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自体树突状细胞疫苗联合细胞因子诱导的杀伤细胞治疗胆系肿瘤的临

床疗效观察
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第二军医大学东方肝胆外科医院生物治疗科#上海
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!摘要"

!

目的
!

观察自体树突状细胞$

AK

%疫苗联合细胞因子诱导的杀伤细胞$

KCb

细胞%治疗胆系肿瘤的临床疗效)

方法
!

采集患者外周血单个核细胞#采用多种肿瘤抗原刺激后进行扩增和培养#收获成熟
AK

制成疫苗进行皮内注射#同时

联合自体
KCb

细胞静脉回输#观察
%$

例胆系肿瘤患者治疗前后的临床疗效(免疫功能(不良反应及生存时间)

结果
!

%$

例

胆系肿瘤患者经自体
AKGKCb

细胞治疗后#临床症状较前明显改善$

<

$

">"$

%'临床疗效显著#完全缓解
!

例$

!>&̂

%(部分缓

解
#E

例$

#'>$̂

%(疾病稳定
$E

例$

'&>$̂

%及疾病进展
#$

例$

#D>'̂

%'免疫功能提高#治疗后淋巴细胞亚群中
KA&

n

(

KA&

n

KAE

n

(

KA&

n

KA%

n

(

KA&

n

KA$'

n及
KAE

n

"

KA%

n比值升高#而调节性
M

细胞降低$

<

$

">"$

%)至随访结束#

$%

例患者死亡#

!

例失访#

!$

例存活#中位生存期为
#'>$

个月$

N$̂ KC

!

#!>#

"

!">N

个月%)

结论
!

自体
AKGKCb

细胞治疗是胆系肿瘤患者一

种安全有效的治疗方法#不良反应少#但相关结论仍有待进一步大样本随机对照研究证实)
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胆道系统肿瘤简称胆系肿瘤#是起源于胆囊和

胆管上皮的恶性肿瘤#包括肝内胆管癌(肝外胆管

癌(胆囊癌以及壶腹癌+

#

,

)手术切除仍是目前最主

要的治疗方法#但手术切除难度较大#且术后复发(

转移概率高#对放疗不敏感#预后较差+

!G&

,

)因此#探

讨新的有效的胆系肿瘤治疗方法显得十分必要)肿

瘤免疫治疗近年来受到了广泛研究和关注#其中树

突状细胞$

+,3+2.8.)),44<

#

AK

%是目前所知在体内功

能最强的抗原递呈细胞#能够诱导机体产生特异性

抗肿瘤免疫反应'细胞因子诱导的杀伤细胞$

)

9

80].3,

.3+1),+].44,2),44<

#

KCb

细胞%是由
C[@G

+

(

CSG!

及
KA&

单抗诱导的一种广谱抗肿瘤免疫细胞#二者联合#能

够更加有效地发挥抗肿瘤作用#是目前过继细胞免疫

治疗的首选方法+

E

,

)本研究采用自体
AK

疫苗联合

KCb

细胞治疗胆系肿瘤患者#初步观察其临床疗效#

探讨二者联合治疗胆系肿瘤的可行性)

9

!

资料和方法

#>#

!

研究对象
!

!"#!

年
#

月至
!"#E

年
#"

月第二

军医大学东方肝胆外科医院生物治疗科收治的
%$

例符合入选标准的胆系肿瘤患者#其中男
E'

例#女

&N

例#年龄
!"

"

D$

岁#平均$

$'>"i#">$

%岁)患者

中肝内胆管癌
E#

例#肝门部胆管癌
#!

例#肝外胆管

癌
D

例#胆囊癌
!&

例#壶腹癌
!

例'

E$

例经病理证

实#

E"

例经临床资料及影像学诊断)

E#

例为初治的

局部晚期患者#

&!

例为术后复发或转移患者#

#!

例

为术后辅助治疗)

HKBU

评分
"

分
%

例#

#

分
$&

例#

!

分
!&

例#

&

分
#

例'根据
:CKK

"

(/KK

第
D

版

M@7

分期!

%

期
'!

