异无统计学意义。

表２　ＣＩＫ细胞不同培养时间分泌细胞因子水平

ｎ＝２４，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

细胞因子
培养天数ｔ／ｄ

０ ４ ８ １２ １６

ＩＬ２

　　正常对照组 ４．１２３±０．９５１ １４．１１４±２．６６２ ２５．３４５±５．１５８ １８９．５２０±１３．２２５ ６２．５３１±９．４３２

　　鼻咽癌患者 ４．２２１±１．００４ １１．４１２±２．１７４ ２３．９５２±４．９９２ １７８．４２１±１３．０１１ ５９．０６２±９．２２６

ＴＮＦα

　　正常对照组 ４．５７３±１．２１２ ８．３７２±１．３４７ １２．４８３±２．２２３ １００．７８３±１０．２６２ ２７４．６５２±１９．３６７

　　鼻咽癌患者 ５．２２９±１．１０４ ７．９３７±１．２２５ １３．１６７±２．４６２ １０４．８９２±１０．３３６ ２７７．２０２±２１．４５８

ＩＦＮγ

　　正常对照组 ７．０９３±１．３３２ １０．２１１±１．４７６ １７．４６３±２．３６８ ９７．４８３±９．３３７ １４０．２７４±１６．１１７

　　鼻咽癌患者 ５．３４７±０．９８２ ９．３３６±１．２１６ １６．４９１±２．０２５ １０１．２６８±１０．１２３ １２９．２３１±１４．５３３

２．３　各效应细胞对人鼻咽癌细胞杀瘤活性的检测　各效应

细胞分别按效靶比１１、５１、１０１、２０１与 ＨＯＮＥ１靶细

胞混合培养７２ｈ，可见不同效应细胞的杀瘤率均随效靶比的

升高而升高，相同效靶比情况下，鼻咽癌患者的ＣＩＫ细胞体

外杀瘤活性强于ＣＤ３ＡＫ和ＬＡＫ细胞，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），而鼻咽癌患者和正常人来源的ＣＩＫ细胞在体外

杀瘤活性差异无统计学意义。见表３。

３　讨　论

　　生物免疫学中的过继免疫治疗因其对机体的正常组织、

细胞，特别是免疫结构与功能没有进行性损害作用，而且还

有调节增强作用，越来越受到关注。以往的过继免疫疗法如

ＬＡＫ细胞、ＴＩＬ细胞和ＣＤ３ＡＫ细胞由于体外增殖能力弱、

杀瘤活性低及体外抗肿瘤活性依赖外源性ＩＬ２容易对机体

造成损害等缺点，一直未能广泛应用于临床。ＣＩＫ细胞是

１９９１年斯坦福大学ＳｃｈｍｉｄｔＷｏｌｆ等［３］报道的一类由多种细

胞因子诱导的杀伤细胞，是将人外周血单个核细胞在体外与

多种细胞因子（抗ＣＤ３ｍＡｂ、ＩＬ１等）共同培养一段时间后获

得的一群异质细胞。由于该种细胞同时表达ＣＤ３和ＣＤ５６

两种膜蛋白分子，故又被称为自然杀伤细胞样Ｔ淋巴细胞，
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兼具Ｔ淋巴细胞强大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限制性杀瘤优点，应用ＣＩＫ细胞被认为

是新一代肿瘤过继免疫治疗的首选方案。目前认为ＣＩＫ细

胞的杀瘤机制主要为：（１）对肿瘤细胞的直接杀伤作用；（２）

ＣＩＫ细胞表面的ＣＤ３或类似ＣＤ３受体被结合而激活ＣＩＫ细

胞产生胞质毒性颗粒介导的溶细胞作用；（３）ＣＩＫ细胞可以

释放大量炎性细胞因子；（４）诱导细胞凋亡；（５）促进Ｔ细胞

增殖活化等［４］。本研究对鼻咽癌患者ＣＩＫ细胞、ＬＡＫ细胞

和ＣＤ３ＡＫ细胞的体外增殖能力、杀瘤活性进行了比较，证实

鼻咽癌患者 ＣＩＫ 细胞体外增殖能力和杀瘤活性明显强于

ＬＡＫ细胞和ＣＤ３ＡＫ细胞（Ｐ＜０．０５）。

表３　不同效靶比时各效应细胞对人鼻咽癌细胞株ＨＯＮＥ１的杀瘤率

ｎ＝２４，珚ｘ±ｓ，％

细胞
效靶比

１１ ５１ １０１ ２０１
正常对照组

　　ＣＩＫ ５．０３±１．２３ ３０．５８±３．９２ ５２．１９±４．８７ ８６．２３±５．３９
鼻咽癌患者

　　ＣＩＫ ４．８２±１．１２ ３５．０９±３．２２ ５４．４３±２．３７ ８１．２１±４．８５

　　ＬＡＫ １．０９±０．７７ １０．８７±２．１１ ２９．０３±２．１１ ４５．３７±２．５１

　　ＣＤ３ＡＫ １．９３±０．６８ １５．１６±２．５８ ２７．５７±２．４９ ４２．８２±３．０４

　Ｐ＜０．０５与ＣＤ３ＡＫ和ＬＡＫ细胞比较

　　本研究比较了体外培养的健康人和鼻咽癌患者外周血

ＣＩＫ细胞的体外增殖能力、分泌细胞因子水平、杀瘤活性的

差别，结果发现健康对照组和鼻咽癌患者的ＣＩＫ细胞的数量

均随着培养时间的延长呈稳步增长的趋势，且都能产生大量

ＩＬ２、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等具有很强抗肿瘤活性的细胞因子，两

组比较差异无统计学意义。同时还观察到健康对照组与鼻

咽癌患者ＣＩＫ细胞的体外杀瘤活性亦无明显差别，这与国内

要跟东等［５］的研究结论不同，在他们的研究中健康人的ＣＩＫ
细胞体外杀瘤活性明显高于鼻咽癌患者，考虑可能与本研究

中健康对照组年龄范围较大（最大年龄７２岁，６０岁以上５
人）有关。年龄是影响免疫力的重要因素，年龄增大免疫力

会下降，故本研究中健康对照组的体外杀瘤活性与鼻咽癌患

者相当，而没有明显高于鼻咽癌患者。在今后的研究中将进

一步就不同年龄段、不同性别患者的情况进行分析，并提高

样本量。

　　理论上，患者自体ＣＩＫ细胞体外扩增回输体内相对其他

来源可以避免免疫排斥反应及交叉感染的发生，安全性得到

明显提高，本研究为鼻咽癌的自体ＣＩＫ细胞过继疗法提供了

实验依据。
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