例#

*

期
#D

例#

(

期
'

例)

入选标准!$

#

%年龄
(

#%

岁#且
&

D$

岁'$

!

%预期

寿命至少为
'

个月'$

&

%

HKBU

评分
"

"

&

'$

E

%主要

实验室指标!白细胞
(

&>"h#"

N

"

S

(血小板
(

'"h

#"

N

"

S

(血红蛋白
(

%$

=

"

S

#总胆红素正常范围或
&

#>$

倍正常值上限#转氨酶正常范围或
&

$

倍正常值

上限#血清肌酐正常范围或
&

#>$

倍正常值上限)

本研究经第二军医大学东方肝胆外科医院伦理委员

会批准#所有患者或授权家属均签署
AKGKCb

治疗

知情同意书)

#>!

!

AKGKCb

细胞的制备及治疗方法

#>!>#

!

外周血单个核细胞%

L

,2.

L

J,2*4Z400+

-03031)4,*2),44

!

F_7K

&的采集
!

治疗周期当天用

[PH6H@C:6 KB7>MHK

血 细 胞 分 离 机

$

[PH6H@C:6b(_C

公司%进行
F_7K

采集#采用

*1807@K

程序#

F#T(

耗材#采集数量约为
!h

#"

%

"

S

)

#>!>!

!

AKGKCb

的分离及培养
!

采集的
F_7K

用

不含血清的
(C7G

,

培养液$

U.Z)0

%洗涤
!

次后#稀

释至
Eh#"

'

"

S

)将细胞转移至培养袋中培养
!J

#

收集非贴壁细胞#用于培养
KCb

细胞#贴壁细胞用

于制备
AK

细胞#向其中加入含有
U7GK6[

$

#"""

3

=

"

-S

%(

CSGE

$

#""":

"

-S

%和
[SMG&

$

$"3

=

"

-S

%

的培养液#每
!+

更换
#

"

!

培养液#补充细胞因子#

第
'

天用包含多种肿瘤抗原$

M((

%的腺病毒$血清

&$

型%进行转染#收集
AK

细胞#培养
!EJ

后#向其

中加入
M@[G

'

$

#""3

=

"

-S

%和
KAE"S

$

$"3

=

"

-S

%#

然后继续培养
!+

)非贴壁细胞收集后将密度调整

至
!h#"

N

"

-S

#然后放入
&Dg

(

$̂ KB

!

孵箱中#加

入
C[@G

+

$

#""":

"

-S

%培养#每天更换
#

"

!

培养液#

加入
KA&

多克隆抗体$

$"3

=

"

-S

%和
CSG!

$

#""":

"

-S

%)第
N

天将经过多抗原刺激的
AK

加入
KCb

培

养液中#在上述条件下共同培养
!+

)经细菌(真菌

及内毒素检测阴性后分别于第
##

(

#$

天收集悬浮

的(经表型鉴定的成熟
AK

#溶于
#-S

生理盐水中#

皮内注射于腹股沟淋巴结'分别于第
##

(

#&

(

#$

天收

集
KCb

细胞#细胞总数
%

!h#"

#"

"

S

#离心(洗涤后#

溶于含
">!$̂

人血白蛋白生理盐水溶液
&""-S

中#静脉滴注#

&"-.3

回输入患者体内)所有细胞因

子均购自
@0;0

L

208,.3

公司$上海%#所有细胞培养

过程均在
U7F

标准车间内完成)

#>&

!

观察指标及疗效评价
!

观察指标包括生活质

量(疗效评价(免疫功能(不良反应及生存时间)生

活质量评价!对患者临床症状进行问卷调查#然后进

行统计和比较)疗效评估!根据
VRB

制定的实体

瘤疗效评估标准进行评估#分为完全缓解$

KP

%(部

分缓解$

FP

%(疾病稳定$

6A

%及疾病进展$

FA

%)免

疫功能的评价!采用流式细胞仪检测患者外周血中

KA&

n

(

KA&

n

KAE

n

(

KA&

n

KA%

n

(

KAE

n

"

KA%

n

(

KA&

n

KA$'

n及调节性
M

细胞的变化)生存时间从

第
#

次接受细胞治疗开始计算#每
&"+#

个疗程#

!

个疗程后复查增强
KM

进行疗效评估#随访时间至

!"#E

年
#!

月)

#>E

!

统计学处理
!

采用
6F66#D>"

统计软件#计量

-

%N%

-
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寇晓霞#等
>

自体树突状细胞疫苗联合细胞因子诱导的杀伤细胞治疗胆系肿瘤的临床疗效观察

资料以
'

:i(

表示#不同时间点的比较采用重复测量

方差分析#生存分析采用
b*

L

4*3G7,.,2

生存曲线分

析#计算中位生存时间)检验水准$

'

%为
">"$

)

:

!

结
!

果

!>#

!

临床症状改善情况
!

治疗前及治疗后
!

周分

别对患者临床症状进行问卷调查(统计和比较#结果

$表
#

%表明!与治疗前相比#

AKGKCb

治疗后患者临

床症状有明显改善#差异有统计学意义$

<

$

">"$

%)

表
9

!

胆系肿瘤患者免疫治疗后临床症状改善情况

Dk%$

#

,

临床症状 免疫治疗前 免疫治疗后
<

值

失眠
&E ##

$

">"$

癌性疼痛
' !

$

">"$

乏力
#% $

$

">"$

纳差
!# N

$

">"$

恶心(呕吐
! "

$

">"$

!>!

!

疗效评价
!

大多数患者治疗后为
6A

$

'&>$̂

#

$E

"

%$

%及
FP

$

#'>$̂

#

#E

"

%$

%#个别患者甚至达到

KP

$

!>&̂

#

!

"

%$

%#但也有部分患者为
FA

$

#D>'̂

#

#$

"

%$

%)其中
#

例
'%

岁的女性患者#诊断为肝内胆

管癌伴肝门部等多发淋巴结转移#治疗后不但达到

了
FP

#且治疗结束后
#

年病灶仍保持稳定$图
#

%)

图
9

!

9

例患者免疫治疗前后影像学资料对比

(

!免疫治疗前'

_

!免疫治疗后即刻'

K

!免疫治疗后
'

个月'

A

!免疫治

疗后
#

年

!>&

!

免疫指标变化
!

结果$表
!

%表明!

AKGKCb

治

疗后#淋巴细胞亚群中
KA&

n

(

KA&

n

KAE

n

(

KA&

n

KA%

n

(

KA&

n

KA$'

n及
KAE

n

"

KA%

n比值均明显升

高#而调节性
M

细胞则明显降低$

<

$

">"$

%)

表
:

!

=A-AT6

治疗后外周血淋巴细胞亚群的变化

,k%$

#

'

:i(

时间
KA&

n

$

^

%

KA&

n

KAE

n

$

^

%

KA&

n

KA%

n

$

^

%

KA&

n

KA$'

n

$

^

%

KAE

n

"

KA%

n

M2,

=

$

^

%

治疗前
'#>%Ni#'>$# &&>#$i##>%E &#>$!i#!>N& !>$'i!>!# #>#&i">%E D>&'i$>#"

治疗后
'D>"'i#E>%N

"

&'>D!i#!>%&

"

&E>NDi#&>$E

"

$>#"i$>E&

"

#>D%i">D'

"

E>N!i&>%E

"

!!

"

<

$

">"$

与治疗前比较

!>E

!

不良反应
!

不良反应一般发生于回输后
#

"

!

J

#以发热为主#其中低热$

&

&%>"g

%

!!

例#未经任

何处理体温自行恢复正常'中度热$

&%>"

"

&N>"g

%

%

例#其中
&

例未经特殊处理体温自行恢复#另外
$

例

使用解热镇痛药后体温降至正常'高热$

(

&N>"g

%

$

例#持续时间在
!

"

%J

#行血常规(

K

反应蛋白等

检测无明显异常改变#使用解热镇痛药后体温降至

正常)

%$

例患者中#有
!

例在细胞治疗
!J

后出现

血压轻度升高$

&

#'"

"

##"--R

=

#

#--R

=

k">#&&

]F*

%#经硝苯地平舌下含化后降至正常#无头晕(恶

心(呕吐等伴随症状)有
!'

例患者经观察后无任何

不良反应)

!>$

!

总生存期
!

至随访结束#共有
$%

例患者死亡#

!

例失访#

!$

例存活#中位生存期为
#'>$

个月$

N$̂

KC

!

#!>#

"

!">N

个月#图
!

%)

图
:

!

胆系肿瘤患者
=A-AT6

治疗后生存曲线

;

!

讨
!

论

胆系肿瘤的发病原因尚不明确#可能与胆道结

石有一定关系+

$

,

#发病率逐年增长#目前暂无有效的

治疗方法)自
?*44,

等+

&

,报道吉西他滨联合顺铂一

-

NN%

-
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年
%

月#第
&'

卷

线化疗取得较好的结果后#该方案已作为一线治疗

被广泛应用#但多数晚期患者不能耐受#同时化疗有

可能打破肿瘤与机体间的动态免疫平衡#使肿瘤细

胞进一步增殖及播散+

'

,

)随着分子生物学和免疫学

的快速发展#肿瘤生物治疗近年来日益受到重视#已

成为与手术(放疗及化疗并列的肿瘤第四大治疗模

式+

'

,

)其中过继性细胞免疫治疗以其突出的临床安

全性以及能与手术(放疗和化疗有效地结合#显示出

良好的临床应用前景+

D

,

)

AK

是目前发现的最有效的抗原递呈细胞#它可

以激发
M

细胞应答#参与主动免疫与被动免疫反

应#有效抵制肿瘤细胞的免疫逃逸机制+

%

,

)

KCb

是

一群经细胞因子激活和培养后获得的异质细胞#其

主要效应细胞的表面标志为
KA&

n

KA$'

n

#对肿瘤

细胞的杀伤作用具有高效性和非主要组织相容性复

合体$

7RK

%限制性的特点#是一类杀瘤活性强和抗

瘤谱广的新型抗肿瘤效应细胞)

KCb

扩增速度快#

体外制备相对容易#有效成分相对稳定#且同时可增

强肿瘤患者的免疫功能+

N

,

)将
AK

与
KCb

共培养后

产生的细胞群体比同源
KCb

细胞具有更强的增殖

活性#且两者能相互调节而增加细胞因子释放和增

强细胞毒性#提高
KCb

细胞的杀伤活性#同时也能

提高
AK

的功能+

#"

,

)

本研究结果发现#

AK

疫苗联合自体
KCb

细胞

回输可明显改善患者生活质量#包括减轻癌痛(乏

力(纳差(恶心(呕吐等症状)同时#可延缓肿瘤进

展#减慢肿瘤生长速度#即使在停止细胞免疫治疗

后#仍可获得持续的作用)本研究中
KP

的例数不

多#考虑可能与入组患者临床分期绝大多数较晚(肿

瘤负荷过大有关#但
FP

(

6A

例数较多#且中位生存

时间为
#'>$

个月#较以往研究+

&

,明显延长)研究结

果提示#免疫细胞治疗对绝大多数患者可起到延缓

及稳定肿瘤生长(延长生存期的作用)本研究中经

过治疗的患者
M

细胞亚群中的效应细胞比例及

KAE

n

"

KA%

n比值均较治疗前明显上升#差异有统计

学意义$

<

$

">"$

%)结果说明细胞治疗可提高患者

免疫功能#同时
M2,

=

比例较治疗前降低$

<

$

">"$

%#而
M2,

=

细胞介导的是抗肿瘤免疫耐受#促进

肿瘤生长#

M2,

=

的降低提示对肿瘤的预后有明显改

善)细胞治疗的不良反应主要为低热#且症状轻微#

大多可自行缓解#说明细胞治疗安全可靠)

综上所述#

AK

疫苗联合
KCb

细胞回输在晚期

胆系肿瘤的治疗中有很大的潜力#是一种疗效满意(

临床安全性好(可接受性强的治疗方法#但仍需大样

本的随机对照试验来进一步观察其远期疗效)
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